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RESUMEN

Existen una serie de compuestos orgénicos e inorganicos utilizados en la agricultura con
la finalidad de prevenir, destruir y controlar distintos tipos de plagas. Muchos de ellos
tienen la capacidad de acumularse tanto en agua como en suelo y ademas persistir en
esos ambientes por intervalos distintos de tiempo. Clorpirifos (CHP) es un compuesto
quimico ampliamente utilizado alrededor del mundo en méas de diez tipos de cultivo. A
pesar de que se cuenta con informacion sobre los efectos adversos que éste pueda causar
en organismos Vivos, aun no se ha clasificado como un disruptor endocrino que se
define como cualquier compuesto capaz de modificar las respuestas de hormonas como
los estrogenos. El estradiol actia mediante dos vias, la via clésica dependiente de
receptores nucleares a estrégenos (ER) y la via no clésica, dependiente del receptor de
membrana GPER-1. Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue determinar si
CHP es capaz de actuar como un disruptor endocrino por la via no clasica estrogénica.
Células MCF-7 fueron tratadas con CHP en ausencia o presencia del inhibidor
especifico de GPER-1, G15. CHP provocé proliferacion celular a través de la via de
GPER-1 y se observd un 35% de disminucion sobre la expresion del gen CTGF, el cual
depende directamente de la via GPER-1. No se observaron efectos sobre la activacién
de la proteina AKT, la cual es una proteina rio abajo de la via. Los resultados obtenidos
sugieren que CHP acttia como disruptor estrogénico por la via no clésica sin embargo,
serd necesario confirmar dicho hallazgo estudiando la expresion cuantitativa de genes

blanco asi como la activacién de otras proteinas relacionadas con la via.

Palabras Clave: AKT, cancer de mama, Clorpirifos, disruptores endocrinos, factor de

crecimiento de tejido conectivo, GPER-1, receptores estrogénicos, xenoestrdgenos.
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SUMMARY

There are a number of organic and inorganic compounds currently used in agriculture in
order to prevent, destroy and control different types of pests. Many of them have the
ability to accumulate both in soil and water, and can persist in these environments for
different periods of time. Chlorpyrifos (CHP) is a chemical compound widely used
around the world in more than ten types of crops. Although information is available
about the adverse effects that it can cause in living organisms, is not yet classified as an
endocrine disruptor; which is defined as any compound capable of modifying the
responses of hormones such as estrogen. Estradiol acts in two ways, the classical
pathway dependent on nuclear estrogen receptors (ER) and the nonclassical pathway
dependent on the membrane receptor GPER-1. Therefore, the objective of this study
was to determine whether CHP is able to act as an endocrine disrruptor in the
nonclassical estrogenic pathway. MCF-7 cells were treated with CHP in the absence or
presence of the specific inhibitor of GPER-1, G15. CHP caused cell proliferation by the
GPER-1 pathway and a 35% decrease in the expression of CTGF gene was observed,
which depends directly on the GPER-1 pathway. No effects on AKT protein activation
were observed, which is a downstream protein on this pathway. The results suggest that
CHP acts as an estrogen disruptor of the nonclassical pathway however, it will be
necessary to confirm this finding by studying the quantitative expression of target genes

as well as the activation of other proteins involved in the pathway.

Keywords: AKT, breast cancer, Chlorpyrifos, connective tissue growth factor,

endocrine disruptors, estrogen receptors, GPER-1, xenoestrogens.
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1. INTRODUCCION

A lo largo de la historia de la civilizaciobn humana, una de las actividades que le
permitio al hombre un cambio de estilo de vida nGmada y convertirse en sedentario fue
la agricultura. Sin embargo, con el desmesurado incremento demografico, el
calentamiento global y los cambios de uso de suelo, la demanda alimenticia cada dia es
mayor. Una de las alternativas empleadas para poder obtener una mayor produccion
sobre los cultivos agricolas ha sido el uso de distintas sustancias destinadas a prevenir,
destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo sus vectores (Berge-Santibafiez 2004).
La mayoria de estos compuestos son de origen quimico y/o sintético conocidos como
plaguicidas, los cuales pueden clasificarse de acuerdo a su estructura quimica, funcion,
plaga blanco, toxicidad y persistencia (Shanle y Xu, 2010). Muchos de los compuestos
perduran en el ambiente y modifican los ciclos biogeoquimicos por medio de
volatilizacién, lixiviacion o escurrimientos. Por lo tanto, los organismos que estan en
contacto con estos compuestos, conocidos como xenobi6ticos tienen la capacidad de
absorberlos, acumularlos e integrarlos en la cadena trofica, lo cual afecta la salud del

ecosistema y de los organismos (Argemi et al., 2005; Tabb y Blumbery, 2006).

Existen mdltiples evidencias sobre los efectos de contaminacion causados por
xenobidticos en muchas especies de animales silvestres y en humanos (Silva et al.,
2010). De manera mas especifica, s6lo algunos de los xenobidticos que se producen y
liberan tienen la capacidad de actuar como disruptores endocrinos, es decir que cambian
o alteran la funcién endocrina de los organismos, lo cual tiene efectos en ellos mismos y
en su progenie a nivel de la sintesis, metabolismo y transporte hormonal (Stahlschidt-
Allner et al., 1997). Asi mismo, los compuestos que afectan la funcionalidad de
hormonas esteroideas tales como los estrégenos se les ha denominado como
xenoestrogenos, los cuales afectan el metabolismo a nivel neuroldgico, inmunolégico y
reproductivo e incluso pueden llegar a tener impacto sobre el cancer. A nivel celular
estos disruptores compiten por el sitio de union de las hormonas internas tales como el
estradiol (E,) (Diamanti-Kandarakis et al., 2009).

Clorpirifos es un compuesto organofosforado que en su estructura quimica también
posee elementos cloro, lo cual le permite sedimentar y acumularse, aungque sea en pocas
cantidades, sobre suelo y agua (Cocker et al., 2002). Dicho compuesto no ha

demostrado actuar como un disruptor endocrino fuerte sobre las respuestas celulares que



siguen los estrégenos sobre la ruta clasica donde participan los receptores estrogenicos
especificos ERa y ERB (Crupton et al., 2000; Ventura et al., 2012). Sin embargo, existe
evidencia de que éste es capaz de activar a la proteina adenilato ciclasa (AC) (Song et
al., 1997), la cual esta involucrada con la accion de receptores acoplados a proteinas G
(Filardo, 2002).

Por otro lado, desde hace algunos afios se descubrid la participacion de un receptor
acoplado a proteinas G con alta afinidad por E, y se le denominé GPR30 dado que no se
conocia su ligando, aunque actualmente en el humano su acrénimo es GPER-1 (Watson
et al., 2011). Dicho receptor estd compuesto por tres subunidades principales que, al ser
activado por E; o algunos otros agonistas, da lugar al seguimiento de distinas vias entre
las que se encuentran AC-AMPc-PKA por la subunidad a, mientras que las subunidades
By activan la transactivacion de Src-PI3K-AKT-eNOS y Ras-Raf-MEK-MAPK. Su
accion también se da sobre la expresion mayoritaria del gen del factor de crecimiento de
tejido conectivo (CTGF) que esté involucrado en adhesion y migracion celular (Pandey
et al., 2009). Por ultimo, su activacion también se ha asociado con la metéstasis de
células de cancer mamario dado que su ausencia resulta en un menor riesgo (Wang et
al., 2010; Jiang et al., 2011).

Con base en esta informacion, en el presente trabajo se hipotetizo que Clorpirifos podria
actuar como un disruptor endocrino, especificamente como xenoestrégeno, por la via
alterna de sefializacion estrogénica donde participa el receptor membranal GPER-1. Las
observaciones experimentales se llevaron a cabo mediante la determinacion de tres
objetivos especificos que incluyen : i) el analisis del comportamiento proliferativo de un
modelo celular responsivo a estrogenos (la linea celular de epitelio mamario
transformado MCF-7) ii) la evaluacion de expresion genica especifica de los receptores
ERa, ERB, y el gen CTGF, y iii) la determinacion del nivel de fosforilacion como
indicador de la actividad de la proteina AKT, ya que esta involucrada en la sefializacion

de receptores acoplados a proteinas G.



2. ANTECEDENTES
2.1 La agriculturay el uso de plaguicidas organofosforados

Dia tras dia el aumento de la poblacion humana, el consumo per capita y la complejidad
de los centros urbanos han promovido un incremento constante sobre la demanda de
alimentos, fibras y energia por lo que se han intensificado actividades antropogénicas
tales como la agricultura (De la Fuente y Suarez, 2008). A partir de los afios 60, la
revoluciéon verde optimiz6é la produccion agricola mediante el uso de maquinaria
tecnoldgica y compuestos quimicos como plaguicidas, herbicidas e insecticidas para el
control de plagas de animales como los insectos, plantas u hongos (Carabias, 1988).
Desde entonces, la produccién agricola aument6 sustancialmente en los paises como
Estados Unidos, Brasil, México, China e India a causa de la gran demanda de productos
agricolas y al desarrollo agroindustrial, incluso se considera que mas del 60 % de la
poblacién econdmicamente activa de los paises en desarrollo depende de la agricultura
(Albert, 1996). Sin embargo, estas actividades han acarreado problemas ambientales
globales tales como la alteracion de ciclos biogeoquimicos, la dispersion de plagas de
mas alla de los limites geograficos naturales, los cambios en el uso de la tierra, entre

otros, (De la Fuente y Suarez, 2008).

La agricultura no sustentable y el mal manejo de los plaguicidas han dado lugar a su
libre exposicion en el medio aéreo, acuifero o terrestre, lo cual provoca alteraciones de
la salud de organismos y del ecosistema, en muchos casos, de manera irreversible
(Colborn et al., 1993; Andrei y Mena 2006). A nivel mundial se estima que el 3% de los
trabajadores agricolas expuestos a plaguicidas presentan anualmente intoxicacién aguda
por plaguicidas y que mas del 50% de estas intoxicaciones agudas ocurre en los paises
en vias de desarrollo (OMS, 2003).

En México, aproximadamente 7 millones de personas se dedican a la agricultura y se
estima que alrededor del 25.4% de ellas pueden estar expuestas directamente a los
plaguicidas (Leyva-Morales, 2009). Aunado a esto, en nuestro pais se utilizan 13 (60%)
de de los 22 plaguicidas clasificados como perjudiciales para la salud y el ambiente, el
42% se fabrica en el pais y se emplean 30 de 90 plaguicidas que han sido prohibidos o
restringidos en EUA (INEGI 1997 en: Martinez-Valenzuela y Gomez-Arroyo, 2007). La
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y Alimentacion (FAO, por sus



siglas en inglés) y la Agencia de Proteccion ambiental (EPA, por sus siglas en inglés)
define a los plaguicidas como “cualquier sustancia o mezcla de sustancias destinadas a
prevenir, destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo vectores” (Diamanti-
Kandarakis et al., 2009). Su clasificacion esta dada de acuerdo a la familia quimica a la
que pertenecen (organoclorados, organofoforados, carbamatos y piretroides), su plaga
blanco, su toxicidad, con base en su persistencia en el ambiente o de acuerdo a su

funcién (Leyva-Morales, 2009).

Los plaguicidas son desplazados fuera de las areas en los cuales son aplicados
principalmente mediante la transmision atmosférica. Se estima que, de acuerdo con las
condiciones ambientales, entre el 40 y el 80% del volumen que se aplica se pierde por
volatilizacién (Plimmer, 1992). Diferentes proporciones de estos compuestos se
depositan y/o concentran en otras areas terrestres o directamente en los cuerpos
acuaticos. Al entrar al ambiente, los plaguicidas quedan expuestos a los diferentes flujos
de energia, como los movimientos del aire y del agua, que actdan como mecanismos de
transporte a otro sitio. Las rutas de estos contaminantes pueden ser ciclicas y estan
condicionadas por factores ecoldgicos y climaticos (Chiou et al., 1977; Torrence y
Fosbraey, 1982). Por ejemplo, pueden ser transportados por las aguas de escurrimiento
y ligarse con la materia organica a los solidos suspendidos y a los sedimentos que son
arrastrados por la misma escorrentia, fendbmeno conocido como adsorcién (Vizcaino,
1986).

Los ecosistemas contaminados con compuestos quimicos exogenos (CQE) o
xenobidticos estan siendo perjudicados en mas de un nivel sobre la cadena trofica ya
que, algunos CQE pueden acumularse y/o persistir en el suelo. Asi mismo pueden
concentrarse a través de la via respiratoria y dérmica de los organismos que estan en
contacto directo (Dinham, 1994; Porte et al., 2002; Matozzo et al.,, 2008).
Consecuentemente, cuando este organismo es depredado, el compuesto se concentrara
concentrado en el depredador con respecto a la fuente de origen (Hutchinson y Pickford,
2002). A este tipo de procesos biolégicos se les conoce como bioacumulacion,

bioconcentracién y biomagnificacion, respectivamente (Colborn et al., 1993).

Respecto al uso de agroquimicos en México, en la década de 1990-2000 los plaguicidas
mas comercializados fueron los organofosforados (67% de las ventas), los

organoclorados (15%) y los carbamatos (6%) (Albert, 1996). Se estima que los



plaguicidas organofosforados como malation, paration, monocrotofos y clorpirifos estan
en el rango de ser los mas usados (Mee et al., 1991). Por ejemplo, en areas agricolas de
la planicie costera del noreste de México los cultivos son muy tecnificados e intensivos
y los plaguicidas organofosforados han empezado a desplazar a los organoclorados
(Zazueta, 2003).

Los compuestos organofosforados (OFs) son organicos pero altamente toxicos (Zazueta,
2003). Su férmula general deriva del acido fosforico y sus metabolitos (oxones y tiones)
son toxinas que actdan a nivel neuroldgico inhibiendo la actividad de la enzima
acetilcolinesterasa. Dicha enzima evita la acumulacion de acetilcolina en los huecos
sinapticos, por lo tanto su inhibicion causa que la transmision de los impulsos nerviosos
sea muy lenta e incluso nula causando asi dafios en el SNC o la muerte por paralisis
respiratoria (Payne et al., 1996; Newman y Unger, 2003, Leyva-Morales, 2009). En
general, los OFs son muy poco estables bioquimicamente y, por lo tanto, se supone que
el tiempo de vida ambiental medio va de algunas semanas a algunos meses (Osuna-
Lopez et al., 1998; Zazueta, 2003). Generalmente tienen una mayor solubilidad que los
compuestos organoclorados y se degradan a través de la hidro6lisis catalitica de bases sin
embargo, son mucho mas persistentes en suelo y sedimentos (Newman y Unger, 2003).
De esta manera podrian entrar al ambiente causando dafios a nivel de los organismos o a
nivel ecoldgico e, incluso, muchos de estos compuestos pudieran presentar potencial de

disruptores endocrinos (Anguiano et al., 2007).
2.2 Disruptores Endocrinos Quimicos

De acuerdo con la agencia de proteccion ambiental de los Estados Unidos de América
(USEPA, por sus siglas en inglés), los disruptores endocrinos quimicos (DEQ) son
sustancias exdgenas que interfieren con la funcién homeostatica hormonal de un
organismo (USEPA, 2000; 2001; 2002). Estos acttian a distintos niveles celulares donde
se incluye la sintesis, secrecion, transporte y/o metabolismo hormonal (Tabb y
Blumbery, 2006; Diamanti-Kandarakis et al., 2009., Le Maire et al., 2010), mismos que
repercuten sobre el desarrollo, la reproduccién, y el funcionamiento neuroldgico e
inmunoldgico, asi como procesos oncogénicos. Dichos efectos pueden presentarse tanto
en humanos como en animales de vida silvestre (Stahlschmidt-Allner 1997, Blom et al.,
1998).



Entre los compuestos disruptores se encuentran diversos plaguicidas, insecticidas y
fungicidas que, a su vez, pueden contener compuestos organoclorados Yy/o
organofosfatados generados a partir de actividades humanas como la industria y la
agricultura. Al ser liberados al ambiente, éstos pueden infiltrarse en el suelo y
contaminar el agua subterranea, las areas industriales y de agricultura. Asi mismo,
muchos de ellos forman mezclas complejas e, incluso, pueden actuar de forma sinérgica
alterando en mayor grado la homeostasis hormonal del organismo. Ademas, estas
moléculas lipofilicas pueden ser persistentes y liposolubles (Argemi et al., 2005) con
capacidad de biomagnificarse en la cadena alimenticia (Orlando y Guillette, 2002; Le
Maire et al., 2010). Algunos animales invertebrados no tienen la capacidad de eliminar
metabolicamente los insecticidas y se quedan acumulados en sus tejidos (Newman y
Unger, 2003).

En el humano, la acumulacion de disruptores endocrinos ocurre a través del consumo de
agua contaminada, respirar el aire contaminado o ingerir alimentos contaminados e
incluso, directamente con el mismo contacto con suelo de los cultivos contaminados
(Diamanti-Kandarakis et al., 2009). Existen estudios donde se ha mostrado que las
personas que trabajan con plaguicidas, fungicidas y otros quimicos industriales toxicos
presentan mayor riesgo de padecer anormalidades reproductivas y/o endocrinas (Soto et
al., 1991). Una vez que estan en contacto con las células blanco, los xenobi6ticos actdan
sobre ellas alterando al sistema endocrino de varias maneras, y utilizando vias celulares
que incluyen receptores nucleares, de membrana, el receptor aril hidrocarbon o
maquinarias enzimaticas involucradas en la biosintesis metabdlica de hormonas (Le
Maire et al., 2010). Algunos ejemplos de vias no reguladas por receptor incluyen
alteraciones en la sintesis, metabolismo y secrecion de hormonas endogenas (Soto et al.,
1995; Denslow y Sepulveda, 2007).

Muchos de los efectos reportados de los DEQ se han atribuido a la interferencia con
sefializaciones hormonales mediante receptores nucleares, mimetizando asi los efectos
de las hormonas enddgenas y la subsecuente expresion de genes especificos (Soto et al.,
1995). Dichos disruptores tienen la potencialidad de actuar como agonistas o
antagonistas de los receptores dependiendo la concentracion. Las vias por las que actdan
juegan un papel importante sobre la homeostasis hormonal, sexual y reproductiva para

diferentes grupos de vertebrados en los que se incluye a aves, peces, anfibios reptiles y



mamiferos como el humano (Colborn et al., 1993). En la actualidad se conocen unos 45
compuestos con propiedades disruptoras confirmadas y unos 600 considerados
potenciales disruptores endocrinos, los cuales han sido introducidos en los circuitos

ambientales y estan presentes en la vida cotidiana (Argemi et al., 2005).
2.3 Clorpirifos [O, O-dietil O-(3, 5,6-tricloro-2-piridinil)-fosforotioato]

Clorpirifos (CHP) Es un compuesto quimico comUnmente utilizado en el control de
plagas en el suelo, de insectos foliares y en muchos zonas de cultivo agricola (Kidd,
1991). Introducido al mercado a partir de 1965, ha sido utilizado a nivel mundial
(Canesi et al., 2011) en multiples cultivos entre los que se encuentran jitomate, frijol
ejotero, cafia de azlcar, chile, maiz, pepino, alfalfa, sorgo, soya, trigo, manzana,
naranja, toronja, tabaco, arroz y en potreros (CICOPLAFEST, 2004). Existen multiples
estudios sobre la presencia contaminante del compuesto en diversos ecosistemas. Por
ejemplo: Readman et al., (1992), observaron la presencia de CHP en los sedimentos de
la region costera de Altata-Ensenada de Pabellén en una concentracion por arriba de 34
ng/g en sedimento seco recolectado e, incluso, esta concentracion es mucho mas alta
que la encontrada para ppDDT o Dieldrin. Osuna-Lépez et al. (1998) encontraron
residuos de 14 compuestos organofosforados en sedimentos colectado en 21 sistemas
costeros de Sonora, Sinaloa, Nayarit, Jalisco y Colima; entre ellos CHP estuvo presente
en 34 muestras. Kard y McDaniel (1993) observaron 858-990 pg/g de CHP en
sedimentos de rio Mississippi y después de un afio el remanente era de 777-791 ug/g.
Asi mismo en este mismo afio en San Francisco, California se reportd una
concentracion de CHP de 2.3 y 3.9 ng/g en dos estaciones costeras (Domagalski y
Kiuvila, 1993).

Los datos presentados dan evidencia de que este compuesto agroguimico tiene la
capacidad de acumularse en sedimentos estuarinos y agricolas. Por otro lado, CHP se ha
Ilegado a considerar como un compuesto altamente toxico a pesar de sus caracteristicas
quimicas que le confieren la capacidad de degradarse rapidamente en comparacion con
otros compuestos organoclorados tales como el DDT y que, ademas, en poco tiempo
tiene la potencialidad de afectar a la biota acuatica. Por ejemplo, en el sistema estuarino
Altata-Ensenada de Pabellén se encontré una dosis letal media (LDsp) de 10 ng/L de
CHP en camarones (la LDso del DDT se encuentra en el rango de 0.4-10ug/L) en época

de secas (Schimmel et al., 1983). En época de lluvias el CHP se ha reportado en una



concentracion de 2.4 ng/g, lo que sugiere que se encuentra en altas concentraciones en
esta zona acuatica aunque el impacto de los contaminantes que entran a las lagunas

costeras tropicales es relativamente desconocido (Carvalho et al., 1996).

Se dice que los agroquimicos organofosforados varian tanto en propiedades quimicas
como bioldgicas, son sensibles a la luz y tienen menor tendencia a acumularse ya que
son de rapida degradacion pero, al parecer, tienen alta capacidad toxica (Mekebri et al.,
2008). Particularmente, en el caso de CHP, se ha determinado que presenta toxicidad
aguda sobre animales como insectos y mamiferos y su tiempo de vida media se
encuentra desde una semana hasta algunos meses (Osuna-Lopez et al., 1998). CHP es
un sélido blanco de apariencia cristalina y de aroma fuerte. No es hidrofilico, de manera
que generalmente se mezcla con liquidos aceitosos antes de ser aplicado a los cultivos o
a los animales. Dicho compuesto es el ingrediente activo de varios insecticidas
comerciales y se encuentra en productos como Dursban®, Lorshan® y Cyren®. Es
utilizado ampliamente en la agricultura para controlar las garrapatas del ganado,
moscas, mosquitos y polillas, se rocia en los cultivos para controlar este tipo de plagas.
En 1997, la empresa Dow Elanco, por iniciativa propia, interrumpié el uso de CHP en
mascotas y en espacios interiores debido su volatilidad (Agency for Toxic Substances

and Disease Registry Division of Toxicology and Environmental Medicine, 1997)

Este compuesto entra al medio ambiente a traves de la aplicacion directa a cosechas,
prados, animales domésticos, viviendas y sitios de trabajo pero también a través de la
volatilizacién, los derrames y la eliminacion de desechos. Una vez que se ha aplicado al
suelo, por lo general, permanece en el area donde fue aplicado porque se adhiere
firmemente a las particulas del suelo. Debido a esto, hay poca probabilidad de que el
CHP se desprenda del suelo y pase a los sistemas locales de agua. Si entra a las aguas
naturales serd en pocas cantidades y permanecera por encima o cerca de la superficie y
luego se evaporara dada su baja solubilidad. La volatilizacion es la principal manera en
que el CHP se propague despues de su aplicacion. Una vez que se encuentra en el medio
ambiente (suelo, aire o agua), se descompone por efecto de la luz solar, las bacterias u
otros procesos quimicos. A pesar de que se degrada rapidamente en el medio ambiente,
bajos niveles de CHP pueden persistir por mucho tiempo después de su aplicacion. En
el campo, el mayor riesgo se da después de fumigar los cultivos debido a que CHP se

encontrard en su nivel mas elevado. Asi mismo también puede encontrarse en algunos



sitios de desechos peligrosos, de manera que en dichos sitios la exposicion a esta
sustancia puede ser mas alta que la que normalmente se encuentra después de su uso
comercial o doméstico (Agency for Toxic Substances and Disease Registry. Division of

Toxicology and Environmental Medicine, 1997).

CHP puede entrar en el cuerpo por la boca, los pulmones y la piel (Eaton et al., 2008).
Después de ser bebido o ingerido pasa rapidamente de los intestinos al torrente
sanguineo el cual lo distribuye al resto del cuerpo. Las personas expuestas a CHP por
poco tiempo (un dia) a niveles bajos (miligramos) pueden sufrir mareos, fatiga,
secrecion nasal, lagrimeo, salivacion, ndusea, molestia intestinal, sudor y cambios en el
ritmo cardiaco. La exposicion oral de corta duracion a niveles mas altos (gramos) de
CHP puede causar pardlisis, convulsiones, desmayos y muerte. La EPA no ha
clasificado a CHP por su carcinogenicidad. Por otro lado, dadas sus caracteristicas
bioquimicas y por clasificarse como un compuesto organofosforado, tiene la capacidad
de inhibir la actividad de la acetilcolinesterasa (Slotkin et al., 2008) (enzima encargada
de inactivar la acetilcolina) lo que, causa la mayoria de los sintomas toxicos como las
nauseas, mareos, vomitos e incluso la muerte (Agency for Toxic Substances and

Disease Registry. Division of Toxicology and Environmental Medicine, 1997).

CHP estd en la lista de sustancias quimicas reguladas por la ley del derecho al
conocimiento comunitario sobre la planeacion para emergencias de 1986 (EPCRA, The
Emergency Planning and Community Right-to-Know Act of 1986). Esto exige a los
propietarios y operadores de ciertas empresas que fabrican, importan, procesan 0 usan
las sustancias quimicas de esta lista que notifiquen anualmente las emisiones de estas
sustancias a cualquier tipo de medio ambiente. Tambiéen se ha considerado una sustancia
quimica peligrosa y esta sujeta a regulaciones en la ley de agua limpia (US EPA 2000) y
la ley federal de contaminacion de agua (US EPA 2001). La EPA ha establecido niveles
limites de tolerancia para el CHP en las materias primas para la agricultura, los
alimentos y animales (Agency for Toxic Substances and Disease Registry.
Toxicological profile for chlorpyrifos, 1997) sin embargo, muchas de las regulaciones o

leyes para éste y algunos otros compuestos no se ejecutan de manera estricta.



2.4 Estrogenos: Estradiol y sus vias de accion

Los estrogenos son hormonas esteroides que derivan del colesterol (Figura 1) y son
producidas principalmente por las génadas, aunque las glandulas adrenales también las
biosintetizan pero en menor cantidad. Estructuralmente estan conformadas por cuatro
anillos de 18 a 21 &tomos de carbono unidas a diversos grupos hidroxilo y cetona. Dada
su cualidad liposoluble estas pueden atravesar las membranas celulares pero necesitan
circular unidas a proteinas plasmaticas pues son insolubles en agua (Falkenstein et al.,
2000). El estrogeno natural més potente en seres humanos es el 17B-estradiol (E,),
seguido por la estrona (E;) y el estriol (E3). Cada una de estas moléculas es un esteroide
de 18 &tomos de carbono, que contiene un anillo fendlico A (un anillo aromético con un
grupo hidroxilo en el carbono 3) y un grupo cetona (b-hidroxilo) en la posicion 17 del
anillo D, el anillo fendlico A es la principal caracteristica estructural de la cual depende
la unién selectiva y es de alta afinidad a receptores a estrogenos (Duax et al., 1988). Su
precursor inmediato es la testosterona y se va formando a través de una reaccion que
comprende la aromatizacion del anillo A, catalizado por un complejo enzimaético
Ilamado P450 aromatasa utilizando la forma reducida NADPH y oxigeno molecular
como co-sustratos (Benachour et al., 2007). La sintesis de E, por medio de la
aromatizacion de la testosterona es un fendmeno muy importante en una gran variedad
de procesos bioldgicos incluyendo la reproduccién, diferenciacion, proliferacion celular,
apoptosis, inflamacion, metabolismo, funcién cerebral y eventos homeostaticos

relacionados a hormonas endocrinas (Tsai y O Malley, 1994).
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Figura 1. Estructura quimica de las principales hormonas esteroideas derivadas del colesterol.
Estrona (E3), Estradiol (E2) y Estriol (E1) (Ascenzi et al., 2006).
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Los mecanismos de accion mediante los cuales los estrogenos como el E; ejercen sus
efectos involucran la modulacion de la expresion de proteinas es decir, en un primer
paso los estrogenos se difunden hacia el interior de la célula en donde pueden modular
la expresion de genes mediante mecanismos regulatorios de transcripcion y vida media
de los RNAm a través de la activacion de vias de sefializacion intracelular (Falkenstein
et al., 2000) (Figura 2). Para que estas vias de sefalizacion se lleven a cabo,
inicialmente, los estrogenos deben unirse a sus receptores los cuales se clasifican de dos
maneras: nucleares y membranales. Asi mismo, éstos participan en mecanismos de
accion genomica (clasicos) y mecanismos no gendmicas (no clasicos), respectivamente;
esta Ultima también conocida como una via alterna. Estos receptores estrogénicos
clasicos (ERo y ERP) modulan respuestas gendmicas como la transcripcion génica
ocurrida en lapsos de tiempo largos que se llevan a cabo en horas o dias, razén por la
cual también han sido clasificados como mecanismos de accién lentos. Dicha respuesta
se activa una vez que el ligando se une a su receptor nuclear y reconoce una secuencia
nucleotidica especifica conocida como elemento de respuesta a estrogenos (ERE, por
sus siglas en inglés), caracterizada por poseer una secuencia palindromica
(GGTCANNnTGACC), separada por tres nucledtidos que son variables en el extremo 5
de los genes de respuesta a estrogenos (Jacobi et al., 2007).

La respuesta no gendmica implica una sefializacién rapida que ocurre en cuestion de
segundos o0 minutos, donde ocurren varias sefalizaciones que pueden ser
potencialmente activadas por la unién del E2 a su receptor membranal. Entre éstas se

incluye:

e El flujo de Ca** (Improta-Brears et al., 1999)

e La activacion de proteina cinasa activada por mitdgeno (MAPK, por sus siglas
en inglés) (Waters et al., 1997)

e La activacién de la proteina cinasa A (PKA, por sus siglas en inglés) (Lagrange
etal., 1997)

e La activacion de la proteina cinasa C (PKC, por sus siglas en inglés) (Qiu et al.,
2003)

e La activacion de fosfoinositol 3 cinasa (PI3K, por sus siglas en inglés)
(Simoncini et al., 2000; Alexaki et al., 2004)

e La activacion de la proteina Src (Kennedy et al., 2005)
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e La produccion de 6xido nitrico (Prossnitz et al., 2008)
e La activacion de segundos mensajeros incluyendo la induccion de AMPc y
adenilato ciclasa (Aronica et al., 1994; Cocker et al., 2002)

‘ Estradiol

genbmicas
MAPK

Figura 2. Mecanismo de accién genémica y no gendmica de las hormonas esteroides. Consiste en la
entrada de la hormona esteroide como el estradiol (E,) a la célula blanco por difusidn pasiva a través de la
membrana plasmatica en donde se une a receptores especificos. Los complejos receptor-esteroide forman
dimeros que se activan, el proceso incluye cambios conformacionales que les permiten unirse a sitios
selectivos en la cromatina en donde interactian con secuencias especificas del ADN, denominadas
elementos de respuesta estrégenos (ERE). De esta forma, el complejo receptor actia como un factor
trasncripcional modulando la expresién génica responsable en Ultima instancia del efecto hormonal. De
manera clésica los efectos estrogénicos atribuyen a dos subtipos de receptores ERa y ERB. Es contraste
con los mecanismos de accién gendmicos, los efectos esteroideos no gendmicos son caracterizados
principalmente por su irreversibilidad a inhibidores de la transcripcion y de la sintesis de proteinas. Su
accion rapida va de segundos a minutos los cual no es compatible con cambios en la sintesis de ARNm y
proteinas. Este mecanismo consiste en a interaccion de la hormona esteroidea con receptores especificos
de la membrana plasmaética de la célula blanco entre los que se incluye GPER-1 (GPR30), generando la
liberacion de segundos mensajeros por la activacion de diversas vias de transduccion involucradas en
duplicacion celular por ejemplo, la via MAPK (Ceballos y Hernandez-Rodriguez, 2008).

Dichas cascadas de activacion proteica surgen a partir de dos rutas particulares que
llevan a cabo un entrecruzamiento de vias. La activacion del receptor ERa membranal
por la unidn a estrogenos o factores de crecimiento da lugar a la transactivacion del
receptor acoplado a proteinas G que activa tres categorias de sefializacion conocidas

como las vias Ras-Raf- MAPK-MEK-ERK, Src-PI3K-AKT-eNOS y PLC-PKC-cAMP-
PKA, entre las cuales hay numerosas interacciones (Zhang y Trudeau, 2006), a esto se
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le conoce como entrecruzamiento (cross-Talk) de la sefializacion (Acconcia y Marino
2003)

2.5 Receptor estrogenico membranal GPER-1 (GPR30)

Las hormonas esteroides como los estrdgenos actian como ligando de receptores
nucleares (via clasica) regulando asi la transcripcion génica y cambiando la respuesta
fisiologica de la célula (Prossnitz y Maggiolini, 2009). Las respuestas rapidas o no
genodmicas se asocian a receptores estrogénicos que se encuentran en la membrana
celular, tal es el caso del receptor GPR30. Dicho receptor pertenece a la familia de
receptores acoplados a proteinas G que deriva sus siglas debido a que formaba parte de
la familia de receptores huérfanos acoplados a proteinas G (GPCR), denominados de
esta forma puesto que no se conocia su ligando; su acrénimo en el humano se ha
determinado como GPER-1 (Maggiolini y Picard 2010). Dicho receptor es expresado
predominantemente en la superficie de la célula de diversos tejidos como la glandula
mamaria, corazon, higado, ovario, cerebro y pulmén. Sin embargo, algunos
investigadores han determinado que éste también es expresado sobre la membrana de
reticulo endoplasmico (Figura 3) (Revankar et al., 2005; Wang et al., 2010).

GPER-1 fue clonado a finales de la década de 1990 como resultado de la elaboracion de
una biblioteca genémica de GPCR (Vivacqua et al., 2006). Una de las primeras
evidencias de que los estrégenos podrian estar actuando por vias alternas a la clasica fue
a partir de observar que las hormonas estrogénicas tienen la capacidad de activar la via
adenilatociclasa (AC) y la subsecuente produccion de AMPc en células de cancer de
mama MCF-7 (Cuadro 1) (Aronica et al., 1994); las cuales expresan ambos tipos de
receptores estrogénicos es decir, expresan tanto a los receptores nucleares como al
GPER-1. A diferencia de los RE nucleares, el GPER-1 presenta una alta selectividad
para estradiol con una afinidad de 2.7uM (Filardo et al., 2002; Thomas y Dong 2006)
en comparacion con la union a otros esteroides como la estrona E; y el estriol Ej
(Thomas et al., 2005). Adicionalmente, se ha observado que este ultimo pude actuar
como antagonista sobre el receptor GPRER-1 probado en células epiteliales de cancer
mamario SKBR3 (Lappano et al., 2009).
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Figura 3. La activacion del receptor GPER-1. E2 y algunos otros agonistas como ICI 182,780,
Tamoxifeno o G1 activan maltiples cascadas de sefializacioén determinadas por dos de tres subunidades
intracelulares del receptor Ga y GPy. La primera esta asociada a libracion de adenilato ciclasa y la
segunda activa a la proteina Src que en curso activa a una proteina metaloproteasa de membrana para la
liberacion del receptor factor crecimiento epidermal unido a heparana (EGF-HB), dimerizacion del
receptor RTK y seguimiento de otras rutas especificas entre las que participan la liberacion de segundos
mensajeros intracelulares tales como Ca++ y la activacion de proteinas tipo MAPK, AMPc, PI3K, AKT
entre otras mediante distintas fosforilaciones. La representacion del receptor GPER-1 (GPR30) en este
esquema se encuentra en el reticulo endoplasmatico ya que se ha encontrado expresado también sobre la
membrana de este organelo celular. En contraste con la via clésica (genémica), las respuestas celulares de
liberacidn de esta via alterna se dan en tiempos cortos (segundos a minutos) comparado con la ruta clésica
que da lugar a respuestas lentas por su interaccion de transcripcion génica nuclear (Wang et al., 2010).

Cuadro 1. Ausencia y/o presencia de tres tipos de receptores estrogénicos tanto nucleares o

membranales en distintas lineas celulares de cancer de mama

Linea de cancer de ERa ERp GPER-1 (GPR30)
mama
MCF-7 + + +
MCF-7 BUS* + + +
SkBR3 - - +
MDA-MB-231 - + -

*Sublinea fibroblastica de MCF-7 epitelial.

14



En el afio 2005 grupos independientes demostraron que GPER-1 era blanco de E,, con
alta afinidad. Dicha respuesta fue observada gracias al uso de antagonistas estrogénicos
de receptores nucleares como los son el ICI 182,780 y tamoxifeno (Filardo et al., 2002).
Este receptor acoplado a una proteina G trimérica estimula la ruta AMPc principalmente
a través de la subunidad Ga (Thomas et al., 2005) y Src o transactivacion de receptor a
través de GPy (Filardo, 2002). Subsecuentemente, la proteina Src promueve la
liberacion del tipo factor de crecimiento EGF unido a heparana y la activacion del
receptor EGF (Filardo et al, 2000) desencadenandose asi una serie de eventos de
sefializacion intracelulares, principalmente la activacion de MAPK, Erk1/2, PI3K y
fosfolipasa C (Prossnitz et al, 2008) (Figura 3). Algunas otras respuestas rio abajo a
estas sefializaciones se encuentra la activacion de genes como c-fos (Maggiolini et al,
2004) Ciclina D1, AP-1 entre otros (Zhang y Trudeau, 2006) lo cual tiene interesantes

implicaciones para comprender la progresion del cdncer de mama.

Adicionalmente, se ha observado que los denominados antiestrogenos, ICI 182,780 y
tamoxifeno también son capaces de estimular la actividad de la adenilatociclasa en
membranas de celulas HEK 293 transfectadas con el GPR30, pero no en membranas
que carecen del receptor (Thomas et al., 2005). La actividad estrogénica se ha
encontrado en otras fuentes como lo son los fitoestrogenos (provenientes de las plantas)
0 materiales hechos por el hombre como en el caso de los xenoestrogenos también
conocidos como disruptores endocrinos quimicos como los plaguicidas, herbicidas,
bisfenoles policlorados, entre otros (Jacobs y Lewis, 2002; Starek, 2003). La respuesta
bioldgica estrogénica del E2 y xenoestrogenos en una variedad de lineas celulares son
producto de las rutas de sefializacién activadas las cuales se muestran complejas debido
al entrecruzamiento entre ellas por parte de los ERa Dichas rutas se ven implicadas en
la determinacion de procesos importantes como la apoptosis, migracion, adhesion y
diferenciacion celular en funcion a los mdltiples genes que inhiben o estimulen, y/o a
las proteinas que activen mediante fosforilaciones en sitios especificos o muy

conservados, tal es el caso sobre la activacién de AKT en la Ser*’ (Zhang et al., 2006)
2.6 Via de la proteina tirosina cinasa AKT (PKB)

En 1991 grupos independientes convergieron al encontrar un cDNA que codificaba para
una nueva serina treonina quinasa. Fue clonado de un homélogo celular del oncogen v-

AKT de la transformacion retroviral (AKT8) en timoma espontaneo de AKR de raton,
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Ilamando al producto c-AKT. ElI mismo cDNA fue clonado por otro grupo en busca de
nuevas treoninas quinasas que participaran sobre las vias de transduccion de sefiales,
tales como PKA y PKC (Kandel y Hay, 1999). Subsecuentes estudios han revelado que
conlleva un papel central en la promocion de sobrevivencia celular (Bellacosa et al.,

1991), apoptosis y cancer (Kandel y Hay, 1999).

El 17p-estradiol unido a GPER-1 rapidamente puede inducir rio abajo una gran variedad
de segundos mensajeros entre los que se encuentra la estimulacién de PI3K/AKT (Silva
et al., 2010). La consecuencia bioldgica de esta activacion a través de la fosforilacion de
AKT esta intimamente ligada a funciones celulares en las que se incluye proliferacion
celular, sobrevivencia y progresion del ciclo celular (Wang et al., 2010). La regulacién
de multiples fosforilaciones proteicas rio arriba y rio abajo de AKT son punto clave
también para las respuestas celulares entre estas proteinas, entre las que se encuentran
las de la familia de pequefias GTP-Ras que interactdan directamente con proteinas de la
familia Ras o Raf de serina treonina cinasa y proteinas PI3K (Vojtek et al., 1993). Tras
la activacion, Raf fosforila a MAPK, sefializacion regulada por cinasa-cinasa, la cual en
turno fosforila y activa la expresion a ERK % genes implicados sobre proliferacion
celular (Dong et al., 2010).

Los blancos dirigidos por AKT incluyen cinasas, glucogeno sinstetasa cinasa 3 y P70S6
cinasa, factores de transcripcion FKHR y respuesta relacionadas con AMPc- asi como
proteinas asociadas con apoptosis, caspasa 9 y BAD (Datta et al., 1999). Ras promueve
crecimiento celular, en parte por la activacion de Raf/ERK ademas de estar intimamete
asociada a diversos tipos de tumor humanos (Bourne et al., 1991) y tener un papel sobre
el crecimiento celular. También Ras promueve la sobrevivencia celular a través de la
activacion de las cascadas de sefializacion Raf/ERK y PI3K/AKT y promueve la
senescencia y muerte celular a través de la activacion de proteinas Raf cinasas
(Downward, 1998).

Estos y muchos efectos contrarios de Ras como diferenciacion vs bloqueo de
diferenciacion y promocion de proliferacion celular, muerte celular o sobrevivencia
requieren de las acciones de la via Raf/ERK. La activacion de proteinas cinasas como
Raf conduce a respuestas celulares como proliferacion apoptosis o diferenciacion. AKT
(Proteina Kinasa B o PKB) es un miembro proteinas que regulan estas respuestas

interactuando con Raf y fosforilando esta proteina que tiene regiones residuales serina
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altamente conservadas y reguladoras de este dominio. La fosforilacion de Raf y de AKT
inhibe la activacion de vias donde participan Raf/Mek/Erk y desplazan las respuestas
celulares en celulas de cancer mamario desde arresto del ciclo celular hasta
proliferacion. Estas observaciones proveen la base celular del entrecruzamiento entre
dos vias de sefializacion al nivel de Raf y AKT (Mei et al., 2002). La actividad cinasa
de Raf es regulada por la fosforilacion de la region altamente conservada del residuo
Ser® en el aminoacido terminal del domino regulador (RafNT) mientras que B-Raf
contiene multiples sitios consenso para AKT localizados en el dominio regulatorio del

amino terminal y sobre la Ser*®

que es especificamente fosforilada por AKT (Li et al.,
2010). Existe evidencia de que al exponer células de la linea de cancer mamario MCF-7
a EGF (factor de crecimiento epidermal, por sus siglas en inglés) se induce proliferacién
celular que resulta en la activacion de la via PI3K-AKT vy la activacion de
Raf/MEK/ERK. Ademas, la activacion prolongada de la cascada de Raf inhibe el
crecimiento en este tipo celular. La regulacion de RaffMEK/ERK y PI3K en células
MCF-7 se da mediante la interaccién de AKT determinando asi si la respuesta es

proliferacion o arresto celular (Zimmerman y Moelling 1999).
2.7 CTGF

Pandey et al. (2009) demostraron que la sefializacién de GPER-1 tiene consecuencias
transcripcionales en células de cancer de mama sobre genes especificos como el factor
de crecimiento tejido conectivo (CTGF, por sus siglas en inglés), sugiriendo una nueva
funcién de la sefalizacion de GPER-1 en la migracion celular. Este hallazgo es
relevante para el entendimiento de los efectos bioldgicos de la sefializacion de GPER-1
(Figura 4). CTGF consiste en una proteina de cuatro dominios desde el amino terminal
hasta el carboxilo terminal. Las propiedades bioldgicas de CTGF involucran la adhesion
celular, migracién, proliferacion, sobrevivencia, diferenciacion y tumorogénesis. CTGF
puede interactuar fisicamente con ERa y ERpB y funcionalmente también inhibe la
sefializacion regulada por los estrogenos mediante ER clasicos ademas de ser requerido

para efectos proliferativos por E2 (Cheng et al., 2011).

17



Extracellular space
proHB-EGF

®@ Integrina5p1

\ P
7
(e B
CcamP >
ERK PI3K
CREB? Survival

Nucleus ¢ (S-Fos? CTGF

[crRe2? [ AP-17 |

_/

Plasma membrane

\
Growth

Figura 4. Expresién de CTGF por la accion de GPER-1. La union de E2 al receptor membranal
acoplado a proteinas G el GPER-1(GPR30) desencadena una serie de eventos de sefializacion intracelular
que estaran determinadas por la subunidad Go que da lugar a la sefializacion PLC-PKC-cAMP-PKA. Las
subunidades GBy dan lugar a la activacion de un receptor membranal tipo RTK a través de la
transactivacion del receptor por la liberacion del HB-EGF por la accion de una metaloproteasa de
membrana. Sucesivamente la accion de la proteina Src encendiende dos rutas: Ras-Raf-MEK-MAPK y
Src-PI3K-AKT-eNQOS, involucradas en sobrevivencia y expresion génica de CTGF (Prossnitz y
Maggiolini, 2009).

Ante el descubrimiento de la potente induccién de CTGF dada por la activacién de
GPER-1, la principal pregunta a responder es ¢cudl es su significado bioldgico?, ya que
se ha reportado que este gen es necesario para la estimulacion y la migracién celular en
lineas de cancer y de otros tipos celulares (Chen et al., 2007). Se ha considerado la
posibilidad de que GPER-1 pueda promover la migracién a través de la induccién en la
expresion de CTGF (Pandey et al., 2009) por lo que dicho gen se ha convertido en un
bioindicador de la accion al receptor GPER-1 activo, ya sea por distintos tipos de
ligandos como E2 ICI 182780, G1 o algun xenoestrogeno ambiental que sea capaz de

unirse a €l y promover su expresion (Cheng et al., 2011).
2.8 CHP y GPER-1

Asi como el 17p-Estradiol unido al receptor GPER-1 es promotor de la proliferacion en
células epiteliales sanas o transformadas (Renoir et al., 2008), diversos estudios se
enfocan en determinar que CHP pertenece al grupo de agonistas sin embargo, el

mecanismo de accion sobre la proliferacion celular no ha sido establecido claramente
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aun (Ventura et al., 2012). Lo anterior se debe a la complejidad de los sistemas celulares
y la combinacion de eventos extracelulares (no gendmicos) y nucleares (genémicos) que

puedan estar tomando lugar.

Entre estos estudios se encuentra el de Gore (2002) quien encontrd en un modelo celular
de neuronas de tipo GnRHérgico responsivo a E2, las cuales poseen tanto receptores
clasicos como el membranal GPER-1. Dichas células responden a concentraciones de
CHP en un rango de 10-100 uM donde se observa una alta densidad y proyecciones
neuronales en sus cultivos. Al ser combinado con un antagonista parcial de los ER
clasicos como ICI 182,780 (100 nM) la respuesta no fue inhibida por lo que
concluyeron que CHP actia como DEQ al menos en este modelo celular, pero no
determinan por cual tipo de receptor esta actuando. En 2002, Andersen et al. realizaron
ensayos de proliferacion celular con diversas concentraciones de CHP observando que
éste si influye sobre proliferacion a una concentracion minima de efecto (LOEC, por sus
siglas en inglés) de 25 uM y una concentracién maxima de efecto (MOEC, por sus
siglas en inglés) de 50 uM. Ventura et al. (2012) sugirié esta ultima dosis como la
maxima utilizable ya que a concentraciones mayores muestra ser citotoxica por arresto
celular en la fase S del ciclo, acompafiada de la subsecuente apoptosis en un maximo de
10 dias tanto en células MCF-7 como en la linea MDA-MB-321. Esta ultima linea
celular no poseen RE clasicos pero si GPER-1. Este mismo grupo de investigacion
reportd por primera vez la respuesta proliferativa por parte de CHP en concentraciones
que van desde 0.05, 0.5, a 5 uM. Las respuestas observadas se evaluaron a través de
ERa anclado a la membrana y asociado con la transactivacion estrogénica.
Adicionalmente, se encontré que CHP 50 uM es capaz de producir de forma elevada
(58% en células MCF-7) especies reactivas de oxigeno implicados en la inestabilidad y
subsecuente arresto del ciclo celular mientras que en células MDA-MB-231, las cuales

poseen solo ERP, su aumento se observo hasta del 108% respecto al control.
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3. JUSTIFICACION

En la actualidad CHP se ha convertido en un compuesto blanco de controversia en el
estudio de efectos disruptores sobre vias endocrinas. Si bien no ha demostrado ser un
DEQ, si tiene la capacidad de unirse a los receptores estrogenicos clasicos aunque de
manera menos afin. Ademas existe evidencia de que puede aumentar los niveles de AC,
respuesta asociada principalemente a la activacion de receptores acoplados a proteinas
G y su subunidad a. E2 tiene alta afinidad de union al receptor GPER-1 (GPR30) y se
considera una ruta alterna estrogénica implicada maytoritariamente sobre respuestas
metastasicas en células transformadas de epitelio mamario, tal es el caso de la linea
MCF-7. Asi mismo la activacion de GPER-1 da lugar a distintas respuestas celulares,
entre ellas la transcripcion del gen CTGF, secrecion de proteinas y proliferacion celular.
Por lo anterior en el presente estudio se propuso evaluar si CHP tiene la capacidad de
unirse directamente a este receptor y regular respuestas celulares como vias de

trasnduccion, expresion génica y proliferacion celular.
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4. HIPOTESIS

Si CHP es capaz de unirse al receptor GPER-1 y modificar las respuestas celulares
particulares de la ruta tales como comportamiento proliferativo, expresion génica
especifica y la activacion de proteinas implicadas en las vias de transduccion activas;
entonces dicho compuesto podria compararse a la accion de E, y proponerse como

candidato disruptivo.
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5. OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar si el insecticida organofosforado CHP es capaz de mimetizar las acciones de
la hormona esteroidea 17B-estradiol al activar el sitio de accion de la via estrogénica no
gendémica de sefalizacion a través del receptor membranal acoplado a proteinas G
(GPER-1) en el modelo celular responsivo a hormonas esteroideas de la linea epitelial
de cancer mamario MCF-7.

Objetivos particulares

e Determinar el comportamiento y respuesta proliferativa de células MCF-7
tratadas con diferentes concentraciones de E2 o CHP en ausencia o presencia de
un inhibidor de la via no clésica.

e Evaluar el efecto del tratamiento de células MCF-7 a E2, CHP en ausencia o
presencia de un inhibidor de la via no clasica sobre la expresién de genes
especificos ERa y ERBy CTGF.

e Determinar el nivel de activacion de AKT a traves del tratamiento de células
MCF-7 con E2, CHP en ausencia o presencia de un inhibidor de la via no

clasica.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Tratamientos in vitro

Como modelo de estudio se utiliz6 la linea celular de cancer mamario epitelial MCF-7
(ATCC, Num Cat. HTB-22) entre los pasajes 12 y 21 las cuales fueron mantenidas en
N liquido procurando no rebasar mas de cuatro transferencias. Las células se cultivaron
en medio de Eagle modificado por Dulbecco alto en glucosa (DMEM) (GIBCO Num
Cat.11965-084) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (GIBCO Num Cat.
51730072-03) y 5% de penicilina/estreptomicina y anfotericina (GIBCO, Num Cat.
15140) a 37° C, con alta humedad y 5% de CO; en aire atmosférico (Thermo Scientific).

El medio de cultivo se cambi6 cada tercer dia hasta confluencia especifica.

Previo a los tratamientos las células fueron mantenidas en medio libre de rojo fenol
DMEM (GIBCO, Num Cat. 21068) suplementado con 1.5% de albumina sérica de
bovino (ASB) (Research Organics, Num Cat. 1331A) como fuente de proteina y libre de
SFB con el objeto de evitar algun efecto esteroideo. Una vez transcurrido este tiempo,
las células se sometieron a distintos tratamientos (Cuadro 2) utilizando 17-B-estradiol
(Research Biochemicals Incorporated), G-15 como antagonista especifico del receptor
estrogénico membranal GPER-1 a una concentracion final de 20 nM (SIGMA) y/o CHP
(SIGMA). En todos los casos los compuestos se disolvieron en dimetilsulfoxido
(DMSO) (SIGMA). El medio utilizado para todos los tratamientos fue Optimem-I
(GIBCO, Num Cat. 11058) que contiene L-Glutamina, HEPES Yy sin rojo fenol con la
finalidad de evitar ruido de fondo estrogénico (Richards et al., 1988). En todos los
experimentos se incluyé un grupo control tratado Unicamente con el vehiculo de
acuerdo a la dilucion correspondiente de DMSO 0.1, 0.01, 0.001 %.

Cuadro 2. Tratamientos y concentraciones de los compuestos utilizados en cada

uno de los experimentos.

Tratamiento Concentracién
E2 10 nM
E2+G15 10 nM + 20 nM
CHP 10, 25 6 50 pM
CHP+G15 50 UM + 20 nM
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6.2 Curvas dosis-respuesta de E2 0 CHP

En cajas de 24 pozos (2.0 cm?) se sembraron 1x10” células por pozo en DMEM con rojo
de fenol, 10% de SFB y antibidticos/antimicéticos (medio de siembra), dejandolas
reposar durante su fase lag (4-6 dias). EI medio se cambié a medio de transicion (DMEM
sin rojo fenol con 1.5% de ASB) 48 horas posteriores a la siembra y/o 48 horas previas al
tratamiento (4 dias). Los diferentes tratamientos fueron agregados en Optimem-1 durante
diferentes tiempos (0, 24, 48, 72, 96, y 120 h) segun el caso. Para la cuantificacion se
recuperaron las células del pozo usando Tripsins/EDTA vy se realiz6 el recuento con un
hemocitometro o cdmara de Neubauer (Figura 5) dentro de los cuadrantes L. La
sumatoria se dividié entre el niUmero de cuadrantes contados y se multiplico por 10,000
(valor constante a razon de las propiedades dimensionales de la camara) asi como por el
volumen final de la suspension celular en mL. Cabe mencionar que el seguimiento del
escrutinio se llevé a cabo de manera metodoldgicamente estricta con el fin de obtener la

mejor resolucion y reproducibilidad posible.

Figura 5. Cuadricula correspondiente a cAmara de Neubauer (hemocitémetro). El area marcada con
la letra L corresponden al &rea registrada en el recuento celular.

6.3 Analisis de expresidn génica
Se sembraron 1x10° células en cajas de 60 mm y se esperd a que llegaran a confluencia

entre el 70-90%. El medio de transicion se agreg6 24 hr previas al tratamiento y 24 h

después se retird. Las células se congelaron a -70° C hasta su analisis.

Se extrajo el ARN total de cada uno de los cultivos utilizando Trizol Reagent (Research
Organics Num Cat. 15596-018). EI protocolo consiste en la separacion de &cidos

nucleicos de la parte proteica a través del uso de cloroformo/fenol haciendo lavados con
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isopropanol y etanol al 70% y por altimo disolviendo la pastilla resultante en 50uL de
agua esteéril libre de enzimas RNAsas para evitar la degradacion del material. Asi mismo
se llevé a cabo una electroforesis en gel de agarosa 1.2% con la incorporacion de
bromuro de etidio 0.1uL/mL (INVITROGEN™) para observar que el material no se
haya degradado (Figura 6). Posteriormente, a 25 pL de ARN se le adicionaron 2.5 pL
de Buffer DNAse 10X y 1 pL de DNasas (AMBION) para eliminar la presencia de
ADN gendmico contaminante. Enseguida se incubo a 37° C por 20 minutos Yy
finalmente se agregaron 2.8 pL de inhibidor de DNasas (AMBION) durante 2 min a
temperatura ambiente y 10 min a 65° C. El producto se sometio a electroforesis en gel
de agarosa al 1% y se visualiz6 por incorporacion de bromuro de etidio (Figura 7).
Finalmente, el RNA se cuantifico en el espectrofotometro (NANODROP ND-1000). A
partir del ARN total extraido de cada uno de los cultivos se sintetiz6 una cadena
complementaria de ADN (cDNA, por sus siglas en inglés) mediante transcripcién
reversa (RT). Esta reaccion se llevo a cabo mediante una etapa previa de 5 minutos a
65° C para desnaturalizar estructuras secundarias, seguido de un segundo periodo de 60
minutos a 40° C. La mezcla consistié de H,0, 0.5 puL (2 pmol/uL) de un oligonucleétido
iniciador dT, 5 uL amortiguador 5X (Tris-HCI 250 mM pH8.3, KCI 375 mM, MgCl, 15
mM), 2.5uL (20 mM) de dNTPs, 0.2 pL de inhibidor de ribonucleasas y 1 pL de
transcriptasa reversa (INVITROGEN) asi como la muestra de 10 ng ARN total.

Figura 6. Representacion del ARN total de distintas muestras analizadas. Se observa la presencia de
las tres bandas correspondientes a ARN.

Figura 7. Representacién de cinco muestras tomadas al azar de ARN total tratado con DNAsa
(AMBION).
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Para llevar a cabo la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en punto final se utiliz6
un volumen final de 10 pL conteniendo 1 pL de una solucién amortiguadora 10X, 0.6 pL
(50 Mm) de MgCl,, 0.5 pL (20 mM) de dNTP’s, 0.5 uL (4 puM) de oligonucledtidos
iniciadores del gen de interés, 0.05 puL de Taqg polimerasa (INVITROGEN), 1 uL de
cDNA en 6.95 uL de H,O. Como control negativo se incluyeron reacciones sin cDNA.
Estas reacciones se realizaron en un termociclador (Perkin EImer GENEAMP 2400) bajo
las siguientes condiciones: una fase inicial de desnaturalizacion por 2 min a 94° C,
sequido de 23 y/o 35 ciclos (dependiendo del gen a determinar), 30 seg a 94° C, 30 seg a
la temperatura media de hibridacion especifica y 45 seg a 72° C. Finalmente una fase de
extension durante 7 min a 72° C. Los productos obtenidos se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % teflidos con bromuro de etidio 10 mg/mL
(INVITROGEN™) vy analizadas densitrométricamente utilizando el software
computacional Quantity One. Los nucleotidos iniciadores utilizados para cada reaccion se
describen en el Cuadro 3. Se utilizaron las mismas condiciones de reaccion para la
amplificacion de los receptores a cuantificar mediante un gradiente de temperatura en el
intervalo de 57-68° C.

Cuadro 3. Caracteristicas de los oligonucle6tidos disefiados para la amplificacion
de los receptores

PRODUCTO o R TAMARO DEL
DE INTERES SECUENCIAS (5°-37) ™MCC) | probucTo (bp)
B-actina Fw: CCATCATGAAGTGTGACGTTG 57 173
Rv: ACAGAGTACTTGCGCTCAGGA
CTGF Fw: CCGTACTCCCAAATCTCTCCA 66 210
Rv: GTAATGGCAGGCACAGGTCT
ER « Fw: GTATGGCTATGGAATCTGCCAAGG 68.3 177
Rv: TTTTATCAATGGTGCACTGGTTGG
ERp Fw: ACAGCATTCCCAGCAATGTCACTA 685 174
Rv: TCTAGCGATCTTGCTTCACACCAG

Para la determinacion de la temperatura optima de hibridacion de oligonucledtidos
sentido (Fw) y antisentido (Rv) para cada uno de los genes fue necesario llevar a cabo un
PCR punto final en gradiente de temperaturas. El intervalo de temperaturas para CTGF
fue de 64.1-66.1° C con temperatura optima de 66°C (Figura 8) Para ERa el rango se
encontro entre 68.2-68.3°C y ERp entre 68.5-70.5°C, con temperaturas ptimas de 68.3 y
68.8° C, respectivamente (Figuras 9 y 10).
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Figura 8. PCR punto final para el gen CTGF en un rango de temperatura de 64-66.1° C. De izquierda
a derecha cada carril corresponde a una temperatura diferente entre estos rangos de temperatura. M,
Marcador de peso molecular, 1: 64° C, 2: 64.5° C, 3: 65° C, 4: 65.5° C y 5: 66.0° C.
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Figura 9. PCR punto final para el gen ERa en un rango de temperatura de 68.5-70.5° C. De derecha a
izquierda cada carril corresponde a una temperatura diferente entre estos rangos de temperatura. M,
Marcador de peso molecular, 1: 68.0° C, 2: 68.1° C, 3: 68.3° C, 4: 68.5° Cy 5: 68.8° C.
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Figura 10. PCR punto final para el gen ERp en un rango de temperatura de 68.5-70.5° C. De
izquierda a derecha cada carril corresponde a una temperatura diferente entre estos rangos de temperatura.
M, Marcador de peso molecular, 1: 68.5° C, 2: 68.8° C, 3: 69.3° C, 4: 69.6° C, 5: 70.0° C.

6.4 Evaluacion de la actividad de AKT/PKB fosforilada y total

Se sembraron 6x10° células en cajas de 100 mm y se esper6 a que llegaran a confluencia
sustituyendo el medio 24 h con medio de transicion. Las células se sometieron a los
tratamientos durante de 5 y 20 min y se aislaron las proteinas de los lisados de células,
utilizando como buffer de extraccion 0.5% Nonidet P-40, 0.1 % dodecilsulfato de sodio
(SDS), 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1ug/mL aprotinina'y 0.5 mM PMSF.

Mediante el método de Bradford (1976) se determind la concentracion de proteina de

cada una de las muestras comparado con una curva patron de ASB. Los valores de
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absorbancia se determinaron en un lector de microplaca iMark (BIORAD) a 620 nm y
se sustituyeron sobre la ecuacién lineal interpolando mediante un despeje los valores
de lectura de DO (densidad Optica) correspondientes como el valor de “y”, con base a
estos valores y una R? cercana a 1 (0.98). Se cargaron 30 pg de proteina para
electroforesis en gel de poliacrilamida (12%, 1.5 grosor) en condiciones reductoras
Laemmli (1970) que contiene SDS para conferirle carga negativa a las proteinas y
facilitar la migracién en el gel. Las proteinas separadas se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa las cuales se incubaron con anticuerpos policlonales anti-
B-actina (Santa Cruz, SC-130656) en dilucion 1:200 (43 kDa), anti-AKT/PKB total
(Santa Cruz, SC-8312) y foforilado Ser*”® (Santa Cruz, SC-33437) (60 kDa). Como
segundo anticuerpo se utilizé un anti-conejo acoplado a fosfatasa alcalina y para
revelar las membranas se utilizé un kit (BIORAD). Una vez obtenidas las membranas
reveladas y secas fueron escaneadas y se cuantificaron mediante densitrometria

utilizando el software computacional Quantity One 1D (BIORAD).
6.5 Analisis estadistico

Las pruebas estadisticas se llevaron a cabo mediante el paquete estadistico SAS
version 9.1 (2007). Se realizaron pruebas no paramétricas de tipo Wilcoxon (p < 0.05)
para determinar diferencias entre grupos y prueba Kruskal-Wallis (p < 0.05) pareada
para determinar las diferencias de los tratamientos correspondientes contra el grupo

control.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Respuesta proliferativa de células MCF-7 con E2 y en combinacion con G15

Usando como modelo experimental in vitro células MCF-7 (de tipo epitelial de cancer
mamario responsivas a estrogenos) se determiné la respuesta proliferativa mediante
recuento celular directo. Esta técnica es aceptada como uno de los métodos mas
confiables comparativamente con otros métodos de deteccion proliferativa tales como los
que utilizan MTT, sulforodamina, BrdU (Bromodiuxiridina) (Soto et al., 1995; Blom et
al., 1998; Andersen et al., 2002; Lee et al., 2005; Ventura et al., 2012) entre otros. Las
ventajas 0 desventajas de cada uno de los métodos radican en pequefias variables al
ejecutarlas dado que son técnicamente méas largas y requieren condiciones especificas
como temperatura y/o luminosidad. Asi mismo, algunas técnicas presentan “ruido de
fondo” que se refiere a respuestas enmascaradas por los propios elementos que contengan
los compuestos del protocolo que interfieran con otras respuestas fisioldgicas y se tomen

en cuenta siendo estos falsos positivos y/o falsos negativos.

El escrutinio celular se llevd a cabo de manera directa y se representd en unidades
porcentuales de proliferacion celular. Para el caso de E, se encontr6 una tendencia
proliferativa desde las 48 h siendo significativo hasta las 72 h de exposicion (Figura 11)
con un valor de p=0.0321 y un aumento en la proliferacion celular de hasta 4 veces
respecto al control. Este comportamiento proliferativo se debe principalmente a que la
que la fase lag de duplicacion celular ya ha sido superada y las células estan ahora en fase
exponencial. A este tipo de bioensayos se les conoce como un escrutinio de tiempo doble,
“double time” (tg), y se identifica como el intervalo de tiempo en el cual la fase
exponencial del cultivo ha duplicado el nimero de células (Blom et al., 1998; Zhang et
al., 2006). La respuesta proliferativa observada con E, (10 nM) fue similar a la observada
en otros estudios (Soto et al., 1995; Jacobi et al., 2007., Rasmussen y Nielsen 2002) El
uso del antagonista G15 fue una herramienta atil permitié discriminar el efecto
estrogenico entre de la ruta clasica y la via alterna. La dosis experimental de 20 nM se
utilizé de acuerdo a Dennis et al. (2009) quienes reportaron su actividad antagonista
sobre la union de E; al receptor GPER-1. Se encontré que el efecto proliferativo de E;
sobre células MCF-7 bajo las condiciones experimentales estudiadas, involucro la ruta
GPER-1 dado que el tratamiento E2/G15 provocé una respuesta similar al grupo control

desde el inicio hasta el final del experimento.

29



450 - * *
400 -
350 - *
300 -

250 -
H Control

HE2
W E2+G15

%
Proliferacién

200 -
150 -
100 -
50 -

24hrs 48hrs 72hrs 96 hrs 120hrs
Tiempo

Figura 11. Proliferacion celular de la linea MCF-7 tratada con E2 y E2+G15. Las células se trataron
durante 120 h con E, solo o en combinacion con G15. Los resultados se presentan en porcentaje de
proliferacion respecto a las células no tratadas las cuales representan el 100% para cada tiempo. Los
asteriscos indican diferencia estadisticamente significativa (p< 0.05) mediante la prueba pareada no
paramétrica K-W con respecto al grupo control para cada tiempo. Se muestran resultados + error estandar.

7.2 Curvas dosis-respuesta de CHP y en combinacion con G-15

La respuesta proliferativa presentada por células MCF-7 expuestas a tres concentraciones
micromolares de CHP (10, 25 y 50 uM) present6 en una tendencia proliferativa sin
efectos citotoxicos y sin diferencia entre ellas mismas pero distintas al grupo control que
solo fue tratado con vehiculo (DMSQ) a partir de las 72 h de exposicion [10uM (p=
0.0148), 25uM (p=0.0031) y 50uM (p= 0.0020)] (Figura 12). La respuesta observada
aporta evidencia sobre el efecto proliferativo de CHP en células responsivas a estrogenos
sin embargo, no discrimina si la respuesta observada es acerca de su capacidad
xenoestrogénica via receptores clasicos y/o membranales. Recientemente Ventura et al
(2012) determinaron en células MCF-7 y MDA-MB-231 el porcentaje de proliferacion
que CHP ejerce sobre estos modelos celulares. A diferencia del presente estudio, ellos
encontraron que la concentracion de 0.05 puM provocd un mejor efecto proliferativo
aunque no mayor que E; mientras que 50 uM mostré proliferacion en un menor grado y
concentraciones superiores a 50 UM resultaron ser citotoxicas en ambas lineas celulares.

Por otro lado, Andersen et al., (2002) probaron también en un modelo de células MCF-7
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BUS que es un clonado de la MCF-7 original y encontraron que la concentracién minima
de efecto proliferativo fue 25 uM y la méxima de 50 uM, a concentraciones mayores se
presento respuesta citotoxica. Esta linea celular, en particular, ha mostrado alta respuesta
proliferativa a E, de hasta seis veces mas que otras lineas de células MCF-7 (Villalobos et
al., 1995). Los resultados obtenidos en el presente estudio confirmaron que CHP 50 uM
presenta respuesta proliferativa positiva sin embargo, ésta se observo en un amplio
intervalo de concentraciones micromolares, aunque no mayores al que se han observado

con E,.

Debido a que no se observo una respuesta diferencial entre las concentraciones utilizadas
y con base a que 50 uM es la dosis maxima sin efectos citotoxicos (Andersen et al., 2002;
Gore, 2002; Ventura et al., 2012) esta concentracidn se selecciono para los experimentos
subsecuentes. Las células se trataron con CHP 50 uM en ausencia y en presencia de G15
a concentracion de 20 nM (Figura 13). Los resultaron mostraron que CHP present6 efecto
proliferativo a partir de las 72 h (p=0.0058) y al ser combinado con el antagonista G15 la
respuesta disminuyd significativamente respecto al tratamiento CHP (p=0.0012) sin
embrago el co-tratamiento fue distinto al control a partir de las 96 h (p= 0.0003) por lo
que dicha respuesta podria atribuirse a la accion llevada a cabo a través de la ruta cléasica

estrogenica.
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Figura 12. Proliferacién de células MCF-7 tratadas con tres concentraciones diferentes de CHP.
Diferencias significativas entre tratamientos con CHP respecto al control a partir de las 72 h mediante la
prueba K-W pareada (p<0.05). Se muestran resultados + error estandar.
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Figura 13. Proliferacion de células MCF-7 al ser tratadas con CHP y CHP-G15. *El grupo de CHP 50
UM fue distinto al grupo no tratado a partir de las 72 (p=0.0058) y distinto al grupo combinado de
CHP+G15 (p=0012). *El grupo combinado CHP+G15 fue distinto al grupo control a partir de las 96 h (p=
0.0003). Diferencias estadisticas significativas respecto al control mediante la prueba K-W (p<0.05). Se
muestran resultados + error estandar.

Los efectos observados podrian hacer pensar que CHP puede estar teniendo un efecto
directo por la via GPER-1 en periodos largos de exposicion ya que el bloqueo del
receptor por el antagonista permitié la disminucion de la proliferacion celular. Sin
embargo, el efecto antagonico de G15 no fue suficiente para mantener la proliferacién en
niveles basales, como en el caso de E; por lo que probabalmente CHP estimule también la
via de ERa membranal. Ventura et al. (2012) describieron que CHP induce proliferacion
mediante la via de ERa membranal a concentraciones micromolares. Lo anterior sugiere
que CHP participa como xenoestrégeno e incluso podria participar en la tumorogénesis
de cancer mamario, aunque el efecto cancerigeno mediado por estrogenos se habia
asociado exclusivamente a la presencia del receptor ERa (Renoir et al., 2008). Hasta
ahora la capacidad disruptiva de CHP sobre ER clasicos se ha encontrado asociada a ERa
en celulas MDA-MB-231 en dosis menores. Dicha respuesta se debe a la transctivacion
del receptor por parte de la proteina Src a la fosforilacion especifica de la Tyr**’ del ERa
membranal (Ventura et al., 2012). El hecho de que la combinacion de CHP+G15 haya
superado el nivel proliferativo basal puede estar relacionado dicho efecto por lo que el

efecto proliferativo es el resultado de la suma de las diferentes vias estrogenicas.
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Otra via interesante y probablemente involucrada es la via aril hidrocarbono (AhR), la
cual se ha observado en multiples lineas de cancer epitelial mamario entre ellas la MCF-
7. Dicho receptor es blanco de algunas dioxinas, derivados del petrdleo y plaguicidas, asi
mismo éste presenta una correlacion positiva entre su sobrexpresion y el estado
incrementado en la transformacién celular (Wong et al., 2009) e incluso a este receptor se
le atribuye la accion teratogénica de CHP (Song et al., 1997) ya que actla directamente
sobre el ADN vy la transcripcion de monoxigenasas tales como la del citocromo P450
involucrada en la biotransformacion de compuestos endogenos y exogenos (Denslow et
at., 2007).

Las diferencias entre los resultados observados y los que han sido publicados hasta el
momento se pueden atribuir a las condiciones experimentales y lineas celulares
utilizadas. La linea celular MCF-7 presenta gran diversidad en sus caracteristicas
proliferativas o citogenéticas inducidas por distintos tratamientos (Coser et al., 2009) asi
como una alta heterogenidad con variaciones fenotipicas y genotipicas remarcables
(Nugoli et al., 2003). Ademas, la acumulacion de mutaciones entre pases celulares e,
incluso, el manejo por parte del experimentador puede influenciar sobre el

comportamiento proliferativo celular.

La observacion directa de la proliferacion celular muestra, por si misma, la interaccion de
CHP sobre rutas estrogénicas sin embargo, resulta importante determinar otras respuestas
a nivel de expresion génica y actividad proteica asociada a las via alterna en la que

participa el receptor GPER-1.

7.3 Efecto de CHP sobre la expresion de ERa, ERp y CTGF

La expresion de genes asociados a las vias clasica y no clasica permitio de manera
semicuantitativa determinar la interaccion de CHP sobre ambas rutas respecto a E;
Considerando el hecho de que el gen CTGF es prioritariamente expresado cuando la ruta
GPER-1 esta activa (Pandey et al., 2009) y que CHP ha mostrado la capacidad de unirse
a los ERs clésicos a y B (Carroll y Brown, 2006) se decidio considerar la expresion de
estos tres genes. Para llevar a cabo estos experimentos se tom6 como referencia la
expresion del gen B-actina (173 pb) ya que se considera un gen de expresion constitutiva
porque se encuentra formando parte del citoesqueleto celular y no tiene interaccion

influenciada a sefiales estrogénicas (Bunnel et al., 2011).
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En la Figura 14 se observa que la expresion del gen ERa muestra un valor densitométrico
rerlativo que se encuentra alrededor de 1.41 para el grupo control en donde el tratamiento
con E; no mostré cambios, sin embargo el tratamiento con CHP disminuyé en un 23% la
expresion. Como era de esperar, el tratamiento con G15 no afectd la respuesta de E2 o
CHP. Por su parte, la expresion de ERP aument6 en un 22% respecto al control con el
tratamiento E, mientras que el tratamiento con CHP disminuyd 7% con respecto al
control (Figura 15). En este caso el co-tratamiento con G15 no provoco efectos sobre la
expresion respecto al control encontrandose una disminucién entre el tratamiento con E;
y E»/G15, aunque aparentemente no existe relacion entre la via alterna y la expresion de
ERs (Ventura et al., 2012).
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Figura 14. Expresion del gen ERa (177 pb). Arriba Bandas obtenidas por los productos de PCR punto
final y corridas por electroforesis en gel de agarosa de 1.2 %. C control, E2 10 nM, E2+G15 (20 nM), CHP
50 uM y CHP+G15 (20 nM). Abajo Gréafico de barras que representa los valores densitométricos obtenidos
para cada una de las bandas y estandarizadas al gen constitutivo 3 actina.

34



E2 .-+ o+ o+ 4

CHP - - - - - - + + o+
+

+
G15 - - - -+ + - - +

ERp 174 pb — - —— -_— e - -
p-actinal73 pb - - R e —— e e

=
0
)

1.626366018

| 1338071607
1.300755105 1.254110459 1.224014923
1.2 A
D .
T T

Control E2 E2+G15 HP CHP+G15

Tratamiento

=
> o
.

nldades relativas
o O O
N OO © B
L L L L

o
N
L

o

Figura 15. Expresion del gen ERp (174 pb). Arriba Bandas obtenidas por los productos de PCR punto
final y corridas por electroforesis en gel de agarosa de 1.2 %. C control, E2 10 nM, E2+G15 (20 nM), CHP
50 uM y CHP+G15 (20 nM). Abajo Gréfico de barras que representa los valores densitométricos obtenidos
para cada una de las bandas y estandarizadas al gen constitutivo B actina.

En 2004, Grinfel et al., encontraron un débil efecto sobre la expresién de ER en células
MCF-7 tratadas con CHP sin embargo, determinaron que puede interferir con las
respuestas asociadas tanto al receptor ERo. como al ER de una forma basal. Canesi et al.
(2011) determinaron que CHP actia como un disruptor endocrino en la glandula
digestiva del mejillon (Mytilus galloprovincialis), tejido blanco especifico de hormonas
en donde CHP, so6lo o en combinacion con E,, después de 72 h de exposicion interfirio
con la respuesta estrogénica mediante desestabilizacion lisosomal lo que involucra el

desbalance de multiples enzimas y proteinas encargadas de la sintesis hormonal.

Dadas estas evidencias, aumenta la posibilidad de considerar a CHP como un riesgo
agudo y/o cronico para muchos de los organismos silvestres que estén en contacto con €l
ya sea en medio terrestre o acudtico, ya que mdaltiples organismos son receptaculo de

maultiples plaguicidas y sus acciones disruptivas pueden afectar a distintos niveles.
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Para conocer el efecto de CHP sobre la via no clasica se evalud la expresion del gen
CTGF (Figura 16). El tratamiento con E; provocoé un aumento del 21% en la expresion
del gen mientras que el co-tratamiento con G15 provocé so6lo el 13%de aumento con
respecto al control. Por su parte, el tratamiento con CHP no mostré cambios respecto al
control pero el co-tratamiento con G15 disminuy6 la expresion en un 35%. Este
resultado, junto con lo observado sobre el efecto proliferativo, sugiere que CHP puede
presentar la capacidad de interactuar con el receptor GPER-1 y participar como un
disruptor endocrino o como un xenoestrogeno especifico sin embargo, dado que los
resultados obtenidos son semicauntitativos por la medicion densitométrica de las bandas
obtenidas en los geles de agarosa de los PCRs punto final corridos, es arriesgado
considerarlo totalmente como un disruptor endocrino, por lo que la observacion aqui

presentada s6lo queda como sugerencia probable ante esta accion.
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Figura 16. Expresion del gen CTGF (210pb). Arriba Bandas obtenidas por los productos de PCR punto
final y corridas por electroforesis en gel de agarosa de 1.2 %. C control, E2 10 nM, E2+G15 (20 nM), CHP
50 uM y CHP+G15 (20 nM). Abajo Gréfico de barras que representa los valores densitométricos obtenidos
para cada una de las bandas y estandarizadas al gen constitutivo 3 actina.
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En los estudios celulares in vitro o in vivo, las respuesas provocadas por las vias de
sefializacion desencadenadas por la union de ligandos especificos a sus receptores
responden de una manera variable sobre la activacion de proteinas y la expresion de
multiples genes. Estos ultimos se determinan por intervalos de tiempo mucho mas
largos a la activacion de la via que van desde horas hasta dias. Asi mismo, resulta
dificil determinar con precision cuél de ellas es responsable de una sola ruta en
particular. En este sentido, existen alternativas metodolégicas como el andlisis de la
expresion génica con mayor sensibilidad Ilevando a cabo PCR en tiempo real de los
genes propuestos, principalemente CTGF, por ser el que mayoritariamente se expresa
a la accion del encendido del receptor GPER-1 celulas MCF-7 (Pandey et al., 2009),
dicha propuesta metodol6gica ayuda a para poder determinar de manera cuantitativa
el nivel de la trasncripcion al tratamiento con CHP y asi poder discriminar si este
posee efecto disruptivo estrogénico directo a esta accion. Por otro lado, mediante
microarreglos se ha encontrado que, en un modelo in vitro de Caenorhabditis
elegans, el porcentaje de genes predominantemene expresados al ser tratados con
CHP son los que corresponden a los asociados con proceso metabdlicos, seguidos a
los de unién y en menor porcentaje los de actividad en el transporte lipidico (Vifiuela
et al., 2010). Esta técnica es otra alternativa para el rastreo de transcripcion génica
Ilevada a cabo por CHP en modelos celulares in vitro como el utilizado en el presente
estudio y, asi, poder determinar de manera especifica la accion que el compuesto

organofosforado puede estar llevando si es que posee la capacidad disruptiva.

7.4 Evaluacion del efecto de CHP sobre la activacion de la proteina AKT/PKB

AKT/PKB es una proteina que se enciende por la accion de receptores acoplados a
proteinas G, involucrada en procesos de proliferacion celular (Tabb y Blumbery, 2006).
Por esta razén, se determind mediante Western Blot la participacion de AKT/PKB como
blanco de la accion de CHP sobre el receptor GPER-1, aunque cabe mencionar que la
accion de esta proteina no es exclusiva de la activavacion del receptor GPER-1. Se
determind su efecto de activacion a los 5 min (Figura 17) y 20 min (Figura 18) de
exposicion por medio de la diferencia entre el nivel proteico fosforilado y el total. Los
datos se analizaron de forma semicuantitativa por densitometria respecto a B-actina.
AKT/PKB en su forma total se presenta de manera constitutiva dado que es blanco de
maultiples rutas celulares, incluso las que no estan asociadas a GPER-1 (Guan et al.,
2000; Filardo., 2002; Sousa et al., 2010).
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En general, la actividad de AKT/PKB total se mostro6 un nivel muy similar entre
tratamientos aunque aumentados respecto al control tanto a los 5 como a los 20 min,
mientras que la actividad de AKT/PKBp Ser*”, mostré mayor variabilidad a los 20

min de exposicidn para cada condicién en comparacion los 5 min.
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Figura 17. Actividad de AKT/PKB total y fosforilada a los 5 min de tratamiento. Arriba Se muestran
resultados por Western Blot para AKT total y AKT fosforilada a los 5 minutos de exposicion. p-actina se
muestra como control. Abajo Gréfico de barras que representa los valores densitométricos estandarizados
con B actina.
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Figura 18. Actividad de AKT/PKB total y fosforilada a los 20 min de tratamiento. Arriba Se
muestran resultados por Western Blot para AKT/PKB total y AKT/PKBp Ser*’® fosforilada a los 20
minutos de exposicion. B-actina se muestra como control. Abajo Gréfico de barras que representa los
valores densitométricos estandarizados con [ actina.

Llevando a cabo una relacion semicuantitativa entre el nivel de AKT/PKB fosforilada y
el nivel de la proteina total (Figura 19) se observo que a los dos tiempos probados todos
los grupos tratados presentaron un nivel basal en valores relativos de 0.4, aunque a los 5
min los tratamientos que contenian CHP se mostraron un tanto mas elevados,. Sin
embargo, es dificil determinar con precision el significado de este resultado dado que
los valores densitométricos medidos corresponden sélo a un par de pruebas. Estas
observaciones se puede interpretar como la abundancia de la proteina AKT/PKB en las
células que fueron tratadas. Dado que las respuestas muestran gran similitud entre los
intervalos de tiempo probados es probable que dicho intervalo se esncuentre fuera del

alcance resolutivo con que se llevan a cabo estas respuestas en las células, dado que las
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vias de transduccion de sefiales se pueden llevar a cabo a tiempos menores que van
desde segundos a minutos. Tal es el caso de la fosforilacion de Erk por la transduccion
de E, ya que se ha observado un mayor nivel de fosforilacion tiempos cortos (60 seg)
minimizandose a tiempos un poco mas largos después de 5 min (Maggiolini et al.,
2004). Sin embargo, esta respuesta puede diferir dependiendo de la via especifica y la

interaccion con otras proteinas citosolicas.
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Figura 19. Relacién de la actividad de AKT/PKB Total/Fosforilada a los 5 y 20 min.

Esta disparidad de actividad proteica resulta no ser del todo clara, en principio por la
carencia de més réplicas sobre los experimentos hechos, el tiempo evaluado y el
dinamismo por el cual AKT/PKB puede ser activada de manera intracelular en respuesta
a la transduccion de sefial iniciada por distintos receptores. Especificamente sobre la
sefializacion estrogénica, AKT/PKB se puede activar por receptores de tipo RTK, GPCRs
y ERa membranal. Estos dos ultimos participan a través de la transactivacion y formando
parte del entrecruzamiento de rutas donde particpa Ras/Raf/Mek/Erk y Src/PI3K (Kandel
y Hay, 1999). Esta sefializacién rio abajo de Ras, que es una proteina conocida como
factor directo activador de cambio de nucledtido, regula distintas respuestas celulares
aparentemente confictivas dado que son contrarias, entre las que se encuentran
proliferacion, apoptosis, arresto celular, diferenciacion y senecencia la cuales dependeran
de la duracion y la fuerza del estimulo externo e incluso del tipo celular (Zimmerman y
Moelling 1999). Por otro lado, donde participa PI3K rio abajo, Ras regula estas

respuestas celulares actuando de manera sinérgica o contraria a la via de las proteinas
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Raf. La coordinacion de estas dos vias en una séla celula dependera del tipo celular y el
estado de diferenciacion o fase mitogénica célular (Manning y Cantley 2007).

A pesar de que el nivel de actividad de AKT/PKB no mostré claridad sobre la accion de
CHP directamente sobre GPER-1 debido su participacion en distintas rutas de
sefializacion las, observaciones en el presente estudio sobre el nivel de proliferacion
celular y la aparente disminucion en un 35% del gen CTGF, indican una posible accion

estrogenica a través de GPER-1.

Bajo esta perspectiva, serd necesario el seguimiento del rastreo especifico de moléculas
de sefalizacion y los posibles blancos directos que ayuden a determinar de forma
contundente la accidon xenoestrogénica de CHP, ya que en la actualidad CHP se ha
convertido en un blanco de estudio sobre efectos estrogenicos (Ventura et al., 2012;
Canesi et al., 2011; Rauh et al., 2011; Egeghy et al., 2011) que sugieren su accién
disruptora. Este hecho aun no es del todo claro, principalemnete por la disparidad de
respuestas que se presentan sobre modelos celulares responsivos a hormonas, asi como
las respuestas fisioldgicas presentadas en distintos grupos de animales silvestres que
estan en contacto directo con el compuesto CHP. Asi mismo, parte de ello deriva de la
multivariedad de posibilidades coordinadas en distintos tipos celulares ademas de que las
mismas vias pueden llevar a cabo acciones contrarias como el caso de AKT/PKB que, al
estar fosforilada, es capaz de inhibir la ruta proliferativa Ras/Raf/Mek/Erk a nivel de
proteinas Raf rio abajo de cualquiera de los tres tipos de receptores mencionados y no
exclusivos de estrogenos, ya que algunos factores de crecimiento o citocinas son capaces

de activar la misma via.

Particularmente la ruta Raf posee una serie de caracteristicas especificas que detonan
sefializacion celular, la mas relevante hasta ahora se encuentra en el sitio especifico de
fosforilacién en el amino terminal de c-Raf o B-Raf, ambos compartiendo la Ser®®*
conservada y punto directo de fosforilacion por parte de AKT/PKB. Al mismo tiempo, B-
Raf forma parte de la de la sefializacion que se lleva a cabo por la accion de la subunidad
a de GPCRs (que bien podria ser GPER-1) y que no forma parte del entrecruzamiento de
rutas ni la trasactivacion de receptor, pero se encuentra rio debajo de la AC y es hasta

ahora la prueba publica de que CHP es capaz de aumemtar sus niveles.
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Por otro lado c-Raf es blanco de tanto del RTK, GPCR y ERa membranal por la
consecuente trasactivacion y entrecruzamiento de rutas y, dada la evidencia de que CHP
influye (aungue no de manera clara) sobre la actividad de AKT/PKB, en el presente
trabajo se propone un modelo de transduccion de sefial por parte de CHP unido a GPER-
1 dando como puntos clave la accién de las proteinas Raf y Erk como blancos mas
especificos de la respuesta celular disruptora que CHP. Los niveles de Erk detonan la
retroalimentacion negativa de la inhibicion de la ruta por la activacion otras proteinas
como Sos, quien participa en la activacion de Ras y sus intreracciones determinaran la

respuesta celular especifica.

Expression

Fig. 20. Ruta de sefializacion hipotética llevada a acabo por el compuesto organofosforado CHP. Si
clorpirifos tuviese la capacidad unirse al sitio de unién del receptor GPER-1, al igual como lo hace E,,
entonces este podria desencadenar las sefiales que se llevan a cabo por parte de la subunidad a a) teniendo
efecto sobre el aumento de AMPc y subsecuente activacion de AC que rio abajo dard lugar a la
fosforilacion de CREB vy trasncripcion génica de AP1, c-fos o c-jun involcradas en proliferacién y
subsecuente expresion de CTGF. Por otro lado, la subunidad By b) lleva a cabo la activacion directa de
PI3K y la fosforilacion de AKT. Asi mismo, esta ruta puede dar lugar a la c) transactivacion del receptor
y activar proteinas Src/Ras/Raf y vias MAPK que activan genes especificos como ERK 1/2 involucrados
también con proliferacion. Asi mismo los niveles de ERK1/2 retroalimentan la actividad de d) SOS y de
esta manera regular el momento de dicha respuesta.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos muestran que E; estd involucrado sobre respuesta proliferativa
por la via del receptor GPER-1 ya que el co-tratamiento con el antagonista G15 inhibio la
proliferacion de las células MCF-7 tratadas, pero no abatio el efecto proliferativo, lo que
sugiere también que parte de la respuesta basal se lleva a cabo por la via clésica
esteroidea donde participan ERa. y ERB y es la ruta clasicamente conocida como

preferencial a E.

CHP en tres concentraciones micromolares distintas (10, 25 y 50) mostro a partir de las
72 hrs un efecto proliferativo distinto al grupo no tratado. Asi mismo, estas se

comportaron de manera indistinta entre ellas.

La combinacion del agonista G15 co-tratado con la méxima dosis propuesta de CHP
resultd ser distinto al grupo control a partir de las 96 h. Asi mismo, este mismo grupo
mostrd disminucién al tratamiento sélo con CHP sin embargo, no resultdé ser
significativamente distinto. Por lo anterior, se sugiere que probablemente CHP puede

Ilevar a cabo una interaccion directa con el receptor GPER-1.

De manera semicuantitativa, tanto E, como CHP, en ausencia o presencia de G15, no
mostraron efectos sobre el nivel de expresion de los genes ERa y ERP después de 24 h
de tratamiento. Posiblemente el efecto sobre la expresion pueda observarse a tiempos

mayores y se recomienda utilizar gPCR para su determinacion.

La expresion de CTGF se vio disminuida en un 35% al tratar a las células con
CHP+G15 respecto al tratamiento con CHP. Lo anterior sugiere que esta respuesta

puede estar mediada por la union directa de CHP al receptor GPER-1.

No se observaron cambios en la activacion de la proteina AKT/PKB con ninguno de los
tratamientos probados. Sera necesario continuar con estudios sobre la via de
sefializacion a través del estudio de proteinas rio arriba o rio abajo, dado que AKT/PKB
es una proteina blanco de distintas rutas de sefializacion, donde participan receptores
distintos al GPER-1.
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10. EPILOGO

Los plaguicidas son productos quimicos empleados por el hombre para el control de
plagas agricolas y su aplicacion correcta hasta el momento es la medida méas aceptada y
efectiva para lograr la maxima produccion y mejor calidad de los cultivos (Ferrer y
Cabral 1993). Lo anterior ha propiciado el progreso de la industria del agroquimico
derivando a su vez en un aumento en la cantidad de compuestos con una alta
agresividad para el hombre y los efectos nocivos que desequilibran el ecosistema. En
mayor o menor grado, la poblacion humana estd inevitablemente expuesta a los
plaguicidas que contribuyen a la contaminacion ambiental por medio de los productos
degradados en suelo, agua, aire y alimentos (CICOPLAFEST, 2004). CHP es uno de la
miriada variedad compuestos que en la actualidad son utilizados en la agricultura,
incluso existe evidencia de que puede hacer sinergia con algunos otros compuesto
organofosforados como el diazinon sobre la expresion de genes relacionados con
detoxificacion, estrés o inmunidad inhata (Vifiuela et al., 2010). Es una realidad que
muchos de ellos no tienen una reglamentacidn rigurosa y estricta sobre su venta y uso
en nuestro pais (México) o alrededor del mundo. De manera personal, puedo dar
testimonio real de dicha aseveracion dado que he visitado expendios de agroquimicos en
el estado de Querétaro preguntando por este compuesto y, aunque no se vende de
manera pura, N0 cuenta con restriccion o permiso especial para su uso, compra y/o
aplicacion. Incluso no existe un manejo adecuado sobre la informacion de su uso ya que

las hojas técnicas de manejo no son proporcionadas por los proveedores.

Las consecuencias de un mal uso de este tipo de compuestos no solo afecta a las
personas y organismos Vivos que estén en contacto directo con ellos, sino también a
quienes consumen alimentos tratados con ellos y a los propios ecosistemas ya que las
interacciones bidticas resultaran en fendmenos complejos de bioabsorcion,
biacumulacién y biomagnificacion. Debido a lo anterior, es de muy importante
considerar que tanto la industria quimica productora de los compuestos quimicos, los
agronomos y campesinos asi como instituciones de salud, OMS, FAO, SAGARPA,
SEDESU y SEMARNAT deben de poner un énfasis especial y detallado sobre su uso y
aplicacion. Mientras CHP y los multiples compuestos quimicos que estén presentes en
la naturaleza dada su aplicacion desmesurada y poca regulacion, las afecciones a nivel

de la salud de los ecosistemas y los organismos seguiran en aumento. Tal es el caso del
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cancer mamario y todos aquellos que estén relacionados con las hormonas de tipo

esteroide.

Por otro lado, a pesar del dafio que se ha hecho durante mucho tiempo a los
ecosistemas, actualmente existen estudios para la bioremediacion y degradacion de
compuestos toxicos quimicos. Tal es un estudio realizado por Lee et al. (2012) en el que
se descubrieron especies de arboles riparios como el alamo Salix y el sauce Populus los
cuales sirven como una buena herramienta de fitorremediacion ya que tienen la
capacidad de acumular y degradar CHP en algunos de sus tejidos. Asi mismo, los
esfuerzos naturales al combate y remediacion de la contaminacion también se hace
presente en microorganismoss tales como bacterias del género Pseudomonas, las cuales
a pH de 6.7 y ambientes mineralizados tienen la capacidad de utilizar a CHP como
fuente de carbono y asi metabolizarlo desapareciéndolo del suelo (Singh et al., 2003),
Sin embargo, las acciones remediales, tanto artificiales como naturales, estan sujetas a
otros elementos de los suelos y algunas interacciones entre consorcios bacterianos y

hongos.

Particularmente, los seres humanos podemos contribuir aplicando algunas otras
alternativas de restriccién al uso de agroquimicos como CHP. Por ejemplo, el uso de
tecnologias de traspatio sobre el biocultivo de los propios alimentos, el uso de
plaguicidas no quimicos o bioplaguicidas hechos a base de los mismos extractos de
plantas, el manejo de plagas como control biolégico mediante uso de insectos y, por
ultimo, la agroecologia que fomenta y apoya al desarrollo sustentable de los recursos

bioticos.
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12. ANEXOS

12.1 Glosario:

Acetilcolina: Ester del acido acético de la base organica colina, secretada normalemente
en las terminaciones de muchas neuronas, de ella depende la transmision del impulso

nervioso en la sinapsis.

Agonista: Sustancia que es capaz de unirse a un receptor celular y provocar una
respuesta en la célula con el fin de estimular una funcién, ya sea especifica o adversa, en

el caso de reacciones gque no se quieren observar

Agricultura: La agricultura es la labranza o cultivo de la tierra e incluye todos los
trabajos relacionados al tratamiento del suelo y a la plantacion de vegetales. Las
actividades agricolas suelen estar destinadas a la produccion de alimentos y a la

obtencion de verduras, frutas, hortalizas y cereales.

Antagonista: tipo de farmaco que al unirse a un receptor celular no provoca una

respuesta bioldgica, pero bloquea o detiene respuestas mediadas poragonistas.

ARN: (Acido ribonucleico), acido nucleico que contiene un azUacar ribosa, se encientra

en el nucleo y citoplasma y tiene importancia primordial en la sintesis de proteinas.

Bioacumulacion: Aumento progresivo, en funcion del tiempo, de la concentracion en

un organismo de una sustancia gque procede de su ambiente.

Biomagnificacion: Tendencia de algunos productos quimicos a acumularse a lo largo
de la cadena trofica, exhibiendo concentraciones sucesivamente mayores al ascender el
nivel trofico. La concentracion del producto en el organismo consumidor es mayor que

la concentracion del mismo producto en el organismo consumido

Cadena Trofica: proceso de transferencia de sustancias nutritivas a través de las
diferentes especies de una comunidad bioldgica, en el que cada uno se alimenta del
precedente y es alimento del siguiente. También conocida como cadena alimentaria, es
la corriente de energia y nutrientes que se establece entre las distintas especies de un

ecosistema en relacion con su nutricion.
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Carbamatos: Carbamatos son compuestos organicos derivados del &cido carbamico
(NH2COOH). Tanto los carbamatos, como los ésteres de carbamato, y los acidos
carbamicos son grupos funcionales que se encuentran interrelacionados
estructuralmente y pueden ser ineterconvertidos quimicamente. Los esteres de

carbamato son también llamados uretanos.

Esconterria: Retorno de las aguas pluviales al mar. Escurrimiento del agua de lluvia

sobre la corteza terrestre.

Estrogénico: Todo compuesto, de la naturaleza quimica, sintético o no, que sea capaz

de generar el estro en un animal hembra.

Estrogeno: Calquiera de llas hormonas sexuales femeninas producidas por el foliculo

ovarico gue estimula el desarrollo de caracteres sexuales secundarios.
Foforilacion: Introduccién de un grupo fosfato en una molécula organica.

Hormonas: Substancias que son transportadas por el torrente sanguineo a células en

otra parte donde regulan y coordinan sus actividades.

Lixiviacién: o extraccion solido-liquido, es un proceso en el que un disolvente liquido
pasa a través de un solido pulverizado para que se produzca la elucion de uno o mas de

los componentes solubles del sélido.

Metabolismo: Suma de procesos fisico-quimicos de la célula o de un organismo que

realiza para el mantenimiento 6ptimo de su vida.

Organoclorado: compuesto por un esqueleto de atomos de carbono, en el cual, algunos
de los atomos de hidrégeno unidos al carbono han sido reemplazados por atomos de

cloro, unidos por enlaces covalentes al carbono.

Organofosforado: Es un un grupo de quimicos usados como plaguicidas artificiales

aplicados para controlar las poblaciones de plagas de insectos.

Piretroides: Los piretroides son moléculas con actividad insecticida que se aplican a
cosechas, plantas de jardines, animales domésticos y también directamente a seres

humanos. Son sustancias quimicas que se obtienen por sintesis y poseen una estructura
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muy parecida a las piretrinas. Generalmente son compuesto mas tdéxicos para los
insectos y también para los peces. Permanecen durante mas tiempo en el medio
ambiente que las piretrinas ya que la modificacion quimica en su formula los hace méas
estables a la luz solar y el calor. Se hidrolizan por alcalis (en las formulaciones se

utilizan derivados de petréleo como disolventes).

Receptor acoplado a proteina G: También conocidos como receptores transmembrana
de siete dominios, receptores 7TM, receptores heptahelicoidales, receptor serpentina, y
receptores ligados a proteinas G (GPLR, del inglés: G protein-linked receptors),
comprenden una gran familia de proteinas de receptores transmembrana que perciben
moléculas afuera de la célula y activan las vias de transduccién de sefiales y finalmente,

las respuestas celulares.

Receptor de estrogeno: grupo de receptores celulares que son activados por la hormona
denominada 17p-estradiol o estrogeno. Se han descrito dos tipos de receptores de
estrégeno: ER, que es un miembro de la familia de los receptores nucleares, y el
receptor de estrogeno acoplado a proteinas G GPR30 (GPER), que pertenece a la

familia de receptores acoplados a proteinas G.

Sinergia: Accion conjunta de dos o mas agentes, por la cual se obtiene un resultado que
no seria alcanzado por la accion se separada de los mismos. Cuando se habla de
contaminacion se emplea para indicar los casos en que dos o varios contaminantes, al
estar unos en presencia de otros, se vuelven mas téxicos o logran una accion mas severa

que la de uno por separado.

Teratogénico: Capacidad de un agente fisico o quimico para causar malformaciones
estructurales permanentes o alteraciones en el desarrollo del feto, es decir, defectos

congeénitos.

Volatilizacion: Capacidad de las sustancias disueltas en un medio liquido de transferirse

hacia un medio gaseoso

Xenobiotico: Producto sintético u organico que no es utilizable en los ciclos
biogeoquimicos naturales ni en el metabolismo de los seres vivos y que, sin embargo,
puede ser objeto de transformaciones por parte de los mecanismos metabdlicos de estos

(biotransformaciones).

61



12.2 Abreviaturas y Acrénimos:

AC, Adenilato Ciclasa

AhR, Recepto Arhylhidrocarbon o

AKT/PKB, Serine/Threonine Protein Kinase

AMPc, Adenosin Monofosfato Ciclico

AR, Receptor de andrdgenos

ATSDR, Agency for Toxic Substances and Disease Registry
CTGF, Factor de crecimiento tejido conectivo

DEQ, Disruptores Endocrinos Quimicos

E2, Estradiol, 17p-estradiol

E3, Estriol, Forma ireversible de E2

EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor/Receptor de factor de crecimiento epidermal
EPA, Environmental Protection Agency

ER, Receptor de Estrogenos

ERa y Erf, Receptores estrogénicos clésicos nucleares
ERK, Extracelullar signal regulated kinase

FAO, Food and Agriculture Organization

Ga, Subunidad de la proteina G

Gy, Subunidad de la proteina G

G1, Agonista de GPR30

G15, Antagonista de GPR30

GnRH, Hormona Liberadora de gonadotropinas

GPER-1, Receptor Humano de GPR30

GPR30/GPCR, Receptor transmembranal acoplado a proteina G.
HB-EGF, Epidemal Growth Factor receptor- Heparan Bound
ICI 182,780, Antagonista de GPR30

INEGI, Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
MAPK, Mitogen-activated protein kinase

MCF-7, Linea celular epitelial de cancer de mama

OMS, Organizacion Mundial de la Salud

P13K, Phosphoinositide 3-kinase

PKA, Proteina Cinase A

PLC, Fosfolipasa C

SKBR3, Linea celular de cancer de mama
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