l--I..|‘

; | Y ‘ I- - b o
&
m . . L ol ] - M
1 > i ¥

Universidad de Buenos Aires. Facultad de Farmacia y Bioquimica.
L abor atorio de Radioisétopos

ACCION DEL PLAGUICIDA ORGANOFOSFORADO
CLORPIRIFOS SOBRE LA CARCINOGENESIS
MAMARIA

-IJ

[
=

Autora
Lic. ClaraVentura

Directora
Prof. Dra. Claudia M. Cocca

Directora Adjunta
Dra Mariel Nuinez

Trabajo para optar al titulo de Doctora de la Universidad de Buenos Aires
- 2014 -

———— - -
™ L} -
- " A




INDICE ...ttt |
PUBLICACIONESY PREMIOS ...ttt A\
AGRADECIMIENTOS ...ttt VIl
INTRODUCCION ....oiiaiemeireereeseeseeseesssesesssessssssessssssssssessssssasssasssesssssesssesssssessssssnens 1
PlagUICIABS.......eiceeeeee ettt 2

(@4 o 11 £} {0 1SRRI 6

(O3 07 RSP PR 10

El proceso CarCiNOgENICO ........ovueeeeeeerieeeesteesteeeesree e eeesseesee e sreensesneesreeseens 12
Caracteristicas de las células normales y transformadas ...........ccocevvvveeerenens 16

CiClO CElUIAI Y CANCET ..ottt st 19
Estructuray desarrollo de laglandulamamaria..........cccceeeveeveeceeseeseccee e, 23
Influencia hormonal sobre € tegjido Mamario...........cceceeveeiencenecce e 26
Receptores de hormonas eStEroideas ..........covveeereerienee e 29

Sintesis ovérica de hormonas esteroideas: esteroidogénesis .........oovvevveeencene. 33
Regulacion de la eSteroidogenesiS.........coeveerieriieseenie e see s 35

CANCEN B MM .....e ittt st b bt ene e 37

[ oTTo (=1 41T0] [o o T VS 37
CarCiNOgENESIS MAMBITAL. .. .eveeveeeeereerieieieseesie e ste e sseeeeeeseeseessessessesseesesseenens 38
Factores de riesgo para Cancer de MamaL.........cccceeeerieeieereeseeseeseeseeseeseeeneens 42
[DIES gU] o] 0lg=SY = g0 (0 ox ] o0 = TS 42

ESLrES OXITALVO ... et 45

Vias de sefializacion moduladas por ERO.........ccceeveeeienenene e 49
OBJIETIVOSE HIPOTESIS.....oiieeeteeeeeeeee sttt tes s sn st sn st 51
MATERIALESY METODOS.......ooieieteeieeeteeeetestess s ses s sessssss s s ssssssensssanens 54
ESTUDIOSEN LINEAS CELULARES........coiteieeeeee et es e eese st ssssnanaons 55
Caracteristicas de 1as [ineas CEUIAreS. ..o i 55
MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™).....cooeeeeeeeeeeseeeeeee s es s 55

MCF-7 (ATCC® HTB=22™) ..ot 55



CUTIVO CERIUIAL ...ttt re s 56
Drogas utilizadas en 10S eXPerimentosS .........c.ceveriereerienie s 56
Tratamiento CON CPF ..o 56
Tratamiento CON Ep .....ooviiiiiiiieiee s 57
Tratamiento con ICl 182, 780........ccceeiiieiieie e 57
Tratamiento CON HoOo.....veeiiiiiiic et s 57
Tratamiento CON CAT ..o 57
Tratamiento Con PDO5059.........cccuiiiiieree et 58
Tratamiento CoN SB203580 .......c.coveriiirierierie e et 58
Ensayos de proliferaCion CElUIAr..........cooeiieiere e 58
Viabilidad CEIUIAN ..o 58
Capacidad ClONOGENICA........cceerieeeeseesieee et sre et ae e eaesneenaeas 59
Incorporacion de 5-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU)..........cccoeevvnevencnienenneen, 60
ANASISAE CICIO CEIUIAN.......cceiieieeeeee e 61
Andlisisde |aexpreSiOn ProtEICA. ........ccevveeereereeeeseerieseeseesee e e eeeeee e ae e 61

Cuantificacion de los niveles de expresion proteica mediante western blot.... 61

Determinacion de lalocalizacién intracelular de proteinas mediante

INMUNOTIUOIESCENCIA...... et 64
Determinacion de apoptosis en laslineas celulares...........ccooevveceveesecciesieennee, 65
ENSAY0 A€ ANEXINGV ..ottt 65
Determinacion de NUCle0s aPOPLOLICOS. .......covvveeeieeiecee e 66
Determinacion de eSpeci €S OXITaNLES. .........coervreiereeeeeeee e 67
NivelesintracelulareSde ERO..........cooiiiiieneneeeee e 67
Determinacion del anion Op  ...oeoeeeieieeee e 68
NivelesintracelulareSde ERN ........ccooiiiiiiinineeeee e 69
Andlisisdel sistema antioxidante CElUIar...........ccvviirenenirieieree e, 69
Andlisisdelaactividad de catalasa..........cccovvvveienecinieieree e 69
Andlisisdelaactividad SOD ... 70
ConteNidO DE GSH ... e 71
Andlisisdel dafio OXIdatiVO ........cceieiiiirieeee e 72
PeroxidaCion [IPIdICaAL ........ccceeeeieeeieere e 72
NItraCion de ProteiNGS.........cccveveeiieeeere et eee s e et sre e 72
ESTUDIOSEN ANIMALES.......ooioeieeeeese ettt 73

Modelo para el estudio del desarrollo de la glandula mamaria.........c..cccceeeenenee. 73



Protocolo deintoxicacion del0S aniMmalesS .........cccvveveeeieieenesese e, 73
Par@metroS fiSIOIOQICOS ......ooveiieiiieiieiieieieie et 74
ANAISISAETOXICIAAA.......cceieireireeee e e 74
Determinacion delaactividad ACKE ..., 74
Determinacion delaactividad BChE...........cccoviiininienerene e, 75
Determinacion del peso delosSanimales.........ovvveeeeeeerenene s, 75
Evaluacion de lafuncionalidad hepatica............ccoeveveeceveeieciesecce e 75
EStUdiOS NISLOIOQICOS ......eceveiieiececeer ettt 76
AN&liSiS de eXPreSiON PrOLEICA. ......ccvvieeerieeereriese et sre e ese e nens 77
Western blot apartir de tgjido Mamario .........cccceeveeiereereereseesee e 77
INMUNONISLOQUIMICA ......eeveeiecee ettt sne e e 77
Determinacion de los niveles de hormonas.........c.cooeveveeeenenesene s, 78
Determinacion de hormonas eteroideas .........coveeeeeeerenesesese s, 78
Determinacion de gonadotrofiNgS.........cccueeveeeieeeeeeree e 79
Andlisisdel sistema antioxidante en €l tglido mamario .........cccccccevvevecceereenee 79
Evauacion de laactividad CAT en d tglido mamario ........cccceveececeeveeenene 79
Determinacion del contenido de GSH en €l tejido mamario ..........cccceeeeeuenee. 79
Evaluacién de la peroxidacion lipidicaen el teglido mamario...........cccoccceeneee.e. 80
Modelo para el estudio de la carcinogénesisS Mamaria ........ccccevveveereereeseeseennenn 80
INAUCCION TUMOTEL ...ttt 81
Protocolo deintoxicacion de oS animales ..........covveverereeienesese e 82
Crecimiento y tiempo de duplicaCion tumoral ...........cccceevevevenenieseseseseeeenes 83
Estudios histol 6gicos e inmunohistoquimicos en 10S tumores...........cc.cceeeneenee. 83
ANALISISESTADISTICOS ....coriieeeeeeeeesseeesssessssessssessesssesssssssssssssessssssesssens 84
RESULTADOS. PRIMERA PARTE ..ottt 85

EFecTOS DEL CPF SOBRE LA PROLIFERACION CELULAR EN LINEAS DERIVADAS DE

ADENOCARCINOMAS MAMARIOS. .....uviiiurieeiireesasseesssseesssseesaseeesneessneessnesssnneessnsesssnnens 86
Efectos del CPF sobrelaproliferacion celular...........cccoeeeveevecceseevece e 86
Efecto del CPF sobrelaviabilidad celular..........cooveieiininininieee, 87
Efecto del CPF sobre laformacion de Colonias.........ccccveveveiesesieseseeeennn, 88
Efecto sobre laincorporacion de BrdU............ccoeeeeerenenenesese e, 20
Efectos del CPF sobre laviaestrogéniCa ........ccccvecveeeenieeieseese e seesie e 91

Efecto sobre lafosforilacion del REQ ..........oooee e e e 92



Efecto sobre la proliferacion utilizando un inhibidor especifico del REQ........ 93

Efectos sobre lavia Wnt/B-CateNiNa..........ccoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeresnsreseseesenens 95

Efecto del CPF sobre @l Ciclo CElUlar. ..o, 98
Efectos sobre la expresion de proteinas reguladoras del ciclo celular............. 99

Efecto sobre ladistribucion en las diferentes fases del ciclo............c.e....... 101

Efecto sobre el CItOESQUEIELO .........oceeieiieeeieeee s 102

Efecto del CPF sobre la apoptosisy lanecrosiscelular.........oocevveceieeciecnenee. 103
DISCUSION. PRIMERA PARTE .....covuietieeeeeeteeeeeseesesssseesss s tesse s s ssssssssssansons 108
RESULTADOS. SEGUNDA PARTE ...ttt 121
EFECTO DEL CPF SOBRE EL DESARROLLO DE LA GLANDULA MAMARIA DE RATA ...... 122
Evaluacion de 10s efectos toXicoS del CPF ... 122
Efectos del CPF sobre la actividad colinesterasa..........cooovvvvevenevenencnenne 123

Efectos del CPF sobre el peso corpord y lafisiologiahepética.................... 124
Estudios relacionados con €l desarrollo de laglandulamamaria...................... 126

(SIS (0o [ToJ g TES o] o= o] [oT0 ¥ oo J P 126
Expresion de la proteina PCNA en laglandulamamaria.........ccccceeeevieennnnee. 132

Efectos del CPF sobre la expresién de receptores esteroideos en la glandula

Q0= 0T - TSP 133

Efectos sobre el sistema endOcring...........covvevineveneneree e 136
Efectos del CPF sobre |os niveles de hormonas esteroidess...........covveneeee. 136

Efectos del CPF sobre |a esteroidogénesisS ......coovveeeiverieceeveerie e 138

Efecto del CPF sobre los niveles de gonadotrofingas...........ccceveecevneenenenne. 139
EFECTOS DEL CPF SOBRE LA CARCINOGENESISMAMARIA .....occuteiiieeieenieeeeeeseeeseeens 140
Efectos del CPF sobre |os pardmetros de evolucion tumordl ............ccceeeveeeeee. 140
Efecto del CPF sobre la histologiatumoral mamaria...........cccecevvecvneesecnenee. 143
Efectos sobre la expresion de | os receptores de hormonas esteroidess............. 146
DISCUSION. SEGUNDA PARTE ..ottt esess st essesesss s sn s 149
RESULTADOS. TERCERA PARTE .......coiiiiiiireeee e 166

EFeCTO DEL CPF SOBRE EL BALANCE REDOX CELULAR Y LA MODULACION DE LA ViA DE
SENALIZACION INTRACELULAR MEDIADA POR MAPKS. ESTUDIOSIN VITRO. ............. 167
Efectos del CPF sobrelos niveles de especies oxidantes..........ccceceveeieeenee. 168
Efectos del CPF sobre e contenido de ERO ..........cccceeiivincnenineneeeee 168



Contribucién del perdxido de hidrogeno a aumento de ERO........................ 169

Efecto del CPF sobrelosnivelesdd anion Oy ..., 170
Efecto del CPF sobrelosnivelesde ERN..........cccooeviiiiienineneneneeeeens 172
Efectos del CPF sobre e sistema antioxidante calular...........cocevevverenenenenne 173
Efecto sobre el contenido delaenzima CAT .......ccceveevirnneerencesee e 174
Efecto sobrelaactividad CAT ..o s 175
Efecto sobre laexpresion de SOD .........ccveeeveereeieeseese e 176
Efecto sobrelaactividad SOD ... s 177
Evaluacioén de la capacidad antioxidante basal de laslineas celulares.......... 178
Efecto sobre el contenido de GSH ... 179
Efectos sobre el dafio oxidativo a macromoléculas.............ccccevevenerenencnnnne 180
Efectos del CPF sobre el dafio alipidos .........ccccveveieevecce e 180
Dafio OXidativVO @ ProteinNgsS..........ccevverereneieseneeieieee e 181
Implicancias del desbalance redox sobre la capacidad clonogénica celular ..... 182
Vias de sefidizacion implicadas en la muerte celular inducida por CPF.......... 184
Efecto sobre lafosforilacion de laproteinap38 .........cccceeevveeveeceneesecee e 185
Efecto sobre lafosforilacion de laproteina ERK1/2..........ccoovvvivvieneenene 186

Efecto de lafosforilacion de la proteina ERK 1/2 y p38 sobre la proliferacion
CRIUIAN ... ettt 187
Relacion entre el estrés oxidativo y lafosforilacion de ERK1/2................... 190
EFeCTO DEL CPF SOBRE EL BALANCE REDOX EN LA GLANDULA MAMARIA. ESTUDIOS EX
VIV, ettt ettt ettt ettt ettt e et e e e et e e e s s e e e e s st e £ he e e £ Re e e e Re e e e Re e e e Re e e e Re e e e Re e e nane e e ane e e anreeeanes 193
Efectos del CPF sobre e sistema antioxidante enzimatico ............ccccveveeennene. 194
Efecto del CPF sobre el sistema antioxidante no enzimatiCo..........ccocevereruenne. 195
Efecto del CPF sobre el dafio Calular...........cooovvvirenininieeeee e 196
DISCUSION. TERCERA PARTE ..ottt ssss s essenes s sesne s 197
CONCLUSIONESY PERSPECTIVAS.... oottt 208
RESUMEN ...ttt sttt st et senn e ne s es 212
BIBLIOGRAFIA ...ttt es e senas s sss st asnansans 216

ABREVIATURAS ... 246



Publicacionesy premios




Vil

L os resultados presentados en esta tesis doctoral, forman parte de las siguientes
publicaciones:

Ventura C, Venturino A, Miret N, Randi A, RiveraE, Nufiez M, Cocca C. Chlorpyrifos
inhibits cell proliferation through ERK1/2 phosphorylation in breast cancer cell lines.
Chemosphere. ISSN: 0045-6535. En prensa. DOI: 10.1016/j.chemosphere.2014.07.088.

Ventura C, Nufiez M, Miret N, Martinel Lamas D, Randi A, Venturino A, Rivera E,
Cocca C. Differential mechanisms of action are involved in chlorpyrifos effects in
estrogen-dependent or -independent breast cancer cells exposed at low or high doses of
the pesticide. Toxicology Letters 213 (2012), pp. 184-193. ISSN 0378 4274.

Parte delosresultados presentados en esta tesis, recibieron los siguientes premios:

Premio otorgado por la Sociedad Argentina de Investigacion Clinica (SAIC), seccion
toxigologia, a trabgo titulado “El Clorpirifos afecta el desarrollo de la glandula
mamaria de rata e induce desbalance redox en este tejido”. Ventura C, Martinel

Lamas D, Bourguignon N, Lux-Lantos V, Rivera E, Cocca C, Nufiez M.

Premio “Juan C. Garcia Fernandez”, Area Toxicologia, afio 2010. Otorgado por la
Academia Nacional de Farmacia y Bioquimica a trabagjo “Accion del plaguicida
organofosforado clorpirifos sobre e crecimiento celular en lineas mamarias tumorales
dependientes e independientes de estrogenos”. Ventura C, Nufiez M, Marting Lamas
D, Mohamad N, Randi A, Venturino A, RiveraE, CoccaC.



Agradecimientos




Quisiera expresar mi enorme agradeci miento:

A Claudia, mi directora, por su presencia constante e inigualable en este
recorrido que iniciamos en e afio 2009 sin conocernos, y que dio origen a este trabgo.
Por su tiempo, su paciencia y su generosidad. Por brindarme su confianza y por
transmitirme su amor hacia la ciencia y la docencia. Por su responsabilidad y
compromiso. Por estar siempre, en todos los detalles. No se como agradecerte por tanto
Clau!

A Mariel, mi Directora Adjunta, por su inmensa ayuda en |os experimentos y por
enseflarme a trabgjar, especialmente por su pacienciaen € trabajo con los animales. Por
su enorme disponibilidad, por sus consgos y por acompaiiarme en todos estos anos.

Muchas gracias Mari!!

A Diego y a Nora, por tantas horas compartidas en la mesada. Por € trabajo en
equipo y la ayuda desinteresada. Por los mates, las risas y los cantos, algunos més
afinados que otros.... Muchas gracias a los dos, por hacer del trabajo un espacio alegre

y solidario. jSon excelentes personas, compafieros y amigos!

A todalagente deradio: Ele, Gabi, Gra, Vani, Noe, Ali G, Eli, Juli, Maria Rosa,
Marce, Cinthia, Jime, Nati, Fiore, Mariano, Gra, Ali K, Pablo, Diego G, y Cristina, por
incorporarme a su mundo con tanto carifio, por los momentos compartidos, los mates,
las clases, los congresos. Un enorme agradecimiento por su apoyo Yy colaboracion.
Estaré eternamente agradecida por su buena predisposicién y su carifio.

A Rosita por su interés y compromiso y a Ale por su excelente trabajo y su

predisposicion.

A Andrés Venturino, de la Universidad del Comahue, por su inmensa ensefianza
en relacion a sistema redox. Por su colaboracion en este trabajo de tesis y por lalectura

y correccion de todos |os trabaj os.

A Andy y todo su grupo de trabajo, especialmente a Noe, Caro y Flopi, por su
ayuda y colaboracion incondicional. Por su generosidad y compromiso, por los
seminarios compartidos, €l café, el mate y las facturas. jFue un placer haber compartido

esta etapa con ustedes!



A Ménica Galleano, por su ayuda y perseverancia en los experimentos de EPR.
Mi agradecimiento también por lalecturay las sugerencias en la escritura.

Al Dr. Gabriel Kao, por su colaboracion en este trabgjo, por su predisposicion y

sus explicaciones.

A Nadiay a Victoria, del Laboratorio de Neuroendocrinologia del IBY ME, por

|a determinacion de las hormonas.

A la Facultad de Ciencia Exactas de la Universidad Nacional de La Plata, por
brindarme la formacion profesional. Especiadmente a todos los docente que me
ensefiaron a amar la ciencia y me transmitieron su pasion y dedicacion por esta
profesion.

A laFacultad de Farmacia y Bioguimica de la Universidad de Buenos Aries, ala
Agencia de Promocion Cientifica y Tecnologica y a Consgo Naciona de
Investigaciones Cientificas y Técnicas, por € apoyo econdmico a través de las becas

recibidas y los subsidios que contribuyeron alarealizacion de este trabgjo.

A mis vigos, por enseflarme siempre € camino de la responsabilidad, la
perseverancia y € esfuerzo, sin lo cua este trabajo no hubiese sido posible. Por €
esfuerzo que para ellos significd que yo pudiera estudiar en La Plata y por su apoyo

incondicional en este y todos mis proyectos.

A mi familia: amis abuelos, amistias, amis primas y muy especiamente amis
hermanos, Mati, Viole y Tomi, por estar, por apoyarme durante todos estos afos, por

preocuparse siempre 'y por todo €l resto.

A Cintia, por su hermosa amistad, por tantas horas compartidas y por lo que

significa saber que puedo contar con vos siempre.

A mis compafieros de la facu, los vigitos. Mancho, Mari, Boris, Mauri, lva,
Juan, Sabri, Ro y George. Quiero agradecerles por tantos afios compartidos, por su
enorme acompaniamiento en este camino y por compartir los buenos y malos momentos

de nuestras vidas. Me |lenan de orgullo como amigos y como colegas.



A José, mi comparfiero, por todo su amor, su alegria y su compromiso. Por
enseflarme a luchar por 1o que creo, por su apoyo incondicional y por toda su ayuda en
este trabgjo.

Xl



| ntroduccion




Introduccién

Plaguicidas

La agricultura representa una de las principales actividades econémicas de los
paises en vias de desarrollo como la Argentina. En estas regiones, e control
fitosanitario y la rentabilidad productiva se sostienen en base a uso intensivo de
plaguicidas, o cual constituye un factor de riesgo tanto para |os trabajadores como para

las poblaciones cercanas y € medio ambiente.

El uso responsable de los agroquimicos constituye un tema clave para lograr un
equilibrio entre la actividad productiva, la salud humana y la proteccion del medio
ambiente. En este sentido, los gobiernos de muchos paises estén incorporando en su
legislacion normas cada vez mas exigentes respecto del uso y la generacion de
compuestos potencialmente capaces de generar efectos adversos en la saud y €
ambiente.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMYS), define a los plaguicidas como una
sustancia 0 mezcla de sustancias destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier
plaga, incluyendo los vectores de enfermedades humanas o de animales, |as especies de
plantas o animales indeseables que causan perjuicio 0 que interfieren de aguna otra
forma en la produccion, elaboracion, amacenamiento, transporte o comercializacion de
alimentos, productos agricolas, madera y productos de madera o aimentos para
animales, 0 que pueden administrarse a los animal es para combatir insectos, aracnidos u
otras plagas en 0 sobre sus cuerpos. El término también incluye a las sustancias
destinadas a utilizarse como reguladoras del crecimiento de las plantas, defoliantes,
desecantes, agentes para reducir la densidad de fruta o agentes para evitar la caida
prematura de la fruta, y a las sustancias aplicadas a los cultivos antes o0 después de la
cosecha para proteger € producto contra el deterioro durante e amacenamiento y €
transporte (World Health Organization and Food and Agriculture Organization of the
United Nations, 2004).

Los plaguicidas pueden clasificarse en funcidn de algunas de sus caracteristicas
principales, como son la toxicidad, la vida media, la estructura quimicay € uso. En
1978, la OMS establecio una clasificacion basada en su peligrosidad o grado de
toxicidad aguda, definida como la capacidad del plaguicida de producir un dafio agudo a
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Introduccién

lasalud através de una o multiples exposiciones, en un periodo de tiempo relativamente
corto. La toxicidad se mide a través de la dosis letal media (DLsp). Este parametro se
define como la dosis de una sustancia que resulta letal para el 50 % de los animales
utilizados en un ensayo. En general suele expresarse como la masa de la sustancia en
mg por Kg de peso del animal. De acuerdo a esto, |os plaguicidas pueden clasificarse en
cinco grupos (Tabla 1) (World Health Organization, 2009a).

DL s, (Mg/K Q) en rata

Clase Descripcion Oral Dérmica
la Extremadamente téxico <5 <50
Ib Altamente toxico 5-50 50 - 200
I M oderadamente téxico 50 -2000 200 - 2000
I Levemente toxico > 2000 > 2000
v No presentaria toxicidad aguda > 5000 > 5000

Tabla 1. Clasficacion de los plaguicidas de acuerdo a su peligrosidad. Adaptada de World
Health Organization, 2009a.

Otros criterios de clasificacion para los plaguicidas se basan en |la especie a la
que permiten combatir o en la familia quimica a la que pertenecen. De esta manera, los
plaguicidas pueden clasificarse como insecticidas, herbicidas, fungicidas o rodenticidas,
segun se utilicen para combatir insectos, vegetales, hongos o roedores respectivamente.
La clasificacion segin la familia quimica cobra importancia desde e punto de vista
toxicoldgico, ya que los plaguicidas pertenecientes a un mismo grupo producen efectos
similares, los cuales suelen revertirse utilizando tratamientos andlogos. La clasificacion
basada en este criterio es sumamente complga dado que permanentemente se
incorporan a mercado nuevos plaguicidas, pertenecientes a diversos grupos quimicos.
Sin embargo, se han definido algunas familias quimicas que engloban a gran parte de
los plaguicidas utilizados en |la actualidad. Entre €ellas, se encuentran los plaguicidas

organoclorados, los carbamatos y tiocarbamatos, los piretroides, los organofosforados,
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Introduccién

los derivados bipiridilos, compuestos inorganicos o compuestos de origen vegeta (Gil
et a., 2012; World Health Organization, 2009a).

Si bien la Argentina es un pais con una importante actividad agricola y un
extensivo uso de plaguicidas, existen pocos estudios que brinden informacion acerca de
los productos utilizados y las cantidades aplicadas. Uno de los pocos estudios
publicados sobre esta temética, fue elaborado en el afio 2013 por Porfido. En ese
trabgjo, € autor reaizdé un andlisis del mercado de productos fitosanitarios en la
Argentina y observd una tendencia creciente en el uso de plaguicidas en los ultimos 7
anos, pasando de 151,3 millones de kilogramos (Kg) o litros (L) de productos
comercializados en € afio 2002, a 225 millones en 2008 (Porfido, 2013). Dd total de
plaguicidas utilizados en nuestro pais, e 11,1 % corresponde a la aplicacion de
insecticidas (25,03 millones de Kg o L). De acuerdo a un relevamiento realizado en €
afno 2007, € 47 % de la superficie fumigada con insecticidas se debe a la aplicaciéon de
piretroides, seguido por los plaguicidas organofosforados (OPs) y los esteres ciclicos

(Bernardos and Zaccagnini, 2011).

Los compuestos OPs constituyen un grupo de sustancias atamente toxicas,
utilizadas en la actividad agricola para € control de plagas e insectos. Estas sustancias
fueron sintetizadas por primera vez en la década de 1820, sin embargo, la actividad
insecticida de estos compuestos se evidencié muchos afios mas tarde cuando, en € afio
1932, se describieron por vez primera los efectos nocivos de los OPs sobre los seres
vivos (Carod Benedico, 2002; Delfino et a., 2009). Este hecho, proximo a comienzo de
la Segunda Guerra Mundial, desperto € interés para €l desarrollo de potenciales gases
de guerra, lo cual trgo aparejado un incremento en |os recursos destinados al disefio de
nuevas moléculas. De este modo, en €l afio 1946 & quimico aleman Gerhard Schrader
desarroll6 un compuesto denominado paration, uno de los plaguicidas més utilizados en
las décadas siguientes. Posteriormente, surgieron el malation (1952), e diazindn (1953)
y € clorpirifos (1965). Desde entonces, cientos de compuestos OPs se han desarrollado

y comercializado en todo e mundo (Carod Benedico, 2002).

La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA) redliza
periddicamente un informe sobre laindustriay el uso de plaguicidas anivel mundia. En

su Ultima publicacién, actualizada hasta €l afio 2007, se indica que € uso de plaguicidas
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OPs en € afio 2007, alcanzo las 14.968,4 toneladas, 1o cual constituye € 36 % de los
insecticidas utilizados a nivel mundial (US Environmental Protection Agency, 2011a).

Los plaguicidas OPs, presentan una serie de caracteristicas que los hicieron de
eleccion frente a otros compuestos utilizados tradicionalmente, como son los
plaguicidas organoclorados. Entre estas caracteristicas se encuentra la menor
persistencia en e ambiente y la baja acumulacion en los tgidos biologicos. Sin
embargo, una desventgja de estos compuestos es su toxicidad, relativamente ata para
los vertebrados y seres humanos. El principal mecanismo de toxicidad de los
compuestos OPs es la inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa (AChE), lo que
conduce a una acumulacion de acetilcolina en las uniones colinérgicas neuroefectoras
(efectos muscarinicos), en las uniones mioneurales del esgueleto y los ganglios
auténomos (efectos nicotinicos), asi como también, a nivel central en los organismos
expuestos. Por este motivo, las exposiciones agudas y cronicas a estos compuestos
pueden producir una variedad de efectos sobre e sistema nervioso, incluyendo dolores
de cabeza, vision borrosa, lagrimeo, excesiva salivacion, secrecion nasal, mareo,
confusion, debilidad o temblores musculares, nausess, diarrea y cambios bruscos en €
ritmo cardiaco (Rush et a., 2010; Tan et a., 2009). Sin embargo, no todos los efectos
producidos por los plaguicidas OPs estan mediados por € aumento de ese
neurotransmisor, sino que también se han reportado efectos independientes de la
inhibicion de la AChE (Costa, 2006).

S bien € uso de este grupo de sustancias presentan ventgas frente a otros
plaguicidas, su aplicacion representa un alto impacto ambiental contaminando aguas
superficiales y subterraneas, afectando poblaciones de especies acuéticas y poniendo en
riesgo la salud humana (Loewy et al., 1999). En este sentido, estudios recientes han
demostrado que los plaguicidas OPs son eficientemente adsorbidos por la materia
organica presente en el suelo, lo cua origina un incremento de la persistencia de estos
compuestos en € ambiente. Entre los plaguicidas OPs més utilizados se encuentra €l
clorpirifos (CPF). A nivel mundial, en e afio 2007, se estima que se aplicaron entre
3.628,7 y 4.989,5 toneladas de este plaguicida (US Environmental Protection Agency,
2011a).
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Clorpirifos

El CPF es un plaguicida organofosforado ampliamente utilizado en nuestro pais.
Su principa uso lo constituye el control de plagas en la produccién de frutas, hortalizas,
cereales y plantas ornamentales. Adicionalmente, este pesticida es utilizado para €
control de termitas y hormigas en productos maderables y para e control de pulgas,
garrapatas y piojos en animales domésticos y en la produccién ganadera. Finalmente, el
CPF se utiliza para combatir a moscas y mosquitos en espacios publicos y para €
control de plagas en césped de golf.

El uso residencial del CPF fue prohibido en Estados Unidos en € afio 2001,
guedando permitida la aplicacion en sectores rurales. En la Argentina, €l uso de CPF en
productos domisanitarios fue prohibido mediante una disposicion de la Administracion
Nacional de Medicamentos, Alimentosy Tectnologia Médica (ANMAT) en € afio 2008
(ANMAT, 2008). Adicionamente, la importacion, produccion, comercializacion y €
uso en formulaciones de productos domisanitarios, a excepcion de cebos con cierre a
prueba de nifios con no més de 0,5 % de principio activo, fueron prohibidos por €
Ministerio de Salud mediante su resolucion 456 en e afio 2009 (Ministerio de Salud,
2009).

El CPF es un compuesto sélido blanco cristalino, clasificado dentro del grupo de
plaguicidas moderadamente toxicos (clase 11). Si bien presenta una baja solubilidad en
agua, este compuesto es relativamente estable en soluciones acuosas de pH neutro o
acido y su estabilidad decrece a medida que se incrementa el pH de la solucién (World
Health Organization, 2009b). Estas caracteristicas, junto con su baja volatilidad y su
elevada constante de particion con solventes organicos, derivan en una concentracion
del pesticida en sedimentos y particul as organicas presentes en |os ambientes naturales,
lo cual incrementa la persistencia del CPF en e medio ambiente y sugiere una elevada
bioacumulacién del téxico (Dzul-Caamal et a., 2014; US Environmental Protection
Agency, 2011b). En lafigura 1 se detallan las principal es propiedades fisicoguimicas de
este compuesto.
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Peso molecular: 350,6 g/mol

Solubilidad en agua: 0,39 mg/L a 19,5°C

Cl O—CH,—CH,

5
Coeficiente de particion \P/

octanol/agua: log Koa= 5,0 a 24,5°C =

Cl \ / o/ \O—CHI—CHs
Punto de fusion: 42 - 44°C

Cl
Fotoestabilidad en agua (T12): 39,9 dias

Figura 1. Caracteristicas fisicoquimicas del plaguicida organofosforado CPF. (European
Food Safety Authority, 2005; US Environmental Protection Agency, 2011b; Watts, 2012;
World Health Organization, 2009b)

El CPF se absorbe fundamentalmente por via oral, cutanea y respiratoria. La
contaminacion de productos alimenticios con trazas de plaguicida constituye la principal
fuente de exposicion no ocupacional por via ora. En un estudio realizado en la
provincia de Talca, Chile, se detecto la presencia de CPF en frutas consumidas por
nifios, tanto en las escuelas como en sus hogares. Estos investigadores recolectaron
diversos tipos de frutas y evaluaron la presencia de pesticidas, entre elos, el CPF. Sus
resultados sefialaron la presencia de CPF en manzana, naranja, mandarina y tomate, en
concentraciones desde 0,01 a 0,16 mg/Kg de fruta (Mufoz-Quezada et a., 2014).
Asimismo, en un estudio realizado en Minnesota, Estados Unidos, se andiz6 la
presencia de diferentes plaguicidas en alimentos, encontrando residuos de CPF en € 57
% de las muestras analizadas, con una concentraciéon media de 0,532 pg/Kg (Andrew
Clayton et a., 2003).

La exposicion no ocupaciona por viarespiratoria se vio fuertemente reducida en
los Estados Unidos a partir del afio 2001, luego de la prohibicién del uso residencial del
CPF. Este hecho condujo a una disminucién de la concentracion del toxico en €l aire en
los ambientes urbanos. Sin embargo, la exposicion por inhalacion en € entorno rural,

contribuye sustancialmente a la exposicion de los trabajadores y de los habitantes
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cercanos. En un estudio realizado en Tailandia, se encontraron concentraciones de CPF

en aire de zonas productivas que alcanzan los 0,55 mg/m? (Jaipieam et al., 2009).

La absorcion por via dérmica ha sido corroborada tanto en humanos como en

animales de experimentacion (Latuszynska et a., 2001), pero lamismaes muy limitada.

Luego de la administracion oral, tanto el CPF como su metabolito activo, €
clorpirifos oxon (CPFO), son detectados en diferentes Organos y tejidos de los
individuos expuestos. Entre ellos, podemos mencionar la sangre, € higado y diferentes
tgjidos ricos en lipidos, incluyendo €l cerebro. Debido a la naturaleza hidrofébica de
este toxico, e mismo puede acumularse en la leche materna. En un estudio realizado en
laIndia en el afio 2003 se detecto la presencia de plaguicidas OPs en laleche de madres
durante € periodo de lactancia. Las mayores concentraciones de plaguicida
correspondieron a endosulfan, seguido por € CPF. Este Ultimo se encontré en una
concentracion media de 0,230 mg/L (Sanghi et al., 2003).

La detoxificacion del CPF tiene lugar en € higado. Este érgano presenta un
papel fundamenta en los procesos de detoxificacion de compuestos nocivos
procedentes del medio ambiente. En la figura 2 se esquematizan las principales
reacciones metabdlicas involucradas en la detoxificacion del CPF. La descomposicion
enzimética de estos productos tiene lugar en dos etapas, denominadas fase | y fase Il. En
la fase | participan un conjunto de enzimas pertenecientes a la familia del citocromo
P450 (CYPs). La reaccion de desulfuracion del CPF se encuentra mediada por la
isoforma CYP2B6 y conduce a la formacion de CPFO, e metabolito activo con
capacidad de inhibir a la enzima AChE. Otros miembros de la familia del citocromo
P450 catalizan la desarilacion de CPF generando 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCPY), €

cual esinactivo biol 6gicamente.
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Figura 2. Metabolismo del CPF. Adaptadade Eaton et & ., 2008.

Adicionamente, las esterasas de tipo A juegan un papel importante en la
desintoxicacién hepética y plasmética de este compuesto. Estas enzimas no son
inhibidas por el CPF. Un gemplo lo constituye la enzima paraoxonasa 1 (PON1), la
cual catalizalahidrélisisdel CPFO, liberando e metabolito inactivo TCPY .

En la fase | de detoxificacion, los productos toxicos son metabolizados
generando otros metabolitos intermedios hidrofilicos, que son posteriormente
procesados por las enzimas de fase |l. En esta fase los compuestos toxicos sufren la
conjugacion con diferentes moléculas como glutation reducido (GSH) o aminoéacidos,
sulfatacion, glucuronidacion, metilacion y acetilacion. EI CPF, e CPFO y e TCPY son
procesados por enzimas de esta fase, especificamente mediante su conjugacion con
GSH, generando derivados electrofilicos para su posterior eliminacion. En este proceso,

resulta clave la actividad de la enzima glutation-S-transferasa (GST), la cual cataliza la
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conjugacion del CPF con diferentes moléculas facilitando su posterior eliminacion
(Costa, 2006; Eaton et al., 2008; Fujioka and Casida, 2007). Se han detectado
compuestos conjugados de CPF con GSH en diferentes model os experimentales, |o cual

sugiere que esta via contribuye significativamente a la eliminacion del CPF.

Durante las Ultimas dos décadas, la evaluacion de la exposicion a CPF en la
poblacion se reaizd en base a la deteccion en orina del biomarcador TCPY. Sin
embargo, hoy en dia se reconoce que este procedimiento no es el adecuado para estimar
las exposiciones a CPF en entornos no laborales, debido a que usua mente se encuentran
altos niveles de TCPY en frutas y verduras, provenientes de la descomposicién del CPF
aplicado. De esta manera el TCPY es absorbido y eliminado en la orina de los
individuos, sobreestimando los niveles de exposicion al CPF (Eaton et a., 2008;
Egeghy et al., 2011).

El principa mecanismo de accién del CPF |o constituye su union irreversible a
enzimas colinesterasas, 1o cua conlleva a la pérdida de actividad de las mismas. Este
efecto es importante en e sistema nervioso, debido a rol de la enzima AChE en €
metabolismo del neurotransmisor acetilcolina. Adicionalmente, el CPF interfiere en la
sintesis de macromoléculas (Qiao et a., 2001), interacciona con receptores celulares
(Howard and Pope, 2002), modula diferentes vias de transduccion de sefiales (Song et
a., 1997) y modifica el balance redox celular (Guptaet a., 2010).

En los dltimos afios, ha cobrado importancia € estudio de los contaminantes
ambientales en relacion al desarrollo de cancer. Recientes estudios epidemiol 6gicos han
reportado una relacion entre la exposicion de trabagjadores a CPF y € desarrollo de
glioma, cancer de colon y de pulmén (Alavanja et a., 2004; Lee et al., 2007, 2005,
2004).

Cancer

El cancer puede definirse como e crecimiento tisular producido por la
proliferacion continua de células anormales, que presentan la capacidad de invadir otros

tgjidos. Puede originarse a partir de cualquier tipo de célula en cualquier tgido corporal.
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El cancer no es considerado una enfermedad Unica sino un conjunto de enfermedades
gue aguejan la salud humana, y que se clasifican segun € tejido y la célula que le dio

origen:

Derivados del tejido mesenquimal, se denominan habitual mente sarcomas.
Derivados de células epiteliales, provenientes de cualquiera de las tres capas
germinales, se denominan carcinomas. Los que presentan un patron
microscopico de crecimiento glandular, se denominan adenocarcinomas; 10s que
presentan células escamosas epidermoides originados en cuaquier epitelio, se
denominan carcinomas escamosos; 10s que se originan en la capa més profunda
de la epidermis se denominan carcinomas de células basales, y los que se
originan en los melanocitos se denominan melanomas.

Derivados de células hematopoyéticas se denominan leucemias y aquellos de
tgjido linfoide se llaman linfomas.

Derivados de méas de un tipo de células neoplasicas se denominan tumores

mixtos.

El cancer constituye un problema sanitario de primer orden siendo una de las
principales causas de muerte en todo e mundo. A pesar de los grandes progresos en €l
diagnéstico y e tratamiento de estas enfermedades, su incidencia se incrementa con €l
correr de los afios. Las estadisticas redlizadas por la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC, del Inglés. International Agency of Research on
Cancer) estimaron 14,09 millones de nuevos casos y 8,2 millones de muertes como
consecuencia del cancer en e afio 2012 (International Agency of Research on Cancer,
2014). Estos datos corresponden a la poblacion mundial, considerando todos los tipos
de cancer, excepto e cancer de piel no-melanoma. Aunque siempre se lo considero
como un problema de los paises desarrollados, € 56 % de los casos de cancer
detectados y € 63 % de las muertes ocurridas por esta patologia se registraron en los
paises menos desarrollados del mundo (Ferlay et al., 2010). El aumento en laincidencia
gue se observa en los paises en vias de desarrollo econdmico se ha atribuido, en parte, a
la mayor edad de la poblacion, asi como a la adopcidon de un estilo de vida mas
occidental (Jemal et al., 2011).
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En la Argentina, en el afio 2012, la tasa de incidencia de cancer excluyendo €l
cancer de piel no-melanoma gjustada por edad fue de 282,5 por cada 100.000 personas,
lo que arroj6 un valor 115.162 nuevos casos diagnosticados y 66.433 muertes por

cancer (International Agency of Research on Cancer, 2014).

Lamortalidad por cancer en los hombres argentinos se debe principalmente alos
canceres de pulmoén (21 %), préstata (13 %) y colorrectal (12 %); mientras que en las
mujeres, €l cancer de mama presenta la mayor tasa de mortalidad por cancer (20 %),
seguido por e cancer colorrectal (12 %) y e cancer de pulmén (9 %) (World Health
Organization and Pan American Health Organization, 2013).

El proceso carcinogénico

El proceso por € cua se desarrolla e cancer se conoce como carcinogénesis y
ocurre en multiples etapas. En la década del 40, Berenblum y Shubik realizaron
numerosos estudios en un modelo de cancer de piel en raton, e identificaron tres etapas
principales en este proceso: iniciacion, promocién y progresion (Yuspa, 1994). Estas
investigaciones fundaron las bases de 1o que hoy conocemos como modelo clasico del

desarrollo tumora (Fig. 3).

De acuerdo a este modelo, € cancer comienza con una etapa de iniciacion,
durante la cua ocurren dafios a nivel del material genético celular. Estas mutaciones
podran expresarse 0 no dependiendo del entorno celular, de la ocurrencia de nuevos
cambios en € genomay de la eficiencia de los sistemas de reparacion. Las mutaciones
pueden ser e resultado de la exposicién a carcindégenos ambientales como agentes
fisicos (radiacion ionizante), agentes quimicos (hidrocarburos policiclicos o
nitrosoureas) y/o biologicos (virus). De acuerdo a este modelo, lainiciacion tumoral se
produce cuando en una célula se expresen multiples mutaciones que le confieran una
ventgja selectivapara el crecimiento frente alas células vecinas. Los Ultimos avances en
la investigacion del cancer, demuestran que tanto las células epiteliadles como los
componentes estromales, pueden sufrir alteraciones que promuevan la proliferacion y la

mutacion de células epiteliales.
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Durante la segunda etapa, denominada promocion, las céulas iniciadas reciben
un estimulo para € crecimiento y comienzan a proliferar. Durante esta etapa actlan
diferentes factores que promueven la expansion clonal de las células iniciadas. Estos
factores, denominados agentes promotores, pueden ser hormonas, factores de
crecimiento, factores dietarios 0 ambientales. Luego de varios ciclos de duplicacién, las
células dafadas y su descendencia adquieren nuevas ateraciones gendmicas y cambios
epigenéticos que proporcionan a estas células una ventgja selectiva sobre el resto,
desregulando ain més la proliferacion y dando como resultado € surgimiento de la

hiperplasia.

Epitelio ;
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Figura 3. Eventos involucrados en €l proceso de la carcinogénesis. Adaptada de Albini and
Sporn, 2007.

En la tercera etapa, denominada progresion, la célula iniciada adquiere nuevas
mutaciones que dan como resultado una célula neoplésica. Estas células se caracterizan
por poseer un potencial replicativo ilimitado y por una falta de respuesta a sefiales
promotoras o supresoras del crecimiento lo que resultara en la formacién de un tumor

primario, llamado carcinoma in situ. Este pequefio carcinoma podra progresar
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posteriormente a un tumor invasivo, € cual, en funcién de la capacidad de invasion
adquirida por sus células podra diseminarse dando origen al desarrollo de metastasis.

La invasividad es por lo tanto, una caracteristica esencial del tumor maligno e
incluye varios procesos como la pérdida de la adhesion celular, la movilidad y la
degradacion de la matriz extracelular. Adicionamente, e crecimiento de un tumor
requiere de vascularizacion. De esta manera, la angiogénesis (formacion de nuevos
vasos) es esencial para la progresion tumoral. La adquisicion de la capacidad
angiogeénica, favorece e desarrollo de metéstasis, que es la diseminacion de las células
neopl&sicas a sitios distantes del tumor primario, donde proliferan para formar tumores
secundarios (Bell and Ryan, 2005; Franks and Knowles, 2005; Hanahan and Weinberg,
2000).

Es importante destacar que, si bien e modelo clésico proporciona un esquema
conceptual apropiado para el estudio del cancer, estas fases no deben considerarse como
estadios definidos y aislados durante la carcinogénesis, sino que son parte de una serie
de cambios continuos que tienen lugar entre la arquitectura del tgjido norma y la del
tumor. De esta forma, los diferentes grados de anormalidad estructural y morfolégica
presentes en un tgjido y en las células que o componen, representan poblaciones que
evolucionan progresivamente, adquiriendo un fenotipo mas agresivo e invasivo. La
presencia de diferentes grados de diferenciacion celular, dan cuenta de que la
carcinogénesis es un proceso complejo que involucra varias etapas (Boveri, 2014).

Otro aspecto que consideramos oportuno aclarar, concierne a origen clona de
los tumores. Si bien se encuentra ampliamente aceptado € origen clonal de las células
tumorales, la mayoria de los tumores contienen poblaciones heterogéneas de células que
difieren en su habilidad de repoblar € tumor o formar metéstasis (Boveri, 2014). Esta
heterogeneidad se ha registrado mediante estudios histopatol 6gicos en diversos tumores,
en los gque se observan regiones con diferentes grados de diferenciacion, proliferacion,

vascularizacion, inflamacion, y/o invasion.

En los Ultimos afos, se han acumulado evidencias que sefidan una nueva
dimensidn de la heterogeneidad intratumoral: la presencia de células madre del cancer

(CSCs, ddl inglés. Cancer Sem Cells) dentro de los tumores. Las CSCs se caracterizan
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por su capacidad para desarrollar tumores de manera eficiente cuando se inoculan en
ratones (Cho and Clarke, 2008; Lobo et al., 2007). Esta caracterizacion se complementa
con la expresion de determinados marcadores genéticos que comparten las CSCs y las
células madre normales (Al-Hajj et a., 2003). Se han postulado varias teorias acerca del
origen de CSCs dentro de un tumor. En agunos casos, las CSCs podrian provenir de
células madre normales que fueron transformadas, en otros, céulas parciamente
diferenciadas podrian transformarse asumiendo caracteristicas de CSC. Las CSCs, 4
igual que las células madre normales, poseen la capacidad de auto-renovarse dando
origen a nuevas CSCs. Asimismo, estas células pueden diferenciarse dando lugar a los
diferentes tipos celulares. En conjunto, estas caracteristicas conducen a crecimiento

tumoral y ala produccién de todos los tipos de células de un tumor.

En la actuaidad, la hipétesis de las CSCs y € modelo de evolucién clonal,
constituyen las alternativas mas aceptadas para explicar la carcinogénesis y la
heterogeneidad tumoral. Cada una de estas ideas ha sido investigada, y se ha acumulado
un gran numero de evidencias que las apoyan. Si bien estas hipotesis son
fundamentalmente desiguales, existen algunos puntos sobre los que ambos modelos
estan de acuerdo: ambos plantean gque |os tumores se originan a partir de una sola célula
que ha adquirido mdaltiples mutaciones y ha adquirido un potencial proliferativo
ilimitado. Ademés, en ambos casos, la célula de origen y los factores microambientales
puede influir en la composicion tumoral, determinar sus caracteristicas fisicas y sus

propiedades clinicas.

A pesar de estas similitudes, la hipétesis de las CSCs y € modelo de evolucion
clona difieren en varios aspectos. Quiza e més relevante sea € mecanismo que
conlleva a la heterogeneidad tumoral, mientras que la teoria de evolucién clona
propone la diferenciacién celular defectuosa mediante la acumulacién de mutaciones, la
teoria de las CSCs acude a la capacidad de diferenciacion caracteristica de este tipo de
células. En segundo lugar, la hipotesis de las CSCs establece que solo un pequefio grupo
de células contribuyen a la progresion tumoral, mientras que € modelo de evolucién
clona supone gue cualquier célula norma puede sufrir € proceso de transformacion
(Campbell and Polyak, 2007). Es probable que ambos mecanismos estén involucrados
en e proceso carcinogénico, reafirmando la complegjidad y heterogeneidad de esta
enfermedad.
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Con € advenimiento de las técnicas de biologia molecular y e desarrollo de
organismos genéticamente modificados, se ha generado un amplio y complegjo conjunto
de conocimientos acerca del cancer que reafirman la participacion de cambios
gendémicos y no genémicos en e desarrollo de la enfermedad. Esta acumulacién de
alteraciones genéticas y epigenéticas, ocurren en tres grupos de genes. los
protooncogenes, que codifican para proteinas involucradas en la regulacion de la
proliferacion celular; 1os genes supresores de tumores que codifican para proteinas que
actiian como reguladoras negativas de la proliferacion y los genes de susceptibilidad
tumoral, cuya ausencia 0 mutacién causa un aumento de la probabilidad de aparicién de
tumores. Entre ellos se pueden incluir a los genes de estabilidad del ADN, encargados

de mantener laintegridad del genomayy corregir errores en lareplicacion del ADN.

Las mutaciones y |os cambios epigenéticos en estos grupos génicos otorgan alas
células una ventgja selectiva que les permite proliferar tanto en e tegido sano como
durante € crecimiento tumoral. Esta concepcién del cancer como resultado de
alteraciones del ADN, es lo que ha llevado a definirlo como una enfermedad genética
del ciclo celular, en la que la aparicion de mutaciones hace que se activen genes
dominantes (oncogenes) 0 Sse inactiven genes recesivos (SUpresores) que gercen una

funcién reguladora del ciclo celular normal (Bell and Ryan, 2005; Croce, 2008).

Caracteristicas de las células normalesy transfor madas

Para garantizar € correcto funcionamiento del organismo, las células eucariotas
cuentan con estrictos sistemas de control sobre la proliferacion, la diferenciacion y la
muerte, gjustandose a las necesidades del organismo (Bell y Ryan, 2005). En algunos
tgjidos, como el epitelio intestinal, la proliferacion celular ocurre continuamente como
un mecanismo de renovacién constante. En cambio, en lamayoria de los tejidos adultos,
las células normamente no proliferan excepto durante los procesos de reparacion
(Lodish y col., 2005). Durante € proceso tumoral, las cdlulas individuaes dgan de
responder alas exigencias del tejido u organismo que las acoge.

La pérdida de control ddl crecimiento celular se origina tras un largo proceso de
variacion y seleccion similar al que se produce en la propia evolucién. Como

mencionamos anteriormente, la iniciacion tumoral es @ resultado de la acumulacion de
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mutaciones y de cambios epigenéticos, que otorgan a las células una ventgja selectiva
ante las condiciones microambientales del tegjido sano y durante el crecimiento tumoral.
De esta manera, la progresion tumoral puede entenderse como un proceso regido por los

principios Darwinianos de evolucion y seleccion natural (Greaves and Maley, 2012).

Una de las principaes caracteristicas que distingue a las células cancerosas de
las células normales es la incapacidad de las primeras para regular los procesos de
proliferacion, de diferenciacion y de muerte, lo que conlleva a una alteracion fenotipica
y a la transformacion maligna. Dentro del amplio y variado conjunto de tumores y
alteraciones genotipicas descriptas en células tumorales, Hanahan y Weinberg
sugirieron, en € afio 2000, seis alteraciones esenciales de la fisiologia celular, las
cuales, colectivamente, derivan en el crecimiento maligno (Hanahan and Weinberg,
2000). Estas caracteristicas son: € autocontrol del crecimiento, la insensibilidad a
factores antiproliferativos, la evasion de la apoptosis, € potencial replicativo ilimitado,
la angiogénesis sostenida y la invasion tisular y metastasis. Los avances conceptuales
acerca del cancer que acontecieron en la Ultima década, permitieron a estos autores, en
el afo 2011, afadir dos caracteristicas emergentes a esta lista: la reprogramacion del
metabolismo energético, necesaria para sostener un crecimiento indefinido y la evasion

de la respuesta inmune (Hanahan and Weinberg, 2011) (Fig. 4).

Dos procesos adicionales subyacen a estos cambios en la biologia celular: la
inestabilidad gendmica, que acdlera la adquisicion de mutaciones en las células
tumorales, y lainflamacién, que promueve multiples sucesos caracteristicos del proceso
carcinogénico. Cada una de estas capacidades fisiologicas adquiridas durante €
desarrollo tumoral, representa la ruptura de un mecanismo de control presente en las

célulasy tejidos sanos.
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Figura 4. Caracteristicas de las células tumorales. Adaptada de Hanahan and Weinberg,
2011.

Bao estas circunstancias, ya no podemos pensar a los tumores como simples
masas celulares provenientes de una multiplicacion descontrolada, sino que los mismos
deben ser considerados como tejidos compl gjos compuestos de multiples tipos celulares
que interaccionan entre si. En este sentido, los tumores presentan un conjunto de células
de apariencia normal, que constituyen e microambiente tumoral. Estas células
contribuyen ala adquisicion de las alteraciones fisiol 6gicas caracteristicas de las células
tumorales (Hanahan and Weinberg, 2011). EI microambiente tumora es una parte
integral de su anatomia y, funcionalmente, no podemos disociarlo de lo que
tradicionalmente ha sido llamado "células tumorales” (Albini and Sporn, 2007). En los
ultimos diez afios, esta nocion se ha arraigado en nuestra concepcion del cancer,
forjando una vision mas complga de la enfermedad. De acuerdo a este modelo, la
biologia tumoral ya no puede entenderse mediante la enumeracion de las caracteristicas
de las células cancerosas, sino que su estudio debe abarcar las contribuciones del

entorno tumoral ala carcinogénesis.
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Ciclo cdlular y cancer

Como mencionamos anteriormente, la iniciacion tumora es e resultado de la
acumulacion de mutaciones y de cambios epigenéticos, que otorgan alas células, entre
otras caracteristicas, la capacidad de proliferar de forma ilimitada. Paraddjicamente la
mayoria de |os tumores se originan en tgjidos adultos, en los que predominan células en
estado de quiescencia, por lo tanto, la ventga proliferativa de las células tumorales

proviene de su habilidad para €ludir este estado eingresar a ciclo celular.

El ciclo celular consiste en una secuencia ordenada de eventos que conducen ala
division celular y a la produccion de dos células hijas. Durante este ciclo, las células
transitan por periodos de replicacion del materia genético y segregacion de los
cromosomas en forma dternada. El control espacial y tempora preciso de los
acontecimientos ddl ciclo celular, asegura que la replicacion de los cromosomas y su
segregacion a las células hijas se produzca en € orden apropiado y con una fidelidad
extraordinariamente ata. La regulacion del ciclo celular es fundamental para €

desarrollo normal de los organismos multicelulares.

Dentro del ciclo celular podemos distinguir cuatro fases principales (Fig. 5): la
fase G1 abarca un periodo relativamente largo del ciclo celular, en e cual las células
sintetizan las proteinas necesarias para la duplicacion del material genético. La sintesis
de ADN tiene lugar durante la denominada fase S del ciclo, cuya duracién varia entre
los organismos de diferentes especies. A continuacion, las células atraviesan una nueva
etapa de sintesis de proteinas, antes de comenzar la segregacion de los cromosomas
durante lamitosis (fase M). Lafase M eslafase més cortadel ciclo celular, llegando, a
veces, a completarse en apenas una hora. Durante esta etapa, las crométidas hermanas
resultantes de la duplicacién del ADN, se distribuyen en cada una de las células hijas.
Las células que no proliferan se encuentran en una etapa de quiescencia, denominada
GO (Lodish et al., 2004).

La correcta replicacion de los cromosomas y su segregacion a las células hijas
constituye un evento critico para €l desarrollo normal de los organismos multicelul ares.
Por esta razon, las células cuentan con una serie de mecanismos gque controlan cada

paso en la progresion del ciclo celular. Ante una falla en € proceso, estos mecanismos

19



Introduccién

actian y las células abortan € proceso de divisién hasta que se restablezcan las
condiciones adecuadas. Adicionalmente, las células controlan que, una vez que se ha
completado una etapa particular del ciclo celular, la misma no se repite hasta que la
célula pasa a través de un nuevo ciclo. Este hecho asegura una de las caracteristicas

fundamentales de este proceso: lairreversibilidad.

Punto de control:
la anafase se bloquea
s1 los cromosomas no
| estan asociados al huso

profase, metafase, anaféise, telofase

Punto de control:
la entrada a fase M
se bloquea s1 el AD
10 esti duplicado -f'

Interfase

Punto de control: Punto de control:
la replicacion del ADN | | la enirada en fase S
se detiene s1iel ADN | se bloquea si el ADN
esta dafiado esta daflado

Figura 5. Ciclo celular. Las fases del ciclo celular y los puntos de control. Adaptada de
Weinberg, 2014.

En términos generales, los mecanismos de control que actlian para asegurar la
marcha correcta a través del ciclo celular se llevan a cabo mediante los denominados
“puntos de control”. El primer punto de control se encuentra en latransicion desde G1 a
S. En este momento, las células examinan la integridad del genoma, que debera ser
duplicado en la siguiente etapa del ciclo. El segundo punto de control, opera dentro de
lafase S. En este caso, la duplicacion del ADN se enlentece 0 se pausa en respuesta al
dafio sobre esta macromolécula. En células de mamiferos, esto puede causar un
incremento en e tiempo requerido para completar la duplicacion del ADN. El tercer

punto de control, se encuentra en la transicion desde la fase G2 a M. En este punto, se
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impide e comienzo de la mitosis hasta que el ADN se encuentre completamente
duplicado. Finamente, durante la fase M, un cuarto punto de control impide €
comienzo de la anafase hasta que todos |os cromosomas se encuentren correctamente

asociados al huso mitético (Fig 5).

En @ control del ciclo celular estan implicadas una serie de proteinas con
actividad gquinasa denominadas quinasas dependientes de ciclinas (Cdks) que fosforilan
sustratos y conducen a la replicacion del ADN y la mitosis. Las diferentes Cdks
presentes en las células comparten e 40 % de la secuencia de aminoacidos,
constituyendo una gran familia de proteinas con actividad serina/treonina quinasa. Estas
proteinas no presentan actividad de manera individual, sino que dependen de la
asociacion con proteinas reguladoras para su funcionamiento. Estas proteinas
reguladoras se denominan ciclinas. Las ciclinas, por su parte, también constituyen una
familia de diferentes proteinas celulares que comparten en comdn un dominio de
aproximadamente 100 aminoéacidos, implicado en la unidn y activacion funcional de las
Cdks (Weinberg, 2014).

Durante las diferentes fases del ciclo celular, distintos compleos de ciclinas-
Cdks se activan para permitir la fosforilacion de los sustratos necesarios para la
progresion através del ciclo celular. En lafigura 6, se muestran los multiples complejos
formados por las ciclinas y las Cdks alo largo del ciclo celular. Las ciclinas de tipo D
(D1, D2, y D3) se asocian con las Cdk4 o Cdk6 permitiendo a las células transcurrir a
través de lafase G1 temprana del ciclo. Al final de estafase, se incrementan los niveles
deciclinasdetipo E (E; y E), las cuales se unen la quinasa Cdk2. Este hecho permite el
ingreso de las cdlulas alafase S del ciclo. Durante lafase S, las ciclinas de tipo E son
reemplazadas por ciclinas de tipo A (A1 Yy Az) en e complgo con la quinasa Cdk2.
Posteriormente, las ciclinas de tipo A se asocian a otro tipo de quinasa, denominada
Cdc2 (también llamada Cdk1), permitiendo que las células avancen hacialafase G2 del
ciclo. Finamente, las ciclinas de tipo B (B1 y B>) se unen ala quinasa Cdc2 durante la
mitosis (Fig. 6.A).

La actividad de los complgjos ciclina-Cdks se regula mediante los niveles y la
disponibilidad de las ciclinas en las distintas fases del ciclo celular (Fig 6.B). En
contraste, los niveles de la mayoria de las Cdks varian s6lo minimamente.
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La actividad de los complgos ciclina-Cdks, es regulada por inhibidores
especificos. Existen dos familias de inhibidores. INK4 y WAF/KIP. Los miembros de la
familia INK4, actian especificamente en los complejos formados por Cdk4 y Cdke6.
Estos inhibidores son p16'™# p15"™* p18'™4 y n19!™4d | os miembros de la familia
WAF/KIP son capaces de inhibir todos los otros complgos de ciclina-Cdk que se
forman en las etapas posteriores del ciclo celular. A esta familia pertenecen los
inhibidores p21°P*, p27iP' y p57X1P2. Cabe mencionar, que estas proteinas son capaces
de afectar a otros procesos ademés de la progresion del ciclo celular, incluyendo la
regulacion de la transcripcion génica, la apoptosis, la migracién y la organizacion del
citoesquel eto.

Ciclina B Ciclina D1 Ciclina E Ciclina A

Al

Figura 6. Regulacion del ciclo celular. A) Las distintas fases dd ciclo cdular son reguladas
por la activacion de diferentes complejos ciclinas-Cdk. B) Variacion de los niveles de ciclinas a
lo largo ddl ciclo celular. Adaptada de Weinberg, 2014.

Como mencionamos anteriormente, estos mecanismos regulatorios se

encuentran alterados en las células tumorales, tanto por la activacion de genes que
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promueven e ingreso a ciclo o la inactivacion de genes inhibidores del mismo (Bell
and Ryan, 2005; Croce, 2008).

Estructuray desarrollo de la glandula mamaria

Para comprender los cambios que llevan a la transformacion maligna del tejido
mamario es necesario conocer la estructura 'y el desarrollo de la glandula norma. La
mama es una glandula exdcrina que produce y secreta leche. Esta formada por un
parénquima y un estroma. El parénguima es una estructura celular dispuesta como una
red arbdrea de conductos y aveéolos rodeados por un estroma de tejido conectivo que

contiene también vasos sanguineos, vasos linféticos y nervios.

Esta glandula no se encuentra totalmente desarrollada a nacimiento, entrando en
un proceso progresivo de elongacion y ramificacion durante la pubertad. El proceso es
complegjo e involucrala diferenciacion especifica de poblaciones de células progenitoras
mamarias en ductos y alvéolos. Se puede identificar un paralelismo entre la estructura'y
el desarrollo de la glandula mamaria humana con la evolucion de la glandula mamaria
murina (Chan et a., 2005; I. H. Russo and Russo, 1996). Por este motivo, la rata

representa uno de los principales model os animales para €l estudio del cancer de mama.

El desarrollo de la glandula mamaria puede dividirse en dos etapas estructural y
funcionamente diferentes. En primer lugar, la mama atraviesa una fase de desarrollo
ductal en la cua se genera un complgjo sistema ramificado de ductos. Esta etapa
comienza en la pubertad y se extiende hasta e embarazo. En segundo lugar, la mama
ingresa en la etapa secretora, en la cual se generan las estructuras aveolares
responsables de la sintesis y secrecion de la leche a través de los conductos formados

previamente (Hinck and Silberstein, 2005).

En las ratas, € proceso de ramificacion del sistema ductal se inicia en € feto,
observandose un incremento en la proliferacion de las células epiteliales mamarias y su
penetracion hacia el tgjido adyacente durante los Ultimos dias de la gestacion (Hens and
Wysolmerski, 2005). Posteriormente, comienza un proceso de morfogénesis y
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ramificacion que culmina con la formacion de un érbol ductal rudimentario presente en
las crias en su nacimiento. El periodo peripuberal, se caracteriza por la presencia de un
numero variable de estructuras epiteliales bulbares conocidas como brotes terminales
(TEBs, del inglés. Terminal End Bud), las cuaes presentan una alta actividad
proliferativa permitiendo la el ongacion de los ductos entre €l tejido graso. EI nUmero de
TEBs es maximo luego de 21 dias de vida de los animales. Entre los 35 y 50 dias de
vida, dependiendo de la cepa estudiada, las ratas ingresan a la pubertad. A partir de ese
momento, |os TEBs comienzan a dividirse formando |os denominados brotes alveolares.
Esta diferenciacion se acentla con cada ciclo ovarico (Sternlicht, 2006; Sternlicht et al.,
2006). La etapa adulta de estos animales se establece con la consolidacién de los ciclos
estrales. Cada ciclo estral queda contituido por las etapas proestro, estro, metaestro y
diestro. Una caracteristica sobresaliente de este periodo es la disminucion de los niveles
de proliferacién. La duplicacion celular tiene lugar predominantemente en las células de
los brotes alveolares siendo este proceso mas frecuente durante |a fase diestro del ciclo.
A pesar de este hecho, la glandula se encuentra morfol 6gicamente mas desarrollada

durante lafase estro.

Luego del coito, se observa una proliferacion masiva de las cdlulas epiteliales de
los TEBs, las cuales se dividen rapidamente incrementando e numero de brotes
alveolares (Oakes et a., 2006). Los espacios interductales, abundantes en las hembras
virgenes, son ocupados por nuevas ramificaciones de los ductos y € desarrollo de
nuevos brotes alveolares. La condicién de diferenciacion total solo se alcanza luego de
un embarazo a término, donde la influencia hormonal induce abundantes ramificaciones
del parénquima mamario gque llevan ala formacién de estructuras lobulares totalmente
secretoras (Anderson et al., 2007; Russo et a., 2000) (Fig. 7).
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Virgen 12 dpe 18 dpc 1dpp

Figura 7. Estadios en € desarrollo de la mama normal. Fotografias del tgido mamario
completo (motagje de la mama entera) (fila 1) y cortes histoldgicos tefiidos con Hematoxilina-
Eosina en aumentos crecientes (fila 2 y 3). Dentro de cada fila, de izquierda a derecha, las
fotografias corresponden a la gléandula de ratas en diferentes estadios de crecimiento: virgenes,
12 dias post coito (dpc), 18 dpc y 1 dia post parto (dpp). La flecha negra sefida a las células
epiteliales ductales. La punta de flecha sefiala células mioepiteliales. Al inicio del embarazo se
produce la proliferacion masiva de céulas epiteliaes, lo cual es estimulado predominantemente
por la prolactina y progesterona. Durante el embarazo, los avéolos contintian proliferando y
forman una esfera de células epiteliales que envuelven un lumen circular (X). Esto es seguido
por un incremento de la proliferacion y la diferenciacion celular. La diferenciacion se
caracteriza por la presencia de gotitas de lipidos citoplasmicos (*). A los 18 dpc, los alvéolos
tienen grandes cantidades de lipidos. Luego del parto, las proteinas y lipidos de la leche son
secretados en la luz alveolar (X). En este momento, se evidencia una expansién de la
vasculatura (flechas abiertas) y la reduccién en € area ocupada por tejido adiposo (A) en €
estroma glandular. Modificada de Oakes et al., 2006.
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Influencia hormonal sobre €l tgido mamario

Como mencionamos anteriormente, las funciones de la glandula mamaria
requieren de la formaciéon de un complgo sistema de conductos ramificados, que se
forman mediante un proceso intensamente regulado por estimulos hormonales. En
relacion alainfluencia hormonal durante el desarrollo de la glandula mamaria, podemos

distinguir dos fases principales.

La primera fase del desarrollo glandular es independiente de los estimulos
hormonales. Esta etapa tiene lugar desde la embriogénesis y hasta la pubertad. En este
periodo, la glandula mamaria crece isométricamente con €l resto del cuerpo. Si bien
existe un amplio consenso acerca de la independencia hormonal de esta fase, muchos
investigadores han reportado la presencia de receptores hormonaes en estadios
tempranos del desarrollo glandular (Heuberger et al., 1982; Hovey et a., 2001; Stumpf
et a., 1980). En este sentido, la exposicidn durante este periodo a hormonas exdgenas u

otros factores, podriaresultar en e desarrollo defectuoso de la glandula.

La segunda fase comienza en la pubertad, y depende de una compleja regul acion
hormonal. En esta etapa, los niveles de estradiol (E;) y progesterona (Pg) se
incrementan, promoviendo el desarrollo de la glandula mamaria a un ritmo ciclico. Este
proceso comienza con € aargamiento ductal seguido por la iniciacion de las
ramificaciones laterales inducidas por los repetidos ciclos ovéricos durante la adultez.
La elongacion ductal es regulada por e E,, mientras que la ramificacion lateral tiene
lugar gracias ala accion de la Pg. En esta etapa también se incluye la formacién de los
alveolos inducida por la gestacion, la diferenciacion producida durante la lactanciay la
involucién que ocurre luego del destete (Brisken, 2002).

En e desarrollo de la glandula mamaria participan numerosas hormonas. Entre
ellas, encontramos hormonas ovaricas como E; y Pg, hormonas hipofisarias como la
prolactina y la hormona de crecimiento (GH), y aquellas que se sintetizan en las
glandulas adrenales como €l cortisol (Brisken and O"Malley, 2010). La participacién de
cada una de €ellas se resume brevemente a continuacion. Los niveles circulantes de
muchas de estas hormonas varian con € ciclo estral, a cua nos referiremos mas
adelante en este trabgjo.
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El estradiol es el principal regulador del desarrollo mamario siendo fundamental
en la elongacion ductal. Adicionalmente, en combinacién con otras hormonas, € E;
interviene en e desarrollo de los brotes alveolares (Cheng et a., 2004). El E; actia
sobre la glandula mamaria estimulando la sintesis de ADN y promoviendo laformacion
de nuevos brotes (Ruan et al., 2005; Russo et a., 2000).

La progesterona es un regulador clave de las funciones reproductivas como la
ovulacion, € desarrollo del Utero y de la glandula mamaria. Durante € desarrollo
mamario, esta hormona es fundamental en la ramificacion latera y e desarrollo
lobuloalveolar de ratas y ratones (Atwood et al., 2000; Sternlicht, 2006). Durante €l
embarazo, los niveles séricos de Pg se encuentran elevados promoviendo una intensa
proliferacion epitelial que conduce a la ramificacion lateral y a la diferenciacion
alveolar. Una vez transcurrido el parto, los niveles séricos de esta hormona descienden

abruptamente.

La prolactina es una hormona polipeptidica producida principalmente por la
glandula hipofisaria. Las acciones de esta hormona sobre €l desarrollo de la glandula
mamaria ocurren por interaccion directa con su receptor especifico (RPrl) (Camarillo et
al., 2001). Este receptor es una proteina de transmembrana que se expresa en las células
epiteliales mamarias. Estudios realizados con animales carentes del RPrl, demostraron
gue € mismo no es necesario para € crecimiento y la ramificacion lateral ductal, sin
embargo, se observd que su presencia es necesaria para la alveologénesis y la
diferenciacion de células epiteliales mamarias a células productoras de leche durante el
embarazo avanzado (Brisken et al., 1999; Mulac-Jericevic and Conneely, 2004).

El ge hormonal constituido por la hormona de crecimiento y € factor de
crecimiento insulinico tipo | (GH/IGF-1), presenta un importante papel en el control del
crecimiento y desarrollo de las estructuras glandulares mamarias. La GH, estimula la
liberacion del IGF-I, € cual es responsable del desarrollo de los TEBs y de la
morfogénesis ductal alo largo de la vida (Lann and LeRoith, 2008; Ruan et al., 2005).
Se sabe que en ausencia de IGF-I e desarrollo mamario no ocurre, aln en presencia de
estrégenos (Laban et al., 2003). Tanto € E, como la Pg actlian promoviendo la accién
del IGF-I durante € desarrollo mamario (Ruan et al., 2005). El IGF-1 también participa
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en e mantenimiento de la glandula mamaria adulta durante la lactancia. Ratones
transgénicos gque sobreexpresan € gen igfl durante la etapa de la lactancia entran en
hipertrofia ductal y falan en la involucion de la glandula mamaria seguida a destete
(Laban et al., 2003).

En resumen, e E,, laPgy la prolactina acttan secuencialmente sobre el epitelio
mamario regulando su desarrollo. Durante la pubertad, los niveles de estrogeno se
incrementan e inducen la expresion del receptor de progesterona (RPg) en la glandula
mamaria y en la mayoria de los tgjidos blanco de la Pg (Clarke, 2006; Haslam and
Shyamala, 1979; Micevych et a., 2009). Cuando se alcanza la madurez sexudl,
comienza un patron de secrecion ciclica de Pg, coincidiendo con la ramificacion
dicotomica del sistema de ductos mamarios. Una vez que se establece € arbol ductal,
durante el embarazo, € incremento en los niveles de prolactina induce la formacién de
los alvéolos (Brisken, 2002). Esta accidn secuencia de las hormonas resulta crucia para

el desarrollo de la glandula mamaria (Fig. 8).

Estrogenos Progcs_;tcrona Prolactina
REa RPg RP1l
. | -i:o ) —% = %’ = % =
Sistema ductal s
rudimentario Pubertad Ciclos ovaricos Embarazo
Elongacion/bifurcacion Ramificacion Alveologénesis/lactogénesis
ductal lateral diferenciacion

Figura. 8. Influencia hormonal en el desarrollo de la glandula mamaria. Adaptada de
Brisken and O"Malley, 2010.

28



Introduccién

Si bien este modelo de accion secuencial describe correctamente la influencia
hormonal sobre € tgido mamario, no debemos perder de vista la complgidad del
sistema. En la actualidad, es reconocido e hecho de que las hormonas actian sobre
diferentes Organos y, a su vez, afectan la sintesis y secrecion de otras hormonas. Los
estrégenos por ggemplo, no solo afectan a sistema reproductivo sino que pueden actuar
sobre el sistema cardiovascular y 10s huesos. Ademas, estas hormonas actlian sobre la
glandula pituitaria estimulando la sintesis y secrecion de prolactina (Scully et al., 1997).
La prolactina, a su vez, controla la formacion del cuerpo |Uteo en los ovarios y, por
tanto, lasintesis de Pg. Finalmente, estas hormonas inducen la transcripcién del receptor
de estrégeno afa (RE0) en diferentes tejidos (Clarke, 2006; Frasor and Gibori, 2003;
Micevych et al., 2009). Debido a esta compleja red de interacciones, resulta imposible
de discriminar si e efecto producido por un estimulo hormonal determinado sobre la
glandula mamaria es € resultado de la accidén hormonal directa sobre este tegjido o de la

accion secundaria mediante la estimulacién de otros drganos.

Las mismas hormonas que controlan e desarrollo de la glandula mamaria son
las que estén involucradas en la carcinogénesis mamaria (Brisken and O"Malley, 2010).
Numerosos estudios en animales han demostrado que los estrégenos pueden inducir y
promover € cancer mamario, mientras que la remocion de los ovarios 0 la
administracion de sustancias antiestrogenicas tienen el efecto opuesto (Palmieri et al.,
2002).

Receptores de hormonas ester oideas

Como describimos anteriormente, los esteroides ovaricos E, y Pg, regulan e
crecimiento y la diferenciacion celular en la glandula mamaria. Estas hormonas gercen
su accion a través de sus receptores especificos: € receptor de estrogenos (RE) y €

RPg.

Los RE pertenecen a una familia de receptores nucleares, que actlan como
factores de transcripcion regulando la expresion de diferentes genes. Hasta e momento,
se han identificado dos receptores de estrégenos nucleares, conocidos como REa y RE(
(Harrington et al., 2003). Existe un tercer receptor de estrogenos que se ubica en la
membrana plasmética, conocido como GPR30 y gerce sus efectos mediante la
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activacion de diferentes proteinas G, lo cua conlleva a incremento de AMPc y la
consecuente  activacion o inactivacion de diferentes cascadas de fosforilaciones
intracelulares (Speirs and Walker, 2007).

El REa es el principal encargado de recibir los estimulos estrogénicos y
convertirlos en una respuesta bioldgica. Este receptor se encuentra presente tanto en las
células epitelidles como en e estroma mamario. Estudios realizados con ratones
carentes de este receptor, indicaron que el REa presente en las células epiteliales es €
principa responsable de los efectos inducidos por e E,, mientras que el REa estromal
no es requerido en estos procesos (Cheng et al., 2004). La activacion de este receptor
presenta una gran importancia en e desarrollo de las funciones normales del tracto
reproductor femenino, las caracteristicas sexuales secundarias y € comportamiento
reproductivo. La funcion del REB en el desarrollo mamario permanece en discusion.
Estudios realizados en ratones carentes de este receptor, indican que € mismo actuaria
modulando los efectos producidos por el REa (Ascenzi et al., 2006; M.-M. Liu et al.,
2002; Murphy and Leygue, 2012; Speirs and Walker, 2007; Speirs et a., 2002).

El mecanismo clésico mediante € cual estos receptores modulan la transcripcion
génica incluye su interaccion con Ey, lo cual activa al receptor promoviendo una serie
de eventos que incluyen dimerizacion, localizacion nuclear y la interaccion con co-
activadores transcripcionaes formando compleos multiproteicos. Estos compleos se
unen a secuencias especificas del ADN denominados elementos de respuesta a
estrégenos (ERE) y desencadenan una serie de eventos que promueven lainiciacion de
la transcripcion. En su mayoria, los genes regulados positivamente estan involucrados
en la proliferacion y la progresién del ciclo celular, mientras que agquellos que son
regulados negativamente tienen que ver con la apoptosis y la regulacion
antiproliferativa

Por otra parte, el REa puede activarse de forma independiente de la unién del
ligando. En este caso, se han identificado varias quinasas pertenecientes a diferentes
vias de transduccién de sefia es capaces de activar al REQ y sus proteinas co-reguladoras
en ausencia de E,. En particular, la via de los Wnt/B-catenina se encuentra ampliamente
vinculada con la activacion del REO. Esta via de sefializacion juega un papel decisivo en

los procesos de diferenciacion, proliferacion y muerte celular. Las proteinas Wnt son

30



Introduccién

glucoproteinas de secrecion que estimulan vias de transduccién de sefid es mediante la
unidn a receptores especificos. Actualmente se conocen cuatro vias de sefidizacion de
Wnt: 1) la via canénica o Wnt-p-catenina; 2) la via Wnt/Ca™, que involucra a la
proteina quinasa A; 3) la via de polaridad celular planar y 4) la via que involucra a la

proteina quinasa C (Ochoa Hernandez et a., 2012).

La actividad de la via de sefdizacion Wnt-B-catenina depende de la
concentracion citoplasmética de B-catenina. La proteina B-catenina se encuentra
normalmente formando parte de las uniones adherentes. Lo normal es que esta proteina
se mantenga en bagas concentraciones en € citoplasma, gracias a un proceso de
degradacion dependiente de ubiquitina-proteosoma (Aberle et a., 1997; C. Liu et a.,
2002). La protedlisis de B-catenina es regulada mediante su fosforilacion por medio de
la quinasa Gsk-3B. Cuando esta quinasa se encuentra inactiva, la degradacién de B-
catenina no se produce. El incremento de B-catenina citoplasmética permite su entrada
al nucleo en donde activa la transcripcion de genes involucrados en diferentes procesos
como la proliferacion y la invasion celular (Fig. 9) (lkeda et a., 1998; Yost et al.,
1996). La vinculacion entre estos procesos y la respuesta estrogénica ha sido
ampliamente documentada. De esta forma, los estimulos estrogénicos incrementan la
fosforilacion de la Gsk-3B en la serina 9, lo cua deriva en la inactivacion de esta
quinasa (Cardona-Gomez et al., 2004; Grisouard and Mayer, 2009; Medunjanin et al.,
2005). Adicionamente, la quinasa Gsk-3 regula la actividad del REa mediante la
formacidn de un complejo citosolico y su fosforilacion en varios residuos de serinas.

Se ha descripto laformacion de un complejo entre e REa y la Gsk-3[3 tanto en el
nicleo como en € citosol celular (Medunjanin et al., 2005), asi como también la
interaccion de B-catenina con el REa, formando un complejo capaz de regular la

transcripcion génica en células de hipocampo (Vareaet a., 2010).
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Figura 9. Estimulo estrogénico en la via Wnt/B-catenina. A la izquierda, Wnt/B-catenina
inactiva. La quinasa Gsk-33 fosforila a [B-catenina lo cual conduce a su degradacion
proteosdmica. A su vez, esta quinasa se encuentra formando un complejo con €l REa. A la
derecha, via Wnt/B-catenina activada por un estimulo estrogénico. En este caso, la quinasa Gsk-
3B se encuentra fosforilada en su serina 9 en su estado inactivo, permitiendo la acumulacion y
translocacion nuclear de B-catenina. Adicionalmente, la inactivacion de Gsk-3B permite la
translocacion nuclear del REa. En el ndcleo celular, tanto B -catenina como el receptor o incluso
ambas proteinas en forma conjunta, inducen la transcripcion de genes involucrados en la

proliferacion y lainvasion celular. Elaboracion propia.

Ademés de los clasicos receptores REa y REB, en los Ultimos afios se han
descripto efectos extranucleares del E,, mediados por un receptor de siete dominios
transmembrana que se encuentra acoplado a una proteina G (Bjérnstrom and Sj6berg,
2005; Hammes and Levin, 2007). La unién dd E; a estos receptores dispara sefiales
rapidas, modulando diferentes vias de sefializacion como lavia de las proteinas quinasas
activadas por mitégenos (MAPK, del inglés: Mitogen Activated Protein Kinases), lavia
de la fosfoinositol-3 quinasa (PI3K), p21"™, Raf-1, proteina quinasa C (PKC), €
incremento en los niveles intracelulares de Ca'*?, la liberacion de NO vy la estimulacion
de la secrecién de prolactina (Shupnik, 2004; Zheng et al., 2007).
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Los efectos fisiolégicos de la Pg estan mediados por la interaccion de la
hormona con sus receptores especificos intracelulares, de los cuales se conocen dos
isoformas, RPg-A y RPg-B (Lydon et a., 1999; Orb and Edwards, 2013). Ambos
receptores se expresan tanto en células epiteliales como estromales. Estudios realizados
utilizando ratones con silenciamiento en la expresion de cada uno de estos receptores
demostraron que € RPg-B de las células epiteliales es necesario para que la Pg
promueva e desarrollo y diferenciacion del tgido mamario (Mulac-Jericevic and
Conneely, 2004). EI mecanismo de accion de los RPg es similar a descripto
tradicionamente para e RE. La union de la hormona a receptor induce una serie de
cambios que incluyen la disociacion de complejos formados por € receptor y proteinas
chaperonas, la dimerizacion, lafosforilacion y latraslocacion nuclear del receptor. Estos
eventos, posibilitan su union a secuencias especificas del ADN denominadas elementos
de respuesta a Pg (ERP) presentes en las regiones reguladoras de genes especificos. La
union del RPg a los ERP es seguida por €l reclutamiento de co-activadores y de la
maguinaria de transcripcion basal, 1o cual conduce a un incremento de la transcripcion

de dichos genes.

Sintesis ovéarica de hormonas ester oideas: esteroidogénesis

Como describimos anteriormente, las hormonas esteroideas poseen un rol
fundamental en el desarrollo de la glandula mamaria. Ademas, |os esteroides producidos
en el ovario poseen efectos locales, 0s cual es son esenciales paraque € ovario funcione
correctamente. Debido a esto, cualquier variacion en los niveles de esteroides puede

[levar a situaciones patol gicas.

Como se observa en la figura 10, la totalidad de las hormonas esteroideas
ovéaricas se sintetizan a partir del colesterol, € cual es transportado a interior de las
células por un proceso de endocitosis mediado por receptores asociados a la membrana
plasmatica. La primera reaccién de la esteroidogénesis tiene lugar en las células de la
teca, dentro de las mitocondrias. El ingreso del colesterol a estas organelas es mediado
por una proteina transportadora denominada StAR. Unavez dentro de la mitocondria, €l

colesterol es transformado en un compuesto de 21 carbonos denominado pregnenolona.
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Este proceso es mediado por la enzima CYP11A, la cual cataliza la ruptura del enlace
entre los carbonos 20 y 22 del colesterol. Esta reaccidn tiene lugar en la membrana
interna de la mitocondria y, junto con el ingreso del colesterol a esta organela,
constituyen los pasos limitantes en la velocidad de sintesis de los esteroides. La
pregnenolona es un intermediario comin en la biosintesis de todas las hormonas
esteroideas producidas por € ovario. Una vez sintetizada, abandona la mitocondria e
ingresa a reticulo endoplasmatico liso (REL), donde es rapidamente convertida en Pg,
debido a la presencia de una gran cantidad de enzima 3pB-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (3B-HSD). La Pg es € primer compuesto con actividad bioldgica
producido durante la esteroidogénesis y es secretada por células ovéricas durante lafase
|Gtea del ciclo estral (Stocco et al., 2007).
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Figura. 10. Sintesis ovéarica de hormonas ester oideas. Elaboracion propia
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Durante la fase folicular del ciclo, tanto la Pg como la pregnenolona son
sustratos de otro complejo enzimético que da lugar a la sintesis de androstenediona y
dehidroepiandrosterona (DHEA), respectivamente. Este complejo, denominado CY P17,
se encuentra ubicado en la membrana interna del REL. La androstenediona 'y la DHEA
son sustratos de una enzima denominada 17(3- hidroxiesteroide deshidrogenasa (1703-
HSD), la cua catdliza su transformacion a testosterona (T) o androstenediol,

respectivamente. A su vez, el androstenediol es convertido a T por la enzima 3p3-HSD.

Los pasos siguientes en la sintesis de |os esteroides, ocurren en las células de la
granulosa. Ambas moléculas, androstenediona y T, acceden a estas células donde se
convierten en los precursores inmediatos de los estrogenos. La conversion de
androstenediona a estrona y lade T a 17B-estradiol son catalizadas por un complejo
enzimatico denominado Aromatasa (CY P19A1).

Regulacion de la ester oidogénesis

Los mecanismos neuroendécrinos desempefian un papel importante en la
regulacion del ciclo sexual y reproductivo. Las complegas interacciones entre las
gonadotrofinas y las hormonas esteroideas proporcionan la base de la ciclicidad
presente en la hembra de los mamiferos. Durante € ciclo ovéarico pueden observarse dos
etapas bien definidas: la fase folicular, en la cual se generan y maduran los foliculos

conteniendo alos ovocitos y, en ausencia de fecundacion, lafase lUtea.

En los roedores € ciclo se repite cada 4 o 5 dias y, como ya mencionamos,
consisten en las fases metaestro, diestro, proestro y estro. Las fases metaestro y diestro
se relacionan con la formaciéon y maduracion de los cuerpos |Gteos. Especificamente, la
formacion de los cuerpos IUteos ocurre durante la fase metaestro y su maduracion se
observa en la fase diestro del ciclo, con la consecuente produccion de Pg. La etapa
folicular comienza con la fase proestro, donde se produce un crecimiento rdpido de los
foliculos y la degeneracion de los cuerpos luteos del ciclo anterior. Esta fase se
caracteriza por un incremento en los niveles circulantes de E,. Durante la fase estro
tiene lugar la maduracion de los foliculos, con € consecuente incremento de los niveles
de E; y la ovulacion (Chaffin and Vandevoort, 2013; Stocco et al., 2007).
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El control de lafuncién ovérica es realizado por |a hormona foliculo estimulante
(FSH) y la hormona luteinizante (LH). Estas hormonas son liberadas por la
adenohipofisis en respuesta a la hormona hipotaldmica liberadora de gonadotrofinas
(GnRH, dd inglés. Gonadotropin Releasing Hormone). A su vez, la secrecion de las
gonadotrofinas hipofisarias estd modulada por la retroalimentacion de las hormonas
gonadales (Plant, 2012).

La FSH actla sobre los foliculos estimulando su desarrollo, con el consecuente
incremento de la secrecion de la hormona sexual femenina, € E,. Niveles elevados de
E. regulan negativamente la secrecion de FSH, provocando la disminucion de su
concentracion en plasma. El receptor de la FSH se encuentra exclusivamente en las
células de la granulosa (Chaffin and Vandevoort, 2013). La LH actta sobre € foliculo
maduro desencadenando la ovulacién. Esta hormona también es responsable de la
luteinizacion del foliculo y la sintesis de Pg. La LH presenta un patron de ciclicidad
similar a la FSH, con un pico preovulatorio y una disminucion sobre la fase |Utea
(metaestro y diestro). El receptor de la LH se encuentra presente en las células del

cuerpo liteo y en las células de lateca.

Como mencionamos anteriormente, la secrecion de gonatotrofinas es regulada
por la hormona peptidica GnRH, sin embargo, |a respuesta hipofisaria obedece también
al ambiente estrogénico (Fig. 11). Durante la fase folicular (proestro), se observa un
incremento preovulatorio en los niveles de E; y prolactina. El aumento de E; induce la
secrecion hipotalamica de GnRH, la cual induce la secrecion hipofisaria de LH y FSH.
El incremento de los niveles de FSH constituye la sefial que dispara la maduracion
folicular y la entrada en fase estro. El ingreso en la etapa | itea, denominado metaestro,
coincide con un aumento de los niveles de Pg sintetizada por los cuerpos |Uteos
(Wamer et a., 1992). Por ultimo, los animales ingresan a la fase diestro, donde la
regresion del cuerpo Iateo conduce a una disminucién en los niveles de Pg (Fig. 11)
(Rudolph et al., 2012; Stocco et a., 2007).
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Figura 11. Regulacion de la esteroidogénesis y niveles hormonales durante € ciclo estral

de la rata. A la izquierda, se esquematizan los diferentes niveles de regulacion del ge

hipotalamo-hipofisis-ovario. A la derecha, se muestran los niveles de progesterona, prolactina,

estradiol, hormona luteinizante y hormona folicul oestimulante en las diferentes fases del ciclo

estral. Los nimeros sobre el ge x representan distintos momentos del dia, considerando 24

horas de reloj. Las barras en negro sobre el mismo g e representan el periodo de oscuridad cada

24 horas. Las lineas verticales punteadas sefialan la medianoche. Adaptada de Smith et al.,

1975.

Cancer de mama

Epidemiologia

Como mencionamos anteriormente, €l cancer constituye un problema de primer

orden en la salud a nivel mundial. El cancer de mama es e cancer mas frecuentemente
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diagnosticado y la principal causa de muerte por cancer entre las mujeres. En € afio
2008, e cancer de mama represento e 23 % (1,38 millones) del total de casos de cancer
y € 14 % de las muertes por cancer en mujeres (Jema et a., 2011). De acuerdo al
altimo informe de la IARC, la incidencia por cancer de mama se elevo respecto a los
datos obtenidos en 2008, llegando a representar € 25,1 % de los casos de cancer en
mujeres en el ano 2012 (International Agency of Research on Cancer, 2014).

En la Argentina, en € afio 2010, murieron 5.446 mujeres por cancer de mama, lo
cual representa el 20 % de las muertes ocurridas por cancer en mujeres (World Health
Organization and Pan American Health Organization, 2013). La mortalidad por cancer
de mama varia ampliamente segun la regién. Para los paises del continente americano
oscila entre un 9,7 por 100.000 para Ecuador y un 24,1 por 100.000 para Uruguay. La
Argentina tiene la segunda tasa de mortalidad en e continente (21,8 por 100.000)
(Viniegraet d., 2010).

Carcinogénesis mamaria

Mas del 95 % de los cancer de mama son de origen epitelial. En lafigura 12 se
esquematiza la evolucién del cancer de mama. Este proceso involucra la progresion a
través de distintos estadios patologicos y clinicos bien definidos, comenzando con la
hiperplasia ductal atipica (HDA), seguida por € carcinoma in situ (CIS), € carcinoma
invasivo (Cl), llegando finalmente a desarrollo de la enfermedad metastasica (MET)
(Vargo-Gogola and Rosen, 2007). Como detallamos en la seccion anterior, un ducto
mamario normal estéd compuesto por € estroma, la membrana basal, una monocapa de
células mioepitdiales y otra de células epiteliades luminales en contacto con la luz del
ducto mamario (Fig. 12). Dentro del estroma se encuentran diferentes tipos celulares,
incluyendo macrofagos, fibroblastos, miofibroblastos y células endoteliales. Durante la
carcinogénesis, €l estroma mamario sufre una serie de cambios que conllevan a su
activacion. En este proceso, se incrementa el nUmero de fibroblastos, miofibroblastos y

macrofagos del estroma glandular.

El CI se dacomo resultado de la pérdida de la membrana basal y de la monocapa

de células mioepiteliales, que permite que las células tumorales de origen epitelial
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invadan € estroma adyacente. Potenciamente estas células podran migrar a érganos
distantes, generando eventual mente metastasis.

Normal Premaligno
Células Ca‘Tlibleonséﬁir;:gmos Celulasl
luminales yepig tumorales
Células ofe
mioepiteliales cnt;n un
Membrana__ES L= lETS
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g lv;a‘crofagos @@

Estroma activado

Parénquima pulmonar

Figura 12. Modificaciones histoldgicas a lo largo del desarrollo de un carcinoma mamario
invasivo. En la parte superior de la figura se muestran fotografias representativas de os
diferentes estadios de evolucion tumoral mamaria LOB: estructuras alveolares presentes en la
mama normal. HDA: hiperplasia ductal atipica. CIS: carcinomain situ. Cl: carcinoma invasivo.
MET: metéstasis. Debajo, se esquematizan la evolucion tumoral desde €l tejido normal hasta
una metéstasis pulmonar, detallando los diferentes tipos celulares involucrados en e proceso.
Adaptado de: Vargo-Gogola and Rosen, 2007.

La clasificacion de los carcinomas mamarios se realiza en base a un conjunto de
andlisis que incluyen estudios histopatoldgicos, moleculares, genéticos, la patologia
clinica y los perfiles de expresion génica. Si bien los carcinomas mamarios se
caracterizan por una histologia heterogénea, la mayoria presentan un fenotipo

dominante permitiendo su clasificacion. En la clasificacion histologica'y molecular del
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cancer de mama se han descripto a menos cuatro fenotipos diferentes: 1) fenotipo
luminal A en los cuales se incluyen tumores que expresan el REa, el RPg y el receptor
del factor de crecimiento epidérmico 2 (HER?2); 2) fenotipo luminal B, en los cuales la
expresion del RPg se encuentra disminuida respecto a fenotipo lumina A, presentando
un mayor potencial metastasico; 3) € fenotipo HER2 incluye tumores que,
sobreexpresan |os receptores HER2; y 4) e fenotipo basal, que incluye a los tumores
denominados triple negativos, los cuales no expresan ninguno de los receptores
mencionados previamente (REa, RPg, HER2) (Braun et al., 2013).

Las diferencias moleculares entre estos 4 fenotipos son responsables, en parte,
de las distintas respuestas clinicas frente a los tratamientos: en general 1os tumores del
tipo basal tienen los peores prondsticos, mientras que los de tipo luminal presentan una

mejor respuesta alaterapia (Serlie et a., 2001).

Los modelos animales son una herramienta fundamental en la investigacion del
cancer. En los estudios sobre cancer de mama, 1os roedores son ampliamente utilizados
(Vargo-Gogola and Rosen, 2007). Adicionamente, la alta susceptibilidad a desarrollo
de neoplasias que presenta la glandula mamaria de estos animales, |os convierte en un
modelo unico para € estudio del potencial carcinogénico de diferentes agentes

genotoxicos y ambientales (1. H. Russo and Russo, 1996).

Los modelos de carcinogénesis mamaria inducidos quimicamente son de
particular interés ya que, en general, producen adenocarcinomas dependientes de
hormonas. Uno de los carcinGgenos quimicos maés utilizado en e desarrollo de cancer
de mama, es la N-nitroso-N-metilurea (NMU) (Ashrafi et a., 2012; Pefa et a., 2012; J.
Russo and Russo, 1996; Vargo-Gogola and Rosen, 2007). La NMU es un compuesto
alquilante, sumamente inestable in vivo, que se descompone dando especies reactivas
metilantes que actian sobre los centros nucleofilicos del ADN, causando dafio en €
genoma celular (Gullino et a., 1975). Las caracteristicas de los tumores inducidos en
rata por este agente dependen de ladosis, laviay e esguema de administracion, la edad
de los animales, la etapa dd ciclo estral al momento de lainyeccion y la cepa de larata
utilizada (Ariazi et a., 2005; Rivera et al., 1994; Terracjni and Testa, 1970). La NMU
puede ser administrada por via endovenosa, subcutanea, intraperitoneal o directamente
en lamama (Ashrafi et al., 2012; J. Russo and Russo, 1996).
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La dosis de NMU més frecuentemente utilizada es de 50 mg/kg de peso corporal .
Esta puede ser administrada como una Unica dosis, dos dosis con intervalo de una
semana o tres dosis separadas por un mes (Rivera et al., 1994; Terracjni and Testa,
1970). La susceptibilidad de la glandula mamaria de rata a la carcinogénesis por NMU
es maxima cuando el agente quimico es administrado entre los 50 y 55 dias de vida,
coincidentemente con el periodo en € cua la mama exhibe una ata densidad de

estructuras proliferativas como los TEBs (I. H. Russo and Russo, 1996).

En nuestro laboratorio se desarroll6 y caracterizd un modelo particular de tumor
mamario inducido en ratas hembra de |a cepa Sprague Dawley. Lainduccién tumoral se
realizo por inyeccion intraperitoneal de tres dosis de 50 mg/kg de NMU a los 50, 80, y
110 dias de vida de los animales (Rivera et al., 1994). Rivera y sus colaboradores
demostraron que, cuando la primeradosis de NMU es inyectada durante |a fase estro del
ciclo reproductivo de las ratas, € 95 % de los animales desarrolla tumores mamarios de
los cuales e 100 % presenta un patrén maligno (Rivera et al., 1994). Los tumores
desarrollados fueron carcinomas ductales, la mayoria con apariencia adenomatosa. De
acuerdo a patron de crecimiento predominante, estos tumores se clasificaron como
cribiformes (52,8 %), solidos (30,6 %) o tipo comedogénicos o comedonianos (4,3 %).

Estudios realizados en este modelo experimental indicaron que €l desarrollo y €
crecimiento de los tumores se encuentran fuertemente regulados por hormonas y
factores de crecimiento (Martin et a., 1998, 1997, 1996a). Entre las hormonas, € E, y
la prolactina cumplen un papel esencial durante las etapas de iniciacion y de promocion
de la carcinogénesis (Martin et al., 1997). También se ha estudiado extensamente la
importancia de diferentes factores de crecimiento y sus receptores especificos, como €l
factor de crecimiento epidérmico, € IGF-I y su receptor, la histamina y sus receptores,
asi como la expresion de receptores a estroégeno y prolactina (Actis et al., 2004; Cocca
et al., 2005, 1998; Martin et al., 1998, 1997, 1996a; Nufiez et a., 2006).
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Factores deriesgo para cancer de mama

A pesar de la gran incertidumbre que ain rodea al origen del cancer, intensivos
estudios epidemioldgicos, clinicos y genéticos identifican ciertos rasgos biologicos y
sociales como factores de riesgo asociados a esta enfermedad. Entre los principales
factores de riesgo se encuentran: la historia familiar de cancer de mama, ovario, o
endometrio, la mayor susceptibilidad de sufrir mutaciones en los genes BRCAL y
BRCAZ2, la historia individual relacionada con patologias mamarias, la edad, €
tabaquismo, € acoholismo, la obesidad y diversos factores nutricionales.
Adicionalmente, ciertas caracteristicas endocrinol dgicas femeninas forman parte de los
factores de riesgo para esta patologia. Entre ellas se incluyen: la menarca temprana, la
nuliparidad o € retraso en e nacimiento del primer hijo, la corta duraciéon de la
lactancia, la entrada tardia ala menopausia, €l uso prolongado de anticonceptivos orales
o de terapia de reemplazo hormonal (Emburgh et a., 2008; Russo and Russo, 2008;
Russo et al., 2000).

En los ultimos 50 afios, ha cobrado importancia €l estudio de los contaminantes
ambientales como factor de riesgo para a cancer de mama. Durante las Ultimas dos
décadas en particular, fuimos testigos de una creciente preocupacion cientifica, del
debate publico y de la atencion de diferentes medios de comunicacion sobre los posibles
efectos perjudiciales que la exposicion a contaminantes ambientales podria tener sobre

|a salud humana

Actuamente existen evidencias consistentes que involucran la exposicion a los
contaminantes ambientales como factores de riesgo para muchos tipos de cancer,
incluyendo al cancer de mama, debido a sus propiedades mutagénicas y/o promotoras
del crecimiento, a sus efectos co-carcinogénicos 0 a su accion como disruptores
endécrinos (DEs) (Irigaray et a., 2007; Rich et al., 2012).

Disruptores enddcrinos
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Los DEs son compuestos que interfieren con la normal regulacion del sistema

endécrino. Si bien estos compuestos presentan multiples efectos y mecanismos de
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accion, pueden definirse de manera general como cualquier agente exdgeno que
interfiera con la sintesis, secrecion, transporte, union, accion o eliminacién hormonal,
modificando la homeostasis, la reproduccion, el desarrollo y/o el comportamiento de los

individuos expuestos (Vandenberg, 2014).

La Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) publicd
una lista con mas de 1.000 productos quimicos comerciales que presentan o podrian
presentar efectos sobre el sistema enddcrino (FDA, 2010a). Este grupo de compuestos
incluye sustancias naturales, como |los fitoestrégenos presentes en muchos alimentos, y
compuestos quimicos sintéticos entre 1os que se encuentran solventes, [ubricantes y sus
subproductos, compuestos plésticos, productos farmacéuticos, metales pesados como €l
cadmio y e plomo, asi como diferentes plaguicidas utilizados en la agricultura
(Diamanti-Kandarakis et al., 2009).

Si bien existe una gran diversidad quimica entre los compuestos pertenecientes a
esta familia, en términos generales los DEs a menudo contienen elementos hal 6genos,
como cloro o bromo, y la presencia de un grupo fendlico, € cua se postula necesario
para imitar los efectos de las hormonas esteroideas. Sin embargo, se han descripto
moléculas muy sencillas, incluso metales simples como el cadmio, que presentan
actividad estrogénica (Amutha and Subramanian, 2013; Ohtani et al., 2013)

Muchos de los trabajos que vinculan las exposiciones a DES con efectos nocivos
sobre la salud, provienen del estudio de exposiciones agudas accidentales en personas
ocupaciona mente expuestas (Eskenazi, 2002; Eskenazi et al., 2003, 2002; Herbst et al.,
1971; Kumar, 2011; Li et al., 2010; McLachlan, 2006, 2001, Pamer et a., 2006;
Pesatori et al., 2003; Petrelli et al., 2003; Snijder et d., 2012; Warner et a., 2002). Estos
estudios sugieren que la exposicion ocupacional a los DEs es elevada y debe

considerarse un motivo de preocupacion parala salud de |os trabajadores.

En contraste con esos resultados, en los Ultimos 20 afios se han realizado una
serie de investigaciones gue demuestran que la mayoria de las exposiciones a DEs se
producen a dosis bajas, debido ala presencia de residuos en los alimentos, en productos
de cuidado personal, productos para €l jardin y €l envasado de alimentos. A menudo se

argumenta que la presencia de una sustancia quimica en bajos niveles en € cuerpo no es
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necesariamente motivo de preocupacion. Los estudios realizados sobre la poblacion
genera, revelan gue los niveles de DEs en sangre y orina de los individuos son del
orden de las partes por billon o incluso partes por trillon (Barr et al., 2010; Calafat et al.,
2010, 2008; Leeet ., 2011; Woodruff et a., 2011).

Al analizar los datos epidemiolégicos de los Ultimos afios, se observa un
incremento en laincidenciay prevaencia de diferentes enfermedades como el de cancer
de mama, prostata y testiculo, la diabetes, la obesidad, e sindrome metabdlico y la
disminucion de la fecundidad, las cuales se asocian a la exposiciéon a DEs. Si bien este
incremento podria deberse, en parte, a los avances en materia de diagndstico, estudios
realizados sobre individuos migrantes y sobre las diferentes incidencias en funcién del
area geogréfica, dan cuenta de la importancia de los DEs en € desarrollo de estas
enfermedades (Boulogne et a., 2012; Fernandez et al., 2011; John et al., 2005; Nasseri
and Moulton, 2011; Stirbu et al., 2006; Y avari et a., 2006).

En e afo 2009, la Sociedad Cientifica de Endocrinologia publicé una extensa
revision que evidencia la contribucién de los DEs a riesgo de desarrollar cancer de
mama (Diamanti-Kandarakis et al., 2009). Tradicionamente, los efectos de los DES
sobre la carcinogénesis mamaria han sido relacionados con su accién como agonistas o
antagonistas de los receptores de hormonas esteroideas, sin embargo, |0os mecanismos
de accion de estos compuestos abarcan un espectro mucho més amplio (De Coster and
van Larebeke, 2012).

Los DEs pueden interferir con la biosintesis y el metabolismo de las hormonas
esteroieas mediante la modificacion de la actividad o la expresion de las enzimas
involucradas en este proceso. Entre las enzimas més estudiadas se encuentran la
aromatasa, la 5o-reductasa, la 33- 11B- y 173-HSD y la StAR (Bonefeld-Jargensen et
al., 2007; Kim et a., 2011; Ye et a., 2014). Como mencionamos anteriormente, estas
enzimas son responsables de |a esteroidogénesis ovarica por o cual, alteraciones en su

actividad, podrian derivar en cambios de |os niveles hormonales.

Las hormonas esteroideas son transportadas en los vasos sanguineos unidos a
diferentes proteinas. El E; y la T se encuentran en plasma unidos a la abumina o a la

proteina transportadora de hormonas sexuaes denominada SHBG en un 70 %. Por su
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parte, la Pg, circula adherida a la globulina transportadora de cortisol (CBG).
Numerosos estudios demuestran que los DEs pueden afectar la unién de las hormonas a
estas proteinas (Tollefsen, 2007; Waring et al., 2008).

Como mencionamos previamente, la hipdfisis y e hipotdlamo regulan la funcion
ovéarica mediante la secrecion de hormonas especificas. Actuamente se ha demostrado
que €l sistema neuroenddcrino también resulta afectado por los DEs (Foradori et al.,
2011; Gore, 2010).

Debido a la gran influencia hormona que sufre la gldndula mamaria en su
desarrollo, la exposicidn a DESs constituye uno de los principal es factores de riesgo para

el desarrollo de cancer en este 6rgano.

Estrés oxidativo
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Las céulas aerdbicas requieren la presencia de oxigeno (O,) para llevar a cabo
sus funciones metabdlicas. El crecimiento acelerado de los tumores requiere un ato
grado de irrigacion sanguinea, necesario para proveer O, y nutrientes a las células
proliferativas. Sin embargo, se encuentra ampliamente documentada |la existencia de
regiones con diferentes grados de hipoxia dentro de los tumores solidos. Se denomina
hipoxia a una reduccién en los niveles de O, presentes en un determinado tejido.
Numerosos estudios demuestran como la insuficiencia de O, conduce a un desbaance
en e conjunto de reacciones de oxidacion y reduccion presentes en la célula,
incrementando los niveles de especies reactivas del oxigeno (ERO) (Clanton, 2007;
Desireddi et al., 2010; Liu et al., 2008).

Las ERO son compuestos generados por reduccion parcia del O,. Dentro de este
grupo se incluyen, € perdxido de hidrégeno (H20.), € superéxido (O, ), € radica
hidroxilo (HO') y los radicales alcoxilos (LO'), entre otros. El radica HO es
particularmente inestable, reaccionando rapida e inespecificamente con la mayoria de
las moléculas bioldgicas. EI H,O,, en cambio, presenta una reactividad menor y es

capaz de difundir hacia células vecinas. Algunos de estos compuestos son especies
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radicalarias, mientras que otras poseen todos sus electrones apareados. En este trabajo,
utilizaremos e término ERO para referirnos de manera general atodas éllas.

La mayor produccion de ERO se produce a través de la cadena respiratoria
mitocondrial, en la cua se genera e radica superdxido a razén de un 2 % de la
velocidad de consumo de O,. Este radical es disociado a pH fisiolégico y por lo tanto, se
encuentra cargado negativamente (anidn superéxido: O, ). Los complegjos | y |1l de la
cadena de transporte de electrones mitocondrial son los principales responsables de la
produccion de O, en esta organela (St-Pierre et al., 2002). Otra fuente enddgena de
produccion de ERO son los peroxisomas. En estas organelas, la produccién de ERO
implica la participacion de diferentes enzimas, como la Acil-CoA oxidasa y la xantina
oxidasa que generan H,O, y O, (Schrader and Fahimi, 2006). Adicionalmente, las
ERO pueden producirse mediante la accion de la NAD(P)H oxidasa asociada a
membrana, la citocromo ¢ oxidasa y la xantina oxidasa citosdlicas. Finamente, en €
reticulo endoplasmético, se produce O, y H,O, mediante autooxidacion de la
flavoproteina NADPH-cit-P450 reductasa y € citocromo P450 (Boveris, 1998;
Trachootham et a., 2008). Las ERO también pueden producirse como consecuencia de
la exposicién ambiental a ciertos compuestos quimicos (Reuter et al., 2010). Entre los
factores exdgenos capaces de inducir la formacion de ERO se incluyen los
contaminantes ambientales, los productos farmacéuticos y las radiaciones ionizantes
(Klaunig et a., 2010).

Ademas de las ERO, las células contienen otras especies quimicas radicalarias
provenientes del metabolismo del nitrogeno. El éxido nitrico (NO) es producido en
diferentes compartimentos celulares a partir del aminoécido L-Arginina en una reaccion
catalizada por la enzima éxido nitrico sintasa (NOS) en la cua se consume NADPH. El
NO participa en numerosos procesos fisioldgicos como en la neurotransmision, en la
regulacion de la presion arteria, la relgacion de la musculatura lisa y la regulacion
inmunitaria. Si bien no se conocen reacciones en cadenada iniciadas por el radical NO,
este compuesto reacciona con € anién O, dando lugar a la formacion de peroxinitrito
(ONOO ), un potente agente oxidante. La sobreproduccién de especies reactivas del
nitrogeno (ERN) se denomina estrés nitrosativo y es capaz de inducir la peroxidacion

lipidica, interferir con la sefializacion celular por nitracion de tirosinas, oxidar grupos
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tioles y guanosinas, degradar carbohidratos y de fragmentar el ADN (White et al.,
2010).

La regulacién del balance redox constituye un evento clave para la homeostasis
celular. Para €llo, las células presentan complejos sistemas antioxidantes constituidos
por enzimas y compuestos no enzimaticos. Dentro del sistema antioxidante no
enzimético se encuentra el glutation, un péptido cuya capacidad antioxidante se debe a
la presencia de un grupo tiol (-SH), & cua puede ser oxidado y reducido
reversiblemente. En las células, € glutatiéon es mantenido en forma reducida por la
enzima glutation reductasa (GR). El GSH es considerado uno de los antioxidantes
celulares més importantes, debido a su presencia en altas concentraciones (Cadenas,
1997). El sistema antioxidante enzimético esta constituido por varias enzimas presentes
en la célula. La enzima superéxido dismutasa (SOD) cataliza la dismutaciéon del O,
en H,O, y O,. En las células humanas, se encuentran tres isoformas diferentes de esta
enzima: una isoforma mitocondrial (Mn SOD), una citosdlica (CuZn SOD) y una
isoforma extracelular (EC SOD) (Reuter et a., 2010). Una enzima importante para €l
metabolismo redox es la catalasa (CAT). Esta enzima se localiza a nivel de los
peroxisomas en la mayoria de las células humanas, donde cataliza la conversion de
H.O, en agua y O,. Otra enzima involucrada en la eliminacion del H,O, es la glutation
peroxidasa (GPX). Estas enzimas, junto con los antioxidantes no enzimaticos,
mantienen e balance redox necesario para € correcto funcionamiento de las células
(Irshad and Chaudhuri, 2002). Adicionalmente, las enzimas antioxidantes y los
antioxidantes no enzimaticos, juegan un papel central en la proteccion de las células
frente a los incrementos de ERO producidos por los factores exdgenos mencionados

previamente (Fig. 13).
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Figura 13. Principales vias de generacion y metabolismo de ERO. SOD: superéxido
dismutasa; GPX: glutation peroxidasa; GR: glutation reductasa; GSH: glutation reducido;
GSSG: glutation oxidado; O, : anién superdxido; H,O,: perdxido de hidrégeno; REN: reticulo
endoplasmético. Modificado de: http://zl.elsevier.es/imatges/14/14v28n08/grande/14v28n08-
13078997tab02.gif

Las ERO pueden provocar un amplio espectro de respuestas dependiendo de la
magnitud de los niveles, la duracion de la exposicion, lalocalizacion y la naturaleza de
las especies involucradas. Si bien bgjos niveles de ERO son necesarios para la
regulacion de diferentes procesos biol 6gicos, como lainduccion de la proliferacion y la
sobrevida celular, un incremento en e contenido de estas especies quimicas conduce a
arresto de las células en alguna fase del ciclo o induce la diferenciacion celular. Niveles
ain mayores de ERO producen dafio oxidativo de los componentes celulares. Un
giemplo de dafio oxidativo, lo congtituye la reaccion de las ERO con los acidos grasos
insaturados celulares, mediante una reaccién quimica en cadena conocida como
peroxidacion lipidica. En esta reaccion se generan otras especies radicalarias como €l
radical HO', radicales alcoxilos, hidroperoxidos y aldehidos, entre otros, lo cua aterala
permeabilidad de las membranas bioldgicas. Otras macromoléculas afectadas por las
ERO son los &cidos nucleicos y las proteinas. El dafio a las proteinas deriva en
lainhibicién de enzimas, ladesnaturaizaciony ladegradacion de las mismas. Los
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radicales HO' y ONOO son las principales especies involucradas en este proceso.
Finalmente, € dafio oxidativo al ADN conlleva a la aparicion de mutaciones en €
mismo (Barrera, 2012). Un dafio moderado en el ADN puede desencadenar |a detencion
del ciclo celular e iniciar procesos de reparacion del ADN. Por e contrario, un dafio

excesivo o € fracaso en lareparacion del ADN pueden inducir la apoptosis celular.

Como mencionamos anteriormente, los tumores sélidos a menudo presentan
regiones con baja presion de O,. Las células presentes en estas regiones, contienen
ateraciones en e metabolismo, asi como una mayor resistencia a la radiacion y la
quimioterapia. La condicién de hipoxia celular no solo influye en la sensibilidad de las
células tumorales frente a | os tratamientos, sino que también se alteran otros aspectos de
la progresion tumoral, incluyendo la angiogénesis, € aumento de potencial metastasi co,
la replicacion del ADN vy la reduccion de la sintesis de proteinas. Adicionalmente, €l
desbalance redox intracelular modifica la expresion de un gran nimero de genes e
interfiere en la regulacién de importantes vias celulares de sefializacion (Bertout et al.,
2008).

Vias de sefializacion moduladas por ERO

En los Ultimos afos, se han descripto muchas vias de sefidizacion celular
reguladas por ERO (Afanas’ev, 2011), entre ellas la via de las MAPKs (Torres, 2003;
Wu, 2006; Yoon et al., 2002). Esta serie de proteinas presentes en las células eucariotas
son activadas por diversas sefides extracelulares. La activacion de las MAPKSs, tiene
lugar luego de una serie de fosforilaciones consecutivas que se disparan tras la
interaccion de determinados ligando con sus receptores. Una vez activadas, las MAPKs
regulan una amplia variedad de procesos a través de la fosforilacion de diferentes
proteinas blanco. Hasta el momento se han descripto cuatro proteinas MAPKs: las
quinasas c-Jun N-terminal (JNK), las quinasas reguladas por sefiaes extracelulares
(ERK1/2, del inglés. Extracellular signal Regulated Kinases), la quinasa p38 y la
ERKS.

Tradicionamente se ha considerado que la activacion de las quinasas JNK y p38
conduce a la muerte celular, mientras que la activacion de ERK1/2 deriva en un

incremento de la proliferacion de las células. Sin embargo, estas consideraciones han
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sido revisadas en los Ultimos afios. Un claro g emplo lo constituye la activacion de la
proteina ERK1/2, cuya fosforilacién conduce a eventos sumamente diversos como la
proliferacion, la diferenciacion y la muerte celular (Mebratu and Tesfaigzi, 2010;
Subramaniam and Unsicker, 2010).

En resumen, las ERO se encuentran intimamente vinculadas con diversos
procesos que subyacen a desarrollo neoplasico, ya sea a través del dafio a diferentes
macromoléculas, |a regulacion de factores de transcripcion génicos o la interferencia en
diferentes vias de transduccion de sefiaes. En este sentido, la condicion de hipoxia
tumoral gerceria una presion de seleccidn, permitiendo la proliferacion de los fenotipos

Mas agresivos.
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Durante los Ultimos afios, fuimos testigos de una creciente preocupacion
cientifica sobre los efectos perjudiciales ocasionados por la exposicion crénica a
diferentes contaminantes ambientales sobre la salud humana. Existen evidencias
consi stentes que postulan a estos compuestos como factores de riesgo para muchos tipos
de cancer, debido a sus propiedades mutagénicas, promotoras del crecimiento, a sus
efectos co-carcinogénicos 0 a su accion como DEs. Dada la gran influencia hormonal
que sufre la glandula mamaria en su desarrollo, la exposicion a DES constituye uno de

los principales factores de riesgo para el desarrollo de cancer en este érgano.

El CPF es un plaguicida organofosforado ampliamente utilizado en nuestro pais
y € mundo. Su principa mecanismo de accion se relaciona con la inhibicion
irreversible de la enzima AChE del sistema nervioso central y periférico. Sin embargo,
un amplio nimero de investigaciones sugiere que este plaguicida podria dterar la
fisiologia de los organismos expuestos mediante otros mecanismos como el incremento

en |os niveles de especies oxidantes 0 su accion como DE.

Es por ello que €l objetivo general de este trabagjo consiste en estudiar diferentes
mecanismos de accion del plaguicida CPF que puedan interferir en €l desarrollo de la
glandula mamaria y/o en la transformacion maligna de este tejido, con especial interés

en el estudio de sus efectos como DE y en la alteracion del balance redox.

En base a los antecedentes expuestos en la introduccion, se plantearon los

siguientes obj etivos especificos:

1. Estudiar la accién del CPF sobre la proliferacion celular poniendo especial

atencion a su accion como DE.

1.1. Evaluar € efecto del CPF en la proliferacién y muerte en lineas celulares
derivadas de adenocarcinomas mamarios humanos dependientes e
independientes de estrégeno para su crecimiento y los mecanismos involucrados

€N €30S Procesos.

1.2. Evaluar € efecto del CPF sobre € desarrollo de la glandula mamaria de rata, su

entorno hormonal y latumorigénesis en este tgjido.
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2. Estudiar € efecto del CPF sobre € estrés oxidativo.

2.1. Evauar los efectos del CPF sobre los niveles de ERO y ERN, € sistema
antioxidante y las vias de sefidizacion involucradas, en lineas celulares

derivadas de adenocarcinomas mamarios humanos.

2.2. Evauar € efecto del CPF sobre el sistema antioxidante y €l dafio oxidativo en la

glandula mamaria de rata.

Nuestra hipotesis de trabgo plantea que la exposicion a plaguicida
organofosforado CPF podria presentar efectos sobre el desarrollo de la glandula
mamaria y actuar como factor de riesgo para la carcinogénesis en este tejido mediante
su accion como DE y/o alteraciones en el balance redox celular.
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ESTUDIOSEN LINEASCELULARES

Caracteristicas de las lineas celulares

ATCC Number: HTB-26 ™

MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™)

Organismo de origen: Homo sapiens.
Enfermedad: Adenocarcinoma mamario.
Morfologia: epitelial.

Propiedades de crecimiento: adherente.

Lalinea celular MDA-MB-231 (ATCC: HTB-26) es unalinea tumoral derivada
de una metastasis (efusion pleural) de un adenocarcinoma mamario. Es una linea celular
aneuploide y tumorigénica en ratones nude, que induce tumores poco diferenciados. No
expresa € REa ni el RPg. Expresa bajos niveles del receptor HER2. Se obtuvo de un
paciente de sexo femenino de 51 afos de edad (American Type Culture Collection,
2014a; Cailleau et al., 1978; Soto-Cerrato et al., 2004).

ATCC Number: HTB-22

MCF-7 (ATCC® HTB-22™)

Organismo de origen: Homo sapiens.
Enfermedad: Adenocarcinoma mamario.
Morfologia: epitelial.

Propiedades de crecimiento: adherente.

La linea tumoral MCF-7 (ATCC: HTB-22) deriva de una metéstasis (efusion
pleural) de un adenocarcinoma mamario. Es una linea celular aneuploide, expresa e
REa y presenta varias caracteristicas del epitelio mamario diferenciado. Se obtuvo de un
paciente de sexo femenino de 69 afios de edad (American Type Culture Collection,
2014b; Souleet d., 1973).
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Cultivo celular

Las lineas celulares de carcinoma mamario humano se cultivaron en medio
RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino (SFB) 10 %, glutamina 0,03 %,
fungizona 0,001 % y gentamicina 0,004 % (Gibco BRL, EE.UU.). Se mantuvieron en
estufa de cultivo a 37 °C en atmésfera humidificada con 5 % de CO..

Las células se subcultivaron semanamente, para lo cual se aspiré e medio de
cultivo, se lavd la monocapa con solucién fisiolégica (solucion de NaCl 0,9 %) y se
cosecharon las céulas con wuna solucion de tripsna 025 % vy &cido
etilendiaminotetracético (EDTA) 1 mM. El nimero de células necesarias para cada
ensayo se evalud por conteo en camara de Neubauer y luego se reaiz6 la siembra en

placas plasticas mediante dilucién adecuada de acuerdo a ensayo arealizar.

El medio de cultivo y las soluciones utilizadas se esterilizaron por filtracion a
través de membranas de 0,22 pm. El material de vidrio empleado en los cultivos se
esterilizo por calor seco en estufa eléctrica a 180 °C durante 2 horas, mientras que €
material de pléstico no descartable se esterilizO en autoclave a 1 atmosfera de

sobrepresion durante 20 minutos.

La totalidad de los procedimientos relacionados con la manipulacion de las
lineas celulares, la preparacion de medios de cultivos y los tratamientos de las células se
realizaron en condiciones de esterilidad trabagjando en cabinas de seguridad biolgica
bajo flujo laminar (Tecnodepuraciones SRL, Argentind). El material plastico utilizado

en cultivo celular se adquirio a Greiner Bio-One (GBO, Argenting).

Drogas utilizadas en los experimentos

Tratamiento con CPF: El plaguicida CPF (Chem Service, Inc., EE.UU.) fue
disuelto en etanol absoluto (EtOH) obteniendo una solucion 10 mM, la cua fue
conservada a -20 °C. Los tratamientos fueron realizados mediante diluciones de la
solucion madre (CPF 10 mM) en medio RPMI sin rojo fenol, con 10 % de SFB
previamente adsorbido con carbon activado a 5 %, glutamina 0,03 % p/v, fungizona

0,0001 % p/v y gentamicina 0,004 % p/v. Las concentraciones de CPF utilizadas fueron
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0,05; 0,5; 5y 50 uM. La concentracion final del EtOH resultd como maximo de 0,5 %.
Para € tratamiento control (CPF O uM), las células fueron cultivadas en presencia de
EtOH 0,5 %.

Tratamiento con E,: El E; (Sigma Chemical Company, EE.UU.) fue disuelto
en EtOH obteniendo una solucion 2,5 uM, la cua fue conservada a -20 °C. E
tratamiento con E;, fue utilizado como control positivo en los ensayos de proliferacion
realizados en la linea celular MCF-7 y como activador del REa en el ensayo realizado
para seleccionar la concentracion de ICl 182,780. En € primer caso, la concentracion de
E, utilizada fue 10 nM. En el segundo ensayo, se utilizaron concentracionesde 0,1; 1y
10 nM. Todos los tratamientos fueron realizados mediante diluciones de la solucion de
E> 2,5 UM en medio RPMI sin rojo fenol, con 10 % de SFB previamente adsorbido con
carbon activado a 5 %, glutamina 0,03 % p/v, fungizona 0,0001 % p/v y gentamicina
0,004 % p/v. Laconcentracion final del EtOH resultd como méaximo del 0,4 %.

Tratamiento con ICI 182,780: El inhibidor del REa ICI 182,780 (Tocris
Bioscience, MO, EE.UU.) fue disudto en EtOH en una concentracion de 40 uM y
conservado a -20 °C. Este inhibidor fue utilizado en concentracion de 1 nM, preparada
mediante la dilucidn de la solucién madre (40 uM). La concentracion final del EtOH
resultd como maximo del 0,0025 %. En los experimentos en los que se utilizé una
concentracion diferente de este inhibidor, la misma fue explicitada en la figura
correspondiente. En todos los casos, € ICl 182,780 fue agregado a medio de cultivo 15

minutos antes de adicionar €l CPF o e E,, segun corresponda.

Tratamiento con H,0,: & H,O, (MERK, Argentina) fue utilizado como control
positivo en los ensayos de viabilidad celular y muerte celular por apoptosis y/o necrosis.
La concentracion de la solucion madre fue 8 M, y la misma fue conservada a 4 °C en
oscuridad. En todos los casos, la concentracion final de H,O, utilizada en los

experimentos fue 5 uM.

Tratamiento con CAT: Laenzima CAT (Sigma Chemical Company, EE.UU.)
fue disuelta en solucion fisiologica y utilizada en una concentracion final de 30 U/ml.
En los experimentos en los que se utilizé una concentracion diferente de esta enzima, la

misma fue explicitada en la figura correspondiente. En |os ensayos de determinacion de
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ERO por citometria de flujo, la CAT fue adicionada a los cultivos una vez finalizado el
tratamiento con CPF, y se mantuvo durante 15 minutos a 37 °C antes de iniciar la
técnica de determinacion de ERO. En los ensayos de proliferacion celular y western
blot, la CAT fue adicionada a cultivo en forma simultanea con e CPF y se mantuvo en

el medio durante todo € periodo experimental .

Tratamiento con PD95059: El inhibidor de MEK 1, PD98059 (Sigma Chemical
Company, EE.UU.) fue disuelto en dimetilsulfoxido (DM SO) obteniendo una solucién
10 mM, la cual fue conservada a -20 °C. Este inhibidor fue utilizado en concentracion
de 5 uM, preparada mediante dilucion de la solucion madre (10 mM) en medio RPMI
sin rojo fenol, con 10 % de SFB previamente adsorbido con carbon activado al 5 %,
glutamina 0,03 % pl/v, fungizona 0,0001 % p/v y gentamicina 0,004 % p/v. La
concentracion fina de DM SO en € cultivo resulté de 0,05 %. En todos los casos, €l
PD98059 fue agregado a medio de cultivo 15 minutos antes de adicionar el CPF. En €
experimento realizado con el objetivo de seleccionar 1a concentracion de PD98059, las
concentraciones finales fueron 5, 10 y 30 uM. La concentracion final de DM SO en este
caso resulté como maximo de 0,3 %. Para e tratamiento control de este experimento
(PD98059 0 uM), las cdlulas fueron cultivadas en presencia de DM SO 0,3 %.

Tratamiento con SB203580: El inhibidor de p38, SB203580 (Sigma Chemical
Company, EE.UU.) fue disuelto en DM SO obteniendo una solucion 20 mM, la cual fue
conservada a -20 °C. Este inhibidor fue utilizado en concentracién de 10 uM, preparada
mediante dilucion de la solucion madre (20 mM). La concentracion final de DM SO
resulto de 0,05 %. EI SB203580 fue agregado a medio de cultivo 15 minutos antes de
adicionar el CPF. La concentracion utilizada de SB203580 fue sel eccionada en base ala
bibliografia (Nikhil et al., 2014).

Ensayos de proliferacion celular

Viabilidad celular. Las cdlulas fueron sembradas en placas de 96 pocillos (1 x
103 células/pocillo) e incubadas durante 24 horas. Luego, |as células fueron tratadas con
CPF (0,05; 0,5; 5y 50 uM) 0 H20; (5 uM) durante 24 horas en medio RPMI sin rojo
fenol y 10 % de suero adsorbido. Posteriormente, el medio de cultivo fue removido y las

células fueron incubadas con 0,1 mg/ml de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il0)-2,5-
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difeniltetrazol (MTT) (Promega, Reino Unido) durante 1 hora a 37 °C. Finamente, se
agreg6 0,1 ml de DM SO a cada pocillo y se homogenizé con pipeta para disolver los
cristales de formazan. La lectura de densidad Optica (DO) se redizdé en un
espectrofotometro de placa a una longitud de onda de 600 nm. El porcentae de

viabilidad se obtuvo de lasiguiente forma:

DO células tratadas

% viabilidad =
% viabilida DO células control

Capacidad clonogénica. Para la evaluacion de la proliferacion celular por e
método clonogénico (Franken et a., 2006), las cdlulas se sembraron en placas de 6
pocillos (1,5 x 10° células/pocillo) en medio completo durante 24 horas. Posteriormente,
las células fueron incubadas con los diferentes tratamientos durante 10 dias. Los

tratamientos se encuentran indicados en la descripcion de cada ensayo e incluyeron:

a CPF(0,05; 0,55y 50 um),

b- E; (10 nM),

c- E»(0,1; 1y 10 nM) en presenciay ausenciade ICI 182,780 (0,1 y 1 nM),

d- CPF (0,05; 0,5; 5y 50 uM) en presenciay ausenciade ICI 182,780 (1 nM),

e- CAT (10, 30y 60 U/ml),

f- CPF (0,05y 50 uM) en presenciay ausenciade CAT 30 U/ml,

g- PD98059 (5, 10y 30 uM),

h- CPF (0,05; 0,5; 5y 50 uM) en presencia y ausencia de PD98059 (5 uM) o
SB203580 (10 uM).

Finalmente, las células fueron fijadas con formaldehido 4 % disuelto en PBS
(NaHPO, 0,08 M, NaH,PO, 0,02 M, NaCl 9 %), y coloreadas con azul de toluidina 1
%. La capacidad clonogénica fue determinada contando las colonias formadas por 50
células 0 mas. Los resultados se expresaron como porcentaje respecto del tratamiento
control tratado con €el/los vehicul o/s correspondiente/s. Previamente se comprobd que la
concentracion final de EtOH en € medio de cultivo (0,5 %) no afectaba la proliferacion
en estas lineas celulares, ain si el mismo se encuentra combinado con DM SO 0,05%, lo

cual representa la méxima concentracion de solventes utilizada en estos experimentos.
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I ncorporacién de 5-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU). Las células se sembraron
sobre cubreobjetos circulares de 12 mm de didmetro (Marienfeld, Alemania) colocados
en placas de cultivo de 24 pocillos (5 x 10* c8ulas/pocillo) y se cultivaron durante 24
horas. A continuacion, el medio de siembra fue reemplazado por RPMI sin rojo fenol
con 0,5 % de SFB adsorbido, glutamina 0,03 % p/v, fungizona 0,0001 % p/v y
gentamicina 0,004 % p/v y se mantuvieron en esta condicion durante 18 horas. Unavez
sincronizado € cultivo, las células se trataron durante 24 horas con CPF (0,05 y 50 uM)
o vehiculo (EtOH 0,5 %). Posteriormente se adicion6 BrdU (Sigma Chemical Company,
EE.UU.) y € cultivo se mantuvo durante 2 horas més a 37 °C. BrdU es un compuesto
anaogo a la timidina que se incorpora @ ADN de las cdlulas que se encuentran
duplicando su material genético. Unavez transcurrida laincubacion, el medio de cultivo
fue removido, las céulas adheridas fueron lavadas 2 veces con PBS, finamente se
fijaron con formaldehido a 4 % disuelto en PBS. Para desnaturalizar e ADN en
moléculas de simple cadena, las células se incubaron con HCl 3 N, Triton X-100 al 1 %
en PBS durante 15 minutos a temperatura ambiente. Luego las células se lavaron con 1
ml de NaB4O; 0,1 M, Triton X-100 a 1 % en PBS pH 8.5 para neutralizar € &cido.
Después de bloguear los sitios inespecificos con una solucién de SFB 5 % en PBS
durante 1 hora, las células fueron incubadas durante 24 horas a 4°C con una dilucion
1:100 del anticuerpo monoclonal anti-BrdU (Sigma Chemical Company, EE.UU.), la
cual fue preparada en una solucion de seroabumina bobina (BSA) a 1 % en PBS.
Luego, las células se lavaron con PBS e incubaron por 30 minutos a temperatura
ambiente con una dilucién 1:200 de un anticuerpo anti-lgG de ratén conjugado a
fluoréforo FITC (Sigma Chemical Company, EE.UU.), la cual fue preparadaen BSA a
1 % en PBS. Posteriormente, las células fueron incubadas con 4’°,6-Diamidino-2-
fenilindol (DAPI, 1:8000, Sigma Chemical Company, EE.UU.). Finamente, después de
tres lavados con PBS, se procedié a montagje. EI mismo se llevd a cabo agregando 1
gota de liquido de montaje Fluor-Save™ (Calbiochem, Alemania) sobre un portaobjeto
y colocando el cubreobjeto con las células adheridas sobre lamisma. Lavisualizacion se
realizo por microscopia de epifluorescencia utilizando un microscopio Olympus BX50
(Center Valley, PA, EE.UU). Las fotografias fueron adquiridas utilizando una camara
digital (Silver Spring, EE.UU.) acoplada al microscopio. Para cada determinacion, se
evaluaron a menos 1000 nucleos. El porcentgje de células en proliferacion en cada

campo fotografiado se determiné segun la siguiente ecuacion:
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. , N N°de células positivas para BrdU
% células en proliferacion = N° do celulas teridas con DAPL ¥ 100

El control negativo se realizé reemplazando a anticuerpo primario especifico
por PBS.

Anadlisisdel ciclo celular. Las células se sembraron en placas de 6 pocillos (1,5
x 10° células/pocillo) y se cultivaron por 24 horas para permitir su adhesion a la placa
A continuacion, € medio de siembra fue reemplazado por RPMI sin rojo fenol con 0,5
% de SFB adsorbido, glutamina 0,03 % p/v, fungizona 0,0001 % p/v y gentamicina
0,004 % p/v y se mantuvieron en esta condicion durante 18 horas con € fin de
sincronizar e cultivo. Pasado ese tiempo, las células se trataron durante 24 horas con
CPF (0,05; 0,5; 5y 50 uM) o vehiculo (EtOH 0,5 %) y la concentracion de suero
adsorbido (10 %) fue restablecida. Unavez transcurridalaincubacion, las células fueron
despegadas de la placa enzimaticamente y fijadas con metanol frio. Posteriormente, las
células fueron centrifugadas durante 5 minutos a 1.500 x g e incubadas con ribonucleasa
A (0,2 mg/ml disuelta en PBS) por 30 minutos a 37 °C. Finamente, las células se
colorearon con ioduro de propidio (IP) 50 pg/ml (Sigma Chemical Company, EE.UU.).
Ladistribucion del ciclo celular se determind por citometria de flujo (citometro CyFlow
Pas Ill, Partec; Gorlitz, Deutschland, Alemania). Un minimo de 10.000 eventos se
contaron para € andlisis. Los datos se analizaron usando € programa Cyflogic v1.2.1
(Perttu Terho & © CyFlo Ltd, Turku, Finlandia).

Andlisis de la expresion proteica

Cuantificacion de los niveles de expresion proteica mediante western blot.
Las células fueron sembradas en placas de cultivo de 10 cm de didmetro (1 x 10°
célulag/pocillo), cultivadas en medio completo durante 24 horas, luego se sometieron a

|os diferentes tratamientos;

a CPF (0,05y 50 uM) o vehiculo (EtOH 0,5 %) durante 15 minutos con € fin
de evaluar lafosforilacion del REa en la tirosina 537,
b- CPF (0,05 y 50 uM) o vehiculo (EtOH 0,5 %) durante 5, 30 y 60 minutos

con €l fin de evaluar lafosforilacion de la quinasa Gsk-3[3 en la serina 9,
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c- CPF (0,05y 50 uM) o vehiculo (EtOH 0,5 %) en presenciay ausencia de I Cl
182,780 1 nM durante 15 minutos, con €l fin de evauar lafosforilacion de la
guinasa Gsk-3[3 en la serina 9,

d- CPF (0,05y 50 uM) o vehiculo (EtOH 0,5 %) durante 24 horas para evaluar
la expresion de las proteinas reguladoras del ciclo celular ciclina Dy, ciclina
E, p27 y € antigeno nuclear de células proliferantes (PCNA, del inglés,
Proliferating Cell Nuclear Antigen),

e CPF (0,05, 0,5 5y 50 uM) o vehiculo (EtOH 0,5 %) durante 24 horas para
evaluar la expresion de las proteinas CAT y Cuzn SOD,

f- CPF (0,05 y 50 uM) o vehiculo (EtOH 0,5 %) durante 24 horas para evaluar
la nitracion de proteinas,

g- CPF (0,05y 50 uM) o vehiculo (EtOH 0,5 %) durante 5 y 15 minutos con €l
fin de evaluar lafosforilacion de la proteina p38,

h- CPF (0,05 y 50 uM) o vehiculo (EtOH 0,5 %) durante 5, 15 y 60 minutos

con € fin de evaluar lafosforilacion de la quinasa ERK 1/2.

En todos los casos, excepto en la determinacién de CAT, CuzZn SOD vy la
nitracion proteica, las células fueron previamente cultivadas durante 18 horas en medio
RPMI sin rojo fenol con 0,5 % de SFB adsorbido, glutamina 0,03 % p/v, fungizona

0,0001 % p/v y gentamicina 0,004 % p/v con € fin de sincronizar el cultivo.

Una vez realizados los tratamientos, las células fueron lavadas dos veces con
PBS y despegadas de la placa mecanicamente y lisadas utilizando la solucion RIPA
(Tris HCI 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, NP-40 1 %, Deoxicolato de sodio 0,5 %,
dodecil sulfato de sodio (SDS) 0,1 %, é&cido etilenglicol tetraacético (EGTA) 1 mM,
NaF 0,1 mM, leupeptina 0,02 mg/ml, NagVO4 1 mM vy fluoruro de fenilmetilsulfonilo
(PMSF, del inglés phenylmethylsulfonyl fluoride) 1 mM. Los lisados se mantuvieron en
esta solucion durante 20 minutos en bafio de hielo. Posteriormente las muestras se
centrifugaron a 13.000 x g por 10 minutos y una alicuota del sobrenadante se utilizo
para determinar la concentracion de proteinas de acuerdo a ensayo de Bradford
(Bradford, 1976). Al resto del lisado celular se le adicion6 € volumen adecuado de
solucion de carga[Tris 100 mM pH: 6,8; SDS 1,7 %; DL-ditiotreitol (DTT) 1,5%; azul
de bromofenol 0,02 % y glicerol 5%] y se hirvié durante 3 minutos. Entre 50 y 100 ng
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de proteinas fueron sometidos a la separacion electroforética en poliacrilamida a 12 %
con SDS (SDS-PAGE). Parala preparacion de los geles se sigui6 € siguiente protocol o:

a Gd de separacion (12 %): para 10 ml se adicionaron 3,3 ml de agua
bidestilada, 4 ml de la mezcla de acrilamida/bis-acrilamida (acrilamida 29,2
% y N,N’-metilen-bis-acrilamida 0,8 %), 2,5 ml de Tris1,5M (pH 8), 0,1
ml de SDS 10 %, 0,1 ml de persulfato de amonio (PSA) 10% y 0,004 ml de
N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED).

b- Gel de acumulacién (5 %): para 3 ml se adicionaron 2,1 ml de agua
bidestilada, 0,5 ml de la mezcla de acrilamida/bis-acrilamida, 0,38 ml de
Tris1 M (pH 6,8), 0,03 ml de SDS 10 %, 0,03 ml de PSA 10 %y 0,003 ml
de TEMED.

La electroforesis se llevd a cabo utilizando una solucion reguladora a pH 8,3
conteniendo Tris-base (0,025 M), glicina (0,192 M) y SDS (0,1 %) con una intensidad
de corriente de 45 mA por gel en bafio de hielo. Finalizada la corrida electroforética, las
proteinas se transfirieron a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF), con un
tamarnio de poro de 0,45 M, (Thermo Scientific, EE.UU.) las cuales fueron previamente
sumergidas en metanol. Para la transferencia se utilizd € sistema himedo (Hoefer,
Pharmacia Biotech, EE.UU.). Tanto los geles como las membranas se equilibraron en
solucion reguladora de transferencia (Tris 0,025 M, Glicina 0,192 M, SDS 0,1 %,
metanol 20 % v/v; pH: 8,3) durante 10 minutos. El gel y la membrana se colocaron
entre 2 papeles Whatman 3 mm, el gel en e polo negativo y lamembrana en € positivo.
Latransferencia se realiz6 a 400 mA durante 90 minutos en bafio de hielo. Luego de la
misma, las membranas se tifieron con el colorante rojo Ponceau (Ponceau 0,5 %, écido
acético glaciar 1% en agua bidestilada) durante 5 minutos para determinar s la
transferencia fue completa y correcta y s la cantidad de proteinas era similar en las
distintas calles. Después del lavado de las membranas, se realizd el bloqueo de los sitios
inespecificos de unién mediante la incubacion de las mismas con BSA a 5 % preparada
en PBS T (PBS/Tween-20 0,05 %) durante 1 hora a temperatura ambiente y con
agitacion. A continuacion, las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios
especificos diluidos en PBS-T. Los anticuerpos utilizados fueron: anti p-REa (1:500,
Santa Cruz Biotechnology Inc., EE.UU.), anti T-REa (1:500, Santa Cruz Biotechnology
Inc., EE.UU.), anti p-Gsk-3p (1:200, Cell Signaling Technology Inc., EE.UU.), anti
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ciclina D; (1:200, Cell Signaling Technology Inc., EE.UU.), anti ciclina E (1:200, Cell
Signaling Technology Inc. EE.UU.), anti p27 (1:200, Sigma Chemical Company,
EE.UU.), anti PCNA (DakoCytomation, Dinamarca), anti Catalasa (1:1000, Sigma
Chemical Company, EE.UU.), anti CuzZn SOD (1:1000, Cabiochem, EE.UU.), anti p-
p38 (1:200, Cell Signaling Technology Inc., EE.UU.), anti p-ERK1/2 (1:500, Cdll
Signaling Technology Inc., EE.UU.), anti ERK1/2 (1:1000, Abcam Inc., EE.UU.), anti
nitrotirosinas (1:1000; Santa Cruz Biotechnology Inc., EE.UU.), anti B-actina (1:3000;
Sigma Chemical Company, EE.UU.) o anti a-tubulina (1:4000, Sigma Chemical
Company, EE.UU.). Todos los anticuerpos utilizados fueron desarrollados en raton o
congjo, excepto el anti CuzZn SOD, € cual fue desarrollado en ovgla. Las membranas
fueron incubadas con |os anticuerpos primarios durante 24 horas a4 °C. Posteriormente,
fueron lavadas tres veces con PBS-T e incubadas con los anticuerpos secundarios
especificos diluidos en PBS-T (anti 1gG de ratdn, congjo u ovela segin corresponda),
los cuales se encuentran conjugados con peroxidasa de rabano (1:2500; Sigma Chemical
Company, EE.UU.). Luego del lavado de las membranas, las bandas inmunorreactivas
fueron detectadas por quimioluminiscencia mediante su incubacion con una solucion de
luminol, &cido cumarico y H,O, durante 1 minuto. A continuacion, las membranas se
expusieron frente a una pelicula fotografica (Agfa-Gevaert Argentina S.A., Argentina)
durante 3-5 minutos y se revelaron. El andisis densitométrico se realiz6 usando €
programa ImageJ 1.32J (NIH, EE.UU.). Los niveles de expresién de B-actina o o-
tubulina (proteinas de expresion congtitutiva) se utilizaron como control de carga. En
los casos en los que se midio la fosforilacion de una proteina, siempre que fue posible,
los resultados se normalizaron respecto a contenido total de dichos antigenos (T-REa o
ERK1/2 segun corresponda). Para ello, los anticuerpos primarios fueron despegados de
la membrana mediante su incubacién en una solucion conteniendo Tris 0,063 M, -
mercaptoetanol 0,1 M, SDS 2 % y cuyo pH fue de 6,7. En esta solucién, se redlizaron
dos incubaciones de 15 minutos a 60 °C en agitacion constante. Seguidamente, las
membranas fueron nuevamente blogueadas e incubadas con |os anticuerpos especificos.
En caso de no contar con el anticuerpo adecuado, se utilizé -actina o a-tubulina como

control de carga.

Determinacion de la localizacion intracelular de proteinas mediante
inmunofluorescencia. Para la deteccién de la expresion de las proteinas B-catenina y

o-tubuling, las células fueron sembradas sobre cubreobjetos circulares de 12 mm de
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diametro (Marienfeld, Alemania) colocados en placas de cultivo de 24 pocillos (6 x 10*
célulag/pocillo), y cultivadas durante 24 horas para permitir su adhesion alos vidrios. A

continuacion, las células fueron expuestas a los siguientes tratamientos:

a CPF (0,05y 50 uM) durante 1 hora, parala determinacion de lalocalizacion
intracelular de B-catenina,
b- CPF (0,05y 50 uM) durante 24 horas, parala observacion del citoesgueleto

de tubulina.

Una vez finalizado € tratamiento, las células fueron lavadas con PBS vy fijadas
con metanol a -20 °C durante 10 minutos. Tras la fijacion, se realiz6 en forma
simultanea &l bloqueo y la permeabilizacion celular utilizando una solucién de BSA 5 %
y Tritdn X-100 0,1 % en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Seguidamente, las
células se incubaron durante 24 horas a 4 °C con € anticuerpo primario especifico: anti
B-catenina (1:500, Invitrogen™, EE.UU.) o anti a-tubulina (1:1000). Las diluciones de
los anticuerpos fueron realizadas en solucion de BSA 1 %y Triton X-100 0,1% en PBS.
Ambos anticuerpos fueron realizados en ratdn. Una vez finalizada esta incubacién las
células se incubaron con una dilucion 1:200 de un anticuerpo secundario anti-1gG de
ratdn conjugado a fluoréforo FITC (Sigma Chemica Company, EE.UU.), la cua fue
preparada en BSA a 1 % en PBS. En € caso de la determinacion de a-tubuling, las
células fueron posteriormente incubadas con DAPI (1:8000, Sigma Chemical Company,
EE.UU.). Finamente, luego de tres lavados con PBS, se procedié al montagje. EI mismo
se llevé a cabo agregando 1 gota de liquido de montaje Fluor-Save™ (Calbiochem,
Alemania) sobre un portaobjeto y colocando e cubreobjeto con las células adheridas
sobre la misma. La visualizacion se realiz6 por microscopia de fluorescencia utilizando
un microscopio Olympus BX50 (Center Valey, PA, EE.UU). Las fotografias fueron
adquiridas utilizando una camara digita (Silver Spring, MD, USA) acoplada al
microscopio. El control negativo se realizo reemplazando a los anticuerpos primarios

especifico por PBS durante el protocolo experimental, € cual no emiti6 sefial.

Determinacion de apoptosis en las lineas celulares

Ensayo de Anexina-V. En células normales, la fosfatidilserina se localiza en la

superficie citoplasmética de la membrana celular. La induccion de apoptosis produce
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alteraciones en la membrana plasmética que lleva a la exposicion de fosfatidilserina en
la superficie de las células. En presencia de calcio se produce una unién de alta afinidad
entre la fosfatidilserina y la proteina Anexina-V, pudiéndose evidenciar las células
apoptoticas de manera temprana, previo a dafio nuclear, ala fragmentacion del ADN y
ala aparicion de muchas moléculas asociadas a la apoptosis (Vermes et a., 1995). Las
células fueron sembradas en placas de 6 pocillos (1,5 x 10° células/pocillo) y cultivadas
durante 24 horas en medio completo para permitir su adhesion a la placa
Posteriormente, las células fueron expuestas a CPF (0,05 y 50 uM) o vehiculo (EtOH
0,5 %) durante 24 y 48 horas. Una vez transcurrido ese tiempo, las células fueron
despegadas de la placa enziméticamente, mediante su incubacion con solucién de
tripsina en presencia de EDTA. Las células cosechadas y € sobrenadante de cultivo se
centrifugaron 5 minutos a 1.500 x g a 4 °C. El precipitado obtenido para cada
tratamiento selavé unavez en PBS'y unavez con la solucién amortiguadora Anexina-V
(BD Biosciences, EE.UU.). Posteriormente, las células se resuspendieron en 200 ul de
solucion amortiguadora Anexina-V y se adicionaron 2,5 ul de AnexinaV-FITC (BD
Biosciences, EE.UU.) y 2 pl del colorante vital 1P (50 pg/ml) en cada tubo. Los mismos
se colocaron en hielo y mantuvieron en oscuridad. La intensidad de fluorescencia se
determind inmediatamente empleando un citémetro de flujo (citbmetro CyFlow Pas 111,
Partec; Gorlitz, Deutschland, Alemania). Un minimo de 20.000 eventos se contaron
para €l andlisis. Los datos se analizaron usando €l programa Cyflogic v1.2.1 (Perttu
Terho & © CyFlo Ltd, Turku, Finlandia). Como control positivo se utilizaron las células
MDA-MB-231 tratadas con H,O, 5 UM durante 24 horas. El control negativo se realizo
utilizando la misma linea celular y omitiendo €l agregado de AnexinaV-FITC e IP

durante e protocolo experimental.

Determinacion de nucleos apoptéticos. La presencia de nicleos apoptéticos
fue determinada mediante la tincion de los mismos con DAPI y su observacion al
microscopio de fluorescencia. Las células fueron sembradas sobre cubreobjetos
circulares de 12 mm de diametro (Marienfeld, Alemania) colocados en placas de cultivo
de 24 pocillos (6 x 10* células/pocillo), y cultivadas durante 24 horas para permitir su
adhesion alos vidrios. A continuacion, las células fueron expuestas a CPF (0,05 y 50
M) o vehiculo (EtOH 0,5 %) durante 48 o 72 horas. Una vez finalizado el tratamiento,
las células fueron lavadas con PBS vy fijadas con metanol a -20°C durante 10 minutos.

Tras lafijacion, se realizo en forma simultanea el blogueo y la permeabilizacion celular
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utilizando una solucion de BSA 5 % y Tritén X-100 0,1% en PBS durante 1 hora a
temperatura ambiente. Seguidamente, las células se incubaron durante 14 minutos a
temperatura ambiente en presencia de DAPI (1:8000, Sigma Chemical Company,
EE.UU.). Luego de tres lavados con PBS, se procedio al montagje agregando 1 gota de
liquido de montaje Fluor-Save™ (Calbiochem, Darmstadt, Alemania) sobre un
portaobjeto y colocando € cubreobjeto con las células adheridas sobre la misma. La
visualizacion se realizé por microscopia de epifluorescencia utilizando un microscopio
Olympus BX50 (Center Valey, PA, EE.UU). Las fotografias fueron adquiridas
utilizando una cadmara digita (Silver Spring, EE.UU.) acoplada a microscopio. El
control negativo se realizd6 omitiendo €l agregado de DAPI durante € protocolo

experimental .

Determinacion de especies oxidantes

Niveles intracelulares de ERO. Las células se sembraron en placas de 6
pocillos (2 x 10° células/pocillo) y se cultivaron durante 24 horas. Una vez adheridas a
la placa, las células fueron expuestas a los diferentes tratamientos, |os cuales incluyeron:

a CPF (0,05; 0,5; 5y 50 uM) o vehiculo (EtOH 0,5 %) durante 24 horas,

b- CPF (0,05; 0,5; 5y 50 uM) o vehiculo (EtOH 0,5 %) durante 24 horas y
CAT 30 U/ml durante 15 minutos,

c- CPF (0,05; 0,5; 5y 50 uM) o vehiculo (EtOH 0,5%) durante 10 minutos,

d- Pretratamiento con PD98059 5 uM o vehiculo DM SO (0,05 %) durante 15
minutos y tratamiento con CPF (50 uM) o vehiculo (EtOH 0,5 %) durante 24
horas.

Unavez finalizado e tratamiento, el medio de cultivo fue eliminado, las céulas
fueron lavadas con PBS y posteriormente incubadas con diacetato de
diclorodihidrofluoresceina (DCF-2DA) 5 yM durante 30 minutos a 37 °C (Sigma
Chemica Company, EE.UU.). Las células se lavaron y se despegaron de la placa
enziméticamente mediante la incubacién con una solucion detripsinay EDTA durante 1
minuto. La inactivacién de latripsina se realizo por dilucion, adicionando 1 ml de PBS.
Finalmente, las células fueron centrifugadas durante 10 minutos a 1.500 x g y

resuspendidas en 1 ml de PBS. El contenido intracelular de ERO se analiz6 mediante
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citometria de flujo (citometro CyFlow Pas I1, Partec; Gorlitz, Deutschland, Alemania).
Un minimo de 20.000 eventos se contaron para el andlisis. Para evaluar € contenido de
ERO, se andlizO la media geométrica (MG) del histograma de intensidad de
fluorescencia de cada tubo. Los resultados se expresan como porcentagje respecto a la
MG correspondiente al tratamiento control. Los datos se analizaron usando € programa
Cyflogic v1.2.1 (Perttu Terho & © CyFlo Ltd, Turku, Finlandia).

Determinacion del anion O, . La deteccion del anion O, fue evaluada por
resonancia paramagnética electronica (EPR, del inglés Electron Paramagnetic
Resonance), utilizando 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-oxido (DMPQO) como atrapador de
espin (Peluffo et al., 2009; Rosen and Freeman, 1984). Se sembraron 1,5 x 10° cdulas
de la linea celular MDA-MB-231 en placas de 6 pocillos y se cultivaron durante 24
horas para permitir su adhesién a la placa. Posteriormente, las células fueron tratadas
con CPF 50 uM y DMPO 50 mM siguiendo diferentes protocol os experimentales.

a Las células fueron cultivadas en presencia de CPF 50 uM y DMPO 50 mM
durante 1 hora.
b- Las células fueron cultivadas en presencia de CPF 50 uM durante 24 horas, y €

DMPO 50 mM fue agregado a cultivo 1 hora antes de finalizar laincubacion.

Posteriormente, las células fueron separadas de la placa mecénicamente y
resuspendidas en 100 pl de PBS. El aducto formado entre € DMPO-O,  es muy
inestable y rdpidamente se transforma en e aducto DMPO-HO'. La presencia del
aducto DMPO-HO' fue evidenciada mediante €l registro de su espectro de EPR
caracteristico. La obtencion de los espectros se llevd a cabo a temperatura ambiente en
un espectrometro Bruker EMXplus (Karlsruhe, Alemania). Los pardmetros del equipo
fueron fijados en: centro de campo: 3515 gauss, amplitud de barrido: 100 gauss;
potencia de microondas. 20 mW; frecuencia de microondas. 9,86 GHz; frecuencia de
modulacién: 50 kHz; amplitud de modulacién: 0,5 G; ganancia del detector: 1 x 10>
tiempo de conversion: 164 ms; constante de tiempo: 655 ms. NUmero de escaneos:. 9.
Como control positivo se utilizé la reaccién de Fenton (Fe** + H,O0, — Fe** + HO™ +
OHf) generada a partir de H,O, 200 uM, FeSO4 200 uM y EDTA 200 uM vy solucion
amortiguadora de fosfato 50 mM pH 7,7, alacua se adicion6 DMPO 50 mM.
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Niveles intracelulares de ERN. Las células se sembraron en placas de 6
pocillos (2 x 10° células/pocillo) y se cultivaron durante 24 horas. Una vez adheridas a
la placa, las células fueron expuestas a CPF (0,05; 0,5; 5y 50 uM) o vehiculo (EtOH
0,5%) durante 24 horas. Luego, €l medio de cultivo fue eliminado y las células fueron
lavadas con PBS. Las células se incubaron con diacetato de 4,5-diamino-fluoresceina
(DAF-2DA) 5 yM durante 30 minutos a 37 °C (Sigma Chemica Company, EE.UU.).
Las células se lavaron y se despegaron de la placa enziméticamente mediante la
incubacion con una solucién de tripsinay EDTA durante 1 minuto. La inactivacion de
la tripsina se realiz6 por dilucion, adicionando 1 ml de PBS. Finalmente, las células
fueron centrifugadas durante 10 minutos a 1.500 x g y resuspendidas en 1 ml de PBS. El
contenido intracelular de ERN se analiz0 mediante citometria de flujo (citdbmetro
CyFlow Pas 11, Partec; Gorlitz, Deutschland, Alemania). Un minimo de 20.000 eventos
se contaron para € andlisis. Para evaluar @ contenido de ERN, se analizé la media
geométrica MG del histograma de intensidad de fluorescencia de cada tubo. Los
resultados se expresan como porcentaje respecto ala MG correspondiente a tratamiento
control. Los datos se analizaron usando €l programa Cyflogic v1.2.1 (Perttu Terho & ©
CyFlo Ltd, Turku, Finlandia).

Andlisis del sistema antioxidante celular

Andlisisde la actividad de catalasa. Las células fueron sembradas en placas de
10 centimetros de didmetro (1 x 10° células/placa) y cultivadas durante 24 horas para
permitir su adhesion. Posteriormente, las células fueron tratadas con las diferentes
concentraciones de CPF (0,05; 0,5; 5y 50 uM) o vehiculo (EtOH 0,5 %) durante 24
horas. Una vez finalizado € tratamiento, las células fueron despegadas mecanicamente
de la placa y resuspendidas en solucién amortiguadora fosfato (KH,PO4/K,HPO, 50
mM, pH 7,8). Luego se sonicaron y la suspensiones se centrifugaron a 12.000 x g por 10
minutos a 4 °C. La actividad de catalasa se determin0 midiendo la velocidad de
descomposicion de H,O, a 240 nm por espectrofotometria. La mezcla de reaccion fue
conformada por: solucion amortiguadora fosfato 50 mM (pH 7,8), H,O, (Merck,
Argentina) suficiente para alcanzar una absorbancia de 0,600 y 50 pl de la muestra cuya

actividad de catalasa se deseaba evaluar. Los resultados se normalizaron de acuerdo a
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contenido de proteinas determinado por e ensayo Bradford (Bradford, 1976). Una
unidad (U) de catalasa se definié como la desaparicion de 1 mnmol de H,O./minuto (€ =
43,6 M*cm™). Los blancos de reaccién se prepararon reemplazando la muestra por la
solucion amortiguadora. Los resultados se expresan como porcentgje respecto a la

actividad CAT de las muestras control o como U/mg de proteina.

Andlisis de la actividad SOD. Las células fueron sembradas en placas de 10
centimetros de didmetro (1 x 10° céulas/placa) y cultivadas durante 24 horas para
permitir su adhesion a la placa. Posteriormente, las células fueron tratadas con
diferentes concentraciones de CPF (0,05; 0,5; 5y 50 uM) o vehiculo (EtOH 0,5 %).
Luego de 24 horas de exposicion a toxico, las células fueron lisadas y resuspendidas en
buffer TEA-DEA [25 mM trietanolamina (TEA) y 25 mM dietanolamina (DEA)]. Las
muestras fueron centrifugadas a 12.000 x g durante 30 minutos a 4 °C. La
determinacion de la actividad SOD fue realizada de acuerdo al método publicado por
Paoletti y sus colaboradores (Paoletti et al., 1986). El principio de este método se basa
en la determinacion de la velocidad de oxidacion de NADH, mediada por radical
superéxido O, , la cual es inhibida proporcionalmente por la adicion de SOD. La
concentracion de NADH fue monitoreada espectrofotométricamente a340 nm. El O,
fue generado por reacciéon quimica catalizada por B-mercaptoetanol. La reaccion se
llevo a cabo en un volumen final de de 1 ml de buffer TEA-DEA 100 mM [100 mM
TEA y 100 mM DEA, pH 7,4], conteniendo NADH 0,28 mM, MnCl, 1,17 mM y EDTA
2,35 mM. A esta mezcla de reaccion se le agregd B-mercaptoetanol 0,95 mM para
comenzar lageneracion de O, . Lavelocidad de oxidacion del NADH fue reducida por
el agregado de 20, 50 y 100 pl de muestra. Se define una unidad de SOD (U) como la
cantidad de enzima gque inhibe en un 50 % la velocidad de oxidacion quimica de NADH

por € radical O, . Los datos se ajustan al siguiente modelo (Ferrari et al., 2008):

Vmax

" 1+ SO0Dyor/kos

Vox

Siendo V. la velocidad de oxidacion de NADH; SOD,: € volumen de muestra

conteniendo actividad SOD que se agrega a la reaccion. Vma: la méxima velocidad de
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oxidaciéon del NADH la cua se obtiene en ausencia de muestra; y kos: corresponde a
volumen de muestra que contiene 1 Unidad de SOD.

El cdlculo de la actividad SOD de cada muestra se realizo graficando lainversa
de lavelocidad de oxidacion del NADH en funcion del volumen de muestra presente en
la cubeta. Los datos se gjustaron a una recta lineal, a partir de la cual se calculo la

concentracion de la actividad SOD de cada muestra como lainversade Kojs.

1 1
— =S0D +
VOx vol k0,5 Vmax Vmax

Los resultados se normalizaron de acuerdo a contenido de proteinas
determinado por € ensayo Bradford (Bradford, 1976) y se expresaron como porcentgje

respecto ala Actividad obtenida en las células control o0 como U/mg de proteina.

Contenido de GSH. El contenido de GSH se evalué mediante la determinacion
de la concentracion de los grupos -SH totales. El ensayo se basod en la capacidad de los
grupos —SH de reducir al écido 5,5'-ditiobis-nitrobenzoico (DTNB) (Sigma Chemical
Company, EE.UU.). Las células fueron sembradas en placas de 10 centimetros de
didmetro (1 x 10° células/placa) y cultivadas durante 24 horas para permitir su adhesion
a las mismas. Posteriormente, las células fueron tratadas con CPF (0,05 y 50 uM) o
vehiculo (EtOH 0,5 %). Luego de 24 horas de exposicion a toxico, las células fueron
lisadas en solucion amortiguadora de fosfato (NaH,PO4/NaHPO4 50 mM, pH 7,4). 20
pl de cada muestra fueron incubados con 880 il de una solucién conteniendo: solucion
amortiguadora fosfato 100 mM y EDTA 10 mM, pH 7,4. Se midi6 la absorbancia a 412
nm. Posteriormente, se incorporaron 100 pl de solucién 6 mM de DTNB disuelto en
bicarbonato de sodio 0,5% (p/v). La mezcla fue incubada durante 1 minuto a
temperatura ambiente y la absorbancia fue medida nuevamente a 412 nm. El contenido
de grupos tioles fue calculado sustrayendo a este valor, € valor de absorbancia obtenido
antes de laincubacién con DTNB v utilizando e coeficiente de extincion € = 13,6 mM™
cm't. Paralaredlizacion del blanco de la reaccién, e volumen de muestra adicionado a
los tubos fue reemplazado por solucion amortiguadora de reaccion (NaH2PO4/NaHPO,
100 mM y EDTA 10 mM, pH 7,4). Los resultados se normalizaron de acuerdo a
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contenido de proteinas determinado por € ensayo Bradford (Bradford, 1976) y se
expresaron Como porcentaje respecto ala muestra control.

Andlisis del dafio oxidativo

Peroxidacion lipidica. Los productos de la peroxidacion lipidica fueron
evaluados determinando |as sustancias reactivas al acido 2-tiobarbiturico (TBARS). Las
células fueron sembradas en placas de 10 centimetros de didmetro (1 x 10°
célulag/placa) y cultivadas en presencia de CPF (0,05 y 50 uM) o vehiculo (EtOH 0,5
%) durante 24 horas. Luego, las células fueron lisadas en solucion amortiguadora
fosfato (NaH,PO4/NaHPO, 50 mM, pH 7,4). Una dicuota del lisado celular fue
separada para la determinacion de la concentracion de proteinas mediante el método de
Bradford (Bradford, 1976). 0,3 ml de cada muestra fue adicionada a 0,6 ml de la
solucion de reaccion [15 % v/v acido tricloroacético, 0,25 N acido cloridrico y 0,375 %
p/v de &cido 2-tiobarbiturico] y calentadas durante 60 minutos a 90 °C. Posteriormente,
las muestras fueron centrifugadas a 1.500 x g por 20 minutos a 4 °C. Como blanco se
utilizé la mezcla de reaccién hervida por una hora y centrifugada a 1.500 x g pero en
ausencia de muestra. EI complgo formado fue extraido con 3 ml de butanol y
cuantificado espectrofluorométricamente  (A=515 nmM; Aen=555 nm). Para la
determinacion de los pmoles de malondialdheido (MDA) presentes en cada muestra, se
utilizé un estdndar de MDA 14,6 uM preparado a partir de 1,1,3,3-tetrahidroxipropano
(Litterio et al., 2012; Lotito and Fraga, 1998). En cada experimento, se adicionaron 12
tubos conteniendo diferentes volimenes de esta solucion (0, 5, 10, 20, 40y 80 ul, cada
tubo por duplicado), los cuales fueron procesados en forma idéntica a las muestras. Los
valores obtenidos fueron utilizados para construir una recta de calibracion, en la cua se
interpolaron los resultados de las muestras incognitas. Los resultados fueron expresados

como porcentgje respecto a control.

Nitracion de proteinas. El dafio nitrosativo a proteinas fue determinado por

western blot como se describi6é anteriormente.



Materialesy Métodos | 73

ESTUDIOSEN ANIMALES

M odelo para € estudio del desarrollo dela glandula mamaria

Se emplearon ratas hembras de la cepa Sprague Dawley, obtenidas de la
Division de Produccion Animal, Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Nacional de la Plata, Argentina. Los animales se mantuvieron en grupos de entre 3y 5
por jaula, con aguay comidaad libitum, atemperatura entre 22-23 °C, humedad cercana
a 56 %y ciclos de luz-oscuridad de 12 horas de duracion. Los animales permanecieron
durante los experimentos en e bioterio del Laboratorio de Metodologia de
Radioisotopos de la Facultad de Farmacia y Biogquimica, Universidad de Buenos Aires.
En todos los casos, |as condiciones fueron las recomendadas por la guia para e cuidado
y trabgjo con animales de laboratorio (U.S. National Academy of Sciences, 2011). Los
protocol os se aprobaron por € Comité de Etica para e Uso y Cuidado de Animales de
Laboratorio de la Facultad de Farmaciay Bioquimica, UBA (Exp. N°0052712/13).

Protocolo de intoxicacion de los animales

Los grupos experimentales de trabgjo fueron conformados por ratas de 40 dias
de edad y peso promedio de 180 g, las cuales fueron segregadas aleatoriamente en tres
grupos, inicidndose € tratamiento mediante la administracién por viaora (v.0.) de CPF
o vehiculo. EI CPF (Chem Service, Inc., EE.UU.) fue disuelto en aceite de ricino en las
concentraciones adecuadas y administrado diariamente alos animales.

Descripcion:

(1) Grupo Control (N=6): animales que recibieron aceite dericino, v.0.;

(2) Grupo CPF 0,01 mg/Kg/dia (N=6): animales tratados con CPF 0,01 mg/Kg/dia
disuelto en aceite dericino, v.0.;

(3) Grupo CPF 1 mg/Kg/dia (N=6): animales tratados con CPF 1 mg/kg/dia disuelto en

aceitedericino, v.o.

La intoxicacion se realizd durante 100 dias. El sacrificio de los animaes fue
realizado cuando |os mismos se encontraron en lafase estro del ciclo estral. Para dllo, la
secrecion vagina de las ratas pertenecientes a los distintos grupos fue colectada en €l

mismo horario durante los Ultimos 12 dias de experimentacion. Los exudados vaginal es



Materiadlesy Métodos | 74

fueron observados a microscopio 6ptico inmediatamente después de ser recolectados.
La fase estro del ciclo fue reconocida por la ausencia de leucocitos y la presencia de
células epiteliadles anucleadas en € preparado. Los animales se sacrificaron por
inhalacion de CO, y se extrgjeron muestras de glandula mamaria, higado, sangre y
ovario, las cuales fueron adecuadamente conservadas hasta su utilizacion en los estudios

posteriores.

El protocolo experimental detallado previamente se repitio tres veces de manera

independiente, utilizando 6 animales por grupo en cada uno de |os casos.

Las dosis utilizadas para la intoxicacion de los animales fueron seleccionadas de
acuerdo alos limites internacionales vigentes a momento de iniciar esta investigacion.
Especificamente, utilizamos dos pardametros ampliamente aceptados para la evaluacion
del riesgo asociado a las exposiciones toxicol dgicas: laingesta diaria admisible (IDA) y
la méxima dosis a la cua no se observan efectos adversos (NOAEL, del inglés. No
Observed Adverse Effect Level) (European Food Safety Authority, 2005). De esta
manera, las dosis de CPF utilizadas en este trabgjo, 0,01 y 1 mg/Kg/dia, corresponden a
lalDA y e NOAEL, respectivamente.

Parametros fisiol 6gicos

Andlisis de toxicidad. Los animaes fueron examinados diariamente para
evaluar su estado fisico general y observar la aparicion de potenciales efectos adversos
o téxicos. Como sefiales de alarma se consideraron: modificaciones bruscas del peso,
disminucion del apetito, aparicion de diarrea, alteraciones en e pelo, prurito, afectacion
motriz y cambios en el comportamiento de los roedores. Los controles se realizaron
hasta que |os animal es fueron sacrificados.

Determinacion de la actividad AChE. La Actividad AChE fue determinada en
los glébulos rojos de los animales luego de 100 dias de intoxicacion con CPF o
vehiculo. El paquete globular fue separado del plasma por centrifugacion y lavado tres
veces con solucion fisioldgica. 100 pl del paquete globular, tomados de la parte media
del mismo, fueron colocados en un tubo de ensayo al cua se le adicionaron 2,4 ml de

agua destilada con € fin de lisar los eritrocitos. La mezcla de reaccion se prepard
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adicionando 3 ml de solucion de DTNB 0,25 mM preparada en solucion amortiguadora
fosfato (NaoHPO4/NaH,PO, 50 mM pH: 7,2) y 20 ul del hemolizado. Esta mezcla fue
incubada a 30 °C durante 3-4 minutos. Posteriormente, se adicionaron 100 ul de sustrato
(Acetilcolina 150 mM), se homogeneizo y se determind la absorbancia a405 nm cada 1
minuto durante 5 minutos. La actividad colinesterasa fue determinada utilizando el
coeficiente €=13600 M™‘cm™. Los resultados fueron expresados como porcentaje

respecto alos valores del grupo control.

Determinacion de la actividad BChE. La Actividad BChE fue determinada en
el plasma de los animales luego de 100 dias de intoxicacion con CPF o vehiculo. El
plasma fue separado del paguete globular por centrifugacion. La mezcla de reaccion se
prepard adicionando 2,8 ml de solucion de DTNB 0,25 mM preparada en solucion
amortiguadora fosfato (NaHPO4/NaH,PO4 52 mM pH: 7,2) y 700 pl de butirilcolina 7
mM. Esta mezcla fue incubada a 25 °C durante 3-4 minutos. Posteriormente, se
adicionaron 20 pl del plasma. Se homogeneizd y se determing la absorbancia a 405 nm
cada 30 segundos durante 1,5 minutos. La actividad colinesterasa fue determinada
utilizando e coeficiente €=13600 M*cm™. Los resultados fueron expresados como

porcentaje respecto alos vaores del grupo control.

Deter minacion del peso de los animales. La evolucion del peso corporal de los
animales fue determinada mediante la determinacion de este pardametro en balanza de
precision una vez por semana durante las Ultimas 8 semanas de intoxicacion.
Adicionalmente, se determind el peso de los animales luego de 100 dias de intoxicacion
con € plaguicida o vehiculo. Luego del sacrificio de los animales, € higado fue
removido y pesado en balanza de precision (peso humedo). Estos pardmetros fueron

expresados en gramos.

Evaluacion de la funcionalidad hepatica. Los estudios fueron realizados en el
suero de los animales pertenecientes a los diferentes grupos experimentales, luego de
100 dias de exposicion a CPF (0,01 y 1 mg/Kg/dia) o vehiculo. Las determinaciones
fueron realizadas en € Departamento de Biogquimica Clinica del Hospital de Clinicas

"Jose de San Martin”, siguiendo las siguientes metodol ogias:
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La determinacion de actividad alanina aminotransferasa (ALAT) y aspartato
aminotransferasa (ASAT) fue redizada de acuerdo a las recomendaciones de la
Federacion Internacional de Quimica Clinica y Medicina de Laboratorio (IFCC, del
inglés. International Federation of Clinical Chemistry Laboratory Medicine), mediante
el método fotométrico a 340 nm. La concentracion de colesterol fue determinada
mediante & méodo de Colesterol Oxidasa/Peréxidasa (método enzimatico

colorimétrico a punto final), mediante el registro de la Absorbancia a 500 nm.

Estudios histoldgicos. Los diferentes tejidos (higado y glandula mamaria) fueron
fijados en formadehido a 4 % disuelto en PBS y posteriormente embebidos en
parafina. Se realizaron cortes de 5 pm que se montaron sobre portaobjetos. Los cortes se
colorearon con hematoxilina-eosina (HE). Esta técnica de coloracion consta de los
siguientes pasos: tincién con hematoxilina durante 2 minutos, tincion con eosina durante
2 minutos, incubacion con EtOH 50 % durante 1 minuto, incubacién con EtOH 70 %
durante 1 minuto; incubacion con EtOH 95 % durante 1 minuto; dos incubaciones con
EtOH 100 % de 1 minuto cada unay dos incubaciones con xileno de 1 minuto cada una.
Posteriormente, los cortes se observaron a microscopio Optico (Axiolab Karl Zeiss,
Alemania) y se realizaron las siguientes determinaciones histol ogicas:

a- Los cortes de tgiido hepatico fueron examinados en busca de signos de

toxicidad. Los parametros evaluados fueron:
ay- presencia o ausencia de éreas necroticas,
ap- presencia o ausencia de focos hemorrégicos.
De cada corte se tomaron fotografias representativas con un aumento de 630X.

b- Sobre los cortes de tejido mamario se realizaron las siguientes determinaciones:
bi- cuantificacion del nimero de ductos. se tomaron 5 fotografias
representativas de cada corte con un aumento de 50X. Posteriormente, se
cuantificé e nimero de ductos en cada fotografia,

b,- cuantificacion del nimero de brotes alveolares. se tomaron 5 fotografias
representativas del tgjido con un aumento de 100X. Posteriormente, se
cuantificé el nimero de brotes alveolares en cada fotografia,

bs- los cortes fueron observados por un médico patdlogo en busca de
diferentes lesiones de la glandula mamaria. En cada caso, se determiné el

porcentaje de estructuras en las que se observaba lalesion.
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Andlisis de expresion proteica

Western blot a partir de tgjido mamario. El andlisis de la expresion de
diferentes proteinas fue realizado siguiendo el protocolo descripto anteriormente, con
algunas modificaciones. El tejido mamario de los animales fue obtenido luego del
sacrificio de las ratas y conservado a -80 °C hasta e momento de su utilizacion. Las
muestras analizadas se obtuvieron por homogeneizacion de este tegjido realizada en la
solucion RIPA (Tris HClI 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, NP-40 1 %, Deoxicolato de
sodio 0,5 %, SDS 0,1 %, EGTA 1 mM, NaF 0,1 mM, leupeptina 0,02 mg/ml, NagVO, 1
mM y PMSF 1 mM).

Inmunohistoquimica. Para € estudio inmunohistoquimico, los cortes se
desparafinaron por medio de lavados con xileno (2 de 5 minutos) e hidrataron con
sucesivos lavados con EtOH 100 %, 96 % y 70 % (2 de 5 minutos en cada caso).
Posteriormente, 1os cortes se lavaron con agua bidestilada y calentaron en un horno a
microondas en una solucion reguladora de citrato de sodio (10 mM, pH 6.0) dos veces
durante 2 minutos para realizar la exposicion de los antigenos. Luego de realizar tres
lavados con agua bidestilada, se bloquet la actividad de la enzima peroxidasa endégena
mediante una incubacion con H,O, a 3 % en agua bidestilada durante 20 minutos. Los
cortes se lavaron con PBS (3 lavados de 10 minutos) y los sitios de unién inespecifica
se bloguearon por incubacién durante 1 hora a temperatura ambiente con una solucion
de BSA 1 %/leche descremada 1 %/Triton X-100 0,1% en PBS.

A continuacion, los preparados se incubaron con los anticuerpos primarios
diluidos en BSA 1 % en PBS: anti-PCNA (1:150, Dako Cytomation, Dinamarca); anti
T-REa (1:100, Santa Cruz Biotechnology Inc., EE.UU.), anti RPg (1:100, Santa Cruz
Biotechnology Inc., EE.UU.) en camara himeda a 4 °C por 24 horas. Luego de tres
lavados con PBS durante 10 minutos cada uno, se incubaron durante 2 horas a
temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios anti 1gG de congjo o ratdn segin
corresponda, conjugados con peroxidasa de rébano, diluidos 1:100 en BSA 1 % en PBS.
Finalmente los cortes se revelaron con 3-3"-diaminobenzidina (DAB) (Sigma Chemical
Company, EE.UU.) y se colorearon con hematoxilina durante 1 minuto. Luego de tres
lavados con agua, se procedio a la deshidratacion de los cortes. Para ello, los cortes

fueron incubados sucesivamente con EtOH 100 %, 96 % y 70 % (2 incubaciones de 5
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minutos cada una) y con xileno (2 incubaciones de 5 minutos cada una). Finamente, se
colocd una gota de badlsamo de Canada sobre cada corte histolégico y se cubrié con un
cubreobjetos procurando la eiminacion completa de burbujas de aire entre ambos
vidrios. Para controlar la especificidad de la marcacion, cortes seriados de muestras
positivas, se sometieron a mismo protocolo pero se reemplazé e anticuerpo primario
por PBS.

Una vez finalizado el proceso, los cortes fueron observados en un microscopio
optico (Axiolab Karl Zeiss, Alemania) y se tomaron 5 fotografias representativas de
cada uno con un aumento de 630X. En todos los casos, € porcentaje de células positivas
fue determinado a doble ciego, mediante la cuantificacion de los niicleos marcados para
los diferentes antigenos y su relacion con el nimero de nucleos totales presentes en el

campo.

Determinacion de los niveles de hormonas

Determinacion de hormonas esteroideas. Los niveles s&ricos de E;, Pgy T
fueron determinados por radioinmunoensayo en e Laboratorio de Neuroendocrinologia
del Ingtituto de Biologia y Medicina Experimental (IBYME) (Fernandez et a., 2010;
Silveyra et d., 2007). Las hormonas esteroideas fueron extraidas previamente en éter
sulfdrico a partir de los sueros de los animales expuestos de forma crénica a diferentes
dosis de CPF o vehiculo. La extracciéon consistio en la incubacion de 750 pl de suero
con 2 ml de éter sulfarico y su agitacion vigorosa durante 1 minuto. Posteriormente, los
tubos fueron mantenidos a -80 °C durante 30 minutos con € fin de solidificar la
fraccion acuosa. La fraccion etérea fue recuperada en un tubo de vidrio. Este
procedimiento se repitio tres veces. El éer fue evaporado y las hormonas fueron
conservadas a -20 °C hasta e momento de su medicion. Para el ensayo, se utilizaron
anticuerpos provistos por G.D. Niswender (Universidad del Estado de Colorado, Fort
Coallins, CO, EE.UU.). El E; y la Pg marcadas fueron obtenidas de Perkin-Elmer
(Wellesdey, MA, EE.UU.) y laT de New England Nuclear (Boston, MA, EE.UU.). La
sensibilidad del ensayo fue 11,3 pg (E), 12,5 pg (T) y 500 pg (Pg). Los coeficientes de
variacion intra e interensayo fueron 6,8 %y 11,7 % paraEy, 7,8 %y 123 % paraT y
7,1%Yy 12,15 % parala determinacion de Pg, respectivamente.
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Para la determinacion de estas hormonas en los ovarios, los mismos fueron
extraidos luego del sacrificio de los animales y conservados a -80 °C hasta € momento
de su utilizacion. Un ovario de cada animal fue pesado y homogeneizado en solucion
amortiguadora fosfato de sodio en bafio de hielo. El lisado obtenido fue sometido a la

extraccion con éter sulfirico como se describid previamente.

Determinacion de gonadotrofinas. La concentracion sérica de LH y FSH fue
determinada por radioinmunoensayo en e Laboratorio de Neuroendocrinologia del
IBYME (Silveyra et a., 2007). Se utilizaron juegos de reactivos proporcionados por €l
Instituto Nacional de Diabetes y Enfermedades Digestivas y Renales. La sensibilidad de
cada ensayo fue 0,015 ng/ml y 0,1175 ng/ml para la determinacion de LH y FSH
respectivamente. Los coeficientes de variacion intra e interensayo para la determinacion
de LH fueron 7,2 % y 11,4 % respectivamente y 8,0 % y 13,2 % para la determinacion
de FSH.

Andlisis del sistema antioxidante en €l tgjido mamario

Evaluacion de la actividad CAT en € tgjido mamario. La actividad CAT fue
determinada siguiendo & mismo protocolo experimental descripto previamente pero, en
este caso, las muestras analizadas se obtuvieron por homogeneizacion dd tejido
mamario de los animales. Este tegjido fue obtenido luego del sacrificio de los animalesy
conservado a -80 °C hasta  momento de su utilizacion. En ese momento, la
homogeneizacion del tgido mamario fue realizada en una solucion amortiguadora
fosfato (KH,PO4J/K,HPO, 50 mM, pH 7,8). Una dlicuota de dichos extractos fue
utilizada para la cuantificacion de la concentracién de proteinas por € método de

Bradford. Los resultados se expresaron como U/mg de proteinas.

Determinacion del contenido de GSH en € tgfido mamario. El contenido de
GSH fue determinado siguiendo & mismo protocolo experimental descripto
previamente, introduciendo algunas modificaciones en la preparacion de las muestras.
Aproximadamente 700 mg del tgjido mamario de los animales fue homogeneizado en 1
ml de HCIO, 0,5 N en hielo. Los extractos obtenidos fueron centrifugados durante 10
minutos a 600 x g a4 °C y adiciond NagPO, (0,44 M) hasta alcanzar pH 7. Luego, se
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continué segin € protocolo experimental detallado previamente. Los resultados se

expresaron como pmol de -SH/g de tgjido.

Evaluacién de la peroxidacion lipidica en € tgjido mamario

Se determind siguiendo € mismo protocolo experimental descripto previamente
pero, en este caso, |as muestras analizadas se obtuvieron por homogeneizacion del tejido
mamario de los animales. Este tgjido fue obtenido luego del sacrificio de los animalesy
conservado a -80 °C hasta e momento de su utilizacion. En ese momento, la
homogeneizacién del teglido mamario fue realizada en una solucion amortiguadora
fosfato (NaH,PO4/Na,HPO, 50 mM, pH 7,8). Una alicuota de estos extractos fue
utilizada para la cuantificacion de la concentracion de proteinas mediante el método de
Bradford (Bradford, 1976). 0,3 ml de cada extracto fueron adicionados a 0,6 ml de la
solucién de reaccion [15 % v/v &cido tricloroacético, 0,25 N acido cloridrico y 0,375 %
p/v de &cido 2-tiobarbiturico] y calentados durante 60 minutos a 90 °C. Posteriormente,
las muestras fueron centrifugadas a 1.500 x g por 20 minutos a 4 °C. Como blanco se
utilizé la mezcla de reaccién hervida por una hora y centrifugada a 1.500 x g pero en
ausencia de muestra. Los moles de TBARS fueron determinados mediante la medicion
de la absorbancia de los sobrenadantes utilizando un espectrofotometro (Genesys 10
UV, Thermo Scientific), a una longitud de onda de 532 nm (Asakawa and Matsushita,
1979) (e = 1,56 x 10° Mt ecm™). Los resultados fueron normalizados respecto a la
concentracion de proteinas de cada extracto y expresados como mmoles de TBARS/ug

de proteinas.

M odelo para €l estudio de la carcinogénesis mamaria

Es conveniente que los trabgjos que involucran € desarrollo, induccion o
inyeccidn de tumores y/o larealizacién de estudios toxicol 6gicos utilizando animales de
laboratorio, utilicen protocolos o recomendaciones para el tratamiento humanitario de
los animales. Estos lineamientos se obtuvieron de guias de trabagjo del Instituto Nacional
de Salud (NIH) de los Estados Unidos, los cuales se encuentran en continua revision
(National Institutes of Health, 2013). Para evitar someter a los animales a dolor o

sufrimiento innecesario, estos estudios requieren un seguimiento periodico sobre €
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estado y la salud de los animales. Los items que se consideraron en € presente trabajo
detesis se encuentran resumidosen laTabla 1.

Signos clinicos que constituyen | Edema, deshidratacion, dermatitis progresiva, ulceracion,
puntosfinales. deterioro neuroldgico, sangrado de cualquier tipo, cualquier
impedimento en desarrollo de funciones basicas (alimentacion,
hidratacion, movilidad, eliminacion de orinay heces).

Signos adicionales en estudios | Crecimiento de la masa tumoral por encima del 10 % de la
neopladsicos, que constituyen | masa del animal. Se recomienda que €l tamafio del tumor
puntosfinales. primario no debe superar los 40 mm en ningin sentido de
medida (consideracion pararatas).

Si e tumor se encuentra ulcerado, necrético o infectado.

Si e tumor interfiere con la capacidad de los animales para
comer y/o beber o deambular.

Observaciones clinicas utilizadas | Apariencia general (postura corporal, pérdida de peso),
par a evaluacion toxicol 6gica. alteraciones en piel y pelo (dermatitis, alopecia), afectacion
motriz, apariciébn de sangre en orina y/o heces, diarrea,
salivacion excesiva

NUmero de animales y duracién | Deberd reducirse a minimo el nimero de animales requeridos
del estudio. paralaevaluacion cientificay estadistica de los resultados.

Tabla 1: Criterios generales utilizados en modelos experimentales de cancer mamario
humano. Elaboracion propiaa partir de National Institutes of Health, 2013.

I nduccion tumoral

Los tumores se indujeron quimicamente en ratas Sprague Dawley mediante la
administracion por via intraperitoneal (i.p.) de tres dosis de 50 mg/kg del carcindgeno
quimico NMU (Sigma Chemical Company, EE.UU.) alos 50, 80 y 110 dias de vida de
los animales (Cocca et a., 2005; Martin et a., 1998, 1997; Rivera et al., 1994). El
carcindgeno se administré a los animales inmediatamente luego de ser disuelto en una
concentracion fina de 10 mg/ml en solucion fisiolégica estéril. La pureza del
carcinégeno fue garantizada mediante la determinacion de su punto de fusion entre 24 y
48 horas antes a la disolucion del mismo. En todos los casos, € punto de fusién
obtenido fue de 122-124 °C (International Agency of Research on Cancer, 1978). El
desarrollo de los tumores se control 6 por palpacion de las cadenas mamarias, a partir de

la administracion de la segunda dosis del carcindgeno.
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Protocolo de intoxicacion de los animales

El tratamiento de los animales con CPF comenzo a los 40 dias de edad, 10 dias
antes de la primera inyeccion de NMU. Los grupos experimentales de trabajo fueron
conformados por 6 ratas, con un peso promedio de 180 g, las cuaes fueron segregadas
aleatoriamente en tres grupos, iniciandose € tratamiento mediante la administracion de
CPF (v.0.) o vehiculo (v.0.). EI CPF fue disuelto en aceite de ricino, en las
concentraciones adecuadas y administrado diariamente a los animales. A los 50, 80 y
110 dias de edad, |os tres grupos experimentales recibieron las dosis de NMU.
Descripcion:

(1) Grupo Control + NMU (N=6): animales que recibieron aceite de ricino (v.0.) y tres
dosisde NMU (i.p.);

(2) Grupo CPF 0,01 mg/Kg/dia + NMU (N=6): animales tratados con CPF 0,01
mg/K g/diadisuelto en aceite dericino (v.0.) y tres dosis de NMU (i.p.);

(3) Grupo CPF 1 mg/Kg/dia + NMU (N=6): animales tratados con CPF 1 mg/kg/dia

disuelto en aceite dericino (v.0.) y tresdosisde NMU (i.p.).

La intoxicacion se realizé durante 140 dias con € fin de que todos los animales
desarrollen @ menos un tumor. Al final del experimento los animales fueron
sacrificados por inhalacion de CO; y los tumores fueron extirpados con € fin de realizar

estudios histoquimicos.

El protocolo experimental detallado previamente se repitid dos veces de manera

independiente, utilizando 6 animales por grupo en cada uno de |os casos.

Se determinaron |os siguientes parametros.
Periodo de latencia (PL): tiempo (dias) transcurrido desde la administracién de

laprimeradosis de NMU hasta la aparicién del primer tumor en cadarata.

Incidencia tumoral (IT): porcentgje de animaes que desarrollan a menos un
tumor en cada grupo experimental.
NUmero de tumores por rata: nimero promedio de tumores desarrollados por

rata en cada grupo experimental.
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Crecimiento y tiempo de duplicacion tumoral

Para evaluar € crecimiento tumoral los animales fueron revisados tres veces por
semana y cada tumor fue medido utilizando un calibre para determinara dos diametros
perpendiculares de cada tumor. De estas medidas se obtuvo € didmetro promedio. El
tamafio tumoral se calcul6 utilizando la formula del volumen de una esfera:

1r

Volumen tumoral = - X r3

Con € fin de comparar € crecimiento tumoral de diferentes tumores, los
volUmenes fueron relativizados en relacion a volumen inicia de cadatumor, € cua fue
fijado arbitrariamente en 1 unidad.

El tiempo de duplicacion de cada tumor se calculo en base ala curva de volumen
tumoral relativo en funcion del tiempo (Massari et al., 2013; Mehrara et al., 2007). Las

cual es se gustaron por un programa de regresion no lineal de acuerdo ala ecuacion:
Viy = Vioy €

donde Vg es e volumen tumoral relativo inicial, el cual fue fijado arbitrariamente y
tubo un valor de 1 unidad paratodos |os tumores. El volumen tumoral (V) seincrementa
exponencialmente en funcién del tiempo (t) con una tasa constante (k). El tiempo de
duplicacion tumoral (tg), se calculé como:

Estudios histol6gicos e inmunohistoquimicos en los tumores

Los estudios histologicos e inmunohistoquimicos de los tumores fueron
realizados siguiendo los mismos protocolos experimentales descriptos previamente.
Luego del sacrificio de los animales, cada tumor fue extraido y procesado para la
realizacion de estos estudios. La caracterizacion histolégica y la expresion de los
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antigenos PCNA, REa y RPg fueron evaluadas en todos los tumores mamarios
desarrollados. La clasificacion de todos los tumores se reaiz6 de acuerdo con las
criterios publicados por |a Escuela de Medicina de la Universidad de Stanford (Stanford
University School of Medicine, 2006).

ANALISISESTADISTICOS

El andlisis de la significacion estadistica de los resultados obtenidos se realizo
con €l programa GraphPad Prism version 5 (California, EE.UU.). Las evaluaciones se
efectuaron por € andisis de la varianza (ANOVA) de uno o dos factores seguido del
test de comparacion de Dunnet, test de comparacion multiple de Tukey o test de
Bonferroni. En los casos en que las varianzas no fueron homogeéneas, se realizé € test
no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido por € test de comparacion mdltiple de Dunn.
Se consideraron estadisticamente significativas las diferencias que presentaron una

p<0,05 (ensayos bilateral es).
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Efectos del CPF sobrelaproliferacion celular en lineas derivadas de

adenocar cinomas mamarios.

Efectos del CPF sobrela proliferacion celular

Como mencionamos en la introduccion de este trabajo, existen numerosas
evidencias que alertan sobre |os efectos toxicos generados por la exposicion a CPF en
diferentes modelos experimentales. Si bien la mayoria de los efectos han sido
relacionados con la inhibicion de la actividad colinesterasa, otros involucran la
interferencia en la sintesis de macromoléculas (Qiao et al., 2001), la interaccion con
receptores celulares (Howard and Pope, 2002), la modulacion de diferentes vias de
transduccion de sefiales (Caughlan et al., 2004; Song et al., 1997) y la modificacion del
balance redox celular (Gupta et a., 2010). Adicionamente, algunos reportes indican
una posible accion estrogénica del CPF. En este sentido, Andersen y sus colaboradores
estudiaron la interaccion de veinticuatro plaguicidas con € RE y € receptor de
androgenos (RA) mediante ensayos de transactivacion. En estos estudios, los
investigadores observaron una débil respuesta estrogénica inducida por el CPF en los
ensayos realizados (Andersen et al., 2002).

Debido a estos antecedentes, decidimos investigar € efecto del CPF sobre la
proliferacion celular, utilizando dos lineas celulares derivadas de adenocarcinomas
mamarios humanos, una dependiente (MCF-7) y la otra independiente (MDA-MB-231)

de estrégenos para su crecimiento.

Los resultados que se describen en este capitulo, corresponden a experimentos
gue tuvieron como objetivo e estudio de la viabilidad celular, la capacidad clonogénica,
el tiempo de duplicacién y la muerte celular luego de la exposicion de las células a
diferentes concentraciones de CPF. Adicionalmente, se analizo el efecto de este toxico
sobre € ciclo celular y las proteinas reguladoras del mismo, asi como sobre las vias de

sefializacion involucradas en estos ef ectos.
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Efecto del CPF sobrelaviabilidad celular

En primer lugar, se estudio € efecto de diferentes concentraciones de CPF sobre
la viabilidad celular. La seleccion de las concentraciones de CPF utilizadas en los
experimentos, se realizé en base a las concentraciones ambientales de este plaguicida
La viabilidad celular fue determinada mediante €l ensayo de MTT. Este ensayo
contempla la reduccion metabolica del MTT, catalizada por la enzima mitocondrial
succinato deshidrogenasa, que da lugar a la aparicion de un compuesto azulado
denominado formazan. Dado que la conversién ocurre en las células vivas, la cantidad
de formazan producida se correlaciona directamente con €l nimero de células viables.
Este ensayo se realizd en ambas lineas celulares expuestas a diferentes concentraciones
de CPF o vehiculo durante 24 horas. Como se observaen lafigural.l, enlalineacelular
MCF-7 no se detectaron modificaciones significativas en la viabilidad celular con
ninguna de las concentraciones del plaguicida utilizadas. En esta linea celular, la
maxima concentracion de CPF estudiada (50 uM), condujo a una reduccion del 15,2 %
en la viabilidad celular respecto a tratamiento control, sin embargo, esta disminucién
no fue estadisticamente significativa. En lalinea celular MDA-MB-231, laviabilidad de
las células expuestas a CPF 50 uM solo disminuy6 en un 8,2 % (p:ns) respecto a las
células expuestas a vehiculo. Estos resultados indican que las concentraciones
empleadas de CPF, no inducen una importante disminucion de la viabilidad celular
luego de 24 horas de exposicion a toxico. Como control positivo del experimento, las
células fueron cultivadas en presencia de H,O, (5 uM) durante 24 horas. Como puede
observarse, la adicion de H,O, redujo significativamente el porcentagje de células viables
en ambas lineas celulares (30,6 % en las células MCF-7 y 31,5 % en la linea celular
MDA-MB-231, p<0,05).
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Figura 1.1. Ensayo de viabilidad celular. Las células fueron expuestas a diferentes
concentraciones de CPF o vehiculo (C) durante 24 horas. Como control positivo del
experimento (C+), las células fueron expuestas a H,O, (5 uM) por € mismo tiempo. La
viabilidad celular fue determinada mediante el ensayo de MTT, midiendo laDO a 600 nm en un
espectrofotdmetro de placa, |os resultados se expresan como porcentaje respecto del tratamiento
control. Las barras representan la media+ EEM de dos experimentos independientes, cada uno
realizado por triplicado (* p<0,05. ANOVA de un factor y Test Dunnett a posteriori).

Efecto del CPF sobrela formacion de colonias

Debido a que no observamos efectos sobre la viabilidad celular luego de 24
horas de exposicion a CPF, decidimos investigar e efecto de exposiciones mas
prolongadas evaluando la capacidad clonogénica celular. Esta técnica es considerada
una herramienta de gran utilidad debido a su bgo costo, reproducibilidad, sencillez,
rapidez y sensibilidad (Franken et al., 2006; Kawada et a., 2002; Salmon et a., 1978).
En este ensayo, las células se cultivan en presencia del toxico durante 10 dias, luego de
los cuales se evallia el nUmero de colonias formadas por mas de 50 células presentes en
cada placa. Como se observa en lafigural.2, la exposicion de las células a CPF 50 uM
redujo la capacidad clonogénica en ambas lineas celulares. En las células MCF-7, esta
reduccion fue del 40 % (p<0,05) respecto a tratamiento control (EtOH 0,5%) mientras
gue en la linea celular MDA-MB-231 acanzé e 56 % (p<0,001). Adicionalmente, en

esta linea celular, la formacidn de colonias se encontrd reducida utilizando CPF 5 uM
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(33,3 %, p<0,01), 0,5 uM (28,6 %, p<0,05) y 0,05 uM (27,4 %, p<0,05) (Fig. 1.2). Este
experimento evidencia una accion toxica del CPF sobre las células luego de una
exposicion prolongada, la cual no fue observada con €l ensayo de MTT, tras 24 horas de

exposicion al toxico.

S bien e CPF 50 uM desencadend un efecto citotéxico en ambas lineas
celulares, concentraciones menores de este plaguicida condujeron a un incremento de la
proliferacion en la linea celular MCF-7. Como se muestra en la figura 1.2, observamos
un incremento del 46 % (p<0,05) en la capacidad de formar colonias a exponer a las
células MCF-7 a CPF 0,05 uM. Como control positivo estas células fueron cultivadas
en presencia de E; 10 nM, e cua incrementd significativamente la capacidad
clonogénica celular. Cabe destacar, que e efecto proliferativo del CPF solo fue
observado en lalinea celular MCF-7, la cual expresa el REa y responde a los estimulos
estrogénicos para su crecimiento. Por € contrario, en la linea celular MDA-MB-231, la
cual carece de ese receptor, e CPF no incremento la proliferacion en ninguna de las

concentraciones eval uadas.
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Figura 1.2. Ensayo de proliferacién celular por e método clonogénico. Las células fueron
expuestas a concentraciones variables de CPF o vehiculo (C) durante 10 dias. En lalinea celular
MCF-7, se utilizé E; 10 nM como control positivo del ensayo. En los gréficos se muestran los
porcentajes de colonias formadas en ambas lineas celulares para cada concentracion estudiada
respecto a control. Las barras representan la media £+ EEM de tres experimentos
independientes, cada uno realizado por duplicado (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ANOVA
de un factor y Test Dunnett a posteriori).
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Efecto sobrelaincorporacion de BrdU

Con € fin de completar los estudios sobre el efecto proliferativo observado en la
linea celular MCF-7, evauamos la incorporacion de BrdU luego de 24 horas de
exposicion de ambas lineas celulares a diferentes concentraciones del CPF. La BrdU es
una molécula andloga a la timidina, que se incorpora a genoma de las células que se
encuentran duplicando su ADN. Las células fueron cultivadas en presencia de BrdU
durante 2 horas a 37 °C y €l porcentgje de células en proliferacion fue determinado por
imnunofluorescencia utilizando un anticuerpo monoclonal especifico. En concordancia
con los resultados observados previamente, e cultivo de las células MCF-7 en presencia
de CPF 0,05 uM produjo un aumento significativo en la proliferacion celular. Como se
muestra en la figura 1.3, e porcentgje de células en activa sintesis de ADN se
increment6 en un 58 % (p<0,01) cuando las mismas fueron expuestas a CPF 0,05 uM
(28,6 + 4,5 %) respecto al control (18,1 + 3,1 %). Al evaluar una concentracion mayor
de CPF (50 uM), no observamos modificaciones en e porcentgje de células en activa
sintesis de ADN. Este resultado confirma los datos obtenidos mediante el ensayo de
MTT, en & cua laviabilidad celular no fue alterada luego del cultivo de las células en
presencia de CPF 50 uM por 24 horas. Del mismo modo, tampoco observamos una

reduccion en laincorporacion de BrdU en estas condiciones.

Por otra parte, en lalinea celular MDA-MB-231, no observamos modificaciones
en el porcentaje de células en proliferacion con ninguna de las concentraciones de CPF
estudiadas. Este resultado concuerda con los datos obtenidos mediante € ensayo

clonogénico.
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Figural.3. Incorporacion de BrdU. Las cdulas fueron expuestas a CPF (0,05y 50 uM) o a
vehiculo (control) durante 24 horas. El porcentaje de células en proliferacion fue caculado
como €l nimero de nucleos positivos para BrdU (mostrados en color verde) en relacion al
nuimero de nlcleos tota es tefiidos con DAPI (mostrados en color azul). Para cada tratamiento se
cuantificaron 5 campos a azar, fotografiados con un aumento de 200X. En la fila inferior se
muestra la superposicién de las fotografias y se detalla el porcentgje de células que incorporaron
BrdU en cada tratamiento. Se muestra el resultado promedio + EEM de dos experimentos
independientes, cada uno realizado por duplicado (**p<0,05. ANOVA de un factor y Test de
Dunnett a posteriori). Barra: 20 pm.

Efectos del CPF sobre la via estrogénica

Como se menciond anteriormente, una gran variedad de compuestos quimicos
actiian como DEs estimulando la proliferacion celular en tejidos hormono-dependientes
a través de multiples mecanismos, incluyendo la activaciéon de la via estrogénica.
Debido a que observamos un efecto proliferativo inducido por € CPF 0,05 uM en la
linea celular MCF-7, decidimos evaluar €l efecto del CPF sobre lafosforilacion del REa

y lafuncién de este receptor en la proliferacion celular inducida por e plaguicida.
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Efecto sobrelafosforilaciéon del REa

LLa mayoria de | os estudios realizados sobre |a activacién del REA han sido sobre
su fosforilacion en diferentes residuos de serina. Hoy se conoce que el REa se fosforila
adicionalmente en la tirosina 537 y que esta fosforilacion induce la activacion del

receptor y promueve la proliferacion celular.

La fosforilacion del receptor fue evaluada por western blot luego de exponer a
las c8lulas MCF-7 a diferentes concentraciones de CPF durante 15 minutos. Como se
observa en la figura 1.4, la exposicién de las células a CPF 0,05 pM produjo un
incremento del 85 % (p<0,01) en la fosforilacion del REa respecto al tratamiento
control. No observamos modificaciones en la fosforilacion del REa cuando las células

fueron expuestas a CPF 50 uM.
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Figura |.4. Fosforilacién del REa. Las células fueron expuestas a CPF (0,05 y 50 uM) o
vehiculo (C) durante 15 minutos. La fosforilacion del REx en la tirosina 537 (p-REa) fue
determinada mediante western blot a partir del lisado total de células. Se muestran las
fotografias de un experimento representativo. Debajo se representa la cuantificacion
densitométrica de las bandas correspondiente al p-REa respecto a contenido total de este
receptor (T-REa). Se representa la media + EEM de dos experimentos independientes
(**p<0,01; ANOVA de un factor y Test Dunnett a posteriori).
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Efecto sobrela proliferacion utilizando un inhibidor especifico del REa

Con €l objetivo de seleccionar una concentracion adecuada del inhibidor del
REaq, ICI 182,780, que impidiera e efecto proliferativo inducido por € E;, realizamos
un ensayo evaluando la capacidad clonogénica de las células estimuladas con E,, en
presencia de diferentes concentraciones del inhibidor. Los resultados de estos
experimentos se muestran en la figura 1.5. Como puede observarse, la presencia de E;
10 nM increment6 en un 71,6 % (p<0,001) la capacidad clonogeénica de las células
MCF-7 y este efecto fue impedido por la presencia de ICI 182,780 en concentracion de
0,1y 1 nM. Un aspecto importante a destacar, es que la presencia del inhibidor no alteré
significativamente la proliferacion cuando las células fueron cultivadas en ausencia de
E> (C). A partir de este experimento, decidimos utilizar I1CI 182,780 en una
concentracion de 1 nM para los siguientes ensayos.

MCEF-7 ICI 182,780
0 0nM
g 200 - *k* 30,1 nM
;Ee I 1 nM
= i
@ 150 I "
#H
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Figura 1.5. Seleccién de la concentracion de IClI 182,780. Las células MCF-7 fueron
expuestas a concentraciones variables de E, o vehiculo (C) durante 10 dias en presencia y
ausencia de diferentes concentraciones del inhibidor del REq, ICI 182,780 (ICI). En €l gréfico
se muestran los porcentagjes de las colonias formadas para cada concentracién estudiada en
presencia y ausencia de ICI respecto a obtenido en células expuestas a vehiculo sin inhibidor.
Las barras representan lamedia + EEM de dos experimentos independientes, cada uno realizado
por duplicado (***p<0,001 vs. C + ICI 0 nM; ##p<0,01 vs. E; 10 nM + ICI 0 nM; ANOVA de

dos factoresy Test Bonferroni a posteriori).
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Una vez seleccionada la concentracion de ICI 182,780, evaluamos € papel del
REa en el incremento en la proliferacion inducido por e CPF 0,05 uM en la linea
celular MCF-7. Para ello, anadlizamos la capacidad clonogénica de estas células
expuestas a diferentes concentraciones de CPF, en presencia 'y ausencia de ICI 182,780
1 nM. Como se observa en lafigura |.6, laadicion del inhibidor revirtié completamente
el efecto proliferativo inducido por € CPF. De esta manera, cuando las céulas fueron
cultivadas en presencia de CPF 0,05 y 0,5 uM, observamos un incremento en la
capacidad clonogénica del 39,7 y 27,4 % respectivamente (p<0,01). Por otra parte, a
adicionar ICI 182,780 junto con estas concentraciones del plaguicida, la capacidad
clonogénica celular resultd similar a la observada en las cdlulas control. En cuanto a
efecto antiproliferativo inducidos por e CPF 50 pM, & mismo fue observado

independientemente de la presencia de ICI 182,780 en € medio de cultivo.
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Figural.6. Papel del REa en el efecto proliferativo inducido por el CPF. Las células MCF-7
fueron expuestas a concentraciones variables de CPF o vehiculo (C) durante 10 dias en
presencia y ausencia del inhibidor del REq, ICI 182,780 (ICI). En € gréfico se muestran los
porcentgjes de | as colonias formadas para cada concentracién estudiada en presencia 'y ausencia
de ICI respecto al obtenido en células expuestas a vehiculo sin inhibidor. Las barras representan
lamedia+ EEM de dos experimentos independientes, cada uno realizado por duplicado. Para €
andlisis estadistico, las series con y sin ICl fueron analizadas de forma independiente (* p<0,05;
**p< 0,01; ***p<0,001 vs. control - ICI; **"p<0,001 vs. control + ICI; ANOVA de un factor y
Test Dunnett a posteriori).
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Efectos sobrela via Wnt/B-catenina

Previamente describimos un incremento de la proliferacion celular inducida por
el CPF 0,05 uM, €l cual se encuentra mediado por |la activacion del REa. Ademas de los
mecanismos gendémicos tradicionamente descriptos para € REaq, los estimulos
estrogénicos disparan una serie de sefid es no gendmicas. Estos mecanismos incluyen la
activacion de una amplia variedad de vias de sefializacion, entre las que se encuentra la
via protagonizada por las proteinas Gsk-3p y B-catenina. Con € fin de estudiar los
efectos del CPF sobre esta via de sefializacion, evaluamos la fosforilacion de Gsk-3f3 en

las c8lulas MCF-7 expuestas a ambas concentraciones de CPF durante 5, 30 y 60

minutos.
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Figural.7. Fosforilacién de Gsk-3p en la linea celular M CF-7. Las células fueron expuestas
a CPF (0,05 y 50 uM) o vehiculo durante 5, 30 y 60 minutos. La fosforilacion de la quinasa
Gsk-3p en la serina 9 (p-Gsk-3p3) fue determinada mediante western blot a partir del lisado total
de células. Se muestran las fotografias de un experimento representativo. Debajo se representa
la cuantificacion densitométrica de las bandas obtenidas respecto a contenido de a-tubulina. Se
representa la media £ EEM de dos experimentos independientes (*p<0,05, **p<0,01; ANOVA
de un factor y Test Dunnett a posteriori).

Como se observaen lafigural.7, € cultivo de las c8lulas MCF-7 en presencia de

CPF 0,05 puM incremento la fosforilacion de Gsk-3B en todos los tiempos evaluados.



Resultados | 96
Primera parte

Estos incrementos fueron del 67 % (p<0,01), 75 % (p<0,05) y 55 % (p<0,05) alos 5, 30
y 60 minutos de exposicion respectivamente. Por otra parte, una mayor concentracion
de CPF (50 uM) solo indujo la fosforilacion de esta proteina luego de 5 minutos de
exposicion al plaguicida en un 72 % (p<0,01) respecto a control.

Como describimos en la introduccién de este trabajo, la fosforilacion de Gsk-33
en la serina 9, trae apargjada la inactivacion de esta quinasa, lo cua conlleva a la
estabilizacion de B-catenina y su translocacion a nlcleo celular. Con € fin de
profundizar los estudios sobre esta via de sefiadizacion, evaluamos la localizacion
intracelular de la proteina -catenina luego de la exposicién de las células MCF-7 a
plaguicida durante una hora. Como se observa en lafigura 1.8, € cultivo de las células
con ambas concentraciones de CPF, condujo a la translocacion de B-catenina hacia el
nucleo celular. De esta manera, en las células cultivadas en presencia de vehiculo la
expresion de B-catenina fue observada en € citoplasma y en la membrana plasmética,
mientras que, cuando las células fueron tratadas con CPF (0,05 y 50 uM) la expresion

de esta proteina fue observada principa mente en € ndcleo.

CPF (uM)

C 0,05

2

MCEF-7

Figural.8. Localizacién intracelular de-catenina. Las células fueron expuestas a CPF (0,05
y 50 uM) o vehiculo (C) durante una hora. La localizacion intracelular de B-catenina se
determind por inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo monoclonal especifico. La barra
ubicada abgjo y ala derecha de la primera fotografia corresponde a 20 um. Aumento 630X. Las

flechas blancas sefialan lalocalizacién nuclear de -catenina.
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Lafosforilacién de Gsk-3[3 ha sido relacionada con la activacion del REx. Con
fin de evaluar s la inactivacion de Gsk-3 inducida por el CPF 0,05 uM se encuentra
vinculada con la activacion del REa, estudiamos la fosforilacion de esta quinasa en
presencia y ausencia del inhibidor del REa, ICI 182,780. La figura 1.9, muestra que la
presencia ICl 182,780 en e medio de cultivo no influy6 sobre lainactivacion de Gsk-3[3
inducida por e CPF 0,05 uM. Como discutiremos méas adelante en este trabgjo, este
resultado indica que ambos eventos, la fosforilacion del REa y la fosforilacion de Gsk-

3B, ocurren en forma paralela e independiente dentro de las células expuestas a toxico.
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Figural.9. Relacion entrela fosforilacion de Gsk-3B y el REa. Las células fueron expuestas
a CPF (0,05 y 50 uM) o vehiculo durante una hora en presencia 'y ausencia del inhibidor del
REa ICI 182,780. Lafosforilacion de la quinasa Gsk-3 fue determinada mediante western blot
apartir del lisado total de células. Se muestran las fotografias de un experimento representativo.
Debgjo se representa la cuantificacion densitométrica de las bandas obtenidas respecto a
contenido de o-tubulina. Se representa la media + EEM de dos experimentos independientes
(*p<0,05, **p<0,01 vs. su correspondiente control; ANOVA de un factor y Test Dunnett a

posteriori).
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Con € fin de corroborar si la fosforilacion de la quinasa Gsk-3f inducida por el
CPF congtituye un efecto independiente de la activacion del REaq, evaluamos la
fosforilacion de esta quinasa en la linea celular MDA-MB-231. En este experimento,
observamos un incremento en la fosforilacion de la serina 9 de Gsk-3[3, inducida por la
exposicion a CPF 50 uM durante 1 hora. Este resultado, corrobora la independencia del
efecto producido por e CPF sobre la quinasa Gsk-3p y la activacion de la via

estrogénica en nuestro model o de estudio (Fig. 1.10).
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Figura 1.10. Fosforilacion de Gsk-3B en la linea celular MDA-MB-231. Las células fueron
expuestas a CPF (0,05 y 50 uM) o vehiculo durante 60 minutos. La fosforilacion de la quinasa
Gsk-3p3 fue determinada mediante western blot a partir del lisado total de células. Se muestran
las fotografias de un experimento representativo. Debgo se representa la cuantificacion
densitométrica de las bandas obtenidas respecto a contenido de a-tubulina. Se representa la
media £+ EEM de dos experimentos independientes (*p<0,05; ANOVA de un factor y Test

Dunnett a posteriori).

Efecto del CPF sobre €l ciclo celular

Las etapas a través de las cuaes pasa una célula desde una division celular ala
siguiente constituyen € ciclo celular. Como mencionamos anteriormente, en nuestros
experimentos observamos diferentes efectos del CPF sobre la capacidad clonogénica en
ambas lineas celulares. Por un lado, € CPF 0,05 uM condujo a un incremento de la
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proliferacion en las células MCF-7, sin embargo, concentraciones mayores de CPF (50
UM) causaron una disminucién en la capacidad clonogénica tanto en la linea MCF-7
como en lalinea MDA-MB-231.

El transcurso através de las diferentes fases del ciclo se encuentra regulado por
la accién de complegjos proteicos formados por ciclinas y Cdks. Las ciclinas son las
unidades reguladoras de estos compleos, por lo cual decidimos investigar su expresion
en las células expuestas a diferentes concentraciones de CPF. Particularmente, la
expresion de ciclina D; es regulada positivamente por la accién estrogénica. La
progresion a través de la fase G1 del ciclo celular es regulada por esta ciclina, la cual
alcanza su méxima expresion y activa a las quinasas Cdk4 y Cdk6. Por otra parte, €
complejo proteico formado por ciclina E y Cdk2 interviene en latransicion desde lafase
GlalafaseS.

Efectos sobre la expresion de proteinas reguladoras del ciclo celular

Los niveles de expresion de estas proteinas fueron eval uadas mediante la técnica
de western blot en € lisado total de células cultivadas en presencia de CPF durante 24
horas. Como se observa en lafigural.11, las células MCF-7 cultivadas en presencia de
CPF 0,05 uM mostraron un incremento del 42 % (p<0,05) en los niveles de ciclina D;.
Por otra parte, estas células cultivadas en presencia de CPF 50 uM mostraron niveles de
ciclina E que superaron en un 54 % (p<0,05) a los presentes en las cdlulas expuestas a
vehiculo (Fig. 1.11).

Uno de los mecanismos de regulacién més estudiados del ciclo celular, involucra
la accion de inhibidores proteicos sobre los compleos formados por las ciclinas y las
Cdks. Entre ellos, la proteina p27 es un potente inhibidor del complegjo formado por la
cicina E y la quinasa Cdk2. La expresion de este inhibidor fue reducida
significativamente por la concentracion mas bagja del plaguicida (0,05 uM) en ambas
lineas celulares (Fig. 1.11). Mé&s adelante discutiremos la relacion entre este resultado y
el incremento en la proliferacion celular observado en las células MCF-7.

En cuanto alalinea celular MDA-MB-231, la presencia del plaguicida no indujo

modificaciones significativas en los niveles de expresion de las ciclinas E y Dy, en
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ninguna de las concentraciones estudiadas. Sin embargo, observamos un incremento del
58,8 % (p<0,05) en la expresion del inhibidor p27 cuando estas células se cultivaron en
presencia de CPF 50 uM durante 24 horas (Fig. 1.11).

Finalmente, evaluamos la expresion de PCNA en ambas lineas celulares
expuestas a plaguicida durante 24 horas. EI CPF 50 uM no modificé significativamente
la expresion de esta proteina en la linea MCF-7. Sin embargo, en concordancia con los
resultados descriptos anteriormente, observamos un leve incremento en la expresion de
PCNA cuando las células se cultivaron en presencia de CPF 0,05 uM. Por otra parte, en
lalinea celular MDA-MB-231, & CPF 50 uM redujo la expresion de PCNA, lo cua se

gjustaaladisminucion en la proliferacion observada previamente (Fig. 1.11).
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Figura 1.11. Niveles de expresion de proteinas involucradas en la regulacion del ciclo
celular (ciclinasD; y E'y p27) y PCNA. Las células fueron expuestas a CPF (0,05 y 50 uM) o
vehiculo (Control) durante 24 horas. La expresion de cada proteina se determind por western
blot a partir del lisado total de células. Se muestran las fotografias de un experimento
representativo. El grafico de barras representa la cuantificacion densitométrica de las bandas
obtenidas en relacion a contenido de B-actina. Se representa la media + EEM de dos
experimentos (* p<0,05; ANOVA de un factor y Test de Dunnett a posteriori).
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Efecto sobrela distribucion en las diferentesfases del ciclo

Muchos téxicos ambientales gjercen su accion mediante la desregulacion del
ciclo celular, lo cual conduce ala acumulacion de las células en alguna fase del ciclo.
Como describimos anteriormente, e cultivo de ambas lineas celulares con CPF durante
24 horas, produjo modificaciones en los niveles de diferentes proteinas reguladoras del
ciclo celular. Estos datos podrian evidenciar una desregulacion del ciclo que derive en la

pérdida de la capacidad clonogénica descripta previamente.

Con € fin de probar esta hipétesis, investigamos la distribucién de las células en
las diferentes fases del ciclo celular analizando € contenido de ADN luego de 24 horas
de exposicion a diferentes concentraciones del toxico. Para ello, utilizamos IP como
marca parala cuantificacion del ADN celular. Este compuesto ingresa alas célulasy se
intercala de manera estequiométrica en e ADN, permitiendo su cuantificacion por

citometria de flujo.

En la figura .12 se muestran los histogramas y se detallan los porcentges de
células presentes en las diferentes fases del ciclo para ambas lineas celulares cultivadas
en presencia del vehiculo o de diferentes concentraciones de CPF durante 24 horas.
Como puede observarse, en la linea celular MCF-7 € porcentgje de células en fase S
paso del 26,6 + 0,8 % con € tratamiento control a 39,7 + 2,3 % cuando las cdlulas se
incubaron con CPF 50 uM, lo cua representa un incremento del 43% (p<0,001). El
avance através de lafase S del ciclo paraingresar alafase G2, se encuentra asociado a
una disminucion en los niveles de ciclina E, por lo tanto, este resultado podria
vincularse con € incremento de esta proteina observado previamente. Cuando se
utilizaron concentraciones menores de CPF, no observamos modificaciones

significativas en €l porcentaje de células presentes en | as diferentes etapas del ciclo.

En lalinea celular MDA-MB-231, en cambio, observamos una acumulacion de
células en fase G2/M del ciclo. Las fases G2 y M no pueden distinguirse con esta
metodol ogia de estudio ya que, en ambas fases, |as células poseen |la misma cantidad de
ADN. Por lo tanto, las dos fases seran analizadas en forma conjunta bgo la
denominacion de G2/M. El porcentaje de células en las fases G2/M fue de 12,4 + 0,4 %

en e tratamiento control y se incrementd hasta 19,5 + 0,9 % cuando las células fueron
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expuestas a CPF 50 uM. La exposicion de las células a concentraciones menores de
CPF tampoco afecté ladistribucién en las diferentes fases del ciclo en estalineacelular.

MCEF-7 MDA-MB-231

Eventos
Eventos

Eventos
Eventos
Eventos

CPF (uM) CPF (uM)
B
MCF-7 MDA-MB-231
5 Distribucion celular Distribucion celular
Tratamiento
G0/G1 S G2/M G0/G1 S G2M

C 68,6+09 26,6+08 47102 351X1;3 325+£235 12,4+ 04
CPF 0,05 pM 67,1 +40 24,5+43 62+28 488+08 357+1,0 155+13
CPF 0,5 uM 66,5+1,1 293112 42119 523432 389+4.1 8802
CPF 5pM 669+ 1.8 2719+22 52+07 497426 36,0+1,5 14,3+ 27
CPF 50 M 559+04 397 +23%* 4,3+26 484+0,7 32,1+0,6 19,5+ 0,9%**

Figura 1.12. Andlisis del ciclo celular. Las células fueron expuestas a diferentes
concentraciones de CPF o vehiculo (C) durante 24 horas. A) Los histogramas muestran la
distribucion de la poblacion celular en las diferentes fases del ciclo determinada por citometria
de flujo utilizando IP. B). En la tabla se muestran los porcentajes de células en las diferentes
fases del ciclo. Los datos corresponden ala media = EEM de dos experimentos independientes
cada uno realizado por duplicado (***p<0,001 vs. su respectivo control; ANOVA de dos
factoresy Test de Bonfferroni a posteriori).

Efecto sobre € citoesqueleto

La tubulina es una proteina clave en la division celular ya que interviene en la
formacion del huso mitético, € cua es necesario para la correcta segregacion de los
cromosomas hacia las cdlulas hijas. Muchas sustancias son capaces de unirse
covaentemente a la tubulina impidiendo su correcta polimerizacion, llevando a la
detencion del ciclo en lafase M. Debido a que observamos una acumulacion en la fase
G2/M de ciclo cuando las células MDA-MB-231 fueron expuestas a CPF 50 uM,
decidimos investigar e efecto de este toxico sobre e citoesqueleto de tubulina en
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células expuestas a diferentes concentraciones del plaguicida durante 24 horas. La
organizacion de |os microtubul os fue eval uada mediante inmunofluorescencia utilizando
un anticuerpo que reconoce especificamente a la proteina d-tubuling,
independientemente de que se encuentre en forma monomérica o formando los
microtibulos. Como se observa en la figura 1.13, la exposicion de ambas lineas
celulares a CPF 50 uM produjo una despolimerizacién de los microtubul os, evidenciada
en las fotografias por una marca difusa ubicada en € citoplasma celular. Por otra parte,
el tratamiento de las células con CPF 0,05 UM no produjo modificaciones en el

citoesquel eto de tubulina.

CPF (uM)
C 0,05 50

Figural.13. Polimerizacion detubulina. Las células fueron expuestas a CPF (0,05y 50 uM) o

MCEF-7

MDA-MB-231

vehiculo (C) durante 24 horas. Los microtlbulos se observaron por microscopia de
fluorescencia mediante la deteccion de o-tubulina utilizando un anticuerpo monoclona
especifico. Barra: 20 uM. Se muestran &reas amplificadas digitalmente, correspondientes a

fotografias adquiridas con un aumento de 630X.

Efecto del CPF sobrela apoptosisy la necrosis celular

Como describimos anteriormente, en nuestros experimentos observamos
diferentes efectos del CPF sobre la proliferacién en ambas lineas celulares. Por una
lado, € cultivo de las células MCF-7 con CPF 0,05 uM condujo a un aumento en la
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capacidad clonogénica y en la incorporacion de BrdU, junto con un incremento en los
niveles de ciclina D; y una disminucién en la expresiéon de p27. Sin embargo,
concentraciones mayores de CPF (50 puM) causaron una disminucion en la capacidad
clonogénica en ambas lineas celulares, la cual podria estar relacionado con la

acumulacion delas células en diferentes fases del ciclo celular.

Con € fin de evaluar s la disminucion en la formacion de colonias observada
previamente se correspondia con un incremento de la muerte celular, decidimos evaluar
la presencia de células apoptéticas y/o necréticas luego de la exposicion de ambas lineas
celulares a plaguicida. Estos mecanismos fueron evaluados por citometria de flujo
utilizando los agentes fluorescentes IP y AnexinaV-FITC. La AnexinaV es una
proteina que se une especificamente a residuos de fosfatidilserina, los cuales se
encuentran expuestos en la cara externa de la membrana plasmatica de las células desde
las primeras etapas de la apoptosis, constituyendo un biomarcador efectivo de las
células que atraviesan dicho proceso. Como muestra lafigural.14, en concordancia con
los resultados obtenidos mediante € ensayo de viabilidad celular, la exposicion de
ambas lineas celulares a diferentes concentraciones de CPF por 24 horas no increment6
el porcentaje de células apoptdticas y/o necréticas con respecto a encontrado en las
células expuestas a vehiculo. Sin embargo, cuando la exposicion a CPF 50 uM se
prolongd por 48 horas, e porcentgje de células necréticas aumento significativamente
con respecto a observado en las células control. Finalmente, la exposicion delas células
a CPF 0,05 uM no modifico e porcentaje de células apoptéticas y/o necréticas en
ninguna de las lineas celulares utilizadas. En lafigural.14 se detalan los porcentajes de
células apoptoticas tempranas (Anexina-V +/1P-), apoptoticas tardias (Anexina-V+/1P+)
y necroticas (Anexina-V-/IP+) para ambas lineas celulares luego de 24 y 48 horas de
cultivo en presencia de vehiculo o diferentes concentraciones de CPF (0,05 y 50 uM).
Adicionalmente, se muestra un control negativo, en €l cua se omitié € agregado de
AnexinaV-FITC y de IP durante € protocolo experimental, y un control positivo

constituido por células expuestas a H,O, 5 UM durante 24 horas.
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MCE-7 MDA-MB-231
24 h 48 h 24 h 48 h
- 4.46% 0,97% { 4.63% 0,02% 14,13% 1,17% 16,01% 0,09%
E | |
5 i
© 6,44% 1,84% 2,25% 1.84%
Anexina-V Anexina-V Anexina-V Anexina-V
E 15.15% 1.61% 15.18% 0,01% 4.42% 1,16% 15,53% 0.05%
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<
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B 1,78% 2,36% 1,67%
@}
Anexina-V = Anexina-V ) Al.lexu.m\ T Anexina-V
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Anexina-V ‘ Anexina-V Anexina-V ‘ Anexina-V

Control - Control +

-+ 5,78%*

P

0,90%

| 9.60%**

Anexina-V Anexina-V

Figura 1.14. Efecto del CPF sobre la apoptosis y la necrosis celular. Las céulas fueron
expuestas a diferentes concentraciones de CPF (0,05 y 50 uM) o vehiculo (Control) durante 24
y 48 horas. El control negativo corresponde a células MDA-MB-231 sin € agregado de
AnexinaV-FITC ni IP. El control positivo corresponde a la misma linea celular expuesta a
H,0, 5 uM durante 24 horas. En los graficos se muestran los porcentgjes de células apoptdticas
tempranas (Anexina-V+/IP-), apoptéticas tardias (AnexinaV+/IP+) y necréticas (Anexina-
V-/IP+). Los datos corresponden ala media + EEM de dos experimentos independientes, cada
uno realizado por duplicado (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs. su respectivo control;
ANOVA de un factor y Test de Dunnett a posteriori).
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Si bien observamos un incremento en e porcentaje de células necrdticas, €
porcentgje de células marcadas con AnexinaV-FITC no se vio modificado luego de la
exposicion de las células a plaguicida. Con €l fin de confirmar la ausencia de apoptosis,
las células fueron cultivadas en presencia de CPF (0,05 y 50 uM) o vehiculo durante 48
y 72 horas y los nucleos celulares fueron visualizados mediante la tincion con €
colorante fluorescente DAPI. De esta manera, los nlcleos apoptéticos fueron

observados con su cromatina condensada di stinguiéndose de |os nlcleos no apoptoticos.

CPF (uM)
5,3+0.8% 53+0,8%
<
co
<t
W
m -
% 4,9+ 0,7 % 5,4 £0,9% 4,7+1,1 %
. ‘
(@]
~
2,9+0,8% 31+12% 3,609 %
= A
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on <t
i
2]
=
<J': 3,109 % o 2.8 +1,1:% 4,3+ 0,7 %
A
S | = #
(@)
~

Figura 1.15. Efecto del CPF sobre la apoptosis. Las células fueron expuestas a diferentes
concentraciones de CPF (0,05 y 50 uM) o vehiculo (C) durante 48 y 72 horas. Los nucleos
celulares fueron tefiidos con e colorante DAPI y fotografiados con un aumento de 200X. Se
muestran fotografias representativas de cada situacion experimental. El porcentgje de nicleos
apoptdticos fue calculado como e nimero de nlcleos con cromatina condensada en relacién
con e numero de nucleos totales por campo. Las flechas blancas sobre las fotografias sefialan
agunos giemplos de nlcleos considerados apoptdticos. Los datos corresponden a la media +
EEM de dos experimentos independientes, cada uno realizado por duplicado (p:ns; ANOVA de
un factor y Test de Dunnett a posteriori). Barra: 20 pm.
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En la figura 1.15 se muestran fotografias representativas y se detalan los
porcentajes de células apoptéticas en cada situacion experimental. No observamos
diferencias significativas en los porcentajes de nucleos apoptoticos presentes en las
células expuestas a CPF en ninguna de las concentraciones utilizadas. El resultado fue el
mismo independientemente del tiempo durante €l cua las células fueron expuestas al

toxico.
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En este primer capitulo, hemos descripto el efecto del CPF sobre la proliferacion

y € ciclo cdular utilizando dos lineas celulares derivadas de adenocarcinomas

mamarios humanos. Una de las lineas celulares utilizadas, denominada MCF-7, expresa

el REa y responde a los estimulos estrogénicos para su crecimiento. La segunda linea

celular, MDA-MB-231, carece de dicho receptor y, por lo tanto, su proliferacion resulta
independiente de estos estimulos.

En ambas lineas celulares evaluamos diferentes parametros de crecimiento como
laviabilidad celular, la capacidad clonogénica, la incorporacién de BrdU, la apoptosis y
la necrosis. Adicionamente, estudiamos la progresion a través del ciclo celular y las
proteinas reguladoras del mismo, asi como la participacion del REa y la Gsk-33 en

€stos procesos.

Para redlizar estos estudios, las células fueron cultivadas en presencia de
diferentes concentraciones de CPF, las cuales abarcaron un rango desde 0,05 a 50 uM.
Las concentraciones de CPF utilizadas fueron seleccionadas en base a datos publicados
previamente en la bibliografia, con €l interés de que las mismas sean representativas de
las concentraciones presentes en |os ambientes cercanos a sitios de aplicacion. De esta
manera, nuestros resultados adquieren relevancia, permitiendo estimar |os efectos que €

CPF podria presentar sobre la salud de |os habitantes de estas regiones.

En la tabla 1.2, se resumen los resultados obtenidos por distintos grupos de
investigacion, nacionales y extranjeros, que evaluaron las concentraciones de CPF
presentes en e medioambiente. Durante el afio 2010, Del Prado y sus colaboradores
reportaron la presencia de CPF en muestras de agua de la ciudad de Benguet, en
Filipinas, encontrando una concentracion media de 0,07 mg/ml (Dé Prado Lu, 2010), la
cual equivale a 0,2 uM de CPF. En México, Dzul-Caamal y colaboradores reportaron
altos niveles de CPF en e Lago Zumpango. En este trabgo los investigadores
encontraron una concentracion promedio de CPF en agua de 25,22 ng/L (0,07 nM),
mientras que la concentracion en sedimentos fue seis érdenes de magnitud mayor (Dzul-
Caamal et a., 2014).

Por otra parte, en un estudio realizado en Tailandia, la mayor concentracion de
CPF detectada en agua fue 0,2920 mg/L, lo cua equivale a 0,83 uM de este compuesto.
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Estos investigadores también detectaron la presencia de CPF en aire (0,2580 mg/m®,

equivalente a 0,81 nanomoles por litro de aire) y tierra 32,19 mg/Kg (Harnpicharnchai
et d., 2013).

Como describimos en la introduccion de este trabajo, la principal fuente de
contaminacion no ocupacional con plaguicidas es a través de la ingesta de residuos
presentes en los aimentos. En un estudio realizado en la provincia de Talca, Chile, se
detecto la presencia de CPF en frutas consumidas por nifios en las escuelas y en sus
hogares. Estos investigadores recolectaron diversos tipos de frutas y evaluaron la
presencia de plaguicidas. Sus resultados sefialaron la presencia de CPF en manzanas y
naranjas. La concentracion mas ata de CPF encontrada fue de 0,16 mg/Kg de fruta,
mientras que la concentracion més baja fue de 0,01 mg/Kg de fruta (Mufioz-Quezada et
a., 2014).

En nuestro pais, Marino y Ronco informaron la presencia de CPF en agua en
regiones de produccion de soja. La minima concentracion detectada fue 0,4 ug/L
(0,0003 pM), mientras que la méxima concentracion detectada fue 10,8 pg/L (0,03 uM)
(Marino and Ronco, 2005). Por otra parte, Jergentz y sus colaboradores realizaron un
estudio durante las épocas de aplicacion de insecticidas, en los arroyos Brown y
Horqueta, detectando niveles de CPF superiores a los criterios de calidad establecidos.
Las mayores concentraciones detectadas en agua fueron de 0,0013 y 0,00085 uM en
Brown y La Horqueta respectivamente. Por otra parte, se encontraron concentraciones
de hasta 150 mg/K g cuando se analizaron los sedimentos presentes en €l lugar (Jergentz
et a., 2005). Estos arroyos se encuentran en la provincia de Buenos Aires, principal
zona de produccion de soja de Argentina, representando un riesgo tanto para la fauna

acuatica como para las poblaciones cercanas.

En otro estudio realizado en nuestro pais, Loewy y sus colaboradores evaluaron
la distribucion de plaguicidas en suelo, aguas superficiales, aguas subterraneas poco
profundas y agua depositada por la deriva, en € vale de rio Neuguén. Es importante
destacar, que la evaluacion fue realizada en lugares algjados de los sitios de aplicacion.
Los plaguicidas detectados con mayor frecuencia en este estudio fueron € CPF y €
metilazinfos, otro compuesto organofosforado ampliamente utilizado en nuestro pais.

La maxima concentracion de CPF reportada fue de 1,16 ppb, lo cua equivale a 0,003
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UM. En cuanto a las concentraciones en suelo, el CPF fue detectado tanto en épocas de

aplicacion como en periodos sin actividad. La concentracion maxima detectada en estos

estudios fue de 60,5 ng/Kg de suelo, y la misma se encontro en los estratos con mayor

contenido de materia organica debido a la elevada constante de particidon en solventes

organicos de este compuesto (Loewy et al., 2011).

Lugar Concentracion Referencia
Agua
(LM)
Benguet, Filipinas 0,2 (Del Prado Lu, 2010)
Lago Zumpango, México  7,0x 10° (Dzul-Caamal et al., 2014)
Tailandia 0,83 (Harnpicharnchai et a., 2013)
Rio Parand, Argentina 0,03* (Marino and Ronco, 2005)
Brown, Argentina 0,0013* (Jergentz et a., 2005)
LaHorqueta, Argentina 8,5x 10 (Jergentz et a., 2005)
Neuquén, Argentina 0,003* (Loewy et d., 2011)
Sedimentos
(mg/Kg)
Lago Zumpango, México 512 (Dzul-Caamal et al., 2014)
Brown, Argentina 13,5 (Jergentz et d., 2005)
LaHorqueta, Argentina 150 (Jergentz et al., 2005)
Suelo
(mg/Kg)
Tailandia 32,19 (Harnpicharnchai et al., 2013)
Neuquen, Argentina 0,06 (Loewy et d., 2011)
Aire
(nmoles/L)
Tallandia 0,81 (Harnpicharnchai et a., 2013)
Alimentos
(mg/Kg)
Chile 0,16* (Mufioz-Quezada et al., 2014)

*El valor corresponde ala concentracion maxima detectada

Tablal.1. Concentraciones de CPF presentes en el medio ambiente. En latabla se resumen

las concentraciones de CPF informadas en agua, sedimentos, suelo, aire y alimentos por

diferentes investigadores.
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En base a estos datos bibliograficos, seleccionamos las concentraciones
utilizadas en nuestros experimentos. Como mencionamos anteriormente, la
concentracion minima seleccionada fue 0,05 pM, mientras que la concentracion
maxima fue 50 M. Si bien no existen trabaos que reporten concentraciones
ambientales cercanas a los 50 uM, la misma fue incluida en nuestros estudios debido a
gue concentraciones similares y alln mayores son frecuentemente utilizadas para la
evaluacion de los efectos de este plaguicida sobre € sistemaredox, |o cual constituye un
objetivo de esta investigacion y cuyos resultados se describiran en e dltimo capitulo de
este trabgjo.

Nuestros resultados demuestran que las concentraciones de CPF ensayadas no
afectan significativamente la viabilidad celular durante las primeras 24 horas de
exposicion. Sin embargo, la exposicién de ambas lineas celulares a CPF 50 UM por
tiempos mas prolongados condujo a una disminucion en la capacidad clonogénica de las

mismas.

Adicionalmente, en la linea celular MCF-7, observamos un incremento en la
proliferacion celular cuando las células se cultivaron en presencia de CPF 0,05 uM. Este
efecto fue evidenciado tanto por un incremento en la capacidad clonogénica como en la
incorporacion de BrdU. Resulta importante destacar, que este efecto no fue observado
en lalinea cdlular MDA-MB-231, la cua no responde a los estimul 0s estrogénicos para

Su crecimiento.

En los ultimos afios se han descripto muchos compuestos quimicos capaces de
actuar como agonistas estrogénicos, los cuaes estimulan |a proliferacion celular cuando
Se encuentran en bgas concentraciones en e ambiente. En & afio 2002, Andersen y sus
colaboradores, publicaron un estudio sobre la interaccion de un gran numero de
plaguicidas utilizados en la agricultura, con los receptores de hormonas esteroideas.
Especificamente, evaluaron la respuesta inducida por veinticuatro plaguicidas sobre la
proliferacion celular y activacion del REa en células MCF-7. En estos estudios, los
investigadores observaron una débil respuesta estrogénica inducida por € CPF en
concentracion de 25 pM (Andersen et al., 2002). Adicionamente, Kojima y sus
colaboradores observaron que el CPF induce la transactivacion del REa utilizando una

menor concentracion del plaguicida (7,5 uM) (Kojima et al., 2003). Ambos estudios
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evalUan la capacidad estrogénica del CPF en base a su capacidad de transactivar al REa
utilizando a gen de la luciferasa como gen reportero. Hasta e momento, no se han
publicado nuevos estudios que evallen este efecto utilizando menores concentraciones

del plaguicida.

El REa es el principal encargado de recibir los estimulos estrogénicos de las
células y convertirlos en una respuesta bioldgica. Este receptor se encuentra involucrado
en la proliferacion y e desarrollo celular en la glandula mamaria y otros tejidos
sensibles alos estimulos hormonales. Si bien la activacién por ligando constituye la via
de activacion més estudiada del REQ, se han descripto diferentes fosforilaciones que
incrementan la actividad del mismo aln en ausencia de ligando (Le Romancer et al.,
2011; Murphy et a., 2011; Ward and Weigel, 2010). Una de €llas, es regulada por la
quinasa c-Src (del inglés: Seroid Receptor Co-activators) la cua conduce a la
fosforilacion del REa en latirosina 537 (Arnold et al., 1995a; Castoria et al., 1993). La
importancia de esta fosforilacion ha sido advertida por muchos investigadores y se ha
relacionado con diferentes funciones del REa como la unidn de la hormona a receptor,
la dimerizaciéon y e incremento de la actividad transcripcional (Arnold et al., 1995b;
Flint et al., 2000; Weis et a., 1996; Yudt et al., 1999; Zhong and Skafar, 2002). Muchas
de las investigaciones realizadas indican que la fosforilacion de este residuo incrementa

laactividad del receptor en ausencia de hormona (White et al., 1997).

Recientemente, Castoria y sus colaboradores demostraron € papel de esta
fosforilacion en la localizacion citoplasmética del REQ y en |a actividad proliferativa
inducida por € E,, mediante e incremento en la transcripcion del gen ciclina D
(Castoria et a., 2012). En & mismo sentido, nuestros experimentos mostraron un
incremento en lafosforilacion del REa en la tirosina 537 y de la expresion de ciclina Dy,

cuando las céulas fueron incubadas con CPF 0,05 uM.

El 1CI 182,780 es un antagonista especifico del REx. Este compuesto se une al
receptor con una afinidad similar a la del E, e impide la dimerizacién, incrementa la
degradacion y dificulta la localizacién nuclear del receptor. De esta forma, € ICI
182,780 no solo bloguea la activacion del REQ, sino que disminuye los niveles
intracelulares del mismo (Osborne et a., 2000). Con el fin de confirmar el rol de REa

en e efecto proliferativo inducido por é CPF 0,05 uM, cultivamos a las células en
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presencia de ICl 182,780 y evaluamos la capacidad clonogénica de las mismas. Como

describimos anteriormente, e efecto proliferativo inducido por e CPF 0,05 uM no fue

observado cuando las células fueron cultivadas en presencia de este inhibidor. Este

resultado indica que la activacion del REQ es necesaria para la accion del plaguiciday el

mismo es apoyado por € hecho de que las células MDA-MB-231, las cuales carecen del
REaq, no respondan a los estimulos proliferativos inducidos por & CPF.

Resultados similares fueron publicados por Garciay sus colaboradores en €l afio
2010 quienes investigaron la accion del hexaclorobenceno (HCB), un pesticida
organoclorado, sobre la proliferacion de las células MCF-7 y MDA-MB-231. Estos
investigadores demostraron que el plaguicida induce la proliferacion, la expresion del
receptor de insulina (RI) y del receptor del factor de crecimiento insulinico | (IGF-IR)
en las células MCF-7. Estos efectos fueron impedidos por la presencia de ICI 182,780.
Adicionamente, Garcia y sus colaboradores observaron la activacion de la quinasa c-
Src y la fosforilacion del REa en la tirosina 537 cuando las células se cultivaron en
presencia de bajas concentraciones del plaguicida. Estos resultados indican que los
efectos desencadenados por ese toxico en lalinea celular MCF-7 son mediados por €
REa (Garciaet al., 2010).

Como describimos en la introducciéon de este trabgjo, los estrégenos pueden
iniciar sefiales no gendmicas asociadas con diferentes vias de sefidizacion intracelular.
Entre ellas, se encuentran la activacién de proteinas MAPK, PKC, PI3K y Gsk-3p. La
Gsk-3B es una serina treonina quinasa implicada en diversas funciones fisioldgicas,
como la regulacion del metabolismo de la glucosa, la dindmica de los microtubulos
durante € ciclo celular, la adhesion, la motilidad y €l desarrollo celular (Varea et d.,
2010). En nuestros experimentos, evidenciamos un incremento en la fosforilacion de
Gsk-3[ en la serina 9, inducida por el CPF. Este efecto fue observado luego de 5, 30 y
60 minutos de exposicion a CPF 0,05 uM en las células MCF-7. Muchos estudios
demuestran gque los estimul os estrogénicos incrementan la fosforilacion de la Gsk-33 en
la serina 9, lo cual deriva en la inactivacion de esta quinasa (Cardona-Gomez et al.,
2004; Grisouard and Mayer, 2009; Medunjanin et al., 2005). En este sentido,
Medunjanin y sus colaboradores demostraron una intima relacion entre € REdx y la
quinasa Gsk-3B, la cual modula la actividad del receptor mediante su fosforilacion en

varios residuos de serinas pertenecientes al dominio de activacion independiente del
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ligando, AF-1. Ademas, estos investigadores reportaron la formacion de un complejo
entre el REa y la Gsk-3B. Es importante destacar que |os trabajos realizados por este
grupo de investigacion se realizaron utilizando la linea celular MCF-7, la misma linea

gue empleamos en estatesis (Medunjanin et al., 2005).

La presencia de E;, induce la fosforilacion e inactivacion de Gsk-3p3 en forma
dependiente de la concentracion. De Servi y sus colaboradores identificaron a la
isoforma 6 de la PKC como la principal responsable de la fosforilacion e inactivacion de
Gsk-3p en células mamarias (De Servi et a., 2005). Por otra parte, Kim y colaboradores
postulan a la quinasa c-Src como responsable de esta inhibicion. Estos investigadores
estudiaron e desarrollo de varios 6rganos reproductivos en ratones carentes de c-Src.
Debido al papel de esta quinasa en la fosforilacién del REaq, el cultivo de células
epiteliales mamarias derivadas de estos ratones en presencia de E,, no incrementa la
fosforilacion del REa en su tirosina 537. Adicionalmente, estas c€lulas no responden a
la inactivacion de Gsk-3[3 estimulada por € E;, sugiriendo un papel importante de la c-
Src en la fosforilacion de esta proteina (Kim et al., 2005). Otros investigadores
proponen a las via de Akt/PISK como las responsables de la fosforilacion de Gsk-3[3
inducida por e E; (Armanious et al., 2010).

La relacion entre la inactivacion de Gsk-3f y la respuesta estrogénica ha sido
ampliamente documentada mediante el estudio de diferentes fitoestrogenos. El
ASPP049, es un fitoestrogeno proveniente de Curcuma comosa € cua induce la
fosforilacion de Gsk-3 en la serina 9 y la acumulacion nuclear de B-catenina (Bhukhai
et a., 2012). En e mismo sentido, € fitoestrogeno B-sitosterol, induce la inactivacion
de laGsk-33 en céulas neuronales (Shi et al., 2013).

En concordancia con nuestros resultados, Chen y sus colaboradores demostraron
la inactivacion de Gsk-3p inducida por CPF en el hipocampo y € cuerpo estriado de
ratas (Chen et al., 2012). En e mismo sentido, en e afio 2009, Stapleton y Chang
publicaron una investigacion sobre los cambios en la expresion génica inducidos por
bajas dosis de CPF en el cerebro de ratas, utilizando micro-arreglos de ADN. En este
estudio, los investigadores observaron 277 genes modulados por CPF. El andlisis de la

redes de asociacion biologica entre estos genes demostré que la proteina Gsk-3[3
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presenta un papel importante en la respuesta celular ante una exposicion a CPF
(Stapleton and Chan, 2009).

Lainactivacion de Gsk-3(3 conduce a la estabilizacion y translocacion nuclear de
B-catenina (Aberle et al., 1997). En este trabgo, investigamos la localizacion
intracelular de B-catenina en células MCF-7 cultivadas en presencia del plaguicida CPF
0,05 y 50 uM. Como describimos anteriormente, € cultivo de las células con ambas
concentraciones de CPF conduce a la acumulacion de B-catenina en € nucleo celular.
La localizacion nuclear de esta proteina induce la expresion de diferentes genes
involucrados en la proliferacion e invasion celular. Entre elos, la induccion de la
transcripcion de ciclina D, ha sido ampliamente reportada (Behrens and Lustig, 2004;
Tetsu and McCormick, 1999). En concordancia con esos resultados, nuestros
experimentos revelaron un incremento en la expresion de ciclinaD; en las células MCF-
7 cultivadas en presencia de CPF 0,05 pM.

Adicionalmente, observamos un incremento en la fosforilacion de Gsk-3f3 en la
serina 9 en células MCF-7 expuestas a CPF 50 pM durante 5 minutos. Esta
concentracion de CPF, también indujo la localizacién nuclear de [-catenina. En
contraposicion con lo discutido anteriormente, el CPF 50 UM no posee un efecto
estrogénico en las células MCF-7, por lo cua la inactivacion de Gsk-3p y la
localizacion nuclear de B-catenina deben responder a otros factores. Numerosas
investigaciones describen |os efectos toxicos producidos por metales en diferentes tipos
celulares y sefialan un importante papel de las ERO en lainactivacion de Gsk-3 (Son et
al., 2013, 2012). Més adelante en este trabagjo, describiremos los efectos del CPF 50 uM
sobre €l balance redox celular y discutiremos su asociacion con la inactivacion de Gsk-
3By localizacion nuclear deB-catenina.

Con € objetivo de analizar si la inactivacion de Gsk-3 inducida por el CPF se
relaciona con la activacion del REa, investigamos la fosforilacion de esta quinasa en
presencia y ausencia del antagonista del REa, ICI 182,780. Nuestros resultados
demostraron que la inactivacion de Gsk-33 se produce independientemente de la
actividad del REa. La inactivacion de esta quinasa inducida por € CPF 50 uM en la
linea celular MDA-MB-231, constituye una evidencia adiciona de la independencia de

|os fendbmenos.
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Como describimos anteriormente, la presencia de ICI 182,780 en € medio de
cultivo bloquea completamente el efecto proliferativo inducido por el CPF 0,05 uM en
las células MCF-7. Muchas investigaciones han reportado la formacién de un compleo
entre el REa y la Gsk-3p tanto en el nicleo como en € citosol celular (Medunjanin et
al., 2005). Otros investigadores reportan la interaccion de B-catenina con el REaq,
formando un complejo capaz de regular la transcripcion génica en células de hipocampo
(Vareaet al., 2010). La participacion del REa en estos complejos implica que, si bien la
inactivacion de Gsk-3p y la fosforilacion del REx son eventos independientes, la
activacion del receptor es necesaria para la proliferacion celular inducida por €

plaguicida.

Como describimos anteriormente, € cultivo de las células MCF-7 con CPF 0,05
UM condujo a un incremento de la proliferacion celular. Sin embargo, concentraciones
mayores de CPF (50 uM) derivaron en una disminucion de la capacidad clonogénica en
ambas lineas celulares. El efecto antiproliferativo fue observado luego de 10 dias de
exposicion a plaguicida. Sin embargo, otros parametros andizados, como la
distribucion de las células en las diferentes etapas del ciclo celular, demostraron gue el
CPF produce ateraciones tras 24 horas de exposicion. En relacion a esto, en la linea
celular MCF-7 observamos un incremento en el porcentaje de células acumuladas en la
fase S del ciclo cuando las mismas se cultivaron en presencia de CPF 50 uM. Diferentes
compuestos son capaces de incrementar € porcentgje de células en esta fase. La
guggulsterona, un polifenol de origen vegetal, suprime la proliferacion celular a través
delainhibicion de la sintesis de ADN, produciendo la acumulacion de células en lafase
S (Shishodia et a., 2007). Un mecanismo de accion similar se ha reportado para
describir los efectos toxicos del dimetacrilato de uretano y € 2-hidroxi-etil-metacrilato,
componentes liberados por diversos materiales de resinas dentales, que inducen la
detencion del ciclo celular en lafase S junto alaformacién de ERO (Chang et a., 2010,
2005).

Las células se encuentran continuamente expuestas a factores capaces de dafiar
el ADN celular. Con € fin de minimizar los dafios, las células poseen una maquinaria
de reparacion del ADN vy diferentes puntos de control de su ciclo celular. El dafio en €l

material genético causado por la exposicion a CPF ha sido documentada en varios
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sistemas experimentales (Gupta et a., 2010; Itziou et al., 2011, Li et a., 2009; Nakadai
et a., 2006). En e ultimo capitulo de estatesis, describiremos los efectos del CPF sobre
el balance redox celular, donde observamos un incremento en los niveles de ERO
inducidas por e CPF 50 uM. Nuestra hipétesis establece que € incremento de ERO
provoca dafios en el ADN induciendo la inestabilidad gendmica de las células. El dafio
a ADN afecta particularmente a la fase S dél ciclo, en la cual e ADN se sintetiza
activamente. Este hecho podria provocar que las células se mantengan en la fase de

sintesis hasta reparar e ADN dafiado o bien derivar en muerte celular.

La ciclina E, es la proteina més importante en la regulacion de la fase S del
ciclo. El incremento sostenido en los niveles de ciclina E observado tras € cultivo de las
células en presencia de CPF 50 UM durante 24 horas, podria relacionarse con la

incapacidad de las mismas de culminar con la duplicacion de su material genético.

En e caso de las células MDA-MB-231, observamos una acumulacion de
células en lafase G2/M dd ciclo. Durante esta fase, especificamente en la mitosis, las
cromatidas hermanas de los cromosomas duplicados se separan y reparten en dos
nuevos nucleos. El huso mitético es una estructura fundamental en este proceso y se
encuentra formado por dimeros de tubulina polimerizados. De este modo, si se
interrumpe €l libre intercambio de subunidades de tubulina, la funcion del huso se ve
comprometida y la célula no puede dividirse. Como consecuencia, las células no pueden
finalizar lamitosisy se acumulan en lafase M del ciclo (Coccaet a., 2009; Jordan and
Wilson, 2004).

Se han detectado miltiples sitios de unién covalente del CPF en diferentes
tirosinas de la molécula de tubulina (Grigoryan et al., 2009) y su metabolito, el CPFO,
es capaz de interrumpir la polimerizacién de esta proteina (Grigoryan and Lockridge,
2009; Prendergast et a., 2008). Adicionalmente, el CPF inhibe la diferenciacion de
clulas del sistema nervioso de rata afectando la estructura de los microtubulos
(Sachana et al., 2008). Finamente, estudios in vitro han demostrado que € CPF afecta
al transporte intracelular dependiente de quinesinas en € citoesqueleto (Gearhart et al.,
2007). Muchas sustancias impiden la proliferacion celular mediante el blogueo de la
mitosis. La 15-deoxi-A™>*-prostaglandina J, (15d-PGJ,), actia como un potente agente

antiproliferativo, interfieriendo en la polimerizacion de la tubulina 'y conduciendo a una
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acumulacion de las células en la fase G2/M del ciclo (Cocca et a., 2009). En
concordancia con estos antecedentes, observamos una despolimerizacion del
citoesgueleto de tubulina inducida por € CPF 50 UM en ambas lineas celulares. Estos
resultados podrian explicar la acumulacion de células en la fase G2/M dd ciclo
observada en las células MDA-MB-231 expuestas a CPF 50 uM. En relacion alalinea
celular MCF-7, no observamos un incremento en e porcentgje de células en la fase

G2/M, posiblemente por € retraso en lasintesis de ADN descripto previamente.

Como ya mencionamos, la capacidad clonogénica fue afectada por e CPF 50
UM en ambas lineas celulares. Es importante destacar que la formacién de colonias fue
evaluada tras cultivar a las células en presencia del plaguicida durante 10 dias. Con €
fin de evaluar el mecanismo por el cual & CPF 50 uM reduce la capacidad clonogénica,
investigamos € efecto de este plaguicida sobre la muerte celular por apoptosis y
necrosis, luego de 24 y 48 horas de exposicion. Nuestros resultados mostraron que el
CPF incrementa el porcentaje de células necroticas en ambas lineas celulares luego de
48 horas de exposicion. Sin embargo, la apoptosis celular no fue observada alin tras 72

horas de exposicién al téxico.

Muchos estudios demuestran un incremento en la muerte celular por apoptosis
inducida por € CPF (Lee et a., 2012; Li et al., 2009; Nakadai et al., 2006), sin
embargo, es importante destacar que las concentraciones de plaguicida utilizadas por
estos investigadores, son mayores a las ensayadas en nuestro trabgo. Lee y
colaboradores, observaron un incremento en la apoptosis celular inducida por CPF en
células neuronales utilizando concentraciones del orden de 100 uM durante 24 horas
(Lee et a., 2012). Lo mismo sucede en € trabgo publicado por Nakadai y sus
colaboradores, quienes observan un incremento en la apoptosis celular inducido por
concentraciones de CPF gue abarcan entre 100 y 600 uM (Nakadal et al., 2006). Otros
investigadores han observado un incremento en la apoptosis utilizando CPF 50 uM, sin
embargo, estos ensayos fueron realizados en cultivos primarios de células neuronales de
ratas (Caughlan et al., 2004), por lo tanto, resulta probable gue estas células presenten
una mayor sensibilidad a plaguicida, en relacion a las lineas celares utilizadas en

nuestro trabajo.
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En base a estos resultados, podemos concluir que el CPF 50 uM provoca una
disminucion en la capacidad clonogénica celular. Este efecto, se inicia con una
alteracion del ciclo celular y de la expresion de las proteinas que lo regulan, lo cual
deriva en un incremento de la necrosis celular. En € dltimo capitulo de este trabajo,

profundizaremos los estudios referentes a los mecanismos moleculares implicados en
estos procesos.
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Efecto del CPF sobre el desarrollo dela gldndula mamaria derata

El uso indiscriminado de plaguicidas representa uno de los mayores riesgos de
impacto ambiental en todo € mundo. Anteriormente en este trabajo describimos los
efectos del CPF sobre la proliferacion en lineas celulares tumorigénicas mamarias. En
es0s estudios, observamos un incremento de la proliferacion celular en lalinea MCF-7,
el cual fue mediado por la accion del REa. Estos resultados, demuestran e efecto
estrogénico del CPF. Con € fin de profundizar nuestros estudios sobre el CPF como un
posible DE, evaluamos € efecto de este plaguicida sobre € desarrollo de la glandula
mamaria de rata, su entorno hormonal y la carcinogénesis mamaria en esta especie.

Para ello, utilizamos ratas hembras de la cepa Sprague Dawley, las cuales fueron
intoxicadas con diferentes dosis de CPF desde los 40 dias de vida como se detalo en
materiales y métodos.

Como se discutirh més adelante en este trabgjo, las dosis utilizadas fueron
seleccionadas de acuerdo alos limites internacionales, los cuales establecen una IDA de
0,01 mg/Kg/dia 'y un NOAEL de 1,00 mg/Kg/dia. Al final de los experimentos, los
animales fueron sacrificados y se extrgeron muestras de glandula mamaria, higado,

ovario y sangre parareadlizar |os diferentes estudios.

En este modelo, estudiamos € efecto del CPF sobre la histologia y la
funcionalidad hepética. Posteriormente, evaluamos los efectos sobre la histologia
mamaria y la expresion de los receptores de hormonas esteroideas (REa y RPg) en este
tgido. A su vez, analizamos €l efecto del CPF sobre los niveles séricos de hormonas
esteroideas y gonadotrofinas y estudiamos los cambios en |a esteroidogénesis, mediante
la determinacién del contenido ovarico de E,, Pgy T.

Finalmente, estudiamos los efectos del plaguicida sobre la carcinogénesis
mamaria, utilizando un modelo tumora inducido por NMU. En estos animales,
analizamos diferentes parametros de desarrollo tumoral, las caracteristicas histol 6gicas

delostumoresy la expresion de los receptores hormonales REa y RPg en este tejido.

Evaluacion de los efectos toxicos del CPF
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Efectos del CPF sobrela actividad colinester asa

En primer lugar, nos propusmos estudiar e efecto de las dosis de CPF
seleccionadas sobre la actividad colinesterasa. Para ello, evaluamos la actividad AChE
eritrocitaria y la actividad butirilcolinesterasa (BChE) plasmética en los animales
intoxicados con diferentes dosis del plaguicida o vehiculo. Como se observaen lafigura
[1.1.A, las dosis de CPF utilizadas no indujeron modificaciones significativas en la
actividad de la enzima AChE de los animales. Sin embargo, |as ratas expuestas a CPF 1
mg/Kg/dia presentaron una disminucién del 49,1 % (p<0,001) en la actividad BChE
respecto a los animales control (Fig. 11.1.B). Este parametro no fue modificado por el
CPF 0,01 mg/Kg/dia.
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Figura I1.1. Determinacion de la actividad AChE y BChE. La actividad de las enzimas
AChE (A) y BChE (B) fue cuantificada espectrofotométricamente en los glébulos rojos o €
plasma de los animales luego de la administracion de CPF (0,01 y 1 mg/Kg/dia) o vehiculo (C)
durante un periodo de 100 dias. Los datos corresponden ala media+ EEM de dos experimentos
independientes. En cada ensayo, los grupos experimentales estuvieron conformados por seis
animales (N=6) (***p<0,001; Andisis no paremétrico. prueba de Kruskal-Wallis y

comparacion multiple de Dunn a posteriori).
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Efectos del CPF sobre el peso corporal y la fisiologia hepética

Con d fin de estudiar los efectos toxicos gercidos por las diferentes dosis de
CPF sobre los animales, evaluamos el peso corpora y el peso del higado de las ratas
expuestas a plaguicida. Adicionamente, dado que € higado constituye € principal
organo de detoxificacion de estos compuestos, evaluamos su histologia a finalizar €
periodo de experimentacion. Cabe mencionar que las dosis seleccionadas no generaron
signos de toxicidad severa en los animales. En lafigura I1.2.A se muestra la variacion
del peso corporal de los animales durante las Ultimas 8 semanas de intoxicacion. Como
puede observarse, ninguna de las dosis de CPF utilizadas produjo modificaciones en
este parametro. En & mismo sentido, no observamos diferencias en el peso de los

higados de los animales luego de 100 dias de exposicion a CPF (Fig. 11.2.B).

A -+ Control B 3 Peso corporal
280 - CPF 0,01 mg/Kg/dia 300 , 3 Peso de higado 14
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& 260 . C) 12 2
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8 S %
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) 0] @
= 2001 A [, &
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Tiempo (semanas) CPF (mg/Kg/dia)

Figura I1.2. Efecto del CPF sobre € peso corporal y € peso del higado. A) Variacion del
peso corporal de los animales intoxicados con CPF (0,01 y 1 mg/Kg/dia) o vehiculo (Control)
durante las Ultimas 8 semanas de experimentacion. Se representa la media =+ DE de un
experimento representativo; N=6 (p:ns; ANOVA de dos factores). B) Determinacion del peso
corpora y del peso de los higados de los animales luego de la administracién de CPF (0,01y 1
mg/kg/dia) o vehiculo (C) durante un periodo de 100 dias. Se representa la media = DE de un
experimento representativo; N=6 (p:ns; Anaisis no paremétrico: prueba de Kruskal-Wallis).

Debido a que no observamos modificaciones en € peso del higado de los

animales luego de la intoxicacion con CPF, decidimos estudiar los efectos de este
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plaguicida sobre la histologia hepatica y sobre diferentes pardmetros que evallan la
funcionalidad de este 6rgano. En primer lugar, realizamos cortes histoldgicos del tejido
hepatico, los cuales fueron analizados en busca de signos de toxicidad. En lafigurall.3
se muestran fotografias representativas de los cortes histol6gicos de los higados de las
ratas expuestas a CPF (0,01 y 1 mg/kg/dia) o vehiculo durante 100 dias. Como puede
observarse, los higados de los animales expuestos a CPF 1 mg/kg/dia presentaron
ocasionales focos hemorragicos y/o necréticos, los cuales no fueron observados en

ninguno de los animales que recibieron vehicul o durante |a etapa experimental.
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Figura I1.3. Estudio histolégico de los higados de las ratas expuestas a CPF. Fotografias
representativas de |os higados de las ratas luego de 100 dias de administracion de CPF (0,01y 1
mg/kg/dia) o vehiculo (Control). Las fotografias fueron tomadas con un aumento de 630X. La
flecha negra sobre la figura sefida la presencia de globulos rojos caracteristicos de los focos

hemorragicos. La flecha blanca sefialala necrosis celular.

Con € fin de profundizar |os estudios sobre los efectos toxicos del plaguicida en
nuestro modelo experimental, evaluamos la funcionalidad hepética mediante la
medicion de diferentes parametros bioquimicos en € suero de las ratas expuestas a
diferentes dosis de CPF o vehiculo durante 100 dias. Los resultados de estas
determinaciones se muestran en la tabla 11.1. Como puede observarse, ninguna de las
dosis de CPF modificé significativamente la actividad de las enzimas evaluadas. Si bien
se observd un incremento del 20 % (p:ns) en la actividad ASAT en los animales
expuestos a CPF 1 mg/Kg/dia respecto a los animales control, este incremento no fue

significativo estadisticamente. Finalmente, la concentracion de colesterol en e suero de
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los animal es tampoco resultod aterada por ninguna de las dosis de CPF utilizadas (Tabla
11.1).

ALAT (UI/L, 37°C) ASAT (UI/L,37°C)  Colesterol (mg/dl)

Control 31,9+9,7 182,6 + 50,3 72,2+ 155
CPF 0,01 mg/Kg/dia 28,0+£9,7 118,3+ 26,2 67,6135
CPF 1 mg/Kg/dia 39,4+ 16,3 219,8+ 95,9 73,4+ 16,0

Tabla I1.1. Estudio de la funcion hepatica. Actividad de las enzimas ALAT, ASAT y la
concentracion de colesterol en suero de las ratas intoxicadas con CPF (0,01 y 1 mg/Kg/dia) o
vehiculo durante 100 dias. Para redlizar las determinaciones, se analizaron los sueros de tres
animales tomados a azar de cada grupo experimental, en dos experimentos independientes.
Los datos corresponden ala media + EEM (p:ns; Andlisis no paremétrico: prueba de Kruskal-
Wallis).

Estudios relacionados con € desarrollo de la glandula mamaria

Como se explicd anteriormente, la mama es un tejido gque recibe gran influencia
hormonal desde su desarrollo en la pubertad hasta la vida adulta, por lo cual representa
un blanco de accion de muchos DEs. A continuacion, detallaremos los estudios
realizados sobre el tgido mamario de ratas expuestas a diferentes dosis de CPF (0,01 y
1 mg/Kg/dia) o vehiculo por un periodo de 100 dias.

Estudio histopatol 6gico

En € primer capitulo de esta tesis, demostramos que € cultivo de las células
MCF-7 con bajas concentraciones de CPF (CPF 0,05 uM), incrementa la proliferacion
celular a través de la accion del REa. Como mencionamos anteriormente, esas células
derivan de un adenocarcinoma mamario humano y responden a los estimulos
estrogénicos para su crecimiento. En esta parte del trabajo, evaluamos €l efecto del CPF
sobre el desarrollo de la glandula mamaria en ratas Sprague Dawley expuestas al toxico
de manera cronica. En la figura 11.4, se muestran fotografias representativas del tejido
mamario de los animales (Fig. 11.4.A) junto con € recuento del nimero de ductos y
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brotes alveolares presentes en los mismos (Fig. 11.4.B). Como puede observarse, €
tgfido mamario de los animales que fueron intoxicados con € plaguicida presenté un
mayor nimero de estructuras con respecto a de los animales que recibieron vehiculo.
De esta manera, |las ratas tratadas con CPF 0,01 mg/K g/dia mostraron un incremento del
52 % (p<0,01) en & numero de ductos con respecto a los animales control. Este efecto
no fue observado cuando los animales fueron expuestos a una mayor dosis del
plaguicida (1 mg/Kg/dia). En cuanto a nuimero de brotes alveolares, observamos un
incremento del 32 y e 27 % cuando los animales fueron intoxicados con CPF 0,01y 1
mg/K g/dia respectivamente. Sin embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente

significativas.

A Control CPF 0,01 mg/Kg/dia CPF 1 mg/Kg/dia

g

50X

>

o

=

B

Ductos Brotes alveolares

Control 11,2+29 61,8+ 18,8
CPF 0,01 mg/Kg/dia 17,1 £3,3%* 81,6 £22,8
CPF 1 mg/Kg/dia 12,6 £2,6 78,3 +26,1

Figura ll.4. Efectos del CPF sobre la histologia mamaria. A) Fotografias representativas de
cortes histoldgicos del tejido mamario tefiidos con HE provenientes de ratas luego de 100 dias
de administracién de CPF (0,01 y 1 mg/kg/dia) o vehiculo (Control). Los aumentos en los que
fueron tomadas |as fotografias se indican en lafigura. B) Cuantificacion del nimero de ductosy

brotes alveolares por campo, cuantificados en las fotografias tomadas con un aumento de 50 y
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100X respectivamente. Se cuantificaron 5 campos tomados al azar de cada uno de los animales
pertenecientes a los diferentes grupos experimentales (N=6). Los datos corresponden alamedia
+ EEM de tres experimentos independientes (**p<0,01 Andlisis no paremétrico: prueba de

Kruskal-Wallis y comparacion mdltiple de Dunn a posteriori).

La glandula mamaria puede sufrir una serie de alteraciones benignas entre las
gue se encuentran la fibrosis, los quistes ssimples, la hiperplasia, la adenosis y la
mastitis. Estas af ecciones son muy comunes por |0 que se encuentran frecuentemente en
la poblacion. Si bien en su mayoria no presentan relacion con e desarrollo de cancer,
agunas de estas afecciones se han asociado con un mayor riesgo de padecer
posteriormente cancer de mama (Guray and Sahin, 2006; Hofmann and Abernathy,
1993; Jensen et al., 1989; Kabat et al., 2011; Visscher et a., 2014).

En este trabajo, estudiamos la presencia de lesiones en la glandula mamaria de
los animales luego de su exposicidn a diferentes dosis de CPF o vehiculo durante 100
dias. Las lesiones encontradas fueron en todos los casos benignas e incluyeron
diferentes tipos de adenosis y la presencia de ductos hiperplasicos. Estas lesiones se

hallaron tanto en los animales intoxicados con el plaguicida como en e grupo control.

La adenosis se caracteriza por la presencia de brotes aveolares agrandados. Los
animales pertenecientes al grupo control y los expuestos a CPF 1 mg/K g/dia presentaron
un porcentge similar de adenosis (94 = 58 % y 12,5 + 81 % respectivamente),
mientras que € mismo se elevd hasta 24,3 £ 12,0 % en los animales expuestos a CPF
0,01 mg/Kg/dia (Fig. 11.5). Dentro de los diferentes tipos de adenosis observados,
destacamos la presencia de adenosis esclerosante, un tipo especial en e cua los brotes
alveolares agrandados se encuentran distorsionados por la presencia de tegjido fibroso de
apariencia cicatrizal a su alrededor. La atencion especia a este tipo de adenosis se debe
a que se ha descripto que €l riesgo de padecer cancer de mama se incrementa en las
mujeres que presentan este tipo particular de lesion (Guray and Sahin, 2006; Jensen et
al., 1989; Visscher et a., 2014). En nuestros ensayos, observamos un incremento en €
porcentaje de adenosis esclerosante en € tgido mamario de los animales expuestos al
CPF 0,01 mg/Kg/dia (5,88 + 3,8 %) respecto a grupo de animales control (1,5 + 1,3 %),

128



Resultados
Segunda parte

sin embargo, no observamos diferencias cuando los animales fueron intoxicados con
CPF 1 mg/Kg/dia (1,47 + 1,29 %).
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Figura I1.5. Efectos del CPF sobre el porcentaje de adenosis. Cuantificacion del porcentgje
de brotes alveolares presentando adenosis, la cual fue clasificada como esclerosante o no
esclerosante de acuerdo a la histologia de la lesion. Se cuantificaron 5 campos tomados al azar
de cada uno de los animales pertenecientes a los diferentes grupos experimentales (N=6). Los
datos corresponden a la media £+ EEM, de tres experimentos independientes. En el andlisis
estadistico se compard el porcentgje de brotes alveolares presentando adenosis (esclerosante y
no esclerosante) (*p<0,05 vs. C), & porcentgje de brotes alveolares presentando adenosis
esclerosante (p:ns vs. C) y e porcentge de brotes alveolares presentando adenosis no
esclerosante (p:ns vs. C). En todos los casos se realizd un andlisis no paremétrico de los datos:

prueba de Kruskal-Wallis y comparacion multiple de Dunn a posteriori.

Como mencionamos recientemente, e otro tipo de lesién benigna que
encontramos en €l tejido mamario de los animales fue la hiperplasia ductal. El término
hiperplasia refiere a aumento en e ndmero de células que forman un tegido. En
particular, en e tgido mamario, esta proliferacion puede darse tanto en los ductos
(hiperplasia ductal) como en los brotes alveolares (hiperplasia lobulillar). En nuestros
experimentos, observamos la presencia de hiperplasia del tipo usua (sin atipias) en los

ductos de los animales pertenecientes a los tres grupos experimentales. Como se
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observa en lafigura ll.6, e tratamiento de los animales con CPF (0,01 y 1 mg/Kg/dia)
increment € porcentaje de ductos hiperplasicos con respecto a grupo control. En este
sentido, los animales expuestos al vehiculo presentaron el 35,1 £ 8,5 % de sus ductos
hiperplésicos y este porcentgje se incremento hastael 41,2 £ 4,5y 45,6 + 7,1 % cuando
las ratas fueron expuestas a CPF 0,01 y 1 mg/Kg/dia respectivamente. Si bien €
incremento fue observado en los dos grupos experimentales, e mismo fue significativo
estadisticamente solo para € grupo de animales intoxicado con CPF 1 mg/Kg/dia
(p<0,05).

Dentro de las hiperplasias ductales, se pueden distinguir diferentes lesiones de
acuerdo a la histologia de las mismas. De esta forma, podemos clasificar a las
hiperplasias como moderadas o floridas de acuerdo a numero de capas de células
epiteliaes que revisten los ductos. La hiperplasia moderada se caracteriza por presentar
entre 2 y 4 capas celulares revistiendo los ductos, mientras que la hiperplasia ductal se
considera florida cuando e numero de capas de células epiteliales es superior a 4,

Ilegando generalmente a obliterar por completo laluz ductal.

En nuestro estudio observamos la presencia de hiperplasia ductal moderada en
todos los grupos experimentales. En los animales expuestos a vehiculo y a CPF 1
mg/K g/dia observamos un porcentaje similar de hiperplasia ductal moderada (25,0 £
12,5%y 19,8 £ 12,8 % respectivamente), mientras que en los animales intoxicados con
CPF 0,01 mg/Kg/dia, este porcentaje fue del 88 = 6,7 % (p:ns). Sin embargo,
observamos un incremento significativo en e porcentgje de hiperplasia ductal floridaen
el tgjido mamario de los animales expuestos a ambas dosis del plaguicida con respecto
al grupo control (Fig. 11.6.A). Los animales expuestos al vehiculo presentaron
hiperplasia florida en e 10,1 + 5,7 % de sus ductos, mientras que este porcentge se
increment6 hasta 32,3+ 8,0 %y 28,7 + 9,1 % en los animales intoxicados con CPF 0,01
y 1 mg/Kg/dia, respectivamente. En este tipo de lesiones, pudimos observar un ato
grado de anisocariosis, macrocariosis y superposicion celular en la luz ductal. Estas
caracteristicas evidencian una alta tasa de proliferacion gue conlleva a la acumulacion
de células dentro del ducto. Ademés fue frecuente observar discontinuidad en la capa de
células mioepiteliales que rodea a los ductos asi como también la distencién de los

ductos debido ala proliferacion excesiva de las células epiteliales (Fig. 11.6.D y G).
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Figura ll.6. Efectos del CPF sobre el porcentaje de ductos hiper plasicos. A) Cuantificacion
del porcentaje de ductos presentando hiperplasia usual (sin atipias). Las lesiones fueron
clasificadas como moderadas o floridas. Se cuantificaron 5 campos tomados a azar de cada uno
de los animales pertenecientes a los diferentes grupos experimentales (N=6). Los datos
corresponden ala media+ EEM de tres experimentos independientes. Se compar6 €l porcentaje
total de ductos hiperplasicos (#p<0,05 vs. C), € porcentaje de ductos con hiperplasia florida
(*p<0,05, **p<0,01 vs. C) y €l porcentgje de ductos con hiperplasia moderada (p:ns vs. C). En
todos los casos se realiz6 un andlisis no paremétrico de los datos: prueba de Kruskal-Wallis 'y
comparacion multiple de Dunn a posteriori. B) Fotografias representativas de un ducto normal,
C) un ducto con hiperplasia moderada y D) un ducto con hiperplasia florida. Aumento 400X.
Debgjo de cada fotografia se muestra un fragmento amplificado digitalmente (E, F, G) con €
fin de ilustrar la luz ducta (a), la capa de células epiteliales (b) y mioepiteliales (c) que
conforman a un ducto normal; la proliferacion celular observada en la hiperplasia moderada (d)
y laobliteracion ductal caracteristica de lahiperplasiaflorida (€).
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Expresiéon delaproteina PCNA en la glandula mamaria

Debido a gue observamos un mayor nimero de estructuras y un incremento en el
porcentgje de adenosis e hiperplasia en e tgjido mamario de las ratas expuestas
crénicamente a CPF, decidimos evaluar la proliferacion celular en este tejido luego de la
intoxicacion de los animales con diferentes dosis del plaguicida. Existen varios métodos
que evallan la capacidad proliferativa de un teido, entre ellos se encuentra la
determinacion inmunohistoquimica de PCNA. Esta proteina juega un papel crucial en la
replicacion del ADN siendo una proteina auxiliar de la polimerasa 8. Su expresion se
encuentra elevada durante la fase S del ciclo celular y se expresa en e nucleo de las
células que se estan dividiendo activamente (Kelman, 1997). Como se observa en la
figura 11.7, @ tratamiento de las ratas con CPF 1 mg/Kg/dia condujo a un incremento
significativo del nimero de células epitelidles PCNA positivas (21,8 = 3,3 %) con
respecto al encontrado en e grupo control (4,7 + 1,9 %). Cuando las ratas fueron
intoxicadas con CPF 0,01 mg/Kg/dia, si bien se observo un mayor porcentagje de células
expresando PCNA (11,3 £ 2,7 %), la diferencia con € porcentgje encontrado en €

grupo control no resulté estadisticamente significativa (Fig. 11.7).
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Figura I1.7. Expreson de PCNA en tgido mamario de ratas expuestas a CPF. A)
Fotografias representativas que ilustran la expresion del antigeno PCNA evaluado por
inmunohi stoquimica en la glandula mamaria de las ratas luego de 100 dias de exposicién a CPF
(0,01 y 1 mg/kg/dia) o vehiculo (Control). Los nucleos positivos se observan coloreados de
marrén. Aumento 630X. B) Representacion grafica del porcentaje de células positivas para
PCNA calculado como el nimero de células PCNA positivas/nimero de células totales por
campo de 630X. Se cuantificaron 5 campos tomados a azar de cada uno de los animales
pertenecientes a los diferentes grupos experimentales (N=6). Los valores corresponden a la
media £+ EEM de dos experimentos independientes (*p<0,05; ANOVA de un factor y Test

Dunnett a posteriori).

Efectos del CPF sobre la expresién de receptores esteroideos en la glandula

mamaria

Nuestros experimentos realizados en lineas celulares tumorigénicas mamarias
indicaron que €& CPF modifica la proliferacion celular a través ded REQ.
Adicionalmente, en este capitulo mostramos que e CPF produce modificaciones en la
histologia mamaria relacionadas con cambios proliferativos que se acompafian con una
mayor expresion de PCNA. Con € fin de estudiar € efecto del CPF sobre |os receptores
de hormonas esteroideas en este modelo, evaluamos la expresion del REa y del RPg en

el tejido mamario de los animales expuestos a toxico durante 100 dias.

En lafigurall.8 se muestra e efecto del plaguicida sobre la expresion del RPg.
La expresion de este receptor fue realizada por dos metodologias diferentes, por un
lado, realizamos la determinacién mediante inmunohistogquimica en cortes histol 6gicos
de la glandula mamaria de las ratas pertenecientes a los diferentes grupos
experimentales y, en segundo lugar, cuantificamos su expresion mediante western blot
en este tgjido. Si bien no se observaron diferencias significativas, € tratamiento de las
ratas con CPF 1 mg/Kg/dia incremento levemente la expresion del RPg. De esta forma,
en los cortes histol6gicos de los animales control, observamos un 12,2 + 3,0 % de los
nucleos positivos para el RPg, mientras que este porcentgje se incremento hasta 19,1 +
7,1 % en las mamas de |os animales intoxicados con CPF 1 mg/Kg/dia (Fig. 11.8.A). El

mismo resultado fue observado en la determinacién por western blot (Fig. 11.8.B). La
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expresion del RPg tampoco fue modificada significativamente en la glandula mamaria
de los animales intoxicados con CPF 0,01 mg/K g/dia.
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Figurall.8. Expresion del RPg en tejido mamario deratas expuestas a CPF. A) Fotografias
representativas que ilustran la expresion del RPg evaluado por inmunohistoquimica en la
glandula mamaria de ratas luego de 100 dias de exposicion a CPF (0,01 y 1 mg/kg/dia) o
vehiculo (Control). Los nlcleos positivos se observan coloreados de marron. Aumento 630X.
Debgjo de las fotografias se grafica € porcentgje células positivas para el RPg calculado como
e nimero de células RPg positivas'nUmero de cdlulas totales por campo de 630X. Se
cuantificaron 5 campos tomados a azar de cada uno de los animales pertenecientes a los
diferentes grupos experimentales (N=6). Los valores corresponden a la media £ EEM de dos
experimentos independientes (p:ns; Andisis no paremétrico: prueba de Kruskal-Wallis). B)
Determinacion por western blot de la expresion del RPg en la glandula mamaria de los
animales. Se muestran las fotografias de un experimento representativo. Debajo de cada grupo
de fotografias, se representa graficamente la cuantificacion densitométrica de la sefid

correspondiente al RPg normalizada respecto al contenido de [-actina para cada grupo
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experimental. Las barras representan la media + EEM de dos experimentos independientes

(p:ns; Andlisis no paremétrico: prueba de Kruskal-Wallis).

Por otra parte, evaluamos la expresion y la fosforilacion del REa. La expresion

de este receptor fue determinada por inmunohistoguimica, mientras que su fosforilacion

fue evaluada mediante western blot utilizando un anticuerpo especifico para la

deteccion de su forma fosforilada en la tirosina ubicada en la posicién 537 de la cadena

polipeptidica. Como se observa en la figura 11.9.A, la exposicién de las ratas a ambas

dosis de CPF no produjo modificaciones en € nimero de células que expresaron €l

REa. Sin embargo, observamos una disminucion significativa en lafosforilacion de este

receptor en la glandula mamaria de los animales intoxicados con CPF 1 mg/Kg/dia

respecto a grupo control.
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Figura 11.9. Expresion del REa y cuantificacion de su nivel de fosforilacion en tejido
mamario de ratas expuestas a CPF. A) Fotografias representativas que ilustran la expresion
del REa evaluado por inmunohistoquimica en la glandula mamaria de ratas luego de 100 dias de
exposicion a CPF (0,01 y 1 mg/kg/dia) o vehiculo (Control). Los nlcleos positivos se observan
coloreados de marrén. Aumento 630X. Debajo de las fotografias se grafica e porcentgje de
células positivas para el REa calculado como el nimero de células REa positivas/nimero de
células totales por campo de 630X. Se cuantificaron 5 campos tomados a azar de cada uno de
los animales pertenecientes a los diferentes grupos experimentales (N=6). Los valores
corresponden a la media + EEM de dos experimentos independientes (p:ns;, Anaisis no
paremétrico: prueba de Kruskal-Wallis). B) Determinacion por western blot de la expresion del
p-REa en la glandula mamaria de los animales. Se muestran las fotografias de un experimento
representativo. Debgjo de las fotografias se representa gréficamente la cuantificacion
densitométrica de la sefia correspondiente a p-REa normalizada respecto al contenido de -
actina para cada grupo experimental. Las barras representan la media + EEM de dos
experimentos independientes (*p<0,05; Andlisis ho paremétrico: prueba de Kruska-Wallis y

comparacion multiple de Dunn a posteriori).

Efectos sobre € sistema enddcrino

Efectos del CPF sobrelos niveles de hor monas ester oideas

Como se menciond anteriormente, los DEs pueden afectar la sintesis, e
metabolismo o la funcion de las hormonas. Para evaluar la accién del CPF como posible
DE, estudiamos €l efecto de este toxico sobre los niveles séricos de diferentes hormonas
esteroideas involucradas en e desarrollo y la diferenciacion del tejido mamario, como
son el E,, laPgy laT. Los niveles circulantes de estas hormonas fueron determinados
por radioinmunoensayo en & suero de las ratas expuestas a diferentes dosis de CPF o
vehiculo durante un periodo de 100 dias. Debido a la fluctuacion caracteristica de estas
hormonas alo largo del ciclo estral, los sueros de los animales fueron obtenidos cuando
los mismos se encontraban en la fase estro del ciclo. Los resultados obtenidos se
muestran en la figura 11.10. Los animales del grupo control presentaron una
concentracion promedio de E, de 22,29 + 6,32 pg/ml. Sin embargo, este valor fue
disminuido en un 47 % (p<0,05) cuando los animales recibieron CPF 1 mg/Kg/dia
(11,71 = 3,00 pg/ml). En los animales que se expusieron a CPF 0,01 mg/Kg/dia los
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niveles promedio de esta hormona no se modificaron significativamente respecto al
grupo control (23,67 + 10,19 pg/ml). Sin embargo, los animales de este grupo se
distribuyeron en dos poblaciones bien diferenciadas, encontrandose animales con

niveles de E; mayores a la media del grupo y otros muy por debagjo de la misma (Fig.
11.10.A).

También se determinaron los niveles de Pg en todos |os grupos de animales. Los
niveles séricos de esta hormona en e grupo control fueron de 4,03 £ 0,85 ng/ml. En las
ratas tratadas con CPF 0,01 mg/Kg/dia los niveles de Pg fueron similares a los
obtenidos en e grupo control, obteniéndose un promedio de 4,23 + 1,47 ng/ml. Por otra
parte, cuando los animales fueron expuestos a CPF 1 mg/Kg/dia, € nivel de Pg séricase

redujo significativamente llegando a un valor medio de 2,07 £ 0,75 ng/ml (Fig. 11.10.B).

Finalmente, los niveles de T no fueron afectados por ninguna de las dosis de
CPF utilizadas (Fig. 11.10.C).
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Figura 11.10. Efecto de CPF sobre los niveles de hormonas esteroideas. Niveles de A)
Estradiol, B) Progesterona y C) Testosterona, en suero de las ratas luego de 100 dias de
exposicion a CPF (0,01 y 1 mg/kg/dia) o vehiculo (C). Cada punto representa la concentracion
hormonal en suero de una rata. Se muestran los resultados de animales pertenecientes a tres
experimentos independientes. Sobre cada grupo de puntos se representa la media + EEM
(*p<0,05; Andlisis no paremétrico: prueba de Kruskal-Wallisy comparacién mltiple de Dunn a
posteriori).
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Efectos del CPF sobrela esteroidogénesis

Los DEs gjercen su efecto mediante diversos mecanismos. Como observamos
anteriormente, la intoxicacion de los animales con CPF 1 mg/Kg/dia condujo a una
disminucion en los niveles de E; y Pg circulantes. Por este motivo, decidimos evaluar
efecto del plaguicida sobre la sintesis ovarica de las hormonas esteroideas. Para ello, los
animales fueron intoxicados con diferentes dosis del plaguicida o vehiculo durante 100
dias y los niveles de E,, Pg y T fueron evaluados en e ovario. Como se observa en la
tabla 11.2, e CPF 1 mg/Kg/dia disminuy6 € contenido ovérico de E; en un 74 %
(p<0,05). Cuando los animales fueron intoxicados con CPF 0,01 mg/K g/dia observamos
una leve disminucion en e contenido ovarico de E,, sin embargo, esta variacion no fue
significativa estadisticamente. Un resultado similar se observa al analizar €l contenido
de T, a medida que se incrementa la dosis del plaguicida, disminuye levemente el
contenido de este esteroide, pasando de 1924,2 + 692,2 pg en los ovarios de las ratas
control a1697,4 + 47,1y 1134,0 + 329,5 pg en los ovarios de |as ratas intoxicadas con
el CPF 0,01 y 1 mg/Kg/dia respectivamente. Por otra parte, e CPF 1 mg/Kg/dia
increment6 e contenido de Pg en los ovarios en un 44,7 % (p:ns) pasando de 96,8 +
18,2 ng en los ovarios de las ratas control a 140,1 + 32,0 ng cuando los animales fueron
intoxicados con CPF 1 mg/Kg/dia(Tablall.2).

Ez (ng) T (p9) Pg (ng) Peso ovario (mg)
Control 1385,4+507,3 19242+6922 96,8+ 182 26,58 + 2,98
CPF 0,01 mg/Kg/dia 640,7 +2540 1697,4+476,1 795+ 30,8 21,68+ 2,15
CPF1mgKg/dia  3633+2244* 11340+3295 140,1+320 2938+481

Tablall.2. Efecto del CPF sobre el contenido ovérico de hormonas ester oideas. Los niveles
de E,, Pgy T fueron determinados en €l ovario de ratas intoxicadas durante 100 dias con CPF
(0,01 y 1 mg/Kg/dia) o vehiculo (Control). En la columna de la derecha se informan los pesos
de los ovarios de los animales pertenecientes a cada grupo experimental. Los datos
corresponden a la media + DE para cada grupo de un ensayo representativo (N=6) (*p<0,05
Andisis no paremétrico: prueba de Kruskal-Wallis y comparaciéon multiple de Dunn a

posteriori).
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Efecto del CPF sobrelos niveles de gonadotrofinas

Como describimos en la introduccion de este trabgjo, la esteroi degénesis ovarica
se encuentra estrictamente regulada por las hormonas LH y FSH, las cuales son
liberadas desde la adenohipdfisis a torrente sanguineo. Debido a que observamos
alteraciones en e contenido ovarico y en los niveles circulantes de hormonas
esteroideas, nos propusimos evaluar |os niveles séricos de las gonadotrofinas LH y FSH
luego de 100 dias de intoxicacion con diferentes dosis de CPF o vehiculo. Como se
observa en la figura 11.11.A, la intoxicacion de los animales con ambas dosis de CPF,
condujo a una disminucién significativa en los niveles de LH. Especificamente, en los
animales del grupo control encontramos una concentracion de LH de 2,80 = 0,20 ng/ml,
mientras que en los animales intoxicados con CPF 0,01 y 1 mg/Kg/dia la concentracion
de esta hormona fue de 1,43 + 0,15 y 1,97 £ 0,28 ng/ml respectivamente. No
observamos cambios significativos en los niveles de FSH en los animales expuestos al
toxico (Fig. 11.11.B).
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Figura 11.11. Efecto de CPF sobre los niveles de gonadotrofinas. Niveles séricos de las
hormonas hipofisarias A) LH y B) FSH en suero de las ratas luego de 100 dias de exposicion a
CPF (0,01 y 1 mg/kg/dia) o vehiculo (C). Cada punto representa la concentracion hormonal en
suero de una rata. Se muestran los resultados de animales pertenecientes a dos experimentos
independientes. Sobre cada grupo de puntos se representa la media + EEM (*p<0,05; Andlisis

no paremétrico: prueba de Kruskal-Wallisy comparacion multiple de Dunn a posteriori).

139



Resultados
Segunda parte

Efectos del CPF sobrela carcinogénesis mamaria

Recientemente describimos los cambios histol 6gicos sobre la glandula mamaria
y la ateracion en los niveles de hormonas esteroideas presentes en € suero de los
animales expuestos de forma cronica al CPF. Adicionalmente, en e primer capitulo de
esta tesis describimos la proliferacion celular inducida por € plaguicida en la linea
celular MCF-7. En conjunto, estos resultados, indican que e CPF podria actuar como
un DE aterando e desarrollo normal de la gldndula mamaria, 1o cua podria derivar en
una mayor predisposicion a desarrollo de cancer en este tgjido. A la luz de nuestros
resultados, decidimos estudiar e efecto del CPF sobre la carcinogénesis mamaria

utilizando un modelo de carcinogénesis inducida quimicamente en ratas hembras de la

cepa Sprague Dawley.

Los tumores mamarios inducidos por € carcindégeno quimico NMU, constituyen
un modelo de carcinogénesis experimental de reconocidas similitudes con € cancer de
mama humano (Rivera et al., 1994). En vista de los resultados obtenidos en nuestro
trabgjo, decidimos utilizar este modelo para estudiar el efecto del CPF sobre la
carcinogénesis mamaria. Para ello, se utilizaron ratas de la cepa Sprague Dawley las
cuales se expusieron a diferentes dosis de CPF (0,01 y 1 mg/Kg/dia) o vehiculo a partir
de los 40 dias de vida y por un periodo de 140 dias. El procedimiento de induccion
tumoral se detalla en € apartado de materidles y métodos de esta tesis y consta de 3
inyecciones del carcindgeno NMU a los 50, 80 y 110 dias de vida de los animales. En
este modelo, estudiamos diferentes parametros de evolucion tumoral, la histologia de

los tumores y la expresion de los receptores REa y RPg.

Efectos del CPF sobre los parametros de evolucién tumoral

Entre los pardmetros que describen la evolucion tumoral, se encuentran la
incidencia y e periodo de latencia tumoral. La incidencia tumoral se define como €l
porcentgje de animales con a menos un tumor en cada grupo de animales. COmo se
observa en la figura 11.12.A, este parametro fue cercano a 100 % en todos los grupos
experimentales. Sin embargo, en los grupos intoxicados con CPF 0,01 y 1 mg/Kg/dia
este porcentagje se alcanzo luego de 100 y 110 dias posteriores a la primera inyeccion de

NMU respectivamente, mientras que en & grupo control, e mismo porcentge se
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alcanzd luego de 130 dias posteriores a la primera inyeccion del carcindgeno. Esta
diferencia reflgja una disminucion en e periodo de latencia tumoral en los animales
intoxicados con €l plaguicida.

El periodo de latencia tumoral se define como los dias transcurridos entre la
primera inyeccion de NMU vy la aparicion del primer tumor en cada animal. Este
parametro fue evaluado en los animales expuestos a ambas dosis de CPF (0,01 y 1
mg/Kg/dia) o vehiculo (Fig.11.12.B). Como puede observarse, |0os animales expuestos a
CPF presentaron un menor periodo de latencia tumoral que aquellos pertenecientes a
grupo control. El tiempo transcurrido entre la primera inyeccion de NMU y la aparicion
del primer tumor fue 96,3 £ 7,5 dias y de 97,0 + 5,7 dias en los animales intoxicados
con CPF 0,01 y 1 mg/Kg/dia, respectivamente, mientras que éste parametro se elevé a
111,6 £ 3,7 dias en los animales del grupo control.
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Figurall.12. Efecto del CPF sobrelaincidenciay € periodo de latenciatumoral. A) En €
grafico se muestralaincidenciatumora de cada grupo experimenta en funcion del tiempo (dias
posteriores a la primera inyeccion de NMU). Se define a la incidencia tumoral como €
porcentgje de animales que desarrollaron al menos un tumor en cada grupo. La interseccion de
las curvas con lalinea punteada, indica el tiempo en que el 50 % de |os animal es portaron por 1o
menos un tumor (*p<0,05 vs C en e tiempo especificado; Andlisis no paremétrico: prueba de

Kruskal-Wallis y comparacion multiple de Dunn a posteriori). B) El periodo de latenciatumoral
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se expresa como los dias transcurridos entre la primera inyeccion de NMU vy la aparicion del
primer tumor en cada animal. Los datos corresponden a la media + EEM de cada grupo
experimental (N=6), de dos experimentos independientes (*p<0,05; Andisis ho paremétrico:

prueba de Kruskal-Wallis y comparacion multiple de Dunn a posteriori).

Con € fin de profundizar nuestros estudios, evaluamos € nimero de tumores
desarrollados en cada animal luego de la exposicion a téxico. Nuestros resultados
indicaron que € tratamiento de los animales con CPF 1 mg/Kg/dia incrementa €l
numero promedio de tumores por rata respecto alos animales control. Como se observa
enlafigurall.13, a final del experimento los animales del grupo control presentaron un
promedio de 1,5 = 0,6 tumores por rata, mientras que e grupo expuesto a CPF 1
mg/Kg/dia exhibi6 3,0 + 0,8 tumores por rata. En cuanto a los animales intoxicados con
CPF 0,01 mg/Kg/dia, no observamos modificaciones en este parametro luego de 140

dias de exposicion.

3 Control
CCPF 0,01 mg/Kg/dia
Bl CPF 1 mg/Kg/dia

Numero de
tumores por rata

Tiempo
(dias posteriores a la primera inyeccion de NMU)

Figura 11.13. Efecto del CPF sobre € numero de tumores por rata. En € gréfico se
representa el nimero promedio de tumores por rata de cada lote (N=6) en funcion del tiempo
(dias posteriores a la primera inyeccion de NMU). Se representa la media + EEM de dos

experimentos independientes (p:ns; ANOV A de dos factores).

Finalmente, estudiamos € efecto del CPF sobre e crecimiento y € tiempo
de duplicacion tumoral. El efecto del CPF sobre la velocidad de crecimiento tumoral fue
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determinado controlando € diametro de los tumores a lo largo del periodo de
tratamiento como se describe en el apartado de materiales y métodos. Como se muestra
en lafigura I1.14.A, € CPF no modificd significativamente & crecimiento tumoral en
ninguna de las dosis utilizadas. Sin embargo, los tumores de los animales intoxicados
con CPF 0,01 mg/Kg/dia, presentaron una velocidad de crecimiento levemente menor a
la de los tumores del grupo control, o cua se evidencia en un mayor tiempo de
duplicacion tumoral (Fig. 11.14.B). De esta manera, € tiempo de duplicaciéon tumoral
para los animales del grupo control fue de 7,73 £ 1,62 dias, € cual fue similar a los
observados en los animales intoxicados con CPF 1 mg/Kg/dia (7,58 = 2,25 dias),
mientras que los tumores de los animales intoxicados con CPF 0,01 mg/Kg/dia
presentaron un tiempo de duplicacion de 8,47 + 0,89 dias.
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Figurall.14. Efecto del CPF sobre e tiempo de duplicacion tumoral. A) El gréfico muestra
la variacién del volumen tumoral relativo en funcion del tiempo. Para cada tumor, el dia O
corresponde a dia en que fue detectado. Se representa la media + EEM de dos experimentos
independientes (p:ns, ANOVA de dos factores). B) El tiempo de duplicacion tumoral fue
determinado a partir de las curvas de crecimiento tumoral como se describidé en materiales y
métodos. En la tabla se muestran |os tiempos promedio de duplicacion tumoral + EEM para los

grupos control y tratados con CPF en las dosis especificadas (p:ns; ANOV A de un factor).

Efecto del CPF sobrela histologia tumoral mamaria

Como describimos anteriormente, la exposicion de los animales a diferentes

dosis del plaguicida CPF produjo modificaciones en e periodo de latencia y en €
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nimero de tumores por rata, sin aterar la velocidad de crecimiento de los tumores. Con
e fin profundizar € estudio de los efectos de este plaguicida sobre la carcinogénesis
mamaria, estudiamos la histologia y la expresiéon de diferentes proteinas en los tumores
inducidos quimicamente en los animales expuestos a vehiculo o a diferentes dosis de
CPF. El andlisis histolégico mostré que todos los tumores desarrollados en las ratas
fueron carcinomas del tipo adenoide quistico de origen ductal, con presencia de focos
necréticos de tipo comedogénicos. Los patrones de crecimiento observados fueron
principalmente de tipo cribiforme, caracterizado por la formacion de luces glandulares
(Fig. 11.115.A), 0 un patron de crecimiento solido (Fig. 11.15.C). Estas caracteristicas
fueron similares en los tumores pertenecientes a las ratas tratadas con CPF y en los
animales del grupo control. En la figura I1.15 se muestran imagenes representativas de
los tumores desarrollados y se sefiaan las principales caracteristicas histol 6gicas de los

mismos.
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Figura 11.15. Histologia tumoral. Fotografias representativas que ilustran la histologia de los
tumores, la cua fue similar en todos los grupos experimentales. A) Carcinoma adenoide
quistico, que sigue un patrén de crecimiento cilindromatoso con formacion de luces glandulares
(patron cribiforme). Aumento: 100X. B) Mayor detalle de la neoplasia correspondiente a
mismo caso. Notese € estroma desmoplasico circundante (a). Aumento: 200X. C) Carcinoma
adenoide quistico con un patron de crecimiento predominantemente solido. Aumento: 200X. D)
Mismo caso anterior, donde se detala una disposicion trabecular de la neoplasia. Aumento:
200X. E) Carcinoma adenoide quistico presentando diferentes patrones de crecimiento: sectores
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de crecimiento solido, sectores cribiformes y sectores con distribucién difusa. Nétense los
multiples focos de necrosis tipo comedo (b). Aumento: 100X. F) Detalle de un sector del mismo
caso anterior en donde se evidencia la distribucién celular difusa con elevada tasa de
proliferacion, que coexiste con un foco de crecimiento basaloide (c) que describe luces

glandulares rodeando material eosinofilo denso. Aumento: 200X .

Con € objetivo de estudiar € efecto del CPF sobre la proliferacion de las células
tumorales, evaluamos la expresion de la proteina PCNA en cortes histoldgicos de los
tumores obtenidos en los diferentes grupos experimentales. Como se observa en la
figura 11.16, € tratamiento de los animales con CPF no modifico significativamente la
expresion de PCNA en los tumores con respecto a tratamiento control. Los porcentajes
promedio de células positivas fueron 17,24 + 3,9 % en los tumores pertenecientes al
grupo control, 14,8 + 1,9 % en los tumores provenientes de animales intoxicados con
CPF 0,01 mg/Kg/diay 16,3 £ 1,6 % en los tumores pertenecientes a los animales
expuestos a CPF 1 mg/Kg/dia (Fig. 11.16). Anteriormente demostramos que €
plaguicida no influye en e tiempo de duplicacién de los tumores en nuestro modelo de
estudio. En concordancia con ese resultado, €l toxico tampoco afectd la expresion de
PCNA en los tumores.
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Figural1.16. Expresion de PCNA en los tumores mamarios. Fotografias representativas que
ilustran la expresién del antigeno PCNA evaluado por inmunohistoquimica en células del tegjido
tumoral de ratas intoxicadas con CPF (0,01 o 1 mg/kg/dia) o vehiculo (C). Los nucleos positivos
se observan coloreados de marrén. Aumento 630X. Debgjo de las fotografias se muestra una
representacion gréfica del porcentaje células positivas para PCNA calculado como el nimero de
células PCNA positivas/nimero de células totales por campo de 630X. Se cuantificaron 5
campos tomados a azar de cada uno de los tumores pertenecientes a los animales de los
diferentes grupos experimentales. Se analizaron los tumores provenientes de dos experimentos

independientes. Los valores corresponden alamedia+ EEM (p:ns; ANOVA de un factor).

Efectos sobre la expresion de |os receptores de hormonas esteroideas

Una de las caracteristicas mas importantes en la caracterizacion de los tumores
mamarios, es la expresion de los receptores de hormonas esteroideas, como €l REa y el
RPg, debido a que esto influye en e tratamiento y pronostico de la enfermedad. La
expresion del REa en el tejido tumoral fue evaluada mediante inmunohistoquimica
utilizando un anticuerpo monoclonal especifico. Como se observa en la figura 11.17, la
expresion de este receptor fue disminuida por el plaguicida en ambas dosis utilizadas
(0,01 y 1 mg/Kg/dia) en relacion a los niveles obtenidos en los animales control. En €
grupo control observamos en promedio un 12,3 + 3,3 % de las células tumorales
expresando el REa, sin embargo este porcentaje disminuyo hasta7,3+ 0,7y 4,7 = 0,9 %
cuando los animales fueron expuestos a CPF 0,01 y 1 mg/Kg/dia respectivamente. Si
bien se observé una disminucién en la expresion del REa en los tumores desarrollados
en ratas expuestas a ambas dosis de CPF, esta disminucion solo fue significativaen
grupo de animales intoxicados con CPF 1 mg/Kg/dia (p<0,05).
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Figurall.17. Expresion del REa en el tejido tumoral de ratas expuestas a CPF. Fotografias
representativas que ilustran la expresion del antigeno REa evaluado por inmunohistoquimica en
células del tejido tumoral de ratas intoxicadas con CPF (0,01 o 1 mg/kg/dia) o vehiculo (C). Los
nucleos positivos se observan coloreados de marrén. Aumento 630X. Debgjo de las fotografias
se muestra una representacion grafica del porcentaje células positivas para € REx calculado
como €l nimero de células REa positivas/nimero de céulas totales por campo de 630X. Se
cuantificaron 5 campos tomados a azar de cada uno de los tumores pertenecientes a los
animales de los diferentes grupos experimental es. Se analizaron |os tumores provenientes de dos
experimentos independientes. Los valores corresponden a la media+ EEM (*p<0,05; ANOVA
de un factor y Test Dunnett a posteriori).

Se rediz6 ademas la identificacion del RPg, otro de los marcadores de
diferenciacion tumora utilizados. La determinacién de este receptor fue realizada
mediante la técnica de inmunohistoquimica utilizando un anticuerpo monoclonal

especifico que reconoce ambas isoformas del receptor. Como se observa en la figura
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[1.18, e tratamiento de los animales con CPF redujo la expresion del RPg en los
tumores, respecto a los niveles encontrados en los tumores de las ratas que fueron
expuestas a vehiculo.
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Figurall.18. Expresion del RPg en el tejido tumoral de ratas expuestas a CPF. Fotografias
representativas que ilustran la expresiéon del antigeno RPg evaluado por inmunohistoquimica en
células del tgido tumoral de ratas intoxicadas con CPF (0,01 o 1 mg/kg/dia) o vehiculo (C). Los
nucleos positivos se observan coloreados de marrén. Aumento 630X. Se cuantificaron 5 campos
tomados a azar de cada uno de los tumores pertenecientes a los animales de los diferentes
grupos experimentales. Se andizaron los tumores provenientes de dos experimentos
independientes. Los valores corresponden alamedia+ EEM (p:ns; ANOV A de un factor).
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En e capitulo anterior, describimos los efectos del CPF sobre la proliferacion

celular, la muerte y los mecanismos involucrados en estos procesos en lineas celulares

derivadas de adenocarcinomas mamarios humanos con distinto grado de diferenciacion.

En esos estudios, evidenciamos que bagas concentraciones del toxico inducen la

proliferacion de la linea celular MCF-7 en forma dependiente del REa, mientras que,
concentraciones mayores, conducen a una disminucion de la capacidad clonogénica.

En esta parte del trabgjo, investigamos e efecto del CPF como potencia DE,
evaluando su efecto sobre e desarrollo de la glandula mamaria y la carcinogénesis en
este 6rgano. Para los estudios sobre € desarrollo de la glandula mamaria, utilizamos
ratas de la cepa Sprague Dawley, a las cuaes intoxicamos con diferentes dosis de CPF
de manera crénica. La intoxicacion comenzo a los 40 dias posteriores a nacimiento de
los animales, debido a que es € momento en €l cua la gldndula mamaria se encuentra
en su etapa de desarrollo puberal (1. H. Russo and Russo, 1996; Sternlicht, 2006) y se
prolongd durante 100 dias, momento en & que los animales han alcanzado su madurez.
De esta manera, la intoxicacion con el plaguicida abarc6 un momento critico en €
desarrollo de los animales e cua se encuentra fuertemente regulado por diferentes
hormonas. Como detallaremos més adel ante, esta caracteristica del disefio experimental

nos permitio evidenciar diferentes efectos del plaguicida sobre el sistema endocrino.

Las dosis utilizadas para la intoxicacion de los animales fueron seleccionadas de
acuerdo a los limites internacionales vigentes a momento de iniciar esta investigacion.
Especificamente, utilizamos dos parametros ampliamente aceptados para la evaluacion

del riesgo asociado a las exposiciones toxicologicas. lalDA y e NOAEL.

El NOAEL es un valor que se establece en base a un efecto particular y en un
sistema de estudio especifico, por lo tanto, se encuentran en la literatura diferentes
valores dependiendo del modelo de estudio y del parametro evaluado. Como
mencionamos en la introduccion de este trabajo, los efectos toxicos del plaguicida CPF
se relacionan principalmente con su capacidad de inhibir irreversiblemente ala enzima
AChE del sistema nervioso central y periférico. Esta enzimatambién se encuentraen los
glébulos rojos y, debido a su mayor sensibilidad frente a la inhibicion por CPF, la
determinacion de la actividad AChE eritrocitaria constituye un parametro ampliamente
aceptado para evauar e NOAEL (European Food Safety Authority, 2014; US
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Environmental Protection Agency, 2011b). Debido a las caracteristicas del disefio

experimental utilizado en este trabajo, seleccionamos el NOAEL determinado en base a

la inhibicién de la AChE eritrocitaria de rata, tras intoxicaciones cronicas por via oral
con CPF.

Por otra parte, la IDA es un pardmetro que se determinada mediante la
aplicacion de un factor de seguridad a un valor de NOAEL considerado
toxicologicamente relevante. La determinacion de estos valores es realizada por
diferentes organizaciones internacionaes, cada una de las cuales reline a un comité de
expertos que evalla criteriosamente las publicaciones sobre € tema. Entre estas
instituciones, se encuentra la USEPA y la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA, del inglés: European Food Safety Authority).

Al momento de iniciar esta investigacion, la EFSA y laOMS, coincidian en una
dosis de 0,01 mg/Kg/dia como limite para la IDA, la cual se habia fijado sobre la base
de un NOAEL de 1 mg/Kg/dia obtenido en estudios realizados en perros, ratonesy ratas
durante 2 afos y aplicando a este valor un factor de seguridad de 100 (European Food
Safety Authority, 2005; World Health Organization, 2009b). De esta manera, las dosis
utilizadas en nuestro trabajo fueron 0,01 y 1 mg/Kg/dia, las cuales se corresponden con
lalDA y el NOAEL, respectivamente.

Es importante destacar que la dosis de referencia para intoxicaciones crénicas
por ingestion publicada por la USEPA es considerablemente menor a estos valores
(Tabla 111.4). Esta discrepancia se debe a que la USEPA se basa en un estudio de
neurotoxicidad en el desarrollo realizado en ratas embarazadas, € cual arrojo una dosis
limite de 0,03 mg/Kg/dia para la inhibicion de la AChE eritrocitaria. Este valor, a su
vez, fue corregido mediante un factor de incertidumbre de 100 unidades, 1o cual deriva
en una dosis poblacional agjustada por exposiciones cronicas (CPAD) de 0,0003
mg/Kg/dia. Estos parametros fueron ratificados por la USEPA en la revision de los
riesgos asociados a la exposicion a CPF redlizada en € afio 2011. Debido a que en
nuestros experimentos trabajamos con ratas virgenes, decidimos basarnos en los valores
de referencia publicados por la EFSA mencionados anteriormente.

Otro aspecto que deseamos destacar, concierne a una revision del riesgo

asociado ala exposiciéon a CPF realizado por la EFSA en abril del corriente afio. En esta
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publicacién se anuncia una disminucion de los valores de referencia en un orden de
magnitud respecto a los valores publicados en el afio 2005. De esta forma, se define un
valor de NOAEL de 0,1 mg/Kg/dia, asociado a la inhibicion de la actividad AChE
eritrocitaria en un ensayo alargo plazo en ratas jOvenes y adultas, para la determinacion
del riesgo ligado a exposiciones crénicas a CPF. En base a este parametro, y aplicando
un factor de seguridad de 100, la dosis correspondiente a la IDA es fijada en 0,001
mg/Kg/dia (European Food Safety Authority, 2014). En la tabla I11.4 se resumen los
valores de referencia para exposiciones cronicas a CPF publicados por la EFSA y la
USEPA y su variacion en los Ultimos afios. Cabe destacar que los cambios en los
valores de referencia se efectlan tras una cuidadosa y sistematica revision de nuevos
estudios toxicologicos realizados en diferentes modelos experimentales, |o cual resalta
la importancia de estos estudios para la actualizacion de las regulaciones de los

diferentes paises.

Afio Institucion  Valoresdereferencia Par &metro Estudio Referencia

NOAEL: 1 mg/Kg/dia , DiSminucionen  Estudioalargo  (European Food

2005 EFSA . . laactividad AChE plazoenratas,  Safety Authority,
IDA- 0,01 mg/Kg/dia eritrocitaria ratones y perros 2005)
Disminucion en Estudios de (us
2011 USEPA BMDL,,: 0,03 mg/Kg/dia laactividad nuerotoxicidad en  Environmental
cPAD: 0,0003 mg/Kg/dia AChE el desarrollo de Protection
eritrocitaria ratas embarazadas  Agency, 2011b)
Disminucion en .
) . o Estudioalargo  (European Food
NOAEL: 0,1 mg/Kg/dia laactividad ~ .
2014  EFSA IDA: 0,001 mg/Kg/dia AChE plazo (2 afios) en  Safety Authority,
o ratasy perros 2014)
eritrocitaria

Tablalll.4. Resumen de dosistoxicoldgicas relevantes para CPF de acuerdo ala USEPA y
la EFSA. Para exposiciones cronicas ocupacionales y no ocupacionales, por via oral. NAOEL :
méxima dosis que no produce efectos adversos. IDA: ingesta diaria admisible. BMDL 1o: limite
inferior del intervalo de confianza del 95 % para €l valor de la BMDy, (dosis estimada que
resulta en una modificacion del 10 % en € pardmetro evaluado). cPAD: dosis poblaciona
gjustada para exposiciones cronicas, es ladosis alacual una persona podria exponerse alo largo
de toda la vida, sin efectos adversos sobre la salud (European Food Safety Authority, 2014,
2005; US Environmental Protection Agency, 2011b; World Health Organization, 2009b).
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Como mencionamos anteriormente, la determinacion de la actividad AChE
eritrocitaria representa el método més aceptado para la evaluacion de intoxicaciones con
compuestos OPs como e CPF. Sin embargo, un estudio realizado en € afio 2010
demostro que solo el 42 % de los trabajadores agricolas expuestos a plaguicidas OPs
presentd disminuidos los niveles de AChE eritrocitaria, mientras que la mayoria de los
agricultores declar6 presentar sintomas caracteristicos de sobreexposiciones cronicas a
estos compuestos (Cuaspud and Vargas, 2010). En el mismo sentido, las dosis utilizadas
en nuestro trabajo no producen una disminucion de la actividad AChE eritrocitaria, sin
embargo, como discutiremos a continuacion, las mismas dosis conducen a una amplio

espectro de efectos sobre [os animal es expuestos.

Otro parametro ampliamente utilizado como biomarcador de exposiciones a
compuestos OPs, es la actividad de la enzima BChE en e plasma de los individuos
expuestos. Se ha demostrado que la inhibicion de esta enzima se produce a
concentraciones menores de compuestos OPs, en comparacion a las concentraciones
necesarias paralainhibicion de la enzima AChE eritrocitaria (Amitai et a., 1998; Eaton
et al., 2008; Shenouda et a., 2009), por lo cua su determinacion constituye un método
mas sensible para e monitoreo de la exposicion a estos compuestos. En concordancia
con estos antecedentes, en nuestros experimentos evidenciamos una inhibicion de la
actividad BChE cuando los animales fueron intoxicados con CPF 1 mg/Kg/dia, lo cual
no fue observado a analizar la actividad AChE eritrocitaria. ES importante destacar que,
s bien la actividad BChE es inhibida por un amplio nimero de sustancias ademas de los
compuestos OPs, este hecho no representa una dificultad en nuestro sistema de estudio,
debido a que & mismo contempla la intoxicacion intencional de los animales con una

dosis conocida de CPF, en un ambiente libre de cualquier sustancia toxica adicional.

Ademas de |os efectos sobre la actividad colinesterasa, consideramos importante
evaluar s las dosis de CPF utilizadas afectaban el estado general de los animales. En
este sentido, las dosis utilizadas no afectaron la evolucion del peso corporal alo largo
del ensayo. Tampoco observamos sintomas de toxicidad tales como alteraciones en la
movilidad o en & comportamiento y no se detecté mortalidad en ninguno de los grupos
experimentales. Esto nos permitié realizar una intoxicacion cronica sin que los animales

sufran |os efectos toxicol 6gicos caracteristicos de la exposicidn a estos compuestos.
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Tanto la activacion como la detoxificacion del CPF tienen lugar en € higado de

los individuos expuestos. Por este motivo, evaluamos e peso de este 6rgano, su
histologia y su funcionalidad luego de la intoxicacion crénica con ambas dosis del
plaguicida. Como describimos previamente, no observamos modificaciones
significativas en €l peso del higado, ni en la actividad de las enzimas ALAT y ASAT
evaluadas en € suero de los animales luego de 100 dias de exposicion a  toxico. Los
valores hallados de estas enzimas se encontraron, en todos los casos, dentro de los
pardmetros normales para estos animales (Leon Goiii et al., 2011). Sin embargo, la
histologia de este organo reveld la presencia ocasional de focos necréticos y
hemorragicos en los grupos expuestos a la dosis mas elevada de CPF, lo cua no fue

observado en e grupo control.

Si bien en nuestro trabajo no observamos alteraciones en la funcion hepética de
las ratas expuestas a toxico, en € afio 2010 se publico un estudio en € cua se
evaluaron las ateraciones bioquimicas e histopatol 6gicas hepéticas presentes en ratas
lactantes, cuyas madres estuvieron expuestas a las mismas dosis de CPF que utilizamos
en estatesis. En este trabgjo, |0s autores evidenciaron una reduccién en €l peso corporal
y hepético de las crias, junto con ateraciones en la histologia y en la funcion hepética,
esta Ultima evaluada mediante la actividad de las enzimas ALAT y ASAT (Mansour and
Mossa, 2010). Estos resultados dan cuenta de |as diferentes susceptibilidades de acuerdo
al estadio del desarrollo de los animales.

Un amplio nimero de investigaciones han informado que e CPF dtera la
funcionalidad hepética y modifica la histologia de este tgjido en animales de
experimentacion (Goel et a., 2000; Kammon €t al., 2010; Ma et a., 2013; Orabi et al.,
2013; Uzun and Kalender, 2013). Sin embargo, las dosis de plaguicida utilizadas en

estos trabajos, superan ampliamente |as dosi s sel eccionadas para esta tesis.

Como mencionamos anteriormente, |os valores de referencia establ ecidos por los
organismos internacionales, se basan en la evaluacion de un pardmetro en particular, en
este caso, la inhibicién de la actividad AChE eritrocitaria. Sin embargo, los efectos
producidos por dosis mas bajas de estos compuestos, no son evaluados. En particular,
las ateraciones del sistema endécrino son ocasionadas por concentraciones

considerablemente menores que dichos valores de referencia
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Dado que previamente describimos un incremento en la proliferacion celular
mediada por la activacion del REa en células derivadas de un adenocarcinoma mamario,
decidimos evaluar €l efecto del CPF sobre la glandula mamaria de los animales luego de

laintoxicacion con diferentes dosis del plaguicida

En los dltimos afos, se ha investigado intensamente la accion de toxicos
ambientales en relacion al desarrollo de la glandula mamaria. En nuestros experimentos,
observamos un incremento en & nuimero de ductos y brotes alveolares en € tegjido
mamario de los animales intoxicados con CPF. Debemos recordar que la intoxicacion
de los animales con €l plaguicida fue realizada entre los 40 y 140 dias de vida de las
ratas, lo cual incluye e periodo de transicion entre la pubertad y la adultez. Nuestros
resultados concuerdan con los publicados por Nishi y Hunda en € afo 2013. Estos
investigadores, intoxicaron ratas hembras de 12 semanas de edad con diferentes dosis de
CPF durante 8 semanas. Sus resultados evidenciaron un incremento significativo en €
ancho ductal, en € nimero de ramificaciones y en e ndmero y tamafio de los brotes
alveolares presentes en la gldndula mamaria de los animal es intoxicados con CPF (0,1 y
2,5 mg/Kg/dia) respecto a los mismos parametros evaluados en las ratas del grupo
control. Adicionalmente, estos investigadores observaron cambios en € ciclo estral y en

la histologia ovéricay uterina de los animales (Nishi and Hundal, 2013).

Resultados similares fueron encontrados con e bifenol A (BPA), un quimico
ampliamente utilizado en la fabricacion de pléasticos, y reconocido como DE en
diferentes modelos experimentales. Dosis reducidas de este compuesto afectan e
desarrollo de la glandula mamaria murina, incrementando el niumero TEBs, € ndimero
de ductos y brotes alveolares y las ramificaciones del arbol ductal (Ayyanan et a., 2011;
Mufioz de Toro et a., 2010; D. Wang et a., 2014). De acuerdo a recientes
investigaciones, estos efectos podrian estar a asociados a un incremento de la
proliferacion celular y una disminucion de la apoptosis (Jenkins et al., 2009; Qin et al.,
2012; J. Wang et al., 2014a). En e mismo sentido, en nuestros experimentos
observamos un incremento del marcador de proliferacion celular PCNA en la glandula

mamaria de |os animal es intoxicados con €l plaguicida.
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En adicién al incremento en e nimero de ductos y brotes alveolares descriptos
anteriormente en este trabgjo, € andlisis histologico demostré un incremento en la
incidencia de afecciones benignas presentes en e tegjido mamario de las ratas expuestas
a CPF en relacion a los animales del grupo control. Como describimos anteriormente,
entre las lesiones observadas se encontraron la adenosis y la hiperplasia ductal. La
adenosis se caracteriza por un incremento en € tamafno de los brotes aveolares. En
ocasiones, estas estructuras se encuentran deformadas por la presencia de tejido fibroso
a su arededor y, en esos casos, la adenosis se denomina esclerosante. Diferentes
estudios han demostrado que las mujeres con adenosis esclerosante presentan entre 1,5
y 2 veces mayor riesgo de desarrollar cancer de mama en relacion alas mujeres que no
presentan esta lesion (Guray and Sahin, 2006; Jensen et a., 1989; Visscher et al., 2014).
Nuestros resultados mostraron un incremento en el porcentaje de adenosis presente en €l
tgjido mamario de los animales intoxicados con CPF 0,01 mg/Kg/dia, en relacion alos
animales del grupo control.

Adicionamente, observamos un incremento en € porcentgje de ductos
hiperplasicos presentes en e tgjido mamario de los animaes expuestos a CPF. Las
hiperplasias fueron clasificadas como moderadas o floridas, de acuerdo ala gravedad de
la lesién y a numero de capas de células epiteliales presentes en e ducto. En este
sentido, € tratamiento con CPF 1 mg/Kg/dia incrementé significativamente el
porcentaje de ductos con hiperplasia moderada y florida, mientras que una menor dosis
del toxico sdlo incrementd e porcentaje de hiperplasia florida.

Resultados similares han sido descriptos por Dolapsakis y sus colaboradores,
quienes analizaron la presencia de diferentes afecciones benignas en la glandula
mamaria de méas de 500 trabgjadoras rurales, con mas de 10 afios de exposicion a
plaguicidas organofosforados y carbamatos, y las compararon con los mismos
parametros en mujeres consideradas no expuestas a estos compuestos. En este trabajo,
los investigadores evidenciaron un incremento significativo en la presencia de
fibroadenomas, hiperplasia ductal, adenosis esclerosante y mastitis inflamatoria, en €
grupo de mujeres expuestas a plaguicidas en comparacion con las mujeres del grupo
control (Dolapsakis et al., 2001).
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Otros compuestos, como e BPA, inducen cambios proliferativos benignos en €

tgjido mamario. Durando y sus colaboradores identificaron un incremento en €

porcentaje de hiperplasia ductal moderada y florida en ratas hembras intoxicadas con

dosis ambientalmente relevantes de BPA (Durando et a., 2011). Otros investigadores

han publicado |a presencia de hiperplasia ductal con atipias y carcinoma ductal in situ

tras intoxicaciones con este compuesto (Acevedo et al., 2013; D. Wang et d., 2014), las

cuales no fueron observadas en nuestros modelo experimental. Finalmente, en un

estudio realizado con otro plaguicida organofosforado, como e malation, se observé un

efecto sinérgico entre este compuestos y € E,, €l cual derivé en la presencia de lesiones

proliferativas y en lainduccion de tumores en € tejido mamario de los animales (Cal af
and Echiburd-Chau, 2012).

Inicialmente, se definen tres categorias para la clasificacion de las lesiones
mamarias. Los criterios utilizados en esta clasificacion incluyen las caracteristicas
histologicasy € riesgo asociado a futuro desarrollo de un carcinoma mamario invasivo.
La primer categoriaincluye alas lesiones proliferativas que no incrementan el riesgo de
padecer cancer; en la segunda, en la cua se incluye la hiperplasia ducta florida, €
riesgo se incrementa entre 1,5 y 2 veces respecto a las mujeres que no presentan esta
lesion; finalmente, la tercer categoria contempla la presencia de lesiones con atipia, las

cuales incrementan €l riesgo 5 veces (Moore et a., 1997).

El aumento de la incidencia de hiperplasia ductal inducido por e CPF podria
estar relacionado con una desregulacion del sistema endocrino. Durante la pubertad, la
elongacion ducta y la proliferacion de las células epiteliales mamarias se encuentran
estrechamente reguladas por las hormonas ovéricas como €l E; y laPg, las cuaes actlian
através de launion asus receptores (Sternlicht, 2006; Sternlicht et al., 2006).

En este trabajo, observamos un incremento en los niveles de expresion del RPg
cuando los animales fueron intoxicados con CPF 1 mg/Kg/dia, junto con un aumento en
el porcentaje de células que expresan PCNA, un reconocido marcador de proliferacion
celular. Como describimos recientemente, estos resultados fueron acompariados por
cambios histolégicos, los cuaes evidenciaron una mayor proliferacion celular en la
glandula mamaria de los animales intoxicados con €l plaguicida en relacion a los

animales control.
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En la introduccion de este trabgjo de tesis, sefialamos laimportancia del RPg en
la ramificacion lateral y el crecimiento alveolar caracteristicos del desarrollo mamario
(Lydon et al., 1996, 1995; Oakes et a., 2006; Ruan et a., 2005; Sternlicht et al., 2006).
En la actualidad, se encuentra claramente establecida la importancia de este receptor en
la induccion de la proliferacion de las células epitelidles mamarias mediante
mecanismos paracrinos (Anderson and Clarke, 2004; Clarke, 2003). Cabe recordar, que
la proliferacion de las células mamarias es maxima durante la fase diestro del ciclo de
las ratas, cuando los niveles circulantes de Pg se encuentran elevados (Orb and
Edwards, 2013). En conjunto, estos datos resaltan la importancia de las sefides
disparadas por € RPg en la proliferacién de las células epiteliales mamarias, |o cual fue
observado en nuestro modelo experimental. Resultados similares han sido publicados en
relacion aotros DEs como € BPA (Jenkins et al., 2009; Mufioz de Toro et al., 2010).

Los animales expuestos a CPF 0,01 mg/K g/dia presentaron cambios histol 6gicos
proliferativos y un leve incremento en la expresion de PCNA en la glandula mamaria,

sin embargo, la expresion del RPg no se vio afectada en este tejido.

Un aspecto que deseamos destacar, concierne a la similitud de los efectos
observados en los animales expuestos a CPF 1 mg/Kg/dia y los producidos
fisiol6gicamente por el E,. Como describimos anteriormente, €l E, induce la elongacion
ductal y la proliferacion de las células epitelides mamarias. A su vez, esta hormona
induce la expresion del RPg. Estos eventos, junto con otros que describiremos méas
adelante, sugieren que e CPF podriaimitar 1os efectos inducidos naturalmente por € E;

en la glandula mamaria.

Si bien observamos un incremento en la expresion del RPg, |os niveles séricos
de esta hormona fueron disminuidos significativamente por e plaguicida. La activacion
del RPg tradicionalmente se ha asociado a su unién alaPg, sin embargo, actualmente se
conocen otras vias de activacion de este receptor independientes de la presencia
hormonal. En este sentido, & RPg puede ser activado por la quinasa c-Src, las vias de
sefidizacion de las de MAPKsy la AKT y diferentes factores de crecimiento secretados
por los fibroblastos (Giulianelli et al., 2013). Estos mecanismos cobran relevancia s se
considera que la intoxicacion de los animales con CPF 1 mg/Kg/dia, conduce a la

activacion de laquinasa ERK 1/2 en la glandula mamaria (datos no mostrados).
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Otro receptor importante involucrado en los cambios proliferativos inducidos

por las hormonas esteroideas en la glandula mamaria, es e REa. En nuestro trabajo no
evidenciamos modificaciones en la expresion de este receptor en los animales
intoxicados con CPF en relacion a los animales control. Sin embargo, observamos una
disminucion en lafosforilacion del mismo cuando los animales fueron expuestos a CPF
1 mg/Kg/dia. En este trabgo, evaluamos particularmente la fosforilacion de este
receptor en latirosina 537, sefialada como blanco de fosforilacion parala quinasa c-Src.
Es importante aclarar, que este receptor presenta, adicionalmente, multiples residuos de

serinas cuyas fosforilaciones modifican su actividad.

La fosforilacion del REa se encuentra regulada por una amplia variedad de
moléculas y diferentes vias de sefidizacion. Sin embargo, uno de los principales
factores que regulan la actividad de esta proteina, es la presencia de su ligando
especifico, @ E,. Como discutiremos més adelante, la intoxicacion de los animales con
CPF 1 mg/K g/dia condujo a una disminucion en los niveles séricos de E,, o cual podria

explicar lamenor activacion del REa en comparacion con los animales control.

En conjunto, estos resultados indican que € CPF 1 mg/Kg/dia modula la
expresion y la activacion de los receptores esteroideos en la glandula mamaria, lo cual

podriaindicar una accion como DE en este tgjido.

Otro aspecto importante que caracteriza alos DEs, es su capacidad de modificar
los niveles circulantes de diferentes hormonas. Como mencionamos anteriormente, las
hormonas involucradas en el desarrollo de la glandula mamaria son € E,, laPg y la
prolactina. Los niveles de prolactina no fueron determinados en este estudio, debido a
gue su regulacién resulta afectada por € proceso de toma de muestra. Los niveles
circulantes de esta hormona se el evan rgpidamente en situaciones de estrés, con lo cual,
la recoleccion de la muestra se torna particularmente dificultosa. Por este motivo,
decidimos evaluar los niveles séricos de E; y Pg luego de la exposicién de los animales
a diferentes dosis de CPF durante 100 dias. Adicionalmente, determinamos la

concentracion de T, un intermediario clave en lasintesis de |0s estrégenos ovaricos.

Nuestros resultados indicaron que e CPF 1 mg/K g/dia reduce significativamente

los niveles circulantes de E, y Pg. La deplecion en los niveles circulantes de hormonas
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esteroideas pude derivar de un dafio en la funcion gonadal o de ateraciones en la

regulacion hipofisaria de |a esteroidogénesis.

Si bien son escasos |os trabajos en los que se evallan los niveles de hormonas
esteroideas en animales intoxicados con € plaguicida CPF, en la mayoria de estos
estudios se hace referencia a alteraciones oxidativas en la funcion ovérica o testicular.
En este sentido, y en concordancia con nuestros resultados, a comienzos de este afo se
publicO un estudio realizado en ratas hembras intoxicadas con CPF, en € cua se
evidencia una disminucién de los niveles circulantes de E, inducida por €l toxico (Das
et a., 2014). Este efecto, es atribuido por los autores a dafio oxidativo producido por €l
plaguicida en los ovarios de los animales. Otro grupo de investigadores observé
alteraciones en la histologia de los testiculos y en la espermatogénesis luego de
administrar CPF aratas, las cuales fueron revertidas por la presencia de melatonina, un
potente antioxidante fisiologico (Umosen and Chidiebere, 2014). Finamente, en
estudios realizados en ratas hembras, se observaron importantes cambios histol6gicos en
el ovario de los animales intoxicados con CPF, incluyendo un incremento de |la atresia
folicular, debido a la generacion de ERO (Nishi and Hundal, 2013). Resultados
similares han sido descriptos en intoxicaciones con otros DEs, como e cadmio. La
exposicion a este compuesto, disminuye significativamente los niveles circulantes de
Eo, Pgy T en ratas expuestas durante la gestacion, 1o cual se relaciona con alteraciones
en la funcion ovarica, debido a un incremento del estrés oxidativo en este 6rgano
(Jawahar et a., 2011).

Muchos plaguicidas afectan la regulacion del sistema enddcrino mediante la
alteracion de la sintesis, la degradacion o € metabolismo de las hormonas esteroideas
(Craig et al., 2011). En este sentido, Pliskova y sus colaboradores informaron la
alteracion en € metabolismo de la T y € E,, inducida por los compuestos bifenilos
policlorados, comiunmente conocidos como PCBs (Pliskova et al., 2005). Como
describimos anteriormente, la sintesis de las hormonas esteroideas se encuentra
catalizada por un conjunto de enzimas pertenecientes a la familia del citocromo P450.
Por lo tanto, las alteraciones inducidas por los plaguicidas se relacionan con la
activacion o inactivacion de estas enzimas. En particular, e CPF interfiere en €
metabolismo de la T y & E, mediante la inhibicion de diferentes miembros de esta

familia. Adicionalmente, la preincubacion de la enzima aromatasa con CPF y otros
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plaguicidas organofosforados conduce a la pérdida de su actividad, impidiendo la
sintesis de E; catalizada por la misma (Hodgson and Rose, 2006).

Resultados similares fueron descriptos por otros investigadores, quienes
demostraron que el CPF inhibe a las enzimas 33-HSD y 17B-HSD y reduce la expresion
de la proteina StAR, la cua cataliza la reaccion inicial necesaria para la sintesis de
hormonas esteroideas. Ademas, estos investigadores informaron una disminucion en los
niveles de AMPc inducidos por la union de la LH a su receptor en las células de Leydig
en rata (Viswanath et a., 2010).

En nuestros estudios, observamos una disminucion en el contenido ovarico de E;
cuando los animales fueron intoxicados con CPF 1 mg/Kg/dia. Este hecho podria estar
relacionado con alteraciones en la expresion o actividad de las enzimas
esteroidogénicas. Es preciso recordar, que la expresién de las enziimas 33-HSD vy
CY P17 es regulada positivamente por la hormona LH, la cua se encontré reducida en
los grupos de animales expuestos al plaguicida (Stocco et al., 2007). Adicionalmente, el
contenido ovarico de Pg se encontr6 levemente incrementado en los animaes
intoxicados con CPF 1 mg/Kg/dia, sin embargo, este incremento no fue

estadisticamente significativo.

Como describimos en la introduccion de esta tesis, la sintesis de las hormonas
esteroideas es regulada por los niveles de gonadotrofinas LH y FSH. Por lo tanto, la
disminucion en los niveles circulantes de hormonas esteroideas puede estar relacionada
con dteraciones en los niveles de estas hormonas hipofisarias. En este trabajo,
observamos una disminucién en los niveles circulantes de LH cuando los animales
fueron intoxicados con ambas dosis de plaguicida, 1o cual podria conducir a una
disminucion en la esteroidogénesis ovarica. En concordancia con nuestros resultados,
Muftau y sus colaboradores reportaron recientemente un incremento en e dafio
oxidativo de la adenohipdfisis en ratas machos intoxicadas con CPF, junto con una
reduccién en los niveles circulantes de LH, FSH y T. De acuerdo a los resultados de
esta investigacion, los efectos producidos por € CPF son revertidos tras la
administracion de un antioxidante natural a los animales, indicando la importancia del

dafio oxidativo en la disminucion de los niveles hormonales (Muftau et al., 2014).
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Debemos destacar, que la dosis de CPF utilizada en el mencionado estudio es de 10,6
mg/Kg, lacua superaampliamente alas utilizadas en nuestro trabgo.

El andlisis de nuestros resultados, en forma conjunta con |los datos obtenidos por
otros grupos de investigacion, indica que e CPF afecta € sistema enddcrino en
diferentes puntos claves. Por un lado, dtera los niveles de gonadotrofinas v,
adicionalmente, afecta directamente la estructura y funcién de los ovarios. Ambos
efectos, conducen a una disminucion en la sintesis ovarica de hormonas esteroidess.
Otra caracteristica en comun de estos efectos, es su relacion con e estrés oxidativo
inducido por € toxico. En el préximo capitulo, describiremos el efecto del CPF sobre el
balance redox en la glandula mamaria de los animales intoxicados con e plaguicida, asi
como también en las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231, donde observamos un
incremento en los niveles de ERO inducidas por € CPF. Las ERO se encuentran
intimamente vinculadas con diversos procesos que subyacen a desarrollo neopléasico, ya
sea a través del dafio a diferentes macromoléculas, la regulacion de factores de

transcripcion génicos o lainterferencia en diferentes vias de transduccion de sefiales.

Los efectos del CPF sobre la carcinogénesis fueron evaluados utilizando un
modelo de carcinogénesis mamaria inducida quimicamente en ratas de la cepa Sprague
Dawley. El carcindgeno utilizado fue NMU, & cua fue administrado a los animales en
tres dosis (50 mg/Kg) intraperitoneales a los 50, 80 y 110 dias de vida. La intoxicacién
con €l plaguicida comenzd alos 40 dias de vida de los animales y prolongd durante 140
dias, permitiendo que todos los animales desarrollen a menos un tumor. Estudios
realizados en este model o experimental indican que €l desarrollo y e crecimiento de los
tumores estén fuertemente regulados por hormonas y factores de crecimiento (Martin et
a., 1997, 1996a, 1996b). Entre las hormonas, € E; y la prolactina cumplen un papel
esencial durante las etapas de iniciacion y de promocién de la carcinogénesis (Martin et
al., 1997). Debido a estas caracteristicas, la induccién tumoral mediada por NMU
representa un modelo adecuado para e estudio de los efectos del CPF sobre la
carcinogénesis mamaria.

Entre los resultados més relevantes obtenidos en este modelo experimental, se
encuentran la disminucion del periodo de latencia de los tumores y el incremento del
numero de tumores por rata inducidos por € CPF. En e mismo sentido, € BPA, un

reconocido DE, disminuye €l tiempo de latencia e incrementa el nimero de tumores por
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rata en un modelo de carcinogénesis quimica (Jenkins et al., 2009; Lamartiniere et a.,

2011). Estos resultados, fueron acompafiados por un incremento en la proliferacion

celular del tgjido mamario, una disminucién de la apoptosis y la activacion proteinas

claves de diferentes vias de transduccion de sefiales como la Akt y la c-Src
(Lamartiniere et a., 2011).

Si bien observamos modificaciones en e periodo de latencia tumoral y en el
nimero de tumores por rata, la velocidad de crecimiento de los tumores no fue
modificada por €l plaguicida. Este resultado fue confirmado mediante la determinacion
del porcentgje de células que expresaban € antigeno PCNA. Adicionamente, la
intoxicacion con e plaguicida tampoco alterd la incidencia tumoral, la cual permanecio
cercana a 100 % en todos los grupos experimentales, 1o cua representa una
caracteristica de este modelo experimental (Cocca et al., 1998; Martin et a., 1997,
1996a; Riveraet a., 1994).

En conjunto, estos resultados evidencian los efectos del plaguicida sobre la
predisposicion a la carcinogénesis mamaria. Este hecho podria relacionarse con €
incremento en el porcentaje de lesiones proliferativas como la adenosis esclerosante y la
hiperplasia ductal florida, inducidas por € toxico en la glandula mamaria de los
animales. En e mismo sentido, Cabello y sus colaboradores evaluaron € efecto de otros
plaguicidas inhibidores de la actividad colinesterasa sobre la carcinogénesis mamaria.
Los plaguicidas evaluados fueron e paration y e malation, ambos pertenecientes al
grupo de compuestos organofosforados. En concordancia con nuestros resultados, estos
investigadores, observaron un incremento en la proliferacion celular en la glandula
mamaria de los animales, evidenciada tanto por un mayor nimero de TEBs y brotes
alveolares, como por un aumento en € numero de capas de células epitelides que
rodean a estas estructuras. Resulta interesante destacar que, luego de 28 meses de
intoxicacion, entre el 8,6 y e 24,3 % de los animales desarrollaron tumores mamarios,
lo cua no fue observado en & grupo control (Cabello et al., 2001). Resultados similares,
han sido demostrados luego de la administracién de E,, 1o cua confirma € efecto

estrogénico de los compuestos anteriormente mencionados (Calaf et al., 2007).

En nuestros experimentos, todos los tumores fueron carcinomas del tipo

adenoide quistico de origen ductal, los cuales presentaron patrones de crecimiento
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solidos o cribiformes y focos necréticos de tipo comedogénicos. Estas caracteristicas
fueron similares en las ratas tratadas con ambas dosis de CPF y en los animales del
grupo control. Sin embargo, en un estudio realizado por Randi y sus colaboradores en €l
ano 2006, los investigadores observaron una disminucion en e patron de crecimiento
cribiforme y un incremento en la presencia de focos necréticos del tipo comedogénicos
en los tumores provenientes de animales expuestos a toxico (Randi et a., 2006). Las
diferencias encontradas entre ambos téxicos pueden deberse a las dosis utilizadas pero,
fundamentalmente, debemos subrayar que ambos compuestos son quimicamente
diferentes, perteneciendo a distintas familias quimicas y presentando diferentes

mecanismos de accion.

Como describimos en la introducciéon de este trabgjo, la clasificacion de los
carcinomas mamarios se realiza en base a un conjunto de analisis que incluyen estudios
histopatol 6gicos, moleculares, genéticos, la patologia clinicay los perfiles de expresion
génica. En este proceso, |0s patrones de expresion de los receptores REA, RPg y HER?Z,
resultan sumamente importantes, debido a que condicionan € tratamiento de las
pacientes (Perou et a., 2000; Serlie et a., 2003, 2001). En genera los tumores del tipo
basal, los cuales no expresan ninguno de |os receptores mencionados, tienen |os peores
prondsticos, mientras que los de tipo luminal A, cuyo patrén de expresion antigenico es
similar a de la glandula mamaria normal, presentan una meor respuesta a los
tratamientos (Braun et a., 2013; Serlie et a., 2001; Sotiriou et al., 2003).

En nuestros experimentos, observamos una disminucion de la expresion de los
receptores REa y RPg en los tumores de los animales intoxicados con ambas dosis de
CPF. S bien existe una amplia variedad de estudios epidemiol6gicos que evallan la
relacion entre la exposicion a diferentes plaguicidas y la expresion tumora de los
receptores de hormonas esteroideas, |a mayoria presenta resultados contradictorios o no
concluyentes. Un estudio realizado en el afio 2001 con los plaguicidas dieldrin y
diclorodifeniltriclorohexano (DDT), por gemplo, sefidla que no existe una relacion
entre la concentracion de estos compuestos en sangre y tejido adiposo, y la expresion
del REa en los tumores de las pacientes evaluadas (Snedeker, 2001). Otros estudios, sin
embargo, han encontrado que € plaguicida hexaclorociclohexano (HCH) incrementa el
riesgo de desarrollar tumores ERa negativos, mientras que e DDT induce la respuesta

contraria. Es preciso aclarar, que los mismos autores indican realizar una interpretacion

164



Discusion | 165
Segunda parte
cautel osa de esos resultados debido al numero limitado de casos ERa negativos (Anand
et d., 2013).

Los resultados obtenidos en nuestros experimentos, indican que € plaguicida
CPF conlleva a un menor grado de diferenciacion de las cdlulas tumorales, lo cual
determina la caida de expresiéon de los receptores REa y RPg. Como mencionamos
anteriormente, los tumores de mama triple negativos, caracterizados por la ausencia de
estos dos receptores y del HER2, presentan un mal prondstico, ademés de ser
refractarios a algunos tratamientos (Serlie et a., 2001; Sotiriou et al., 2003).
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Efecto del CPF sobre € balanceredox celular y la modulaciéon delavia de

sefalizacion intracelular mediada por MAPK s. Estudiosin vitro.

Las ERO son producidas constantemente durante el metabolismo de los
organismos aerébicos y participan en e control fisiologico de diversas funciones
celulares. La exposicién a contaminantes ambientales como plaguicidas y otros
quimicos, puede afectar € equilibrio redox normal de las células (Abdollahi et al.,
2004). En particular, se ha demostrado que el CPF altera el balance redox en diferentes
sistemas experimentales (Chiapella et al., 2013; Gupta et al., 2010; Itziou et al., 2011).

Como se menciond en la introduccion de este trabajo, € incremento en e
contenido de especies oxidantes intracelulares, puede conducir a dafio de diferentes
macromoléculas. Las consecuencias de estos cambios son variadas e incluyen la
desregulacién del ciclo celular, la disminucion de la supervivencia e incluso €
desarrollo de cancer (Banerjee et a., 2014; Kamata et al., 2005; Klaunig et al., 2010).

En & primer capitulo de estatesis, describimos el efecto del CPF 50 uM sobre la
proliferacion celular en lineas celulares derivadas de adenocarcinomas mamario
humanos con diferente grado de diferenciacion. Los resultados presentados demostraron
una disminuciéon en la capacidad clonogénica inducida por € toxico, la cua fue
precedida por modificaciones en € ciclo celular y la muerte celular por necrosis.
Adicionamente, en los estudios realizados con animaes de experimentacion,
evidenciamos alteraciones que podrian relacionarse con un incremento del dafio

oxidativo en diferentes tejidos.

Los ensayos que describiremos a continuacion, tuvieron como objetivo
investigar el efecto del plaguicida CPF sobre € balance redox en las lineas celulares
MCF-7 y MDA-MB-231. Estos estudios incluyen la determinacion de los niveles de
especies oxidantes y la modulacion de los componentes antioxidantes presentes en las
cdlulas. Asimismo, se intentara describir la accién del plaguicida sobre la via de
sefidizacion de las MAPKS, con especia énfasis en la modulacion de ERK1/2, y su
relacion con las ateraciones en e equilibrio redox. Finamente, se estudiaran los
componentes antioxidantes y € dafio celular en la glandula mamaria de ratas

intoxicadas con € plaguicida de manera cronica
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Efectos del CPF sobre los niveles de especies oxidantes

Efectos del CPF sobre el contenido de ERO

Las ERO son uno de los principales factores que conducen al dafio celular. Dado
gue hemos observado una inhibicion de la proliferacion cuando las lineas celulares
MCF-7 y MDA-MB-231 fueron expuestas a CPF 50 uM, decidimos evauar las
alteraciones en el contenido de especies oxidantes presentes en estas células luego de la
exposicion a diferentes concentraciones de este compuesto durante 24 horas. El
contenido intracelular de ERO fue evaluado utilizando la sonda fluorescente DCF-2DA
y cuantificado mediante citometria de flujo. Como se observa en la figura Ill.1, la
exposicion a CPF 50 uM, produjo un aumento en & contenido de ERO en ambas lineas
celulares. En las células MCF-7, este incremento fue del 58 % (p<0,05) respecto a
tratamiento control, mientras que en la linea MDA-MB-231 e mismo fue de 108 %
(p<0,01). Cuando se utilizaron concentraciones de CPF menores a 50 uM, no se
observaron modificaciones significativas en € contenido celular de ERO en ninguna de

las lineas celulares utilizadas.
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Figura ll1l1.1. Efecto del CPF sobre € contenido de ERO. Las células fueron cultivadas en
presencia de diferentes concentraciones de CPF o vehiculo (C) durante 24 horas. El contenido
de ERO fue determinado midiendo la intensidad de fluorescencia de DCF-2DA por citometria
de flujo. En los gréficos se representa la intensidad de fluorescencia media, expresada como

porcentaje respecto a control. Se representa la media + EEM de tres experimentos
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independientes, cada uno realizado por duplicado (*p<0,05; **p<0,01; ANOVA de un factor y
Test de Dunnett a posteriori).

Contribucion del peréxido de hidrogeno al aumento de ERO

La sonda utilizada para determinar los niveles de ERO, nos brinda informacion
acerca de los niveles de todas las especies oxidantes presentes en € sistema sin
discriminar entre las mismas. Por ese motivo, decidimos evaluar la contribucion del
H.O, a aumento de fluorescencia observado previamente. Para ello, cultivamos a las
células en presencia de 30 U/ml de enzima CAT durante 15 minutos antes de la
incubacién con DCF-2DA (Gao et a., 2012). Al igual que en € experimento anterior,
las células habian sido cultivadas previamente frente a las diferentes concentraciones
del plaguicida durante 24 horas. El agregado de CAT revirtio completamente €
aumento en los niveles de ERO producido por € CPF 50 uM en la linea MCF-7,
llevando los niveles de las especies oxidantes a valores comparables a los del
tratamiento control. En la linea MDA-MB-231, € efecto dd CPF 50 uM sobre los
niveles de ERO no fue revertido completamente por e agregado de CAT exdgena,
observandose un incremento del 85,7 % (p<0,01) respecto al control (Fig. 111.2).

Debido a que la enzima CAT cataliza la degradacion de H,O,, nuestros
resultados indican que esta especie quimica es la principal responsable del incremento
de ERO observado en las células MCF-7, mientras que, en la linea celular MDA-MB-
231, el CPF 50 uM incrementa los niveles de otras especies oxidantes que contribuyen

al desbalance redox sefialado previamente.
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Figura Il11.2. Contribucién del H,O, al aumento de ERO. Las células fueron cultivadas en
presencia de diferentes concentraciones de CPF o vehiculo (C) durante 24 horas. Para eliminar
e H,0, producido durante la intoxicacién, se adicionaron 30 U/ml de CAT a cada pocillo y se
incubaron durante 15 minutos a 37 °C. El contenido intracelular de ERO fue determinado
midiendo laintensidad de fluorescencia de DCF-2DA por citometria de flujo. En los gréficos se
representa la intensidad de fluorescencia media, expresada como porcentgje respecto al control.
Los datos corresponden d valor promedio + EEM de dos experimentos independientes, cada
uno realizado por duplicado (**p<0,01; ANOVA de un factor y test de Dunnett a posteriori).

Efecto del CPF sobrelosnivelesdel aniéon O,

Como describimos anteriormente, el CPF 50 uM incrementa los niveles de ERO
en lalinea celular MDA-MB-231 y este efecto no es revertido por la presenciade CAT
en e medio de cultivo. Con & fin de comprobar la existencia de otras especies
oxidantes, evaluamos la presencia O, en esta linea celular expuesta a CPF 50 uM o
vehiculo. Debido ala gran reactividad de esta molécula, su determinacién fue realizada
mediante |a formacion de un aducto utilizando un atrapador de espin como € DMPO. El
aducto formado entre e DMPO-O," resultainestable y rapidamente se transformaen el
aducto DMPO-HO'. La presencia de este aducto fue posteriormente determinada
mediante EPR como se indicaen € apartado de materiales y métodos de este trabajo.
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Debido aqued anion O, es una especie quimica atamente inestable (Boveris,
1998), decidimos evaluar su presencia siguiendo diferentes protocolos de trabgo, los
cuales se detallan a continuacion:
A- Las células fueron expuestas a CPF 50 uM en presencia de DMPO 50 mM
durante 1 hora.
B- Las células fueron expuestas a CPF 50 uM durante 24 horas, y e DMPO 50

mM fue agregado al cultivo 1 hora antes de su medicion.

Cabe mencionar, que las concentraciones de DM PO reportadas en la literatura
resultaron sumamente toxicas para las células utilizadas en este trabgjo, causando la
muerte de las mismas luego de 15 minutos de exposicion. Por este motivo, decidimos
realizar los experimentos utilizando concentraciones menores de DMPO que las
recomendadas en la bibliografia. Como control positivo del experimento, se determiné
la generacion del aducto DMPO-HO' mediante |a reaccién de Fenton.

Laformacion del aducto DMPO-HO' queda evidenciada mediante €l registro de
su espectro caracteristico de cuatriplete 1:2:2:1 con a" = a' = 14,9 gauss (Rosen and
Freeman, 1984) (Fig. 111.3.C), € cual no fue observado en las cdlulas MDA-MB-231 en

ninguna de las condiciones experimental es evaluadas (Fig. 111.3A y 111.3.B).
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Figuralll.3. Determinacion deO, . Ladeterminaciondea O, fue reaizada mediante EPR.
L as determinaciones fueron realizadas a temperatura ambiente. Los espectros fueron medidos a
20 mW de potencia, 0,5 G de amplitud modulada, 1 x 10° de ganancia, tiempo de conversion
164 ms, constante de tiempo 164 ms. NUmero de barridos: 9. Volumen de muestra 100 pl. A)
células MDA-MB-231 previamente incubadas en presencia de CPF 50 uM y DMPO 50 mM
durante 1 hora. B) células MDA-MB-231 previamente incubadas en presencia de CPF 50 uM
durante 24 horas a las cuales se les adicioné DMPO 50 mM 1 hora antes de su medicién. C)

reaccion de Fenton.

Efecto del CPF sobrelosnivelesde ERN

Como describimos anteriormente, las ERN son un grupo de compuestos
guimicos altamente reactivos derivados del éxido nitrico. En las células animales, la
reaccion del éxido nitrico con el anién O, dalugar alaformacién de ONOO , unade
las especies mas oxidantes dentro de este grupo. Estas especies quimicas actlan en
conjunto con las ERO produciendo dafio en las células y provocando estrés nitrosativo.
Los niveles de ERN fueron determinados por citometria de flujo utilizando la sonda
fluorescente DAF-2DA en ambas lineas cdlulares cultivadas en presencia de diferentes
concentraciones de CPF o vehiculo durante 24 horas. Como se observaen lafiguralll.4
la exposicion de las células MCF-7 a CPF 50 uM no modifico los niveles de ERN
respecto a los valores obtenidos en las células control. En cambio, en la linea MDA -
MB-231, las células expuestas a CPF 50 uM presentaron valores de ERN que superaron
en 21,5 % (p<0,01) los niveles obtenidos en las células expuestas a vehiculo. El cultivo
de ambas lineas celulares en presencia de concentraciones menores de CPF no produjo

modificaciones en este pardmetro.
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Figura ll1.4. Efecto del CPF sobre € contenido de ERN. Las células fueron cultivadas en
presencia de diferentes concentraciones de CPF o vehiculo (C) durante 24 horas. El contenido
de ERN fue determinado midiendo la intensidad de fluorescencia de DAF-2DA por citometria
de flujo. En los gréficos se representa la intensidad de fluorescencia media, expresada como
porcentaje respecto ad control. Se representa € valor promedio £+ EEM de dos experimentos
independientes, cada uno realizado por duplicado (**p<0,01; ANOVA de un factor y Test de
Dunnett a posteriori).

Efectos del CPF sobre d sistema antioxidante celular

A lo largo de su historia evolutiva, los organismos aerébicos han incorporado
numerosos mecanismos de defensa ante el incremento intracelular de las ERO. Entre las
diferentes estrategias se incluyen mecanismos preventivos, de reparacion, defensas
fisicas y defensas antioxidantes. El sistema antioxidante celular incluye a los
componentes enzimaticos, entre 1os que se encuentran las enzimas SOD y CAT, y a
compuestos no enzimaticos entre los que se encuentra € GSH. En condiciones

normales, existe un equilibrio entre las ERO y |as defensas antioxidantes.

Debido a que hemos observado un incremento en los niveles de ERO celulares
luego de la exposicion a CPF 50 uM durante 24 horas, nos propusimos evauar la

actividad de | os diferentes componentes antioxidantes en presencia del plaguicida.
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Efecto sobre € contenido delaenzima CAT

La proteina CAT es un componente clave del sistema antioxidante celular. Esta
enzima elimina e exceso de H,O, que puede generar dafio en los sistemas biol 6gicos.
Lafiguralll.5 muestra el contenido de CAT en lisados celulares luego de la exposicién
a diferentes concentraciones de CPF durante 24 horas, determinado mediante western
blot. Como puede observarse, € contenido de CAT no se vio afectado por la exposicion

al CPF en ninguna de las concentraciones evaluadas. Este resultado fue similar en

ambas lineas celulares (Fig. I11.5).
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Figura l11.5. Efecto sobre €l contenido de la enzima CAT. Las células fueron cultivadas en
presencia de diferentes concentraciones de CPF o vehiculo (C) durante 24 horas. La expresion
delaenzima CAT se determiné por western blot. Se muestran las fotografias de un experimento
representativo. Debgjo de cada grupo de fotografias, se representa gréficamente la
cuantificacién densitométrica de la sefial correspondiente a CAT normalizada respecto a
contenido de B-actina en cada calle. Las barras representan la media + EEM de dos
experimentos independientes (p:ns; ANOVA deun factor y Test de Dunnett a posteriori).
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Efecto sobrela actividad CAT

Debido a que no observamos modificaciones en e contenido de la proteina
CAT, decidimos investigar s e CPF modifica la actividad de dicha enzima en nuestro
sistema de estudio. La actividad CAT fue evaluada siguiendo espectrof otométricamente
la disminucion de la concentracion de H,O,. Como se observa en la figura I11.6, la
exposicion de las células MCF-7 a CPF 5 y 50 uM durante 24 horas resultd en un
incremento de laactividad CAT respecto ala actividad presente en las células expuestas
al vehiculo durante e mismo tiempo. Este incremento fue del 75,4 % (p<0,01) cuando
las células fueron cultivadas en presencia de CPF 5 uM y 54,2 % (p<0,01) cuando la
concentracion del plaguicida fue 50 pM. Concentraciones menores de CPF no
modificaron la actividad de esta enzima respecto a tratamiento control. En la linea
MDA-MB-231, la incubaciéon de las células en presencia de CPF 0,5, 5 y 50 uM
condujo a un incremento no significativo en la actividad CAT respecto a mismo
pardmetro evaluado en las células control. La menor concentracion de CPF ensayada

(0,05 uM) no produjo modificaciones en la actividad CAT de estalinea celular.
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Figura I11.6. Efecto sobre la actividad CAT. Las células fueron cultivadas en presencia de
diferentes concentraciones de CPF o vehiculo (C) durante 24 horas. La actividad de la enzima
CAT fue determinada espectrofotométricamente a 240 nm. En los graficos se representa la
actividad CAT presente en cada muestra como porcentgje respecto a control. Se muestra la
media =+ EEM de tres experimentos independientes, cada uno redizado por duplicado
(**p<0,01; ANOVA deunfactor y Test de Dunnett a posteriori).
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Efecto sobrela expresién de SOD

La SOD es una enzima que se encuentra presente en todos los tipos celulares y
tiene un papel fundamental en la proteccion de las células y tegjidos contra €l estrés
oxidativo. Si bien existen diferentes isoformas, todas catalizan la dismutacion del
radical O," generando H,O,. Su actividad se encuentra regulada por los niveles de
H.O. vy, por lo tanto, presenta mecanismos de retroalimentacion con la enzima CAT
(Gottfredsen et a., 2013; Tarhan and Tizmen, 2000). La determinacion del contenido
celular de la isoforma citosolica, denominada CuZn SOD, fue realizada mediante
western blot en lisados de células expuestas a diferentes concentraciones de CPF
durante 24 horas. Como se muestraen lafigurall1.7, € contenido de esta proteina no se
encontré afectado significativamente por la exposicion a CPF en ninguna de las

concentraciones evaluadas. Este resultado fue similar en ambas lineas celul ares.
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Figura I11.7. Efecto sobre e contenido de la enzima CuzZn SOD. Las células fueron
cultivadas en presencia de diferentes concentraciones de CPF o vehiculo (C) durante 24 horas.
La expresiéon de la enzima CuzZn SOD fue determinada por western blot. Se muestran las
fotografias de un experimento representativo. Debajo de cada grupo de fotografias se representa
graficamente la cuantificacion densitométrica de la sefia correspondiente a Cuzn SOD
normalizada respecto al contenido de B-actina en cada calle. Se representa la media+ EEM de

dos experimentos independientes (p:ns; ANOV A de un factor y Test de Dunnett a posteriori).
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Efecto sobrela actividad SOD

Debido a que no observamos modificaciones en la expresion de la proteina
Cuzn SOD, decidimos investigar si el CPF modifica la actividad de dicha enzima en
nuestro sistema de estudio. La actividad SOD fue evaluada espectrofotométricamente
como se detallé en los materiales y métodos. Como se observa en la figura 111.8, la
exposicion de las células MCF-7 a CPF 5 y 50 uM condujo a una disminucion en la
actividad SOD celular. Si bien esta diferencia solo fue significativa cuando las células
se cultivaron en presencia de CPF 50 uM (57,1 % por debagjo del control, p<0,05),
también se encontré una tendencia a la disminucion de la actividad SOD cuando las
células fueron expuestas a CPF 5 uM (48,5 % por debgo del control, p:ns). La
exposicion de esta linea celular a CPF 0,5 y 0,05 uM no modifico la actividad
enzimatica. Por otra parte, en la linea celular MDA-MB-231, no encontramos

diferencias respecto a tratamiento control con ninguna de las concentraciones de CPF

utilizadas.
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Figura 111.8. Efecto sobre la actividad SOD. Las células fueron cultivadas en presencia de
diferentes concentraciones de CPF o vehiculo (C) durante 24 horas. La actividad de la enzima
SOD fue determinada espectrof otométricamente como se detalla en materiales y métodos. En
los gréficos se representa la actividad SOD presente en cada muestra como porcentaje respecto
al control. Se muestra el valor promedio + EEM de tres experimentos independientes, cada uno
realizado por duplicado (* p<0,05; ANOVA de un factor y Test de Dunnett a posteriori).
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Evaluacion dela capacidad antioxidante basal de las lineas celulares

Debido alas diferencias observadas en |a respuesta antioxidante de ambas lineas
celulares frente a CPF 50 uM, decidimos evaluar los niveles basales de las enzimas
CAT y SOD de las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231. Para €llo, las células
fueron cultivadas durante 24 horas en presencia de EtOH 0,5% (vehiculo) y las
actividades enziméticas fueron evaluadas. Nuestros resultados mostraron que las células
MDA-MB-231 presentan mayores niveles antioxidantes que la linea celular MCF-7. De
esta manera, la linea celular MCF-7 muestra una actividad CAT media de 1,88 + 0,27
U/mg proteina, mientras que las células MDA-MB-231 la actividad basa de esta
enzima asciende a 5,75 + 1,76 U/mg proteina. Por otra parte, la actividad media de la
enzima SOD fue de 1,29 + 0,36 y 5,9 £ 0,97 U/mg proteina en las lineas MCF-7 y
MDA-MB-231 respectivamente (Fig. 111.9). Como discutiremos proximamente, es
posible que este hecho sea la causa de las diferencias observadas frente ala exposiciéon a

CPF 50 uM en ambas lineas celulares.
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Figura 111.9. Niveles basales de actividad CAT y SOD. Las células fueron cultivadas en
presencia de EtOH 0,5 % durante 24 horas. La actividad de las enzimas CAT y SOD fue
determinada espectrofotométricamente. En los graficos se representan las actividades
enzimaticas en ambas lineas celulares como unidades enzimaticas por mg de proteina. Se
muestralamedia+ EEM de dos experimentos independientes, cada uno realizado por duplicado
(*p<0,05; T-test para muestras no apareadas).
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Efecto sobre & contenido de GSH

El GSH es e péptido mas abundante de las células y presenta importantes
funciones en la homeostasis celular. Ademas de participar directamente en la
neutralizacion de ERO, actia como cofactor de varias enzimas antioxidantes.
Adicionalmente, & GSH participa en la eliminacion de compuestos toxicos a través de
la conjugacion catalizada por la enzima GST. La figura I11.10 muestra los niveles de
GSH presentes en ambas lineas celulares cultivadas en presencia del plaguicida durante
24 horas. Este pardmetro fue evaluado espectrofotométricamente mediante la
determinacion del contenido de grupos -SH presentes en las células. La incubacién de
ambas lineas celulares con diferentes concentraciones de CPF no produjo cambios
significativos en & contenido intracelular de GSH, indicando que este mecanismo no es

importante en la defensa celular contra el estrés oxidativo inducido por el toxico.
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Figura 111.10. Efecto sobre el contenido celular de GSH. Las células fueron cultivadas en
presencia de diferentes concentraciones de CPF o vehiculo (C) durante 24 horas. El contenido
de GSH fue determinado espectrofotométricamente. En |os gréficos se representa el contenido
de GSH presente en cada muestra como porcentgje respecto al control. Se muestra la media +
EEM de dos experimentos independientes, cada uno realizado por duplicado (p:ns; ANOVA de
un factor y Test de Dunnett a posteriori).
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Efectos sobre & dafo oxidativo a macromoléculas

Como se describio anteriormente, e cultivo de ambas lineas celulares en
presencia de CPF 50 uM durante 24 horas condujo a un incremento en los niveles de
ERO junto con una respuesta por parte del sistema antioxidante enzimatico. En €
primer capitulo de esta tesis, describimos los efectos del CPF 50 yuM sobre la
proliferacion celular, donde observamos una disminucion en la capacidad clonogénica
asociada a alteraciones del ciclo celular seguidas por un incremento de células
necroticas. Con € fin de investigar la participacion de las ERO y las ERN en estos
procesos, decidimos evaluar € dafio oxidativo a diferentes macromoléculas producido
por el CPF. Especificamente, analizamos € efecto de este plaguicida sobre la

peroxidacion lipidicay la nitracion de proteinas.

Efectos del CPF sobre el dafio alipidos

El dafio a lipidos fue evaluado mediante la cuantificacion de TBARS, luego de
la exposicion de las células a diferentes concentraciones de CPF o vehiculo durante 24
horas. EIl MDA es uno de los principal es productos generados a partir de la degradacion
oxidativa de los écidos grasos insaturados de las membranas celulares. Este compuesto
reacciona con €l &cido tiobarbiturico dando lugar ala aparicion de un compuesto rosado

cuantificable.

Como se observa en lafigura I11.11, la exposicion de las células MCF-7 a CPF
50 uM increment6 la peroxidacion lipidica en un 50,4 % (p<0,05). Sin embargo, una
menor concentracion de CPF (0,05 uM) no produjo modificaciones en el dafio a las
membranas de estas células. En lalinea celular MDA-MB-231, en cambio, ninguna de
las concentraciones de CPF utilizadas modificd significativamente la peroxidacion
lipidica. Como discutiremos méas adelante, este resultado podria relacionarse con los

mayores niveles de enzimas antioxidantes CAT y SOD presentes en estalinea celular.
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Figura I11.11 Efecto sobre la peroxidaciéon lipidica. Las células fueron cultivadas en
presencia de diferentes concentraciones de CPF o vehiculo (C) durante 24 horas. La
peroxidacion lipidica fue evaluada por cuantificacion de TBARS. En los gréficos se representan
los niveles de peroxidacion lipidica presentes en cada muestra como porcentgje respecto a
control. Se muestra la media + EEM de tres experimentos independientes, cada uno realizado
por duplicado (* p<0,05; ANOVA deun factor y Test de Dunnett a posteriori).

Dafio oxidativo a proteinas

Como describimos en la introduccion de este trabajo, las ERN constituyen un
conjunto de moléculas altamente reactivas derivadas del Oxido nitrico. EI ONOO
producto de la reaccién del éxido nitrico con € anion O, , es una especie quimica
altamente oxidante capaz de reaccionar con un gran nimero de moléculas. Entre ellas,
la reaccion con los residuos tirosinicos de diferentes proteinas ha sido muy estudiada y

es utilizada como método de deteccion de dafio celular causado por estrés nitrosativo.

Previamente describimos un incremento en los niveles de ERN en las células
MDA-MB-231 expuestas a CPF 50 uM. Con € fin de estudiar € dafio a proteinas
inducido por estas especies, evaluamos la nitracion de residuos tirosinicos en ambas
lineas celulares cultivadas en presencia de CPF (0,05 y 50 uM) o vehiculo durante 24
horas (Fig. 11.12), Como puede observarse, e CPF no incremento significativamente la
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nitracion proteica en ninguna de las lineas celulares estudiadas. Este resultado fue

independiente de la concentracion de plaguicida utilizada.
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Figura I11.12. Efecto del CPF sobre la nitracion proteica. Las células fueron cultivadas en
presencia de diferentes concentraciones de CPF o vehiculo (C) durante 24 horas. A) La
presencia de nitrotirosinas fue determinada por western blot. Se muestran las fotografias de un
experimento representativo. B) Representacion gréfica de la cuantificacion densitométrica de la
sefid correspondiente a las bandas sefialadas (30, 35, 37, 55 y 65 KDa), normalizadas respecto
al contenido de [B-actina en cada cale. Se representa la media £ EEM de dos experimentos

independientes (p:ns; ANOVA de un factor y Test de Dunnett a posteriori).

Implicancias del desbalance redox sobre la capacidad clonogénica celular

En los ensayos descriptos anteriormente, identificamos un incremento de las
ERO en ambas lineas celulares cultivadas en presencia de CPF 50 uM durante 24 horas.
En las c8lulas MDA-MB-231, adicionalmente, observamos un leve incremento en las
ERN sin alteraciones en los niveles de nitrotirosinas. Estos resultados podrian
evidenciar un papel importante de las ERO en €l efecto antiproliferativo causado por €l

plaguicida.
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Con € fin de verificar la implicancia de las ERO sobre la disminucion de la
capacidad clonogénica producida por € CPF 50 uM, decidimos evaluar |a proliferacion
celular en presencia de la enzima CAT, la cual cataiza la descomposicion del H,0,,
dando como resultado oxigeno y agua. En primer lugar, con € fin de seleccionar la
actividad CAT que se utilizara en €l experimento, investigamos € efecto de esta enzima
sobre la proliferacion en ambas lineas celulares. Las actividades evaluadas fueron 10, 30
y 60 U/ml, de acuerdo a experiencias previas de nuestro grupo de trabajo en otras lineas
celulares. Como se observa en lafigura 111.13, la presencia de 60 U/ml de CAT redujo
la capacidad clonogénica en las células MCF-7 en un 40,7 % (p<0,05), mientras que no
se observaron cambios en la capacidad clonogénica cuando utilizamos menores
concentraciones de la enzima. En la linea MDA-MB-231, ninguna de las

concentraciones enzimaticas modifico la formacion de colonias.

Debido a que 30 U/ml de CAT no afectaron la capacidad clonogénica en
ninguna de las lineas celulares, y dado que fue la concentracion utilizada en la
determinacion de la contribucion del H,O; en e incremento de ERO producido por €l

CPF, esta fue la concentracion enzimatica sel eccionada para | os ensayos posteriores.

MCEF-7 MDA-MB-231

150 1 150 1

T

1004 == T T

1001 == I

501 50 4

Proliferacion celular (%)
*
Proliferacion celular (%)

0 T T T T 0 T T T T
C 10 30 60 C 10 30 60

CAT (U/ml) CAT (U/ml)

Figura 111.13 Efecto de la CAT sobre la capacidad clonogénica. Las células fueron
expuestas a concentraciones variables de CAT durante 10 dias. En los gréficos se muestran 1os
porcentajes de colonias formadas en ambas lineas celulares para cada concentracion estudiada
respecto a control. Las barras representan la media £+ EEM de tres experimentos
independientes, cada uno realizado por duplicado (*p<0,05; ANOVA de un factor y Test
Dunnett a posteriori).
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Una vez seleccionada la concentracion de CAT, las células fueron expuestas a
diferentes concentraciones de CPF, en presencia y ausencia de 30 U/ml de CAT.
Nuestros resultados mostraron que la presenciade CAT protege alas células frente alos
efectos antiproliferativos inducidos por € CPF 50 uM. Este resultado fue observado en
ambas lineas celulares e indica un papel preponderante de las ERO en la disminucion de
laproliferacién producida por e plaguicida (Fig. 111.14).
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Figura 111.14. Efecto de la enzima CAT sobre el efecto antiproliferativo inducido por €
CPF. Las células fueron expuestas a CPF o vehiculo (C), en presenciay ausencia de 30 U/ml de
CAT durante 10 dias. En los gréficos se muestran los porcentgjes de colonias formadas en
ambas lineas celulares para cada concentracion estudiada respecto a correspondiente control.
Las barras representan lamedia+ EEM de dos experimentos independientes, cada uno realizado
por duplicado (* p<0,05; ***p<0,001; ANOVA de un factor y Test Dunnett a posteriori).

Vias de sefializacion implicadas en la muerte celular inducida por CPF

Un nimero importante de investigaciones coinciden en que €l estrés oxidativo
constituye un elemento clave en la activacion de diferentes vias de transduccion de
sefides (Afanas’ev, 2011; Kamata et al., 2005; Liu et al., 2008; Wu, 2006). Las MAPKs
conforman una familia de quinasas encargadas de trasferir sefiales extracelulares hacia
el interior de las células, regulando una amplia variedad de procesos a través de la

activacion de diferentes proteinas. En células de mamiferos, se han descripto tres
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proteinas. p38, JNK y ERK1/2 las cuades son activadas por estrés oxidativo
(Cruickshanks et al., 2012; Kamata et al., 2005; Subramaniam and Unsicker, 2010;
Torres, 2003; Wu, 2006). Por |o expuesto anteriormente, decidimos evaluar €l efecto del
CPF sobre la activacion de las proteinas p38 y ERK1/2 en las diferentes lineas celulares

y su relacion con los efectos sobre € sistema redox observados previamente.

Efecto sobrelafosforilacion dela proteina p38

Un importante miembro de la familia de las MAPKs es la proteina p38. Esta
proteina es inducible por las ERO y su activacion se encuentra relacionada con la
muerte celular. Con el objetivo de investigar € efecto del CPF sobre la regulacion de
esta proteina, evaluamos su fosforilacion en ambas lineas celulares expuestas a
diferentes concentraciones de CPF durante 5 y 15 minutos. Como se observa en la
figura I11.15, la exposicion de las células MCF-7 a ambas concentraciones de CPF no
produjo modificaciones en la fosforilacion de la proteina p38 en ninguno de los tiempos
evaluados. Sin embargo, en la linea celular MDA-MB-231, evidenciamos un
incremento significativo en los niveles de p-p38 respecto a los niveles presentes en €

control cuando las céulas fueron expuestas a CPF 50 UM durantel5 minutos.
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Figura 111.15. Efecto del CPF sobre la fosforilacién de p38. Las céulas fueron privadas de
suero durante 24 horas y luego expuestas a diferentes concentraciones de CPF o vehiculo (C)
durante 5y 15 minutos. Lafosforilacion de la proteina p38 fue determinada por western blot. Se
muestran las fotografias de un experimento representativo. Sobre cada conjunto de fotografias
se representan gréficamente la cuantificacion densitométrica de la sefid de p-p38 normalizada
respecto a contenido de B-actina presente en cada calle. Se representa la media+ EEM de dos
experimentos independientes. Los resultados se expresan como porcentagje respecto a
tratamiento control para cada tiempo evaluado (** p<0,01 vs. su respectivo control; ANOVA de
un factor y Test Dunnett a posteriori).

Efecto sobrelafosforilacion dela proteina ERK 1/2

Otro miembro de la familia MAPKSs es la quinasa ERK1/2. Como describimos
anteriormente, e incremento en las ERO ha sido relacionado con la activacion de varias
vias de transduccién de sefiales, incluyendo la proteina ERK1/2. El efecto del CPF
sobre la activacion de ERK1/2 fue evaluado mediante western blot, analizando su
fosforilacion en células expuestas a CPF (0,05 y 50 uM) o vehiculo durante diferentes
tiempos. Como muestra la figura I11.16, e plaguicida increment6 la fosforilacion de
ERK1/2 en ambas lineas celulares. En la linea MCF-7 (Fig. I11.16.A), el CPF 50 uM
produjo un incremento en la fosforilacion de esta quinasa luego de 15 minutos de
exposicion (50,0 %, p<0,05) y la misma se mantuvo elevada hasta 1 hora posterior al
agregado de CPF 50 uM (92,3 %, p<0,01).

En lalinea celular MDA-MB-231 (Fig. I11.16.B), observamos un incremento del
39,4 % (p<0,05) en la fosforilacion de ERK1/2 luego de 5 minutos de exposicion a
plaguicida (50 uM). En estas células, también detectamos un incremento en los niveles
de p-ERK1/2 cuando las células fueron cultivadas en presencia de CPF 50 uM durante
15 minutos (76,9 %, p<0,01). Luego de 1 hora de exposicién a CPF, si bien se observd
un leve incremento en los niveles de p-ERK1/2 respecto a tratamiento control, el

mismo no fue significativo estadisticamente.
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Figura 111.16. Efecto del CPF sobre la fosforilacion de ERK1/2. Las células (A) MCF-7 y
(B) MDA-MB-231 fueron privadas de suero durante 24 horas y luego expuestas a CPF (0,05 y
50 uM) o vehiculo (C) durante diferentes tiempos. La fosforilacion de la proteina ERK1/2 fue
determinada por western blot. Se muestran las fotografias de un experimento representativo.
Sobre cada conjunto de fotografias se representan gréficamente la cuantificacion densitométrica
de la sefial de p-ERK1/2 normalizada respecto a contenido de ERK1/2 total presente en cada
calle. Los resultados se expresan como porcentaje respecto a tratamiento control en cada
tiempo evaluado. Se representa la media = EEM de dos experimentos independientes (* p<0,05;
**p<0,01 vs. su respectivo control; ANOVA de un factor y Test Dunnett a posteriori).

Efecto de la fosforilacion de la proteina ERK1/2 y p38 sobre la proliferacion

celular

La activacion de las proteinas p38 y ERK 1/2 han sido ampliamente rel acionadas
con los procesos de muerte y proliferacion celular. Como se discutira mas adelante en
este trabagjo, si bien la activacion de ERK1/2 ha sido tradicionalmente relacionada con
efectos proliferativos, en los Ultimos afios se han publicado numerosos trabajos que
documentan su papel en los procesos de muerte celular (Meng et a., 2012
Subramaniam and Unsicker, 2010).
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Debido a que observamos un incremento en la fosforilacion de dichas proteinas
en las células expuestas a CPF 50 pM, decidimos evaluar s la disminucion en la
capacidad clonogénica observada anteriormente, se encuentra relacionada con la
activacion de estas quinasas. Para ello, evaluamos la proliferacion celular en presenciay
ausencia de diferentes inhibidores de las MAPK. Por un lado, utilizamos € compuesto
SB203580, e cua inhibe especificamente la fosforilacion de la proteina p38. Por otra
parte, utilizamos el compuesto PD98059, e cual inhibe especificamente a la quinasa

MEK?1, impidiendo de esta manerala posterior fosforilacion de ERK1/2.

La concentracion utilizada de SB203580 fue seleccionada en base a la
bibliografia, como se describié en e apartado de materiales y métodos de esta tesis. En
cuanto a inhibidor de ERK1/2, estudiamos la capacidad clonogénica de ambas lineas
celulares en presencia de diferentes concentraciones del inhibidor PD98059 con € fin
de determinar la concentracion que usariamos en los ensayos posteriores. Como se
observa en la figura 111.17, en la linea celular MCF-7, todas las concentraciones del
inhibidor ensayadas afectaron la capacidad clonogénica, siendo esta reduccion
significativa cuando la concentracion del inhibidor fue 10 uM (42,4 %, p<0,01) y 30
UM (79,5 %, p<0,001). En la linea celular MDA-MB-231, € inhibidor PD98059 en
concentracion 30 UM redujo significativamente la capacidad clonogénica de las células
(59,5 %, p<0,05), mientras que las concentraciones 5 y 10 uM no afectaron
significativamente este pardmetro. Por este motivo, decidimos utilizar la menor
concentracion de PD98059 (5uM), con € fin de asegurar que la capacidad clonogénica

no sea af ectada
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Figura 111.17. Efecto del inhibidor PD98059 sobre la proliferacion celular. Las células
fueron expuestas a diferentes concentraciones del inhibidor de MEK1, PD98059, durante 10
dias. En los gréficos se muestran los porcentajes de colonias formadas en ambas lineas celulares
para cada concentracion estudiada respecto a correspondiente control. Las barras representan la
media £ EEM de dos experimentos independientes, cada uno realizado por duplicado (* p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ANOVA de un factor y Test Dunnett a posteriori).

Una vez seleccionadas las concentraciones de los inhibidores, evaluamos su
efecto sobre la proliferacion celular en presencia de diferentes concentraciones de CPF.
Debido a que observamos un incremento en la fosforilacion de la proteina p38 en la
linea celular MDA-MB-231 expuesta a CPF 50 uM, evaluamos la proliferacion celular
en estas células en presencia del inhibidor de p38. Como se observa en la figura 111.18,
el efecto antiproliferativo gercido por e CPF no se encontré modificado en presencia
de este inhibidor SB203580, indicando que la activacion de esta via de sefializacion no
congtituye un evento significativo en lainhibicion de la capacidad clonogénicainducida

por €l téxico.

Adicionamente, dado € aumento de p-ERK1/2 en ambas lineas celulares
expuestas a CPF 50 uM, analizamos €l efecto del inhibidor de MEK1, PD98059, sobre
la capacidad clonogeénica en presencia de diferentes concentraciones del plaguicida.
Como puede observarse, la inhibicion de la fosforilacion de ERKL1/2 evitd la

disminucion en la capacidad clonogénica producida por € CPF 50 uM en las células
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MDA-MB-231. Este ensayo solo fue realizado en la linea celular MDA-MB-231, dado
gue la exposicién combinada de CPF y PD98059 no permitié € crecimiento de las
células MCF-7.
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Figura 111.18. Efecto de la fosforilacion de las proteinas p38 y ERK1/2 sobre la
proliferacién celular. Las células fueron expuestas a diferentes concentraciones de CPF o
vehiculo (C), en presencia 'y ausencia de SB203580 (10 uM) o PD98059 (5 uM) durante 10
dias. En los gréficos se muestran los porcentajes de colonias formadas para cada concentracion
de CPF estudiada respecto al tratamiento control. Las barras representan lamedia+ EEM de dos
experimentos independientes, cada uno realizado por duplicado (*p<0,05; **p<0,01 vs. su
respectivo control; ANOVA de un factor y Test Dunnett a posteriori).

Relacion entre el estrés oxidativo y la fosforilacién de ERK 1/2

Muchos autores han demostrado una relacion entre € incremento de especies
oxidantes en las células y la activacion de diferentes vias de sefializacion, entre ellas la
viadelas MAPK (Torres, 2003; Yoon et a., 2002). Como mostramos anteriormente, la
exposicion a CPF 50 uM durante 15 minutos increment6 la fosforilacién de ERK1/2 en

ambas lineas celulares.

Debido a que € efecto inhibitorio producido por e CPF 50 uM sobre la
capacidad clonogénica fue revertido tanto por la presencia de CAT como por €
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inhibidor de ERK1/2, decidimos evaluar la relacion entre € incremento de ERO y la
fosforilacion de esta quinasa. Para ello, analizamos la fosforilacién de dicha proteina en
células expuestas a CPF 50 uM durante 15 minutos en presencia y ausencia de CAT.
Adicionalmente, se evalud la combinacion del inhibidor de MEK1 y CPF 50 uM como
control. La exposicion de ambas lineas celulares a CPF 50 uM condujo a un incremento
en la fosforilacion de ERK1/2, e cual fue revertido completamente tanto por el
agregado de CAT como de PD98059 (Fig. 111.19).

MCF-7 MDA-MB-231
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Figura 111.19. Relacion entre el estrés oxidativo y la fosforilacion de ERK1/2. Las células
fueron privadas de suero durante 24 horas 'y luego expuestas durante 15 minutos a: a) vehiculo,
b) CPF 50 pM, c) CPF 50 uM + catalasa 30 U/ml y d) CPF 50 uM luego del pre-tratamiento
con PD95058 (5 uM). Lafosforilacién de la proteina ERK 1/2 fue determinada por western blot.
Se muestran las fotografias de un experimento representativo. Debgjo de cada grupo de
fotografias, se representa gréficamente la cuantificacion densitométrica de la sefial de p-ERK 1/2
normalizada respecto al contenido de a-tubulina presente en cada cale. Se representala media +
EEM de tres experimentos independientes (*p<0,05 vs. control, #p<0,05 vs. CPF 50 uM,
###p<0,001 vs. CPF 50 uM; ANOVA de un factor y Test de comparacién multiple de Tukey a

posteriori).
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Con € fin de confirmar € papel de las ERO en la activacion de la quinasa
ERK1/2, evaluamos | os niveles de especies oxidantes en un tiempo previo al incremento
de p-ERK1/2 observado. Para ello, ambas lineas celulares fueron expuestas a CPF (0,05
y 50 uM) o vehiculo durante 10 minutos y la formacién de ERO fue evaluada por
citometria de flujo como se describié anteriormente. Como se observa en la figura
[11.20, e cultivo de ambas lineas celulares en presencia de CPF 50 uM durante 10
minutos condujo a un incremento en el contenido intracelular de ERO respecto al
tratamiento control. Este incremento fue de un 46,4 % (p<0,05) en las c8lulas MCF-7 y
de 77,5 % (p<0,05) en las células MDA-MB-231.
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Figura 111.20. Efectos del CPF sobre la generacion rapida de ERO. Las células fueron
cultivadas en presencia de diferentes concentraciones de CPF o vehiculo (C) durante 10
minutos. El contenido intracelular de ERO fue determinado midiendo la intensidad de
fluorescencia de DCF-2DA por citometria de flujo. En los gréficos se representa la intensidad
de fluorescencia media, expresada como porcentaje respecto a control. Se representala media
EEM de dos experimentos independientes, cada uno realizado por duplicado (*p<0,05; ANOVA
de un factor y test de Dunnett a posteriori).
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Previamente observamos que la fosforilacion de ERK1/2 inducida por el
plaguicida no tiene lugar en presencia de enzima CAT, lo cual indica que € incremento
de ERO precede a la activacion de ERK1/2. Con € fin de confirmar estos estudios,
evaluamos los niveles de ERO en las céulas expuestas a CPF 50 uM durante 24 horas,
en presenciay ausenciadel inhibidor de ERK1/2. Como se observaen lafiguralll.21, la
presencia de PD98059 no impidi6 € incremento de ERO producido por e CPF 50 uM
en ninguna de las lineas celulares estudiadas. Este resultado, indica que € incremento
en los niveles de ERO inducido por e téxico es un evento independiente de la
fosforilacion de ERK 1/2.
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Figura I11.21. Efecto de la fosforilacion de ERK1/2 sobre la generacion de ERO. Las
células fueron expuestas a CPF 50 uM o vehiculo, en presencia y ausencia del inhibidor
PD98059 durante 24 horas. El contenido de ERO fue determinado midiendo la intensidad de
fluorescencia de DCF-2DA por citometria de flujo. En los gréficos se representa la intensidad
de fluorescencia media, expresada como porcentaje respecto al control. Se representala media
EEM de tres experimentos independientes, cada uno realizado por duplicado (*p<0,05 vs.
control; ***p<0,001 vs. control; #p<0,05 vs. Control + PD98059; ###p<0,001 vs. Control +
PD98059. ANOVA de un factor y test de Tukey a posteriori).

Efecto del CPF sobre € balanceredox en la glandula mamaria. Estudios ex vivo.

Hasta e momento, describimos los efectos del CPF sobre €l balance redox en

lineas celulares carcinogénicas humanas. Nuestros resultados mostraron que este
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plaguicida incrementa los niveles de especies oxidantes y modifica los componentes
antioxidantes enziméticos celulares. Con €l fin de estudiar el estado redox en la glandula
mamaria de los animales expuestos de forma prolongada a CPF, evaluamos
componentes del sistema antioxidante enzimatico y no enzimético, y € dafio celular
producido por estrés oxidativo. Para ello, utilizamos ratas de la cepa Sprague Dawley,
las cuales fueron intoxicadas con CPF (0,01 y 1 mg/Kg/dia) o vehiculo, como

describimos anteriormente.

Efectos del CPF sobre € sistema antioxidante enzimatico

La catalasa representa uno de los componentes mas importantes de este sistema,
dado que cataliza la descomposicion de H,O, dentro de las céulas dando como
resultado la produccion de agua y oxigeno. La actividad de esta enzima fue evaluada
espectrofotométricamente siguiendo la descomposiciéon de H,O, a 240 nm. Como se
observa en lafiguralll.22, en e tgido mamario de las ratas expuestas a ambas dosis de
CPF se detect6 un leve incremento en la actividad de la enzima CAT, aunque € mismo

no resulto significativo.
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Figura 111.22. Efecto sobre la actividad CAT. La actividad de la enzima CAT fue
determinada por espectrofotometria a 240 nm a partir del homogenato total de la glandula
mamaria de ratas expuestas a CPF (0,01 y 1 mg/kg/dia) o vehiculo (C) durante 100 dias. En €
grafico se muestra la actividad CAT presente en cada muestra como unidades de CAT por mg
de proteina. Los valores representan lamedia+ EEM de cada grupo (N=6), de dos experimentos

independientes (p:ns; ANOVA de un factor).
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Efecto del CPF sobre & sistema antioxidante no enzimatico

El glutation es un antioxidante no enzimético que participa directamente en la
neutralizacién de radicales libres y ERO. Con € fin de evaluar € efecto del plaguicida
CPF sobre e sistema antioxidante no enzimatico, determinamos el contenido de GSH
en la gldndula mamaria de ratas expuestas a diferentes dosis de CPF o vehiculo durante
100 dias. Como se muestraen lafiguralll.23, e contenido de GSH presente en €l tgjido
mamario de ratas expuestas a CPF 1 mg/Kg/dia fue significativamente superior al
encontrado en e grupo control (0,74 = 0,07 vs. 0,53 = 0,06 umoles —SH/g de tgjido
respectivamente, p<0,01). Sin embargo, en la glandula mamaria de | as ratas expuestas a
CPF 0,01 mg/Kg/dia no se encontraron cambios en e contenido de tioles totales (Fig.
111.23).
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Figura 111.23. Efecto sobre e contenido celular de GSH. El contenido de GSH fue
determinado espectrof otométricamente en homogenatos de glandula mamaria de ratas expuestas
de forma cronica a CPF (0,01 y 1 mg/Kg/dia) o vehiculo (C). En los gréficos se representa el
contenido de GSH de cada grupo (N=6) como micromoles de grupos -SH por gramo de tejido.
Se muestrala media + DE de cada grupo de un experimento representativo (**p<0,01; ANOVA
de un factor y Test de Dunnett a posteriori).
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Efecto del CPF sobre &l dafio celular

El incremento observado en la actividad CAT y en & contenido de GSH podria
relacionarse con un incremento en los niveles de ERO inducidos por € toxico. Como
describimos anteriormente, e CPF incrementa las especies oxidantes en las lineas
celulares MCF-7 y MDA-MB-231. El incremento de ERO puede derivar en e dafio de
diferentes componentes celulares. Con € fin de evaluar € dafio celular, realizamos la
determinacion de TBARS en la glandula mamaria de los animales intoxicados con
diferentes dosis de CPF o vehiculo. Como se menciond previamente, mediante esta
técnica es posible cuantificar €l dafio celular, debido a que durante la peroxidacién
lipidica se produce la alteracion de la estructura de los lipidos de las membranas,
ademés de generar metabolitos activos como los radicales LO" y LOO. Como se
muestraen lafigura ll1.24, laintoxicacién de los animales con €l plaguicida no afectd la
peroxidacion lipidica en la gldndula mamaria de las ratas expuestas a CPF en ninguna

de las dosis evaluadas en este trabagjo.
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Figura |11.24. Efecto del CPF sobre la peroxidacion lipidica. La peroxidacion lipidica fue
evaluada mediante la técnica de TBARS. En los gréficos se representan los niveles de
peroxidacion lipidica presentes en el tejido mamario de ratas expuestas durante a CPF (0,01y 1
mg/kg/dia) o vehiculo (C) durante 100 dias. Los resultados se expresan como milimoles de
TBARS por microgramo de proteinas. Se muestrala media + DE de cada grupo de animales de

un experimento representativo, N=6 (p:ns, ANOVA de un factor).
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En e primer capitulo de esta tesis, describimos los efectos del plaguicida
organofoforado clorpirifos sobre la proliferacién celular en las lineas celulares MCF-7 'y
MDA-MB-231. En ese capitulo, describimos un efecto proliferativo inducido por €
CPF 0,05 uM en las células MCF-7, €l cual fue mediado por la activacion del REa. Sin
embargo, una mayor concentracion de este plaguicida (50 pM), condujo a una
disminucion en la capacidad clonogénica en ambas lineas celulares. Si bien € efecto
antiproliferativo fue observado luego de 10 dias de exposicion al toxico, durante las
primeras 24 horas de cultivo observamos modificaciones en el ciclo ceular v,

posteriormente, un incremento en el porcentaje de células necroticas.

Las ERO son especies quimicas fundamentales en e metabolismo celular,
debido a que actian como segundos mensgeros, modificando la expresion genica
mediante la activacion de diferentes vias de transduccion de sefiales. Sin embargo, como
mencionamos en la introduccion de este trabajo, un incremento en los niveles de ERO
puede derivar en un dafio a nivel macromolecular. Por este motivo, las células cuentan
con un minucioso sistema de regulacion que les permite mantener constantes |os niveles

de especies oxidantes intracelulares (Trachootham et al., 2008).

Muchos toxicos ambientales gercen su efecto mediante el desbalance del
equilibrio redox celular (Grosicka-macigg, 2011; Itziou et al., 2011; Olgun and Misra,
2006; Soltaningjad and Abdollahi, 2009). En particular, diversos estudios informan un
incremento en los niveles de ERO inducido por la exposicién a plaguicidas
organofosforados, entre los que se encuentra el CPF (Chiapella et al., 2013; Giordano et
al., 2007). Gupta y colaboradores, informaron que € CPF induce estrés oxidativo y
modifica la estructura del ADN en larvas de Drosophila (Gupta et al., 2010). En €
mismo sentido, en este trabajo describimos un incremento en los niveles de ERO

inducido por el plaguicida CPF 50 uM, en células tumorales mamarias humanas.

En las c8lulas MCF-7, la presencia de CAT en e medio de cultivo abolio
incremento de ERO inducido por € plaguicida, sugiriendo que la acumulacién de H,0,
es la causa principal de este incremento. Previamente en este trabajo, observamos que el
CPF 50 uM incrementa e porcentgje de células en la fase S dél ciclo en las células
MCF-7. Debido a que la presencia de especies oxidantes se encuentra estrechamente

vinculada con un incremento en e dafio del material genético en diferentes modelos
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experimentales (Dizdaroglu, 1991; Itziou et al., 2011), nuestros resultados sugieren que
el incremento en los niveles de ERO podria derivar en el dafio del material genéticoy €

consecuente retraso en lafinalizacion defase S del ciclo.

Por otra parte, en lalinea celular MDA-MB-231, el incremento en los niveles de
ERO inducido por e plaguicida fue disminuido parcialmente tras la incorporacion de
CAT a medio de cultivo, lo cua indica que podrian existir otras especies oxidantes que
contribuyan a desbalance redox. Con € fin de analizar esta posibilidad, investigamos la
presencia del anién O, en las céluas MDA-MB-231. Como describimos
anteriormente, la presencia de esta especie quimica no pudo ser detectada en nuestro
sistema de estudio. Este hecho podria deberse a uso de una concentracion no optima del
atrapador, ya que la concentracion recomendada de DMPO result6 citotoxica para la
linea celular utilizada en este trabajo. Sin embargo, la deteccién de ésta y otras ERO ha
sido posible en otras lineas celulares cultivadas en presencia de CPF (Ojha and
Srivastava, 2014).

Ademas de las ERO, la exposicion a toxicos ambientales puede derivar en un
incremento de las ERN, generando estrés nitrosativo. Recientes investigaciones han
demostrado e incremento en los niveles de ERN inducido por e CPF en modelos
experimentales in vitro ein vivo (Wang et al., 2013; Yildirim et al., 2013). A diferencia
de estas investigaciones, s bien en nuestros experimentos evidenciamos incremento en
los niveles de ERN en las células MDA-MB-231, este hecho no fue acompafiado por un
aumento significativo en €l dafio nitrosativo de proteinas. Estos resultados indican que
el incremento en las ERN observado no constituye un factor importante en € efecto

antiproliferativo inducido por € plaguicida en nuestro sistema de estudio.

Las células cuentan con un estricto sistema de defensa que les permite mantener
la homeostasis en situaciones de estrés oxidativo. Como describimos anteriormente, este
sistema incluye componentes enziméticos y no enziméticos. Entre los componentes
enziméticos, se encuentran las enzimas CAT, SOD, GPX y GR. En este trabgjo,
evaluamos los efectos del CPF sobre el contenido y la actividad de las enzimas CAT y
SOD en células derivadas de adenocarcinomas mamarios humanos luego de 24 horas de

tratamiento con €l plaguicida.
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De acuerdo a nuestros resultados, € plaguicida CPF no alterala expresion de las
enzimas CAT y SOD en ninguna de las concentraciones evaluadas. En e mismo
sentido, Chiapellay sus colaboradores, recientemente demostraron que este plaguicida,
en concentraciones de 50 y 100 uM, no altera los niveles de RNA mensgjero de la
proteina SOD en céulas derivadas de un coriocarcinoma (Chiapella et a., 2013). Sin
embargo, otros investigadores informaron que concentraciones similares de CPF,
disminuyen la expresion de esta enzima en células neuronales (Lee et al., 2012). La
aparente contradiccion de estos resultados, indica que los efectos del plaguicida
dependen fundamentalmente de la sensibilidad y de la capacidad de respuesta presente
en cadatipo celular frente a desbalance redox producido por € toxico.

Ademas de la expresion proteica, en este trabajo evaluamos las actividades de
las enzimas antioxidantes CAT y SOD en las lineas celulares expuestas a CPF. Como
describimos anteriormente, la exposicion de las cdlulas a CPF 50 uM condujo a un
incremento en la actividad de la enzima CAT. La enzima CAT es responsable de la
descomposicion del H,O,, dando lugar ala aparicion de H,O y O,. El incremento en la
actividad CAT inducido por € CPF ha sido descripto por numerosos investigadores
(Chiapella et al., 2013; Gupta et a., 2010; Kumar et a., 2014; Mandal and Das, 2012,
Narra, 2014; J. Wang et al., 2014b). Narra y sus colaboradores, evaluaron la actividad
de esta y otras enzimas antioxidantes en cangregos expuestos a concentraciones
subletales de CPF, y encontraron un incremento en la actividad CAT en € grupo
cultivado en presencia del téxico (Narra, 2014). En € mismo sentido, Chiapellay sus
colaboradores observaron un incremento de la actividad CAT en céulas tumoraes
expuestas al plaguicida (Chiapellaet a., 2013).

El incremento en la actividad CAT fue observado cuando las células fueron
cultivadas con atas concentraciones de plaguicida. En estas mismas condiciones,
observamos un incremento en los niveles de ERO inducido por € téxico. De acuerdo a
estos resultados, € incremento en la actividad CAT, podria constituir una respuesta
celular frente a incremento de ERO inducido por el CPF.

Si bien un gran nimero de investigaciones indican que € CPF incrementa la
actividad CAT en los sistemas estudiados, otros trabajos describen una reduccion en la

actividad de esta enzima frente a la presencia del téxico (Barski et al., 2011; Hassani et
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a., 2014; Umosen et a., 2012). En este sentido, Barski y sus colaboradores describieron

una disminucion en la actividad CAT presente en eritrocitos de ratas expuestas a CPF.

Cabe destacar, que estos investigadores observaron un incremento en la actividad de la

enzima GPX en este sistema, la cual, a igual que CAT, cataliza la descomposicién del
H,O, (Barski et al., 2011).

Por otra parte, en nuestros experimentos observamos una disminucion en la
actividad SOD en las células MCF-7 expuestas a CPF 50 uM. Esta enzima cataliza la
dismutacién del anién O, dando lugar a la generacion de H,O, y O,. Muchas
investigaciones describen la inhibicién de SOD en presencia de H,0,, indicando que
esta enzima es regulada negativamente por € producto de la reaccion que cataliza
(Gottfredsen et al., 2013; Tarhan and Ttzmen, 2000).

En nuestro trabgjo, describimos una disminucion en la actividad SOD inducida
por e CPF 50 uM en lalinea celular MCF-7. Sin embargo, este efecto no fue observado
en las células MDA-MB-231 expuestas a plaguicida. En vista de estos resultados, y
tenido en cuenta que los niveles basales de actividad SOD fueron superiores en lalinea
celular MDA-MB-231, consideramos que €l incremento en los niveles de ERO inducido
por el plaguicida es responsable de la inhibicion de esta enzima en las células MCF-7.
En cambio, en las células MDA-MB-231, e incremento de especies oxidantes no seria

suficiente para causar unainhibicion significativa en la actividad SOD.

Resultados similares fueron descriptos por otros investigadores (Barski et al.,
2011; Hassani et a., 2014; Narra, 2014; Umosen et a., 2012), quienes describieron una
inhibicion de la actividad SOD en presencia del plaguicida CPF. Sin embargo, otros
estudios demuestran que este plaguicida es capaz de inducir la actividad SOD (Gupta et
al., 2010; J. Wang et a., 2014b). Estos resultados evidencian la ata complgidad en la
regulacion del sistema redox, la cual es altamente dependiente del sistema u organismo
evaluado, y de las concentraciones de plaguicida utilizadas en los ensayos. No obstante,
en conjunto, estos datos sugieren que e CPF atera €l sistema antioxidante a causa de un
incremento en los niveles de ERO. En este sentido, se ha reportado que la actividad de
las enzimas antioxidantes puede ser inducida o inhibida por los xenobioticos en funcion
de la intensidad de la exposicion y los niveles basales de enzimas antioxidantes

presentes en el sistema evaluado (Orug and Usta, 2007).
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El sistema antioxidante celular se encuentra integrado por componentes
enzimaticos, entre los que se encuentran las enzimas CAT y SOD descriptas
previamente, y por componentes no enzimaticos, como € GSH. En nuestros
experimentos, no observamos modificaciones significativas en los niveles de GSH

cuando las células fueron cultivadas en presencia de diferentes concentraciones de CPF.

Los datos bibliogréficos en torno a efecto del CPF sobre los niveles de GSH
resultan muy variados, dependiendo del sistema experimental y las concentraciones de
CPF utilizadas. Giordano y sus colaboradores no observaron diferencias significativas
en los niveles de GSH en células neuronales provenientes de raton, sin embargo, la
presencia de CPF incremento significativamente los niveles de GSSG en ese modelo
(Giordano et al., 2007). Por otra parte, Gupta y sus colaboradores describieron una
disminucion en los niveles de GSH en Drosophila melanogaster (Gupta et al., 2010).
Resultados similares a estos fueron obtenidos en experimentos realizados en
trofoblastos humanos (Chiapella et a., 2013).

Como describimos en la introduccidon de este trabgjo, € incremento en los
niveles de especies oxidantes puede derivar en € dafio de diferentes componentes
celulares. El dafo celular, evauado mediante la determinacion de la peroxidacion
lipidica, solo fue evidenciado en la linea celular MCF-7 mientras que, en las células
MDA-MB-231, no se encontraron diferencias en este pardmetro con respecto al
tratamiento control.

Ademas de diferenciarse por su capacidad de respuesta a hormonas esteroideas,
las lineas celulares utilizadas en este trabgjo, difieren en los niveles basales de enzimas
antioxidantes CAT y SOD. Muchos investigadores han indicado que las células
tumorales exhiben elevados niveles de ERO, lo cua es compensado con un aumento de
la capacidad antioxidante celular (Gorrini et al., 2013). Este hecho justifica los mayores
niveles de CAT y SOD encontrados en la linea MDA-MB-231, més indiferenciada y
metastasica, en relacion a las células MCF-7, las cuales presentan un mayor grado de
diferenciacion. Por este motivo, no resulta extrafio que € incremento en las ERO
inducido por el plaguicida genere diferentes niveles de dafio en ambos tipos de células.
En este sentido, el dafio solo fue evidente en la linea celular MCF-7, la cual presenta

menores niveles de defensas antioxidantes en relacién alas cdulas MDA-MB-231.
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El dafio oxidativo de los lipidos se ha correlacionado con modificaciones en

otras macromoléculas y con alteraciones en la membrana plasmatica, 1o cual puede

derivar en la muerte celular (Ziech et a., 2010). Un gran numero de investigaciones

informan acerca del incremento en e dafio celular, en especial en la peroxidacion

lipidica, inducido por e CPF en diferentes modelos experimentales (Giordano et d.,

2007; Gupta et al., 2010; Hassani et a., 2014; Mandal and Das, 2012; Narra, 2014;
Umosen et a., 2012).

En e primer capitulo de este trabgo, describimos los efectos del CPF 50 uM
sobre la proliferacién celular, evidenciando alteraciones en €l ciclo celular dentro de las
primeras 24 horas de exposicion a toxico, seguido de un incremento en el porcentgje de
células necréticas. En conjunto, estos efectos derivan en una disminucion de la

capacidad clonogénica celular luego de 10 dias de cultivo en presencia ddl plaguicida.

Los resultados que describimos en este capitulo, nos brindan una mayor
informacion acerca de los mecanismos mediante los cuales e CPF gerce su accion
antiproliferativa en estas lineas celulares. En este sentido, € desbalance en € equilibrio
redox y €l dafio a diferentes macromoléculas podrian contribuir a las alteraciones en €l

cicloy lamuerte celular descriptas anteriormente.

Con d fin de investigar €l papel de las ERO en la disminucion de la capacidad
clonogénica producida por el CPF 50 uM, evaluamos este parametro en presencia de 30
U/ml de enzima CAT. La adicion de esta enzima a los cultivos celulares revirtio €
efecto antiproliferativo inducido por el plaguicida en ambas lineas celulares. Un gran
nimero de investigaciones han demostrado e efecto de diferentes compuestos
antioxidantes sobre los efectos producidos por € CPF. En este sentido, Hassani y sus
colaboradores informaron que € tratamiento combinado de CPF y diferentes
antioxidantes naturales como la vitamina E y la curcumina, revierten los efectos
producidos por € CPF en e pulmén de ratas. Entre estos efectos, se encuentra el
incremento de la peroxidacion lipidica (Hassani et a., 2014). Como discutimos
antereriormente, otros investigadores han informado resultados similares en testiculo y
en la glandula pituitaria de ratas macho a las cuales se les administré CPF y melatonina
en forma combinada durante 28 dias (Umosen et a., 2012). En el mismo sentido, Leey

sus colaboradores describieron un incremento en la muerte celular programada inducida
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por CPF en células neuronales, €l cual fue revertido por el agregado del antioxidante N-
acetil-cisteina (NAC) en € medio de cultivo (Lee et a., 2012). En conjunto, estos y
otros resultados indican que e desbalance redox inducido por el CPF es de fundamental
importancia en los efectos antiproliferativos inducidos por e téxico en diferentes

model os experimental es.

El incremento en las especies oxidantes ha sido ampliamente relacionado con la
activacion de diferentes vias de transduccion de sefiales (Afanas’ev, 2011; Kamata et
al., 2005; Liu et a., 2008; Mehdi et al., 2007; Wu, 2006). Debido a que estas vias
regulan diferentes respuestas celulares como la migracion, la proliferacion y la muerte,
se ha sugerido que la incorrecta activacion de estas vias inducida por un incremento en
las ERO, podria derivar en diferentes patol ogias, incluyendo la carcinogénesis (Klaunig
et al., 2010).

Entre las vias activadas por las ERO, se encuentra la fosforilacion de la proteina
p38, miembro de la vias de las MAPKs. En nuestros experimentos, observamos un
incremento en lafosforilacion de p38 en las células MDA-MB-231 luego de 15 minutos
de exposicion a téxico, sin embargo este efecto no fue observado en la linea celular
MCF-7. Si bien la activacion de la proteina p38 ha sido ampliamente relacionada con la
inhibicion de la proliferacion celular, el papel de estafosforilacion en la disminucion de
la capacidad clonogénica inducida por € CPF no pudo ser confirmado en nuestros
ensayos. De esta forma, la inhibicion de la fosforilacion de p38 en las células MDA -
MB-231, no fue suficiente para impedir el efecto antiproliferativo inducido por € CPF.
En e mismo sentido, Caughlan y sus colaboradores evidenciaron un incremento en la
activacion de p38 en células ovaricas cultivadas en presencia de CPF, sin embargo, este
hecho no se encontré relacionado con la muerte celular inducida por € tdéxico
(Caughlan et al., 2004).

Otro miembro de la familiaMAPK regulado por las ERO, esla quinasa ERK 1/2.
Si bien la activacion de esta proteina ha sido tradicionalmente relacionada con los
estimulos proliferativos, en los Ultimos afios ha cobrado importancia € estudio de esta
quinasa en relacion ala muerte celular, debido a su activacion inducida por ERO (Dong
et al., 2004).
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En nuestros experimentos, encontramos un rapido incremento en la fosforilacion

de la proteina ERK1/2 cuando las células fueron expuestas a CPF 50 uM. Este
incremento fue evidenciado incluso luego de una hora de exposicion a plaguicida. En e
mismo sentido, Bomser y sus colaboradores describieron un incremento en la
fosforilacion de ERK1/2 en células ovéricas cultivadas en presencia de CPF (Bomser et
al., 2002). Otros investigadores relacionaron la disminucién de la proliferacion celular
inducida por e CPF con €& incremento en la fosforilacion de ERK1/2 en células
neuronales de rata cultivadas en presencia de CPF (Caughlan et a., 2004).
Adicionamente, Lee y sus colaboradores demostraron que el CPF inhibe la
proliferacion celular mediante el incremento de la fosforilacion de ERK1/2, la cua a su

vez se relaciona con un incremento en los niveles de ERO (Leeet al., 2012).

La participacion de p-ERK1/2 en la disminucion de la capacidad clonogénica
inducida por € CPF, fue confirmada mediante la evaluacion de este pardmetro en
presencia de un inhibidor especifico de la fosforilacion de ERK1/2. A diferencia de lo
ocurrido con € inhibidor de p38, € cultivo de las células en presencia de PD98059
impidio e efecto antiproliferativo ocasionado por € CPF 50 uM. Este resultado indica
gue la fosforilacion de la quinasa ERK1/2 constituye un paso clave en € efecto
deletéreo producido por € plaguicida.

Debido a que la activacion de ERK1/2 inducida por CPF 50 uM no se produce
en presencia de CAT, concluimos que €l incremento en los niveles de ERO es un paso
clave que antecede a la fosforilacion de esta quinasa, la cua conduce a la muerte
celular. Adicionamente, € hecho de que los niveles de ERO se encuentren elevados
luego de 10 minutos de exposicion de las células a toxico, apoya la secuencia

cronol 6gica propuesta anteriormente.

Resultados similares han sido publicados recientemente en células neuronales
expuestas a CPF. En este sentido, Lee y sus colaboradores demostraron que € CPF
induce la fosforilacion de las proteinas p38, JINK y ERK1/2, y que este efecto es
impedido por la presencia del antioxidante NAC, indicando que el incremento de
especies oxidantes es un evento que precede temporalmente a la fosforilacion de estas
quinasas. Sin embargo, estos investigadores también observaron que lainhibicion de las
MAPKSs, impide € incremento de ERO inducido por el CPF, indicando la existencia de
un circuito de retroalimentacion entre ambos procesos (Lee et al., 2012).
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En e primer capitulo de este trabajo, describimos € efecto del CPF sobre la

fosforilacion de Gsk-3 en su serina 9, lo cual conduce a la inactivacion de la quinasa.

Como indicamos, este efecto fue observado cuando las células fueron expuestas a CPF

50 uM. Muchos investigadores han descripto la inactivacion de la proteina Gsk-33 en
condiciones de hipoxia o estrés oxidativo (Son et al., 2013, 2012; Wang et al., 2009).

Adicionamente, a raiz de nuevas investigaciones que se estan realizando en
nuestro laboratorio, hemos evidenciado que e CPF induce un incremento en la
capacidad invasiva de las células MCF-7. Debido a que este efecto fue observado al
utilizar la concentracién de CPF 50 uM, & mismo debe ser analizado en forma conjunta
con la disminucion de la capacidad clonogénicay el incremento en los niveles de ERO
descriptos en esta tesis. El vinculo entre estos efectos puede entenderse considerando a
la condicién de estrés oxidativo como una presion de seleccion en nuestro sistema de
estudio. Una amplia cantidad de investigaciones demuestran que la presencia de ERO
constituye un factor clave en la transicion epitelio-mesenquimatica (Cannito et al.,
2008; Jiang et a., 2011; Zhang et a., 2013). De esta manera, las células que prosperan
en un medio con atos niveles de ERO, presentan un fenotipo mas agresivo evidenciado
por una mayor capacidad invasiva.

En resumen, en este capitulo hemos descripto e mecanismo por el cua e CPF
50 uM disminuye la capacidad clonogénica de las células MCF-7 y MDA-MB-231. En
primer lugar, € plaguicida produce un rgpido incremento en los niveles de especies
oxidantes intracelulares, 1o cual fue evidenciado en ambas lineas celulares luego de 10
minutos de exposicion. Este incremento en las ERO induce la fosforilacion de la
guinasa ERK1/2. Ambos procesos son necesarios para que € CPF produzca la
disminucion de la capacidad clonogénica en las lineas celulares estudiadas. Entre estos
eventos y la disminucion en la proliferacion celular observada luego de 10 dias de
exposicion al plaguicida, las células sufren una desregulacion en su ciclo celular.
Adicionalmente, durante este proceso se evidencian elevados niveles de ERO,
independientemente de la actividad de la quinasa ERK1/2. La sumatoria de estos
procesos deriva en la disminucion de la capacidad clonogénica en ambas lineas

celulares cultivadas en presencia de CPF 50 uM.
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Por otra parte, en este trabagjo evaluamos los efectos del CPF sobre e sistema
redox en la glandula mamaria de la rata mediante el estudio de la actividad de la enzima
catalasa, e contenido de grupos tioles y e dafio lipidico presente en ese tegjido. A partir
de los resultados obtenidos se puede observar que la exposicion de las ratas a CPF 1
mg/K g/dia condujo a un leve incremento en las defensas antioxidantes enzimaticas y no
enziméticas en la glandula mamaria respecto a los encontrados en los animales control.
Por otra parte, en |as ratas expuestas a CPF 0,01 mg/Kg/dia, se observé un incremento en
la actividad de la enzima catalasa, sin modificaciones en los niveles de GSH. Estas
alteraciones en los componentes antioxidantes podrian interpretarse como un intento de
las células para contrabalancear € incremento de ERO posiblemente generadas por €
CPF. Finamente, la medicion del dafo celular, a través de la peroxidacion lipidica, no

mostré cambios entre los animales expuestos a CPF y |os animal es control es.

En conjunto, estos resultados indican que, s bien e CPF podria inducir una
desbalance en € sistema redox de la glandula mamaria, este efecto no conduciria a un
incremento en el dafio oxidativo de los lipidos presentes en este tgjido. Sin embargo, un
gran nimero de investigaciones han demostrado el dafio oxidativo causado por € CPF en
diferentes tgjidos (Das et a., 2014; Muftau et a., 2014; Umosen & Chidiebere, 2014).
Debemos destacar, que las dosis utilizadas en esos estudios se encuentran entre 5,4 y 10,6

mg/K g/dia, superando las dosis seleccionadas para esta tesis.
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El cancer de mama es la principal causa de muerte por cancer entre las mujeres,
tanto en paises desarrollados como en aquellos en vias de desarrollo, y su incidencia
contindia en aumento. La exposicion a contaminantes ambiental es, como |os plaguicidas,

constituye un factor de riesgo para €l desarrollo de esta enfermedad.

En este trabgo, estudiamos los efectos del plaguicida organofoforado CPF sobre
la proliferacion en lineas celulares derivadas de adenocarcinomas mamarios humanos,
asi como su efecto sobre e desarrollo de la glandula mamaria de rata y la

carcinogénesis.

Nuestros resultados indicaron que € CPF 0,05 uM induce la proliferacion de las
células MCF-7 y que esta accion es mediada por e REa. A su vez, el toxico induce la
activacion de la via Gsk-3[3/B-catenina, la cua se encuentra estrechamente relacionada
con la induccién de la transcripcion de genes involucrados en la proliferacion y la

invasion celular.

En e mismo sentido, la intoxicacion crénica de ratas hembras con CPF indujo
cambios proliferativos en la gldndula mamaria de los animales. Por otra parte, los
estudios realizados utilizando un modelo de carcinogénesis quimica, evidenciaron los
efectos del plaguicida sobre la tumorigénesis mamaria, los cuales podrian relacionarse
con € incremento en e porcentgje de lesiones proliferativas inducidas por € toxico en
esta glandula. Asimismo, €l CPF alterd los niveles circulantes de hormonas esteroideas

e hipofisarias y la esteroidogénensis ovarica en los animales.

En conjunto, esos resultados dan cuenta de los efectos del CPF como DE en
diferentes model os experimentales, tanto in vitro como in vivo. La investigacion de los
efectos de este plaguicida sobre otros 6érganos cuyo desarrollo se encuentra regulado por
las hormonas esteroideas, como € Utero o € ovario, contribuird al esclarecimiento de
los efectos de este plaguicida como DE. Asimismo, consideramos necesario profundizar
los estudios sobre los efectos del CPF en e desarrollo de la glandula mamaria,
analizando sus efectos en diferentes etapas del proceso, desde e nacimiento hasta la

prenez.
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Si bien bajas concentraciones de CPF (0,05 uM) indujeron la proliferacion de las
células MCF-7, una mayor concentracion de este téxico (50 pM) derivé en la
disminucion de la capacidad clonogeénica, mediada por un incremento en los niveles de
ERO y lafosforilacion de la proteina ERK 1/2. Estos cambios fueron acompafiados por

alteraciones en e ciclo celular y e incremento de la muerte por necrosis.

Debido a que € incremento de ERO se encuentra intimamente vinculado con
diferentes procesos que subyacen a desarrollo neopléasico, creemos relevante e estudio
de los efectos producidos por antioxidantes naturales sobre las acciones inducidas por €l

plaguicida en nuestro modelo experimental.

En resumen, nuestros resultados aportan nueva informacion acerca de los
mecanismos de accion del plaguicida CPF en las células mamarias. Ademas de intexferir
con & metabolismo redox, € CPF regula la activacion de diferentes vias de
sefidlizacion, desregula el sistema endécrino, modifica la histologia del tejido mamario
y afecta la carcinogénesis en este tgjido. Estos resultados, advierten sobre los efectos
adversos de este plaguicida parala salud humanay su papel como factor de riesgo en la
carcinogénesis mamaria. Una menor exposicion a estos factores requiere la
modificacion de diferentes habitos de vida y pautas culturales que involucran un largo

proceso Yy laintervencion de diferentes actores de la sociedad.

En este sentido, € control de la aplicacién de plaguicidas, incluyendo las
concentraciones utilizadas, los momentos y lugares de aplicacion y la proteccion
adecuada de los trabgjadores, constituye un factor clave en lareduccién de laexposicion
a estos compuestos. Consideramos que e control del cumplimiento de las normativas
vigentes debe constituir una practica rutinaria, realizada de manera estricta y periédica

por profesional es idoneos.

Por otra parte, la revision de los valores de referencia que determinan las dosis
ambientalmente seguras debe ser revisada teniendo en cuenta las investigaciones y
estudios epidemiol 6gicos realizados por profesionales y expertos. En relacion a esto, en
los ultimos afios se ha discutido ampliamente la pertinencia del estudio de los efectos
producidos por plaguicidas y otros contaminantes en dosis inferiores a los limites
establecidos por la IDA y e NOAEL. En vista de nuestros resultados, y teniendo en
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cuenta la extensa bibliografia existente, queda demostrada la importancia de estos
estudios, teniendo en cuenta, en particular, que los efectos sobre € sistema enddcrino se
observan a dosis considerablemente menores a las establecidas como limites seguros.
Esta visidon constituye un cambio paradigmético en € campo de la toxicologia, cuya

aceptacion dependera ddl esfuerzo integrado de los profesionales de diferentes éreas.

Otro aspecto que debemos sefialar, refiere a que, en la mayoria de los estudios
toxicologicos, se detallan los efectos de un plaguicida en particular. Si bien nuestros
resultados aportan una valiosa informacion sobre las acciones del CPF sobre la salud de
los individuos expuestos, existe una distancia considerable entre los modelos
experimentales y la realidad en la que viven los habitantes de poblaciones cercanas a
sitios de fumigacion. En este sentido, la aplicacion de diferentes insecticidas, herbicidas
y otras sustancias conlleva a la existencia de multiples compuestos en e ambiente, los
cuales podrian actuar de forma sinérgica afectando ala salud de |os habitantes.

Finalmente, no podemos degar de destacar e papel fundamenta de la
capacitacion e instruccion del personal que manipula estos compuestos, y de los
pobladores de regiones cercanas, con € fin de aertarlos sobre los efectos del etéreos de
los plaguicidas sobre su salud y la de las generaciones futuras. En este sentido, nuestra
funcion como miembros de la comunidad universitaria radica en la difusion de los
resultados obtenidos, no sdlo en prestigiosas revistas internacionales, sino también en
medios de comunicacién local, congresos cientificos nacionales, y charlas informativas

alas cuales puedan acceder los individuos afectados.
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Resumen

El cancer de mama es la patologia maligna mas comin entre las mujeres de todo
el mundo y los factores ambientales mantienen una estrecha relacion con la etiologia de
esta enfermedad. A pesar de que las evidencias son cada vez mas contundentes, la
relacion entre la incidencia de cancer de mama y la exposicion a los plaguicidas

aplicados en las zonas agricolas alin permanece sin resolver.

El estudio de estos compuestos ha despertado € interés de la comunidad
cientifica, debido a que muchos plaguicidas son capaces actuar como DEs a través de

NUMErosos Mecani Smos que convergen en la desregulacion del sistema hormonal.

El CPF es un plaguicida organofosforado ampliamente utilizado en nuestro pais
y €l mundo para el control de plagas en diferentes cultivos. Su principal mecanismo de
accion, lo congtituye la inhibicion de la enzima AChE presente en € sistema nervioso
centra y periférico. Sin embargo, se ha demostrado que este plaguicida adicional mente
interfiere en la sintesis de macromoléculas, interacciona con receptores celulares,

modula diferentes vias de transduccion de sefiales y modifica el balance redox celular.

En este trabgjo, evaluamos los diferentes mecanismos de accion del CPF que
puedan interferir en e desarrollo de la glandula mamaria y/o en la transformacion
maligna de este tgjido, con especial interés en €l estudio de sus efectos como DE y en la

alteracion del balance redox.

En primer lugar, evaluamos los efectos del CPF sobre la proliferacion y el ciclo
celular en lineas celulares derivadas de adenocarcinomas mamarios humanos con
diferente grado de diferenciacién. Utilizamos la linea celular MCF-7, la cual expresa el
REa y responde a los estimulos estrogénicos y la linea celular MDA -MB-231, la cua
carece de dicho receptor. Las concentraciones de CPF utilizadas, comprendidas entre O
y 50 uM, fueron seleccionadas de acuerdo alos niveles cominmente hallados en € agua

y € suelo de &reas cercanas a sitios de aplicacion.

Nuestros resultados indicaron que € CPF (0,05 uM) induce la proliferaciéon de
las células MCF-7 a través del REa. Adicionalmente, esta concentracion del tdxico

indujo lainactivacion de Gsk-3B, la translocacion nuclear de B-cateninay el incremento

213



Resumen

en la expresion de ciclina D1. Estos efectos, solo fueron observados en la linea celular
MCF-7.

Por otra parte, la exposicion de las células a una mayor concentracion del
plaguicida (50 uM) derivé en una disminucion de la capacidad clonogénica en ambas
lineas celulares. Este efecto, fue acompafiado por la acumulacion de células en
diferentes fases del ciclo y por la ateracion de la expresion de las proteinas que lo

regulan, lo cua condujo aun incremento de la necrosis celular.

Con € fin de profundizar nuestros estudios sobre la accién del CPF como un
posible DE, evaluamos € efecto de este plaguicida sobre € desarrollo de la glandula
mamaria de rata. Para €ello, utilizamos ratas hembras de la cepa Sprague Dawley, las
cuales fueron intoxicadas con diferentes dosis de CPF. La intoxicacion comenzo a los
40 dias de vida de los animales, durante |la etapa de desarrollo puberal de la glandula
mamaria y se prolongé durante 100 dias, momento en €l que los animales alcanzan su

madurez.

Las dosis utilizadas fueron seleccionadas de acuerdo a los limites
internacionales, los cuales establecen una ingesta diaria admisible de 0,01 mg/Kg/dia'y

un NOAEL (maximo nivel a cua no se observan efectos adversos) de 1,00 mg/Kg/dia.

En este modelo, observamos un incremento en € nimero de ductos y brotes
alveolares en la glandula mamaria de los animal es intoxicados con € plaguicida, lo cual
fue acompafado por un incremento en el porcentaje de lesiones proliferativas benignas
como la adenosis y la hiperplasia ductal en este tegjido. Adicionalmente, e CPF
incremento laexpresion del RPg y disminuy6 lafosforilacion del REa.

En este trabgo, demostramos que € CPF afecta e sistema endocrino
modificando los niveles circulantes de la gonadotrofina LH y adterando la
esteroidogénesis ovéarica, lo cua condujo a una disminucién en los niveles séricos de

hormonas esteroideas.

Adicionalmente, evaluamos €l efecto del CPF sobre la carcinogénesis mamaria,

utilizando un modelo tumorigénesis inducida quimicamente. Entre los resultados més
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relevantes obtenidos en este modelo experimental, se encuentran la disminucion del
periodo de latencia tumoral y €l incremento del nimero de tumores por rata. Ademas, €

CPF disminuyd la expresion de los receptores REa y RPg en los tumores.

Por dltimo, los eventos sobre el sistema redox desencadenados por la exposicion
de las células a CPF 50 uM fueron observados en ambas lineas celulares empleadas, en
las cuales los niveles de ERO se encontraron incrementados. Adicionamente,
observamos modificaciones en los componentes del sistema antioxidante celular,
fundamentalmente en la actividad de las enzimas CAT y SOD. En las céulas MCF-7,
las cuales presentan menores niveles de enzimas antioxidantes, estos eventos derivaron

en un incremento del dafio celular.

Finamente, el efecto del CPF sobre el sistema redox se encontr6 vinculado a la
fosforilacion de la quinasa ERK1/2. En este trabgo, demostramos que tanto la
desregulacion del balance redox como la fosforilacion de ERK1/2, se encuentran

involucrados en la disminucion de la capacidad clonogénicainducida por el CPF.

En conjunto, estos resultados aportan nueva informacion acerca de los
mecanismos de accion del plaguicida CPF en las células mamarias. Ademas de interferir
con € metabolismo redox, € CPF regula la activacion de diferentes vias de
sefiaizacion, desregula el sistema enddcrino, modifica la histologia del tejido mamario
y afecta la carcinogénesis en este tgjido. Estos resultados, advierten sobre los efectos
adversos de este plaguicida sobre la salud humanay su papel como factor de riesgo para

la carcinogénesis mamaria.
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Abreviaturas




AChE
ADN
AF-1
ALAT
AMPc
ANMAT
ANOVA
ARN
ASAT
ATCC

BChE
BMDy

BMDL 1o
BPA
BRCAL1
BRCA2
Brdu
BSA

°C
CAT
CBG
Cdks
CE

Cl
CIS
cPAD
CPF
CPFO

Abreviaturas

Acetilcolinesterasa

Acido desoxirribonucleico

Dominio de activacion independiente de ligando del RE

Alanina aminotransferasa

Adenosina monofosfato ciclico

Administracion Naciona de Medicamentos, Alimentosy Tecnologia Médica
Andisisdelavarianza

Acido ribonucleico

Aspartato aminotransferasa

del inglés: American Type Culture Collection

Butirilcolinesterasa

Dosis estimada que resulta en una modificaciéon del 10 % en la actividad AChE
eritrositaria

Limite inferior del intervalo de confianza del 95 % para el valor delaBMD
Bifenol A

del inglés: Breast Cancer 1

del inglés: Breast Cancer 2

5-bromo-2’-deoxiuridina

Seroal biimina bobina

Grado Celsius

Catdasa

Globulinatransportadora de cortisol, del inglés: Cortisol Binding Globulin
Quinasas dependientes de ciclinas, del inglés: Cyclin-Dependent Kinase
Carboxilesterasas

Carcinomainvasivo

Carcinomain situ

Dosis poblacional ajustada por exposiciones cronicas

Clorpirifos

Clorpirifos ox6n
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CSCs Células madre del cancer, del inglés: Cancer Stem Cells
c-Src Proteina co-activadora de los receptores de hormonas esteroideas, del inglés:

Steroid Receptor Co-activators

CuZn SOD | sof orma citosdlica de la enzima SOD
CYP Familiadel citocromo P450
CYP11A Citocromo P450 11A

CYP19A1 Citocromo P450 19A1, Aromatasa
CYP2B6 Citocromo P450 2B6

D

DAB 3-3’-Diaminobenzidina

DAF-2DA Diacetato de 4,5-diamino-fluoresceina
DAPI 4’ 6-Diamidino-2-fenilindol

DCF-2DA Diacetato de diclorodihidrofluoresceina
DDT Diclorodifeniltriclorohexano

DE Disruptores endocrinos

DE Desvio estandar

DEA Dietanolamina

DHEA Dehidroepiandrosterona

dl Decilitro

DL Dosisleta media

DMPO 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-oxido
DMSO Dimetilsulfoxido

DO Densidad optica

dpc Dias posteriores a coito

dpp Dias posteriores a parto

DTNB Acido 5,5-ditiobis-nitrobenzoico

DTT DL-ditiotreitol

E, Estradiol

EC SOD Isoforma extracelular de la enzima SOD
EDTA Acido etilendiaminotetracético

EEM Error estéandar de lamedia

EE.UU. Estados Unidos
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EFSA Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria, del inglés: European Food Safety
Authority

EPR Resonancia paramagnética electronica, del inglés. Electron Paramagnetic
Resonance

ERE Elemento de respuesta a estrogenos

ERK1/2 Quinasas reguladas por sefia es extracelulares, del inglés: Extracdlular signal

Regulated Kinases

ERN Especies reactivas del nitrogeno

ERO Especies reactivas del oxigeno

ERP Elemento de respuesta a progesterona
EtOH Etanol

FDA Administracién de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos, del inglés: Food
and Drug Administration

FITC Isotiocianato de fluoresceing, del inglés: Fluorescein | sothiocyanate

FSH Hormonafoliculo estimulante

Gramo

Aceleracion de la gravedad

GH Hormona de crecimiento, del inglés: Growth Hormone

GHz Gigahertz

GnRH Hormona liberadora de gonadotrofinas, del inglés: Gonadotropin Releasing
Hormone

GPR30 Receptor de estégeno acoplado a proteina G

GPX Glutation peroxidasa

GR Glutation reductasa

GSH Glutation reducido

Gsk-33 Glicogeno sintasa quinasa 3p

GSSG Glutation oxidado

GST glutation-S-transferasa



HCB
HCH
HDA
HE
HER2

HO
H202

IARC

IBYME
ICI
IDA
IFCC

IGF-I
IGF-IR

INK4

i.p.
P

INK

KDa
Kg

Abreviaturas

Hexaclorobenzeno

Hexaclorocicloexano

Hiperplasiaducta atipica

Hematoxilina-eosina

Receptor del factor de crecimiento epidérmico 2, del inglés. Human Epidermal
Growth Factor Receptor 2

Radical hidroxilo

Perdxido de hidrégeno

Agencia Internacional paralalnvestigacion del Cancer, del Inglés:
International Agency of Research on Cancer

Instituto de Biologiay Medicina Experimental

ICl 182,780

Ingesta diaria admisible

Federacion Internacional de Quimica Clinica y Medicina de Laboratorio, del
inglés: International Federation of Clinical Chemistry Laboratory Medicine
Factor de crecimiento insulinico tipo |, del inglés: Insulin Growth Factor |
Receptor del factor de crecimiento insulinico tipo |

Inmunoglobulina G

Inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas

Via de administracion intraperitoneal

loduro de propidio

Incidenciatumora

c-Jun N-terminal

Kilodalton

Kilogramo
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LH
LOB
LO
LOO

MAPK

MDA
MEK1

MET

mg

MG

ml

mm

mM

Mn SOD
ms

MTT
mw

NAC
NADH

NADPH

ng
NIH

Litro

Hormona luteinizante
Estructuras aveolares
Radical alcoxilo
Radical peroxilo

Molar

Miliamper
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Proteinas quinasas activadas por mitdgenos, del inglés. Mitogen Activated

Protein Kinases
Malondialdehido

Quinasa regulada por sefides mitogénicas extracelulares 1, del inglés. Mitogen

Extracellular signal-regulated Kinase 1
Metéstasis

Miligramo

Media geométrica

Mililitro

Milimetro

Milimolar

Isoforma mitrocondrial de la enzima SOD
Milisegundo

Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il0)-2,5-difeniltetrazol
Mili watt

Concentracion normal

N-acetil-cisteina

Dinucledtido de adenina y nicotinamida, del inglés: Nicotinamide Adenine

Dinucleotide

Dinucleotido de adinina y nicotinamida, del inglés: Nicotinamide Adenine

Dinucleotide Phosphate

Nanogramo

Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos, del inglés. National

Institutes of Health
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nm Nanémetros

nM Nanomolar

NMU N-nitroso-N-metilurea

NO Oxido nitrico

NOAEL Nivel a cual no se observan efectos adversos, del inglés: No Observed Adverse
Effect Level

NOS Oxido nitrico sintasa

ns No significativo

0O, Oxigeno

O, Anion superéxido

OoMS Organizacién Mundial dela Salud
ONOO Peroxinitrito

OoP Organofosforado

p significancia estadistica

PBS Solucién amortiguadora de fosfato de sodio

PBS-T Solucién amortiguadora fosfoato de sodio con Tween 20 0,05 %

PCB Bifenilo policlorado

PCNA Antigeno nuclear de células proliferantes, del inglés: Proliferating Cell Nuclear
Antigen

p-ERK1/2 Proteina ERK 1/2 fosforilada

pg Picogramo

Pg Progesterona

p-Gsk-3p3 Gsk-3p fosforilada en su serina 9

PI3K Fosfoinositol-3 quinasa

PKC proteina quinasa C

PL Periodo de latenciatumoral

PON1 Paraoxonasa 1

ppb Partes por billon

p-REa Receptor de estrogeno alfafosforilado en su tirosina 537

PSA Persulfato de amonio

p/v Peso en volumen



PVDF

RPg-A

RPg-B
RPrl

S

SDS
SDS-PAGE
SFB

-SH

SHBG

SOD
StAR

TBARS

TCPY
TEA
TEB
TEMED
T-REa

Abreviaturas

Fluoruro de polivinilideno

Receptor de andrégenos

Receptor de estrogeno

Receptor de estrégeno afa

Receptor de estrégeno beta

Reticulo endoplasmético liso

Reticul o endoplasmético

Receptor de insulina

Receptor de progesterona

Isoforma A del receptor de progesterona
Isoforma B del receptor de progesterona

Receptor de prolactina

Dodecil sulfato de sodio

Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS

Suero fetal bobino

Grupo tiol

Globulina transportadora de hormonas sexuales, del inglés: Seroid
Hormone Binding Globulin

Superdxido dismutasa

Proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda, del inglés: Seroidogenic

Acute Regulatory protein

Testosterona

Sustancias reactivas a acido 2-tiobarbitarico, del inglés. Thiobarbituric Acid
Reactive Substances

3,5,6-tricloro-2-piridinol

Trietanolamina

Brotes terminales, del inglés: Terminal End Bud

N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamina

Receptor de estrégeno alfatotal
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USEPA

V.0.

viv

W

WAF/KIP

Hg
pl
pumol

3B-HSD
15d-PGJ,
17B-HSD

Unidad

Abreviaturas

Agencia de Proteccidn Ambiental de los Estados Unidos, del inglés: United

States Environmental Protection Agency

Viade administracion ord

Volumen en volumen

WAF/proteinas inhibidoras de quinasas

Coeficiente de extincion

Longitud de onda de excitacion

Longitud de ondade emisién

Microgramo
Micralitro

Micromol

3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa
15-deoxi-A'?*-prostaglandina J,
17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa
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