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“Acción del Plaguicida Organofosorado Clorpirifos 
sobre el crecimiento celular e independiente de estrógenos”.

Por Ventura C¹, Núñez M¹, Martinel Lamas D¹, Mohamad N¹, Randi A², 
Venturino A³, Rivera E¹, Cocca C¹

¹Laboratorio de Radioisotopos, Facultad de Farmacia y Bioquimica. Universidad de Buenos Aires.

²Laboratorio de Efectos Biológicos de Contaminantes Ambientales. Departamento de Bioquímica Humana. Facultad de 

Medicina, UBA. 

3LIBIQUIMA, CONICET. E-mail: cventura@ffyb.uba.ar; cmcocca@ffyb.uba.ar

Introducción
 Los compuestos organofosforados (OP) constituyen 
un grupo de sustancias altamente tóxicas, utilizadas en la 
actividad agrícola para el control de plagas e insectos.  En la 
Patagonia Norte de nuestro país se produce la mayor propor-
ción de peras y manzanas de exportación, fundamentalmente 
en el Alto Valle de Río Negro y Neuquén con cerca de 60.000 
Ha de producción. La aplicación de  insecticidas, principal-
mente organofosforados, representa el mayor riesgo de impac-
to ambiental en esta zona, contaminando aguas super�ciales y 
subterráneas, afectando poblaciones de especies acuáticas y 
poniendo en riesgo la salud humana1,2,3.
El principal mecanismo de toxicidad de los compuestos 
organofosforados es la inhibición de la enzima acetilcolineste-
rasa. Sin embargo, otros efectos independientes de dicha 
inhibición han sido reportados4. 

 Entre los plaguicidas organofosforados más utiliza-
dos se encuentran el metilazinfos y en menor medida el 
clorpirifos (CFP), ambos empleados en el control de carpo-
capsa en el Alto Valle. 

 En los últimos años, ha cobrado importancia el 
estudio de los contaminantes  ambientales  en relación al 
desarrollo de cáncer, en especial para el cáncer de mama, ya 
que muchos de los plaguicidas de uso corriente actúan como 
disrruptores endócrinos en los individuos expuestos5,6. 

 El objetivo de este trabajo fue estudiar la acción del 
CPF sobre el crecimiento celular en líneas derivadas de carci-
nomas mamarios humanos dependientes e independientes de 
estrógenos. 

Resultados

 1- Efecto del CPF sobre la proliferación de las 

líneas celulares MCF-7 y MDA-MB-231.

 Acción del CPF sobre la viabilidad celular. La 
viabilidad celular fue evaluada mediante el ensayo de MTT a 
concentraciones de CPF que variaron entre 0.05 y 50 µM. La 
viabilidad celular no resultó signi�cativamente disminuida 
con las concentraciones de CPF utilizadas, tanto en la línea 
MCF-7 como en MDA-MB-231 (�gura 1A). Concentracio-
nes de CPF superiores a 50 µM resultaron en una disminu-
ción signi�cativa de la viabilidad celular y se descartó su 
empleo para el resto de los experimentos (datos no mostra-
dos).

 Efecto del CPF sobre la formación de colonias. 
Con el �n de evaluar el efecto del CPF sobre la capacidad 
clonogénica, las células fueron expuestas a diferentes concen-
traciones del tóxico durante 10 días. Se utilizó estradiol (E2) 
10 nM como control positivo en la línea MCF-7. El CPF en 
concentración de 50 µM redujo signi�cativamente la capaci-
dad clonogénica en ambas líneas celulares (40 y 60 % para 
MCF-7 y MDA-MB-231 respectivamente).  Por otra parte, 
CPF 0,05 µM produjo un aumento del 46% en la capacidad 
clonogénica de las células MCF-7 mientras que no se obser-
varon diferencias respecto al control en el caso de la línea 
MDA-MB-231 (�gura 1B). 

 Acción sobre el tiempo de duplicación. Se determi-
nó el tiempo de duplicación de las células expuestas al tóxico. 
Para ello, se expusieron a las células a alta (50 µM) y baja (0,05 
µM) concentración de CPF y se determinó el número de las 
mismas cada 24 hs durante 4 días. Como se observa en la 
�gura 1C, el CPF 50 µM prolongó signi�cativamente el 
tiempo de duplicación en ambas líneas celulares. 

Premio 2011: “JUAN C. GARCÍA FERNÁNDEZ”  Área  Toxicología
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2- Efecto del CPF sobre el ciclo celular
 Efecto sobre la distribución en las diferentes fases 
del ciclo. Dada la inhibición observada en la proliferación de 
ambas líneas celulares expuestas a CPF 50 µM, se determinó 
el efecto del tóxico sobre la distribución celular en las diferen-
tes etapas de su ciclo. Este ensayo se realizó por citometría de 
�ujo, utilizando ioduro de propidio (IP) como sonda �uores-
cente. El CPF 50 µM indujo modi�caciones en el ciclo celular 
en ambas líneas celulares (�gura 2). Para las células MCF-7, se 
observó un aumento signi�cativo en el porcentaje de células 
en la fase S de su ciclo (49 % respecto al control) mientras que 
en la línea MDA-MB-231, se encontró un aumento en el 
porcentaje de células en fase G2/M (57 % respecto al control). 
Por otra parte, concentraciones de CPF inferiores a 50 µM no 
generaron modi�caciones en la distribución celular en ningu-
na de las líneas celulares ensayadas. 

 Efecto sobre la incorporación de Bromo-
deoxiuridina. Con el �n de evaluar el porcentaje de células en 
activa síntesis de ADN, determinamos la incorporación de 
BrdU luego de 24 hs de tratamiento con CPF. Las células 
fueron incubadas con BrdU durante 2 hs a 37 ºC y, posterior-
mente, se determinó el porcentaje de células positivas por 
imnunocitoquimica. En la línea MCF-7 no se observaron 

diferencias en el porcentaje de células en síntesis entre el 
tratamiento con CPF 50 µM y el control (�gura 3). Por otra 
parte, el CPF 0,05 µM produjo un aumento signi�cativo en la 
proliferación celular (58 % respecto al control). En la línea 
celular MDA-MB-231, no se observaron modi�caciones en el 
porcentaje de células en proliferación a las concentraciones 
estudiadas.

Figura 1

Figura 2

Figura3



PREMIO ANUAL ACCESIT “155º JORNADA CIENTIFICA” - ACCESIT
Programación fetal de alteraciones en la morfología renal
por deficiencia de zinc en ratas”............................................................................................................... 28

 154º Jornada Científica 

 “Fraude científico”.................................................................................................................................. 29

 Actividades Académicas .......................................................................................... 36

 

 
 

24

 Efecto sobre proteínas reguladoras del ciclo 
celular. La entrada a la fase S del ciclo celular, se encuentra 
controlada por la acción de un complejo proteico formado por 
ciclina E y Cdk2. Los niveles de Ciclina E se encontraron 
aumentados en un 80 % cuando las células MCF-7 se exponen 
al tóxico en altas concentraciones (50 µM), lo cual se corres-
ponde con el arresto celular observado en la fase S del ciclo 
(�gura 4). Si bien no llega a ser signi�cativo, también se obser-
vó un aumento de Ciclina E cuando se utilizó CPF 0,05 µM. 
Por otro lado, en la línea MDA-MB.231, no se observaron 
modi�caciones signi�cativas en los niveles de Ciclina E en 
ninguna de las concentraciones estudiadas.

3- Estudios de las vías involucradas en los efectos inducidos 
por CPF 0,05 µM en la línea celular MCF-7.

 Fosforilación del Receptor estrogénico alfa (REα). 
Se evaluó si el CPF es capaz de producir modi�caciones en la 
fosforilación del REα. El estudio se realizó por Western Blot, 
luego de exponer a las células MCF-7 a diferentes concentra-
ciones de CPF durante 15 minutos. La exposición de las 
células a bajas concentraciones de CPF produce un aumento 
del 85 % en la fosforilación del REα respecto del control. Sin 
embargo, no se observaron diferencias en la fosforilación de 
dicho receptor cuando las células fueron expuestas a CPF 50 
µM (�gura 5).

4- Efecto del CPF sobre el balance redox celular.
  
 Efectos sobre el contenido de especies reactivas del 
oxigeno (ROS). El contenido intracelular de ROS es uno de 
los principales factores implicados en la generación de daño 
celular. Por este motivo, evaluamos el contenido de especies 
oxidantes presentes en células expuestas a diferentes concen-
traciones de CPF durante 24 hs. El contenido intracelular de 
ROS fue analizado utilizando la sonda �uorescente DCF-
2DA y cuanti�cado mediante citometría de �ujo. Como se 
observa en la �gura 6A, la exposición de ambas líneas celulares 
al tóxico en altas concentraciones, produjo un aumento en el 
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Figura 4

Figura 5

contenido intracelular de ROS (58 % y 108 % respecto al 
control, para MCF-7 y MDA-MB-231 respectivamente). Por 
otro lado, cuando se utilizaron concentraciones menores a 50 
µM, no se observaron modi�caciones signi�cativas en el conte-
nido celular de ROS en ninguna de las líneas celulares utiliza-
das. 

 Contribución del peróxido de hidrogeno al aumen-
to de ROS. Dado que la sonda utilizada nos permite cuanti�-
car el nivel de todas las especies reactivas del oxígeno si discri-
minar entre las mimas, decidimos evaluar la contribución del 
H2O2   al aumento de �uorescencia observado previamente. 
Para ello, se agregaron 60 unidades de enzima catalasa durante 
15 minutos antes de la incubación con DCF-2DA. Como se 
observa en la �gura 6B, el agregado de catalasa revirtió 
completamente el aumento en los niveles de ROS producidos 
por el CPF 50 µM en la línea MCF-7, dejando a las especies 
oxidantes en niveles comparables con las del control. Por otra 
parte, en la línea MDA-MB-231 el efecto del CPF en altas 
dosis sobre los niveles de ROS intracelulares no fue modi�ca-
do por el agregado de catalasa exógena.
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 Efecto sobre la expresión y la actividad de la 
enzima catalasa. La catalasa es un componente clave del 
sistema antioxidante celular. Esta enzima elimina el exceso de 
peróxido de hidrogeno que puede generar daño en los sistemas 
biológicos. La determinación del contenido de catalasa fue 
realizada mediante Western Blot en lisados de células expues-
tas a diferentes concentraciones de CPF durante 24 hs. Como 
se muestra en la �gura 7A, el contenido de catalasa no fue 
afectado por la exposición al tóxico en ninguna de las concen-
traciones evaluadas. Este resultado se repite en ambas líneas 
celulares. Debido a que no se observaron modi�caciones en el 
contenido de proteína catalasa, decidimos investigar si el CPF 
modi�ca la actividad de dicha enzima en nuestro sistema de 
estudio. La actividad catalasa fue evaluada siguiendo espectro-
fotométricamente la disminución de la concentración de 
peróxido de hidrogeno. Como se observa en la �gura 7B, la 
actividad enzimática no fue modi�cada signi�cativamente por 
el CPF en ninguna de las concentraciones utilizadas. Este 
resultado es similar en ambas líneas celulares.

Discusión
 El uso intensivo de los plaguicidas ha provocado un 
aumento de la concentración de estos tóxicos en el medio 
ambiente y varios reportes han alertado acerca de las acciones 
que podrían tener como agentes carcinogénicos 7,8. El CPF, es 
un pesticida organofosforado de amplio espectro utilizado 
para el control de plagas e insectos. Además de su uso agrope-
cuario, el CPF es utilizado como insecticida doméstico en 
muchos países del mundo.

 En el presente trabajo se describen los efectos del 
CPF sobre el crecimiento celular, que resultaron ser altamente 
dependientes de la dosis a la cual las células fueron expuestas. 
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El CPF en alta concentración (50 µM) inhibió la prolifera-
ción, produjo un retardo en la velocidad de crecimiento e 
indujo un arresto en la fase S o G2/M de las células expuestas, 
sin modi�car la viabilidad de las mimas. 

 Varios trabajos señalan que el CPF es capaz de 
provocar estrés oxidativo y que el mismo puede inducir altera-
ciones en la estructura del ADN9. En este trabajo, observamos 
un aumento en el contenido de ROS cuando las células fueron 
expuestas a CPF 50 µM. En el caso de las células MCF-7, el 
tratamiento con catalasa fue su�ciente para revertir el estado 
de estrés producido por el CPF, llevando los niveles de ROS a 
valores basales. Este resultado sugiere que la especie reactiva 
preponderante en el desbalance redox es el H202. Por otro 
lado, en la línea MDA-MB-231, el agregado de catalasa no 
alcanzó para revertir el efecto del CPF, indicando que se 
estarían produciendo principalmente otras especies oxidantes. 
El aumento en los niveles de ROS, generado cuando las 
células se exponen a altas concentraciones de CFP, podría 
estar vinculado con el arresto de las mismas en la fase de sínte-
sis de su ciclo. Se ha demostrado que varios compuestos 
presentes en el medio ambiente son capaces de inducir modi-
�caciones en la estructura del ADN y producir un arresto del 
ciclo en la fase de síntesis,10,11. 

 La ciclina E permite el paso de las células desde la 
fase Go/G1 a la fase S de su ciclo12. Si bien altas concentra-
ciones de CPF (50 mM) causan un incremento en los niveles 
celulares de ciclina E, el mismo podría estar asociado con la 
acumulación de células en fase S, ya que en este caso las células 
presentan una velocidad de crecimiento menor que los 
controles y una síntesis de ADN semejante. Por otro lado, en 
la línea celular MDA-MB-231, se observa un aumento en el 
porcentaje de células en fase G2/M para todas las concentra-
ciones de CPF evaluadas, el cual podría relacionarse con la 
capacidad del CPF de unirse covalentemente a la tubulina, 

Figura 6

Figura 7
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proteína clave en la formación del huso mitótico13.

 Se reportó que muchos de los plaguicidas de uso 
corriente pueden modi�car la actividad aromatasa, enzima 
clave en la síntesis de estradiol14. Nuestros resultados indican 
que la exposición de las células MCF-7 a CPF 0,05 µM 
produce un aumento en la fosforilación del REα y a su vez un 
aumento en el contenido de ciclina E. Estos resultados, junto 
con el aumento en la capacidad clonogénica y en la incormo-
pración de BrdU observados en la línea celular MCF-7, sugie-
ren que el CPF puede inducir la proliferación celular mediante 
la activación del REα. Para con�rmar estos resultados, se 
deben realizar estudios utilizando ihibidores de dicho recep-
tor. 

 Nuestros resultados indican que el CPF a dosis altas 
inhibe del crecimiento mientras que a dosis bajas estimula la 
proliferación. Dado que efecto proliferativo sólo se manifestó 
en la línea MCF-7, la cual expresa el REα y es dependiente de 
estrógeno para su crecimiento, esta acción podría estar relacio-
nada con el efecto estrogénico que se le ha adjudicado a ese 
tóxico. 
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