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Plaguicidas

La agricultura representa una de las principales actividades económicas de los

países en vías de desarrollo como la Argentina. En estas regiones, el control

fitosanitario y la rentabilidad productiva se sostienen en base al uso intensivo de

plaguicidas, lo cual constituye un factor de riesgo tanto para los trabajadores como para

las poblaciones cercanas y el medio ambiente.

El uso responsable de los agroquímicos constituye un tema clave para lograr un

equilibrio entre la actividad productiva, la salud humana y la protección del medio

ambiente. En este sentido, los gobiernos de muchos países están incorporando en su

legislación normas cada vez más exigentes respecto del uso y la generación de

compuestos potencialmente capaces de generar efectos adversos en la salud y el

ambiente.

La Organización Mundial de la Salud (OMS), define a los plaguicidas como una

sustancia o mezcla de sustancias destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier

plaga, incluyendo los vectores de enfermedades humanas o de animales, las especies de

plantas o animales indeseables que causan perjuicio o que interfieren de alguna otra

forma en la producción, elaboración, almacenamiento, transporte o comercialización de

alimentos, productos agrícolas, madera y productos de madera o alimentos para

animales, o que pueden administrarse a los animales para combatir insectos, arácnidos u

otras plagas en o 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 caída

prematura de la fruta, y a las sustancias aplicadas a los cultivos antes o después de la

cosecha para proteger el producto contra el deterioro durante el almacenamiento y el

transporte (World Health Organization and Food and Agriculture Organization of the

United Nations, 2004).

Los plaguicidas pueden clasificarse en función de algunas de sus características

principales, como son la toxicidad, la vida media, la estructura química y el uso. En

1978, la OMS estableció una clasificación basada en su peligrosidad o grado de

toxicidad aguda, definida como la capacidad del plaguicida de producir un daño agudo a
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la salud a través de una o múltiples exposiciones, en un período de tiempo relativamente

corto. La toxicidad se mide a través de la dosis letal media (DL50). Este parámetro 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, los plaguicidas pueden clasificarse en

cinco grupos (Tabla 1) (World Health Organization, 2009a).

DL50 (mg/Kg) en rata

Clase Descripción Oral Dérmica

Ia Extremadamente tóxico < 5 < 50

Ib Altamente tóxico 5 – 50 50 – 200

II Moderadamente tóxico 50 –2000 200 – 2000

III Levemente tóxico > 2000 > 2000

IV No presentaría toxicidad aguda > 5000 > 5000

Tabla 1. Clasificación de los plaguicidas de acuerdo a su peligrosidad. Adaptada de World

Health Organization, 2009a.

Otros criterios de clasificación para los plaguicidas se basan en la especie a la

que permiten combatir o en la familia química a la que pertenecen. De esta manera, los

plaguicidas pueden clasificarse como insecticidas, herbicidas, fungicidas o rodenticidas,

según se utilicen para combatir insectos, vegetales, hongos o roedores respectivamente.

La clasificación según la familia química cobra importancia desde el punto de vista

toxicológico, ya que los plaguicidas pertenecientes a un mismo grupo producen efectos

similares, los cuales suelen revertirse utilizando tratamientos análogos. La clasificación

basada en este criterio es sumamente compleja dado que permanentemente se

incorporan al mercado nuevos plaguicidas, pertenecientes a diversos grupos químicos.

Sin embargo, se han definido algunas familias químicas 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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los derivados bipiridilos, compuestos inorgánicos o compuestos de origen vegetal (Gil

et al., 2012; World Health Organization, 2009a).

Si bien la Argentina es un país con una importante actividad agrícola y un

extensivo uso de plaguicidas, existen pocos estudios que brinden información acerca de

los productos utilizados y las cantidades aplicadas. Uno de los pocos estudios

publicados sobre esta temática, fue elaborado en el año 2013 por Pórfido. En ese

trabajo, el autor realizó un análisis del mercado de productos fitosanitarios en la

Argentina y observó una tendencia creciente en el uso de plaguicidas en los últimos 7

años, pasando de 151,3 millones de kilogramos (Kg) o litros (L) de productos

comercializados en el año 2002, a 225 millones en 2008 (Pórfido, 2013). Del total de

plaguicidas utilizados en nuestro país, el 11,1 % corresponde a la aplicación de

insecticidas (25,03 millones de Kg o L). De acuerdo a un relevamiento realizado en el

año 2007, el 47 % de la superficie fumigada con insecticidas se debe a la aplicación de

piretroides, seguido por los plaguicidas organofosforados (OPs) y los esteres cíclicos

(Bernardos and Zaccagnini, 2011).

Los compuestos OPs constituyen un grupo de sustancias altamente tóxicas,

utilizadas en la actividad agrícola para el 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 evidenció muchos años más tarde cuando, en el año

1932, se describieron por vez primera los efectos nocivos de los OPs sobre los seres

vivos (Carod Benedico, 2002; Delfino et al., 2009). Este hecho, próximo al comienzo de

la Segunda Guerra Mundial, despertó el interés para el desarrollo de potenciales gases

de guerra, lo cual trajo aparejado un incremento en los recursos destinados al diseño de

nuevas moléculas. De este modo, en el año 1946 el químico alemán Gerhard Schrader

desarrolló un compuesto denominado paratión, uno de los plaguicidas más utilizados en

las décadas siguientes. Posteriormente, surgieron el malatión (1952), el diazinón (1953)

y el clorpirifos (1965). Desde entonces, cientos de compuestos OPs se han desarrollado

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

La Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos (USEPA) realiza

periódicamente un informe sobre la industria y el uso de plaguicidas a nivel mundial. En

su última publicación, actualizada hasta el año 2007, se indica que el uso de plaguicidas
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OPs en el año 2007, alcanzó las 14.968,4 toneladas, lo cual constituye el 36 % de los

insecticidas utilizados a nivel mundial (US Environmental Protection Agency, 2011a).

Los plaguicidas OPs, presentan una serie de características que los hicieron de

elección frente a otros compuestos utilizados tradicionalmente, como son los

plaguicidas organoclorados. Entre estas características se encuentra la menor

persistencia en el ambiente y la baja acumulación en los tejidos biológicos. Sin

embargo, una desventaja de estos compuestos es su toxicidad, relativamente alta para

los vertebrados y seres humanos. El principal mecanismo de toxicidad de los

compuestos OPs es la inhibición de la enzima acetilcolinesterasa (AChE), lo que

conduce a una acumulación de acetilcolina en las uniones colinérgicas neuroefectoras

(efectos muscarínicos), en las uniones mioneurales del esqueleto y los ganglios

autónomos (efectos nicotínicos), así como también, a nivel central en los organismos

expuestos. Por este motivo, las exposiciones agudas y crónicas a estos compuestos

pueden producir una variedad de efectos sobre el sistema nervioso, incluyendo dolores

de cabeza, visión borrosa, lagrimeo, excesiva salivación, secreción nasal, mareo,

confusión, debilidad o temblores musculares, nauseas, diarrea y cambios bruscos en el

ritmo cardíaco (Rush et al., 2010; Tan et al., 2009). Sin embargo, no todos los efectos

producidos por los plaguicidas OPs están mediados por el aumento de ese

neurotransmisor, sino que también se han reportado efectos independientes de la

inhibición de la AChE (Costa, 2006).

Si bien el uso de este grupo de sustancias presentan ventajas frente a otros

plaguicidas, su aplicación representa un alto impacto ambiental contaminando aguas

superficiales y subterráneas, afectando poblaciones de especies acuáticas 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

orgánica presente en el suelo, lo cual origina un incremento de la persistencia de estos

compuestos en el ambiente. Entre los plaguicidas OPs más utilizados se encuentra el

clorpirifos (CPF). A nivel mundial, en el año 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 país.

Su principal uso lo constituye el control de plagas en la producción de frutas, hortalizas,

cereales y plantas ornamentales. Adicionalmente, este pesticida es utilizado para el

control de termitas y hormigas en productos maderables y para el control de pulgas,

garrapatas y piojos en animales domésticos y en la producción ganadera. Finalmente, el

CPF se utiliza para combatir a moscas y mosquitos en espacios públicos y para el

control de plagas en césped de golf.

El uso residencial del CPF fue prohibido en Estados Unidos en el año 2001,

quedando permitida la aplicación en sectores rurales. En la Argentina, el uso de CPF en

productos domisanitarios fue prohibido mediante una disposición de la Administración

Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tectnología Médica (ANMAT) en el año 2008

(ANMAT, 2008). Adicionalmente, la importación, producción, comercialización y el

uso en formulaciones de productos domisanitarios, a excepción de cebos con cierre a

prueba de niños con no más de 0,5 % de principio activo, fueron prohibidos por el

Ministerio de Salud mediante su resolución 456 en el año 2009 (Ministerio de Salud,

2009).

El CPF es un compuesto sólido blanco cristalino, clasificado dentro del grupo de

plaguicidas moderadamente tóxicos (clase II). Si bien presenta una baja solubilidad en

agua, este compuesto es relativamente estable en soluciones acuosas de pH neutro o

ácido y su estabilidad decrece a medida que se incrementa el pH de la solución (World

Health Organization, 2009b). Estas características, junto con su baja volatilidad y su

elevada constante de partición con solventes orgánicos, derivan en una concentración

del pesticida en sedimentos y partículas orgánicas presentes en los ambientes naturales,

lo cual incrementa la persistencia del CPF en el medio ambiente y sugiere una elevada

bioacumulación del tóxico (Dzul-Caamal et al., 2014; US Environmental Protection

Agency, 2011b). En la figura 1 se detallan las principales propiedades fisicoquímicas de

este compuesto.
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Figura 1. Características fisicoquímicas 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 vía oral, cutánea y respiratoria. La

contaminación de productos alimenticios con trazas de plaguicida constituye la principal

fuente de exposición no ocupacional por vía oral. En un estudio realizado en la

provincia de Talca, Chile, se detectó la presencia de CPF en frutas consumidas por

niños, tanto en las escuelas como en sus hogares. Estos investigadores recolectaron

diversos tipos de frutas y evaluaron la presencia de pesticidas, entre ellos, el CPF. Sus

resultados señalaron la presencia de CPF en manzana, naranja, mandarina y tomate, en

concentraciones desde 0,01 a 0,16 mg/Kg de fruta (Muñoz-Quezada et al., 2014).

Asimismo, en un estudio realizado en Minnesota, Estados Unidos, se analizó la

presencia de diferentes plaguicidas en alimentos, encontrando residuos de CPF en el 57

% de las muestras analizadas, con una concentración media de 0,532 µg/Kg (Andrew

Clayton et al., 2003).

La exposición no ocupacional por vía respiratoria se vio fuertemente reducida en

los Estados Unidos a partir del año 2001, luego de la prohibición del uso residencial del

CPF. Este hecho condujo a una disminución de la concentración del tóxico en el aire en

los ambientes urbanos. Sin embargo, la exposición por inhalación en el entorno rural,

contribuye sustancialmente a la exposición 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/m3 (Jaipieam et al., 2009).

La absorción por vía dérmica ha sido corroborada tanto en humanos como en

animales de experimentación (Latuszynska et al., 2001), pero la misma es muy limitada.

Luego de la administración oral, tanto el CPF como su metabolito activo, el

clorpirifos oxón (CPFO), son detectados en diferentes órganos y tejidos de los

individuos expuestos. Entre ellos, podemos mencionar la sangre, el hígado y diferentes

tejidos ricos en lípidos, incluyendo el cerebro. Debido a la naturaleza hidrofóbica de

este tóxico, el mismo puede acumularse en la leche materna. En un estudio realizado en

la India en el año 2003 se detectó la presencia de plaguicidas OPs en la leche de madres

durante el período de lactancia. Las mayores concentraciones de plaguicida

correspondieron a endosulfan, seguido por el CPF. Este último se encontró en una

concentración media de 0,230 mg/L (Sanghi et al., 2003).

La detoxificación del CPF tiene lugar en el hígado. Este órgano presenta un

papel fundamental en los procesos de detoxificación de compuestos nocivos

procedentes del medio ambiente. En la figura 2 se esquematizan las principales

reacciones metabólicas involucradas en la detoxificación del CPF. La descomposición

enzimática de estos productos tiene lugar en dos etapas, denominadas fase I y fase II. En

la fase I participan un conjunto de enzimas pertenecientes a la familia del citocromo

P450 (CYPs). La reacción de desulfuración del CPF se encuentra mediada por la

isoforma CYP2B6 y conduce a la formación de CPFO, el metabolito activo con

capacidad de inhibir a la enzima AChE. Otros miembros de la familia del citocromo

P450 catalizan la desarilación de CPF generando 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCPY), el

cual es inactivo biológicamente.
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Figura 2. Metabolismo del CPF. Adaptada de Eaton et al., 2008.

Adicionalmente, las esterasas de tipo A juegan un papel importante en la

desintoxicación hepática y plasmática de este compuesto. Estas enzimas no son

inhibidas por el CPF. Un ejemplo lo constituye la enzima paraoxonasa 1 (PON1), la

cual cataliza la hidrólisis del CPFO, liberando el metabolito inactivo TCPY.

En la fase I de detoxificación, los productos tóxicos son metabolizados

generando otros metabolitos intermedios hidrofílicos, que son posteriormente

procesados por las enzimas de fase II. En esta fase los compuestos tóxicos sufren la

conjugación con diferentes moléculas como glutatión reducido (GSH) o aminoácidos,

sulfatación, glucuronidación, metilación y acetilación. El CPF, el CPFO y el TCPY son

procesados por enzimas de esta fase, específicamente mediante su conjugación con

GSH, generando derivados electrofílicos para su posterior eliminación. En este proceso,

resulta clave la actividad de la enzima glutatión-S-transferasa (GST), la cual cataliza la
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conjugación del CPF con diferentes moléculas facilitando su posterior eliminación

(Costa, 2006; Eaton et al., 2008; Fujioka and Casida, 2007). Se han detectado

compuestos conjugados de CPF con GSH en diferentes modelos experimentales, lo cual

sugiere que esta vía contribuye significativamente a la eliminación del CPF.

Durante las últimas dos décadas, la evaluación de la exposición a CPF en la

población se realizó en base a la detección en orina del biomarcador TCPY. Sin

embargo, hoy en día se reconoce que este procedimiento no es el adecuado para estimar

las exposiciones a CPF en entornos no laborales, debido a que usualmente se encuentran

altos niveles de TCPY en frutas y verduras, provenientes de la descomposición del CPF

aplicado. De esta manera el TCPY es absorbido y eliminado en la orina de los

individuos, sobreestimando los niveles de exposición al CPF (Eaton et al., 2008;

Egeghy et al., 2011).

El principal mecanismo de acción del CPF lo constituye su unión irreversible a

enzimas colinesterasas, lo cual conlleva a la pérdida de actividad de las mismas. Este

efecto es importante en el sistema nervioso, debido al rol de la enzima AChE en el

metabolismo del neurotransmisor acetilcolina. Adicionalmente, el CPF interfiere en la

síntesis de macromoléculas (Qiao et al., 2001), interacciona con receptores celulares

(Howard and Pope, 2002), modula diferentes vías de transducción de señales (Song et

al., 1997) y modifica el balance redox celular (Gupta et al., 2010).

En los últimos años, ha cobrado importancia el estudio de los contaminantes

ambientales en relación al desarrollo de cáncer. Recientes estudios epidemiológicos han

reportado una relación entre la exposición de trabajadores a CPF y el desarrollo de

glioma, cáncer de colon y de pulmón (Alavanja et al., 2004; Lee et al., 2007, 2005,

2004).

Cáncer

El cáncer puede definirse como el crecimiento tisular producido por la

proliferación continua de células anormales, que presentan la capacidad de invadir otros

tejidos. Puede originarse a partir de cualquier tipo de célula en cualquier tejido corporal.
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El cáncer no es considerado una enfermedad única sino un conjunto de enfermedades

que aquejan la salud humana, y que se clasifican según el tejido y la célula que le dio

origen:

 Derivados del tejido mesenquimal, se denominan habitualmente sarcomas.

 Derivados de células epiteliales, provenientes de cualquiera de las tres capas

germinales, se denominan carcinomas. Los que presentan un patrón

microscópico de crecimiento glandular, se denominan adenocarcinomas; los que

presentan células escamosas epidermoides originados en cualquier epitelio, se

denominan carcinomas escamosos; los que se originan en la capa más 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

tejido linfoide se llaman linfomas.

 Derivados de más de un tipo de células neoplásicas se denominan tumores

mixtos.

El cáncer constituye un problema sanitario de primer orden siendo una de las

principales causas de muerte en todo el mundo. A pesar de los grandes progresos en el

diagnóstico y el tratamiento de estas enfermedades, su incidencia se incrementa con el

correr de los años. Las estadísticas realizadas por la Agencia Internacional para la

Investigación del Cáncer (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 cáncer en el año 2012 (International Agency of Research on Cancer,

2014). Estos datos corresponden a la población mundial, considerando todos los tipos

de cáncer, excepto el cáncer de piel no-melanoma. Aunque siempre se lo consideró

como un problema de los países desarrollados, el 56 % de los casos de cáncer

detectados y el 63 % de las muertes ocurridas por esta patología se registraron en los

países menos desarrollados del mundo (Ferlay et al., 2010). El aumento en la incidencia

que se observa en los países en vías de desarrollo económico se ha atribuido, en parte, a

la mayor edad de la población, así como a la adopción de un estilo de vida más

occidental (Jemal et al., 2011).
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En la Argentina, en el año 2012, la tasa de incidencia de cáncer excluyendo el

cáncer de piel no-melanoma ajustada por edad fue de 282,5 por cada 100.000 personas,

lo que arrojó un valor 115.162 nuevos casos diagnosticados y 66.433 muertes por

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

La mortalidad por cáncer en los hombres argentinos se debe principalmente a los

cánceres de pulmón (21 %), próstata (13 %) y colorrectal (12 %); mientras que en las

mujeres, el cáncer de mama presenta la mayor tasa de mortalidad por cáncer (20 %),

seguido por el cáncer colorrectal (12 %) y el cáncer de pulmón (9 %) (World Health

Organization and Pan American Health Organization, 2013).

El proceso carcinogénico

El proceso por el cual se desarrolla el cáncer se conoce como carcinogénesis y

ocurre en múltiples etapas. En la década del 40, Berenblum y Shubik realizaron

numerosos estudios en un modelo de cáncer de piel en ratón, e identificaron tres etapas

principales en este proceso: iniciación, promoción y progresión (Yuspa, 1994). Estas

investigaciones fundaron las bases de lo que hoy conocemos como modelo clásico del

desarrollo tumoral (Fig. 3).

De acuerdo a este modelo, el cáncer comienza con una etapa de iniciación,

durante la cual ocurren daños a nivel del material genético celular. Estas mutaciones

podrán expresarse o no dependiendo del entorno celular, de la ocurrencia de nuevos

cambios en el genoma y de la eficiencia de los sistemas de reparación. Las mutaciones

pueden ser el resultado de la exposición a carcinógenos ambientales como agentes

físicos (radiación ionizante), agentes químicos (hidrocarburos policíclicos o

nitrosoureas) y/o biológicos (virus). De acuerdo a este modelo, la iniciación tumoral se

produce cuando en una célula se expresen múltiples mutaciones que le confieran una

ventaja selectiva para el crecimiento frente a las células vecinas. Los últimos avances en

la investigación del cáncer, demuestran que tanto las células epiteliales como los

componentes estromales, pueden sufrir alteraciones que promuevan la proliferación y la

mutación de células epiteliales.
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Durante la segunda etapa, denominada promoción, las células iniciadas reciben

un estímulo para el crecimiento y comienzan a proliferar. Durante esta etapa actúan

diferentes factores que promueven la expansión clonal de las células iniciadas. Estos

factores, denominados agentes promotores, pueden ser hormonas, factores de

crecimiento, factores dietarios o ambientales. Luego de varios ciclos de duplicación, las

células dañadas y su descendencia adquieren nuevas alteraciones genómicas y cambios

epigenéticos que proporcionan a estas células una ventaja selectiva sobre el resto,

desregulando aún más la proliferación y dando como resultado el surgimiento de la

hiperplasia.

Figura 3. Eventos involucrados en el proceso de la carcinogénesis. Adaptada de Albini and

Sporn, 2007.

En la tercera etapa, denominada progresión, la célula iniciada adquiere nuevas

mutaciones que dan como resultado una célula neoplásica. Estas células se caracterizan

por poseer un potencial replicativo ilimitado y por una falta de respuesta a señales

promotoras o supresoras del crecimiento lo que resultará en la formación de un tumor

primario, llamado carcinoma in situ. Este pequeño carcinoma podrá progresar
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posteriormente a un tumor invasivo, el cual, en función de la capacidad de invasión

adquirida por sus células podrá diseminarse dando origen al desarrollo de metástasis.

La invasividad es por lo tanto, una característica esencial del tumor maligno e

incluye varios procesos como la pérdida de la adhesión celular, la movilidad y la

degradación de la matriz extracelular. Adicionalmente, el crecimiento de un tumor

requiere de vascularización. De esta manera, la angiogénesis (formación de nuevos

vasos) es esencial para la progresión tumoral. La adquisición de la capacidad

angiogénica, favorece el desarrollo de metástasis, que es la diseminación de las células

neoplásicas 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 el modelo clásico proporciona un esquema

conceptual apropiado para el estudio del cáncer, 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 tejido normal y la del

tumor. De esta forma, los diferentes grados de anormalidad estructural y morfológica

presentes en un tejido y en las células que lo componen, representan poblaciones que

evolucionan progresivamente, adquiriendo un fenotipo más agresivo e invasivo. La

presencia de diferentes grados de diferenciación celular, dan cuenta de que la

carcinogénesis es un proceso complejo que involucra varias etapas (Boveri, 2014).

Otro aspecto que consideramos oportuno aclarar, concierne al origen clonal de

los tumores. Si bien se encuentra ampliamente aceptado el origen clonal de las células

tumorales, la mayoría de los tumores contienen poblaciones heterogéneas de células que

difieren en su habilidad de repoblar el tumor o formar metástasis (Boveri, 2014). Esta

heterogeneidad se ha registrado mediante estudios histopatológicos en diversos tumores,

en los que se observan regiones con diferentes grados de diferenciación, proliferación,

vascularización, inflamación, y/o invasión.

En los últimos años, se han acumulado evidencias que señalan una nueva

dimensión de la heterogeneidad intratumoral: la presencia de células madre del cáncer

(CSCs, del inglés: Cancer Stem 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 caracterización se complementa

con la expresión de determinados marcadores genéticos que comparten las CSCs y las

células madre normales (Al-Hajj et al., 2003). Se han postulado varias teorías acerca del

origen de CSCs dentro de un tumor. En algunos casos, las CSCs podrían provenir de

células madre normales que fueron transformadas; en otros, células parcialmente

diferenciadas podrían transformarse asumiendo características de CSC. Las CSCs, al

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 características conducen al crecimiento

tumoral y a la producción de todos los tipos de células de un tumor.

En la actualidad, la hipótesis de las CSCs y el modelo de evolución clonal,

constituyen las alternativas más aceptadas para explicar la carcinogénesis y la

heterogeneidad tumoral. Cada una de estas ideas ha sido investigada, y se ha acumulado

un gran número de evidencias que las apoyan. Si bien estas hipótesis son

fundamentalmente desiguales, existen algunos puntos sobre los que ambos modelos

están de acuerdo: ambos plantean que los tumores se originan a partir de una sola célula

que ha adquirido múltiples mutaciones y ha adquirido un potencial proliferativo

ilimitado. Además, en ambos casos, la célula de origen y los factores microambientales

puede influir en la composición tumoral, determinar sus características físicas y sus

propiedades clínicas.

A pesar de estas similitudes, la hipótesis de las CSCs y el modelo de evolución

clonal difieren en varios aspectos. Quizá el más relevante sea el mecanismo que

conlleva a la heterogeneidad tumoral, mientras que la teoría de evolución clonal

propone la diferenciación celular defectuosa mediante la acumulación de mutaciones, la

teoría de las CSCs acude a la capacidad de diferenciación característica de este tipo de

células. En segundo lugar, la hipótesis de las CSCs establece que sólo un pequeño grupo

de células contribuyen a la progresión tumoral, mientras que el modelo de evolución

clonal supone que cualquier célula normal puede sufrir el proceso de transformación

(Campbell and Polyak, 2007). Es probable que ambos mecanismos estén involucrados

en el proceso carcinogénico, reafirmando la complejidad y heterogeneidad de esta

enfermedad.
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Con el advenimiento de las técnicas de biología molecular y el desarrollo de

organismos genéticamente modificados, se ha generado un amplio y complejo conjunto

de conocimientos acerca del cáncer que reafirman la participación de cambios

genómicos y no genómicos en el desarrollo de la enfermedad. Esta acumulación de

alteraciones genéticas y epigenéticas, ocurren en tres grupos de genes: los

protooncogenes, que codifican para proteínas involucradas en la regulación de la

proliferación celular; los genes supresores de tumores que codifican para proteínas que

actúan como reguladoras negativas de la proliferación y los genes de susceptibilidad

tumoral, cuya ausencia o mutación causa un aumento de la probabilidad de aparición de

tumores. Entre ellos se pueden incluir a los genes de estabilidad del ADN, encargados

de mantener la integridad del genoma y corregir errores en la replicación del ADN.

Las mutaciones y los cambios epigenéticos en estos grupos génicos otorgan a las

células una ventaja selectiva que les permite proliferar tanto en el tejido sano como

durante el crecimiento tumoral. Esta concepción del cáncer como resultado de

alteraciones del ADN, es lo que ha llevado a definirlo como una enfermedad genética

del ciclo celular, en la que la aparición de mutaciones hace que se activen genes

dominantes (oncogenes) o se inactiven genes recesivos (supresores) que ejercen una

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

Características de las células normales y transformadas

Para garantizar el correcto funcionamiento del organismo, las células eucariotas

cuentan con estrictos sistemas de control sobre la proliferación, la diferenciación y la

muerte, ajustándose a las necesidades del organismo (Bell y Ryan, 2005). En algunos

tejidos, como el epitelio intestinal, la proliferación celular ocurre continuamente como

un mecanismo de renovación constante. En cambio, en la mayoría de los tejidos adultos,

las células normalmente no proliferan excepto durante los procesos de reparación

(Lodish y col., 2005). Durante el proceso tumoral, las células individuales dejan de

responder a las exigencias del tejido u organismo que las acoge.

La pérdida de control del crecimiento celular se origina tras un largo proceso de

variación y selección similar al que se produce en la propia evolución. Como

mencionamos anteriormente, la iniciación tumoral es el resultado de la acumulación de
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mutaciones y de cambios epigenéticos, que otorgan a las células una ventaja selectiva

ante las condiciones microambientales del tejido sano y durante el crecimiento tumoral.

De esta manera, la progresión tumoral puede entenderse como un proceso regido por los

principios Darwinianos de evolución y selección natural (Greaves and Maley, 2012).

Una de las principales características que distingue a las células cancerosas de

las células normales es la incapacidad de las primeras para regular los procesos de

proliferación, de diferenciación y de muerte, lo que conlleva a una alteración fenotípica

y a la transformación maligna. Dentro del amplio y variado conjunto de tumores y

alteraciones genotípicas descriptas en células tumorales, Hanahan y Weinberg

sugirieron, en el año 2000, seis alteraciones esenciales de la fisiología celular, las

cuales, colectivamente, derivan en el crecimiento maligno (Hanahan and Weinberg,

2000). Estas características son: el autocontrol del crecimiento, la insensibilidad a

factores antiproliferativos, la evasión de la apoptosis, el potencial replicativo ilimitado,

la angiogénesis sostenida y la invasión tisular y metástasis. Los avances conceptuales

acerca del cáncer que acontecieron en la última década, permitieron a estos autores, en

el año 2011, añadir dos características emergentes a esta lista: la reprogramación del

metabolismo energético, necesaria para sostener un crecimiento indefinido y la evasión

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

Dos procesos adicionales subyacen a estos cambios en la biología celular: la

inestabilidad genómica, que acelera la adquisición de mutaciones en las células

tumorales, y la inflamación, que promueve múltiples sucesos característicos del proceso

carcinogénico. Cada una de estas capacidades fisiológicas adquiridas durante el

desarrollo tumoral, representa la ruptura de un mecanismo de control presente en las

células y tejidos sanos.
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Figura 4. Características de las células tumorales. Adaptada de Hanahan and Weinberg,

2011.

Bajo estas circunstancias, ya no podemos pensar a los tumores como simples

masas celulares provenientes de una multiplicación descontrolada, sino que los mismos

deben ser considerados como tejidos complejos compuestos de múltiples tipos celulares

que interaccionan entre sí. En este sentido, los tumores presentan un conjunto de células

de apariencia normal, que constituyen el microambiente tumoral. Estas células

contribuyen a la adquisición de las alteraciones fisiológicas características de las células

tumorales (Hanahan and Weinberg, 2011). El microambiente tumoral es una parte

integral de su anatomía y, funcionalmente, no podemos disociarlo de lo que

tradicionalmente ha sido llamado "células tumorales” (Albini and Sporn, 2007). En los

últimos diez años, esta noción se ha arraigado en nuestra concepción del cáncer,

forjando una visión más compleja de la enfermedad. De acuerdo a este modelo, la

biología tumoral ya no puede entenderse mediante la enumeración de las características

de las células cancerosas, sino que su estudio debe abarcar las contribuciones del

entorno tumoral a la carcinogénesis.
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Ciclo celular y cáncer

Como mencionamos anteriormente, la iniciación tumoral es el resultado de la

acumulación de mutaciones y de cambios epigenéticos, que otorgan a las células, entre

otras características, la capacidad de proliferar de forma ilimitada. Paradójicamente la

mayoría de los tumores se originan en tejidos adultos, en los que predominan células en

estado de quiescencia, por lo tanto, la ventaja proliferativa de las células tumorales

proviene de su habilidad para eludir este estado e ingresar al ciclo celular.

El ciclo celular consiste en una secuencia ordenada de eventos que conducen a la

división celular y a la producción de dos células hijas. Durante este ciclo, las células

transitan por períodos de replicación del material genético y segregación de los

cromosomas en forma alternada. El control espacial y temporal preciso de los

acontecimientos del ciclo celular, asegura que la replicación de los cromosomas y su

segregación a las células hijas se produzca en el orden apropiado y con una fidelidad

extraordinariamente alta. La regulación del ciclo celular es fundamental para el

desarrollo normal de los organismos multicelulares.

Dentro del ciclo celular podemos distinguir cuatro fases principales (Fig. 5): la

fase G1 abarca un período relativamente largo del ciclo celular, en el cual las células

sintetizan las proteínas necesarias para la duplicación del material genético. La síntesis

de ADN tiene lugar durante la denominada fase S del ciclo, cuya duración varía entre

los organismos de diferentes especies. A continuación, las células atraviesan una nueva

etapa de síntesis de proteínas, antes de comenzar la segregación de los cromosomas

durante la mitosis (fase M). La fase M es la fase más corta del ciclo celular, llegando, a

veces, a completarse en apenas una hora. Durante esta etapa, las cromátidas hermanas

resultantes de la duplicación del ADN, se distribuyen en cada una de las células hijas.

Las células que no proliferan se encuentran en una etapa de quiescencia, denominada

G0 (Lodish et al., 2004).

La correcta replicación de los cromosomas y su segregación a las células hijas

constituye un evento crítico para el desarrollo normal de los organismos multicelulares.

Por esta razón, las células cuentan con una serie de mecanismos que controlan cada

paso en la progresión del ciclo celular. Ante una falla en el proceso, estos mecanismos
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actúan y las células abortan el proceso de división 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 características

fundamentales de este proceso: la irreversibilidad.

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 actúan 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 la transición desde G1 a

S. En este momento, las células examinan la integridad del genoma, que deberá ser

duplicado en la siguiente etapa del ciclo. El segundo punto de control, opera dentro de

la fase S. En este caso, la duplicación del ADN se enlentece o se pausa en respuesta al

daño sobre esta macromolécula. En células de mamíferos, esto puede causar un

incremento en el tiempo requerido para completar la duplicación del ADN. El tercer

punto de control, se encuentra en la transición desde la fase G2 a M. En este punto, se
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impide el comienzo de la mitosis hasta que el ADN se encuentre completamente

duplicado. Finalmente, durante la fase M, un cuarto punto de control impide el

comienzo de la anafase hasta que todos los cromosomas se encuentren correctamente

asociados al huso mitótico (Fig 5).

En el control del ciclo celular están implicadas una serie de proteínas con

actividad quinasa denominadas quinasas dependientes de ciclinas (Cdks) que fosforilan

sustratos y conducen a la replicación del ADN y la mitosis. Las diferentes Cdks

presentes en las células comparten el 40 % de la secuencia de aminoácidos,

constituyendo una gran familia de proteínas con actividad serina/treonina quinasa. Estas

proteínas no presentan actividad de manera individual, sino que dependen de la

asociación con proteínas reguladoras para su funcionamiento. Estas proteínas

reguladoras se denominan ciclinas. Las ciclinas, por su parte, también constituyen una

familia de diferentes proteínas celulares que comparten en común un dominio de

aproximadamente 100 aminoácidos, implicado en la unión y activación funcional de las

Cdks (Weinberg, 2014).

Durante las diferentes fases del ciclo celular, distintos complejos de ciclinas-

Cdks se activan para permitir la fosforilación de los sustratos necesarios para la

progresión a través del ciclo celular. En la figura 6, se muestran los múltiples complejos

formados por las ciclinas y las Cdks a lo 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 la fase G1 temprana del ciclo. Al final de esta fase, se incrementan los niveles

de ciclinas de tipo E (E1 y E2), las cuales se unen la quinasa Cdk2. Este hecho permite el

ingreso de las células a la fase S del ciclo. Durante la fase S, las ciclinas de tipo E son

reemplazadas por ciclinas de tipo A (A1 y A2) en el complejo 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 hacia la fase G2 del

ciclo. Finalmente, las ciclinas de tipo B (B1 y B2) se unen a la quinasa Cdc2 durante la

mitosis (Fig. 6.A).

La actividad de los complejos 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 mayoría de las Cdks varían sólo mínimamente.
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La actividad de los complejos ciclina-Cdks, es regulada por inhibidores

específicos. Existen dos familias de inhibidores: INK4 y WAF/KIP. Los miembros de la

familia INK4, actúan específicamente en los complejos formados por Cdk4 y Cdk6.

Estos inhibidores son p16Ink4a, p15Ink4b, p18Ink4c y p19Ink4d. Los miembros de la familia

WAF/KIP son capaces de inhibir todos los otros complejos de ciclina-Cdk que se

forman en las etapas posteriores del ciclo celular. A esta familia pertenecen los

inhibidores p21Cip1, p27Kip1 y p57Kip2. Cabe mencionar, que estas proteínas son capaces

de afectar a otros procesos además de la progresión del ciclo celular, incluyendo la

regulación de la transcripción génica, la apoptosis, la migración y la organización del

citoesqueleto.

Figura 6. Regulación del ciclo celular. A) Las distintas fases del ciclo celular son reguladas

por la activación de diferentes complejos ciclinas-Cdk. B) Variación de los niveles de ciclinas a

lo largo del ciclo celular. Adaptada de Weinberg, 2014.

Como mencionamos anteriormente, estos mecanismos regulatorios se

encuentran alterados en las células tumorales, tanto por la activación de genes que
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promueven el ingreso al ciclo o la inactivación de genes inhibidores del mismo (Bell

and Ryan, 2005; Croce, 2008).

Estructura y desarrollo de la glándula mamaria

Para comprender los cambios que llevan a la transformación maligna del tejido

mamario es necesario conocer la estructura y el desarrollo de la glándula normal. La

mama es una glándula exócrina que produce y secreta leche. Está formada por un

parénquima y un estroma. El parénquima es una estructura celular dispuesta como una

red arbórea de conductos y alvéolos rodeados por un estroma de tejido conectivo que

contiene también vasos sanguíneos, vasos linfáticos y nervios.

Esta glándula no se encuentra totalmente desarrollada al nacimiento, entrando en

un proceso progresivo de elongación y ramificación durante la pubertad. El proceso es

complejo e involucra la diferenciación específica de poblaciones de células progenitoras

mamarias en ductos y alvéolos. Se puede identificar un paralelismo entre la estructura y

el desarrollo de la glándula mamaria humana con la evolución de la glándula mamaria

murina (Chan et al., 2005; I. H. Russo and Russo, 1996). Por este motivo, la rata

representa uno de los principales modelos animales para el estudio del cáncer de mama.

El desarrollo de la glándula mamaria puede dividirse en dos etapas estructural y

funcionalmente diferentes. En primer lugar, la mama atraviesa una fase de desarrollo

ductal en la cual se genera un complejo sistema ramificado de ductos. Esta etapa

comienza en la pubertad y se extiende hasta el embarazo. En segundo lugar, la mama

ingresa en la etapa secretora, en la cual se generan las estructuras alveolares

responsables de la síntesis y secreción de la leche a través de los conductos formados

previamente (Hinck and Silberstein, 2005).

En las ratas, el proceso de ramificación del sistema ductal se inicia en el feto,

observándose un incremento en la proliferación de las células epiteliales mamarias y su

penetración hacia el tejido adyacente durante los últimos días de la gestación (Hens and

Wysolmerski, 2005). Posteriormente, comienza un proceso de morfogénesis y
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ramificación que culmina con la formación de un árbol ductal rudimentario presente en

las crías en su nacimiento. El período peripuberal, se caracteriza por la presencia de un

número variable de estructuras epiteliales bulbares conocidas como brotes terminales

(TEBs, del inglés: Terminal End Bud), las cuales presentan una alta actividad

proliferativa permitiendo la elongación de los ductos entre el tejido graso. El número de

TEBs es máximo luego de 21 días de vida de los animales. Entre los 35 y 50 días de

vida, dependiendo de la cepa estudiada, las ratas ingresan a la pubertad. A partir de ese

momento, los TEBs comienzan a dividirse formando los denominados brotes alveolares.

Esta diferenciación se acentúa con cada ciclo ovárico (Sternlicht, 2006; Sternlicht et al.,

2006). La etapa adulta de estos animales se establece con la consolidación de los ciclos

estrales. Cada ciclo estral queda contituído por las etapas proestro, estro, metaestro y

diestro. Una característica sobresaliente de este período es la disminución de los niveles

de proliferación. La duplicación celular tiene lugar predominantemente en las células de

los brotes alveolares siendo este proceso más frecuente durante la fase diestro del ciclo.

A pesar de este hecho, la glándula se encuentra morfológicamente más desarrollada

durante la fase estro.

Luego del coito, se observa una proliferación masiva de las células epiteliales de

los TEBs, las cuales se dividen rápidamente incrementando el número de brotes

alveolares (Oakes et al., 2006). Los espacios interductales, abundantes en las hembras

vírgenes, son ocupados por nuevas ramificaciones de los ductos y el desarrollo de

nuevos brotes alveolares. La condición de diferenciación total sólo se alcanza luego de

un embarazo a término, donde la influencia hormonal induce abundantes ramificaciones

del parénquima mamario que llevan a la formación de estructuras lobulares totalmente

secretoras (Anderson et al., 2007; Russo et al., 2000) (Fig. 7).
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Figura 7. Estadios en el desarrollo de la mama normal. Fotografías del tejido mamario

completo (motaje de la mama entera) (fila 1) y cortes histológicos teñidos con Hematoxilina-

Eosina en aumentos crecientes (fila 2 y 3). Dentro de cada fila, de izquierda a derecha, las

fotografías corresponden a la glándula de ratas en diferentes estadios de crecimiento: vírgenes,

12 días post coito (dpc), 18 dpc y 1 día post parto (dpp). La flecha negra señala a las células

epiteliales ductales. La punta de flecha señala células mioepiteliales. Al inicio del embarazo se

produce la proliferación masiva de células epiteliales, lo cual es estimulado predominantemente

por la prolactina y progesterona. Durante el embarazo, los alvéolos continúan proliferando y

forman una esfera de células epiteliales que envuelven un lumen circular (X). Esto es seguido

por un incremento de la proliferación y la diferenciación celular. La diferenciación se

caracteriza por la presencia de gotitas de lípidos citoplásmicos (*). A los 18 dpc, los alvéolos

tienen grandes cantidades de lípidos. Luego del parto, las proteínas y lípidos de la leche son

secretados en la luz alveolar (X). En este momento, se evidencia una expansión de la

vasculatura (flechas abiertas) y la reducción en el área ocupada por tejido adiposo (A) en el

estroma glandular. Modificada de Oakes et al., 2006.
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Influencia hormonal sobre el tejido mamario

Como mencionamos anteriormente, las funciones de la glándula mamaria

requieren de la formación de un complejo sistema de conductos ramificados, que se

forman mediante un proceso intensamente regulado por estímulos hormonales. En

relación a la influencia hormonal durante el desarrollo de la glándula mamaria, podemos

distinguir dos fases principales.

La primera fase del desarrollo glandular es independiente de los estímulos

hormonales. Esta etapa tiene lugar desde la embriogénesis y hasta la pubertad. En este

período, la glándula mamaria crece isométricamente con el 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 hormonales en estadíos

tempranos del desarrollo glandular (Heuberger et al., 1982; Hovey et al., 2001; Stumpf

et al., 1980). En este sentido, la exposición durante este período a hormonas exógenas u

otros factores, podría resultar en el desarrollo defectuoso de la glándula.

La segunda fase comienza en la pubertad, y depende de una compleja regulación

hormonal. En esta etapa, los niveles de estradiol (E2) y progesterona (Pg) se

incrementan, promoviendo el desarrollo de la glándula mamaria a un ritmo cíclico. Este

proceso comienza con el alargamiento ductal seguido por la iniciación de las

ramificaciones laterales inducidas por los repetidos ciclos ováricos durante la adultez.

La elongación ductal es regulada por el E2, mientras que la ramificación lateral tiene

lugar gracias a la acción de la Pg. En esta etapa también se incluye la formación de los

alveolos inducida por la gestación, la diferenciación producida durante la lactancia y la

involución que ocurre luego del destete (Brisken, 2002).

En el desarrollo de la glándula mamaria participan numerosas hormonas. Entre

ellas, encontramos hormonas ováricas como E2 y Pg, hormonas hipofisarias como la

prolactina y la hormona de crecimiento (GH), y aquellas que se sintetizan en las

glándulas adrenales como el cortisol (Brisken and O´Malley, 2010). La participación de

cada una de ellas se resume brevemente a continuación. Los niveles circulantes de

muchas de estas hormonas varían con el ciclo estral, al cual nos referiremos más

adelante en este trabajo.
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El estradiol es el principal regulador del desarrollo mamario siendo fundamental

en la elongación ductal. Adicionalmente, en combinación con otras hormonas, el E2

interviene en el desarrollo de los brotes alveolares (Cheng et al., 2004). El E2 actúa

sobre la glándula mamaria estimulando la síntesis de ADN y promoviendo la formación

de nuevos brotes (Ruan et al., 2005; Russo et al., 2000).

La progesterona es un regulador clave de las funciones reproductivas como la

ovulación, el desarrollo del útero y de la glándula mamaria. Durante el desarrollo

mamario, esta hormona es fundamental en la ramificación lateral y el desarrollo

lobuloalveolar de ratas y ratones (Atwood et al., 2000; Sternlicht, 2006). Durante el

embarazo, los niveles séricos de Pg se encuentran elevados promoviendo una intensa

proliferación epitelial que conduce a la ramificación lateral y a la diferenciación

alveolar. Una vez transcurrido el parto, los niveles séricos de esta hormona descienden

abruptamente.

La prolactina es una hormona polipeptídica producida principalmente por la

glándula hipofisaria. Las acciones de esta hormona sobre el desarrollo de la glándula

mamaria ocurren por interacción directa con su receptor específico (RPrl) (Camarillo et

al., 2001). Este receptor es una proteína de transmembrana que se expresa en las células

epiteliales mamarias. Estudios realizados con animales carentes del RPrl, demostraron

que el mismo no es necesario para el crecimiento y la ramificación lateral ductal, sin

embargo, se observó que su presencia es necesaria para la alveologénesis y la

diferenciación de células epiteliales mamarias a células productoras de leche durante el

embarazo avanzado (Brisken et al., 1999; Mulac-Jericevic and Conneely, 2004).

El eje hormonal constituido por la hormona de crecimiento y el factor de

crecimiento insulínico tipo I (GH/IGF-I), presenta un importante papel en el control del

crecimiento y desarrollo de las estructuras glandulares mamarias. La GH, estimula la

liberación del IGF-I, el cual es responsable del desarrollo de los TEBs y de la

morfogénesis ductal a lo largo de la vida (Lann and LeRoith, 2008; Ruan et al., 2005).

Se sabe que en ausencia de IGF-I el desarrollo mamario no ocurre, aún en presencia de

estrógenos (Laban et al., 2003). Tanto el E2 como la Pg actúan promoviendo la acción

del IGF-I durante el desarrollo mamario (Ruan et al., 2005). El IGF-I también participa
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en el mantenimiento de la glándula mamaria adulta durante la lactancia. Ratones

transgénicos que sobreexpresan el gen igf1 durante la etapa de la lactancia entran en

hipertrofia ductal y fallan en la involución de la glándula mamaria seguida al destete

(Laban et al., 2003).

En resumen, el E2, la Pg y la prolactina actúan secuencialmente sobre el epitelio

mamario regulando su desarrollo. Durante la pubertad, los niveles de estrógeno se

incrementan e inducen la expresión del receptor de progesterona (RPg) en la glándula

mamaria y en la mayoría de los tejidos blanco de la Pg (Clarke, 2006; Haslam and

Shyamala, 1979; Micevych et al., 2009). Cuando se alcanza la madurez sexual,

comienza un patrón de secreción cíclica de Pg, coincidiendo con la ramificación

dicotómica del sistema de ductos mamarios. Una vez que se establece el árbol ductal,

durante el embarazo, el incremento en los niveles de prolactina induce la formación de

los alvéolos (Brisken, 2002). Esta acción secuencial de las hormonas resulta crucial para

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

Figura. 8. Influencia hormonal en el desarrollo de la glándula mamaria. Adaptada de

Brisken and O´Malley, 2010.
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Si bien este modelo de acción secuencial describe correctamente la influencia

hormonal sobre el tejido mamario, no debemos perder de vista la complejidad del

sistema. En la actualidad, es reconocido el hecho de que las hormonas actúan sobre

diferentes órganos y, a su vez, afectan la síntesis y secreción de otras hormonas. Los

estrógenos por ejemplo, no solo afectan al sistema reproductivo sino que pueden actuar

sobre el sistema cardiovascular y los huesos. Además, estas hormonas actúan sobre la

glándula pituitaria estimulando la síntesis y secreción de prolactina (Scully et al., 1997).

La prolactina, a su vez, controla la formación del cuerpo lúteo en los ovarios y, por

tanto, la síntesis de Pg. Finalmente, estas hormonas inducen la transcripción del receptor

de estrógeno alfa (REα) 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 el efecto producido por un estímulo hormonal determinado sobre la

glándula mamaria es el resultado de la acción hormonal directa sobre este tejido o de la

acción secundaria mediante la estimulación de otros órganos.

Las mismas hormonas que controlan el desarrollo de la glándula mamaria son

las que están involucradas en la carcinogénesis mamaria (Brisken and O´Malley, 2010).

Numerosos estudios en animales han demostrado que los estrógenos pueden inducir y

promover el cáncer mamario, mientras que la remoción de los ovarios o la

administración de sustancias antiestrogénicas tienen el efecto opuesto (Palmieri et al.,

2002).

Receptores de hormonas esteroideas

Como describimos anteriormente, los esteroides ováricos E2 y Pg, regulan el

crecimiento y la diferenciación celular en la glándula mamaria. Estas hormonas ejercen

su acción a través de sus receptores específicos: el receptor de estrógenos (RE) y el

RPg.

Los RE pertenecen a una familia de receptores nucleares, que actúan como

factores de transcripción regulando la expresión de diferentes genes. Hasta el momento,

se han identificado dos receptores de estrógenos nucleares, conocidos como REα y REβ

(Harrington et al., 2003). Existe un tercer receptor de estrógenos que se ubica en la

membrana plasmática, conocido como GPR30 y ejerce sus efectos mediante la
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activación de diferentes proteínas G, lo cual conlleva al incremento de AMPc y la

consecuente activación o inactivación de diferentes cascadas de fosforilaciones

intracelulares (Speirs and Walker, 2007).

El REα es el principal encargado de recibir los estímulos estrogénicos y

convertirlos en una respuesta biológica. Este receptor se encuentra presente tanto en las

células epiteliales como en el estroma mamario. Estudios realizados con ratones

carentes de este receptor, indicaron que el REα presente en las células epiteliales es el

principal responsable de los efectos inducidos por el E2, mientras que el REα estromal

no es requerido en estos procesos (Cheng et al., 2004). La activación de este receptor

presenta una gran importancia en el desarrollo de las funciones normales del tracto

reproductor femenino, las características sexuales secundarias y el comportamiento

reproductivo. La función del REβ en el desarrollo mamario permanece en discusión.

Estudios realizados en ratones carentes de este receptor, indican que el mismo actuaría

modulando los efectos producidos por el REα (Ascenzi et al., 2006; M.-M. Liu et al.,

2002; Murphy and Leygue, 2012; Speirs and Walker, 2007; Speirs et al., 2002).

El mecanismo clásico mediante el cual estos receptores modulan la transcripción

génica incluye su interacción con E2, lo cual activa al receptor promoviendo una serie

de eventos que incluyen dimerización, localización nuclear y la interacción con co-

activadores transcripcionales formando complejos multiproteicos. Estos complejos se

unen a secuencias específicas del ADN denominados elementos de respuesta a

estrógenos (ERE) y desencadenan una serie de eventos que promueven la iniciación de

la transcripción. En su mayoría, los genes regulados positivamente están involucrados

en la proliferación y la progresión del ciclo celular, mientras que aquellos que son

regulados negativamente tienen que ver con la apoptosis y la regulación

antiproliferativa.

Por otra parte, el REα puede activarse de forma independiente de la unión del

ligando. En este caso, se han identificado varias quinasas pertenecientes a diferentes

vías de transducción de señales capaces de activar al REα y sus proteínas co-reguladoras

en ausencia de E2. En particular, la vía de los Wnt/β-catenina se encuentra ampliamente

vinculada con la activación del REα. Esta vía de señalización juega un papel decisivo en

los procesos de diferenciación, proliferación y muerte celular. Las proteínas Wnt son
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glucoproteínas de secreción que estimulan vías de transducción de señales mediante la

unión a receptores específicos. Actualmente se conocen cuatro vías de señalización de

Wnt: 1) la vía canónica o Wnt-β-catenina; 2) la vía Wnt/Ca+2, que involucra a la

proteína quinasa A; 3) la vía de polaridad celular planar y 4) la vía que involucra a la

proteína quinasa C (Ochoa Hernandez et al., 2012).

La actividad de la vía de señalización Wnt-β-catenina depende de la

concentración citoplasmática de β-catenina. La proteína β-catenina se encuentra

normalmente formando parte de las uniones adherentes. Lo normal es que esta proteína

se mantenga en bajas concentraciones en el citoplasma, gracias a un proceso de

degradación dependiente de ubiquitina-proteosoma (Aberle et al., 1997; C. Liu et al.,

2002). La proteólisis de β-catenina es regulada mediante su fosforilación por medio de

la quinasa Gsk-3β. Cuando esta quinasa se encuentra inactiva, la degradación de β-

catenina no se produce. El incremento de β-catenina citoplasmática permite su entrada

al núcleo en donde activa la transcripción de genes involucrados en diferentes procesos

como la proliferación y la invasión celular (Fig. 9) (Ikeda et al., 1998; Yost et al.,

1996). La vinculación entre estos procesos y la respuesta estrogénica ha sido

ampliamente documentada. De esta forma, los estímulos estrogénicos incrementan la

fosforilación de la Gsk-3β en la serina 9, lo cual deriva en la inactivación de esta

quinasa (Cardona-Gomez et al., 2004; Grisouard and Mayer, 2009; Medunjanin et al.,

2005). Adicionalmente, la quinasa Gsk-3β regula la actividad del REα mediante la

formación de un complejo citosólico y su fosforilación en varios residuos de serinas.

Se ha descripto la formación de un complejo entre el REα y la Gsk-3β tanto en el

núcleo como en el citosol celular (Medunjanin et al., 2005), así como también la

interacción de β-catenina con el REα, formando un complejo capaz de regular la

transcripción génica en células de hipocampo (Varea et al., 2010).
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Figura 9. Estímulo estrogénico en la vía Wnt/β-catenina. A la izquierda, Wnt/β-catenina

inactiva. La quinasa Gsk-3β fosforila a β-catenina lo cual conduce a su degradación

proteosómica. A su vez, esta quinasa se encuentra formando un complejo con el REα. A la

derecha, vía Wnt/β-catenina activada por un estímulo estrogénico. En este caso, la quinasa Gsk-

3β se encuentra fosforilada en su serina 9 en su estado inactivo, permitiendo la acumulación y

translocación nuclear de β-catenina. Adicionalmente, la inactivación de Gsk-3β permite la

translocación nuclear del REα. En el núcleo celular, tanto β -catenina como el receptor o incluso

ambas proteínas en forma conjunta, inducen la transcripción de genes involucrados en la

proliferación y la invasión celular. Elaboración propia.

Además de los clásicos receptores REα y REβ, en los últimos años se han

descripto efectos extranucleares del E2, mediados por un receptor de siete dominios

transmembrana que se encuentra acoplado a una proteína G (Björnström and Sjöberg,

2005; Hammes and Levin, 2007). La unión del E2 a estos receptores dispara señales

rápidas, modulando diferentes vías de señalización como la vía de las proteínas quinasas

activadas por mitógenos (MAPK, del inglés: Mitogen Activated Protein Kinases), la vía

de la fosfoinositol-3 quinasa (PI3K), p21ras, Raf-1, proteína quinasa C (PKC), el

incremento en los niveles intracelulares de Ca+2, la liberación de NO y la estimulación

de la secreción de prolactina (Shupnik, 2004; Zheng et al., 2007).
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Los efectos fisiológicos de la Pg están mediados por la interacción de la

hormona con sus receptores específicos intracelulares, de los cuales se conocen dos

isoformas, RPg-A y RPg-B (Lydon et al., 1999; Orb and Edwards, 2013). Ambos

receptores se expresan tanto en células epiteliales como estromales. Estudios realizados

utilizando ratones con silenciamiento en la expresión de cada uno de estos receptores

demostraron que el RPg-B de las células epiteliales es necesario para que la Pg

promueva el desarrollo y diferenciación del tejido mamario (Mulac-Jericevic and

Conneely, 2004). El mecanismo de acción de los RPg es similar al descripto

tradicionalmente para el RE. La unión de la hormona al receptor induce una serie de

cambios que incluyen la disociación de complejos formados por el receptor y proteínas

chaperonas, la dimerización, la fosforilación y la traslocación nuclear del receptor. Estos

eventos, posibilitan su unión a secuencias específicas del ADN denominadas elementos

de respuesta a Pg (ERP) presentes en las regiones reguladoras de genes específicos. La

unión del RPg a los ERP es seguida por el reclutamiento de co-activadores y de la

maquinaria de transcripción basal, lo cual conduce a un incremento de la transcripción

de dichos genes.

Síntesis ovárica de hormonas esteroideas: esteroidogénesis

Como describimos anteriormente, las hormonas esteroideas poseen un rol

fundamental en el desarrollo de la glándula mamaria. Además, los esteroides producidos

en el ovario poseen efectos locales, los cuales son esenciales para que el ovario funcione

correctamente. Debido a esto, cualquier variación en los niveles de esteroides puede

llevar a situaciones patológicas.

Como se observa en la figura 10, la totalidad de las hormonas esteroideas

ováricas se sintetizan a partir del colesterol, el cual es transportado al interior de las

células por un proceso de endocitosis mediado por receptores asociados a la membrana

plasmática. La primera reacción 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 proteína transportadora denominada StAR. Una vez dentro de la mitocondria, el

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 reacción 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 síntesis de los esteroides. La

pregnenolona es un intermediario común en la biosíntesis de todas las hormonas

esteroideas producidas por el ovario. Una vez sintetizada, abandona la mitocondria e

ingresa al retículo endoplasmático liso (REL), donde es rápidamente convertida en Pg,

debido a la presencia de una gran cantidad de enzima 3β-hidroxiesteroide

deshidrogenasa  (3β-HSD). La Pg es el primer compuesto con actividad biológica

producido durante la esteroidogénesis y es secretada por células ováricas durante la fase

lútea del ciclo estral (Stocco et al., 2007).

Figura. 10. Síntesis ovárica de hormonas esteroideas. Elaboración propia.



Introducción 35

Durante la fase folicular del ciclo, tanto la Pg como la pregnenolona son

sustratos de otro complejo enzimático que da lugar a la síntesis de androstenediona y

dehidroepiandrosterona (DHEA), respectivamente. Este complejo, denominado CYP17,

se encuentra ubicado en la membrana interna del REL. La androstenediona y la DHEA

son sustratos de una enzima denominada 17β- hidroxiesteroide deshidrogenasa  (17β-

HSD), la cual cataliza su transformación a testosterona (T) o androstenediol,

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

Los pasos siguientes en la síntesis de los esteroides, ocurren en las células de la

granulosa. Ambas moléculas, androstenediona y T, acceden a estas células dónde se

convierten en los precursores inmediatos de los estrógenos. La conversión de

androstenediona a estrona y la de T a 17β-estradiol son catalizadas por un complejo

enzimático denominado Aromatasa (CYP19A1).

Regulación de la esteroidogénesis

Los mecanismos neuroendócrinos desempeñan un papel importante en la

regulación del ciclo sexual y reproductivo. Las complejas interacciones entre las

gonadotrofinas y las hormonas esteroideas proporcionan la base de la ciclicidad

presente en la hembra de los mamíferos. Durante el ciclo ovárico pueden observarse dos

etapas bien definidas: la fase folicular, en la cual se generan y maduran los folículos

conteniendo a los ovocitos y, en ausencia de fecundación, la fase lútea.

En los roedores el ciclo se repite cada 4 o 5 días y, como ya mencionamos,

consisten en las fases metaestro, diestro, proestro y estro. Las fases metaestro y diestro

se relacionan con la formación y maduración de los cuerpos lúteos. Específicamente, la

formación de los cuerpos lúteos ocurre durante la fase metaestro y su maduración se

observa en la fase diestro del ciclo, con la consecuente producción de Pg. La etapa

folicular comienza con la fase proestro, donde se produce un crecimiento rápido de los

folículos y la degeneración de los cuerpos lúteos del ciclo anterior. Esta fase se

caracteriza por un incremento en los niveles circulantes de E2. Durante la fase estro

tiene lugar la maduración de los folículos, con el consecuente incremento de los niveles

de E2 y la ovulación (Chaffin and Vandevoort, 2013; Stocco et al., 2007).
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El control de la función ovárica es realizado por la hormona folículo estimulante

(FSH) y la hormona luteinizante (LH). Estas hormonas son liberadas por la

adenohipófisis en respuesta a la hormona hipotalámica liberadora de gonadotrofinas

(GnRH, del inglés: Gonadotropin Releasing Hormone). A su vez, la secreción de las

gonadotrofinas hipofisarias está modulada por la retroalimentación de las hormonas

gonadales (Plant, 2012).

La FSH actúa sobre los folículos estimulando su desarrollo, con el consecuente

incremento de la secreción de la hormona sexual femenina, el E2. Niveles elevados de

E2 regulan negativamente la secreción de FSH, provocando la disminución de su

concentración en plasma. El receptor de la FSH se encuentra exclusivamente en las

células de la granulosa (Chaffin and Vandevoort, 2013). La LH actúa sobre el folículo

maduro desencadenando la ovulación. Esta hormona también es responsable de la

luteinización del folículo y la síntesis de Pg. La LH presenta un patrón de ciclicidad

similar a la FSH, con un pico preovulatorio y una disminución sobre la fase lútea

(metaestro y diestro). El receptor de la LH se encuentra presente en las células del

cuerpo lúteo y en las células de la teca.

Como mencionamos anteriormente, la secreción de gonatotrofinas es regulada

por la hormona peptídica GnRH, sin embargo, la respuesta hipofisaria obedece también

al ambiente estrogénico (Fig. 11). Durante la fase folicular (proestro), se observa un

incremento preovulatorio en los niveles de E2 y prolactina. El aumento de E2 induce la

secreción hipotalámica de GnRH, la cual induce la secreción hipofisaria de LH y FSH.

El incremento de los niveles de FSH constituye la señal que dispara la maduración

folicular y la entrada en fase estro. El ingreso en la etapa lútea, denominado metaestro,

coincide con un aumento de los niveles de Pg sintetizada por los cuerpos lúteos

(Walmer et al., 1992). Por último, los animales ingresan a la fase diestro, donde la

regresión del cuerpo lúteo conduce a una disminución en los niveles de Pg (Fig. 11)

(Rudolph et al., 2012; Stocco et al., 2007).
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Figura 11. Regulación de la esteroidogénesis y niveles hormonales durante el ciclo estral

de la rata. A la izquierda, se esquematizan los diferentes niveles de regulación del eje

hipotálamo-hipófisis-ovario. A la derecha, se muestran los niveles de progesterona, prolactina,

estradiol, hormona luteinizante y hormona foliculoestimulante en las diferentes fases del ciclo

estral. Los números sobre el eje x representan distintos momentos del día, considerando 24

horas de reloj. Las barras en negro sobre el mismo eje representan el período de oscuridad cada

24 horas. Las líneas verticales punteadas señalan la medianoche. Adaptada de Smith et al.,

1975.

Cáncer de mama

Epidemiología

Como mencionamos anteriormente, el cáncer constituye un problema de primer

orden en la salud a nivel mundial. El cáncer de mama es el cáncer más frecuentemente
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diagnosticado y la principal causa de muerte por cáncer entre las mujeres. En el año

2008, el cáncer de mama representó el 23 % (1,38 millones) del total de casos de cáncer

y el 14 % de las muertes por cáncer en mujeres (Jemal et al., 2011). De acuerdo al

último informe de la IARC, la incidencia por cáncer de mama se elevó respecto a los

datos obtenidos en 2008, llegando a representar el 25,1 % de los casos de cáncer en

mujeres en el año 2012 (International Agency of Research on Cancer, 2014).

En la Argentina, en el año 2010, murieron 5.446 mujeres por cáncer de mama, lo

cual representa el 20 % de las muertes ocurridas por cáncer en mujeres (World Health

Organization and Pan American Health Organization, 2013). La mortalidad por cáncer

de mama varía ampliamente según la región. Para los países 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 el continente (21,8 por 100.000)

(Viniegra et al., 2010).

Carcinogénesis mamaria

Más del 95 % de los cáncer de mama son de origen epitelial. En la figura 12 se

esquematiza la evolución del cáncer de mama. Este proceso involucra la progresión a

través de distintos estadios patológicos y clínicos bien definidos, comenzando con la

hiperplasia ductal atípica (HDA), seguida por el carcinoma in situ (CIS), el carcinoma

invasivo (CI), llegando finalmente al desarrollo de la enfermedad metastásica (MET)

(Vargo-Gogola and Rosen, 2007). Como detallamos en la sección anterior, un ducto

mamario normal está compuesto por el estroma, la membrana basal, una monocapa de

células mioepiteliales y otra de células epiteliales luminales en contacto con la luz del

ducto mamario (Fig. 12). Dentro del estroma se encuentran diferentes tipos celulares,

incluyendo macrófagos, fibroblastos, miofibroblastos y células endoteliales. Durante la

carcinogénesis, el estroma mamario sufre una serie de cambios que conllevan a su

activación. En este proceso, se incrementa el número de fibroblastos, miofibroblastos y

macrófagos del estroma glandular.

El CI se da como 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 el estroma adyacente. Potencialmente estas células podrán migrar a órganos

distantes, generando eventualmente metástasis.

Figura 12. Modificaciones histológicas a lo largo del desarrollo de un carcinoma mamario

invasivo. En la parte superior de la figura se muestran fotografías representativas de los

diferentes estadíos de evolución tumoral mamaria LOB: estructuras alveolares presentes en la

mama normal. HDA: hiperplasia ductal atípica. CIS: carcinoma in situ. CI: carcinoma invasivo.

MET: metástasis. Debajo, se esquematizan la evolución tumoral desde el tejido normal hasta

una metástasis pulmonar, detallando los diferentes tipos celulares involucrados en el proceso.

Adaptado de: Vargo-Gogola and Rosen, 2007.

La clasificación de los carcinomas mamarios se realiza en base a un conjunto de

análisis que incluyen estudios histopatológicos, moleculares, genéticos, la patología

clínica y los perfiles de expresión génica. Si bien los carcinomas mamarios se

caracterizan por una histología heterogénea, la mayoría presentan un fenotipo

dominante permitiendo su clasificación. En la clasificación histológica y molecular del
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cáncer de mama se han descripto al menos cuatro fenotipos diferentes: 1) fenotipo

luminal A en los cuales se incluyen tumores que expresan el REα, el RPg y el receptor

del factor de crecimiento epidérmico 2 (HER2); 2) fenotipo luminal B, en los cuales la

expresión del RPg se encuentra disminuída respecto al fenotipo luminal A, presentando

un mayor potencial metastásico; 3) el fenotipo HER2 incluye tumores que,

sobreexpresan los receptores HER2; y 4) el fenotipo basal, que incluye a los tumores

denominados triple negativos, los cuales no expresan ninguno de los receptores

mencionados previamente (REα, RPg, HER2) (Braun et al., 2013).

Las diferencias moleculares entre estos 4 fenotipos son responsables, en parte,

de las distintas respuestas clínicas frente a los tratamientos: en general los tumores del

tipo basal tienen los peores pronósticos, mientras que los de tipo luminal presentan una

mejor respuesta a la terapia (Sørlie et al., 2001).

Los modelos animales son una herramienta fundamental en la investigación del

cáncer. En los estudios sobre cáncer de mama, los roedores son ampliamente utilizados

(Vargo-Gogola and Rosen, 2007). Adicionalmente, la alta susceptibilidad al desarrollo

de neoplasias que presenta la glándula mamaria de estos animales, los convierte en un

modelo único para el estudio del potencial carcinogénico de diferentes agentes

genotóxicos y ambientales (I. H. Russo and Russo, 1996).

Los modelos de carcinogénesis mamaria inducidos químicamente son de

particular interés ya que, en general, producen adenocarcinomas dependientes de

hormonas. Uno de los carcinógenos químicos más utilizado en el desarrollo de cáncer

de mama, es la N-nitroso-N-metilurea (NMU) (Ashrafi et al., 2012; Peña et al., 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 actúan sobre los centros nucleofílicos del ADN, causando daño en el

genoma celular (Gullino et al., 1975). Las características de los tumores inducidos en

rata por este agente dependen de la dosis, la vía y el esquema de administración, la edad

de los animales, la etapa del ciclo estral al momento de la inyección y la cepa de la rata

utilizada (Ariazi et al., 2005; Rivera et al., 1994; Terracjni and Testa, 1970). La NMU

puede ser administrada por vía endovenosa, subcutánea, intraperitoneal o directamente

en la mama (Ashrafi et al., 2012; J. Russo and Russo, 1996).
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La dosis de NMU más frecuentemente utilizada es de 50 mg/kg de peso corporal.

Ésta puede ser administrada como una única 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 glándula mamaria de rata a la carcinogénesis por NMU

es máxima cuando el agente químico es administrado entre los 50 y 55 días de vida,

coincidentemente con el período en el cual la mama exhibe una alta densidad de

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

En nuestro laboratorio se desarrolló y caracterizó un modelo particular de tumor

mamario inducido en ratas hembra de la cepa Sprague Dawley. La inducción tumoral se

realizó por inyección intraperitoneal de tres dosis de 50 mg/kg de NMU a los 50, 80, y

110 días de vida de los animales (Rivera et al., 1994). Rivera y sus colaboradores

demostraron que, cuando la primera dosis de NMU es inyectada durante la fase estro del

ciclo reproductivo de las ratas, el 95 % de los animales desarrolla tumores mamarios de

los cuales el 100 % presenta un patrón maligno (Rivera et al., 1994). Los tumores

desarrollados fueron carcinomas ductales, la mayoría con apariencia adenomatosa. De

acuerdo al patrón de crecimiento predominante, estos tumores se clasificaron como

cribiformes (52,8 %), sólidos (30,6 %) o tipo comedogénicos o comedonianos (4,3 %).

Estudios realizados en este modelo experimental indicaron que el desarrollo y el

crecimiento de los tumores se encuentran fuertemente regulados por hormonas y

factores de crecimiento (Martín et al., 1998, 1997, 1996a). Entre las hormonas, el E2 y

la prolactina cumplen un papel esencial durante las etapas de iniciación y de promoción

de la carcinogénesis (Martín et al., 1997). También se ha estudiado extensamente la

importancia de diferentes factores de crecimiento y sus receptores específicos, como el

factor de crecimiento epidérmico, el IGF-I y su receptor, la histamina y sus receptores,

así como la expresión de receptores a estrógeno y prolactina (Actis et al., 2004; Cocca

et al., 2005, 1998; Martín et al., 1998, 1997, 1996a; Núñez et al., 2006).
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Factores de riesgo para cáncer de mama

A pesar de la gran incertidumbre que aún rodea al origen del cáncer, intensivos

estudios epidemiológicos, clínicos y genéticos identifican ciertos rasgos biológicos y

sociales como factores de riesgo asociados a esta enfermedad. Entre los principales

factores de riesgo se encuentran: la historia familiar de cáncer de mama, ovario, o

endometrio, la mayor susceptibilidad de sufrir mutaciones en los genes BRCA1 y

BRCA2, la historia individual relacionada con patologías mamarias, la edad, el

tabaquismo, el alcoholismo, la obesidad y diversos factores nutricionales.

Adicionalmente, ciertas características endocrinológicas femeninas forman parte de los

factores de riesgo para esta patología. Entre ellas se incluyen: la menarca temprana, la

nuliparidad o el retraso en el nacimiento del primer hijo, la corta duración de la

lactancia, la entrada tardía a la menopausia, el uso prolongado de anticonceptivos orales

o de terapia de reemplazo hormonal (Emburgh et al., 2008; Russo and Russo, 2008;

Russo et al., 2000).

En los últimos 50 años, ha cobrado importancia el estudio de los contaminantes

ambientales como factor de riesgo para al cáncer de mama. Durante las últimas dos

décadas en particular, fuimos testigos de una creciente preocupación científica, del

debate público y de la atención de diferentes medios de comunicación sobre los posibles

efectos perjudiciales que la exposición a contaminantes ambientales podría tener sobre

la salud humana.

Actualmente existen evidencias consistentes que involucran la exposición a los

contaminantes ambientales como factores de riesgo para muchos tipos de cáncer,

incluyendo al cáncer de mama, debido a sus propiedades mutagénicas y/o promotoras

del crecimiento, a sus efectos co-carcinogénicos o a su acción como disruptores

endócrinos (DEs) (Irigaray et al., 2007; Rich et al., 2012).

Disruptores endócrinos

Los DEs son compuestos que interfieren con la normal regulación del sistema

endócrino. Si bien estos compuestos presentan múltiples efectos y mecanismos de
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acción, pueden definirse de manera general como cualquier agente exógeno que

interfiera con la síntesis, secreción, transporte, unión, acción o eliminación hormonal,

modificando la homeostasis, la reproducción, el desarrollo y/o el comportamiento de los

individuos expuestos (Vandenberg, 2014).

La Administración de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) publicó

una lista con más de 1.000 productos químicos comerciales que presentan o podrían

presentar efectos sobre el sistema endócrino (FDA, 2010a). Este grupo de compuestos

incluye sustancias naturales, como los fitoestrógenos presentes en muchos alimentos, y

compuestos químicos sintéticos entre los que se encuentran solventes, lubricantes y sus

subproductos, compuestos plásticos, productos farmacéuticos, metales pesados como el

cadmio y el plomo, así como diferentes plaguicidas utilizados en la agricultura

(Diamanti-Kandarakis et al., 2009).

Si bien existe una gran diversidad química entre los compuestos pertenecientes a

esta familia, en términos generales los DEs a menudo contienen elementos halógenos,

como cloro o bromo, y la presencia de un grupo fenólico, el cual 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

ocupacionalmente expuestas (Eskenazi, 2002; Eskenazi et al., 2003, 2002; Herbst et al.,

1971; Kumar, 2011; Li et al., 2010; McLachlan, 2006, 2001; Palmer et al., 2006;

Pesatori et al., 2003; Petrelli et al., 2003; Snijder et al., 2012; Warner et al., 2002). Estos

estudios sugieren que la exposición ocupacional a los DEs es elevada y debe

considerarse un motivo de preocupación para la salud de los trabajadores.

En contraste con esos resultados, en los últimos 20 años se han realizado una

serie de investigaciones que demuestran que la mayoría de las exposiciones a DEs se

producen a dosis bajas, debido a la presencia de residuos en los alimentos, en productos

de cuidado personal, productos para el jardín y el envasado de alimentos. A menudo se

argumenta que la presencia de una sustancia química en bajos niveles en el cuerpo no es
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necesariamente motivo de preocupación. Los estudios realizados sobre la población

general, revelan que los niveles de DEs en sangre y orina de los individuos son del

orden de las partes por billón o incluso partes por trillón (Barr et al., 2010; Calafat et al.,

2010, 2008; Lee et al., 2011; Woodruff et al., 2011).

Al analizar los datos epidemiológicos de los últimos años, se observa un

incremento en la incidencia y prevalencia de diferentes enfermedades como el de cáncer

de mama, próstata y testículo, la diabetes, la obesidad, el síndrome metabólico y la

disminución de la fecundidad, las cuales se asocian a la exposición a DEs. Si bien este

incremento podría deberse, en parte, a los avances en materia de diagnóstico, estudios

realizados sobre individuos migrantes y sobre las diferentes incidencias en función del

área geográfica, dan cuenta de la importancia de los DEs en el desarrollo de estas

enfermedades (Boulogne et al., 2012; Fernandez et al., 2011; John et al., 2005; Nasseri

and Moulton, 2011; Stirbu et al., 2006; Yavari et al., 2006).

En el año 2009, la Sociedad Científica de Endocrinología publicó una extensa

revisión que evidencia la contribución de los DEs al riesgo de desarrollar cáncer de

mama (Diamanti-Kandarakis et al., 2009). Tradicionalmente, los efectos de los DEs

sobre la carcinogénesis mamaria han sido relacionados con su acción como agonistas o

antagonistas de los receptores de hormonas esteroideas, sin embargo, los mecanismos

de acción de estos compuestos abarcan un espectro mucho más amplio (De Coster and

van Larebeke, 2012).

Los DEs pueden interferir con la biosíntesis y el metabolismo de las hormonas

esteroieas mediante la modificación de la actividad o la expresión de las enzimas

involucradas en este proceso. Entre las enzimas más estudiadas se encuentran la

aromatasa, la 5α-reductasa, la 3β- 11β- y 17β-HSD y la StAR (Bonefeld-Jørgensen et

al., 2007; Kim et al., 2011; Ye et al., 2014). Como mencionamos anteriormente, estas

enzimas son responsables de la esteroidogénesis ovárica por lo cual, alteraciones en su

actividad, podrían derivar en cambios de los niveles hormonales.

Las hormonas esteroideas son transportadas en los vasos sanguíneos unidos a

diferentes proteínas. El E2 y la T se encuentran en plasma unidos a la albúmina o a la

proteína transportadora de hormonas sexuales 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 unión de las hormonas a

estas proteínas (Tollefsen, 2007; Waring et al., 2008).

Como mencionamos previamente, la hipófisis y el hipotálamo regulan la función

ovárica mediante la secreción de hormonas específicas. Actualmente se ha demostrado

que el sistema neuroendócrino también resulta afectado por los DEs (Foradori et al.,

2011; Gore, 2010).

Debido a la gran influencia hormonal que sufre la glándula mamaria en su

desarrollo, la exposición a DEs constituye uno de los principales factores de riesgo para

el desarrollo de cáncer en este órgano.

Estrés oxidativo

Las células aeróbicas requieren la presencia de oxígeno (O2) para llevar a cabo

sus funciones metabólicas. El crecimiento acelerado de los tumores requiere un alto

grado de irrigación sanguínea, necesario para proveer O2 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 sólidos. Se denomina

hipoxia a una reducción en los niveles de O2 presentes en un determinado tejido.

Numerosos estudios demuestran como la insuficiencia de O2 conduce a un desbalance

en el conjunto de reacciones de oxidación y reducción presentes en la célula,

incrementando los niveles de especies reactivas del oxígeno (ERO) (Clanton, 2007;

Desireddi et al., 2010; Liu et al., 2008).

Las ERO son compuestos generados por reducción parcial del O2. Dentro de este

grupo se incluyen, el peróxido de hidrógeno (H2O2), el superóxido (O2˙¯), el radical

hidroxilo (HO˙) y los radicales alcoxilos (LO˙), entre otros. El radical HO˙ es

particularmente inestable, reaccionando rápida e inespecíficamente con la mayoría de

las moléculas biológicas. El H2O2, en cambio, presenta una reactividad menor y es

capaz de difundir hacia células vecinas. Algunos de estos compuestos son especies



Introducción 46

radicalarias, mientras que otras poseen todos sus electrones apareados. En este trabajo,

utilizaremos el término ERO para referirnos de manera general a todas ellas.

La mayor producción de ERO se produce a través de la cadena respiratoria

mitocondrial, en la cual se genera el radical superóxido a razón de un 2 % de la

velocidad de consumo de O2. Este radical es disociado a pH fisiológico y por lo tanto, se

encuentra cargado negativamente (anión superóxido: O2˙¯). Los complejos I y III de la

cadena de transporte de electrones mitocondrial son los principales responsables de la

producción de O2˙¯ en esta organela (St-Pierre et al., 2002). Otra fuente endógena de

producción de ERO son los peroxisomas. En estas organelas, la producción de ERO

implica la participación de diferentes enzimas, como la Acil-CoA oxidasa y la xantina

oxidasa que generan H2O2 y O2˙¯ (Schrader and Fahimi, 2006). Adicionalmente, las

ERO pueden producirse mediante la acción de la NAD(P)H oxidasa asociada a

membrana, la citocromo c oxidasa y la xantina oxidasa citosólicas. Finalmente, en el

retículo endoplasmático, se produce O2˙¯ y H2O2 mediante autooxidación de la

flavoproteína NADPH-cit-P450 reductasa y el citocromo P450 (Boveris, 1998;

Trachootham et al., 2008). Las ERO también pueden producirse como consecuencia de

la exposición ambiental a ciertos compuestos químicos (Reuter et al., 2010). Entre los

factores exógenos capaces de inducir la formación de ERO se incluyen los

contaminantes ambientales, los productos farmacéuticos y las radiaciones ionizantes

(Klaunig et al., 2010).

Además de las ERO, las células contienen otras especies químicas radicalarias

provenientes del metabolismo del nitrógeno. El óxido nítrico (NO) es producido en

diferentes compartimentos celulares a partir del aminoácido L-Arginina en una reacción

catalizada por la enzima óxido nítrico sintasa (NOS) en la cual se consume NADPH. El

NO participa en numerosos procesos fisiológicos como en la neurotransmisión, en la

regulación de la presión arterial, la relajación de la musculatura lisa y la regulación

inmunitaria. Si bien no se conocen reacciones en cadenada iniciadas por el radical NO,

este compuesto reacciona con el anión O2˙¯ dando lugar a la formación de peroxinitrito

(ONOO¯ ), un potente agente oxidante. La sobreproducción de especies reactivas del

nitrógeno (ERN) se denomina estrés nitrosativo y es capaz de inducir la peroxidación

lipídica, interferir con la señalización celular por nitración de tirosinas, oxidar grupos
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tioles y guanosinas, degradar carbohidratos y de fragmentar el ADN (White et al.,

2010).

La regulación del balance redox constituye un evento clave para la homeostasis

celular. Para ello, las células presentan complejos sistemas antioxidantes constituidos

por enzimas y compuestos no enzimáticos. Dentro del sistema antioxidante no

enzimático se encuentra el glutatión, un péptido cuya capacidad antioxidante se debe a

la presencia de un grupo tiol (-SH), el cual puede ser oxidado y reducido

reversiblemente. En las células, el glutatión es mantenido en forma reducida por la

enzima glutatión reductasa (GR). El GSH es considerado uno de los antioxidantes

celulares más importantes, debido a su presencia en altas concentraciones (Cadenas,

1997). El sistema antioxidante enzimático está constituído por varias enzimas presentes

en la célula. La enzima superóxido dismutasa (SOD) cataliza la dismutación del O2˙¯

en H2O2 y O2. En las células humanas, se encuentran tres isoformas diferentes de esta

enzima: una isoforma mitocondrial (Mn SOD), una citosólica (CuZn SOD) y una

isoforma extracelular (EC SOD) (Reuter et al., 2010). Una enzima importante para el

metabolismo redox es la catalasa (CAT). Esta enzima se localiza a nivel de los

peroxisomas en la mayoría de las células humanas, donde cataliza la conversión de

H2O2 en agua y O2. Otra enzima involucrada en la eliminación del H2O2 es la glutatión

peroxidasa (GPX). Estas enzimas, junto con los antioxidantes no enzimáticos,

mantienen el balance redox necesario para el correcto funcionamiento de las células

(Irshad and Chaudhuri, 2002). Adicionalmente, las enzimas antioxidantes y los

antioxidantes no enzimáticos, juegan un papel central en la protección de las células

frente a los incrementos de ERO producidos por los factores exógenos mencionados

previamente (Fig. 13).
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Figura 13. Principales vías de generación y metabolismo de ERO. SOD: superóxido

dismutasa; GPX: glutatión peroxidasa; GR: glutatión reductasa; GSH: glutatión reducido;

GSSG: glutatión oxidado; O2˙¯: anión superóxido; H2O2: peróxido de hidrógeno; REn: retículo

endoplasmático. 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 duración de la exposición, la localización y la naturaleza de

las especies involucradas. Si bien bajos niveles de ERO son necesarios para la

regulación de diferentes procesos biológicos, como la inducción de la proliferación y la

sobrevida celular, un incremento en el contenido de estas especies químicas conduce al

arresto de las células en alguna fase del ciclo o induce la diferenciación celular. Niveles

aún mayores de ERO producen daño oxidativo de los componentes celulares. Un

ejemplo de daño oxidativo, lo constituye la reacción de las ERO con los ácidos grasos

insaturados celulares, mediante una reacción química en cadena conocida como

peroxidación lipídica. En esta reacción se generan otras especies radicalarias como el

radical HO˙, radicales alcoxilos, hidroperóxidos y aldehídos, entre otros, lo cual altera la

permeabilidad de las membranas biológicas. Otras macromoléculas afectadas por las

ERO son los ácidos nucleicos y las proteínas. El daño a las proteínas deriva en

la inhibición de enzimas, la desnaturalización y la degradación de las mismas. Los
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radicales HO˙ y ONOO¯  son las principales especies involucradas en este proceso.

Finalmente, el daño oxidativo al ADN conlleva a la aparición de mutaciones en el

mismo (Barrera, 2012). Un daño moderado en el ADN puede desencadenar la detención

del ciclo celular e iniciar procesos de reparación del ADN. Por el contrario, un daño

excesivo o el fracaso en la reparación del ADN pueden inducir la apoptosis celular.

Como mencionamos anteriormente, los tumores sólidos a menudo presentan

regiones con baja presión de O2. Las células presentes en estas regiones, contienen

alteraciones en el metabolismo, así como una mayor resistencia a la radiación y la

quimioterapia. La condición de hipoxia celular no solo influye en la sensibilidad de las

células tumorales frente a los tratamientos, sino que también se alteran otros aspectos de

la progresión tumoral, incluyendo la angiogénesis, el aumento de potencial metastásico,

la replicación del ADN y la reducción de la síntesis de proteínas. Adicionalmente, el

desbalance redox intracelular modifica la expresión de un gran número de genes e

interfiere en la regulación de importantes vías celulares de señalización (Bertout et al.,

2008).

Vías de señalización moduladas por ERO

En los últimos años, se han descripto muchas vías de señalización celular

reguladas por ERO (Afanas´ev, 2011), entre ellas la vía de las MAPKs (Torres, 2003;

Wu, 2006; Yoon et al., 2002). Esta serie de proteínas presentes en las células eucariotas

son activadas por diversas señales extracelulares. La activación de las MAPKs, tiene

lugar luego de una serie de fosforilaciones consecutivas que se disparan tras la

interacción de determinados ligando con sus receptores. Una vez activadas, las MAPKs

regulan una amplia variedad de procesos a través de la fosforilación de diferentes

proteínas blanco. Hasta el momento se han descripto cuatro proteínas MAPKs: las

quinasas c-Jun N-terminal (JNK), las quinasas reguladas por señales extracelulares

(ERK1/2, del inglés: Extracellular signal Regulated Kinases), la quinasa p38 y la

ERK5.

Tradicionalmente se ha considerado que la activación de las quinasas JNK y p38

conduce a la muerte celular, mientras que la activación de ERK1/2 deriva en un

incremento de la proliferación de las células. Sin embargo, estas consideraciones han
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sido revisadas en los últimos años. Un claro ejemplo lo constituye la activación de la

proteína ERK1/2, cuya fosforilación conduce a eventos sumamente diversos como la

proliferación, la diferenciación y la muerte celular (Mebratu and Tesfaigzi, 2010;

Subramaniam and Unsicker, 2010).

En resumen, las ERO se encuentran íntimamente vinculadas con diversos

procesos que subyacen al desarrollo neoplásico, ya sea a través del daño a diferentes

macromoléculas, la regulación de factores de transcripción génicos o la interferencia en

diferentes vías de transducción de señales. En este sentido, la condición de hipoxia

tumoral ejercería una presión de selección, permitiendo la proliferación de los fenotipos

más agresivos.
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Durante los últimos años, fuimos testigos de una creciente preocupación

científica sobre los efectos perjudiciales ocasionados por la exposición crónica a

diferentes contaminantes ambientales sobre la salud humana. Existen evidencias

consistentes que postulan a estos compuestos como factores de riesgo para muchos tipos

de cáncer, debido a sus propiedades mutagénicas, promotoras del crecimiento, a sus

efectos co-carcinogénicos o a su acción como DEs. Dada la gran influencia hormonal

que sufre la glándula mamaria en su desarrollo, la exposición a DEs constituye uno de

los principales factores de riesgo para el desarrollo de cáncer en este órgano.

El CPF es un plaguicida organofosforado ampliamente utilizado en nuestro país

y el mundo. Su principal mecanismo de acción se relaciona con la inhibición

irreversible de la enzima AChE del sistema nervioso central y periférico. Sin embargo,

un amplio número de investigaciones sugiere que este plaguicida podría alterar la

fisiología de los organismos expuestos mediante otros mecanismos como el incremento

en los niveles de especies oxidantes o su acción como DE.

Es por ello que el objetivo general de este trabajo consiste en estudiar diferentes

mecanismos de acción del plaguicida CPF que puedan interferir en el desarrollo de la

glándula mamaria y/o en la transformación maligna de este tejido, con especial interés

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

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

siguientes objetivos específicos:

1. Estudiar la acción del CPF sobre la proliferación celular poniendo especial

atención a su acción como DE.

1.1. Evaluar el efecto del CPF en la proliferación y muerte en líneas celulares

derivadas de adenocarcinomas mamarios humanos dependientes e

independientes de estrógeno para su crecimiento y los mecanismos involucrados

en esos procesos.

1.2. Evaluar el efecto del CPF sobre el desarrollo de la glándula mamaria de rata, su

entorno hormonal y la tumorigénesis en este tejido.
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2. Estudiar el efecto del CPF sobre el estrés oxidativo.

2.1. Evaluar los efectos del CPF sobre los niveles de ERO y ERN, el sistema

antioxidante y las vías de señalización involucradas, en líneas celulares

derivadas de adenocarcinomas mamarios humanos.

2.2. Evaluar el efecto del CPF sobre el sistema antioxidante y el daño oxidativo en la

glándula mamaria de rata.

Nuestra hipótesis de trabajo plantea que la exposición al plaguicida

organofosforado CPF podría presentar efectos sobre el desarrollo de la glándula

mamaria y actuar como factor de riesgo para la carcinogénesis en este tejido mediante

su acción como DE y/o alteraciones en el balance redox celular.
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ESTUDIOS EN LÍNEAS CELULARES

Carácterísticas de las líneas celulares

MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26TM)

Organismo de origen: Homo sapiens.

Enfermedad: Adenocarcinoma mamario.

Morfología: epitelial.

Propiedades de crecimiento: adherente.

La línea celular MDA-MB-231 (ATCC: HTB-26) es una línea tumoral derivada

de una metástasis (efusión pleural) de un adenocarcinoma mamario. Es una línea celular

aneuploide y tumorigénica en ratones nude, que induce tumores poco diferenciados. No

expresa el REα ni el RPg. Expresa bajos niveles del receptor HER2. Se obtuvo de un

paciente de sexo femenino de 51 años de edad (American Type Culture Collection,

2014a; Cailleau et al., 1978; Soto-Cerrato et al., 2004).

MCF-7 (ATCC® HTB-22TM)

Organismo de origen: Homo sapiens.

Enfermedad: Adenocarcinoma mamario.

Morfología: epitelial.

Propiedades de crecimiento: adherente.

La línea tumoral MCF-7 (ATCC: HTB-22) deriva de una metástasis (efusión

pleural) de un adenocarcinoma mamario. Es una línea celular aneuploide, expresa el

REα y presenta varias características del epitelio mamario diferenciado. Se obtuvo de un

paciente de sexo femenino de 69 años de edad (American Type Culture Collection,

2014b; Soule et al., 1973).
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Cultivo celular

Las líneas 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 atmósfera humidificada con 5 % de CO2.

Las células se subcultivaron semanalmente, para lo cual se aspiró el medio de

cultivo, se lavó la monocapa con solución fisiológica (solución de NaCl 0,9 %) y se

cosecharon las células con una solución de tripsina 0,25 % y ácido

etilendiaminotetracético (EDTA) 1 mM. El número de células necesarias para cada

ensayo se evaluó por conteo en cámara de Neubauer y luego se realizó la siembra en

placas plásticas mediante dilución adecuada de acuerdo al ensayo a realizar.

El medio de cultivo y las soluciones utilizadas se esterilizaron por filtración a

través de membranas de 0,22 μm. El material de vidrio empleado en los cultivos se

esterilizó por calor seco en estufa eléctrica a 180 °C durante 2 horas, mientras que el

material de plástico no descartable se esterilizó en autoclave a 1 atmósfera de

sobrepresión durante 20 minutos.

La totalidad de los procedimientos relacionados con la manipulación de las

líneas celulares, la preparación de medios de cultivos y los tratamientos de las células se

realizaron en condiciones de esterilidad trabajando en cabinas de seguridad biológica

bajo flujo laminar (Tecnodepuraciones SRL, Argentina). El material plástico utilizado

en cultivo celular se adquirió a Greiner Bio-One (GBO, Argentina).

Drogas utilizadas en los experimentos

Tratamiento con CPF: El plaguicida CPF (Chem Service, Inc., EE.UU.) fue

disuelto en etanol absoluto (EtOH) obteniendo una solución 10 mM, la cual fue

conservada a -20 °C. Los tratamientos fueron realizados mediante diluciones de la

solución madre (CPF 10 mM) en medio RPMI sin rojo fenol, con 10 % de SFB

previamente adsorbido con carbón activado al 5 %, glutamina 0,03 % p/v, fungizona

0,0001 % p/v y gentamicina 0,004 % p/v. Las concentraciones de CPF utilizadas fueron



Materiales y Métodos 57

0,05; 0,5; 5 y 50 µM. La concentración final del EtOH resultó como máximo de 0,5 %.

Para el tratamiento control (CPF 0 µM), las células fueron cultivadas en presencia de

EtOH 0,5 %.

Tratamiento con E2: El E2 (Sigma Chemical Company, EE.UU.) fue disuelto

en EtOH obteniendo una solución 2,5 µM, la cual fue conservada a -20 °C. El

tratamiento con E2 fue utilizado como control positivo en los ensayos de proliferación

realizados en la línea celular MCF-7 y como activador del REα en el ensayo realizado

para seleccionar la concentración de ICI 182,780. En el primer caso, la concentración de

E2 utilizada fue 10 nM. En el segundo ensayo, se utilizaron concentraciones de 0,1; 1 y

10 nM. Todos los tratamientos fueron realizados mediante diluciones de la solución de

E2 2,5 µM en medio RPMI sin rojo fenol, con 10 % de SFB previamente adsorbido con

carbón activado al 5 %, glutamina 0,03 % p/v, fungizona 0,0001 % p/v y gentamicina

0,004 % p/v. La concentración final del EtOH resultó como máximo del 0,4 %.

Tratamiento con ICI 182,780: El inhibidor del REα ICI 182,780 (Tocris

Bioscience, MO, EE.UU.) fue disuelto en EtOH en una concentración de 40 µM y

conservado a -20 °C. Este inhibidor fue utilizado en concentración de 1 nM, preparada

mediante la dilución de la solución madre (40 µM). La concentración final del EtOH

resultó como máximo del 0,0025 %. En los experimentos en los que se utilizó una

concentración diferente de este inhibidor, la misma fue explicitada en la figura

correspondiente. En todos los casos, el ICI 182,780 fue agregado al medio de cultivo 15

minutos antes de adicionar el CPF o el E2, según corresponda.

Tratamiento con H2O2: el H2O2 (MERK, Argentina) fue utilizado como control

positivo en los ensayos de viabilidad celular y muerte celular por apoptosis y/o necrosis.

La concentración de la solución madre fue 8 M, y la misma fue conservada a 4 °C en

oscuridad. En todos los casos, la concentración final de H2O2 utilizada en los

experimentos fue 5 µM.

Tratamiento con CAT: La enzima CAT (Sigma Chemical Company, EE.UU.)

fue disuelta en solución fisiológica y utilizada en una concentración final de 30 U/ml.

En los experimentos en los que se utilizó una concentración diferente de esta enzima, la

misma fue explicitada en la figura correspondiente. En los ensayos de determinación de
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ERO por citometría 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 determinación de ERO. En los ensayos de proliferación celular y western

blot, la CAT fue adicionada al cultivo en forma simultánea con el CPF y se mantuvo en

el medio durante todo el período experimental.

Tratamiento con PD95059: El inhibidor de MEK1, PD98059 (Sigma Chemical

Company, EE.UU.) fue disuelto en dimetilsulfóxido (DMSO) obteniendo una solución

10 mM, la cual fue conservada a -20 °C. Este inhibidor fue utilizado en concentración

de 5 µM, preparada mediante dilución de la solución madre (10 mM) en medio RPMI

sin rojo fenol, con 10 % de SFB previamente adsorbido con carbón activado al 5 %,

glutamina 0,03 % p/v, fungizona 0,0001 % p/v y gentamicina 0,004 % p/v. La

concentración final de DMSO en el cultivo resultó de 0,05 %. En todos los casos, el

PD98059 fue agregado al medio de cultivo 15 minutos antes de adicionar el CPF. En el

experimento realizado con el objetivo de seleccionar la concentración de PD98059, las

concentraciones finales fueron 5, 10 y 30 µM. La concentración final de DMSO en este

caso resultó como máximo de 0,3 %. Para el tratamiento control de este experimento

(PD98059 0 µM), las células fueron cultivadas en presencia de DMSO 0,3 %.

Tratamiento con SB203580: El inhibidor de p38, SB203580 (Sigma Chemical

Company, EE.UU.) fue disuelto en DMSO obteniendo una solución 20 mM, la cual fue

conservada a -20 °C. Este inhibidor fue utilizado en concentración de 10 µM, preparada

mediante dilución de la solución madre (20 mM). La concentración final de DMSO

resultó de 0,05 %. El SB203580 fue agregado al medio de cultivo 15 minutos antes de

adicionar el CPF. La concentración utilizada de SB203580 fue seleccionada en base a la

bibliografía (Nikhil et al., 2014).

Ensayos de proliferación celular

Viabilidad celular. Las células fueron sembradas en placas de 96 pocillos (1 x

103 células/pocillo) e incubadas durante 24 horas. Luego, las células fueron tratadas con

CPF (0,05; 0,5; 5 y 50 µM) o H2O2 (5 µM) 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-ilo)-2,5-
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difeniltetrazol (MTT) (Promega, Reino Unido) durante 1 hora a 37 ºC. Finalmente, se

agregó 0,1 ml de DMSO a cada pocillo y se homogenizó con pipeta para disolver los

cristales de formazán. La lectura de densidad óptica (DO) se realizó en un

espectrofotómetro de placa a una longitud de onda de 600 nm. El porcentaje de

viabilidad se obtuvo de la siguiente forma:

% = DO células tratadasDO células control
Capacidad clonogénica. Para la evaluación de la proliferación celular por el

método clonogénico (Franken et al., 2006), las células se sembraron en placas de 6

pocillos (1,5 x 103 células/pocillo) en medio completo durante 24 horas. Posteriormente,

las células fueron incubadas con los diferentes tratamientos durante 10 días. Los

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

a- CPF (0,05; 0,5; 5 y 50 µM),

b- E2 (10 nM),

c- E2 (0,1; 1 y 10  nM) en presencia y ausencia de ICI 182,780 (0,1 y 1 nM),

d- CPF (0,05; 0,5; 5 y 50 µM) en presencia y ausencia de ICI 182,780 (1 nM),

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

f- CPF (0,05 y 50 µM) en presencia y ausencia de CAT 30 U/ml,

g- PD98059 (5, 10 y 30 µM),

h- CPF (0,05; 0,5; 5 y 50 µM) en presencia y ausencia de PD98059 (5 µM) o

SB203580 (10 µM).

Finalmente, las células fueron fijadas con formaldehido 4 % disuelto en PBS

(Na2HPO4 0,08 M, NaH2PO4 0,02 M, NaCl 9 %), y coloreadas con azul de toluidina 1

%. La capacidad clonogénica fue determinada contando las colonias formadas por 50

células o más. Los resultados se expresaron como porcentaje respecto del tratamiento

control tratado con el/los vehículo/s correspondiente/s. Previamente se comprobó que la

concentración final de EtOH en el medio de cultivo (0,5 %) no afectaba la proliferación

en estas líneas celulares, aún si el mismo se encuentra combinado con DMSO 0,05%, lo

cual representa la máxima concentración de solventes utilizada en estos experimentos.
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Incorporación de 5-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU). Las células se sembraron

sobre cubreobjetos circulares de 12 mm de diámetro (Marienfeld, Alemania) colocados

en placas de cultivo de 24 pocillos (5 x 104 células/pocillo) y se cultivaron durante 24

horas. A continuación, 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 condición durante 18 horas. Una vez

sincronizado el cultivo, las células se trataron durante 24 horas con CPF (0,05 y 50 µM)

o vehículo (EtOH 0,5 %). Posteriormente se adicionó BrdU (Sigma Chemical Company,

EE.UU.) y el cultivo se mantuvo durante 2 horas más a 37 °C. BrdU es un compuesto

análogo a la timidina que se incorpora al ADN de las células que se encuentran

duplicando su material genético. Una vez transcurrida la incubación, el medio de cultivo

fue removido, las células adheridas fueron lavadas 2 veces con PBS, finalmente se

fijaron con formaldehido al 4 % disuelto en PBS. Para desnaturalizar el 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 Na2B4O7 0,1 M, Triton X-100 al 1 % en PBS pH 8.5 para neutralizar el ácido.

Después de bloquear los sitios inespecíficos con una solución de SFB 5 % en PBS

durante 1 hora, las células fueron incubadas durante 24 horas a 4°C con una dilución

1:100 del anticuerpo monoclonal anti-BrdU (Sigma Chemical Company, EE.UU.), la

cual fue preparada en una solución de seroalbúmina bobina (BSA) al 1 % en PBS.

Luego, las células se lavaron con PBS e incubaron por 30 minutos a temperatura

ambiente con una dilución 1:200 de un anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado al

fluoróforo FITC (Sigma Chemical Company, EE.UU.), la cual fue preparada en BSA al

1 % en PBS. Posteriormente, las células fueron incubadas con 4’,6-Diamidino-2-

fenilindol (DAPI, 1:8000, Sigma Chemical Company, EE.UU.). Finalmente, después de

tres lavados con PBS, se procedió al montaje. El mismo se llevó a cabo agregando 1

gota de líquido de montaje Fluor-SaveTM (Calbiochem, Alemania) sobre un portaobjeto

y colocando el cubreobjeto con las células adheridas sobre la misma. La visualización se

realizó por microscopía de epifluorescencia utilizando un microscopio Olympus BX50

(Center Valley, PA, EE.UU). Las fotografías fueron adquiridas utilizando una cámara

digital (Silver Spring, EE.UU.) acoplada al microscopio. Para cada determinación, se

evaluaron al menos 1000 núcleos. El porcentaje de células en proliferación en cada

campo fotografiado se determinó según la siguiente ecuación:
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% é ó = ° éN° de células teñidas con DAPI x 100
El control negativo se realizó reemplazando al anticuerpo primario específico

por PBS.

Análisis del ciclo celular. Las células se sembraron en placas de 6 pocillos (1,5

x 105 células/pocillo) y se cultivaron por 24 horas para permitir su adhesión a la placa.

A continuación, 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 condición durante 18 horas con el fin de

sincronizar el cultivo. Pasado ese tiempo, las células se trataron durante 24 horas con

CPF (0,05; 0,5; 5 y 50 µM) o vehículo (EtOH 0,5 %) y la concentración de suero

adsorbido (10 %) fue restablecida. Una vez transcurrida la incubación, las células fueron

despegadas de la placa enzimáticamente y fijadas con metanol frío. 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. Finalmente, las células se

colorearon con ioduro de propidio (IP) 50 µg/ml (Sigma Chemical Company, EE.UU.).

La distribución del ciclo celular se determinó por citometría de flujo (citómetro CyFlow

Pas III, Partec; Görlitz, Deutschland, Alemania). Un mínimo de 10.000 eventos se

contaron para el análisis. Los datos se analizaron usando el programa Cyflogic v1.2.1

(Perttu Terho & © CyFlo Ltd, Turku, Finlandia).

Análisis de la expresión proteica

Cuantificación de los niveles de expresión proteica mediante western blot.

Las células fueron sembradas en placas de cultivo de 10 cm de diámetro (1 x 106

células/pocillo), cultivadas en medio completo durante 24 horas, luego se sometieron a

los diferentes tratamientos:

a- CPF (0,05 y 50 µM) o vehículo (EtOH 0,5 %) durante 15 minutos con el fin

de evaluar la fosforilación del REα en la tirosina 537,

b- CPF (0,05 y 50 µM) o vehículo (EtOH 0,5 %) durante 5, 30 y 60 minutos

con el fin de evaluar la fosforilación de la quinasa Gsk-3β en la serina 9,
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c- CPF (0,05 y 50 µM) o vehículo (EtOH 0,5 %) en presencia y ausencia de ICI

182,780 1 nM durante 15 minutos, con el fin de evaluar la fosforilación de la

quinasa Gsk-3β en la serina 9,

d- CPF (0,05 y 50 µM) o vehículo (EtOH 0,5 %) durante 24 horas para evaluar

la expresión de las proteínas reguladoras del ciclo celular ciclina D1, ciclina

E, p27 y el antígeno nuclear de células proliferantes (PCNA, del inglés,

Proliferating Cell Nuclear Antigen),

e- CPF (0,05, 0,5, 5 y 50 µM) o vehículo (EtOH 0,5 %) durante 24 horas para

evaluar la expresión de las proteínas CAT y CuZn SOD,

f- CPF (0,05 y 50 µM) o vehículo (EtOH 0,5 %) durante 24 horas para evaluar

la nitración de proteínas,

g- CPF (0,05 y 50 µM) o vehículo (EtOH 0,5 %) durante 5 y 15 minutos con el

fin de evaluar la fosforilación de la proteína p38,

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

con el fin de evaluar la fosforilación de la quinasa ERK1/2.

En todos los casos, excepto en la determinación de CAT, CuZn SOD y la

nitración 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 el fin de sincronizar el cultivo.

Una vez realizados los tratamientos, las células fueron lavadas dos veces con

PBS y despegadas de la placa mecánicamente y lisadas utilizando la solución RIPA

(Tris HCl 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, NP-40 1 %, Deoxicolato de sodio 0,5 %,

dodecil sulfato de sodio (SDS) 0,1 %, ácido etilenglicol tetraacético (EGTA) 1 mM,

NaF 0,1 mM, leupeptina 0,02 mg/ml, Na3VO4 1 mM y fluoruro de fenilmetilsulfonilo

(PMSF, del inglés phenylmethylsulfonyl fluoride) 1 mM. Los lisados se mantuvieron en

esta solución durante 20 minutos en baño de hielo. Posteriormente las muestras se

centrifugaron a 13.000 x g por 10 minutos y una alícuota del sobrenadante se utilizó

para determinar la concentración de proteínas de acuerdo al ensayo de Bradford

(Bradford, 1976). Al resto del lisado celular se le adicionó el volumen adecuado de

solución 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 hirvió durante 3 minutos. Entre 50 y 100 g



Materiales y Métodos 63

de proteínas fueron sometidos a la separación electroforética en poliacrilamida al 12 %

con SDS (SDS-PAGE). Para la preparación de los geles se siguió el siguiente protocolo:

a- Gel de separación (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 Tris 1,5 M (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 acumulación (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

Tris 1 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 llevó a cabo utilizando una solución 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 baño de hielo. Finalizada la corrida electroforética, las

proteínas se transfirieron a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF), con un

tamaño de poro de 0,45 M, (Thermo Scientific, EE.UU.) las cuales fueron previamente

sumergidas en metanol. Para la transferencia se utilizó el sistema húmedo (Hoefer,

Pharmacia Biotech, EE.UU.). Tanto los geles como las membranas se equilibraron en

solución 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 el polo negativo y la membrana en el positivo.

La transferencia se realizó a 400 mA durante 90 minutos en baño de hielo. Luego de la

misma, las membranas se tiñeron con el colorante rojo Ponceau (Ponceau 0,5 %, ácido

acético glaciar 1% en agua bidestilada) durante 5 minutos para determinar si la

transferencia fue completa y correcta y si la cantidad de proteínas era similar en las

distintas calles. Después del lavado de las membranas, se realizó el bloqueo de los sitios

inespecíficos de unión mediante la incubación de las mismas con BSA al 5 % preparada

en PBS-T (PBS/Tween-20 0,05 %) durante 1 hora a temperatura ambiente y con

agitación. A continuación, las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios

específicos diluidos en PBS-T. Los anticuerpos utilizados fueron: anti p-REα (1:500,

Santa Cruz Biotechnology Inc., EE.UU.), anti T-REα (1:500, Santa Cruz Biotechnology

Inc., EE.UU.), anti p-Gsk-3β (1:200, Cell Signaling Technology Inc., EE.UU.), anti
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ciclina D1 (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 CuZn SOD (1:1000, Calbiochem, EE.UU.), anti p-

p38 (1:200, Cell Signaling Technology Inc., EE.UU.), anti p-ERK1/2 (1:500, Cell

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 β-actina (1:3000;

Sigma Chemical Company, EE.UU.) o anti α-tubulina (1:4000, Sigma Chemical

Company, EE.UU.). Todos los anticuerpos utilizados fueron desarrollados en ratón o

conejo, excepto el anti CuZn SOD, el cual fue desarrollado en oveja. Las membranas

fueron incubadas con los anticuerpos primarios durante 24 horas a 4 °C. Posteriormente,

fueron lavadas tres veces con PBS-T e incubadas con los anticuerpos secundarios

específicos diluidos en PBS-T (anti IgG de ratón, conejo u oveja según corresponda),

los cuales se encuentran conjugados con peroxidasa de rábano (1:2500; Sigma Chemical

Company, EE.UU.). Luego del lavado de las membranas, las bandas inmunorreactivas

fueron detectadas por quimioluminiscencia mediante su incubación con una solución de

luminol, ácido cumárico y H2O2 durante 1 minuto. A continuación, las membranas se

expusieron frente a una película fotográfica (Agfa-Gevaert Argentina S.A., Argentina)

durante 3-5 minutos y se revelaron. El análisis densitométrico se realizó usando el

programa ImageJ 1.32J (NIH, EE.UU.). Los niveles de expresión de β-actina o α-

tubulina (proteínas de expresión constitutiva) se utilizaron como control de carga. En

los casos en los que se midió la fosforilación de una proteína, siempre que fue posible,

los resultados se normalizaron respecto al contenido total de dichos antígenos (T-REα o

ERK1/2 según corresponda). Para ello, los anticuerpos primarios fueron despegados de

la membrana mediante su incubación en una solución conteniendo Tris 0,063 M, β-

mercaptoetanol 0,1 M, SDS 2 % y cuyo pH fue de 6,7. En esta solución, se realizaron

dos incubaciones de 15 minutos a 60 °C en agitación constante. Seguidamente, las

membranas fueron nuevamente bloqueadas e incubadas con los anticuerpos específicos.

En caso de no contar con el anticuerpo adecuado, se utilizó β-actina o α-tubulina como

control de carga.

Determinación de la localización intracelular de proteínas mediante

inmunofluorescencia. Para la detección de la expresión de las proteínas β-catenina y

α-tubulina, las células fueron sembradas sobre cubreobjetos circulares de 12 mm de
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diámetro (Marienfeld, Alemania) colocados en placas de cultivo de 24 pocillos (6 x 104

células/pocillo), y cultivadas durante 24 horas para permitir su adhesión a los vidrios. A

continuación, las células fueron expuestas a los siguientes tratamientos:

a- CPF (0,05 y 50 µM) durante 1 hora, para la determinación de la localización

intracelular de β-catenina,

b- CPF (0,05 y 50 µM) durante 24 horas, para la observación del citoesqueleto

de tubulina.

Una vez finalizado el tratamiento, las células fueron lavadas con PBS y fijadas

con metanol a -20 ºC durante 10 minutos. Tras la fijación, se realizó en forma

simultánea el bloqueo y la permeabilización celular utilizando una solución de BSA 5 %

y Tritón X-100 0,1 % en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Seguidamente, las

células se incubaron durante 24 horas a 4 ºC con el anticuerpo primario específico: anti

β-catenina (1:500, InvitrogenTM, EE.UU.) o anti α-tubulina (1:1000). Las diluciones de

los anticuerpos fueron realizadas en solución de BSA 1 % y Tritón X-100 0,1% en PBS.

Ambos anticuerpos fueron realizados en ratón. Una vez finalizada esta incubación las

células se incubaron con una dilución 1:200 de un anticuerpo secundario anti-IgG de

ratón conjugado al fluoróforo FITC (Sigma Chemical Company, EE.UU.), la cual fue

preparada en BSA al 1 % en PBS. En el caso de la determinación de α-tubulina, las

células fueron posteriormente incubadas con DAPI (1:8000, Sigma Chemical Company,

EE.UU.). Finalmente, luego de tres lavados con PBS, se procedió al montaje. El mismo

se llevó a cabo agregando 1 gota de líquido de montaje Fluor-SaveTM (Calbiochem,

Alemania) sobre un portaobjeto y colocando el cubreobjeto con las células adheridas

sobre la misma. La visualización se realizó por microscopía de fluorescencia utilizando

un microscopio Olympus BX50 (Center Valley, PA, EE.UU). Las fotografías fueron

adquiridas utilizando una cámara digital (Silver Spring, MD, USA) acoplada al

microscopio. El control negativo se realizó reemplazando a los anticuerpos primarios

específico por PBS durante el protocolo experimental, el cual no emitió señal.

Determinación de apoptosis en las líneas celulares

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

superficie citoplasmática de la membrana celular. La inducción de apoptosis produce
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alteraciones en la membrana plasmática que lleva a la exposición de fosfatidilserina en

la superficie de las células. En presencia de calcio se produce una unión de alta afinidad

entre la fosfatidilserina y la proteína Anexina-V, pudiéndose evidenciar las células

apoptóticas de manera temprana, previo al daño nuclear, a la fragmentación del ADN y

a la aparición de muchas moléculas asociadas a la apoptosis (Vermes et al., 1995). Las

células fueron sembradas en placas de 6 pocillos (1,5 x 105 células/pocillo) y cultivadas

durante 24 horas en medio completo para permitir su adhesión a la placa.

Posteriormente, las células fueron expuestas a CPF (0,05 y 50 µM) o vehículo (EtOH

0,5 %) durante 24 y 48 horas. Una vez transcurrido ese tiempo, las células fueron

despegadas de la placa enzimáticamente, mediante su incubación con solución de

tripsina en presencia de EDTA. Las células cosechadas y el sobrenadante de cultivo se

centrifugaron 5 minutos a 1.500 x g a 4 °C. El precipitado obtenido para cada

tratamiento se lavó una vez en PBS y una vez con la solución amortiguadora Anexina-V

(BD Biosciences, EE.UU.). Posteriormente, las células se resuspendieron en 200 µl de

solución amortiguadora Anexina-V y se adicionaron 2,5 µl de Anexina-V-FITC (BD

Biosciences, EE.UU.) y 2 µl del colorante vital IP (50 µg/ml) en cada tubo. Los mismos

se colocaron en hielo y mantuvieron en oscuridad. La intensidad de fluorescencia se

determinó inmediatamente empleando un citómetro de flujo (citómetro CyFlow Pas III,

Partec; Görlitz, Deutschland, Alemania). Un mínimo de 20.000 eventos se contaron

para el análisis. Los datos se analizaron usando el programa Cyflogic v1.2.1 (Perttu

Terho & © CyFlo Ltd, Turku, Finlandia). Como control positivo se utilizaron las células

MDA-MB-231 tratadas con H2O2 5 µM durante 24 horas. El control negativo se realizó

utilizando la misma línea celular y omitiendo el agregado de Anexina-V-FITC e IP

durante el protocolo experimental.

Determinación de núcleos apoptóticos. La presencia de núcleos apoptóticos

fue determinada mediante la tinción de los mismos con DAPI y su observación al

microscopio de fluorescencia. Las células fueron sembradas sobre cubreobjetos

circulares de 12 mm de diámetro (Marienfeld, Alemania) colocados en placas de cultivo

de 24 pocillos (6 x 104 células/pocillo), y cultivadas durante 24 horas para permitir su

adhesión a los vidrios. A continuación, las células fueron expuestas a CPF (0,05 y 50

µM) o vehículo (EtOH 0,5 %) durante 48 o 72 horas. Una vez finalizado el tratamiento,

las células fueron lavadas con PBS y fijadas con metanol a -20ºC durante 10 minutos.

Tras la fijación, se realizó en forma simultánea el bloqueo y la permeabilización celular
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utilizando una solución de BSA 5 % y Tritón 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 procedió al montaje agregando 1 gota de

líquido de montaje Fluor-SaveTM (Calbiochem, Darmstadt, Alemania) sobre un

portaobjeto y colocando el cubreobjeto con las células adheridas sobre la misma. La

visualización se realizó por microscopía de epifluorescencia utilizando un microscopio

Olympus BX50 (Center Valley, PA, EE.UU). Las fotografías fueron adquiridas

utilizando una cámara digital (Silver Spring, EE.UU.) acoplada al microscopio. El

control negativo se realizó omitiendo el agregado de DAPI durante el protocolo

experimental.

Determinación de especies oxidantes

Niveles intracelulares de ERO. Las células se sembraron en placas de 6

pocillos (2 x 105 células/pocillo) y se cultivaron durante 24 horas. Una vez adheridas a

la placa, las células fueron expuestas a los diferentes tratamientos, los cuales incluyeron:

a- CPF (0,05; 0,5; 5 y 50 µM) o vehículo (EtOH 0,5 %) durante 24 horas,

b- CPF (0,05; 0,5; 5 y 50 µM) o vehículo (EtOH 0,5 %) durante 24 horas y

CAT 30 U/ml durante 15 minutos,

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

d- Pretratamiento con PD98059 5 µM o vehículo DMSO (0,05 %) durante 15

minutos y tratamiento con CPF (50 µM) o vehículo (EtOH 0,5 %) durante 24

horas.

Una vez finalizado el tratamiento, el medio de cultivo fue eliminado, las células

fueron lavadas con PBS y posteriormente incubadas con diacetato de

diclorodihidrofluoresceína (DCF-2DA) 5 μM durante 30 minutos a 37 °C (Sigma

Chemical Company, EE.UU.). Las células se lavaron y se despegaron de la placa

enzimáticamente mediante la incubación con una solución de tripsina y EDTA durante 1

minuto. La inactivación de la tripsina se realizó por dilución, 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 analizó mediante
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citometría de flujo (citómetro CyFlow Pas III, Partec; Görlitz, Deutschland, Alemania).

Un mínimo de 20.000 eventos se contaron para el análisis. Para evaluar el contenido de

ERO, se analizó la media geométrica (MG) del histograma de intensidad de

fluorescencia de cada tubo. Los resultados se expresan como porcentaje respecto a la

MG correspondiente al tratamiento control. Los datos se analizaron usando el programa

Cyflogic v1.2.1 (Perttu Terho & © CyFlo Ltd, Turku, Finlandia).

Determinación del anión O2˙¯. La detección del anión O2˙¯  fue evaluada por

resonancia paramagnética electrónica (EPR, del inglés Electron Paramagnetic

Resonance), utilizando 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-oxido (DMPO) como atrapador de

espín (Peluffo et al., 2009; Rosen and Freeman, 1984). Se sembraron 1,5 x 105 células

de la línea celular MDA-MB-231 en placas de 6 pocillos y se cultivaron durante 24

horas para permitir su adhesión a la placa. Posteriormente, las células fueron tratadas

con CPF 50 µM y DMPO 50 mM siguiendo diferentes protocolos experimentales:

a- Las células fueron cultivadas en presencia de CPF 50 µM y DMPO 50 mM

durante 1 hora.

b- Las células fueron cultivadas en presencia de CPF 50 µM durante 24 horas, y el

DMPO 50 mM fue agregado al cultivo 1 hora antes de finalizar la incubación.

Posteriormente, las células fueron separadas de la placa mecánicamente y

resuspendidas en 100 µl de PBS. El aducto formado entre el DMPO-O2˙¯ es muy

inestable y rápidamente se transforma en el aducto DMPO-HO˙. La presencia del

aducto DMPO-HO˙ fue evidenciada mediante el registro de su espectro de EPR

característico. La obtención de los espectros se llevó a cabo a temperatura ambiente en

un espectrómetro Bruker EMXplus (Karlsruhe, Alemania). Los parámetros 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

modulación: 50 kHz; amplitud de modulación: 0,5 G; ganancia del detector: 1 x 105;

tiempo de conversión: 164 ms; constante de tiempo: 655 ms. Número de escaneos: 9.

Como control positivo se utilizó la reacción de Fenton (Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + HO˙ +

OH¯ ) generada a partir de H2O2 200 µM, FeSO4 200 µM y EDTA 200 µM y solución

amortiguadora de fosfato 50 mM pH 7,7, a la cual se adicionó DMPO 50 mM.
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Niveles intracelulares de ERN. Las células se sembraron en placas de 6

pocillos (2 x 105 células/pocillo) y se cultivaron durante 24 horas. Una vez adheridas a

la placa, las células fueron expuestas a CPF (0,05; 0,5; 5 y 50 µM) o vehículo (EtOH

0,5%) durante 24 horas. Luego, el 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 μM durante 30 minutos a 37 °C (Sigma Chemical Company, EE.UU.).

Las células se lavaron y se despegaron de la placa enzimáticamente mediante la

incubación con una solución de tripsina y EDTA durante 1 minuto. La inactivación de

la tripsina se realizó por dilución, 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 analizó mediante citometría de flujo (citómetro

CyFlow Pas III, Partec; Görlitz, Deutschland, Alemania). Un mínimo de 20.000 eventos

se contaron para el análisis. Para evaluar el contenido de ERN, se analizó la media

geométrica MG del histograma de intensidad de fluorescencia de cada tubo. Los

resultados se expresan como porcentaje respecto a la MG correspondiente al tratamiento

control. Los datos se analizaron usando el programa Cyflogic v1.2.1 (Perttu Terho & ©

CyFlo Ltd, Turku, Finlandia).

Análisis del sistema antioxidante celular

Análisis de la actividad de catalasa. Las células fueron sembradas en placas de

10 centímetros de diámetro (1 x 106 células/placa) y cultivadas durante 24 horas para

permitir su adhesión. Posteriormente, las células fueron tratadas con las diferentes

concentraciones de CPF (0,05; 0,5; 5 y 50 µM) o vehículo (EtOH 0,5 %) durante 24

horas. Una vez finalizado el tratamiento, las células fueron despegadas mecánicamente

de la placa y resuspendidas en solución amortiguadora fosfato (KH2PO4/K2HPO4 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 determinó midiendo la velocidad de

descomposición de H2O2 a 240 nm por espectrofotometría. La mezcla de reacción fue

conformada por: solución amortiguadora fosfato 50 mM (pH 7,8), H2O2 (Merck,

Argentina) suficiente para alcanzar una absorbancia de 0,600 y 50 μl de la muestra cuya

actividad de catalasa se deseaba evaluar. Los resultados se normalizaron de acuerdo al
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contenido de proteínas determinado por el ensayo Bradford (Bradford, 1976). Una

unidad (U) de catalasa se definió como la desaparición de 1 mol de H2O2/minuto (ε =

43,6 M-1cm-1). Los blancos de reacción se prepararon reemplazando la muestra por la

solución amortiguadora. Los resultados se expresan como porcentaje respecto a la

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

Análisis de la actividad SOD. Las células fueron sembradas en placas de 10

centímetros de diámetro (1 x 106 células/placa) y cultivadas durante 24 horas para

permitir su adhesión a la placa. Posteriormente, las células fueron tratadas con

diferentes concentraciones de CPF (0,05; 0,5; 5 y 50 µM) o vehículo (EtOH 0,5 %).

Luego de 24 horas de exposición al tóxico, 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

determinación 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 determinación de la velocidad de oxidación de NADH, mediada por radical

superóxido O2˙¯, la cual es inhibida proporcionalmente por la adición de SOD. La

concentración de NADH fue monitoreada espectrofotométricamente a 340 nm. El O2˙¯

fue generado por reacción química catalizada por β-mercaptoetanol. La reacción se

llevó 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, MnCl2 1,17 mM y EDTA

2,35 mM. A esta mezcla de reacción se le agregó β-mercaptoetanol 0,95 mM para

comenzar la generación de O2˙¯. La velocidad de oxidación del NADH fue reducida por

el agregado de 20, 50 y 100 µl de muestra. Se define una unidad de SOD (U) como la

cantidad de enzima que inhibe en un 50 % la velocidad de oxidación química de NADH

por el radical O2˙¯. Los datos se ajustan al siguiente modelo (Ferrari et al., 2008):

= 1 + / ,
Siendo Vox: la velocidad de oxidación de NADH; SODvol: el volumen de muestra

conteniendo actividad SOD que se agrega a la reacción. Vmax: la máxima velocidad de
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oxidación del NADH la cual se obtiene en ausencia de muestra; y k0,5: corresponde al

volumen de muestra que contiene 1 Unidad de SOD.

El cálculo de la actividad SOD de cada muestra se realizó graficando la inversa

de la velocidad de oxidación del NADH en función del volumen de muestra presente en

la cubeta. Los datos se ajustaron a una recta lineal, a partir de la cual se calculó la

concentración de la actividad SOD de cada muestra como la inversa de k0,5.

1 = SOD 1k , V + 1V
Los resultados se normalizaron de acuerdo al contenido de proteínas

determinado por el ensayo Bradford (Bradford, 1976) y se expresaron como porcentaje

respecto a la Actividad obtenida en las células control o como U/mg de proteína.

Contenido de GSH. El contenido de GSH se evaluó mediante la determinación

de la concentración de los grupos -SH totales. El ensayo se basó en la capacidad de los

grupos –SH de reducir al ácido 5,5'-ditiobis-nitrobenzoico (DTNB) (Sigma Chemical

Company, EE.UU.). Las células fueron sembradas en placas de 10 centímetros de

diámetro (1 x 106 células/placa) y cultivadas durante 24 horas para permitir su adhesión

a las mismas. Posteriormente, las células fueron tratadas con CPF (0,05 y 50 µM) o

vehículo (EtOH 0,5 %). Luego de 24 horas de exposición al tóxico, las células fueron

lisadas en solución amortiguadora de fosfato (NaH2PO4/Na2HPO4 50 mM, pH 7,4). 20

µl de cada muestra fueron incubados con 880 µl de una solución conteniendo: solución

amortiguadora fosfato 100 mM y EDTA 10 mM, pH 7,4. Se midió la absorbancia a 412

nm. Posteriormente, se incorporaron 100 µl de solución 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, el valor de absorbancia obtenido

antes de la incubación con DTNB y utilizando el coeficiente de extinción ε = 13,6 mM-1

cm-1. Para la realización del blanco de la reacción, el volumen de muestra adicionado a

los tubos fue reemplazado por solución amortiguadora de reacción (NaH2PO4/Na2HPO4

100 mM y EDTA 10 mM, pH 7,4). Los resultados se normalizaron de acuerdo al
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contenido de proteínas determinado por el ensayo Bradford (Bradford, 1976) y se

expresaron como porcentaje respecto a la muestra control.

Análisis del daño oxidativo

Peroxidación lipídica. Los productos de la peroxidación lipídica fueron

evaluados determinando las sustancias reactivas al ácido 2-tiobarbitúrico (TBARS). Las

células fueron sembradas en placas de 10 centímetros de diámetro (1 x 106

células/placa) y cultivadas en presencia de CPF (0,05 y 50 µM) o vehículo (EtOH 0,5

%) durante 24 horas. Luego, las células fueron lisadas en solución amortiguadora

fosfato (NaH2PO4/Na2HPO4 50 mM, pH 7,4). Una alícuota del lisado celular fue

separada para la determinación de la concentración de proteínas mediante el método de

Bradford (Bradford, 1976). 0,3 ml de cada muestra fue adicionada a 0,6 ml de la

solución de reacción [15 % v/v ácido tricloroacético, 0,25 N ácido clorídrico y 0,375 %

p/v de ácido 2-tiobarbitúrico] 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

utilizó la mezcla de reacción hervida por una hora y centrifugada a 1.500 x g pero en

ausencia de muestra. El complejo formado fue extraído con 3 ml de butanol y

cuantificado espectrofluorométricamente (λex=515 nm; λem=555 nm). Para la

determinación de los µmoles de malondialdheído (MDA) presentes en cada muestra, se

utilizó un estándar de MDA 14,6 µM 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 volúmenes de esta solución (0, 5, 10, 20, 40 y 80 µl, cada

tubo por duplicado), los cuales fueron procesados en forma idéntica a las muestras. Los

valores obtenidos fueron utilizados para construir una recta de calibración, en la cual se

interpolaron los resultados de las muestras incógnitas. Los resultados fueron expresados

como porcentaje respecto al control.

Nitración de proteínas. El daño nitrosativo a proteínas fue determinado por

western blot como se describió anteriormente.
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ESTUDIOS EN ANIMALES

Modelo para el estudio del desarrollo de la glándula mamaria

Se emplearon ratas hembras de la cepa Sprague Dawley, obtenidas de la

División de Producción Animal, Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad

Nacional de la Plata, Argentina. Los animales se mantuvieron en grupos de entre 3 y 5

por jaula, con agua y comida ad libitum, a temperatura entre 22-23 ºC, humedad cercana

al 56 % y ciclos de luz-oscuridad de 12 horas de duración. Los animales permanecieron

durante los experimentos en el bioterio del Laboratorio de Metodología de

Radioisótopos de la Facultad de Farmacia y Bioquímica, Universidad de Buenos Aires.

En todos los casos, las condiciones fueron las recomendadas por la guía para el cuidado

y trabajo con animales de laboratorio (U.S. National Academy of Sciences, 2011). Los

protocolos se aprobaron por el Comité de Ética para el Uso y Cuidado de Animales de

Laboratorio de la Facultad de Farmacia y Bioquímica, UBA (Exp. Nº0052712/13).

Protocolo de intoxicación de los animales

Los grupos experimentales de trabajo fueron conformados por ratas de 40 días

de edad y peso promedio de 180 g, las cuales fueron segregadas aleatoriamente en tres

grupos, iniciándose el tratamiento mediante la administración por vía oral (v.o.) de CPF

o vehículo. El CPF (Chem Service, Inc., EE.UU.) fue disuelto en aceite de ricino en las

concentraciones adecuadas y administrado diariamente a los animales.

Descripción:

(1) Grupo Control (N=6): animales que recibieron aceite de ricino, v.o.;

(2) Grupo CPF 0,01 mg/Kg/día (N=6): animales tratados con CPF 0,01 mg/Kg/día

disuelto en aceite de ricino, v.o.;

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

aceite de ricino, v.o.

La intoxicación se realizó durante 100 días. El sacrificio de los animales fue

realizado cuando los mismos se encontraron en la fase estro del ciclo estral. Para ello, la

secreción vaginal de las ratas pertenecientes a los distintos grupos fue colectada en el

mismo horario durante los últimos 12 días de experimentación. Los exudados vaginales
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fueron observados al microscopio óptico inmediatamente después de ser recolectados.

La fase estro del ciclo fue reconocida por la ausencia de leucocitos y la presencia de

células epiteliales anucleadas en el preparado. Los animales se sacrificaron por

inhalación de CO2 y se extrajeron muestras de glándula mamaria, hígado, sangre y

ovario, las cuales fueron adecuadamente conservadas hasta su utilización en los estudios

posteriores.

El protocolo experimental detallado previamente se repitió tres veces de manera

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

Las dosis utilizadas para la intoxicación de los animales fueron seleccionadas de

acuerdo a los límites internacionales vigentes al momento de iniciar esta investigación.

Específicamente, utilizamos dos parámetros ampliamente aceptados para la evaluación

del riesgo asociado a las exposiciones toxicológicas: la ingesta diaria admisible (IDA) y

la máxima dosis a la cual 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 trabajo, 0,01 y 1 mg/Kg/día, corresponden a

la IDA y el NOAEL, respectivamente.

Parámetros fisiológicos

Análisis de toxicidad. Los animales fueron examinados diariamente para

evaluar su estado físico general y observar la aparición de potenciales efectos adversos

o tóxicos. Como señales de alarma se consideraron: modificaciones bruscas del peso,

disminución del apetito, aparición de diarrea, alteraciones en el pelo, prurito, afectación

motriz y cambios en el comportamiento de los roedores. Los controles se realizaron

hasta que los animales fueron sacrificados.

Determinación de la actividad AChE. La Actividad AChE fue determinada en

los glóbulos rojos de los animales luego de 100 días de intoxicación con CPF o

vehículo. El paquete globular fue separado del plasma por centrifugación y lavado tres

veces con solución fisiológica. 100 µl del paquete globular, tomados de la parte media

del mismo, fueron colocados en un tubo de ensayo al cual se le adicionaron 2,4 ml de

agua destilada con el fin de lisar los eritrocitos. La mezcla de reacción se preparó
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adicionando 3 ml de solución de DTNB 0,25 mM preparada en solución amortiguadora

fosfato (Na2HPO4/NaH2PO4 50 mM pH: 7,2) y 20 µl del hemolizado. Esta mezcla fue

incubada a 30 ºC durante 3-4 minutos. Posteriormente, se adicionaron 100 µl de sustrato

(Acetilcolina 150 mM), se homogeneizó y se determinó la absorbancia a 405 nm cada 1

minuto durante 5 minutos. La actividad colinesterasa fue determinada utilizando el

coeficiente ɛ=13600 M-1cm-1. Los resultados fueron expresados como porcentaje

respecto a los valores del grupo control.

Determinación de la actividad BChE. La Actividad BChE fue determinada en

el plasma de los animales luego de 100 días de intoxicación con CPF o vehículo. El

plasma fue separado del paquete globular por centrifugación. La mezcla de reacción se

preparó adicionando 2,8 ml de solución de DTNB 0,25 mM preparada en solución

amortiguadora fosfato (Na2HPO4/NaH2PO4 52 mM pH: 7,2) y 700 µl de butirilcolina 7

mM. Esta mezcla fue incubada a 25 ºC durante 3-4 minutos. Posteriormente, se

adicionaron 20 µl del plasma. Se homogeneizó y se determinó la absorbancia a 405 nm

cada 30 segundos durante 1,5 minutos. La actividad colinesterasa fue determinada

utilizando el coeficiente ɛ=13600 M-1cm-1. Los resultados fueron expresados como

porcentaje respecto a los valores del grupo control.

Determinación del peso de los animales. La evolución del peso corporal de los

animales fue determinada mediante la determinación de este parámetro en balanza de

precisión una vez por semana durante las últimas 8 semanas de intoxicación.

Adicionalmente, se determinó el peso de los animales luego de 100 días de intoxicación

con el plaguicida o vehículo. Luego del sacrificio de los animales, el hígado fue

removido y pesado en balanza de precisión (peso húmedo). Estos parámetros fueron

expresados en gramos.

Evaluación de la funcionalidad hepática. Los estudios fueron realizados en el

suero de los animales pertenecientes a los diferentes grupos experimentales, luego de

100 días de exposición a CPF (0,01 y 1 mg/Kg/día) o vehículo. Las determinaciones

fueron realizadas en el Departamento de Bioquímica Clínica del Hospital de Clínicas

"José de San Martín", siguiendo las siguientes metodologías:
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La determinación de actividad alanina aminotransferasa (ALAT) y aspartato

aminotransferasa (ASAT) fue realizada de acuerdo a las recomendaciones de la

Federación Internacional de Química Clínica y Medicina de Laboratorio (IFCC, del

inglés: International Federation of Clinical Chemistry Laboratory Medicine), mediante

el método fotométrico a 340 nm. La concentración de colesterol fue determinada

mediante el método de Colesterol Oxidasa/Peróxidasa (método enzimático

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

Estudios histológicos. Los diferentes tejidos (hígado y glándula mamaria) fueron

fijados en formaldehído al 4 % disuelto en PBS y posteriormente embebidos en

parafina. Se realizaron cortes de 5 µm que se montaron sobre portaobjetos. Los cortes se

colorearon con hematoxilina-eosina (HE). Esta técnica de coloración consta de los

siguientes pasos: tinción con hematoxilina durante 2 minutos, tinción con eosina durante

2 minutos, incubación con EtOH 50 % durante 1 minuto, incubación con EtOH 70 %

durante 1 minuto; incubación con EtOH 95 % durante 1 minuto; dos incubaciones con

EtOH 100 % de 1 minuto cada una y dos incubaciones con xileno de 1 minuto cada una.

Posteriormente, los cortes se observaron al microscopio óptico (Axiolab Karl Zeiss,

Alemania) y se realizaron las siguientes determinaciones histológicas:

a- Los cortes de tejido hepático fueron examinados en busca de signos de

toxicidad. Los parámetros evaluados fueron:

a1- presencia o ausencia de áreas necróticas,

a2- presencia o ausencia de focos hemorrágicos.

De cada corte se tomaron fotografías representativas con un aumento de 630X.

b- Sobre los cortes de tejido mamario se realizaron las siguientes determinaciones:

b1- cuantificación del número de ductos: se tomaron 5 fotografías

representativas de cada corte con un aumento de 50X. Posteriormente, se

cuantificó el número de ductos en cada fotografía,

b2- cuantificación del número de brotes alveolares: se tomaron 5 fotografías

representativas del tejido con un aumento de 100X. Posteriormente, se

cuantificó el número de brotes alveolares en cada fotografía,

b3- los cortes fueron observados por un médico patólogo en busca de

diferentes lesiones de la glándula mamaria. En cada caso, se determinó el

porcentaje de estructuras en las que se observaba la lesión.
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Análisis de expresión proteica

Western blot a partir de tejido mamario. El análisis de la expresión de

diferentes proteínas 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 el momento de su utilización. Las

muestras analizadas se obtuvieron por homogeneización de este tejido realizada en la

solución RIPA (Tris HCl 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, Na3VO4 1

mM y PMSF 1 mM).

Inmunohistoquímica. Para el estudio inmunohistoquímico, 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, los cortes se lavaron con agua bidestilada y calentaron en un horno a

microondas en una solución reguladora de citrato de sodio (10 mM, pH 6.0) dos veces

durante 2 minutos para realizar la exposición de los antígenos. Luego de realizar tres

lavados con agua bidestilada, se bloqueó la actividad de la enzima peroxidasa endógena

mediante una incubación con H2O2 al 3 % en agua bidestilada durante 20 minutos. Los

cortes se lavaron con PBS (3 lavados de 10 minutos) y los sitios de unión inespecífica

se bloquearon por incubación durante 1 hora a temperatura ambiente con una solución

de BSA 1 %/leche descremada 1 %/Triton X-100 0,1% en PBS.

A continuación, los preparados se incubaron con los anticuerpos primarios

diluidos en BSA 1 % en PBS: anti-PCNA (1:150, Dako Cytomation, Dinamarca); anti

T-REα (1:100, Santa Cruz Biotechnology Inc., EE.UU.), anti RPg (1:100, Santa Cruz

Biotechnology Inc., EE.UU.) en cámara húmeda 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 IgG de conejo o ratón según

corresponda, conjugados con peroxidasa de rábano, 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 procedió a la deshidratación 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). Finalmente, se

colocó una gota de bálsamo de Canadá sobre cada corte histológico y se cubrió con un

cubreobjetos procurando la eliminación completa de burbujas de aire entre ambos

vidrios. Para controlar la especificidad de la marcación, cortes seriados de muestras

positivas, se sometieron al mismo protocolo pero se reemplazó el anticuerpo primario

por PBS.

Una vez finalizado el proceso, los cortes fueron observados en un microscopio

óptico (Axiolab Karl Zeiss, Alemania) y se tomaron 5 fotografías representativas de

cada uno con un aumento de 630X. En todos los casos, el porcentaje de células positivas

fue determinado a doble ciego, mediante la cuantificación de los núcleos marcados para

los diferentes antígenos y su relación con el número de núcleos totales presentes en el

campo.

Determinación de los niveles de hormonas

Determinación de hormonas esteroideas. Los niveles séricos de E2, Pg y T

fueron determinados por radioinmunoensayo en el Laboratorio de Neuroendocrinología

del Instituto de Biología y Medicina Experimental (IBYME) (Fernández et al., 2010;

Silveyra et al., 2007). Las hormonas esteroideas fueron extraídas previamente en éter

sulfúrico a partir de los sueros de los animales expuestos de forma crónica a diferentes

dosis de CPF o vehículo. La extracción consistió en la incubación de 750 µl de suero

con 2 ml de éter sulfúrico y su agitación vigorosa durante 1 minuto. Posteriormente, los

tubos fueron mantenidos a -80 °C durante 30 minutos con el fin de solidificar la

fracción acuosa. La fracción etérea fue recuperada en un tubo de vidrio. Este

procedimiento se repitió tres veces. El éter fue evaporado y las hormonas fueron

conservadas a -20 °C hasta el momento de su medición. Para el ensayo, se utilizaron

anticuerpos provistos por G.D. Niswender (Universidad del Estado de Colorado, Fort

Collins, CO, EE.UU.). El E2 y la Pg marcadas fueron obtenidas de Perkin-Elmer

(Wellesley, MA, EE.UU.) y la T de New England Nuclear (Boston, MA, EE.UU.). La

sensibilidad del ensayo fue 11,3 pg (E2), 12,5 pg (T) y 500 pg (Pg). Los coeficientes de

variación intra e interensayo fueron 6,8 % y 11,7 % para E2, 7,8 % y 12,3 % para T y

7,1 % y 12,15 % para la determinación de Pg, respectivamente.
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Para la determinación de estas hormonas en los ovarios, los mismos fueron

extraídos luego del sacrificio de los animales y conservados a -80 °C hasta el momento

de su utilización. Un ovario de cada animal fue pesado y homogeneizado en solución

amortiguadora fosfato de sodio en baño de hielo. El lisado obtenido fue sometido a la

extracción con éter sulfúrico como se describió previamente.

Determinación de gonadotrofinas. La concentración sérica de LH y FSH fue

determinada por radioinmunoensayo en el Laboratorio de Neuroendocrinología del

IBYME (Silveyra et al., 2007). Se utilizaron juegos de reactivos proporcionados por el

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 determinación de LH y FSH

respectivamente. Los coeficientes de variación intra e interensayo para la determinación

de LH fueron 7,2 % y 11,4 % respectivamente y 8,0 % y 13,2 % para la determinación

de FSH.

Análisis del sistema antioxidante en el tejido mamario

Evaluación de la actividad CAT en el tejido mamario. La actividad CAT fue

determinada siguiendo el mismo protocolo experimental descripto previamente pero, en

este caso, las muestras analizadas se obtuvieron por homogeneización del tejido

mamario de los animales. Este tejido fue obtenido luego del sacrificio de los animales y

conservado a -80 °C hasta el momento de su utilización. En ese momento, la

homogeneización del tejido mamario fue realizada en una solución amortiguadora

fosfato (KH2PO4/K2HPO4 50 mM, pH 7,8). Una alícuota de dichos extractos fue

utilizada para la cuantificación de la concentración de proteínas por el método de

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

Determinación del contenido de GSH en el tejido mamario. El contenido de

GSH fue determinado siguiendo el mismo protocolo experimental descripto

previamente, introduciendo algunas modificaciones en la preparación de las muestras.

Aproximadamente 700 mg del tejido mamario de los animales fue homogeneizado en 1

ml de HClO4 0,5 N en hielo. Los extractos obtenidos fueron centrifugados durante 10

minutos a 600 x g a 4 °C y adicionó Na3PO4 (0,44 M) hasta alcanzar pH 7. Luego, se
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continuó según el protocolo experimental detallado previamente. Los resultados se

expresaron como µmol de -SH/g de tejido.

Evaluación de la peroxidación lipídica en el tejido mamario

Se determinó siguiendo el mismo protocolo experimental descripto previamente

pero, en este caso, las muestras analizadas se obtuvieron por homogeneización del tejido

mamario de los animales. Este tejido fue obtenido luego del sacrificio de los animales y

conservado a -80 °C hasta el momento de su utilización. En ese momento, la

homogeneización del tejido mamario fue realizada en una solución amortiguadora

fosfato (NaH2PO4/Na2HPO4 50 mM, pH 7,8). Una alícuota de estos extractos fue

utilizada para la cuantificación de la concentración de proteínas mediante el método de

Bradford (Bradford, 1976). 0,3 ml de cada extracto fueron adicionados a 0,6 ml de la

solución de reacción [15 % v/v ácido tricloroacético, 0,25 N ácido clorídrico y 0,375 %

p/v de ácido 2-tiobarbitúrico] 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

utilizó la mezcla de reacción hervida por una hora y centrifugada a 1.500 x g pero en

ausencia de muestra. Los moles de TBARS fueron determinados mediante la medición

de la absorbancia de los sobrenadantes utilizando un espectrofotómetro (Genesys 10

UV, Thermo Scientific), a una longitud de onda de 532 nm (Asakawa and Matsushita,

1979) (ε = 1,56 x 105 M-1 cm-1). Los resultados fueron normalizados respecto a la

concentración de proteínas de cada extracto y expresados como mmoles de TBARS/µg

de proteínas.

Modelo para el estudio de la carcinogénesis mamaria

Es conveniente que los trabajos que involucran el desarrollo, inducción o

inyección de tumores y/o la realización de estudios toxicológicos utilizando animales de

laboratorio, utilicen protocolos o recomendaciones para el tratamiento humanitario de

los animales. Estos lineamientos se obtuvieron de guías de trabajo del Instituto Nacional

de Salud (NIH) de los Estados Unidos, los cuales se encuentran en continua revisión

(National Institutes of Health, 2013). Para evitar someter a los animales a dolor o

sufrimiento innecesario, estos estudios requieren un seguimiento periódico sobre el
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estado y la salud de los animales. Los ítems que se consideraron en el presente trabajo

de tesis se encuentran resumidos en la Tabla 1.

Signos clínicos que constituyen
puntos finales.

Edema, deshidratación, dermatitis progresiva, ulceración,
deterioro neurológico, sangrado de cualquier tipo, cualquier
impedimento en desarrollo de funciones básicas (alimentación,
hidratación, movilidad, eliminación de orina y heces).

Signos adicionales en estudios
neoplásicos, que constituyen
puntos finales.

Crecimiento de la masa tumoral por encima del 10 % de la
masa del animal. Se recomienda que el tamaño del tumor
primario no debe superar los 40 mm en ningún sentido de
medida (consideración para ratas).
Si el tumor se encuentra ulcerado, necrótico o infectado.
Si el tumor interfiere con la capacidad de los animales para
comer y/o beber o deambular.

Observaciones clínicas utilizadas
para evaluación toxicológica.

Apariencia general (postura corporal, pérdida de peso),
alteraciones en piel y pelo (dermatitis, alopecia), afectación
motriz, aparición de sangre en orina y/o heces, diarrea,
salivación excesiva.

Número de animales y duración
del estudio.

Deberá reducirse al mínimo el número de animales requeridos
para la evaluación científica y estadística de los resultados.

Tabla 1: Criterios generales utilizados en modelos experimentales de cáncer mamario

humano. Elaboración propia a partir de National Institutes of Health, 2013.

Inducción tumoral

Los tumores se indujeron químicamente en ratas Sprague Dawley mediante la

administración por vía intraperitoneal (i.p.) de tres dosis de 50 mg/kg del carcinógeno

químico NMU (Sigma Chemical Company, EE.UU.) a los 50, 80 y 110 días de vida de

los animales (Cocca et al., 2005; Martín et al., 1998, 1997; Rivera et al., 1994). El

carcinógeno se administró a los animales inmediatamente luego de ser disuelto en una

concentración final de 10 mg/ml en solución fisiológica estéril. La pureza del

carcinógeno fue garantizada mediante la determinación de su punto de fusión entre 24 y

48 horas antes a la disolución del mismo. En todos los casos, el punto de fusión

obtenido fue de 122-124 °C (International Agency of Research on Cancer, 1978). El

desarrollo de los tumores se controló por palpación de las cadenas mamarias, a partir de

la administración de la segunda dosis del carcinógeno.
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Protocolo de intoxicación de los animales

El tratamiento de los animales con CPF comenzó a los 40 días de edad, 10 días

antes de la primera inyección de NMU. Los grupos experimentales de trabajo fueron

conformados por 6 ratas, con un peso promedio de 180 g, las cuales fueron segregadas

aleatoriamente en tres grupos, iniciándose el tratamiento mediante la administración de

CPF (v.o.) o vehículo (v.o.). El CPF fue disuelto en aceite de ricino, en las

concentraciones adecuadas y administrado diariamente a los animales. A los 50, 80 y

110 días de edad, los tres grupos experimentales recibieron las dosis de NMU.

Descripción:

(1) Grupo Control + NMU (N=6): animales que recibieron aceite de ricino (v.o.) y tres

dosis de NMU (i.p.);

(2) Grupo CPF 0,01 mg/Kg/día + NMU (N=6): animales tratados con CPF 0,01

mg/Kg/día disuelto en aceite de ricino (v.o.) y tres dosis de NMU (i.p.);

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

disuelto en aceite de ricino (v.o.) y tres dosis de NMU (i.p.).

La intoxicación se realizó durante 140 días con el fin de que todos los animales

desarrollen al menos un tumor. Al final del experimento los animales fueron

sacrificados por inhalación de CO2 y los tumores fueron extirpados con el fin de realizar

estudios histoquímicos.

El protocolo experimental detallado previamente se repitió dos veces de manera

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

Se determinaron los siguientes parámetros:

Período de latencia (PL): tiempo (días) transcurrido desde la administración de

la primera dosis de NMU hasta la aparición del primer tumor en cada rata.

Incidencia tumoral (IT): porcentaje de animales que desarrollan al menos un

tumor en cada grupo experimental.

Número de tumores por rata: número promedio de tumores desarrollados por

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

Para evaluar el crecimiento tumoral los animales fueron revisados tres veces por

semana y cada tumor fue medido utilizando un calibre para determinara dos diámetros

perpendiculares de cada tumor. De estas medidas se obtuvo el diámetro promedio. El

tamaño tumoral se calculó utilizando la fórmula del volumen de una esfera:

= 4 π3 x r
Con el fin de comparar el crecimiento tumoral de diferentes tumores, los

volúmenes fueron relativizados en relación al volumen inicial de cada tumor, el cual fue

fijado arbitrariamente en 1 unidad.

El tiempo de duplicación de cada tumor se calculo en base a la curva de volumen

tumoral relativo en función del tiempo (Massari et al., 2013; Mehrara et al., 2007). Las

cuales se ajustaron por un programa de regresión no lineal de acuerdo a la ecuación:

( ) = ( )
donde V(0) es el volumen tumoral relativo inicial, el cual fue fijado arbitrariamente y

tubo un valor de 1 unidad para todos los tumores. El volumen tumoral (V) se incrementa

exponencialmente en función del tiempo (t) con una tasa constante (k). El tiempo de

duplicación tumoral (td), se calculó como:

= 2
Estudios histológicos e inmunohistoquímicos en los tumores

Los estudios histológicos e inmunohistoquímicos de los tumores fueron

realizados siguiendo los mismos protocolos experimentales descriptos previamente.

Luego del sacrificio de los animales, cada tumor fue extraído y procesado para la

realización de estos estudios. La caracterización histológica y la expresión de los
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antígenos PCNA, REα y RPg fueron eva luadas en todos los tumores mamarios

desarrollados. La clasificación de todos los tumores se realizó de acuerdo con las

criterios publicados por la Escuela de Medicina de la Universidad de Stanford (Stanford

University School of Medicine, 2006).

ANÁLISIS ESTADÍSTICOS

El análisis de la significación estadística de los resultados obtenidos se realizó

con el programa GraphPad Prism versión 5 (California, EE.UU.). Las evaluaciones se

efectuaron por el análisis de la varianza (ANOVA) de uno o dos factores seguido del

test de comparación de Dunnet, test de comparación múltiple de Tukey o test de

Bonferroni. En los casos en que las varianzas no fueron homogéneas, se realizó el test

no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido por el test de comparación múltiple de Dunn.

Se consideraron estadísticamente significativas las diferencias que presentaron una

p<0,05 (ensayos bilaterales).
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Efectos del CPF sobre la proliferación celular en líneas derivadas de

adenocarcinomas mamarios.

Efectos del CPF sobre la proliferación celular

Como mencionamos en la introducción de este trabajo, existen numerosas

evidencias que alertan sobre los efectos tóxicos generados por la exposición a CPF en

diferentes modelos experimentales. Si bien la mayoría de los efectos han sido

relacionados con la inhibición de la actividad colinesterasa, otros involucran la

interferencia en la síntesis de macromoléculas (Qiao et al., 2001), la interacción con

receptores celulares (Howard and Pope, 2002), la modulación de diferentes vías de

transducción de señales (Caughlan et al., 2004; Song et al., 1997) y la modificación del

balance redox celular (Gupta et al., 2010). Adicionalmente, algunos reportes indican

una posible acción estrogénica del CPF. En este sentido, Andersen y sus colaboradores

estudiaron la interacción de veinticuatro plaguicidas con el RE y el receptor de

andrógenos (RA) mediante ensayos de transactivación. 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 el efecto del CPF sobre la

proliferación celular, utilizando dos líneas celulares derivadas de adenocarcinomas

mamarios humanos, una dependiente (MCF-7) y la otra independiente (MDA-MB-231)

de estrógenos para su crecimiento.

Los resultados que se describen en este capítulo, corresponden a experimentos

que tuvieron como objetivo el estudio de la viabilidad celular, la capacidad clonogénica,

el tiempo de duplicación y la muerte celular luego de la exposición de las células a

diferentes concentraciones de CPF. Adicionalmente, se analizó el efecto de este tóxico

sobre el ciclo celular y las proteínas reguladoras del mismo, así como sobre las vías de

señalización involucradas en estos efectos.
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Efecto del CPF sobre la viabilidad celular

En primer lugar, se estudió el efecto de diferentes concentraciones de CPF sobre

la viabilidad celular. La selección de las concentraciones de CPF utilizadas en los

experimentos, se realizó en base a las concentraciones ambientales de este plaguicida.

La viabilidad celular fue determinada mediante el ensayo de MTT. Este ensayo

contempla la reducción metabólica del MTT, catalizada por la enzima mitocondrial

succinato deshidrogenasa, que da lugar a la aparición de un compuesto azulado

denominado formazán. Dado que la conversión ocurre en las células vivas, la cantidad

de formazán producida se correlaciona directamente con el número de células viables.

Este ensayo se realizó en ambas líneas celulares expuestas a diferentes concentraciones

de CPF o vehículo durante 24 horas. Como se observa en la figura I.1, en la línea celular

MCF-7 no se detectaron modificaciones significativas en la viabilidad celular con

ninguna de las concentraciones del plaguicida utilizadas. En esta línea celular, la

máxima concentración de CPF estudiada (50 µM), condujo a una reducción del 15,2 %

en la viabilidad celular respecto al tratamiento control, sin embargo, esta disminución

no fue estadísticamente significativa. En la línea celular MDA-MB-231, la viabilidad de

las células expuestas a CPF 50 µM solo disminuyó en un 8,2 % (p:ns) respecto a las

células expuestas al vehículo. Estos resultados indican que las concentraciones

empleadas de CPF, no inducen una importante disminución de la viabilidad celular

luego de 24 horas de exposición al tóxico. Como control positivo del experimento, las

células fueron cultivadas en presencia de H2O2 (5 µM) durante 24 horas. Como puede

observarse, la adición de H2O2 redujo significativamente el porcentaje de células viables

en ambas líneas celulares (30,6 % en las células MCF-7 y 31,5 % en la línea celular

MDA-MB-231, p<0,05).
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Figura I.1. Ensayo de viabilidad celular. Las células fueron expuestas a diferentes

concentraciones de CPF o vehículo (C) durante 24 horas. Como control positivo del

experimento (C+), las células fueron expuestas a H2O2 (5 µM) por el mismo tiempo. La

viabilidad celular fue determinada mediante el ensayo de MTT, midiendo la DO a 600 nm en un

espectrofotómetro de placa, los 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 sobre la formación de colonias

Debido a que no observamos efectos sobre la viabilidad celular luego de 24

horas de exposición al CPF, decidimos investigar el efecto de exposiciones más

prolongadas evaluando la capacidad clonogénica celular. Esta técnica es considerada

una herramienta de gran utilidad debido a su bajo costo, reproducibilidad, sencillez,

rapidez y sensibilidad (Franken et al., 2006; Kawada et al., 2002; Salmon et al., 1978).

En este ensayo, las células se cultivan en presencia del tóxico durante 10 días, luego de

los cuales se evalúa el número de colonias formadas por más de 50 células presentes en

cada placa. Como se observa en la figura I.2, la exposición de las células a CPF 50 µM

redujo la capacidad clonogénica en ambas líneas celulares. En las células MCF-7, esta

reducción fue del 40 % (p<0,05) respecto al tratamiento control (EtOH 0,5%) mientras

que en la línea celular MDA-MB-231 alcanzó el 56 % (p<0,001). Adicionalmente, en

esta línea celular, la formación de colonias se encontró reducida utilizando CPF 5 µM
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(33,3 %, p<0,01), 0,5 µM (28,6 %, p<0,05) y 0,05 µM (27,4 %, p<0,05) (Fig. I.2). Este

experimento evidencia una acción tóxica del CPF sobre las células luego de una

exposición prolongada, la cual no fue observada con el ensayo de MTT, tras 24 horas de

exposición al tóxico.

Si bien el CPF 50 µM desencadenó un efecto citotóxico en ambas líneas

celulares, concentraciones menores de este plaguicida condujeron a un incremento de la

proliferación en la línea celular MCF-7. Como se muestra en la figura I.2, observamos

un incremento del 46 % (p<0,05) en la capacidad de formar colonias al exponer a las

células MCF-7 a CPF 0,05 µM. Como control positivo estas células fueron cultivadas

en presencia de E2 10 nM, el cual incrementó significativamente la capacidad

clonogénica celular. Cabe destacar, que el efecto proliferativo del CPF solo fue

observado en la línea celular MCF-7, la cual expresa el REα y responde a los estímulos

estrogénicos para su crecimiento. Por el contrario, en la línea celular MDA-MB-231, la

cual carece de ese receptor, el CPF no incrementó la proliferación en ninguna de las

concentraciones evaluadas.

Figura I.2. Ensayo de proliferación celular por el método clonogénico. Las células fueron

expuestas a concentraciones variables de CPF o vehículo (C) durante 10 días. En la línea celular

MCF-7, se utilizó E2 10 nM como control positivo del ensayo. En los gráficos se muestran los

porcentajes de colonias formadas en ambas líneas celulares para cada concentración estudiada

respecto al 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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células MCF-7 a CPF 0,05 µM. Como control positivo estas células fueron cultivadas

en presencia de E2 10 nM, el cual incrementó significativamente la capacidad

clonogénica celular. Cabe destacar, que el efecto proliferativo del CPF solo fue

observado en la línea celular MCF-7, la cual expresa el REα y responde a los estímulos

estrogénicos para su crecimiento. Por el contrario, en la línea celular MDA-MB-231, la

cual carece de ese receptor, el CPF no incrementó la proliferación en ninguna de las

concentraciones evaluadas.

Figura I.2. Ensayo de proliferación celular por el método clonogénico. Las células fueron

expuestas a concentraciones variables de CPF o vehículo (C) durante 10 días. En la línea celular

MCF-7, se utilizó E2 10 nM como control positivo del ensayo. En los gráficos se muestran los

porcentajes de colonias formadas en ambas líneas celulares para cada concentración estudiada

respecto al 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 sobre la incorporación de BrdU

Con el fin de completar los estudios sobre el efecto proliferativo observado en la

línea celular MCF-7, evaluamos la incorporación de BrdU luego de 24 horas de

exposición de ambas líneas celulares a diferentes concentraciones del CPF. La BrdU es

una molécula análoga a la timidina, que se incorpora al 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 el porcentaje de células en proliferación fue determinado por

imnunofluorescencia utilizando un anticuerpo monoclonal específico. En concordancia

con los resultados observados previamente, el cultivo de las células MCF-7 en presencia

de CPF 0,05 µM produjo un aumento significativo en la proliferación celular. Como se

muestra en la figura I.3, el porcentaje de células en activa síntesis de ADN se

incrementó en un 58 % (p<0,01) cuando las mismas fueron expuestas a CPF 0,05 µM

(28,6 ± 4,5 %) respecto al control (18,1 ± 3,1 %). Al evaluar una concentración mayor

de CPF (50 µM), no observamos modificaciones en el porcentaje de células en activa

síntesis de ADN. Este resultado confirma los datos obtenidos mediante el ensayo de

MTT, en el cual la viabilidad celular no fue alterada luego del cultivo de las células en

presencia de CPF 50 µM por 24 horas. Del mismo modo, tampoco observamos una

reducción en la incorporación de BrdU en estas condiciones.

Por otra parte, en la línea celular MDA-MB-231, no observamos modificaciones

en el porcentaje de células en proliferación con ninguna de las concentraciones de CPF

estudiadas. Este resultado concuerda con los datos obtenidos mediante el ensayo

clonogénico.
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Figura I.3. Incorporación de BrdU. Las células fueron expuestas al CPF (0,05 y 50 µM) o al

vehículo (control) durante 24 horas. El porcentaje de células en proliferación fue calculado

como el número de núcleos positivos para BrdU (mostrados en color verde) en relación al

número de núcleos totales teñidos con DAPI (mostrados en color azul). Para cada tratamiento se

cuantificaron 5 campos al azar, fotografiados con un aumento de 200X. En la fila inferior se

muestra la superposición de las fotografías y se detalla el porcentaje 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 µm.

Efectos del CPF sobre la vía estrogénica

Como se mencionó anteriormente, una gran variedad de compuestos químicos

actúan como DEs estimulando la proliferación celular en tejidos hormono-dependientes

a través de múltiples mecanismos, incluyendo la activación de la vía estrogénica.

Debido a que observamos un efecto proliferativo inducido por el CPF 0,05 µM en la

línea celular MCF-7, decidimos evaluar el efecto del CPF sobre la fosforilación del REα

y la función de este receptor en la proliferación celular inducida por el plaguicida.
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Efecto sobre la fosforilación del REα

La mayoría de los estudios realizados sobre la activación del REα han sido sobre

su fosforilación en diferentes residuos de serina. Hoy se conoce que el REα se fosforila

adicionalmente en la tirosina 537 y que esta fosforilación induce la activación del

receptor y promueve la proliferación celular.

La fosforilación del receptor fue evaluada por western blot luego de exponer a

las células MCF-7 a diferentes concentraciones de CPF durante 15 minutos. Como se

observa en la figura I.4, la exposición de las células a CPF 0,05 µM produjo un

incremento del 85 % (p<0,01) en la fosforilación del REα respecto al tratamiento

control. No observamos modificaciones en la fosforilación del REα cuando las células

fueron expuestas a CPF 50 µM.

Figura I.4. Fosforilación del REα. Las células fueron expuestas a CPF (0,05 y 50 µM) o

vehículo (C) durante 15 minutos. La fosforilación del REα en la tirosina 537 (p-REα) fue

determinada mediante western blot a partir del lisado total de células. Se muestran las

fotografías de un experimento representativo. Debajo se representa la cuantificación

densitométrica de las bandas correspondiente al p-REα respecto al contenido total de este

receptor (T-REα). 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 sobre la proliferación utilizando un inhibidor específico del REα

Con el objetivo de seleccionar una concentración adecuada del inhibidor del

REα, ICI 182,780, que impidiera el efecto proliferativo inducido por el E2, realizamos

un ensayo evaluando la capacidad clonogénica de las células estimuladas con E2, en

presencia de diferentes concentraciones del inhibidor. Los resultados de estos

experimentos se muestran en la figura I.5. Como puede observarse, la presencia de E2

10 nM incrementó en un 71,6 % (p<0,001) la capacidad clonogénica de las células

MCF-7 y este efecto fue impedido por la presencia de ICI 182,780 en concentración de

0,1 y 1 nM. Un aspecto importante a destacar, es que la presencia del inhibidor no alteró

significativamente la proliferación cuando las células fueron cultivadas en ausencia de

E2 (C). A partir de este experimento, decidimos utilizar ICI 182,780 en una

concentración de 1 nM para los siguientes ensayos.

Figura I.5. Selección de la concentración de ICI 182,780. Las células MCF-7 fueron

expuestas a concentraciones variables de E2 o vehículo (C) durante 10 días en presencia y

ausencia de diferentes concentraciones del inhibidor del REα, ICI 182,780 (ICI). En el gráfico

se muestran los porcentajes de las colonias formadas para cada concentración estudiada en

presencia y ausencia de ICI respecto al obtenido en células expuestas a vehículo sin inhibidor.

Las barras representan la media ± EEM de dos experimentos independientes, cada uno realizado

por duplicado (***p<0,001 vs. C + ICI 0 nM; ##p<0,01 vs. E2 10 nM + ICI 0 nM; ANOVA de

dos factores y Test Bonferroni a posteriori).
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Una vez seleccionada la concentración de ICI 182,780, evaluamos el papel del

REα en el incremento en la proliferación inducido por el CPF 0,05 µM en la línea

celular MCF-7. Para ello, analizamos 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 la figura I.6, la adición del inhibidor revirtió completamente

el efecto proliferativo inducido por el CPF. De esta manera, cuando las células fueron

cultivadas en presencia de CPF 0,05 y 0,5 µM, observamos un incremento en la

capacidad clonogénica del 39,7 y 27,4 % respectivamente (p<0,01). Por otra parte, al

adicionar ICI 182,780 junto con estas concentraciones del plaguicida, la capacidad

clonogénica celular resultó similar a la observada en las células control. En cuanto al

efecto antiproliferativo inducidos por el CPF 50 μM, el mismo fue observado

independientemente de la presencia de ICI 182,780 en el medio de cultivo.

Figura I.6. Papel del REα en el efecto proliferativo inducido por el CPF. Las células MCF-7

fueron expuestas a concentraciones variables de CPF o vehículo (C) durante 10 días en

presencia y ausencia del inhibidor del REα, ICI 182,780 (ICI). En el gráfico se muestran los

porcentajes de las colonias formadas para cada concentración estudiada en presencia y ausencia

de ICI respecto al obtenido en células expuestas a vehículo sin inhibidor. Las barras representan

la media ± EEM de dos experimentos independientes, cada uno realizado por duplicado. Para el

análisis estadístico, las series con y sin ICI 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 sobre la vía Wnt/β-catenina

Previamente describimos un incremento de la proliferación celular inducida por

el CPF 0,05 µM, el cual se encuentra mediado por la activación del REα. Además de los

mecanismos genómicos tradicionalmente descriptos para el REα, los estímulos

estrogénicos disparan una serie de señales no genómicas. Estos mecanismos incluyen la

activación de una amplia variedad de vías de señalización, entre las que se encuentra la

vía protagonizada por las proteínas Gsk-3β y β-catenina. Con el fin de estudiar los

efectos del CPF sobre esta vía de señalización, evaluamos la fosforilación de Gsk-3β en

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

minutos.

Figura I.7. Fosforilación de Gsk-3β en la línea celular MCF-7. Las células fueron expuestas

a CPF (0,05 y 50 µM) o vehículo durante 5, 30 y 60 minutos. La fosforilación de la quinasa

Gsk-3β en la serina 9 (p-Gsk-3β) fue determinada mediante western blot a partir del lisado total

de células. Se muestran las fotografías de un experimento representativo. Debajo se representa

la cuantificación densitométrica de las bandas obtenidas respecto al contenido de α-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 observa en la figura I.7, el cultivo de las células MCF-7 en presencia de

CPF 0,05 µM incrementó la fosforilación de Gsk-3β en todos los tiempos evaluados.
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Estos incrementos fueron del 67 % (p<0,01), 75 % (p<0,05) y 55 % (p<0,05) a los 5, 30

y 60 minutos de exposición respectivamente. Por otra parte, una mayor concentración

de CPF (50 µM) solo indujo la fosforilación de esta proteína luego de 5 minutos de

exposición al plaguicida en un 72 % (p<0,01) respecto al control.

Como describimos en la introducción de este trabajo, la fosforilación de Gsk-3β

en la serina 9, trae aparejada la inactivación de esta quinasa, lo cual conlleva a la

estabilización de β-catenina y su translocación al núcleo celular. Con el fin de

profundizar los estudios sobre esta vía de señalización, evaluamos la localización

intracelular de la proteína β-catenina luego de la exposición de las células MCF-7 al

plaguicida durante una hora. Como se observa en la figura I.8, el cultivo de las células

con ambas concentraciones de CPF, condujo a la translocación de β-catenina hacia el

núcleo celular. De esta manera, en las células cultivadas en presencia de vehículo la

expresión de β-catenina fue observada en el citoplasma y en la membrana plasmática,

mientras que, cuando las células fueron tratadas con CPF (0,05 y 50 µM) la expresión

de esta proteína fue observada principalmente en el núcleo.

Figura I.8. Localización intracelular de β-catenina. Las células fueron expuestas a CPF (0,05

y 50 µM) o vehículo (C) durante una hora. La localización intracelular de β-catenina se

determinó por inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo monoclonal específico. La barra

ubicada abajo y a la derecha de la primera fotografía corresponde a 20 µm. Aumento 630X. Las

flechas blancas señalan la localización nuclear de β-catenina.
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La fosforilación de Gsk-3β ha sido relacionada con la activación del REα . Con el

fin de evaluar si la inactivación de Gsk-3β inducida por el CPF 0,05 µM se encuentra

vinculada con la activación del REα, estudiamos la fosforilación de esta quinasa en

presencia y ausencia del inhibidor del REα, ICI 182,780. La figura I.9, muestra que la

presencia ICI 182,780 en el medio de cultivo no influyó sobre la inactivación de Gsk-3β

inducida por el CPF 0,05 µM. Como discutiremos más adelante en este trabajo, este

resultado indica que ambos eventos, la fosforilación del REα y la fosforilación de Gsk-

3β, ocurren en forma paralela e independiente dentro de las células expuestas al tóxico.

Figura I.9. Relación entre la fosforilación de Gsk-3β y el REα. Las células fueron expuestas

a CPF (0,05 y 50 µM) o vehículo durante una hora en presencia y ausencia del inhibidor del

REα ICI 182,780. La fosforilación de la quinasa Gsk-3β fue determinada mediante western blot

a partir del lisado total de células. Se muestran las fotografías de un experimento representativo.

Debajo se representa la cuantificación densitométrica de las bandas obtenidas respecto al

contenido de α-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 el fin de corroborar si la fosforilación de la quinasa Gsk-3β inducida por el

CPF constituye un efecto independiente de la activación del REα, evaluamos la

fosforilación de esta quinasa en la línea celular MDA-MB-231. En este experimento,

observamos un incremento en la fosforilación de la serina 9 de Gsk-3β, inducida por la

exposición a CPF 50 µM durante 1 hora. Este resultado, corrobora la independencia del

efecto producido por el CPF sobre la quinasa Gsk-3β y la activación de la vía

estrogénica en nuestro modelo de estudio (Fig. I.10).

Figura I.10. Fosforilación de Gsk-3β en la línea celular MDA-MB-231. Las células fueron

expuestas a CPF (0,05 y 50 µM) o vehículo durante 60 minutos. La fosforilación de la quinasa

Gsk-3β fue determinada mediante western blot a partir del lisado total de células. Se muestran

las fotografías de un experimento representativo. Debajo se representa la cuantificación

densitométrica de las bandas obtenidas respecto al contenido de α-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 el ciclo celular

Las etapas a través de las cuales pasa una célula desde una división celular a la

siguiente constituyen el ciclo celular. Como mencionamos anteriormente, en nuestros

experimentos observamos diferentes efectos del CPF sobre la capacidad clonogénica en

ambas líneas celulares. Por un lado, el CPF 0,05 µM condujo a un incremento de la
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proliferación en las células MCF-7, sin embargo, concentraciones mayores de CPF (50

µM) causaron una disminución en la capacidad clonogénica tanto en la línea MCF-7

como en la línea MDA-MB-231.

El transcurso a través de las diferentes fases del ciclo se encuentra regulado por

la acción de complejos proteicos formados por ciclinas y Cdks. Las ciclinas son las

unidades reguladoras de estos complejos, por lo cual decidimos investigar su expresión

en las células expuestas a diferentes concentraciones de CPF. Particularmente, la

expresión de ciclina D1 es regulada positivamente por la acción estrogénica. La

progresión a través de la fase G1 del ciclo celular es regulada por esta ciclina, la cual

alcanza su máxima expresión y activa a las quinasas Cdk4 y Cdk6. Por otra parte, el

complejo proteico formado por ciclina E y Cdk2 interviene en la transición desde la fase

G1 a la fase S.

Efectos sobre la expresión de proteínas reguladoras del ciclo celular

Los niveles de expresión de estas proteínas fueron evaluadas mediante la técnica

de western blot en el lisado total de células cultivadas en presencia de CPF durante 24

horas. Como se observa en la figura I.11, las células MCF-7 cultivadas en presencia de

CPF 0,05 µM mostraron un incremento del 42 % (p<0,05) en los niveles de ciclina D1.

Por otra parte, estas células cultivadas en presencia de CPF 50 µM mostraron niveles de

ciclina E que superaron en un 54 % (p<0,05) a los presentes en las células expuestas al

vehículo (Fig. I.11).

Uno de los mecanismos de regulación más estudiados del ciclo celular, involucra

la acción de inhibidores proteicos sobre los complejos formados por las ciclinas y las

Cdks. Entre ellos, la proteína p27 es un potente inhibidor del complejo formado por la

ciclina E y la quinasa Cdk2. La expresión de este inhibidor fue reducida

significativamente por la concentración más baja del plaguicida (0,05 µM) en ambas

líneas celulares (Fig. I.11). Más adelante discutiremos la relación entre este resultado y

el incremento en la proliferación celular observado en las células MCF-7.

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

modificaciones significativas en los niveles de expresión de las ciclinas E y D1, en
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ninguna de las concentraciones estudiadas. Sin embargo, observamos un incremento del

58,8 % (p<0,05) en la expresión del inhibidor p27 cuando estas células se cultivaron en

presencia de CPF 50 µM durante 24 horas (Fig. I.11).

Finalmente, evaluamos la expresión de PCNA en ambas líneas celulares

expuestas al plaguicida durante 24 horas. El CPF 50 µM no modificó significativamente

la expresión de esta proteína en la línea MCF-7. Sin embargo, en concordancia con los

resultados descriptos anteriormente, observamos un leve incremento en la expresión de

PCNA cuando las células se cultivaron en presencia de CPF 0,05 µM. Por otra parte, en

la línea celular MDA-MB-231, el CPF 50 µM redujo la expresión de PCNA, lo cual se

ajusta a la disminución en la proliferación observada previamente (Fig. I.11).

Figura I.11. Niveles de expresión de proteínas involucradas en la regulación del ciclo

celular (ciclinas D1 y E y p27) y PCNA. Las células fueron expuestas a CPF (0,05 y 50 µM) o

vehículo (Control) durante 24 horas. La expresión de cada proteína se determinó por western

blot a partir del lisado total de células. Se muestran las fotografías de un experimento

representativo. El gráfico de barras representa la cuantificación densitométrica de las bandas

obtenidas en relación al contenido de β-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 sobre la distribución en las diferentes fases del ciclo

Muchos tóxicos ambientales ejercen su acción mediante la desregulación del

ciclo celular, lo cual conduce a la acumulación de las células en alguna fase del ciclo.

Como describimos anteriormente, el cultivo de ambas líneas celulares con CPF durante

24 horas, produjo modificaciones en los niveles de diferentes proteínas reguladoras del

ciclo celular. Estos datos podrían evidenciar una desregulación del ciclo que derive en la

pérdida de la capacidad clonogénica descripta previamente.

Con el fin de probar esta hipótesis, investigamos la distribución de las células en

las diferentes fases del ciclo celular analizando el contenido de ADN luego de 24 horas

de exposición a diferentes concentraciones del tóxico. Para ello, utilizamos IP como

marca para la cuantificación del ADN celular. Este compuesto ingresa a las células y se

intercala de manera estequiométrica en el ADN, permitiendo su cuantificación por

citometría de flujo.

En la figura I.12 se muestran los histogramas y se detallan los porcentajes de

células presentes en las diferentes fases del ciclo para ambas líneas celulares cultivadas

en presencia del vehículo o de diferentes concentraciones de CPF durante 24 horas.

Como puede observarse, en la línea celular MCF-7 el porcentaje de células en fase S

pasó del 26,6 ± 0,8 % con el tratamiento control al 39,7 ± 2,3 % cuando las células se

incubaron con CPF 50 µM, lo cual representa un incremento del 43% (p<0,001). El

avance a través de la fase S del ciclo para ingresar a la fase G2, se encuentra asociado a

una disminución en los niveles de ciclina E, por lo tanto, este resultado podría

vincularse con el incremento de esta proteína observado previamente. Cuando se

utilizaron concentraciones menores de CPF, no observamos modificaciones

significativas en el porcentaje de células presentes en las diferentes etapas del ciclo.

En la línea celular MDA-MB-231, en cambio, observamos una acumulación de

células en fase G2/M del ciclo. Las fases G2 y M no pueden distinguirse con esta

metodología de estudio ya que, en ambas fases, las células poseen la misma cantidad de

ADN. Por lo tanto, las dos fases serán analizadas en forma conjunta bajo la

denominación de G2/M. El porcentaje de células en las fases G2/M fue de 12,4 ± 0,4 %

en el tratamiento control y se incrementó hasta 19,5 ± 0,9 % cuando las células fueron
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expuestas a CPF 50 µM. La exposición de las células a concentraciones menores de

CPF tampoco afectó la distribución en las diferentes fases del ciclo en esta línea celular.

Figura I.12. Análisis del ciclo celular. Las células fueron expuestas a diferentes

concentraciones de CPF o vehículo (C) durante 24 horas. A) Los histogramas muestran la

distribución de la población celular en las diferentes fases del ciclo determinada por citometría

de flujo utilizando IP. B). En la tabla se muestran los porcentajes de células en las diferentes

fases del ciclo. Los datos corresponden a la media ± EEM de dos experimentos independientes

cada uno realizado por duplicado (***p<0,001 vs. su respectivo control; ANOVA de dos

factores y Test de Bonfferroni a posteriori).

Efecto sobre el citoesqueleto

La tubulina es una proteína clave en la división celular ya que interviene en la

formación del huso mitótico, el cual es necesario para la correcta segregación de los

cromosomas hacia las células hijas. Muchas sustancias son capaces de unirse

covalentemente a la tubulina impidiendo su correcta polimerización, llevando a la

detención del ciclo en la fase M. Debido a que observamos una acumulación en la fase

G2/M del ciclo cuando las células MDA-MB-231 fueron expuestas a CPF 50 µM,

decidimos investigar el efecto de este tóxico sobre el citoesqueleto de tubulina en
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células expuestas a diferentes concentraciones del plaguicida durante 24 horas. La

organización de los microtúbulos fue evaluada mediante inmunofluorescencia utilizando

un anticuerpo que reconoce específicamente a la proteína α-tubulina,

independientemente de que se encuentre en forma monomérica o formando los

microtúbulos. Como se observa en la figura I.13, la exposición de ambas líneas

celulares a CPF 50 µM produjo una despolimerización de los microtúbulos, evidenciada

en las fotografías por una marca difusa ubicada en el citoplasma celular. Por otra parte,

el tratamiento de las células con CPF 0,05 µM no produjo modificaciones en el

citoesqueleto de tubulina.

Figura I.13. Polimerización de tubulina. Las células fueron expuestas a CPF (0,05 y 50 µM) o

vehículo (C) durante 24 horas. Los microtúbulos se observaron por microscopía de

fluorescencia mediante la detección de α-tubulina utilizando un anticuerpo monoclonal

específico. Barra: 20 µM. Se muestran áreas amplificadas digitalmente, correspondientes a

fotografías adquiridas con un aumento de 630X.

Efecto del CPF sobre la apoptosis y la necrosis celular

Como describimos anteriormente, en nuestros experimentos observamos

diferentes efectos del CPF sobre la proliferación en ambas líneas celulares. Por una

lado, el cultivo de las células MCF-7 con CPF 0,05 µM condujo a un aumento en la
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capacidad clonogénica y en la incorporación de BrdU, junto con un incremento en los

niveles de ciclina D1 y una disminución en la expresión de p27. Sin embargo,

concentraciones mayores de CPF (50 µM) causaron una disminución en la capacidad

clonogénica en ambas líneas celulares, la cual podría estar relacionado con la

acumulación de las células en diferentes fases del ciclo celular.

Con el fin de evaluar si la disminución en la formación de colonias observada

previamente se correspondía con un incremento de la muerte celular, decidimos evaluar

la presencia de células apoptóticas y/o necróticas luego de la exposición de ambas líneas

celulares al plaguicida. Estos mecanismos fueron evaluados por citometría de flujo

utilizando los agentes fluorescentes IP y Anexina-V-FITC. La Anexina-V es una

proteína que se une específicamente a residuos de fosfatidilserina, los cuales se

encuentran expuestos en la cara externa de la membrana plasmática de las células desde

las primeras etapas de la apoptosis, constituyendo un biomarcador efectivo de las

células que atraviesan dicho proceso. Como muestra la figura I.14, en concordancia con

los resultados obtenidos mediante el ensayo de viabilidad celular, la exposición de

ambas líneas celulares a diferentes concentraciones de CPF por 24 horas no incrementó

el porcentaje de células apoptóticas y/o necróticas con respecto al encontrado en las

células expuestas al vehículo. Sin embargo, cuando la exposición a CPF 50 µM se

prolongó por 48 horas, el porcentaje de células necróticas aumentó significativamente

con respecto al observado en las células control. Finalmente, la exposición de las células

a CPF 0,05 µM no modificó el porcentaje de células apoptóticas y/o necróticas en

ninguna de las líneas celulares utilizadas. En la figura I.14 se detallan los porcentajes de

células apoptóticas tempranas (Anexina-V+/IP¯ ), apoptóticas tardías (Anexina-V+/IP+)

y necróticas (Anexina-V¯ /IP+) para ambas líneas celulares luego de 24 y 48 horas de

cultivo en presencia de vehículo o diferentes concentraciones de CPF (0,05 y 50 µM).

Adicionalmente, se muestra un control negativo, en el cual se omitió el agregado de

Anexina-V-FITC y de IP durante el protocolo experimental, y un control positivo

constituido por células expuestas a H2O2 5 µM durante 24 horas.
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Figura I.14. Efecto del CPF sobre la apoptosis y la necrosis celular. Las células fueron

expuestas a diferentes concentraciones de CPF (0,05 y 50 μM) o vehículo (Control) durante 24

y 48 horas. El control negativo corresponde a células MDA-MB-231 sin el agregado de

Anexina-V-FITC ni IP. El control positivo corresponde a la misma línea celular expuesta a

H2O2 5 µM durante 24 horas. En los gráficos se muestran los porcentajes de células apoptóticas

tempranas (Anexina-V+/IP¯ ), apoptóticas tardías (Anexina-V+/IP+) y necróticas (Anexina-

V¯ /IP+). Los datos corresponden a la 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 el porcentaje de células necróticas, el

porcentaje de células marcadas con AnexinaV-FITC no se vio modificado luego de la

exposición de las células al plaguicida. Con el fin de confirmar la ausencia de apoptosis,

las células fueron cultivadas en presencia de CPF (0,05 y 50 µM) o vehículo durante 48

y 72 horas y los núcleos celulares fueron visualizados mediante la tinción con el

colorante fluorescente DAPI. De esta manera, los núcleos apoptóticos fueron

observados con su cromatina condensada distinguiéndose de los núcleos no apoptóticos.

Figura I.15. Efecto del CPF sobre la apoptosis. Las células fueron expuestas a diferentes

concentraciones de CPF (0,05 y 50 µM) o vehículo (C) durante  48 y 72 horas.  Los núcleos

celulares fueron teñidos con el colorante DAPI y fotografiados con un aumento de 200X. Se

muestran fotografías representativas de cada situación experimental. El porcentaje de núcleos

apoptóticos fue calculado como el número de núcleos con cromatina condensada en relación

con el número de núcleos totales por campo. Las flechas blancas sobre las fotografías señalan

algunos ejemplos de núcleos considerados apoptóticos. 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 µm.
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En la figura I.15 se muestran fotografías representativas y se detallan los

porcentajes de células apoptóticas en cada situación experimental. No observamos

diferencias significativas en los porcentajes de núcleos apoptóticos presentes en las

células expuestas a CPF en ninguna de las concentraciones utilizadas. El resultado fue el

mismo independientemente del tiempo durante el cual las células fueron expuestas al

tóxico.
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En este primer capítulo, hemos descripto el efecto del CPF sobre la proliferación

y el ciclo celular utilizando dos líneas celulares derivadas de adenocarcinomas

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

el REα y responde a los estímulos estrogénicos para su crecimiento. La segunda línea

celular, MDA-MB-231, carece de dicho receptor y, por lo tanto, su proliferación resulta

independiente de estos estímulos.

En ambas líneas celulares evaluamos diferentes parámetros de crecimiento como

la viabilidad celular, la capacidad clonogénica, la incorporación de BrdU, la apoptosis y

la necrosis. Adicionalmente, estudiamos la progresión a través del ciclo celular y las

proteínas reguladoras del mismo, así como la participación del REα y la Gsk-3β en

estos procesos.

Para realizar estos estudios, las células fueron cultivadas en presencia de

diferentes concentraciones de CPF, las cuales abarcaron un rango desde 0,05 a 50 µM.

Las concentraciones de CPF utilizadas fueron seleccionadas en base a datos publicados

previamente en la bibliografía, con el interés de que las mismas sean representativas de

las concentraciones presentes en los ambientes cercanos a sitios de aplicación. De esta

manera, nuestros resultados adquieren relevancia, permitiendo estimar los efectos que el

CPF podría presentar sobre la salud de los habitantes de estas regiones.

En la tabla I.2, se resumen los resultados obtenidos por distintos grupos de

investigación, nacionales y extranjeros, que evaluaron las concentraciones de CPF

presentes en el medioambiente. Durante el año 2010, Del Prado y sus colaboradores

reportaron la presencia de CPF en muestras de agua de la ciudad de Benguet, en

Filipinas, encontrando una concentración media de 0,07 mg/ml (Del Prado Lu, 2010), la

cual equivale a 0,2 µM de CPF. En México, Dzul-Caamal y colaboradores reportaron

altos niveles de CPF en el Lago Zumpango. En este trabajo los investigadores

encontraron una concentración promedio de CPF en agua de 25,22 ng/L (0,07 nM),

mientras que la concentración en sedimentos fue seis órdenes de magnitud mayor (Dzul-

Caamal et al., 2014).

Por otra parte, en un estudio realizado en Tailandia, la mayor concentración de

CPF detectada en agua fue 0,2920 mg/L, lo cual equivale a 0,83 µM de este compuesto.
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Estos investigadores también detectaron la presencia de CPF en aire (0,2580 mg/m3,

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

et al., 2013).

Como describimos en la introducción de este trabajo, la principal fuente de

contaminación no ocupacional con plaguicidas es a través de la ingesta de residuos

presentes en los alimentos. En un estudio realizado en la provincia de Talca, Chile, se

detectó la presencia de CPF en frutas consumidas por niños en las escuelas y en sus

hogares. Estos investigadores recolectaron diversos tipos de frutas y evaluaron la

presencia de plaguicidas. Sus resultados señalaron la presencia de CPF en manzanas y

naranjas. La concentración más alta de CPF encontrada fue de 0,16 mg/Kg de fruta,

mientras que la concentración más baja fue de 0,01 mg/Kg de fruta (Muñoz-Quezada et

al., 2014).

En nuestro país, Marino y Ronco informaron la presencia de CPF en agua en

regiones de producción de soja. La mínima concentración detectada fue 0,4 μg/L

(0,0003 μM), mientras que la máxima concentración detectada fue 10,8 μg/L (0,03 μM)

(Marino and Ronco, 2005). Por otra parte, Jergentz y sus colaboradores realizaron un

estudio durante las épocas de aplicación 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 μM en

Brown y La Horqueta respectivamente. Por otra parte, se encontraron concentraciones

de hasta 150 mg/Kg cuando se analizaron los sedimentos presentes en el lugar (Jergentz

et al., 2005). Estos arroyos se encuentran en la provincia de Buenos Aires, principal

zona de producción de soja de Argentina, representando un riesgo tanto para la fauna

acuática como para las poblaciones cercanas.

En otro estudio realizado en nuestro país, Loewy y sus colaboradores evaluaron

la distribución de plaguicidas en suelo, aguas superficiales, aguas subterráneas poco

profundas y agua depositada por la deriva, en el valle del río Neuquén. Es importante

destacar, que la evaluación fue realizada en lugares alejados de los sitios de aplicación.

Los plaguicidas detectados con mayor frecuencia en este estudio fueron el CPF y el

metilazinfos, otro compuesto organofosforado ampliamente utilizado en nuestro país.

La máxima concentración de CPF reportada fue de 1,16 ppb, lo cual equivale a 0,003
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µM. En cuanto a las concentraciones en suelo, el CPF fue detectado tanto en épocas de

aplicación como en periodos sin actividad. La concentración máxima detectada en estos

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

contenido de materia orgánica debido a la elevada constante de partición en solventes

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

Lugar Concentración Referencia
Agua
(µM)

Benguet, Filipinas 0,2 (Del Prado Lu, 2010)

Lago Zumpango, México 7,0 x 10-5 (Dzul-Caamal et al., 2014)

Tailandia 0,83 (Harnpicharnchai et al., 2013)

Río Paraná, Argentina 0,03* (Marino and Ronco, 2005)

Brown, Argentina 0,0013* (Jergentz et al., 2005)

La Horqueta, Argentina 8,5 x 10-4* (Jergentz et al., 2005)

Neuquén, Argentina 0,003* (Loewy et al., 2011)

Sedimentos
(mg/Kg)

Lago Zumpango, México 5,12 (Dzul-Caamal et al., 2014)

Brown, Argentina 13,5 (Jergentz et al., 2005)
La Horqueta, Argentina 150 (Jergentz et al., 2005)

Suelo
(mg/Kg)

Tailandia 32,19 (Harnpicharnchai et al., 2013)
Neuquén, Argentina 0,06 (Loewy et al., 2011)

Aire
(nmoles/L)

Tailandia 0,81 (Harnpicharnchai et al., 2013)
Alimentos
(mg/Kg)

Chile 0,16* (Muñoz-Quezada et al., 2014)

*El valor corresponde a la concentración máxima detectada

Tabla I.1. Concentraciones de CPF presentes en el medio ambiente. En la tabla 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 bibliográficos, seleccionamos las concentraciones

utilizadas en nuestros experimentos. Como mencionamos anteriormente, la

concentración mínima seleccionada fue 0,05 µM, mientras que la concentración

máxima fue 50 µM. Si bien no existen trabajos que reporten concentraciones

ambientales cercanas a los 50 µM, la misma fue incluida en nuestros estudios debido a

que concentraciones similares y aún mayores son frecuentemente utilizadas para la

evaluación de los efectos de este plaguicida sobre el sistema redox, lo cual constituye un

objetivo de esta investigación y cuyos resultados se describirán en el último capítulo de

este trabajo.

Nuestros resultados demuestran que las concentraciones de CPF ensayadas no

afectan significativamente la viabilidad celular durante las primeras 24 horas de

exposición. Sin embargo, la exposición de ambas líneas celulares a CPF 50 μM por

tiempos más prolongados condujo a una disminución en la capacidad clonogénica de las

mismas.

Adicionalmente, en la línea celular MCF-7, observamos un incremento en la

proliferación celular cuando las células se cultivaron en presencia de CPF 0,05 µM. Este

efecto fue evidenciado tanto por un incremento en la capacidad clonogénica como en la

incorporación de BrdU. Resulta importante destacar, que este efecto no fue observado

en la línea celular MDA-MB-231, la cual no responde a los estímulos estrogénicos para

su crecimiento.

En los últimos años se han descripto muchos compuestos químicos capaces de

actuar como agonistas estrogénicos, los cuales estimulan la proliferación celular cuando

se encuentran en bajas concentraciones en el ambiente. En el año 2002, Andersen y sus

colaboradores, publicaron un estudio sobre la interacción de un gran número de

plaguicidas utilizados en la agricultura, con los receptores de hormonas esteroideas.

Específicamente, evaluaron la respuesta inducida por veinticuatro plaguicidas sobre la

proliferación celular y activación del REα en células MCF-7. En estos estudios, los

investigadores observaron una débil respuesta estrogénica inducida por el CPF en

concentración de 25 µM (Andersen et al., 2002). Adicionalmente, Kojima y sus

colaboradores observaron que el CPF induce la transactivación del REα utilizando una

menor concentración del plaguicida (7,5 µM) (Kojima et al., 2003). Ambos estudios
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evalúan la capacidad estrogénica del CPF en base a su capacidad de transactivar al REα

utilizando al gen de la luciferasa como gen reportero. Hasta el momento, no se han

publicado nuevos estudios que evalúen este efecto utilizando menores concentraciones

del plaguicida.

El REα es el principal encargado de recibir los estímulos estrogénicos de las

células y convertirlos en una respuesta biológica. Este receptor se encuentra involucrado

en la proliferación y el desarrollo celular en la glándula mamaria y otros tejidos

sensibles a los estímulos hormonales. Si bien la activación por ligando constituye la vía

de activación más estudiada del REα, se han descripto diferentes fosforilaciones que

incrementan la actividad del mismo aún en ausencia de ligando (Le Romancer et al.,

2011; Murphy et al., 2011; Ward and Weigel, 2010). Una de ellas, es regulada por la

quinasa c-Src (del inglés: Steroid Receptor Co-activators) la cual conduce a la

fosforilación del REα en la tirosina 537 (Arnold et al., 1995a; Castoria et al., 1993). La

importancia de esta fosforilación ha sido advertida por muchos investigadores y se ha

relacionado con diferentes funciones del REα como la unión de la hormona al receptor,

la dimerización y el incremento de la actividad transcripcional (Arnold et al., 1995b;

Flint et al., 2000; Weis et al., 1996; Yudt et al., 1999; Zhong and Skafar, 2002). Muchas

de las investigaciones realizadas indican que la fosforilación de este residuo incrementa

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

Recientemente, Castoria y sus colaboradores demostraron el papel de esta

fosforilación en la localización citoplasmática del REα y en la actividad proliferativa

inducida por el E2, mediante el incremento en la transcripción del gen ciclina D1

(Castoria et al., 2012). En el mismo sentido, nuestros experimentos mostraron un

incremento en la fosforilación del REα en la tirosina 537 y de la expresión de ciclina D1,

cuando las células fueron incubadas con CPF 0,05 µM.

El ICI 182,780 es un antagonista específico del REα. Este compuesto se une al

receptor con una afinidad similar a la del E2 e impide la dimerización, incrementa la

degradación y dificulta la localización nuclear del receptor. De esta forma, el ICI

182,780 no solo bloquea la activación del REα, sino que disminuye los niveles

intracelulares del mismo (Osborne et al., 2000). Con el fin de confirmar el rol de REα

en el efecto proliferativo inducido por el CPF 0,05 µM, cultivamos a las células en
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presencia de ICI 182,780 y evaluamos la capacidad clonogénica de las mismas. Como

describimos anteriormente, el efecto proliferativo inducido por el CPF 0,05 µM no fue

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

resultado indica que la activación del REα es necesaria para la acción del plaguicida y el

mismo es apoyado por el hecho de que las células MDA-MB-231, las cuales carecen del

REα, no respondan a los estímulos proliferativos inducidos por el CPF.

Resultados similares fueron publicados por García y sus colaboradores en el año

2010 quienes investigaron la acción del hexaclorobenceno (HCB), un pesticida

organoclorado, sobre la proliferación de las células MCF-7 y MDA-MB-231. Estos

investigadores demostraron que el plaguicida induce la proliferación, la expresión del

receptor de insulina (RI) y del receptor del factor de crecimiento insulínico I (IGF-IR)

en las células MCF-7. Estos efectos fueron impedidos por la presencia de ICI 182,780.

Adicionalmente, García y sus colaboradores observaron la activación de la quinasa c-

Src y la fosforilación del REα 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 tóxico en la línea celular MCF-7 son mediados por el

REα (García et al., 2010).

Como describimos en la introducción de este trabajo, los estrógenos pueden

iniciar señales no genómicas asociadas con diferentes vías de señalización intracelular.

Entre ellas, se encuentran la activación de proteínas MAPK, PKC, PI3K y Gsk-3β. La

Gsk-3β es una serina treonina quinasa implicada en diversas funciones fisiológicas,

como la regulación del metabolismo de la glucosa, la dinámica de los microtúbulos

durante el ciclo celular, la adhesión, la motilidad y el desarrollo celular (Varea et al.,

2010). En nuestros experimentos, evidenciamos un incremento en la fosforilación de

Gsk-3β en la serina 9, inducida por el CPF. Este efecto fue observado luego de 5, 30 y

60 minutos de exposición a CPF 0,05 µM en las células MCF-7. Muchos estudios

demuestran que los estímulos estrogénicos incrementan la fosforilación de la Gsk-3β en

la serina 9, lo cual deriva en la inactivación 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 íntima relación entre el REα y la

quinasa Gsk-3β, la cual modula la actividad del receptor mediante su fosforilación en

varios residuos de serinas pertenecientes al dominio de activación independiente del
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ligando, AF-1. Además, estos investigadores reportaron la formación de un complejo

entre el REα y la Gsk-3β. Es importante destacar que los trabajos realizados por este

grupo de investigación se realizaron utilizando la línea celular MCF-7, la misma línea

que empleamos en esta tesis (Medunjanin et al., 2005).

La presencia de E2 induce la fosforilación e inactivación de Gsk-3β en forma

dependiente de la concentración. De Servi y sus colaboradores identificaron a la

isoforma δ de la PKC como la principal responsable de la fosforilación e inactivación de

Gsk-3β en células mamarias (De Servi et al., 2005). Por otra parte, Kim y colaboradores

postulan a la quinasa c-Src como responsable de esta inhibición. Estos investigadores

estudiaron el desarrollo de varios órganos reproductivos en ratones carentes de c-Src.

Debido al papel de esta quinasa en la fosforilación del REα, el cultivo de células

epiteliales mamarias derivadas de estos ratones en presencia de E2, no incrementa la

fosforilación del REα en su tirosina 537. Adicionalmente, estas células no responden a

la inactivación de Gsk-3β estimulada por el E2, sugiriendo un papel importante de la c-

Src en la fosforilación de esta proteína (Kim et al., 2005). Otros investigadores

proponen a las vía de Akt/PI3K como las responsables de la fosforilación de Gsk-3β

inducida por el E2 (Armanious et al., 2010).

La relación entre la inactivación de Gsk-3β y la respuesta estrogénica ha sido

ampliamente documentada mediante el estudio de diferentes fitoestrógenos. El

ASPP049, es un fitoestrógeno proveniente de Curcuma comosa el cual induce la

fosforilación de Gsk-3β en la serina 9 y la acumulación nuclear de β-catenina (Bhukhai

et al., 2012). En el mismo sentido, el fitoestrógeno β-sitosterol, induce la inactivación

de la Gsk-3β en células neuronales (Shi et al., 2013).

En concordancia con nuestros resultados, Chen y sus colaboradores demostraron

la inactivación de Gsk-3β inducida por CPF en el hipocampo y el cuerpo estriado de

ratas (Chen et al., 2012). En el mismo sentido, en el año 2009, Stapleton y Chang

publicaron una investigación sobre los cambios en la expresión 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 análisis de la

redes de asociación biológica entre estos genes demostró que la proteína Gsk-3β



Discusión
Primera parte

116

presenta un papel importante en la respuesta celular ante una exposición a CPF

(Stapleton and Chan, 2009).

La inactivación de Gsk-3β conduce a la estabilización y translocación nuclear de

β-catenina (Aberle et al., 1997). En este trabajo, investigamos la localización

intracelular de β-catenina en células MCF-7 cultivadas en presencia del plaguicida CPF

0,05 y 50 µM. Como describimos anteriormente, el cultivo de las células con ambas

concentraciones de CPF conduce a la acumulación de β-catenina en el núcleo celular.

La localización nuclear de esta proteína induce la expresión de diferentes genes

involucrados en la proliferación e invasión celular. Entre ellos, la inducción de la

transcripción de ciclina D1 ha sido ampliamente reportada (Behrens and Lustig, 2004;

Tetsu and McCormick, 1999). En concordancia con esos resultados, nuestros

experimentos revelaron un incremento en la expresión de ciclina D1 en las células MCF-

7 cultivadas en presencia de CPF 0,05 µM.

Adicionalmente, observamos un incremento en la fosforilación de Gsk-3β en la

serina 9 en células MCF-7 expuestas a CPF 50 µM durante 5 minutos. Esta

concentración de CPF, también indujo la localización nuclear de β-catenina. En

contraposición con lo discutido anteriormente, el CPF 50 µM no posee un efecto

estrogénico en las células MCF-7, por lo cual la inactivación de Gsk-3β y la

localización nuclear de β-catenina deben responder a otros factores. Numerosas

investigaciones describen los efectos tóxicos producidos por metales en diferentes tipos

celulares y señalan un importante papel de las ERO en la inactivación de Gsk-3β (Son et

al., 2013, 2012). Más adelante en este trabajo, describiremos los efectos del CPF 50 µM

sobre el balance redox celular y discutiremos su asociación con la inactivación de Gsk-

3β y localización nuclear de β-catenina.

Con el objetivo de analizar si la inactivación de Gsk-3β inducida por el CPF se

relaciona con la activación del REα, investigamos la fosforilación de esta quinasa en

presencia y ausencia del antagonista del REα, ICI 182,780. Nuestros resultados

demostraron que la inactivación de Gsk-3β se produce independientemente de la

actividad del REα. La inactivación de esta quinasa inducida por el CPF 50 µM en la

línea celular MDA-MB-231, constituye una evidencia adicional de la independencia de

los fenómenos.
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Como describimos anteriormente, la presencia de ICI 182,780 en el medio de

cultivo bloquea completamente el efecto proliferativo inducido por el CPF 0,05 µM en

las células MCF-7. Muchas investigaciones han reportado la formación de un complejo

entre el REα y la Gsk-3β tanto en el núcleo como en el citosol celular (Medunjanin et

al., 2005). Otros investigadores reportan la interacción de β-catenina con el REα,

formando un complejo capaz de regular la transcripción génica en células de hipocampo

(Varea et al., 2010). La participación del REα en estos complejos implica que, si bien la

inactivación de Gsk-3β y la fosforilación del REα son eventos independientes, la

activación del receptor es necesaria para la proliferación celular inducida por el

plaguicida.

Como describimos anteriormente, el cultivo de las células MCF-7 con CPF 0,05

µM condujo a un incremento de la proliferación celular. Sin embargo, concentraciones

mayores de CPF (50 µM) derivaron en una disminución de la capacidad clonogénica en

ambas líneas celulares. El efecto antiproliferativo fue observado luego de 10 días de

exposición al plaguicida. Sin embargo, otros parámetros analizados, como la

distribución de las células en las diferentes etapas del ciclo celular, demostraron que el

CPF produce alteraciones tras 24 horas de exposición. En relación a esto, en la línea

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 µM. Diferentes

compuestos son capaces de incrementar el porcentaje de células en esta fase. La

guggulsterona, un polifenol de origen vegetal, suprime la proliferación celular a través

de la inhibición de la síntesis de ADN, produciendo la acumulación de células en la fase

S (Shishodia et al., 2007). Un mecanismo de acción similar se ha reportado para

describir los efectos tóxicos del dimetacrilato de uretano y el 2-hidroxi-etil-metacrilato,

componentes liberados por diversos materiales de resinas dentales, que inducen la

detención del ciclo celular en la fase S junto a la formación de ERO (Chang et al., 2010,

2005).

Las células se encuentran continuamente expuestas a factores capaces de dañar

el ADN celular. Con el fin de minimizar los daños, las células poseen una maquinaria

de reparación del ADN y diferentes puntos de control de su ciclo celular. El daño en el

material genético causado por la exposición a CPF ha sido documentada en varios
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sistemas experimentales (Gupta et al., 2010; Itziou et al., 2011; Li et al., 2009; Nakadai

et al., 2006). En el último capítulo de esta tesis, describiremos los efectos del CPF sobre

el balance redox celular, donde observamos un incremento en los niveles de ERO

inducidas por el CPF 50 µM. Nuestra hipótesis establece que el incremento de ERO

provoca daños en el ADN induciendo la inestabilidad genómica de las células. El daño

al ADN afecta particularmente a la fase S del ciclo, en la cual el ADN se sintetiza

activamente. Este hecho podría provocar que las células se mantengan en la fase de

síntesis hasta reparar el ADN dañado o bien derivar en muerte celular.

La ciclina E, es la proteína más importante en la regulación de la fase S del

ciclo. El incremento sostenido en los niveles de ciclina E observado tras el cultivo de las

células en presencia de CPF 50 µM durante 24 horas, podría relacionarse con la

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

En el caso de las células MDA-MB-231, observamos una acumulación de

células en la fase G2/M del ciclo. Durante esta fase, específicamente en la mitosis, las

cromátidas hermanas de los cromosomas duplicados se separan y reparten en dos

nuevos núcleos. El huso mitótico es una estructura fundamental en este proceso y se

encuentra formado por dímeros de tubulina polimerizados. De este modo, si se

interrumpe el libre intercambio de subunidades de tubulina, la función del huso se ve

comprometida y la célula no puede dividirse. Como consecuencia, las células no pueden

finalizar la mitosis y se acumulan en la fase M del ciclo (Cocca et al., 2009; Jordan and

Wilson, 2004).

Se han detectado múltiples sitios de unión 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 polimerización de esta proteína (Grigoryan and Lockridge,

2009; Prendergast et al., 2008). Adicionalmente, el CPF inhibe la diferenciación de

células del sistema nervioso de rata afectando la estructura de los microtúbulos

(Sachana et al., 2008). Finalmente, estudios in vitro han demostrado que el CPF afecta

al transporte intracelular dependiente de quinesinas en el citoesqueleto (Gearhart et al.,

2007). Muchas sustancias impiden la proliferación celular mediante el bloqueo de la

mitosis. La 15-deoxi-Δ12,14-prostaglandina J2 (15d-PGJ2), actúa como un potente agente

antiproliferativo, interfieriendo en la polimerización de la tubulina y conduciendo a una
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acumulación de las células en la fase G2/M del ciclo (Cocca et al., 2009). En

concordancia con estos antecedentes, observamos una despolimerización del

citoesqueleto de tubulina inducida por el CPF 50 µM en ambas líneas celulares. Estos

resultados podrían explicar la acumulación de células en la fase G2/M del ciclo

observada en las células MDA-MB-231 expuestas a CPF 50 µM. En relación a la línea

celular MCF-7, no observamos un incremento en el porcentaje de células en la fase

G2/M, posiblemente por el retraso en la síntesis de ADN descripto previamente.

Como ya mencionamos, la capacidad clonogénica fue afectada por el CPF 50

µM en ambas líneas celulares. Es importante destacar que la formación de colonias fue

evaluada tras cultivar a las células en presencia del plaguicida durante 10 días. Con el

fin de evaluar el mecanismo por el cual el CPF 50 µM reduce la capacidad clonogénica,

investigamos el efecto de este plaguicida sobre la muerte celular por apoptosis y

necrosis, luego de 24 y 48 horas de exposición. Nuestros resultados mostraron que el

CPF incrementa el porcentaje de células necróticas en ambas líneas celulares luego de

48 horas de exposición. Sin embargo, la apoptosis celular no fue observada aún tras 72

horas de exposición al tóxico.

Muchos estudios demuestran un incremento en la muerte celular por apoptosis

inducida por el CPF (Lee et al., 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 trabajo. Lee y

colaboradores, observaron un incremento en la apoptosis celular inducida por CPF en

células neuronales utilizando concentraciones del orden de 100 µM durante 24 horas

(Lee et al., 2012). Lo mismo sucede en el trabajo publicado por Nakadai y sus

colaboradores, quienes observan un incremento en la apoptosis celular inducido por

concentraciones de CPF que abarcan entre 100 y 600 µM (Nakadai et al., 2006). Otros

investigadores han observado un incremento en la apoptosis utilizando CPF 50 µM, sin

embargo, estos ensayos fueron realizados en cultivos primarios de células neuronales de

ratas (Caughlan et al., 2004), por lo tanto, resulta probable que estas células presenten

una mayor sensibilidad al plaguicida, en relación a las líneas celares utilizadas en

nuestro trabajo.
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En base a estos resultados, podemos concluir que el CPF 50 µM provoca una

disminución en la capacidad clonogénica celular. Este efecto, se inicia con una

alteración del ciclo celular y de la expresión de las proteínas que lo regulan, lo cual

deriva en un incremento de la necrosis celular. En el último capítulo 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 de la glándula mamaria de rata

El uso indiscriminado de plaguicidas representa uno de los mayores riesgos de

impacto ambiental en todo el mundo. Anteriormente en este trabajo describimos los

efectos del CPF sobre la proliferación en líneas celulares tumorigénicas mamarias. En

esos estudios, observamos un incremento de la proliferación celular en la línea MCF-7,

el cual fue mediado por la acción del REα. Estos resultados, demuestran el efecto

estrogénico del CPF. Con el fin de profundizar nuestros estudios sobre el CPF como un

posible DE, evaluamos el efecto de este plaguicida sobre el desarrollo de la glándula

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 días de vida como se detalló en

materiales y métodos.

Como se discutirá más adelante en este trabajo, las dosis utilizadas fueron

seleccionadas de acuerdo a los límites internacionales, los cuales establecen una IDA de

0,01 mg/Kg/día y un NOAEL de 1,00 mg/Kg/día. Al final de los experimentos, los

animales fueron sacrificados y se extrajeron muestras de glándula mamaria, hígado,

ovario y sangre para realizar los diferentes estudios.

En este modelo, estudiamos el efecto del CPF sobre la histología y la

funcionalidad hepática. Posteriormente, evaluamos los efectos sobre la histología

mamaria y la expresión de los receptores de hormonas esteroideas (REα y RPg) en este

tejido. A su vez, analizamos el efecto del CPF sobre los niveles séricos de hormonas

esteroideas y gonadotrofinas y estudiamos los cambios en la esteroidogénesis, mediante

la determinación del contenido ovárico de E2, Pg y T.

Finalmente, estudiamos los efectos del plaguicida sobre la carcinogénesis

mamaria, utilizando un modelo tumoral inducido por NMU. En estos animales,

analizamos diferentes parámetros de desarrollo tumoral, las características histológicas

de los tumores y la expresión de los receptores hormonales REα y RPg en este tejido.

Evaluación de los efectos tóxicos del CPF
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Efectos del CPF sobre la actividad colinesterasa

En primer lugar, nos propusimos estudiar el efecto de las dosis de CPF

seleccionadas sobre la actividad colinesterasa. Para ello, evaluamos la actividad AChE

eritrocitaria y la actividad butirilcolinesterasa (BChE) plasmática en los animales

intoxicados con diferentes dosis del plaguicida o vehículo. Como se observa en la figura

II.1.A, las dosis de CPF utilizadas no indujeron modificaciones significativas en la

actividad de la enzima AChE de los animales. Sin embargo, las ratas expuestas a CPF 1

mg/Kg/día presentaron una disminución del 49,1 % (p<0,001) en la actividad BChE

respecto a los animales control (Fig. II.1.B). Este parámetro no fue modificado por el

CPF 0,01 mg/Kg/día.

Figura II.1. Determinación de la actividad AChE y BChE. La actividad de las enzimas

AChE (A) y BChE (B) fue cuantificada espectrofotométricamente en los glóbulos rojos o el

plasma de los animales luego de la administración de CPF (0,01 y 1 mg/Kg/día) o vehículo (C)

durante un período de 100 días. Los datos corresponden a la media ± EEM de dos experimentos

independientes. En cada ensayo, los grupos experimentales estuvieron conformados por seis

animales (N=6) (***p<0,001; Análisis no paremétrico: prueba de Kruskal-Wallis y

comparación múltiple de Dunn a posteriori).
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Efectos del CPF sobre el peso corporal y la fisiología hepática

Con el fin de estudiar los efectos tóxicos ejercidos por las diferentes dosis de

CPF sobre los animales, evaluamos el peso corporal y el peso del hígado de las ratas

expuestas al plaguicida. Adicionalmente, dado que el hígado constituye el principal

órgano de detoxificación de estos compuestos, evaluamos su histología al finalizar el

período de experimentación. Cabe mencionar que las dosis seleccionadas no generaron

signos de toxicidad severa en los animales. En la figura II.2.A se muestra la variación

del peso corporal de los animales durante las últimas 8 semanas de intoxicación. Como

puede observarse, ninguna de las dosis de CPF utilizadas produjo modificaciones en

este parámetro. En el mismo sentido, no observamos diferencias en el peso de los

hígados de los animales luego de 100 días de exposición a CPF (Fig. II.2.B).

Figura II.2. Efecto del CPF sobre el peso corporal y el peso del hígado. A) Variación del

peso corporal de los animales intoxicados con CPF (0,01 y 1 mg/Kg/día) o vehículo (Control)

durante las últimas 8 semanas de experimentación. Se representa la media ± DE de un

experimento representativo; N=6 (p:ns; ANOVA de dos factores). B) Determinación del peso

corporal y del peso de los hígados de los animales luego de la administración de CPF (0,01 y 1

mg/kg/día) o vehículo (C) durante un período de 100 días. Se representa la media ± DE de un

experimento representativo; N=6 (p:ns; Análisis no paremétrico: prueba de Kruskal-Wallis).

Debido a que no observamos modificaciones en el peso del hígado de los

animales luego de la intoxicación con CPF, decidimos estudiar los efectos de este
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plaguicida sobre la histología hepática y sobre diferentes parámetros que evalúan la

funcionalidad de este órgano. En primer lugar, realizamos cortes histológicos del tejido

hepático, los cuales fueron analizados en busca de signos de toxicidad. En la figura II.3

se muestran fotografías representativas de los cortes histológicos de los hígados de las

ratas expuestas a CPF (0,01 y 1 mg/kg/día) o vehículo durante 100 días. Como puede

observarse, los hígados de los animales expuestos a CPF 1 mg/kg/día presentaron

ocasionales focos hemorrágicos y/o necróticos, los cuales no fueron observados en

ninguno de los animales que recibieron vehículo durante la etapa experimental.

Figura II.3. Estudio histológico de los hígados de las ratas expuestas a CPF. Fotografías

representativas de los hígados de las ratas luego de 100 días de administración de CPF (0,01 y 1

mg/kg/día) o vehículo (Control). Las fotografías fueron tomadas con un aumento de 630X. La

flecha negra sobre la figura señala la presencia de glóbulos rojos característicos de los focos

hemorrágicos. La flecha blanca señala la necrosis celular.

Con el fin de profundizar los estudios sobre los efectos tóxicos del plaguicida en

nuestro modelo experimental, evaluamos la funcionalidad hepática mediante la

medición de diferentes parámetros bioquímicos en el suero de las ratas expuestas a

diferentes dosis de CPF o vehículo durante 100 días. Los resultados de estas

determinaciones se muestran en la tabla II.1. Como puede observarse, ninguna de las

dosis de CPF modificó significativamente la actividad de las enzimas evaluadas. Si bien

se observó un incremento del 20 % (p:ns) en la actividad ASAT en los animales

expuestos a CPF 1 mg/Kg/día respecto a los animales control, este incremento no fue

significativo estadísticamente. Finalmente, la concentración de colesterol en el suero de
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los animales tampoco resultó alterada por ninguna de las dosis de CPF utilizadas (Tabla

II.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 ± 15,5

CPF 0,01 mg/Kg/día 28,0 ± 9,7 118,3 ± 26,2 67,6 ± 13,5

CPF 1 mg/Kg/día 39,4 ± 16,3 219,8 ± 95,9 73,4 ± 16,0

Tabla II.1. Estudio de la función hepática. Actividad de las enzimas ALAT, ASAT y la

concentración de colesterol en suero de las ratas intoxicadas con CPF (0,01 y 1 mg/Kg/día) o

vehículo durante 100 días. Para realizar las determinaciones, se analizaron los sueros de tres

animales tomados al azar de cada grupo experimental, en dos experimentos independientes.

Los datos corresponden a la media ± EEM (p:ns; Análisis no paremétrico: prueba de Kruskal-

Wallis).

Estudios relacionados con el desarrollo de la glándula mamaria

Cómo se explicó anteriormente, la mama es un tejido que recibe gran influencia

hormonal desde su desarrollo en la pubertad hasta la vida adulta, por lo cual representa

un blanco de acción de muchos DEs. A continuación, detallaremos los estudios

realizados sobre el tejido mamario de ratas expuestas a diferentes dosis de CPF (0,01 y

1 mg/Kg/día) o vehículo por un período de 100 días.

Estudio histopatológico

En el primer capítulo de esta tesis, demostramos que el cultivo de las células

MCF-7 con bajas concentraciones de CPF (CPF 0,05 µM), incrementa la proliferación

celular a través de la acción del REα. Como mencionamos anteriormente, esas células

derivan de un adenocarcinoma mamario humano y responden a los estímulos

estrogénicos para su crecimiento. En esta parte del trabajo, evaluamos el efecto del CPF

sobre el desarrollo de la glándula mamaria en ratas Sprague Dawley expuestas al tóxico

de manera crónica. En la figura II.4, se muestran fotografías representativas del tejido

mamario de los animales (Fig. II.4.A) junto con el recuento del número de ductos y
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brotes alveolares presentes en los mismos (Fig. II.4.B). Como puede observarse, el

tejido mamario de los animales que fueron intoxicados con el plaguicida presentó un

mayor número de estructuras con respecto al de los animales que recibieron vehículo.

De esta manera, las ratas tratadas con CPF 0,01 mg/Kg/día mostraron un incremento del

52 % (p<0,01) en el número 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/día). En cuanto al número de brotes alveolares, observamos un

incremento del 32 y el 27 % cuando los animales fueron intoxicados con CPF 0,01 y 1

mg/Kg/día respectivamente. Sin embargo, estas diferencias no fueron estadísticamente

significativas.

Figura II.4. Efectos del CPF sobre la histología mamaria. A) Fotografías representativas de

cortes histológicos del tejido mamario teñidos con HE provenientes de ratas luego de 100 días

de administración de CPF (0,01 y 1 mg/kg/día) o vehículo (Control). Los aumentos en los que

fueron tomadas las fotografías se indican en la figura. B) Cuantificación del número de ductos y

brotes alveolares por campo, cuantificados en las fotografías 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 a la media

± EEM de tres experimentos independientes (**p<0,01 Análisis no paremétrico: prueba de

Kruskal-Wallis y comparación múltiple de Dunn a posteriori).

La glándula mamaria puede sufrir una serie de alteraciones benignas entre las

que se encuentran la fibrosis, los quistes simples, la hiperplasia, la adenosis y la

mastitis. Estas afecciones son muy comunes por lo que se encuentran frecuentemente en

la población. Si bien en su mayoría no presentan relación con el desarrollo de cáncer,

algunas de estas afecciones se han asociado con un mayor riesgo de padecer

posteriormente cáncer de mama (Guray and Sahin, 2006; Hofmann and Abernathy,

1993; Jensen et al., 1989; Kabat et al., 2011; Visscher et al., 2014).

En este trabajo, estudiamos la presencia de lesiones en la glándula mamaria de

los animales luego de su exposición a diferentes dosis de CPF o vehículo durante 100

días. Las lesiones encontradas fueron en todos los casos benignas e incluyeron

diferentes tipos de adenosis y la presencia de ductos hiperplásicos. Estas lesiones se

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

La adenosis se caracteriza por la presencia de brotes alveolares agrandados. Los

animales pertenecientes al grupo control y los expuestos a CPF 1 mg/Kg/día presentaron

un porcentaje similar de adenosis (9,4 ± 5,8 % y 12,5 ± 8,1 % respectivamente),

mientras que el mismo se elevó hasta 24,3 ± 12,0 % en los animales expuestos a CPF

0,01 mg/Kg/día (Fig. II.5). Dentro de los diferentes tipos de adenosis observados,

destacamos la presencia de adenosis esclerosante, un tipo especial en el cual los brotes

alveolares agrandados se encuentran distorsionados por la presencia de tejido fibroso de

apariencia cicatrizal a su alrededor. La atención especial a este tipo de adenosis se debe

a que se ha descripto que el riesgo de padecer cáncer de mama se incrementa en las

mujeres que presentan este tipo particular de lesión (Guray and Sahin, 2006; Jensen et

al., 1989; Visscher et al., 2014). En nuestros ensayos, observamos un incremento en el

porcentaje de adenosis esclerosante en el tejido mamario de los animales expuestos al

CPF 0,01 mg/Kg/día (5,88 ± 3,8 %) respecto al grupo de animales control (1,5 ± 1,3 %),
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sin embargo, no observamos diferencias cuando los animales fueron intoxicados con

CPF 1 mg/Kg/día (1,47 ± 1,29 %).

Figura II.5. Efectos del CPF sobre el porcentaje de adenosis. Cuantificación del porcentaje

de brotes alveolares presentando adenosis, la cual fue clasificada como esclerosante o no

esclerosante de acuerdo a la histología de la lesión. 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 análisis

estadístico se comparó el porcentaje de brotes alveolares presentando adenosis (esclerosante y

no esclerosante) (*p<0,05 vs. C), el porcentaje de brotes alveolares presentando adenosis

esclerosante (p:ns vs. C) y el porcentaje de brotes alveolares presentando adenosis no

esclerosante (p:ns vs. C). En todos los casos se realizó un análisis no paremétrico de los datos:

prueba de Kruskal-Wallis y comparación múltiple de Dunn a posteriori.

Como mencionamos recientemente, el otro tipo de lesión benigna que

encontramos en el tejido mamario de los animales fue la hiperplasia ductal. El término

hiperplasia refiere al aumento en el número de células que forman un tejido. En

particular, en el tejido mamario, esta proliferación 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 usual (sin atipias) en los

ductos de los animales pertenecientes a los tres grupos experimentales. Como se
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observa en la figura II.6, el tratamiento de los animales con CPF (0,01 y 1 mg/Kg/día)

incrementó el porcentaje de ductos hiperplásicos con respecto al grupo control. En este

sentido, los animales expuestos al vehículo presentaron el 35,1 ± 8,5 % de sus ductos

hiperplásicos y este porcentaje se incrementó hasta el 41,2 ± 4,5 y 45,6 ± 7,1 % cuando

las ratas fueron expuestas a CPF 0,01 y 1 mg/Kg/día respectivamente. Si bien el

incremento fue observado en los dos grupos experimentales, el mismo fue significativo

estadísticamente solo para el grupo de animales intoxicado con CPF 1 mg/Kg/día

(p<0,05).

Dentro de las hiperplasias ductales, se pueden distinguir diferentes lesiones de

acuerdo a la histología de las mismas. De esta forma, podemos clasificar a las

hiperplasias como moderadas o floridas de acuerdo al número de capas de células

epiteliales 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 el número de capas de células epiteliales es superior a 4,

llegando generalmente  a obliterar por completo la luz ductal.

En nuestro estudio observamos la presencia de hiperplasia ductal moderada en

todos los grupos experimentales. En los animales expuestos a vehículo y a CPF 1

mg/Kg/día 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/día, este porcentaje fue del 8,8 ± 6,7 % (p:ns). Sin embargo,

observamos un incremento significativo en el porcentaje de hiperplasia ductal florida en

el tejido mamario de los animales expuestos a ambas dosis del plaguicida con respecto

al grupo control (Fig. II.6.A). Los animales expuestos al vehículo presentaron

hiperplasia florida en el 10,1 ± 5,7 % de sus ductos, mientras que este porcentaje se

incrementó hasta 32,3 ± 8,0 % y 28,7 ± 9,1 % en los animales intoxicados con CPF 0,01

y 1 mg/Kg/día, respectivamente. En este tipo de lesiones, pudimos observar un alto

grado de anisocariosis, macrocariosis y superposición celular en la luz ductal. Estas

características evidencian una alta tasa de proliferación que conlleva a la acumulación

de células dentro del ducto. Además fue frecuente observar discontinuidad en la capa de

células mioepiteliales que rodea a los ductos así como también la distención de los

ductos debido a la proliferación excesiva de las células epiteliales (Fig. II.6.D y G).
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Figura II.6. Efectos del CPF sobre el porcentaje de ductos hiperplásicos. A) Cuantificación

del porcentaje de ductos presentando hiperplasia usual (sin atipias). Las lesiones fueron

clasificadas como moderadas o floridas. 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. Se comparó el porcentaje

total de ductos hiperplásicos (#p<0,05 vs. C), el porcentaje de ductos con hiperplasia florida

(*p<0,05, **p<0,01 vs. C) y el porcentaje de ductos con hiperplasia moderada (p:ns vs. C). En

todos los casos se realizó un análisis no paremétrico de los datos: prueba de Kruskal-Wallis y

comparación múltiple de Dunn a posteriori. B) Fotografías representativas de un ducto normal,

C) un ducto con hiperplasia moderada y D) un ducto con hiperplasia florida. Aumento 400X.

Debajo de cada fotografía se muestra un fragmento amplificado digitalmente (E, F, G) con el

fin de ilustrar la luz ductal (a), la capa de células epiteliales (b) y mioepiteliales (c) que

conforman a un ducto normal; la proliferación celular observada en la hiperplasia moderada (d)

y la obliteración ductal característica de la hiperplasia florida (e).
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Expresión de la proteína PCNA en la glándula mamaria

Debido a que observamos un mayor número de estructuras y un incremento en el

porcentaje de adenosis e hiperplasia en el tejido mamario de las ratas expuestas

crónicamente a CPF, decidimos evaluar la proliferación celular en este tejido luego de la

intoxicación de los animales con diferentes dosis del plaguicida. Existen varios métodos

que evalúan la capacidad proliferativa de un tejido, entre ellos se encuentra la

determinación inmunohistoquímica de PCNA. Esta proteína juega un papel crucial en la

replicación del ADN siendo una proteína auxiliar de la polimerasa δ. Su expresión se

encuentra elevada durante la fase S del ciclo celular y se expresa en el núcleo de las

células que se están dividiendo activamente (Kelman, 1997). Como se observa en la

figura II.7, el tratamiento de las ratas con CPF 1 mg/Kg/día condujo a un incremento

significativo del número de células epiteliales PCNA positivas (21,8 ± 3,3 %) con

respecto al encontrado en el grupo control (4,7 ± 1,9 %). Cuando las ratas fueron

intoxicadas con CPF 0,01 mg/Kg/día, si bien se observó un mayor porcentaje de células

expresando PCNA (11,3 ± 2,7 %), la diferencia con el porcentaje encontrado en el

grupo control no resultó estadísticamente significativa (Fig. II.7).
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Figura II.7. Expresión de PCNA en tejido mamario de ratas expuestas a CPF. A)

Fotografías representativas que ilustran la expresión del antígeno PCNA evaluado por

inmunohistoquímica en la glándula mamaria de las ratas luego de 100 días de exposición a CPF

(0,01 y 1 mg/kg/día) o vehículo (Control). Los núcleos positivos se observan coloreados de

marrón. Aumento 630X. B) Representación gráfica del porcentaje de células positivas para

PCNA calculado como el número de células PCNA positivas/número de células totales por

campo de 630X. Se cuantificaron 5 campos tomados al 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 expresión de receptores esteroideos en la glándula

mamaria

Nuestros experimentos realizados en líneas celulares tumorigénicas mamarias

indicaron que el CPF modifica la proliferación celular a través del REα.

Adicionalmente, en este capítulo mostramos que el CPF produce modificaciones en la

histología mamaria relacionadas con cambios proliferativos que se acompañan con una

mayor expresión de PCNA. Con el fin de estudiar el efecto del CPF sobre los receptores

de hormonas esteroideas en este modelo, evaluamos la expresión del REα y del RPg en

el tejido mamario de los animales expuestos al tóxico durante 100 días.

En la figura II.8 se muestra el efecto del plaguicida sobre la expresión del RPg.

La expresión de este receptor fue realizada por dos metodologías diferentes, por un

lado, realizamos la determinación mediante inmunohistoquímica en cortes histológicos

de la glándula mamaria de las ratas pertenecientes a los diferentes grupos

experimentales y, en segundo lugar, cuantificamos su expresión mediante western blot

en este tejido. Si bien no se observaron diferencias significativas, el tratamiento de las

ratas con CPF 1 mg/Kg/día incrementó levemente la expresión del RPg. De esta forma,

en los cortes histológicos de los animales control, observamos un 12,2 ± 3,0 % de los

núcleos positivos para el RPg, mientras que este porcentaje se incrementó hasta 19,1 ±

7,1 % en las mamas de los animales intoxicados con CPF 1 mg/Kg/día (Fig. II.8.A). El

mismo resultado fue observado en la determinación por western blot (Fig. II.8.B). La
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expresión del RPg tampoco fue modificada significativamente en la glándula mamaria

de los animales intoxicados con CPF 0,01 mg/Kg/día.

Figura II.8. Expresión del RPg en tejido mamario de ratas expuestas a CPF. A) Fotografías

representativas que ilustran la expresión del RPg evaluado por inmunohistoquímica en la

glándula mamaria de ratas luego de 100 días de exposición a CPF (0,01 y 1 mg/kg/día) o

vehículo (Control). Los núcleos positivos se observan coloreados de marrón. Aumento 630X.

Debajo de las fotografías se grafica el porcentaje células positivas para el RPg calculado como

el número de células RPg positivas/número de células totales por campo de 630X. Se

cuantificaron 5 campos tomados al 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; Análisis no paremétrico: prueba de Kruskal-Wallis). B)

Determinación por western blot de la expresión del RPg en la glándula mamaria de los

animales. Se muestran las fotografías de un experimento representativo. Debajo de cada grupo

de fotografías, se representa gráficamente la cuantificación densitométrica de la señal

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

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

Por otra parte, evaluamos la expresión y la fosforilación del REα. La expresión

de este receptor fue determinada por inmunohistoquímica, mientras que su fosforilación

fue evaluada mediante western blot utilizando un anticuerpo específico para la

detección de su forma fosforilada en la tirosina ubicada en la posición 537 de la cadena

polipeptídica. Como se observa en la figura II.9.A, la exposición de las ratas a ambas

dosis de CPF no produjo modificaciones en el número de células que expresaron el

REα. Sin embargo, observamos una disminución significativa en la fosforilación de este

receptor en la glándula mamaria de los animales intoxicados con CPF 1 mg/Kg/día

respecto al grupo control.
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Figura II.9. Expresión del REα y cuantificación de su nivel de fosforilación en tejido

mamario de ratas expuestas a CPF. A) Fotografías representativas que ilustran la expresión

del REα evaluado por inmunohistoquímica en la glándula mamaria de ratas luego de 100 días de

exposición a CPF (0,01 y 1 mg/kg/día) o vehículo (Control). Los núcleos positivos se observan

coloreados de marrón. Aumento 630X. Debajo de las fotografías se grafica el porcentaje de

células positivas para el REα calculado como el número de células REα positivas/número de

células totales por campo de 630X. Se cuantificaron 5 campos tomados al 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; Análisis no

paremétrico: prueba de Kruskal-Wallis). B) Determinación por western blot de la expresión del

p-REα en la glándula mamaria de los animales. Se muestran las fotografías de un experimento

representativo. Debajo de las fotografías se representa gráficamente la cuantificación

densitométrica de la señal correspondiente al p-REα normalizada respecto al contenido de β-

actina para cada grupo experimental. Las barras representan la media ± EEM de dos

experimentos independientes (*p<0,05; Análisis no paremétrico: prueba de Kruskal-Wallis y

comparación múltiple de Dunn a posteriori).

Efectos sobre el sistema endócrino

Efectos del CPF sobre los niveles de hormonas esteroideas

Como se mencionó anteriormente, los DEs pueden afectar la síntesis, el

metabolismo o la función de las hormonas. Para evaluar la acción del CPF como posible

DE, estudiamos el efecto de este tóxico sobre los niveles séricos de diferentes hormonas

esteroideas involucradas en el desarrollo y la diferenciación del tejido mamario, como

son el E2, la Pg y la T. Los niveles circulantes de estas hormonas fueron determinados

por radioinmunoensayo en el suero de las ratas expuestas a diferentes dosis de CPF o

vehículo durante un período de 100 días. Debido a la fluctuación característica de estas

hormonas a lo 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 II.10. Los animales del grupo control presentaron una

concentración promedio de E2 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/día

(11,71 ± 3,00 pg/ml). En los animales que se expusieron a CPF 0,01 mg/Kg/día 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, encontrándose animales con

niveles de E2 mayores a la media del grupo y otros muy por debajo de la misma (Fig.

II.10.A).

También se determinaron los niveles de Pg en todos los grupos de animales. Los

niveles séricos de esta hormona en el grupo control fueron de 4,03 ± 0,85 ng/ml. En las

ratas tratadas con CPF 0,01 mg/Kg/día los niveles de Pg fueron similares a los

obtenidos en el 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/día, el nivel de Pg sérica se

redujo significativamente llegando a un valor medio de 2,07 ± 0,75 ng/ml (Fig. II.10.B).

Finalmente, los niveles de T no fueron afectados por ninguna de las dosis de

CPF utilizadas (Fig. II.10.C).

Figura II.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 días de

exposición a CPF (0,01 y 1 mg/kg/día) o vehículo (C). Cada punto representa la concentración

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; Análisis no paremétrico: prueba de Kruskal-Wallis y comparación múltiple de Dunn a

posteriori).
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Efectos del CPF sobre la esteroidogénesis

Los DEs ejercen su efecto mediante diversos mecanismos. Como observamos

anteriormente, la intoxicación de los animales con CPF 1 mg/Kg/día condujo a una

disminución en los niveles de E2 y Pg circulantes. Por este motivo, decidimos evaluar el

efecto del plaguicida sobre la síntesis ovárica de las hormonas esteroideas. Para ello, los

animales fueron intoxicados con diferentes dosis del plaguicida o vehículo durante 100

días y los niveles de E2, Pg y T fueron evaluados en el ovario. Como se observa en la

tabla II.2, el CPF 1 mg/Kg/día disminuyó el contenido ovárico de E2 en un 74 %

(p<0,05). Cuando los animales fueron intoxicados con CPF 0,01 mg/Kg/día observamos

una leve disminución en el contenido ovárico de E2, sin embargo, esta variación no fue

significativa estadísticamente. Un resultado similar se observa al analizar el 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 a 1697,4 ± 47,1 y 1134,0 ± 329,5 pg en los ovarios de las ratas intoxicadas con

el CPF 0,01 y 1 mg/Kg/día respectivamente. Por otra parte, el CPF 1 mg/Kg/día

incrementó el 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/día (Tabla II.2).

E2 (ng) T (pg) Pg (ng) Peso ovario (mg)

Control 1385,4 ± 507,3 1924,2 ± 692,2 96,8 ± 18,2 26,58 ± 2,98

CPF 0,01 mg/Kg/día 640,7 ± 254,0 1697,4 ± 476,1 79,5 ± 30,8 21,68 ± 2,15

CPF 1 mg/Kg/día 363,3 ± 224,4* 1134,0 ± 329,5 140,1 ± 32,0 29,38 ± 4,81

Tabla II.2. Efecto del CPF sobre el contenido ovárico de hormonas esteroideas. Los niveles

de E2, Pg y T fueron determinados en el ovario de ratas intoxicadas durante 100 días con CPF

(0,01 y 1 mg/Kg/día) o vehículo (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

Análisis no paremétrico: prueba de Kruskal-Wallis y comparación múltiple de Dunn a

posteriori).
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Efecto del CPF sobre los niveles de gonadotrofinas

Como describimos en la introducción de este trabajo, la esteroidegénesis ovárica

se encuentra estrictamente regulada por las hormonas LH y FSH, las cuales son

liberadas desde la adenohipófisis al torrente sanguíneo. Debido a que observamos

alteraciones en el contenido ovárico y en los niveles circulantes de hormonas

esteroideas, nos propusimos evaluar los niveles séricos de las gonadotrofinas LH y FSH

luego de 100 días de intoxicación con diferentes dosis de CPF o vehículo. Como se

observa en la figura II.11.A, la intoxicación de los animales con ambas dosis de CPF,

condujo a una disminución significativa en los niveles de LH. Específicamente, en los

animales del grupo control encontramos una concentración de LH de 2,80 ± 0,20 ng/ml,

mientras que en los animales intoxicados con CPF 0,01 y 1 mg/Kg/día la concentración

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

tóxico (Fig. II.11.B).

Figura II.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 días de exposición a

CPF (0,01 y 1 mg/kg/día) o vehículo (C). Cada punto representa la concentración 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; Análisis

no paremétrico: prueba de Kruskal-Wallis y comparación múltiple de Dunn a posteriori).
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Efectos del CPF sobre la carcinogénesis mamaria

Recientemente describimos los cambios histológicos sobre la glándula mamaria

y la alteración en los niveles de hormonas esteroideas presentes en el suero de los

animales expuestos de forma crónica al CPF. Adicionalmente, en el primer capítulo de

esta tesis describimos la proliferación celular inducida por el plaguicida en la línea

celular MCF-7. En conjunto, estos resultados, indican que el CPF podría actuar como

un DE alterando el desarrollo normal de la glándula mamaria, lo cual podría derivar en

una mayor predisposición al desarrollo de cáncer en este tejido. A la luz de nuestros

resultados, decidimos estudiar el efecto del CPF sobre la carcinogénesis mamaria

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

cepa Sprague Dawley.

Los tumores mamarios inducidos por el carcinógeno químico NMU, constituyen

un modelo de carcinogénesis experimental de reconocidas similitudes con el cáncer de

mama humano (Rivera et al., 1994). En vista de los resultados obtenidos en nuestro

trabajo, 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/día) o vehículo a partir

de los 40 días de vida y por un período de 140 días. El procedimiento de inducción

tumoral se detalla en el apartado de materiales y métodos de esta tesis y consta de 3

inyecciones del carcinógeno NMU a los 50, 80 y 110 días de vida de los animales. En

este modelo, estudiamos diferentes parámetros de evolución tumoral, la histología de

los tumores y la expresión de los receptores REα y RPg.

Efectos del CPF sobre los parámetros de evolución tumoral

Entre los parámetros que describen la evolución tumoral, se encuentran la

incidencia y el período de latencia tumoral. La incidencia tumoral se define como el

porcentaje de animales con al menos un tumor en cada grupo de animales. Cómo se

observa en la figura II.12.A, este parámetro fue cercano al 100 % en todos los grupos

experimentales. Sin embargo, en los grupos intoxicados con CPF 0,01 y 1 mg/Kg/día

este porcentaje se alcanzó luego de 100 y 110 días posteriores a la primera inyección de

NMU respectivamente, mientras que en el grupo control, el mismo porcentaje se



Resultados
Segunda parte

141

alcanzó luego de 130 días posteriores a la primera inyección del carcinógeno. Esta

diferencia refleja una disminución en el período de latencia tumoral en los animales

intoxicados con el plaguicida.

El período de latencia tumoral se define como los días transcurridos entre la

primera inyección de NMU y la aparición del primer tumor en cada animal. Este

parámetro fue evaluado en los animales expuestos a ambas dosis de CPF (0,01 y 1

mg/Kg/día) o vehículo (Fig.II.12.B). Como puede observarse, los animales expuestos a

CPF presentaron un menor período de latencia tumoral que aquellos pertenecientes al

grupo control. El tiempo transcurrido entre la primera inyección de NMU y la aparición

del primer tumor fue 96,3 ± 7,5 días y de 97,0 ± 5,7 días en los animales intoxicados

con CPF 0,01 y 1 mg/Kg/día, respectivamente, mientras que éste parámetro se elevó a

111,6 ± 3,7 días en los animales del grupo control.

Figura II.12. Efecto del CPF sobre la incidencia y el período de latencia tumoral. A) En el

gráfico se muestra la incidencia tumoral de cada grupo experimental en función del tiempo (días

posteriores a la primera inyección de NMU). Se define a la incidencia tumoral como el

porcentaje de animales que desarrollaron al menos un tumor en cada grupo. La intersección de

las curvas con la línea punteada, indica el tiempo en que el 50 % de los animales portaron por lo

menos un tumor (*p<0,05 vs C en el tiempo especificado; Análisis no paremétrico: prueba de

Kruskal-Wallis y comparación múltiple de Dunn a posteriori). B) El periodo de latencia tumoral
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se expresa como los días transcurridos entre la primera inyección de NMU y la aparición 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; Análisis no paremétrico:

prueba de Kruskal-Wallis y comparación múltiple de Dunn a posteriori).

Con el fin de profundizar nuestros estudios, evaluamos el número de tumores

desarrollados en cada animal luego de la exposición al tóxico. Nuestros resultados

indicaron que el tratamiento de los animales con CPF 1 mg/Kg/día incrementa el

número promedio de tumores por rata respecto a los animales control. Como se observa

en la figura II.13, al final del experimento los animales del grupo control presentaron un

promedio de 1,5 ± 0,6 tumores por rata, mientras que el grupo expuesto a CPF 1

mg/Kg/día exhibió 3,0 ± 0,8 tumores por rata. En cuanto a los animales intoxicados con

CPF 0,01 mg/Kg/día, no observamos modificaciones en este parámetro luego de 140

días de exposición.

Figura II.13. Efecto del CPF sobre el número de tumores por rata. En el gráfico se

representa el número promedio de tumores por rata de cada lote (N=6) en función del tiempo

(días posteriores a la primera inyección de NMU). Se representa la media ± EEM de dos

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

Finalmente, estudiamos el efecto del CPF sobre el crecimiento y el tiempo

de duplicación tumoral. El efecto del CPF sobre la velocidad de crecimiento tumoral fue
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determinado controlando el diámetro de los tumores a lo largo del período de

tratamiento como se describe en el apartado de materiales y métodos. Como se muestra

en la figura II.14.A, el CPF no modificó significativamente el crecimiento tumoral en

ninguna de las dosis utilizadas. Sin embargo, los tumores de los animales intoxicados

con CPF 0,01 mg/Kg/día, presentaron una velocidad de crecimiento levemente menor a

la de los tumores del grupo control, lo cual se evidencia en un mayor tiempo de

duplicación tumoral (Fig. II.14.B). De esta manera, el tiempo de duplicación tumoral

para los animales del grupo control fue de 7,73 ± 1,62 días, el cual fue similar a los

observados en los animales intoxicados con CPF 1 mg/Kg/día (7,58 ± 2,25 días),

mientras que los tumores de los animales intoxicados con CPF 0,01 mg/Kg/día

presentaron un tiempo de duplicación de 8,47 ± 0,89 días.

Figura II.14. Efecto del CPF sobre el tiempo de duplicación tumoral. A) El gráfico muestra

la variación del volumen tumoral relativo en función del tiempo. Para cada tumor, el día 0

corresponde al día en que fue detectado. Se representa la media ± EEM de dos experimentos

independientes (p:ns, ANOVA de dos factores). B) El tiempo de duplicación tumoral fue

determinado a partir de las curvas de crecimiento tumoral como se describió en materiales y

métodos. En la tabla se muestran los tiempos promedio de duplicación tumoral ± EEM para los

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

Efecto del CPF sobre la histología tumoral mamaria

Como describimos anteriormente, la exposición de los animales a diferentes

dosis del plaguicida CPF produjo modificaciones en el período de latencia y en el



Resultados
Segunda parte

144

número de tumores por rata, sin alterar la velocidad de crecimiento de los tumores. Con

el fin profundizar el estudio de los efectos de este plaguicida sobre la carcinogénesis

mamaria, estudiamos la histología y la expresión de diferentes proteínas en los tumores

inducidos químicamente en los animales expuestos a vehículo o a diferentes dosis de

CPF. El análisis histológico mostró que todos los tumores desarrollados en las ratas

fueron carcinomas del tipo adenoide quístico de origen ductal, con presencia de focos

necróticos de tipo comedogénicos. Los patrones de crecimiento observados fueron

principalmente de tipo cribiforme, caracterizado por la formación de luces glandulares

(Fig. II.15.A), o un patrón de crecimiento sólido (Fig. II.15.C). Estas características

fueron similares en los tumores pertenecientes a las ratas tratadas con CPF y en los

animales del grupo control. En la figura II.15 se muestran imágenes representativas de

los tumores desarrollados y se señalan las principales características histológicas de los

mismos.

Figura II.15. Histología tumoral. Fotografías representativas que ilustran la histología de los

tumores, la cual fue similar en todos los grupos experimentales. A) Carcinoma adenoide

quístico, que sigue un patrón de crecimiento cilindromatoso con formación de luces glandulares

(patrón cribiforme). Aumento: 100X. B) Mayor detalle de la neoplasia correspondiente al

mismo caso. Nótese el estroma desmoplásico circundante (a). Aumento: 200X. C) Carcinoma

adenoide quístico con un patrón de crecimiento predominantemente sólido. Aumento: 200X. D)

Mismo caso anterior, donde se detalla una disposición trabecular de la neoplasia. Aumento:

200X. E) Carcinoma adenoide quístico presentando diferentes patrones de crecimiento: sectores
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de crecimiento sólido, sectores cribiformes y sectores con distribución difusa. Nótense los

múltiples focos de necrosis tipo comedo (b). Aumento: 100X. F) Detalle de un sector del mismo

caso anterior en donde se evidencia la distribución celular difusa con elevada tasa de

proliferación, que coexiste con un foco de crecimiento basaloide (c) que describe luces

glandulares rodeando material eosinófilo denso. Aumento: 200X.

Con el objetivo de estudiar el efecto del CPF sobre la proliferación de las células

tumorales, evaluamos la expresión de la proteína PCNA en cortes histológicos de los

tumores obtenidos en los diferentes grupos experimentales. Como se observa en la

figura II.16, el tratamiento de los animales con CPF no modificó significativamente la

expresión de PCNA en los tumores con respecto al 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/día y 16,3 ± 1,6 % en los tumores pertenecientes a los animales

expuestos a CPF 1 mg/Kg/día (Fig. II.16). Anteriormente demostramos que el

plaguicida no influye en el tiempo de duplicación de los tumores en nuestro modelo de

estudio. En concordancia con ese resultado, el tóxico tampoco afectó la expresión de

PCNA en los tumores.
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Figura II.16. Expresión de PCNA en los tumores mamarios. Fotografías representativas que

ilustran la expresión del antígeno PCNA evaluado por inmunohistoquímica en células del tejido

tumoral de ratas intoxicadas con CPF (0,01 o 1 mg/kg/día) o vehículo (C). Los núcleos positivos

se observan coloreados de marrón. Aumento 630X. Debajo de las fotografías se muestra una

representación gráfica del porcentaje células positivas para PCNA calculado como el número de

células PCNA positivas/número de células totales por campo de 630X. Se cuantificaron 5

campos tomados al 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 a la media ± EEM (p:ns; ANOVA de un factor).

Efectos sobre la expresión de los receptores de hormonas esteroideas

Una de las características más importantes en la caracterización de los tumores

mamarios, es la expresión de los receptores de hormonas esteroideas, como el REα y el

RPg, debido a que esto influye en el tratamiento y pronóstico de la enfermedad. La

expresión del REα en el tejido tumoral fue evaluada mediante inmunohistoquímica

utilizando un anticuerpo monoclonal específico. Como se observa en la figura II.17, la

expresión de este receptor fue disminuida por el plaguicida en ambas dosis utilizadas

(0,01 y 1 mg/Kg/día) en relación a los niveles obtenidos en los animales control. En el

grupo control observamos en promedio un 12,3 ± 3,3 % de las células tumorales

expresando el REα, sin embargo este porcentaje disminuyó hasta 7,3 ± 0,7 y 4,7 ± 0,9 %

cuando los animales fueron expuestos a CPF 0,01 y 1 mg/Kg/día respectivamente. Si

bien se observó una disminución en la expresión del REα en los tumores desarrollados

en ratas expuestas a ambas dosis de CPF, esta disminución solo fue significativa en el

grupo de animales intoxicados con CPF 1 mg/Kg/día (p<0,05).
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Figura II.17. Expresión del REα en el tejido tumoral de ratas expuestas a CPF. Fotografías

representativas que ilustran la expresión del antígeno REα evaluado por inmunohistoquímica en

células del tejido tumoral de ratas intoxicadas con CPF (0,01 o 1 mg/kg/día) o vehículo (C). Los

núcleos positivos se observan coloreados de marrón. Aumento 630X. Debajo de las fotografías

se muestra una representación gráfica del porcentaje células positivas para el REα calculado

como el número de células REα positivas/número de células totales por campo de 630X. Se

cuantificaron 5 campos tomados al 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 a la media ± EEM (*p<0,05; ANOVA

de un factor y Test Dunnett a posteriori).

Se realizó además la identificación del RPg, otro de los marcadores de

diferenciación tumoral utilizados. La determinación de este receptor fue realizada

mediante la técnica de inmunohistoquímica utilizando un anticuerpo monoclonal

específico que reconoce ambas isoformas del receptor. Cómo se observa en la figura
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II.18, el tratamiento de los animales con CPF redujo la expresión del RPg en los

tumores, respecto a los niveles encontrados en los tumores de las ratas que fueron

expuestas al vehículo.

Figura II.18. Expresión del RPg en el tejido tumoral de ratas expuestas a CPF. Fotografías

representativas que ilustran la expresión del antígeno RPg evaluado por inmunohistoquímica en

células del tejido tumoral de ratas intoxicadas con CPF (0,01 o 1 mg/kg/día) o vehículo (C). Los

núcleos positivos se observan coloreados de marrón. Aumento 630X. Se cuantificaron 5 campos

tomados al 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 a la media ± EEM (p:ns; ANOVA de un factor).
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En el capítulo anterior, describimos los efectos del CPF sobre la proliferación

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

derivadas de adenocarcinomas mamarios humanos con distinto grado de diferenciación.

En esos estudios, evidenciamos que bajas concentraciones del tóxico inducen la

proliferación de la línea celular MCF-7 en forma dependiente del REα, mientras que,

concentraciones mayores, conducen a una disminución de la capacidad clonogénica.

En esta parte del trabajo, investigamos el efecto del CPF como potencial DE,

evaluando su efecto sobre el desarrollo de la glándula mamaria y la carcinogénesis en

este órgano. Para los estudios sobre el desarrollo de la glándula mamaria, utilizamos

ratas de la cepa Sprague Dawley, a las cuales intoxicamos con diferentes dosis de CPF

de manera crónica. La intoxicación comenzó a los 40 días posteriores al nacimiento de

los animales, debido a que es el momento en el cual la glándula mamaria se encuentra

en su etapa de desarrollo puberal (I. H. Russo and Russo, 1996; Sternlicht, 2006) y se

prolongó durante 100 días, momento en el que los animales han alcanzado su madurez.

De esta manera, la intoxicación con el plaguicida abarcó un momento crítico en el

desarrollo de los animales el cual se encuentra fuertemente regulado por diferentes

hormonas. Como detallaremos más adelante, esta característica del diseño experimental

nos permitió evidenciar diferentes efectos del plaguicida sobre el sistema endócrino.

Las dosis utilizadas para la intoxicación de los animales fueron seleccionadas de

acuerdo a los límites internacionales vigentes al momento de iniciar esta investigación.

Específicamente, utilizamos dos parámetros ampliamente aceptados para la evaluación

del riesgo asociado a las exposiciones toxicológicas: la IDA y el NOAEL.

El NOAEL es un valor que se establece en base a un efecto particular y en un

sistema de estudio específico, por lo tanto, se encuentran en la literatura diferentes

valores dependiendo del modelo de estudio y del parámetro evaluado. Como

mencionamos en la introducción de este trabajo, los efectos tóxicos del plaguicida CPF

se relacionan principalmente con su capacidad de inhibir irreversiblemente a la enzima

AChE del sistema nervioso central y periférico. Esta enzima también se encuentra en los

glóbulos rojos y, debido a su mayor sensibilidad frente a la inhibición por CPF, la

determinación de la actividad AChE eritrocitaria constituye un parámetro ampliamente

aceptado para evaluar el NOAEL (European Food Safety Authority, 2014; US
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Environmental Protection Agency, 2011b). Debido a las características del diseño

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

la inhibición de la AChE eritrocitaria de rata, tras intoxicaciones crónicas por vía oral

con CPF.

Por otra parte, la IDA es un parámetro que se determinada mediante la

aplicación de un factor de seguridad a un valor de NOAEL considerado

toxicológicamente relevante. La determinación de estos valores es realizada por

diferentes organizaciones internacionales, cada una de las cuales reúne a un comité de

expertos que evalúa criteriosamente las publicaciones sobre el 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 investigación, la EFSA y la OMS, coincidían en una

dosis de 0,01 mg/Kg/día como límite para la IDA, la cual se había fijado sobre la base

de un NOAEL de 1 mg/Kg/día obtenido en estudios realizados en perros, ratones y ratas

durante 2 años 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/día, las cuales se corresponden con

la IDA y el NOAEL, respectivamente.

Es importante destacar que la dosis de referencia para intoxicaciones crónicas

por ingestión publicada por la USEPA es considerablemente menor a estos valores

(Tabla III.4). Esta discrepancia se debe a que la USEPA se basa en un estudio de

neurotoxicidad en el desarrollo realizado en ratas embarazadas, el cual arrojó una dosis

límite de 0,03 mg/Kg/día para la inhibición de la AChE eritrocitaria. Este valor, a su

vez, fue corregido mediante un factor de incertidumbre de 100 unidades, lo cual deriva

en una dosis poblacional ajustada por exposiciones crónicas (cPAD) de 0,0003

mg/Kg/día. Estos parámetros fueron ratificados por la USEPA en la revisión de los

riesgos asociados a la exposición a CPF realizada en el año 2011. Debido a que en

nuestros experimentos trabajamos con ratas vírgenes, decidimos basarnos en los valores

de referencia publicados por la EFSA mencionados anteriormente.

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

asociado a la exposición a CPF realizado por la EFSA en abril del corriente año. En esta
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publicación se anuncia una disminución de los valores de referencia en un orden de

magnitud respecto a los valores publicados en el año 2005. De esta forma, se define un

valor de NOAEL de 0,1 mg/Kg/día, asociado a la inhibición de la actividad AChE

eritrocitaria en un ensayo a largo plazo en ratas jóvenes y adultas, para la determinación

del riesgo ligado a exposiciones crónicas a CPF. En base a este parámetro, y aplicando

un factor de seguridad de 100, la dosis correspondiente a la IDA es fijada en 0,001

mg/Kg/día (European Food Safety Authority, 2014). En la tabla III.4 se resumen los

valores de referencia para exposiciones crónicas a CPF publicados por la EFSA y la

USEPA y su variación en los últimos años. Cabe destacar que los cambios en los

valores de referencia se efectúan tras una cuidadosa y sistemática revisión de nuevos

estudios toxicológicos realizados en diferentes modelos experimentales, lo cual resalta

la importancia de estos estudios para la actualización de las regulaciones de los

diferentes países.

Año Institución Valores de referencia Parámetro Estudio Referencia

2005 EFSA
NOAEL: 1 mg/Kg/día
IDA: 0,01 mg/Kg/día

Disminución en
la actividad AChE

eritrocitaria

Estudio a largo
plazo en ratas,

ratones y perros

(European Food
Safety Authority,

2005)

2011 USEPA
BMDL10: 0,03 mg/Kg/día
cPAD: 0,0003 mg/Kg/día

Disminución en
la actividad

AChE
eritrocitaria

Estudios de
nuerotoxicidad en

el desarrollo de
ratas embarazadas

(US
Environmental

Protection
Agency, 2011b)

2014 EFSA
NOAEL: 0,1 mg/Kg/día
IDA: 0,001 mg/Kg/día

Disminución en
la actividad

AChE
eritrocitaria

Estudio a largo
plazo (2 años) en

ratas y perros

(European Food
Safety Authority,

2014)

Tabla III.4. Resumen de dosis toxicológicas relevantes para CPF de acuerdo a la USEPA y

la EFSA. Para exposiciones crónicas ocupacionales y no ocupacionales, por vía oral. NAOEL:

máxima dosis que no produce efectos adversos. IDA: ingesta diaria admisible. BMDL10: límite

inferior del intervalo de confianza del 95 % para el valor de la BMD10 (dosis estimada que

resulta en una modificación del 10 % en el parámetro evaluado). cPAD: dosis poblacional

ajustada para exposiciones crónicas, es la dosis a la cual una persona podría exponerse a lo 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 determinación de la actividad AChE

eritrocitaria representa el método más aceptado para la evaluación de intoxicaciones con

compuestos OPs como el CPF. Sin embargo, un estudio realizado en el año 2010

demostró que solo el 42 % de los trabajadores agrícolas expuestos a plaguicidas OPs

presentó disminuidos los niveles de AChE eritrocitaria, mientras que la mayoría de los

agricultores declaró presentar síntomas característicos de sobreexposiciones crónicas a

estos compuestos (Cuaspud and Vargas, 2010). En el mismo sentido, las dosis utilizadas

en nuestro trabajo no producen una disminución de la actividad AChE eritrocitaria, sin

embargo, como discutiremos a continuación, las mismas dosis conducen a una amplio

espectro de efectos sobre los animales expuestos.

Otro parámetro ampliamente utilizado como biomarcador de exposiciones a

compuestos OPs, es la actividad de la enzima BChE en el plasma de los individuos

expuestos. Se ha demostrado que la inhibición de esta enzima se produce a

concentraciones menores de compuestos OPs, en comparación a las concentraciones

necesarias para la inhibición de la enzima AChE eritrocitaria (Amitai et al., 1998; Eaton

et al., 2008; Shenouda et al., 2009), por lo cual su determinación constituye un método

más sensible para el monitoreo de la exposición a estos compuestos. En concordancia

con estos antecedentes, en nuestros experimentos evidenciamos una inhibición de la

actividad BChE cuando los animales fueron intoxicados con CPF 1 mg/Kg/día, lo cual

no fue observado al analizar la actividad AChE eritrocitaria. Es importante destacar que,

si bien la actividad BChE es inhibida por un amplio número de sustancias además de los

compuestos OPs, este hecho no representa una dificultad en nuestro sistema de estudio,

debido a que el mismo contempla la intoxicación intencional de los animales con una

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

Además de los efectos sobre la actividad colinesterasa, consideramos importante

evaluar si las dosis de CPF utilizadas afectaban el estado general de los animales. En

este sentido, las dosis utilizadas no afectaron la evolución del peso corporal a lo largo

del ensayo. Tampoco observamos síntomas de toxicidad tales como alteraciones en la

movilidad o en el comportamiento y no se detectó mortalidad en ninguno de los grupos

experimentales. Esto nos permitió realizar una intoxicación crónica sin que los animales

sufran los efectos toxicológicos característicos de la exposición a estos compuestos.
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Tanto la activación como la detoxificación del CPF tienen lugar en el hígado de

los individuos expuestos. Por este motivo, evaluamos el peso de este órgano, su

histología y su funcionalidad luego de la intoxicación crónica con ambas dosis del

plaguicida. Como describimos previamente, no observamos modificaciones

significativas en el peso del hígado, ni en la actividad de las enzimas ALAT y ASAT

evaluadas en el suero de los animales luego de 100 días de exposición al  tóxico. Los

valores hallados de estas enzimas se encontraron, en todos los casos, dentro de los

parámetros normales para estos animales (León Goñi et al., 2011). Sin embargo, la

histología de este órgano reveló la presencia ocasional de focos necróticos y

hemorrágicos en los grupos expuestos a la dosis más elevada de CPF, lo cual no fue

observado en el grupo control.

Si bien en nuestro trabajo no observamos alteraciones en la función hepática de

las ratas expuestas al tóxico, en el año 2010 se publicó un estudio en el cual se

evaluaron las alteraciones bioquímicas e histopatológicas hepáticas presentes en ratas

lactantes, cuyas madres estuvieron expuestas a las mismas dosis de CPF que utilizamos

en esta tesis. En este trabajo, los autores evidenciaron una reducción en el peso corporal

y hepático de las crías, junto con alteraciones en la histología y en la función hepática,

esta última evaluada mediante la actividad de las enzimas ALAT y ASAT (Mansour and

Mossa, 2010). Estos resultados dan cuenta de las diferentes susceptibilidades de acuerdo

al estadio del desarrollo de los animales.

Un amplio número de investigaciones han informado que el CPF altera la

funcionalidad hepática y modifica la histología de este tejido en animales de

experimentación (Goel et al., 2000; Kammon et al., 2010; Ma et al., 2013; Orabi et al.,

2013; Uzun and Kalender, 2013). Sin embargo, las dosis de plaguicida utilizadas en

estos trabajos, superan ampliamente las dosis seleccionadas para esta tesis.

Como mencionamos anteriormente, los valores de referencia establecidos por los

organismos internacionales, se basan en la evaluación de un parámetro en particular, en

este caso, la inhibición de la actividad AChE eritrocitaria. Sin embargo, los efectos

producidos por dosis más bajas de estos compuestos, no son evaluados. En particular,

las alteraciones del sistema endócrino son ocasionadas por concentraciones

considerablemente menores que dichos valores de referencia.
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Dado que previamente describimos un incremento en la proliferación celular

mediada por la activación del REα en células derivadas de un adenocarcinoma mamario,

decidimos evaluar el efecto del CPF sobre la glándula mamaria de los animales luego de

la intoxicación con diferentes dosis del plaguicida.

En los últimos años, se ha investigado intensamente la acción de tóxicos

ambientales en relación al desarrollo de la glándula mamaria. En nuestros experimentos,

observamos un incremento en el número de ductos y brotes alveolares en el tejido

mamario de los animales intoxicados con CPF. Debemos recordar que la intoxicación

de los animales con el plaguicida fue realizada entre los 40 y 140 días de vida de las

ratas, lo cual incluye el período de transición entre la pubertad y la adultez. Nuestros

resultados concuerdan con los publicados por Nishi y Hundal en el año 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 el

ancho ductal, en el número de ramificaciones y en el número y tamaño de los brotes

alveolares presentes en la glándula mamaria de los animales intoxicados con CPF (0,1 y

2,5 mg/Kg/día) respecto a los mismos parámetros evaluados en las ratas del grupo

control. Adicionalmente, estos investigadores observaron cambios en el ciclo estral y en

la histología ovárica y uterina de los animales (Nishi and Hundal, 2013).

Resultados similares fueron encontrados con el bifenol A (BPA), un químico

ampliamente utilizado en la fabricación de plásticos, y reconocido como DE en

diferentes modelos experimentales. Dosis reducidas de este compuesto afectan el

desarrollo de la glándula mamaria murina, incrementando el número TEBs, el número

de ductos y brotes alveolares y las ramificaciones del árbol ductal (Ayyanan et al., 2011;

Muñoz de Toro et al., 2010; D. Wang et al., 2014). De acuerdo a recientes

investigaciones, estos efectos podrían estar a asociados a un incremento de la

proliferación celular y una disminución de la apoptosis (Jenkins et al., 2009; Qin et al.,

2012; J. Wang et al., 2014a). En el mismo sentido, en nuestros experimentos

observamos un incremento del marcador de proliferación celular PCNA en la glándula

mamaria de los animales intoxicados con el plaguicida.
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En adición al incremento en el número de ductos y brotes alveolares descriptos

anteriormente en este trabajo, el análisis histológico demostró un incremento en la

incidencia de afecciones benignas presentes en el tejido mamario de las ratas expuestas

a CPF en relación 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 el tamaño de los brotes alveolares. En

ocasiones, estas estructuras se encuentran deformadas por la presencia de tejido fibroso

a su alrededor 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 cáncer de mama en relación a las mujeres que no

presentan esta lesión (Guray and Sahin, 2006; Jensen et al., 1989; Visscher et al., 2014).

Nuestros resultados mostraron un incremento en el porcentaje de adenosis presente en el

tejido mamario de los animales intoxicados con CPF 0,01 mg/Kg/día, en relación a los

animales del grupo control.

Adicionalmente, observamos un incremento en el porcentaje de ductos

hiperplásicos presentes en el tejido mamario de los animales expuestos a CPF. Las

hiperplasias fueron clasificadas como moderadas o floridas, de acuerdo a la gravedad de

la lesión y al número de capas de células epiteliales presentes en el ducto. En este

sentido, el tratamiento con CPF 1 mg/Kg/día incrementó significativamente el

porcentaje de ductos con hiperplasia moderada y florida, mientras que una menor dosis

del tóxico sólo incrementó el porcentaje de hiperplasia florida.

Resultados similares han sido descriptos por Dolapsakis y sus colaboradores,

quienes analizaron la presencia de diferentes afecciones benignas en la glándula

mamaria de más de 500 trabajadoras rurales, con más de 10 años de exposición a

plaguicidas organofosforados y carbamatos, y las compararon con los mismos

parámetros 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 el

grupo de mujeres expuestas a plaguicidas en comparación con las mujeres del grupo

control (Dolapsakis et al., 2001).
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Otros compuestos, como el BPA, inducen cambios proliferativos benignos en el

tejido mamario. Durando y sus colaboradores identificaron un incremento en el

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

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

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

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

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

estudio realizado con otro plaguicida organofosforado, como el malatión, se observó un

efecto sinérgico entre este compuestos y el E2, el cual derivó en la presencia de lesiones

proliferativas y en la inducción de tumores en el tejido mamario de los animales (Calaf

and Echiburú-Chau, 2012).

Inicialmente, se definen tres categorías para la clasificación de las lesiones

mamarias. Los criterios utilizados en esta clasificación incluyen las características

histológicas y el riesgo asociado al futuro desarrollo de un carcinoma mamario invasivo.

La primer categoría incluye a las lesiones proliferativas que no incrementan el riesgo de

padecer cáncer; en la segunda, en la cual se incluye la hiperplasia ductal florida, el

riesgo se incrementa entre 1,5 y 2 veces respecto a las mujeres que no presentan esta

lesión; finalmente, la tercer categoría contempla la presencia de lesiones con atipia, las

cuales incrementan el riesgo 5 veces (Moore et al., 1997).

El aumento de la incidencia de hiperplasia ductal inducido por el CPF podría

estar relacionado con una desregulación del sistema endócrino. Durante la pubertad, la

elongación ductal y la proliferación de las células epiteliales mamarias se encuentran

estrechamente reguladas por las hormonas ováricas como el E2 y la Pg, las cuales actúan

a través de la unión a sus receptores (Sternlicht, 2006; Sternlicht et al., 2006).

En este trabajo, observamos un incremento en los niveles de expresión del RPg

cuando los animales fueron intoxicados con CPF 1 mg/Kg/día, junto con un aumento en

el porcentaje de células que expresan PCNA, un reconocido marcador de proliferación

celular. Como describimos recientemente, estos resultados fueron acompañados por

cambios histológicos, los cuales evidenciaron una mayor proliferación celular en la

glándula mamaria de los animales intoxicados con el plaguicida en relación a los

animales control.
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En la introducción de este trabajo de tesis, señalamos la importancia del RPg en

la ramificación lateral y el crecimiento alveolar característicos del desarrollo mamario

(Lydon et al., 1996, 1995; Oakes et al., 2006; Ruan et al., 2005; Sternlicht et al., 2006).

En la actualidad, se encuentra claramente establecida la importancia de este receptor en

la inducción de la proliferación de las células epiteliales mamarias mediante

mecanismos parácrinos (Anderson and Clarke, 2004; Clarke, 2003). Cabe recordar, que

la proliferación de las células mamarias es máxima 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 señales

disparadas por el RPg en la proliferación de las células epiteliales mamarias, lo cual fue

observado en nuestro modelo experimental. Resultados similares han sido publicados en

relación a otros DEs como el BPA (Jenkins et al., 2009; Muñoz de Toro et al., 2010).

Los animales expuestos a CPF 0,01 mg/Kg/día presentaron cambios histológicos

proliferativos y un leve incremento en la expresión de PCNA en la glándula mamaria,

sin embargo, la expresión 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/día y los producidos

fisiológicamente por el E2. Como describimos anteriormente, el E2 induce la elongación

ductal y la proliferación de las células epiteliales mamarias. A su vez, esta hormona

induce la expresión del RPg. Estos eventos, junto con otros que describiremos más

adelante, sugieren que el CPF podría imitar los efectos inducidos naturalmente por el E2

en la glándula mamaria.

Si bien observamos un incremento en la expresión del RPg, los niveles séricos

de esta hormona fueron disminuidos significativamente por el plaguicida. La activación

del RPg tradicionalmente se ha asociado a su unión a la Pg, sin embargo, actualmente se

conocen otras vías de activación de este receptor independientes de la presencia

hormonal. En este sentido, el RPg puede ser activado por la quinasa c-Src, las vías de

señalización de las de MAPKs y la AKT y diferentes factores de crecimiento secretados

por los fibroblastos (Giulianelli et al., 2013). Estos mecanismos cobran relevancia si se

considera que la intoxicación de los animales con CPF 1 mg/Kg/día, conduce a la

activación de la quinasa ERK1/2 en la glándula mamaria (datos no mostrados).
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Otro receptor importante involucrado en los cambios proliferativos inducidos

por las hormonas esteroideas en la glándula mamaria, es el REα. En nuestro trabajo no

evidenciamos modificaciones en la expresión de este receptor en los animales

intoxicados con CPF en relación a los animales control. Sin embargo, observamos una

disminución en la fosforilación del mismo cuando los animales fueron expuestos a CPF

1 mg/Kg/día. En este trabajo, evaluamos particularmente la fosforilación de este

receptor en la tirosina 537, señalada como blanco de fosforilación para la quinasa c-Src.

Es importante aclarar, que este receptor presenta, adicionalmente, múltiples residuos de

serinas cuyas fosforilaciones modifican su actividad.

La fosforilación del REα se encuentra regulada por una amplia variedad de

moléculas y diferentes vías de señalización. Sin embargo, uno de los principales

factores que regulan la actividad de esta proteína, es la presencia de su ligando

específico, el E2. Como discutiremos más adelante, la intoxicación de los animales con

CPF 1 mg/Kg/día condujo a una disminución en los niveles séricos de E2, lo cual podría

explicar la menor activación del REα en comparación con los animales control.

En conjunto, estos resultados indican que el CPF 1 mg/Kg/día modula la

expresión y la activación de los receptores esteroideos en la glándula mamaria, lo cual

podría indicar una acción como DE en este tejido.

Otro aspecto importante que caracteriza a los DEs, es su capacidad de modificar

los niveles circulantes de diferentes hormonas. Como mencionamos anteriormente, las

hormonas involucradas en el desarrollo de la glándula mamaria son el E2, la Pg y la

prolactina. Los niveles de prolactina no fueron determinados en este estudio, debido a

que su regulación resulta afectada por el proceso de toma de muestra. Los niveles

circulantes de esta hormona se elevan rápidamente en situaciones de estrés, con lo cual,

la recolección de la muestra se torna particularmente dificultosa. Por este motivo,

decidimos evaluar los niveles séricos de E2 y Pg luego de la exposición de los animales

a diferentes dosis de CPF durante 100 días. Adicionalmente, determinamos la

concentración de T, un intermediario clave en la síntesis de los estrógenos ováricos.

Nuestros resultados indicaron que el CPF 1 mg/Kg/día reduce significativamente

los niveles circulantes de E2 y Pg. La depleción en los niveles circulantes de hormonas
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esteroideas pude derivar de un daño en la función gonadal o de alteraciones en la

regulación hipofisaria de la esteroidogénesis.

Si bien son escasos los trabajos en los que se evalúan los niveles de hormonas

esteroideas en animales intoxicados con el plaguicida CPF, en la mayoría de estos

estudios se hace referencia a alteraciones oxidativas en la función ovárica o testicular.

En este sentido, y en concordancia con nuestros resultados, a comienzos de este año se

publicó un estudio realizado en ratas hembras intoxicadas con CPF, en el cual se

evidencia una disminución de los niveles circulantes de E2 inducida por el tóxico (Das

et al., 2014). Este efecto, es atribuido por los autores al daño oxidativo producido por el

plaguicida en los ovarios de los animales. Otro grupo de investigadores observó

alteraciones en la histología de los testículos y en la espermatogénesis luego de

administrar CPF a ratas, las cuales fueron revertidas por la presencia de melatonina, un

potente antioxidante fisiológico (Umosen and Chidiebere, 2014). Finalmente, en

estudios realizados en ratas hembras, se observaron importantes cambios histológicos en

el ovario de los animales intoxicados con CPF, incluyendo un incremento de la atresia

folicular, debido a la generación de ERO (Nishi and Hundal, 2013). Resultados

similares han sido descriptos en intoxicaciones con otros DEs, como el cadmio. La

exposición a este compuesto, disminuye significativamente los niveles circulantes de

E2, Pg y T en ratas expuestas durante la gestación, lo cual se relaciona con alteraciones

en la función ovárica, debido a un incremento del estrés oxidativo en este órgano

(Jawahar et al., 2011).

Muchos plaguicidas afectan la regulación del sistema endócrino mediante la

alteración de la síntesis, la degradación o el metabolismo de las hormonas esteroideas

(Craig et al., 2011). En este sentido, Plíšková y sus colaboradores informaron la

alteración en el metabolismo de la T y el E2, inducida por los compuestos bifenilos

policlorados, comúnmente conocidos como PCBs (Plíšková et al., 2005). Como

describimos anteriormente, la síntesis 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

activación o inactivación de estas enzimas. En particular, el CPF interfiere en el

metabolismo de la T y el E2 mediante la inhibición de diferentes miembros de esta

familia. Adicionalmente, la preincubación de la enzima aromatasa con CPF y otros
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plaguicidas organofosforados conduce a la pérdida de su actividad, impidiendo la

síntesis de E2 catalizada por la misma (Hodgson and Rose, 2006).

Resultados similares fueron descriptos por otros investigadores, quienes

demostraron que el CPF inhibe a las enzimas 3β-HSD y 17β-HSD y reduce la expresión

de la proteína StAR, la cual cataliza la reacción inicial necesaria para la síntesis de

hormonas esteroideas. Además, estos investigadores informaron una disminución en los

niveles de AMPc inducidos por la unión de la LH a su receptor en las células de Leydig

en rata (Viswanath et al., 2010).

En nuestros estudios, observamos una disminución en el contenido ovárico de E2

cuando los animales fueron intoxicados con CPF 1 mg/Kg/día. Este hecho podría estar

relacionado con alteraciones en la expresión o actividad de las enzimas

esteroidogénicas. Es preciso recordar, que la expresión de las enzimas 3β-HSD y

CYP17 es regulada positivamente por la hormona LH, la cual se encontró reducida en

los grupos de animales expuestos al plaguicida (Stocco et al., 2007). Adicionalmente, el

contenido ovárico de Pg se encontró levemente incrementado en los animales

intoxicados con CPF 1 mg/Kg/día, sin embargo, este incremento no fue

estadísticamente significativo.

Como describimos en la introducción de esta tesis, la síntesis de las hormonas

esteroideas es regulada por los niveles de gonadotrofinas LH y FSH. Por lo tanto, la

disminución en los niveles circulantes de hormonas esteroideas puede estar relacionada

con alteraciones en los niveles de estas hormonas hipofisarias. En este trabajo,

observamos una disminución en los niveles circulantes de LH cuando los animales

fueron intoxicados con ambas dosis de plaguicida, lo cual podría conducir a una

disminución en la esteroidogénesis ovárica. En concordancia con nuestros resultados,

Muftau y sus colaboradores reportaron recientemente un incremento en el daño

oxidativo de la adenohipófisis en ratas machos intoxicadas con CPF, junto con una

reducción en los niveles circulantes de LH, FSH y T. De acuerdo a los resultados de

esta investigación, los efectos producidos por el CPF son revertidos tras la

administración de un antioxidante natural a los animales, indicando la importancia del

daño oxidativo en la disminución 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, la cual supera ampliamente a las utilizadas en nuestro trabajo.

El análisis de nuestros resultados, en forma conjunta con los datos obtenidos por

otros grupos de investigación, indica que el CPF afecta el sistema endócrino en

diferentes puntos claves. Por un lado, altera los niveles de gonadotrofinas y,

adicionalmente, afecta directamente la estructura y función de los ovarios. Ambos

efectos, conducen a una disminución en la síntesis ovárica de hormonas esteroideas.

Otra característica en común de estos efectos, es su relación con el estrés oxidativo

inducido por el tóxico. En el próximo capítulo, describiremos el efecto del CPF sobre el

balance redox en la glándula mamaria de los animales intoxicados con el plaguicida, así

como también en las líneas celulares MCF-7 y MDA-MB-231, donde observamos un

incremento en los niveles de ERO inducidas por el CPF. Las ERO se encuentran

íntimamente vinculadas con diversos procesos que subyacen al desarrollo neoplásico, ya

sea a través del daño a diferentes macromoléculas, la regulación de factores de

transcripción génicos o la interferencia en diferentes vías de transducción de señales.

Los efectos del CPF sobre la carcinogénesis fueron evaluados utilizando un

modelo de carcinogénesis mamaria inducida químicamente en ratas de la cepa Sprague

Dawley. El carcinógeno utilizado fue NMU, el cual fue administrado a los animales en

tres dosis (50 mg/Kg) intraperitoneales a los 50, 80 y 110 días de vida. La intoxicación

con el plaguicida comenzó a los 40 días de vida de los animales y prolongó durante 140

días, permitiendo que todos los animales desarrollen al menos un tumor. Estudios

realizados en este modelo experimental indican que el desarrollo y el crecimiento de los

tumores están fuertemente regulados por hormonas y factores de crecimiento (Martín et

al., 1997, 1996a, 1996b). Entre las hormonas, el E2 y la prolactina cumplen un papel

esencial durante las etapas de iniciación y de promoción de la carcinogénesis (Martín et

al., 1997). Debido a estas características, la inducción tumoral mediada por NMU

representa un modelo adecuado para el estudio de los efectos del CPF sobre la

carcinogénesis mamaria.

Entre los resultados más relevantes obtenidos en este modelo experimental, se

encuentran la disminución del período de latencia de los tumores y el incremento del

número de tumores por rata inducidos por el CPF. En el mismo sentido, el BPA, un

reconocido DE, disminuye el tiempo de latencia e incrementa el número de tumores por
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rata en un modelo de carcinogénesis química (Jenkins et al., 2009; Lamartiniere et al.,

2011). Estos resultados, fueron acompañados por un incremento en la proliferación

celular del tejido mamario, una disminución de la apoptosis y la activación proteínas

claves de diferentes vías de transducción de señales como la Akt y la c-Src

(Lamartiniere et al., 2011).

Si bien observamos modificaciones en el período de latencia tumoral y en el

número de tumores por rata, la velocidad de crecimiento de los tumores no fue

modificada por el plaguicida. Este resultado fue confirmado mediante la determinación

del porcentaje de células que expresaban el antígeno PCNA. Adicionalmente, la

intoxicación con el plaguicida tampoco alteró la incidencia tumoral, la cual permaneció

cercana al 100 % en todos los grupos experimentales, lo cual representa una

característica de este modelo experimental (Cocca et al., 1998; Martín et al., 1997,

1996a; Rivera et al., 1994).

En conjunto, estos resultados evidencian los efectos del plaguicida sobre la

predisposición a la carcinogénesis mamaria. Este hecho podría relacionarse con el

incremento en el porcentaje de lesiones proliferativas como la adenosis esclerosante y la

hiperplasia ductal florida, inducidas por el tóxico en la glándula mamaria de los

animales. En el mismo sentido, Cabello y sus colaboradores evaluaron el efecto de otros

plaguicidas inhibidores de la actividad colinesterasa sobre la carcinogénesis mamaria.

Los plaguicidas evaluados fueron el paratión y el malatión, ambos pertenecientes al

grupo de compuestos organofosforados. En concordancia con nuestros resultados, estos

investigadores, observaron un incremento en la proliferación celular en la glándula

mamaria de los animales, evidenciada tanto por un mayor número de TEBs y brotes

alveolares, como por un aumento en el número de capas de células epiteliales que

rodean a estas estructuras. Resulta interesante destacar que, luego de 28 meses de

intoxicación, entre el 8,6 y el 24,3 % de los animales desarrollaron tumores mamarios,

lo cual no fue observado en el grupo control (Cabello et al., 2001). Resultados similares,

han sido demostrados luego de la administración de E2, lo cual confirma el efecto

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

En nuestros experimentos, todos los tumores fueron carcinomas del tipo

adenoide quístico de origen ductal, los cuales presentaron patrones de crecimiento
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sólidos o cribiformes y focos necróticos de tipo comedogénicos. Estas características

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 el

año 2006, los investigadores observaron una disminución en el patrón de crecimiento

cribiforme y un incremento en la presencia de focos necróticos del tipo comedogénicos

en los tumores provenientes de animales expuestos al tóxico (Randi et al., 2006). Las

diferencias encontradas entre ambos tóxicos pueden deberse a las dosis utilizadas pero,

fundamentalmente, debemos subrayar que ambos compuestos son químicamente

diferentes, perteneciendo a distintas familias químicas y presentando diferentes

mecanismos de acción.

Como describimos en la introducción de este trabajo, la clasificación de los

carcinomas mamarios se realiza en base a un conjunto de análisis que incluyen estudios

histopatológicos, moleculares, genéticos, la patología clínica y los perfiles de expresión

génica. En este proceso, los patrones de expresión de los receptores REα, RPg y HER2,

resultan sumamente importantes, debido a que condicionan el tratamiento de las

pacientes (Perou et al., 2000; Sørlie et al., 2003, 2001). En general los tumores del tipo

basal, los cuales no expresan ninguno de los receptores mencionados, tienen los peores

pronósticos, mientras que los de tipo luminal A, cuyo patrón de expresión antigénico es

similar al de la glándula mamaria normal, presentan una mejor respuesta a los

tratamientos (Braun et al., 2013; Sørlie et al., 2001; Sotiriou et al., 2003).

En nuestros experimentos, observamos una disminución de la expresión de los

receptores REα y RPg en los tumores de los animales intoxicados con ambas dosis de

CPF. Si bien existe una amplia variedad de estudios epidemiológicos que evalúan la

relación entre la exposición a diferentes plaguicidas y la expresión tumoral de los

receptores de hormonas esteroideas, la mayoría presenta resultados contradictorios o no

concluyentes. Un estudio realizado en el año 2001 con los plaguicidas dieldrin y

diclorodifeniltriclorohexano (DDT), por ejemplo, señala que no existe una relación

entre la concentración de estos compuestos en sangre y tejido adiposo, y la expresión

del REα en los tumores de las pacientes evaluadas (Snedeker, 2001). Otros estudios, sin

embargo, han encontrado que el plaguicida hexaclorociclohexano (HCH) incrementa el

riesgo de desarrollar tumores ERα negativos, mientras que el DDT induce la respuesta

contraria. Es preciso aclarar, que los mismos autores indican realizar una interpretación
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cautelosa de esos resultados debido al número limitado de casos ERα negativos (Anand

et al., 2013).

Los resultados obtenidos en nuestros experimentos, indican que el plaguicida

CPF conlleva a un menor grado de diferenciación de las células tumorales, lo cual

determina la caída de expresión de los receptores REα 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 pronóstico, además de ser

refractarios a algunos tratamientos (Sørlie et al., 2001; Sotiriou et al., 2003).
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Efecto del CPF sobre el balance redox celular y la modulación de la vía de

señalización intracelular mediada por MAPKs. Estudios in vitro.

Las ERO son producidas constantemente durante el metabolismo de los

organismos aeróbicos y participan en el control fisiológico de diversas funciones

celulares. La exposición a contaminantes ambientales como plaguicidas y otros

químicos, puede afectar el 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 mencionó en la introducción de este trabajo, el incremento en el

contenido de especies oxidantes intracelulares, puede conducir al daño de diferentes

macromoléculas. Las consecuencias de estos cambios son variadas e incluyen la

desregulación del ciclo celular, la disminución de la supervivencia e incluso el

desarrollo de cáncer (Banerjee et al., 2014; Kamata et al., 2005; Klaunig et al., 2010).

En el primer capítulo de esta tesis, describimos el efecto del CPF 50 µM sobre la

proliferación celular en líneas celulares derivadas de adenocarcinomas mamario

humanos con diferente grado de diferenciación. Los resultados presentados demostraron

una disminución en la capacidad clonogénica inducida por el tóxico, la cual fue

precedida por modificaciones en el ciclo celular y la muerte celular por necrosis.

Adicionalmente, en los estudios realizados con animales de experimentación,

evidenciamos alteraciones que podrían relacionarse con un incremento del daño

oxidativo en diferentes tejidos.

Los ensayos que describiremos a continuación, tuvieron como objetivo

investigar el efecto del plaguicida CPF sobre el balance redox en las líneas celulares

MCF-7 y MDA-MB-231. Estos estudios incluyen la determinación de los niveles de

especies oxidantes y la modulación de los componentes antioxidantes presentes en las

células. Asimismo, se intentará describir la acción del plaguicida sobre la vía de

señalización de las MAPKs, con especial énfasis en la modulación de ERK1/2, y su

relación con las alteraciones en el equilibrio redox. Finalmente, se estudiarán los

componentes antioxidantes y el daño celular en la glándula mamaria de ratas

intoxicadas con el plaguicida de manera crónica.
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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 daño celular. Dado

que hemos observado una inhibición de la proliferación cuando las líneas celulares

MCF-7 y MDA-MB-231 fueron expuestas a CPF 50 µM, decidimos evaluar las

alteraciones en el contenido de especies oxidantes presentes en estas células luego de la

exposición 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 citometría de flujo. Como se observa en la figura III.1, la

exposición a CPF 50 µM, produjo un aumento en el contenido de ERO en ambas líneas

celulares. En las células MCF-7, este incremento fue del 58 % (p<0,05) respecto al

tratamiento control, mientras que en la línea MDA-MB-231 el mismo fue de 108 %

(p<0,01). Cuando se utilizaron concentraciones de CPF menores a 50 µM, no se

observaron modificaciones significativas en el contenido celular de ERO en ninguna de

las líneas celulares utilizadas.

Figura III.1. Efecto del CPF sobre el contenido de ERO. Las células fueron cultivadas en

presencia de diferentes concentraciones de CPF o vehículo (C) durante 24 horas. El contenido

de ERO fue determinado midiendo la intensidad de fluorescencia de DCF-2DA por citometría

de flujo. En los gráficos se representa la intensidad de fluorescencia media, expresada como

porcentaje respecto al 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).

Contribución del peróxido de hidrogeno al aumento de ERO

La sonda utilizada para determinar los niveles de ERO, nos brinda información

acerca de los niveles de todas las especies oxidantes presentes en el sistema sin

discriminar entre las mismas. Por ese motivo, decidimos evaluar la contribución del

H2O2 al 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

incubación con DCF-2DA (Gao et al., 2012). Al igual que en el experimento anterior,

las células habían sido cultivadas previamente frente a las diferentes concentraciones

del plaguicida durante 24 horas. El agregado de CAT revirtió completamente el

aumento en los niveles de ERO producido por el CPF 50 µM en la línea MCF-7,

llevando los niveles de las especies oxidantes a valores comparables a los del

tratamiento control. En la línea MDA-MB-231, el efecto del CPF 50 µM sobre los

niveles de ERO no fue revertido completamente por el agregado de CAT exógena,

observándose un incremento del 85,7 % (p<0,01) respecto al control (Fig. III.2).

Debido a que la enzima CAT cataliza la degradación de H2O2, nuestros

resultados indican que esta especie química es la principal responsable del incremento

de ERO observado en las células MCF-7, mientras que, en la línea celular MDA-MB-

231, el CPF 50 µM incrementa los niveles de otras especies oxidantes que contribuyen

al desbalance redox señalado previamente.
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Figura III.2. Contribución del H2O2 al aumento de ERO. Las células fueron cultivadas en

presencia de diferentes concentraciones de CPF o vehículo (C) durante 24 horas. Para eliminar

el H2O2 producido durante la intoxicación, 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 la intensidad de fluorescencia de DCF-2DA por citometría de flujo. En los gráficos se

representa la intensidad de fluorescencia media, expresada como porcentaje respecto al control.

Los datos corresponden al 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 sobre los niveles del anión O2˙¯

Como describimos anteriormente, el CPF 50 µM incrementa los niveles de ERO

en la línea celular MDA-MB-231 y este efecto no es revertido por la presencia de CAT

en el medio de cultivo. Con el fin de comprobar la existencia de otras especies

oxidantes, evaluamos la presencia O2˙¯ en esta línea celular expuesta a CPF 50 µM o

vehículo. Debido a la gran reactividad de esta molécula, su determinación fue realizada

mediante la formación de un aducto utilizando un atrapador de espín como el DMPO. El

aducto formado entre el DMPO-O2˙¯ resulta inestable y rápidamente se transforma en el

aducto DMPO-HO˙. La presencia de este aducto fue posteriormente determinada

mediante EPR como se indica en el apartado de materiales y métodos de este trabajo.
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Debido a que el anión O2˙¯ es una especie química altamente inestable (Boveris,

1998), decidimos evaluar su presencia siguiendo diferentes protocolos de trabajo, los

cuales se detallan a continuación:

A- Las células fueron expuestas a CPF 50 µM en presencia de DMPO 50 mM

durante 1 hora.

B- Las células fueron expuestas a CPF 50 µM durante 24 horas, y el DMPO 50

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

Cabe mencionar, que las concentraciones de DMPO reportadas en la literatura

resultaron sumamente tóxicas para las células utilizadas en este trabajo, causando la

muerte de las mismas luego de 15 minutos de exposición. Por este motivo, decidimos

realizar los experimentos utilizando concentraciones menores de DMPO que las

recomendadas en la bibliografía. Como control positivo del experimento, se determinó

la generación del aducto DMPO-HO˙ mediante la reacción de Fenton.

La formación del aducto DMPO-HO˙ queda evidenciada mediante el registro de

su espectro característico de cuatriplete 1:2:2:1 con aN = aH = 14,9 gauss (Rosen and

Freeman, 1984) (Fig. III.3.C), el cual no fue observado en las células MDA-MB-231 en

ninguna de las condiciones experimentales evaluadas (Fig. III.3A y III.3.B).
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Figura III.3. Determinación de O2˙¯. La determinación de a O2˙¯ fue realizada mediante EPR.

Las determinaciones fueron realizadas a temperatura ambiente. Los espectros fueron medidos a

20 mW de potencia, 0,5 G de amplitud modulada, 1 x 105 de ganancia, tiempo de conversión

164 ms, constante de tiempo 164 ms. Número de barridos: 9. Volumen de muestra 100 µl. A)

células MDA-MB-231 previamente incubadas en presencia de CPF 50 µM y DMPO 50 mM

durante 1 hora. B) células MDA-MB-231 previamente incubadas en presencia de CPF 50 µM

durante 24 horas a las cuales se les adicionó DMPO 50 mM 1 hora antes de su medición. C)

reacción de Fenton.

Efecto del CPF sobre los niveles de ERN

Como describimos anteriormente, las ERN son un grupo de compuestos

químicos altamente reactivos derivados del óxido nítrico. En las células animales, la

reacción del óxido nítrico con el anión O2˙¯ da lugar a la formación de ONOO¯ , una de

las especies más oxidantes dentro de este grupo. Estas especies químicas actúan en

conjunto con las ERO produciendo daño en las células y provocando estrés nitrosativo.

Los niveles de ERN fueron determinados por citometría de flujo utilizando la sonda

fluorescente DAF-2DA en ambas líneas celulares cultivadas en presencia de diferentes

concentraciones de CPF o vehículo durante 24 horas. Como se observa en la figura III.4

la exposición de las células MCF-7 a CPF 50 µM no modificó los niveles de ERN

respecto a los valores obtenidos en las células control. En cambio, en la línea MDA-

MB-231, las células expuestas a CPF 50 µM presentaron valores de ERN que superaron

en 21,5 % (p<0,01) los niveles obtenidos en las células expuestas al vehículo. El cultivo

de ambas líneas celulares en presencia de concentraciones menores de CPF no produjo

modificaciones en este parámetro.
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Figura III.4. Efecto del CPF sobre el contenido de ERN. Las células fueron cultivadas en

presencia de diferentes concentraciones de CPF o vehículo (C) durante 24 horas. El contenido

de ERN fue determinado midiendo la intensidad de fluorescencia de DAF-2DA por citometría

de flujo. En los gráficos se representa la intensidad de fluorescencia media, expresada como

porcentaje respecto al control. Se representa el 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 el sistema antioxidante celular

A lo largo de su historia evolutiva, los organismos aeróbicos han incorporado

numerosos mecanismos de defensa ante el incremento intracelular de las ERO. Entre las

diferentes estrategias se incluyen mecanismos preventivos, de reparación, defensas

físicas y defensas antioxidantes. El sistema antioxidante celular incluye a los

componentes enzimáticos, entre los que se encuentran las enzimas SOD y CAT, y a

compuestos no enzimáticos entre los que se encuentra el GSH. En condiciones

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

Debido a que hemos observado un incremento en los niveles de ERO celulares

luego de la exposición a CPF 50 µM durante 24 horas, nos propusimos evaluar la

actividad de los diferentes componentes antioxidantes en presencia del plaguicida.
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Efecto sobre el contenido de la enzima CAT

La proteína CAT es un componente clave del sistema antioxidante celular. Esta

enzima elimina el exceso de H2O2 que puede generar daño en los sistemas biológicos.

La figura III.5 muestra el contenido de CAT en lisados celulares luego de la exposición

a diferentes concentraciones de CPF durante 24 horas, determinado mediante western

blot. Como puede observarse, el contenido de CAT no se vio afectado por la exposición

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

ambas líneas celulares (Fig. III.5).

Figura III.5. Efecto sobre el contenido de la enzima CAT. Las células fueron cultivadas en

presencia de diferentes concentraciones de CPF o vehículo (C) durante 24 horas. La expresión

de la enzima CAT se determinó por western blot. Se muestran las fotografías de un experimento

representativo. Debajo de cada grupo de fotografías, se representa gráficamente la

cuantificación densitométrica de la señal correspondiente a CAT normalizada respecto al

contenido de β-actina en cada calle. Las barras representan la media ± EEM de dos

experimentos independientes (p:ns; ANOVA de un factor y Test de Dunnett a posteriori).
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Efecto sobre la actividad CAT

Debido a que no observamos modificaciones en el contenido de la proteína

CAT, decidimos investigar si el CPF modifica la actividad de dicha enzima en nuestro

sistema de estudio. La actividad CAT fue evaluada siguiendo espectrofotométricamente

la disminución de la concentración de H2O2. Como se observa en la figura III.6, la

exposición de las células MCF-7 a CPF 5 y 50 µM durante 24 horas resultó en un

incremento de la actividad CAT respecto a la actividad presente en las células expuestas

al vehículo durante el mismo tiempo. Este incremento fue del 75,4 % (p<0,01) cuando

las células fueron cultivadas en presencia de CPF 5 µM y 54,2 % (p<0,01) cuando la

concentración del plaguicida fue 50 µM. Concentraciones menores de CPF no

modificaron la actividad de esta enzima respecto al tratamiento control. En la línea

MDA-MB-231, la incubación de las células en presencia de CPF 0,5, 5 y 50 µM

condujo a un incremento no significativo en la actividad CAT respecto al mismo

parámetro evaluado en las células control. La menor concentración de CPF ensayada

(0,05 µM) no produjo modificaciones en la actividad CAT de esta línea celular.

Figura III.6. Efecto sobre la actividad CAT. Las células fueron cultivadas en presencia de

diferentes concentraciones de CPF o vehículo (C) durante 24 horas. La actividad de la enzima

CAT fue determinada espectrofotométricamente a 240 nm. En los gráficos se representa la

actividad CAT presente en cada muestra como porcentaje respecto al control. Se muestra la

media ± EEM de tres experimentos independientes, cada uno realizado por duplicado

(**p<0,01; ANOVA de un factor y Test de Dunnett a posteriori).
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Efecto sobre la expresión de SOD

La SOD es una enzima que se encuentra presente en todos los tipos celulares y

tiene un papel fundamental en la protección de las células y tejidos contra el estrés

oxidativo. Si bien existen diferentes isoformas, todas catalizan la dismutación del

radical O2˙¯ generando H2O2. Su actividad se encuentra regulada por los niveles de

H2O2 y, por lo tanto, presenta mecanismos de retroalimentación con la enzima CAT

(Gottfredsen et al., 2013; Tarhan and Tüzmen, 2000). La determinación del contenido

celular de la isoforma citosólica, denominada CuZn SOD, fue realizada mediante

western blot en lisados de células expuestas a diferentes concentraciones de CPF

durante 24 horas. Como se muestra en la figura III.7, el contenido de esta proteína no se

encontró afectado significativamente por la exposición al CPF en ninguna de las

concentraciones evaluadas. Este resultado fue similar en ambas líneas celulares.

Figura III.7. Efecto sobre el contenido de la enzima CuZn SOD. Las células fueron

cultivadas en presencia de diferentes concentraciones de CPF o vehículo (C) durante 24 horas.

La expresión de la enzima CuZn SOD fue determinada por western blot. Se muestran las

fotografías de un experimento representativo. Debajo de cada grupo de fotografías se representa

gráficamente la cuantificación densitométrica de la señal correspondiente a CuZn SOD

normalizada respecto al contenido de β-actina en cada calle. Se representa la media ± EEM de

dos experimentos independientes (p:ns; ANOVA de un factor y Test de Dunnett a posteriori).
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Efecto sobre la actividad SOD

Debido a que no observamos modificaciones en la expresión de la proteína

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 detalló en los materiales y métodos. Como se observa en la figura III.8, la

exposición de las células MCF-7 a CPF 5 y 50 µM condujo a una disminución en la

actividad SOD celular. Si bien esta diferencia solo fue significativa cuando las células

se cultivaron en presencia de CPF 50 µM (57,1 % por debajo del control, p<0,05),

también se encontró una tendencia a la disminución de la actividad SOD cuando las

células fueron expuestas a CPF 5 µM (48,5 % por debajo del control, p:ns). La

exposición de esta línea celular a CPF 0,5 y 0,05 µM no modificó la actividad

enzimática. Por otra parte, en la línea celular MDA-MB-231, no encontramos

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

utilizadas.

Figura III.8. Efecto sobre la actividad SOD. Las células fueron cultivadas en presencia de

diferentes concentraciones de CPF o vehículo (C) durante 24 horas. La actividad de la enzima

SOD fue determinada espectrofotométricamente como se detalla en materiales y métodos. En

los gráficos 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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Evaluación de la capacidad antioxidante basal de las líneas celulares

Debido a las diferencias observadas en la respuesta antioxidante de ambas líneas

celulares frente al CPF 50 µM, decidimos evaluar los niveles basales de las enzimas

CAT y SOD de las líneas celulares MCF-7 y MDA-MB-231. Para ello, las células

fueron cultivadas durante 24 horas en presencia de EtOH 0,5% (vehículo) y las

actividades enzimáticas fueron evaluadas. Nuestros resultados mostraron que las células

MDA-MB-231 presentan mayores niveles antioxidantes que la línea celular MCF-7. De

esta manera, la línea celular MCF-7 muestra una actividad CAT media de 1,88 ± 0,27

U/mg proteína, mientras que las células MDA-MB-231 la actividad basal de esta

enzima asciende a 5,75 ± 1,76 U/mg proteína. Por otra parte, la actividad media de la

enzima SOD fue de 1,29 ± 0,36 y 5,9 ± 0,97 U/mg proteína en las líneas MCF-7 y

MDA-MB-231 respectivamente  (Fig. III.9). Como discutiremos próximamente, es

posible que este hecho sea la causa de las diferencias observadas frente a la exposición a

CPF 50 µM en ambas líneas celulares.

Figura III.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 gráficos se representan las actividades

enzimáticas en ambas líneas celulares como unidades enzimáticas por mg de proteína. Se

muestra la media ± 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 el contenido de GSH

El GSH es el péptido más abundante de las células y presenta importantes

funciones en la homeostasis celular. Además de participar directamente en la

neutralización de ERO, actúa como cofactor de varias enzimas antioxidantes.

Adicionalmente, el GSH participa en la eliminación de compuestos tóxicos a través de

la conjugación catalizada por la enzima GST. La figura III.10 muestra los niveles de

GSH presentes en ambas líneas celulares cultivadas en presencia del plaguicida durante

24 horas. Este parámetro fue evaluado espectrofotométricamente mediante la

determinación del contenido de grupos -SH presentes en las células. La incubación de

ambas líneas celulares con diferentes concentraciones de CPF no produjo cambios

significativos en el contenido intracelular de GSH, indicando que este mecanismo no es

importante en la defensa celular contra el estrés oxidativo inducido por el tóxico.

Figura III.10. Efecto sobre el contenido celular de GSH. Las células fueron cultivadas en

presencia de diferentes concentraciones de CPF o vehículo (C) durante 24 horas. El contenido

de GSH fue determinado espectrofotométricamente. En los gráficos se representa el contenido

de GSH presente en cada muestra como porcentaje 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 el daño oxidativo a macromoléculas

Como se describió anteriormente, el cultivo de ambas líneas celulares en

presencia de CPF 50 µM durante 24 horas condujo a un incremento en los niveles de

ERO junto con una respuesta por parte del sistema antioxidante enzimático. En el

primer capítulo de esta tesis, describimos los efectos del CPF 50 µM sobre la

proliferación celular, donde observamos una disminución en la capacidad clonogénica

asociada a alteraciones del ciclo celular seguidas por un incremento de células

necróticas. Con el fin de investigar la participación de las ERO y las ERN en estos

procesos, decidimos evaluar el daño oxidativo a diferentes macromoléculas producido

por el CPF. Específicamente, analizamos el efecto de este plaguicida sobre la

peroxidación lipídica y la nitración de proteínas.

Efectos del CPF sobre el daño a lípidos

El daño a lípidos fue evaluado mediante la cuantificación de TBARS, luego de

la exposición de las células a diferentes concentraciones de CPF o vehículo durante 24

horas. El MDA es uno de los principales productos generados a partir de la degradación

oxidativa de los ácidos grasos insaturados de las membranas celulares. Este compuesto

reacciona con el ácido tiobarbitúrico dando lugar a la aparición de un compuesto rosado

cuantificable.

Como se observa en la figura III.11, la exposición de las células MCF-7 a CPF

50 µM incrementó la peroxidación lipídica en un 50,4 % (p<0,05). Sin embargo, una

menor concentración de CPF (0,05 µM) no produjo modificaciones en el daño a las

membranas de estas células. En la línea celular MDA-MB-231, en cambio, ninguna de

las concentraciones de CPF utilizadas modificó significativamente la peroxidación

lipídica. Como discutiremos más adelante, este resultado podría relacionarse con los

mayores niveles de enzimas antioxidantes CAT y SOD presentes en esta línea celular.
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Figura III.11 Efecto sobre la peroxidación lipídica. Las células fueron cultivadas en

presencia de diferentes concentraciones de CPF o vehículo (C) durante 24 horas. La

peroxidación lipídica fue evaluada por cuantificación de TBARS. En los gráficos se representan

los niveles de peroxidación lipídica presentes en cada muestra como porcentaje respecto al

control. Se muestra la media ± EEM de tres experimentos independientes, cada uno realizado

por duplicado (*p<0,05; ANOVA de un factor y Test de Dunnett a posteriori).

Daño oxidativo a proteínas

Como describimos en la introducción de este trabajo, las ERN constituyen un

conjunto de moléculas altamente reactivas derivadas del óxido nítrico. El ONOO¯ ,

producto de la reacción del óxido nítrico con el anión O2˙¯, es una especie química

altamente oxidante capaz de reaccionar con un gran número de moléculas. Entre ellas,

la reacción con los residuos tirosínicos de diferentes proteínas ha sido muy estudiada y

es utilizada como método de detección de daño celular causado por estrés nitrosativo.

Previamente describimos un incremento en los niveles de ERN en las células

MDA-MB-231 expuestas a CPF 50 µM. Con el fin de estudiar el daño a proteínas

inducido por estas especies, evaluamos la nitración de residuos tirosínicos en ambas

líneas celulares cultivadas en presencia de CPF (0,05 y 50 µM) o vehículo durante 24

horas (Fig. III.12), Como puede observarse, el CPF no incrementó significativamente la
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nitración proteica en ninguna de las líneas celulares estudiadas. Este resultado fue

independiente de la concentración de plaguicida utilizada.

Figura III.12. Efecto del CPF sobre la nitración proteica. Las células fueron cultivadas en

presencia de diferentes concentraciones de CPF o vehículo (C) durante 24 horas. A) La

presencia de nitrotirosinas fue determinada por western blot. Se muestran las fotografías de un

experimento representativo. B) Representación gráfica de la cuantificación densitométrica de la

señal correspondiente a las bandas señaladas (30, 35, 37, 55 y 65 KDa), normalizadas respecto

al contenido de β-actina en cada calle. 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 líneas celulares cultivadas en presencia de CPF 50 µM durante 24 horas.

En las células MDA-MB-231, adicionalmente, observamos un leve incremento en las

ERN sin alteraciones en los niveles de nitrotirosinas. Estos resultados podrían

evidenciar un papel importante de las ERO en el efecto antiproliferativo causado por el

plaguicida.
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Con el fin de verificar la implicancia de las ERO sobre la disminución de la

capacidad clonogénica producida por el CPF 50 µM, decidimos evaluar la proliferación

celular en presencia de la enzima CAT, la cual cataliza la descomposición del H2O2,

dando como resultado oxígeno y agua. En primer lugar, con el fin de seleccionar la

actividad CAT que se utilizará en el experimento, investigamos el efecto de esta enzima

sobre la proliferación en ambas líneas celulares. Las actividades evaluadas fueron 10, 30

y 60 U/ml, de acuerdo a experiencias previas de nuestro grupo de trabajo en otras líneas

celulares. Como se observa en la figura III.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 línea MDA-MB-231, ninguna de las

concentraciones enzimáticas modificó la formación de colonias.

Debido a que 30 U/ml de CAT no afectaron la capacidad clonogénica en

ninguna de las líneas celulares, y dado que fue la concentración utilizada en la

determinación de la contribución del H2O2 en el incremento de ERO producido por el

CPF, esta fue la concentración enzimática seleccionada para los ensayos posteriores.

Figura III.13 Efecto de la CAT sobre la capacidad clonogénica. Las células fueron

expuestas a concentraciones variables de CAT durante 10 días. En los gráficos se muestran los

porcentajes de colonias formadas en ambas líneas celulares para cada concentración estudiada

respecto al 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 concentración 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 presencia de CAT protege a las células frente a los

efectos antiproliferativos inducidos por el CPF 50 µM. Este resultado fue observado en

ambas líneas celulares e indica un papel preponderante de las ERO en la disminución de

la proliferación producida por el plaguicida (Fig. III.14).

Figura III.14. Efecto de la enzima CAT sobre el efecto antiproliferativo inducido por el

CPF. Las células fueron expuestas a CPF o vehículo (C), en presencia y ausencia de 30 U/ml de

CAT durante 10 días. En los gráficos se muestran los porcentajes de colonias formadas en

ambas líneas celulares para cada concentración estudiada respecto al correspondiente control.

Las barras representan la media ± 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).

Vías de señalización implicadas en la muerte celular inducida por CPF

Un número importante de investigaciones coinciden en que el estrés oxidativo

constituye un elemento clave en la activación de diferentes vías de transducción de

señales (Afanas´ev, 2011; Kamata et al., 2005; Liu et al., 2008; Wu, 2006). Las MAPKs

conforman una familia de quinasas encargadas de trasferir señales extracelulares hacia

el interior de las células, regulando una amplia variedad de procesos a través de la

activación de diferentes proteínas. En células de mamíferos, se han descripto tres
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proteínas: p38, JNK y ERK1/2 las cuales son activadas por estrés oxidativo

(Cruickshanks et al., 2012; Kamata et al., 2005; Subramaniam and Unsicker, 2010;

Torres, 2003; Wu, 2006). Por lo expuesto anteriormente, decidimos evaluar el efecto del

CPF sobre la activación de las proteínas p38 y ERK1/2 en las diferentes líneas celulares

y su relación con los efectos sobre el sistema redox observados previamente.

Efecto sobre la fosforilación de la proteína p38

Un importante miembro de la familia de las MAPKs es la proteína p38. Esta

proteína es inducible por las ERO y su activación se encuentra relacionada con la

muerte celular. Con el objetivo de investigar el efecto del CPF sobre la regulación de

esta proteína, evaluamos su fosforilación en ambas líneas celulares expuestas a

diferentes concentraciones de CPF durante 5 y 15 minutos. Como se observa en la

figura III.15, la exposición de las células MCF-7 a ambas concentraciones de CPF no

produjo modificaciones en la fosforilación de la proteína p38 en ninguno de los tiempos

evaluados. Sin embargo, en la línea celular MDA-MB-231, evidenciamos un

incremento significativo en los niveles de p-p38 respecto a los niveles presentes en el

control cuando las células fueron expuestas a CPF 50 µM durante15 minutos.
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Figura III.15. Efecto del CPF sobre la fosforilación de p38. Las células fueron privadas de

suero durante 24 horas y luego expuestas a diferentes concentraciones de CPF o vehículo (C)

durante 5 y 15 minutos. La fosforilación de la proteína p38 fue determinada por western blot. Se

muestran las fotografías de un experimento representativo. Sobre cada conjunto de fotografías

se representan gráficamente la cuantificación densitométrica de la señal de p-p38 normalizada

respecto al contenido de β-actina presente en cada calle. Se representa la media ± EEM de dos

experimentos independientes. Los resultados se expresan como porcentaje respecto al

tratamiento control para cada tiempo evaluado (**p<0,01 vs. su respectivo control; ANOVA de

un factor y Test Dunnett a posteriori).

Efecto sobre la fosforilación de la proteína ERK1/2

Otro miembro de la familia MAPKs es la quinasa ERK1/2. Como describimos

anteriormente, el incremento en las ERO ha sido relacionado con la activación de varias

vías de transducción de señales, incluyendo la proteína ERK1/2. El efecto del CPF

sobre la activación de ERK1/2 fue evaluado mediante western blot, analizando su

fosforilación en células expuestas a CPF (0,05 y 50 µM) o vehículo durante diferentes

tiempos. Como muestra la figura III.16, el plaguicida incrementó la fosforilación de

ERK1/2 en ambas líneas celulares. En la línea MCF-7 (Fig. III.16.A), el CPF 50 µM

produjo un incremento en la fosforilación de esta quinasa luego de 15 minutos de

exposición (50,0 %, p<0,05) y la misma se mantuvo elevada hasta 1 hora posterior al

agregado de CPF 50 µM (92,3 %, p<0,01).

En la línea celular MDA-MB-231 (Fig. III.16.B), observamos un incremento del

39,4 % (p<0,05) en la fosforilación de ERK1/2 luego de 5 minutos de exposición al

plaguicida (50 µM). En estas células, también detectamos un incremento en los niveles

de p-ERK1/2 cuando las células fueron cultivadas en presencia de CPF 50 µM durante

15 minutos (76,9 %, p<0,01). Luego de 1 hora de exposición al CPF, si bien se observó

un leve incremento en los niveles de p-ERK1/2 respecto al tratamiento control, el

mismo no fue significativo estadísticamente.
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Figura III.16. Efecto del CPF sobre la fosforilación 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 µM) o vehículo (C) durante diferentes tiempos. La fosforilación de la proteína ERK1/2 fue

determinada por western blot. Se muestran las fotografías de un experimento representativo.

Sobre cada conjunto de fotografías se representan gráficamente la cuantificación densitométrica

de la señal de p-ERK1/2 normalizada respecto al contenido de ERK1/2 total presente en cada

calle. Los resultados se expresan como porcentaje respecto al 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 fosforilación de la proteína ERK1/2 y p38 sobre la proliferación

celular

La activación de las proteínas p38 y ERK1/2 han sido ampliamente relacionadas

con los procesos de muerte y proliferación celular. Como se discutirá más adelante en

este trabajo, si bien la activación de ERK1/2 ha sido tradicionalmente relacionada con

efectos proliferativos, en los últimos años se han publicado numerosos trabajos que

documentan su papel en los procesos de muerte celular (Meng et al., 2012;

Subramaniam and Unsicker, 2010).
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Debido a que observamos un incremento en la fosforilación de dichas proteínas

en las células expuestas a CPF 50 µM, decidimos evaluar si la disminución en la

capacidad clonogénica observada anteriormente, se encuentra relacionada con la

activación de estas quinasas. Para ello, evaluamos la proliferación celular en presencia y

ausencia de diferentes inhibidores de las MAPK. Por un lado, utilizamos el compuesto

SB203580, el cual inhibe específicamente la fosforilación de la proteína p38. Por otra

parte, utilizamos el compuesto PD98059, el cual inhibe específicamente a la quinasa

MEK1, impidiendo de esta manera la posterior fosforilación de ERK1/2.

La concentración utilizada de SB203580 fue seleccionada en base a la

bibliografía, como se describió en el apartado de materiales y métodos de esta tesis. En

cuanto al inhibidor de ERK1/2, estudiamos la capacidad clonogénica de ambas líneas

celulares en presencia de diferentes concentraciones del inhibidor PD98059 con el fin

de determinar la concentración que usaríamos en los ensayos posteriores. Como se

observa en la figura III.17, en la línea celular MCF-7, todas las concentraciones del

inhibidor ensayadas afectaron la capacidad clonogénica, siendo esta reducción

significativa cuando la concentración del inhibidor fue 10 µM (42,4 %, p<0,01) y 30

µM (79,5 %, p<0,001). En la línea celular MDA-MB-231, el inhibidor PD98059 en

concentración 30 µM redujo significativamente la capacidad clonogénica de las células

(59,5 %, p<0,05), mientras que las concentraciones 5 y 10 µM no afectaron

significativamente este parámetro. Por este motivo, decidimos utilizar la menor

concentración de PD98059 (5µM), con el fin de asegurar que la capacidad clonogénica

no sea afectada.
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Figura III.17. Efecto del inhibidor PD98059 sobre la proliferación celular. Las células

fueron expuestas a diferentes concentraciones del inhibidor de MEK1, PD98059, durante 10

días. En los gráficos se muestran los porcentajes de colonias formadas en ambas líneas celulares

para cada concentración estudiada respecto al 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 proliferación celular en presencia de diferentes concentraciones de CPF.

Debido a que observamos un incremento en la fosforilación de la proteína p38 en la

línea celular MDA-MB-231 expuesta a CPF 50 µM, evaluamos la proliferación celular

en estas células en presencia del inhibidor de p38. Como se observa en la figura III.18,

el efecto antiproliferativo ejercido por el CPF no se encontró modificado en presencia

de este inhibidor SB203580, indicando que la activación de esta vía de señalización no

constituye un evento significativo en la inhibición de la capacidad clonogénica inducida

por el tóxico.

Adicionalmente, dado el aumento de p-ERK1/2 en ambas líneas celulares

expuestas a CPF 50 µM, analizamos el efecto del inhibidor de MEK1, PD98059, sobre

la capacidad clonogénica en presencia de diferentes concentraciones del plaguicida.

Como puede observarse, la inhibición de la fosforilación de ERK1/2 evitó la

disminución en la capacidad clonogénica producida por el CPF 50 µM en las células
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MDA-MB-231. Este ensayo solo fue realizado en la línea celular MDA-MB-231, dado

que la exposición combinada de CPF y PD98059 no permitió el crecimiento de las

células MCF-7.

Figura III.18. Efecto de la fosforilación de las proteínas p38 y ERK1/2 sobre la

proliferación celular. Las células fueron expuestas a diferentes concentraciones de CPF o

vehículo (C), en presencia y ausencia de SB203580 (10 µM) o PD98059 (5 µM) durante 10

días. En los gráficos se muestran los porcentajes de colonias formadas para cada concentración

de CPF estudiada respecto al tratamiento control. Las barras representan la media ± 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).

Relación entre el estrés oxidativo y la fosforilación de ERK1/2

Muchos autores han demostrado una relación entre el incremento de especies

oxidantes en las células y la activación de diferentes vías de señalización, entre ellas la

vía de las MAPK (Torres, 2003; Yoon et al., 2002). Como mostramos anteriormente, la

exposición a CPF 50 µM durante 15 minutos incrementó la fosforilación de ERK1/2 en

ambas líneas celulares.

Debido a que el efecto inhibitorio producido por el CPF 50 µM sobre la

capacidad clonogénica fue revertido tanto por la presencia de CAT como por el
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inhibidor de ERK1/2, decidimos evaluar la relación entre el incremento de ERO y la

fosforilación de esta quinasa. Para ello, analizamos la fosforilación de dicha proteína en

células expuestas a CPF 50 µM durante 15 minutos en presencia y ausencia de CAT.

Adicionalmente, se evaluó la combinación del inhibidor de MEK1 y CPF 50 µM como

control. La exposición de ambas líneas celulares a CPF 50 µM condujo a un incremento

en la fosforilación de ERK1/2, el cual fue revertido completamente tanto por el

agregado de CAT como de PD98059 (Fig. III.19).

Figura III.19. Relación entre el estrés oxidativo y la fosforilación de ERK1/2. Las células

fueron privadas de suero durante 24 horas y luego expuestas durante 15 minutos a: a) vehículo,

b) CPF 50 µM, c) CPF 50 µM + catalasa 30 U/ml y d) CPF 50 µM luego del pre-tratamiento

con PD95058 (5 µM). La fosforilación de la proteína ERK1/2 fue determinada por western blot.

Se muestran las fotografías de un experimento representativo. Debajo de cada grupo de

fotografías, se representa gráficamente la cuantificación densitométrica de la señal de p-ERK1/2

normalizada respecto al contenido de α-tubulina presente en cada calle. Se representa la media ±

EEM de tres experimentos independientes (*p<0,05 vs. control, #p<0,05 vs. CPF 50 µM,

###p<0,001 vs. CPF 50 µM; ANOVA de un factor y Test de comparación múltiple de Tukey a

posteriori).
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Con el fin de confirmar el papel de las ERO en la activación de la quinasa

ERK1/2, evaluamos los niveles de especies oxidantes en un tiempo previo al incremento

de p-ERK1/2 observado. Para ello, ambas líneas celulares fueron expuestas a CPF (0,05

y 50 µM) o vehículo durante 10 minutos y la formación de ERO fue evaluada por

citometría de flujo como se describió anteriormente. Como se observa en la figura

III.20, el cultivo de ambas líneas celulares en presencia de CPF 50 µM 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 células MCF-7 y

de 77,5 % (p<0,05) en las células MDA-MB-231.

Figura III.20. Efectos del CPF sobre la generación rápida de ERO. Las células fueron

cultivadas en presencia de diferentes concentraciones de CPF o vehículo (C) durante 10

minutos. El contenido intracelular de ERO fue determinado midiendo la intensidad de

fluorescencia de DCF-2DA por citometría de flujo. En los gráficos se representa la intensidad

de fluorescencia media, expresada como porcentaje respecto al control. Se representa la 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 fosforilación de ERK1/2 inducida por el

plaguicida no tiene lugar en presencia de enzima CAT, lo cual indica que el incremento

de ERO precede a la activación de ERK1/2. Con el fin de confirmar estos estudios,

evaluamos los niveles de ERO en las células expuestas a CPF 50 µM durante 24 horas,

en presencia y ausencia del inhibidor de ERK1/2. Como se observa en la figura III.21, la

presencia de PD98059 no impidió el incremento de ERO producido por el CPF 50 µM

en ninguna de las líneas celulares estudiadas. Este resultado, indica que el incremento

en los niveles de ERO inducido por el tóxico es un evento independiente de la

fosforilación de ERK1/2.

Figura III.21. Efecto de la fosforilación de ERK1/2 sobre la generación de ERO. Las

células fueron expuestas a CPF 50 µM o vehículo, 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 citometría de flujo. En los gráficos se representa la intensidad

de fluorescencia media, expresada como porcentaje respecto al control. Se representa la 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 el balance redox en la glándula mamaria. Estudios ex vivo.

Hasta el momento, describimos los efectos del CPF sobre el balance redox en

líneas celulares carcinogénicas humanas. Nuestros resultados mostraron que este
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plaguicida incrementa los niveles de especies oxidantes y modifica los componentes

antioxidantes enzimáticos celulares. Con el fin de estudiar el estado redox en la glándula

mamaria de los animales expuestos de forma prolongada a CPF, evaluamos

componentes del sistema antioxidante enzimático y no enzimático, y el daño 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/día) o vehículo, como

describimos anteriormente.

Efectos del CPF sobre el sistema antioxidante enzimático

La catalasa representa uno de los componentes más importantes de este sistema,

dado que cataliza la descomposición de H2O2 dentro de las células dando como

resultado la producción de agua y oxígeno. La actividad de esta enzima fue evaluada

espectrofotométricamente siguiendo la descomposición de H2O2 a 240 nm. Como se

observa en la figura III.22, en el tejido mamario de las ratas expuestas a ambas dosis de

CPF se detectó un leve incremento en la actividad de la enzima CAT, aunque el mismo

no resultó significativo.

Figura III.22. Efecto sobre la actividad CAT. La actividad de la enzima CAT fue

determinada por espectrofotometría a 240 nm a partir del homogenato total de la glándula

mamaria de ratas expuestas a CPF (0,01 y 1 mg/kg/día) o vehículo (C) durante 100 días. En el

gráfico se muestra la actividad CAT presente en cada muestra como unidades de CAT por mg

de proteína. Los valores representan la media ± EEM de cada grupo (N=6), de dos experimentos

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

El glutatión es un antioxidante no enzimático que participa directamente en la

neutralización de radicales libres y ERO. Con el fin de evaluar el efecto del plaguicida

CPF sobre el sistema antioxidante no enzimático, determinamos el contenido de GSH

en la glándula mamaria de ratas expuestas a diferentes dosis de CPF o vehículo durante

100 días. Como se muestra en la figura III.23, el contenido de GSH presente en el tejido

mamario de ratas expuestas a CPF 1 mg/Kg/día fue significativamente superior al

encontrado en el grupo control (0,74 ± 0,07 vs. 0,53 ± 0,06 µmoles –SH/g de tejido

respectivamente, p<0,01). Sin embargo, en la glándula mamaria de las ratas expuestas a

CPF 0,01 mg/Kg/día no se encontraron cambios en el contenido de tioles totales (Fig.

III.23).

Figura III.23. Efecto sobre el contenido celular de GSH. El contenido de GSH fue

determinado espectrofotométricamente en homogenatos de glándula mamaria de ratas expuestas

de forma crónica a CPF (0,01 y 1 mg/Kg/día) o vehículo (C). En los gráficos se representa el

contenido de GSH de cada grupo (N=6) como micromoles de grupos -SH por gramo de tejido.

Se muestra la 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 el daño celular

El incremento observado en la actividad CAT y en el contenido de GSH podría

relacionarse con un incremento en los niveles de ERO inducidos por el tóxico. Como

describimos anteriormente, el CPF incrementa las especies oxidantes en las líneas

celulares MCF-7 y MDA-MB-231. El incremento de ERO puede derivar en el daño de

diferentes componentes celulares. Con el fin de evaluar el daño celular, realizamos la

determinación de TBARS en la glándula mamaria de los animales intoxicados con

diferentes dosis de CPF o vehículo. Como se mencionó previamente, mediante esta

técnica es posible cuantificar el daño celular, debido a que durante la peroxidación

lipídica se produce la alteración de la estructura de los lípidos de las membranas,

además de generar metabolitos activos como los radicales LO˙ y LOO˙. Como se

muestra en la figura III.24, la intoxicación de los animales con el plaguicida no afectó la

peroxidación lipídica en la glándula mamaria de las ratas expuestas a CPF en ninguna

de las dosis evaluadas en este trabajo.

Figura III.24. Efecto del CPF sobre la peroxidación lipídica. La peroxidación lipídica fue

evaluada mediante la técnica de TBARS. En los gráficos se representan los niveles de

peroxidación lipídica presentes en el tejido mamario de ratas expuestas durante a CPF (0,01 y 1

mg/kg/día) o vehículo (C) durante 100 días. Los resultados se expresan como milimoles de

TBARS por microgramo de proteínas. Se muestra la media ± DE de cada grupo de animales de

un experimento representativo, N=6 (p:ns; ANOVA de un factor).
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En el primer capítulo de esta tesis, describimos los efectos del plaguicida

organofoforado clorpirifos sobre la proliferación celular en las líneas celulares MCF-7 y

MDA-MB-231. En ese capítulo, describimos un efecto proliferativo inducido por el

CPF 0,05 µM en las células MCF-7, el cual fue mediado por la activación del REα. Sin

embargo, una mayor concentración de este plaguicida (50 µM), condujo a una

disminución en la capacidad clonogénica en ambas líneas celulares. Si bien el efecto

antiproliferativo fue observado luego de 10 días de exposición al tóxico, durante las

primeras 24 horas de cultivo observamos modificaciones en el ciclo celular y,

posteriormente, un incremento en el porcentaje de células necróticas.

Las ERO son especies químicas fundamentales en el metabolismo celular,

debido a que actúan como segundos mensajeros, modificando la expresión génica

mediante la activación de diferentes vías de transducción de señales. Sin embargo, como

mencionamos en la introducción de este trabajo, un incremento en los niveles de ERO

puede derivar en un daño a nivel macromolecular. Por este motivo, las células cuentan

con un minucioso sistema de regulación que les permite mantener constantes los niveles

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

Muchos tóxicos ambientales ejercen su efecto mediante el desbalance del

equilibrio redox celular (Grosicka-maciąg, 2011; Itziou et al., 2011; Olgun and Misra,

2006; Soltaninejad and Abdollahi, 2009). En particular, diversos estudios informan un

incremento en los niveles de ERO inducido por la exposición a plaguicidas

organofosforados, entre los que se encuentra el CPF (Chiapella et al., 2013; Giordano et

al., 2007). Gupta y colaboradores, informaron que el CPF induce estrés oxidativo y

modifica la estructura del ADN en larvas de Drosophila (Gupta et al., 2010). En el

mismo sentido, en este trabajo describimos un incremento en los niveles de ERO

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

En las células MCF-7, la presencia de CAT en el medio de cultivo abolió el

incremento de ERO inducido por el plaguicida, sugiriendo que la acumulación de H2O2

es la causa principal de este incremento. Previamente en este trabajo, observamos que el

CPF 50 µM incrementa el porcentaje de células en la fase S del ciclo en las células

MCF-7. Debido a que la presencia de especies oxidantes se encuentra estrechamente

vinculada con un incremento en el daño 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 podría derivar en el daño del material genético y el

consecuente retraso en la finalización de fase S del ciclo.

Por otra parte, en la línea celular MDA-MB-231, el incremento en los niveles de

ERO inducido por el plaguicida fue disminuido parcialmente tras la incorporación de

CAT al medio de cultivo, lo cual indica que podrían existir otras especies oxidantes que

contribuyan al desbalance redox. Con el fin de analizar esta posibilidad, investigamos la

presencia del anión O2˙¯ en las células MDA-MB-231. Como describimos

anteriormente, la presencia de esta especie química no pudo ser detectada en nuestro

sistema de estudio. Este hecho podría deberse al uso de una concentración no óptima del

atrapador, ya que la concentración recomendada de DMPO resultó citotóxica para la

línea celular utilizada en este trabajo. Sin embargo, la detección de ésta y otras ERO ha

sido posible en otras líneas celulares cultivadas en presencia de CPF (Ojha and

Srivastava, 2014).

Además de las ERO, la exposición a tóxicos ambientales puede derivar en un

incremento de las ERN, generando estrés nitrosativo. Recientes investigaciones han

demostrado el incremento en los niveles de ERN inducido por el CPF en modelos

experimentales in vitro e in vivo (Wang et al., 2013; Yıldırım et al., 2013). A diferencia

de estas investigaciones, si bien en nuestros experimentos evidenciamos incremento en

los niveles de ERN en las células MDA-MB-231, este hecho no fue acompañado por un

aumento significativo en el daño nitrosativo de proteínas. Estos resultados indican que

el incremento en las ERN observado no constituye un factor importante en el efecto

antiproliferativo inducido por el 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 enzimáticos y no enzimáticos. Entre los componentes

enzimáticos, se encuentran las enzimas CAT, SOD, GPX y GR. En este trabajo,

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 el plaguicida.



Discusión
Tercera parte

200

De acuerdo a nuestros resultados, el plaguicida CPF no altera la expresión de las

enzimas CAT y SOD en ninguna de las concentraciones evaluadas. En el mismo

sentido, Chiapella y sus colaboradores, recientemente demostraron que este plaguicida,

en concentraciones de 50 y 100 µM, no altera los niveles de RNA mensajero de la

proteína SOD en células derivadas de un coriocarcinoma (Chiapella et al., 2013). Sin

embargo, otros investigadores informaron que concentraciones similares de CPF,

disminuyen la expresión de esta enzima en células neuronales (Lee et al., 2012). La

aparente contradicción de estos resultados, indica que los efectos del plaguicida

dependen fundamentalmente de la sensibilidad y de la capacidad de respuesta presente

en cada tipo celular frente al desbalance redox producido por el tóxico.

Además de la expresión proteica, en este trabajo evaluamos las actividades de

las enzimas antioxidantes CAT y SOD en las líneas celulares expuestas a CPF. Como

describimos anteriormente, la exposición de las células a CPF 50 µM condujo a un

incremento en la actividad de la enzima CAT. La enzima CAT es responsable de la

descomposición del H2O2, dando lugar a la aparición de H2O y O2. El incremento en la

actividad CAT inducido por el CPF ha sido descripto por numerosos investigadores

(Chiapella et al., 2013; Gupta et al., 2010; Kumar et al., 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 cangrejos expuestos a concentraciones

subletales de CPF, y encontraron un incremento en la actividad CAT en el grupo

cultivado en presencia del tóxico (Narra, 2014). En el mismo sentido, Chiapella y sus

colaboradores observaron un incremento de la actividad CAT en células tumorales

expuestas al plaguicida (Chiapella et al., 2013).

El incremento en la actividad CAT fue observado cuando las células fueron

cultivadas con altas concentraciones de plaguicida. En estas mismas condiciones,

observamos un incremento en los niveles de ERO inducido por el tóxico. De acuerdo a

estos resultados, el incremento en la actividad CAT, podría constituir una respuesta

celular frente al incremento de ERO inducido por el CPF.

Si bien un gran número de investigaciones indican que el CPF incrementa la

actividad CAT en los sistemas estudiados, otros trabajos describen una reducción en la

actividad de esta enzima frente a la presencia del tóxico (Barski et al., 2011; Hassani et
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al., 2014; Umosen et al., 2012). En este sentido, Barski y sus colaboradores describieron

una disminución 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, al igual que CAT, cataliza la descomposición del

H2O2 (Barski et al., 2011).

Por otra parte, en nuestros experimentos observamos una disminución en la

actividad SOD en las células MCF-7 expuestas a CPF 50 µM. Esta enzima cataliza la

dismutación del anión O2˙¯  dando lugar a la generación de H2O2 y O2. Muchas

investigaciones describen la inhibición de SOD en presencia de H2O2, indicando que

esta enzima es regulada negativamente por el producto de la reacción que cataliza

(Gottfredsen et al., 2013; Tarhan and Tüzmen, 2000).

En nuestro trabajo, describimos una disminución en la actividad SOD inducida

por el CPF 50 µM en la línea celular MCF-7. Sin embargo, este efecto no fue observado

en las células MDA-MB-231 expuestas al plaguicida. En vista de estos resultados, y

tenido en cuenta que los niveles basales de actividad SOD fueron superiores en la línea

celular MDA-MB-231, consideramos que el incremento en los niveles de ERO inducido

por el plaguicida es responsable de la inhibición de esta enzima en las células MCF-7.

En cambio, en las células MDA-MB-231, el incremento de especies oxidantes no sería

suficiente para causar una inhibición significativa en la actividad SOD.

Resultados similares fueron descriptos por otros investigadores (Barski et al.,

2011; Hassani et al., 2014; Narra, 2014; Umosen et al., 2012), quienes describieron una

inhibición 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 al., 2014b). Estos resultados evidencian la alta complejidad en la

regulación 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 el CPF altera el 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 función

de la intensidad de la exposición y los niveles basales de enzimas antioxidantes

presentes en el sistema evaluado (Oruç and Usta, 2007).
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El sistema antioxidante celular se encuentra integrado por componentes

enzimáticos, entre los que se encuentran las enzimas CAT y SOD descriptas

previamente, y por componentes no enzimáticos, como el 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 bibliográficos en torno al 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 ratón, sin embargo, la

presencia de CPF incrementó significativamente los niveles de GSSG en ese modelo

(Giordano et al., 2007). Por otra parte, Gupta y sus colaboradores describieron una

disminución 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 al., 2013).

Como describimos en la introducción de este trabajo, el incremento en los

niveles de especies oxidantes puede derivar en el daño de diferentes componentes

celulares. El daño celular, evaluado mediante la determinación de la peroxidación

lipídica, sólo fue evidenciado en la línea celular MCF-7 mientras que, en las células

MDA-MB-231, no se encontraron diferencias en este parámetro con respecto al

tratamiento control.

Además de diferenciarse por su capacidad de respuesta a hormonas esteroideas,

las líneas celulares utilizadas en este trabajo, 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 cual 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 línea MDA-MB-231, más indiferenciada y

metastásica, en relación a las células MCF-7, las cuales presentan un mayor grado de

diferenciación. Por este motivo, no resulta extraño que el incremento en las ERO

inducido por el plaguicida genere diferentes niveles de daño en ambos tipos de células.

En este sentido, el daño solo fue evidente en la línea celular MCF-7, la cual presenta

menores niveles de defensas antioxidantes en relación a las células MDA-MB-231.
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El daño oxidativo de los lípidos se ha correlacionado con modificaciones en

otras macromoléculas y con alteraciones en la membrana plasmática, lo cual puede

derivar en la muerte celular (Ziech et al., 2010). Un gran número de investigaciones

informan acerca del incremento en el daño celular, en especial en la peroxidación

lipídica, inducido por el CPF en diferentes modelos experimentales (Giordano et al.,

2007; Gupta et al., 2010; Hassani et al., 2014; Mandal and Das, 2012; Narra, 2014;

Umosen et al., 2012).

En el primer capítulo de este trabajo, describimos los efectos del CPF 50 µM

sobre la proliferación celular, evidenciando alteraciones en el ciclo celular dentro de las

primeras 24 horas de exposición al tóxico, seguido de un incremento en el porcentaje de

células necróticas. En conjunto, estos efectos derivan en una disminución de la

capacidad clonogénica celular luego de 10 días de cultivo en presencia del plaguicida.

Los resultados que describimos en este capítulo, nos brindan una mayor

información acerca de los mecanismos mediante los cuales el CPF ejerce su acción

antiproliferativa en estas líneas celulares. En este sentido, el desbalance en el equilibrio

redox y el daño a diferentes macromoléculas podrían contribuir a las alteraciones en el

ciclo y la muerte celular descriptas anteriormente.

Con el fin de investigar el papel de las ERO en la disminución de la capacidad

clonogénica producida por el CPF 50 µM, evaluamos este parámetro en presencia de 30

U/ml de enzima CAT. La adición de esta enzima a los cultivos celulares revirtió el

efecto antiproliferativo inducido por el plaguicida en ambas líneas celulares. Un gran

número de investigaciones han demostrado el efecto de diferentes compuestos

antioxidantes sobre los efectos producidos por el CPF. En este sentido, Hassani y sus

colaboradores informaron que el tratamiento combinado de CPF y diferentes

antioxidantes naturales como la vitamina E y la curcumina, revierten los efectos

producidos por el CPF en el pulmón de ratas. Entre estos efectos, se encuentra el

incremento de la peroxidación lipídica (Hassani et al., 2014). Como discutimos

antereriormente, otros investigadores han informado resultados similares en testículo y

en la glándula pituitaria de ratas macho a las cuales se les administró CPF y melatonina

en forma combinada durante 28 días (Umosen et al., 2012). En el mismo sentido, Lee y

sus colaboradores describieron un incremento en la muerte celular programada inducida
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por CPF en células neuronales, el cual fue revertido por el agregado del antioxidante N-

acetil-cisteína (NAC) en el medio de cultivo (Lee et al., 2012). En conjunto, estos y

otros resultados indican que el desbalance redox inducido por el CPF es de fundamental

importancia en los efectos antiproliferativos inducidos por el tóxico en diferentes

modelos experimentales.

El incremento en las especies oxidantes ha sido ampliamente relacionado con la

activación de diferentes vías de transducción de señales (Afanas´ev, 2011; Kamata et

al., 2005; Liu et al., 2008; Mehdi et al., 2007; Wu, 2006). Debido a que estas vías

regulan diferentes respuestas celulares como la migración, la proliferación y la muerte,

se ha sugerido que la incorrecta activación de estas vías inducida por un incremento en

las ERO, podría derivar en diferentes patologías, incluyendo la carcinogénesis (Klaunig

et al., 2010).

Entre las vías activadas por las ERO, se encuentra la fosforilación de la proteína

p38, miembro de la vías de las MAPKs. En nuestros experimentos, observamos un

incremento en la fosforilación de p38 en las células MDA-MB-231 luego de 15 minutos

de exposición al tóxico, sin embargo este efecto no fue observado en la línea celular

MCF-7. Si bien la activación de la proteína p38 ha sido ampliamente relacionada con la

inhibición de la proliferación celular, el papel de esta fosforilación en la disminución de

la capacidad clonogénica inducida por el CPF no pudo ser confirmado en nuestros

ensayos. De esta forma, la inhibición de la fosforilación de p38 en las células MDA-

MB-231, no fue suficiente para impedir el efecto antiproliferativo inducido por el CPF.

En el mismo sentido, Caughlan y sus colaboradores evidenciaron un incremento en la

activación de p38 en células ováricas cultivadas en presencia de CPF, sin embargo, este

hecho no se encontró relacionado con la muerte celular inducida por el tóxico

(Caughlan et al., 2004).

Otro miembro de la familia MAPK regulado por las ERO, es la quinasa ERK1/2.

Si bien la activación de esta proteína ha sido tradicionalmente relacionada con los

estímulos proliferativos, en los últimos años ha cobrado importancia el estudio de esta

quinasa en relación a la muerte celular, debido a su activación inducida por ERO (Dong

et al., 2004).
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En nuestros experimentos, encontramos un rápido incremento en la fosforilación

de la proteína ERK1/2 cuando las células fueron expuestas a CPF 50 µM. Este

incremento fue evidenciado incluso luego de una hora de exposición al plaguicida. En el

mismo sentido, Bomser y sus colaboradores describieron un incremento en la

fosforilación de ERK1/2 en células ováricas cultivadas en presencia de CPF (Bomser et

al., 2002). Otros investigadores relacionaron la disminución de la proliferación celular

inducida por el CPF con el incremento en la fosforilación de ERK1/2 en células

neuronales de rata cultivadas en presencia de CPF (Caughlan et al., 2004).

Adicionalmente, Lee y sus colaboradores demostraron que el CPF inhibe la

proliferación celular mediante el incremento de la fosforilación de ERK1/2, la cual a su

vez se relaciona con un incremento en los niveles de ERO (Lee et al., 2012).

La participación de p-ERK1/2 en la disminución de la capacidad clonogénica

inducida por el CPF, fue confirmada mediante la evaluación de este parámetro en

presencia de un inhibidor específico de la fosforilación de ERK1/2. A diferencia de lo

ocurrido con el inhibidor de p38, el cultivo de las células en presencia de PD98059

impidió el efecto antiproliferativo ocasionado por el CPF 50 µM. Este resultado indica

que la fosforilación de la quinasa ERK1/2 constituye un paso clave en el efecto

deletéreo producido por el plaguicida.

Debido a que la activación de ERK1/2 inducida por CPF 50 µM no se produce

en presencia de CAT, concluimos que el incremento en los niveles de ERO es un paso

clave que antecede a la fosforilación de esta quinasa, la cual conduce a la muerte

celular. Adicionalmente, el hecho de que los niveles de ERO se encuentren elevados

luego de 10 minutos de exposición de las células al tóxico, apoya la secuencia

cronológica propuesta anteriormente.

Resultados similares han sido publicados recientemente en células neuronales

expuestas a CPF. En este sentido, Lee y sus colaboradores demostraron que el CPF

induce la fosforilación de las proteínas p38, JNK 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 fosforilación de estas

quinasas. Sin embargo, estos investigadores también observaron que la inhibición de las

MAPKs, impide el incremento de ERO inducido por el CPF, indicando la existencia de

un circuito de retroalimentación entre ambos procesos (Lee et al., 2012).
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En el primer capítulo de este trabajo, describimos el efecto del CPF sobre la

fosforilación de Gsk-3β en su serina 9, lo cual conduce a la inactivación de la quinasa.

Como indicamos, este efecto fue observado cuando las células fueron expuestas a CPF

50 µM. Muchos investigadores han descripto la inactivación de la proteína Gsk-3β en

condiciones de hipoxia o estrés oxidativo (Son et al., 2013, 2012; Wang et al., 2009).

Adicionalmente, a raíz de nuevas investigaciones que se están realizando en

nuestro laboratorio, hemos evidenciado que el CPF induce un incremento en la

capacidad invasiva de las células MCF-7. Debido a que este efecto fue observado al

utilizar la concentración de CPF 50 µM, el mismo debe ser analizado en forma conjunta

con la disminución de la capacidad clonogénica y el incremento en los niveles de ERO

descriptos en esta tesis. El vínculo entre estos efectos puede entenderse considerando a

la condición de estrés oxidativo como una presión de selección en nuestro sistema de

estudio. Una amplia cantidad de investigaciones demuestran que la presencia de ERO

constituye un factor clave en la transición epitelio-mesenquimática (Cannito et al.,

2008; Jiang et al., 2011; Zhang et al., 2013). De esta manera, las células que prosperan

en un medio con altos niveles de ERO, presentan un fenotipo más agresivo evidenciado

por una mayor capacidad invasiva.

En resumen, en este capítulo hemos descripto el mecanismo por el cual el CPF

50 µM disminuye la capacidad clonogénica de las células MCF-7 y MDA-MB-231. En

primer lugar, el plaguicida produce un rápido incremento en los niveles de especies

oxidantes intracelulares, lo cual fue evidenciado en ambas líneas celulares luego de 10

minutos de exposición. Este incremento en las ERO induce la fosforilación de la

quinasa ERK1/2. Ambos procesos son necesarios para que el CPF produzca la

disminución de la capacidad clonogénica en las líneas celulares estudiadas. Entre estos

eventos y la disminución en la proliferación celular observada luego de 10 días de

exposición al plaguicida, las células sufren una desregulación 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 disminución de la capacidad clonogénica en ambas líneas

celulares cultivadas en presencia de CPF 50 µM.
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Por otra parte, en este trabajo evaluamos los efectos del CPF sobre el sistema

redox en la glándula mamaria de la rata mediante el estudio de la actividad de la enzima

catalasa, el contenido de grupos tioles y el daño lipídico presente en ese tejido. A partir

de los resultados obtenidos se puede observar que la exposición de las ratas a CPF 1

mg/Kg/día condujo a un leve incremento en las defensas antioxidantes enzimáticas y no

enzimáticas en la glándula mamaria respecto a los encontrados en los animales control.

Por otra parte, en las ratas expuestas a CPF 0,01 mg/Kg/día, se observó un incremento en

la actividad de la enzima catalasa, sin modificaciones en los niveles de GSH. Estas

alteraciones en los componentes antioxidantes podrían interpretarse como un intento de

las células para contrabalancear el incremento de ERO posiblemente generadas por el

CPF. Finalmente, la medición del daño celular, a través de la peroxidación lipídica, no

mostró cambios entre los animales expuestos a CPF y los animales controles.

En conjunto, estos resultados indican que, si bien el CPF podría inducir una

desbalance en el sistema redox de la glándula mamaria, este efecto no conduciría a un

incremento en el daño oxidativo de los lípidos presentes en este tejido. Sin embargo, un

gran número de investigaciones han demostrado el daño oxidativo causado por el CPF en

diferentes tejidos (Das et al., 2014; Muftau et al., 2014; Umosen & Chidiebere, 2014).

Debemos destacar, que las dosis utilizadas en esos estudios se encuentran entre 5,4 y 10,6

mg/Kg/día, superando las dosis seleccionadas para esta tesis.
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El cáncer de mama es la principal causa de muerte por cáncer entre las mujeres,

tanto en países desarrollados como en aquellos en vías de desarrollo, y su incidencia

continúa en aumento. La exposición a contaminantes ambientales, como los plaguicidas,

constituye un factor de riesgo para el desarrollo de esta enfermedad.

En este trabajo, estudiamos los efectos del plaguicida organofoforado CPF sobre

la proliferación en líneas celulares derivadas de adenocarcinomas mamarios humanos,

así como su efecto sobre el desarrollo de la glándula mamaria de rata y la

carcinogénesis.

Nuestros resultados indicaron que el CPF 0,05 µM induce la proliferación de las

células MCF-7 y que esta acción es mediada por el REα. A su vez, el tóxico induce la

activación de la vía Gsk-3β/β-catenina, la cual se encuentra estrechamente relacionada

con la inducción de la transcripción de genes involucrados en la proliferación y la

invasión celular.

En el mismo sentido, la intoxicación crónica de ratas hembras con CPF indujo

cambios proliferativos en la glándula mamaria de los animales. Por otra parte, los

estudios realizados utilizando un modelo de carcinogénesis química, evidenciaron los

efectos del plaguicida sobre la tumorigénesis mamaria, los cuales podrían relacionarse

con el incremento en el porcentaje de lesiones proliferativas inducidas por el tóxico en

esta glándula. Asimismo, el CPF alteró los niveles circulantes de hormonas esteroideas

e hipofisarias y la esteroidogénensis ovárica en los animales.

En conjunto, esos resultados dan cuenta de los efectos del CPF como DE en

diferentes modelos experimentales, tanto in vitro como in vivo. La investigación de los

efectos de este plaguicida sobre otros órganos cuyo desarrollo se encuentra regulado por

las hormonas esteroideas, como el útero o el ovario, contribuirá al esclarecimiento de

los efectos de este plaguicida como DE. Asimismo, consideramos necesario profundizar

los estudios sobre los efectos del CPF en el desarrollo de la glándula mamaria,

analizando sus efectos en diferentes etapas del proceso, desde el nacimiento hasta la

preñez.
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Si bien bajas concentraciones de CPF (0,05 µM) indujeron la proliferación de las

células MCF-7, una mayor concentración de este tóxico (50 µM) derivó en la

disminución de la capacidad clonogénica, mediada por un incremento en los niveles de

ERO y la fosforilación de la proteína ERK1/2. Estos cambios fueron acompañados por

alteraciones en el ciclo celular y el incremento de la muerte por necrosis.

Debido a que el incremento de ERO se encuentra íntimamente vinculado con

diferentes procesos que subyacen al desarrollo neoplásico, creemos relevante el estudio

de los efectos producidos por antioxidantes naturales sobre las acciones inducidas por el

plaguicida en nuestro modelo experimental.

En resumen, nuestros resultados aportan nueva información acerca de los

mecanismos de acción del plaguicida CPF en las células mamarias. Además de interferir

con el metabolismo redox, el CPF regula la activación de diferentes vías de

señalización, desregula el sistema endócrino, modifica la histología del tejido mamario

y afecta la carcinogénesis en este tejido. Estos resultados, advierten sobre los efectos

adversos de este plaguicida para la salud humana y su papel como factor de riesgo en la

carcinogénesis mamaria. Una menor exposición a estos factores requiere la

modificación de diferentes hábitos de vida y pautas culturales que involucran un largo

proceso y la intervención de diferentes actores de la sociedad.

En este sentido, el control de la aplicación de plaguicidas, incluyendo las

concentraciones utilizadas, los momentos y lugares de aplicación y la protección

adecuada de los trabajadores, constituye un factor clave en la reducción de la exposición

a estos compuestos. Consideramos que el control del cumplimiento de las normativas

vigentes debe constituir una práctica rutinaria, realizada de manera estricta y periódica

por profesionales idóneos.

Por otra parte, la revisión de los valores de referencia que determinan las dosis

ambientalmente seguras debe ser revisada teniendo en cuenta las investigaciones y

estudios epidemiológicos realizados por profesionales y expertos. En relación a esto, en

los últimos años se ha discutido ampliamente la pertinencia del estudio de los efectos

producidos por plaguicidas y otros contaminantes en dosis inferiores a los límites

establecidos por la IDA y el NOAEL. En vista de nuestros resultados, y teniendo en
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cuenta la extensa bibliografía existente, queda demostrada la importancia de estos

estudios, teniendo en cuenta, en particular, que los efectos sobre el sistema endócrino se

observan a dosis considerablemente menores a las establecidas como límites seguros.

Esta visión constituye un cambio paradigmático en el campo de la toxicología, cuya

aceptación dependerá del esfuerzo integrado de los profesionales de diferentes áreas.

Otro aspecto que debemos señalar, refiere a que, en la mayoría de los estudios

toxicológicos, se detallan los efectos de un plaguicida en particular. Si bien nuestros

resultados aportan una valiosa información 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 fumigación. En este sentido, la aplicación de diferentes insecticidas, herbicidas

y otras sustancias conlleva a la existencia de múltiples compuestos en el ambiente, los

cuales podrían actuar de forma sinérgica afectando a la salud de los habitantes.

Finalmente, no podemos dejar de destacar el papel fundamental de la

capacitación e instrucción del personal que manipula estos compuestos, y de los

pobladores de regiones cercanas, con el fin de alertarlos sobre los efectos deletéreos de

los plaguicidas sobre su salud y la de las generaciones futuras. En este sentido, nuestra

función como miembros de la comunidad universitaria radica en la difusión de los

resultados obtenidos, no sólo en prestigiosas revistas internacionales, sino también en

medios de comunicación local, congresos científicos nacionales, y charlas informativas

a las cuales puedan acceder los individuos afectados.
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El cáncer de mama es la patología maligna más común entre las mujeres de todo

el mundo y los factores ambientales mantienen una estrecha relación con la etiología de

esta enfermedad. A pesar de que las evidencias son cada vez más contundentes, la

relación entre la incidencia de cáncer de mama y la exposición a los plaguicidas

aplicados en las zonas agrícolas aún permanece sin resolver.

El estudio de estos compuestos ha despertado el interés de la comunidad

científica, debido a que muchos plaguicidas son capaces actuar como DEs a través de

numerosos mecanismos que convergen en la desregulación del sistema hormonal.

El CPF es un plaguicida organofosforado ampliamente utilizado en nuestro país

y el mundo para el control de plagas en diferentes cultivos. Su principal mecanismo de

acción, lo constituye la inhibición de la enzima AChE presente en el sistema nervioso

central y periférico. Sin embargo, se ha demostrado que este plaguicida adicionalmente

interfiere en la síntesis de macromoléculas, interacciona con receptores celulares,

modula diferentes vías de transducción de señales y modifica el balance redox celular.

En este trabajo, evaluamos los diferentes mecanismos de acción del CPF que

puedan interferir en el desarrollo de la glándula mamaria y/o en la transformación

maligna de este tejido, con especial interés en el estudio de sus efectos como DE y en la

alteración del balance redox.

En primer lugar, evaluamos los efectos del CPF sobre la proliferación y el ciclo

celular en líneas celulares derivadas de adenocarcinomas mamarios humanos con

diferente grado de diferenciación. Utilizamos la línea celular MCF-7, la cual expresa el

REα y responde a los estímulos estrogénicos y la línea celular MDA-MB-231, la cual

carece de dicho receptor. Las concentraciones de CPF utilizadas, comprendidas entre 0

y 50 µM, fueron seleccionadas de acuerdo a los niveles comúnmente hallados en el agua

y el suelo de áreas cercanas a sitios de aplicación.

Nuestros resultados indicaron que el CPF (0,05 µM) induce la proliferación de

las células MCF-7 a través del REα. Adicionalmente, esta concentración del tóxico

indujo la inactivación de Gsk-3β, la translocación nuclear de β-catenina y el incremento
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en la expresión de ciclina D1. Estos efectos, solo fueron observados en la línea celular

MCF-7.

Por otra parte, la exposición de las células a una mayor concentración del

plaguicida (50 µM) derivó en una disminución de la capacidad clonogénica en ambas

líneas celulares. Este efecto, fue acompañado por la acumulación de células en

diferentes fases del ciclo y por la alteración de la expresión de las proteínas que lo

regulan, lo cual condujo a un incremento de la necrosis celular.

Con el fin de profundizar nuestros estudios sobre la acción del CPF como un

posible DE, evaluamos el efecto de este plaguicida sobre el desarrollo de la glándula

mamaria de rata. Para ello, utilizamos ratas hembras de la cepa Sprague Dawley, las

cuales fueron intoxicadas con diferentes dosis de CPF. La intoxicación comenzó a los

40 días de vida de los animales, durante la etapa de desarrollo puberal de la glándula

mamaria y se prolongó durante 100 días, momento en el que los animales alcanzan su

madurez.

Las dosis utilizadas fueron seleccionadas de acuerdo a los límites

internacionales, los cuales establecen una ingesta diaria admisible de 0,01 mg/Kg/día y

un NOAEL (máximo nivel al cual no se observan efectos adversos) de 1,00 mg/Kg/día.

En este modelo, observamos un incremento en el número de ductos y brotes

alveolares en la glándula mamaria de los animales intoxicados con el plaguicida, lo cual

fue acompañado por un incremento en el porcentaje de lesiones proliferativas benignas

como la adenosis y la hiperplasia ductal en este tejido. Adicionalmente, el CPF

incrementó la expresión del RPg y disminuyó la fosforilación del REα.

En este trabajo, demostramos que el CPF afecta el sistema endócrino

modificando los niveles circulantes de la gonadotrofina LH y alterando la

esteroidogénesis ovárica, lo cual condujo a una disminución en los niveles séricos de

hormonas esteroideas.

Adicionalmente, evaluamos el efecto del CPF sobre la carcinogénesis mamaria,

utilizando un modelo tumorigénesis inducida químicamente. Entre los resultados más
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relevantes obtenidos en este modelo experimental, se encuentran la disminución del

período de latencia tumoral y el incremento del número de tumores por rata. Además, el

CPF disminuyó la expresión de los receptores REα y RPg en los tumores.

Por último, los eventos sobre el sistema redox desencadenados por la exposición

de las células a CPF 50 µM fueron observados en ambas líneas celulares empleadas, en

las cuales los niveles de ERO se encontraron incrementados. Adicionalmente,

observamos modificaciones en los componentes del sistema antioxidante celular,

fundamentalmente en la actividad de las enzimas CAT y SOD. En las células MCF-7,

las cuales presentan menores niveles de enzimas antioxidantes, estos eventos derivaron

en un incremento del daño celular.

Finalmente, el efecto del CPF sobre el sistema redox se encontró vinculado a la

fosforilación de la quinasa ERK1/2. En este trabajo, demostramos que tanto la

desregulación del balance redox como la fosforilación de ERK1/2, se encuentran

involucrados en la disminución de la capacidad clonogénica inducida por el CPF.

En conjunto, estos resultados aportan nueva información acerca de los

mecanismos de acción del plaguicida CPF en las células mamarias. Además de interferir

con el metabolismo redox, el CPF regula la activación de diferentes vías de

señalización, desregula el sistema endócrino, modifica la histología del tejido mamario

y afecta la carcinogénesis en este tejido. Estos resultados, advierten sobre los efectos

adversos de este plaguicida sobre la salud humana y su papel como factor de riesgo para

la carcinogénesis mamaria.
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A
AChE Acetilcolinesterasa

ADN Ácido desoxirribonucleico

AF-1 Dominio de activación independiente de ligando del RE

ALAT Alanina aminotransferasa

AMPc Adenosina monofosfato cíclico

ANMAT Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica

ANOVA Análisis de la varianza

ARN Ácido ribonucleico

ASAT Aspartato aminotransferasa

ATCC del inglés: American Type Culture Collection

B
BChE Butirilcolinesterasa

BMD10 Dosis estimada que resulta en una modificación del 10 % en la actividad AChE

eritrositaria

BMDL10 Límite inferior del intervalo de confianza del 95 % para el valor de la BMD10

BPA Bifenol A

BRCA1 del inglés: Breast Cancer 1

BRCA2 del inglés: Breast Cancer 2

BrdU 5-bromo-2’-deoxiuridina

BSA Seroalbúmina bobina

C
°C Grado Celsius

CAT Catalasa

CBG Globulina transportadora de cortisol, del inglés: Cortisol Binding GlobulinCdks Quinasas dependientes de ciclinas, del inglés: Cyclin-Dependent Kinase

CE Carboxilesterasas

CI Carcinoma invasivo

CIS Carcinoma in situ

cPAD Dosis poblacional ajustada por exposiciones crónicas

CPF Clorpirifos

CPFO Clorpirifos oxón
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CSCs Células madre del cáncer, del inglés: Cancer Stem Cells

c-Src Proteína co-activadora de los receptores de hormonas esteroideas, del inglés:

Steroid Receptor Co-activators

CuZn SOD Isoforma citosólica de la enzima SOD

CYP Familia del 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 diclorodihidrofluoresceína

DDT Diclorodifeniltriclorohexano

DE Disruptores endócrinos

DE Desvío estándar

DEA Dietanolamina

DHEA Dehidroepiandrosterona

dl Decilitro

DL50 Dosis letal media

DMPO 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-oxido

DMSO Dimetilsulfóxido

DO Densidad óptica

dpc Días posteriores al coito

dpp Días posteriores al parto

DTNB Ácido 5,5'-ditiobis-nitrobenzoico

DTT DL-ditiotreitol

E
E2 Estradiol

EC SOD Isoforma extracelular de la enzima SOD

EDTA Ácido etilendiaminotetracético

EEM Error estándar de la media

EE.UU. Estados Unidos
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EFSA Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria, del inglés: European Food Safety

Authority

EPR Resonancia paramagnética electrónica, del inglés: Electron Paramagnetic

Resonance

ERE Elemento de respuesta a estrógenos

ERK1/2 Quinasas reguladas por señales extracelulares, del inglés: Extracellular signal

Regulated Kinases

ERN Especies reactivas del nitrógeno

ERO Especies reactivas del oxígeno

ERP Elemento de respuesta a progesterona

EtOH Etanol

F
FDA Administración de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos, del inglés: Food

and Drug Administration

FITC Isotiocianato de fluoresceína, del inglés: Fluorescein Isothiocyanate

FSH Hormona folículo estimulante

G
g Gramo

g Aceleración de la gravedad

GH Hormona de crecimiento, del inglés: Growth Hormone

GHz Giga hertz

GnRH Hormona liberadora de gonadotrofinas, del inglés: Gonadotropin Releasing

Hormone

GPR30 Receptor de estógeno acoplado a proteína G

GPX Glutatión peroxidasa

GR Glutatión reductasa

GSH Glutatión reducido

Gsk-3β Glicógeno sintasa quinasa 3β

GSSG Glutatión oxidado

GST glutatión-S-transferasa
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H
HCB Hexaclorobenzeno

HCH Hexaclorocicloexano

HDA Hiperplasia ductal atípica

HE Hematoxilina-eosina

HER2 Receptor del factor de crecimiento epidérmico 2, del inglés: Human Epidermal

Growth Factor Receptor 2

HO˙ Radical hidroxilo

H2O2 Peróxido de hidrógeno

I
IARC Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer, del Inglés:

International Agency of Research on Cancer

IBYME Instituto de Biología y Medicina Experimental

ICI ICI 182,780

IDA Ingesta diaria admisible

IFCC Federación Internacional de Química Clínica y Medicina de Laboratorio, del

inglés: International Federation of Clinical Chemistry Laboratory Medicine

IGF-I Factor de crecimiento insulínico tipo I, del inglés: Insulin Growth Factor I

IGF-IR Receptor del factor de crecimiento insulínico tipo I

IgG Inmunoglobulina G

INK4 Inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas

i.p. Vía de administración intraperitoneal

IP Ioduro de propidio

IT Incidencia tumoral

J
JNK c-Jun N-terminal

K
KDa Kilodalton

Kg Kilogramo

L
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L Litro

LH Hormona luteinizante

LOB Estructuras alveolares

LO˙ Radical alcoxilo

LOO˙ Radical peroxilo

M
M Molar

mA Miliamper

MAPK Proteínas quinasas activadas por mitógenos, del inglés: Mitogen Activated

Protein Kinases

MDA Malondialdehído

MEK1 Quinasa regulada por señales mitogénicas extracelulares 1, del inglés: Mitogen

Extracellular signal-regulated Kinase 1

MET Metástasis

mg Miligramo

MG Media geométrica

ml Mililitro

mm Milimetro

mM Milimolar

Mn SOD Isoforma mitrocondrial de la enzima SOD

ms Milisegundo

MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol

mW Mili watt

N
N Concentración normal

NAC N-acetil-cisteína

NADH Dinucleótido de adenina y nicotinamida, del inglés: Nicotinamide Adenine

DinucleotideNADPH Dinucleótido de adinina y nicotinamida, del inglés: Nicotinamide Adenine

Dinucleotide Phosphate

ng Nanogramo

NIH Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos, del inglés: National

Institutes of Health
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nm Nanómetros

nM Nanomolar

NMU N-nitroso-N-metilurea

NO Óxido nítrico

NOAEL Nivel al cual no se observan efectos adversos, del inglés: No Observed Adverse

Effect Level

NOS Óxido nítrico sintasa

ns No significativo

O
O2 Oxígeno

O2˙¯ Anión superóxido

OMS Organización Mundial de la Salud

ONOO¯ Peroxinitrito

OP Organofosforado

P
p significancia estadística

PBS Solución amortiguadora de fosfato de sodio

PBS-T Solución amortiguadora fosfoato de sodio con Tween 20 0,05 %

PCB Bifenilo policlorado

PCNA Antígeno nuclear de células proliferantes, del inglés: Proliferating Cell Nuclear

Antigen

p-ERK1/2 Proteína ERK1/2 fosforilada

pg Picogramo

Pg Progesterona

p-Gsk-3β Gsk-3β fosforilada en su serina 9

PI3K Fosfoinositol-3 quinasa

PKC proteína quinasa C

PL Período de latencia tumoral

PON1 Paraoxonasa 1

ppb Partes por billón

p-REα Receptor de estrógeno alfa fosforilado en su tirosina 537

PSA Persulfato de amonio

p/v Peso en volumen
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PVDF Fluoruro de polivinilideno

R
RA Receptor de andrógenos

RE Receptor de estrógeno

REα Receptor de estrógeno alfa

REβ Receptor de estrógeno beta

REL Retículo endoplasmático liso

REn Retículo endoplasmático

RI Receptor de insulina

RPg Receptor de progesterona

RPg-A Isoforma A del receptor de progesterona

RPg-B Isoforma B del receptor de progesterona

RPrl Receptor de prolactina

S
SDS Dodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS

SFB Suero fetal bobino

-SH Grupo tiol

SHBG Globulina transportadora de hormonas sexuales, del inglés: Steroid

Hormone Binding Globulin

SOD Superóxido dismutasa

StAR Proteína reguladora de la esteroidogénesis aguda, del inglés: Steroidogenic

Acute Regulatory protein

T
T Testosterona

TBARS Sustancias reactivas al ácido 2-tiobarbitúrico, del inglés: Thiobarbituric Acid

Reactive Substances

TCPY 3,5,6-tricloro-2-piridinol

TEA Trietanolamina

TEB Brotes terminales, del inglés: Terminal End Bud

TEMED N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina

T-REα Receptor de estrógeno alfa total
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U
U UnidadUSEPA Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos, del inglés: United

States Environmental Protection Agency

V
v.o. Vía de administración oral

v/v Volumen en volumen

W
WAF/KIP WAF/proteínas inhibidoras de quinasas

ɛ
ε Coeficiente de extinción

λ
λex Longitud de onda de excitación

λem Longitud de onda de emisión

µ
µg Microgramo

µl Microlitro

µmol Micromol

3β-HSD 3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa

15d-PGJ2 15-deoxi-Δ12,14-prostaglandina J2

17β-HSD 17β-hidroxiesteroide deshidrogenasa


