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Resumen. El clorpirifos (CPF) es un insecticida de amplio espectro que se utiliza en Argentina y en otros paises de Latinoamérica.
Se emplea para el control de plagas en la produccién de frutas, hortalizas, cereales y plantas ornamentales. El principal meca-
nismo de accién descripto para este insecticida es la inhibicion de la acetilcolinesterasa. Sin embargo, reportes mas recientes
sugieren multiples efectos del plaguicida independientes de la inhibicién de esa enzima. El objetivo de este trabajo es transmitir
a la comunidad los resultados de nuestras investigaciones obtenidos utilizando diferentes dosis de CPF en distintos modelos
experimentales, tanto in vitro como in vivo. En relacién a esto, hemos evidenciado una accién del CPF sobre el sistema redox
celular que conduce al incremento de especies reactivas del oxigeno y consecuentemente a la activacion de diferentes vias de
sefalizacion. Ademas, hemos determinado que el insecticida CPF puede comportarse como un disruptor endécrino modulando
la accién de los estrégenos y alterando la normal estructura del tejido mamario. Nuestros resultados alertan sobre el impacto
que este compuesto podria tener sobre la salud, sugiriendo la necesidad de revisar su uso dado que manifiesta acciones a dosis
encontradas en el ambiente.

Palabras clave: Clorpirifos; Cancer de mama; Estradiol; ERO

Abstract. Chlorpyrifos (CPF) is a broad spectrum insecticide used in Argentina and other Latin American countries. It is com-
monly used for pest control in the production of fruits, vegetables, cereals and ornamental plants. The main mechanism of action
described for this insecticide is the inhibition of acetylcholinesterase activity. However, more recent reports suggest multiple
effects for this pesticide in an independent way from the inhibition of this enzyme. The objective of this work is to convey to the
community the results of our investigations obtained using different doses of CPF in various experimental models, both in vitro
and in vivo. In this connection, we have shown a CPF action on the cellular redox system which leads to increased reactive oxygen
species and the consequent activation of different signaling pathways. In addition, we have determined that the insecticide CPF
acts as an endocrine disruptor modulating the action of estrogen and altering the normal structure of breast tissue. Our findings
warn about the impact that this compound might have on health, suggesting the need to review its use since adverse actions were
found at environmentally relevant doses.
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Introduccién

La agricultura constituye una de las principa-
les actividades econdmicas de los paises en
vias de desarrollo como la Argentina. En estas
regiones, el control fitosanitario y la rentabili-
dad productiva se sostienen en base al uso in-
tensivo de plaguicidas, lo cual representa un
factor de riesgo tanto para los trabajadores

como para las poblaciones cercanas y el me-
dio ambiente.

Los compuestos organofosforados (OPs)
constituyen un grupo de sustancias altamente
toxicas utilizadas en la actividad agricola para
el control de plagas. La aplicacién de insecti-
cidas, principalmente organofosforados, repre-
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senta un alto impacto ambiental contaminando
aguas superficiales y subterraneas, afectando
poblaciones de especies acuaticas y ponien-
do en riesgo la salud humana (Loewy y col.
1999). El principal mecanismo de toxicidad de
los compuestos OPs es la inhibicion de la enzi-
ma acetilcolinesterasa (AChE), lo que conduce
a un aumento de acetilcolina en los organis-
mos expuestos. Por lo tanto, las exposiciones
agudas y crénicas a estos compuestos pueden
producir una variedad de efectos sobre el sis-
tema nervioso central y periférico, incluyendo
dolores de cabeza, visidén borrosa, lagrimeo,
excesiva salivacion, secrecidn nasal, mareo,
confusion, debilidad o temblores musculares,
nauseas, diarrea y cambios bruscos en el ritmo
cardiaco (Tan y col. 2009; Rush y col. 2010).
Entre los plaguicidas OPs mas utilizados en
nuestro pais se encuentran el metil-azinfos y el
clorpirifos (CPF). Ambos compuestos son tera-
tdgenos en especies acuaticas y podrian pre-
sentar actividad como disruptores enddécrinos
(Griinfeld y Bonefeld-Jorgensen 2004).

El CPF se emplea para el control de plagas en
la produccién de frutas, hortalizas, cereales y
plantas ornamentales. La aplicacién se realiza
mediante pulverizacion foliar o aplicaciéon di-
recta al suelo. Adicionalmente, este pesticida
es utilizado para el control de termitas y hor-
migas en productos maderables y para el con-
trol de pulgas, garrapatas y piojos en animales
domeésticos y en la produccion ganadera. Fi-
nalmente, el CPF se utiliza para combatir mos-
cas y mosquitos en espacios publicos y para
el control de plagas en césped de golf. El uso
residencial del CPF fue prohibido en Estados
Unidos en el afio 2001, quedando restringida
su aplicacion a los sectores rurales. En la Ar-
gentina, el uso de CPF en productos domisa-
nitarios fue prohibido mediante la disposicion
2659 de la ANMAT en el afio 2008 (ANMAT
2008).

Las principales vias de absorcién del CPF son
la via oral, cutanea y respiratoria. Luego de la
administracion oral, el CPF y su metabolito, el
clorpirifos oxén, son detectados en la sangre,
el higado y en los tejidos ricos en lipidos, inclu-
yendo el cerebro, de los individuos expuestos.
Debido a la naturaleza hidrofébica de este t6-
xico, el mismo puede acumularse en la leche
materna. En estudio realizado en la India se
detecté la presencia de CPF en la leche mater-
na en mujeres durante el periodo de lactancia
(Sanghi y col. 2003).

Como se menciona anteriormente, el principal
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mecanismo de accién del CPF lo constituye su
unién irreversible a colinesterasas, lo cual con-
lleva a la pérdida de actividad de las mismas.
Este efecto es importante en el sistema nervio-
so, debido al rol de la enzima AChE en la me-
tabolizacion del neurotransmisor acetilcolina.
Adicionalmente, el CPF interfiere en la sintesis
de macromoléculas (Qiao y col. 2001), interac-
ciona con receptores celulares (Howard y Pope
2002), modula diferentes vias de transduccion
de sefales (Song y col. 1997) y modifica el ba-
lance redox celular (Gupta y col. 2010).

En los ultimos anos, ha cobrado importancia el
estudio de los contaminantes ambientales en
relacion al desarrollo de cancer, en particular
para el cancer de mama. Esta asociacién se
debe a que muchos de los plaguicidas de uso
corriente actian como disruptores enddécrinos
(DEs), afectando la fisiologia de 6rganos de-
pendientes de hormonas.

Los DEs son compuestos que interfieren en la
regulaciéon normal del sistema enddcrino. Tra-
dicionalmente, la accion de los DEs ha sido re-
lacionada con sus efectos como agonistas o
antagonistas de diferentes receptores, sin em-
bargo, estos compuestos también pueden in-
terferir en la sintesis y/o el metabolismo de las
hormonas, asi como en numerosos procesos
que afecten el sistema enddcrino y reproducti-
vo (De Coster y Van Larebeke 2012).
Numerosas investigaciones, informan respecto
al papel critico que ejerce el estimulo estrogé-
nico sobre la carcinogénesis mamaria y el de-
sarrollo de otros tipos de cancer (Clarke y col.
2008). En este sentido, la accion de diferentes
plaguicidas como DEs, hace reflexionar acerca
de su impacto en la etiologia de enfermedades
que son afectadas por la desregulacion hormo-
nal. Asimismo, recientes estudios epidemiolo-
gicos han reportado una relacion entre la ex-
posicién de trabajadores a CPF y el desarrollo
de glioma, cancer de colon y de pulmén (Lee
y col. 2004; Lee y col. 2005; Lee y col. 2007).
El objetivo de la presente publicacion consiste
en difundir los resultados que hemos obtenido
durante los ultimos afios en nuestro laborato-
rio, acerca del efecto del CPF sobre la carcino-
génesis mamaria utilizando diferentes modelos
experimentales.

Efectos del CPF sobre la proliferacion celu-
lar y el balance redox

En la primera etapa de nuestro trabajo, evalua-
mos el efecto del CPF sobre dos lineas celula-
res derivadas de carcinomas mamarios huma-
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nos. Una de ellas es la linea celular MCF-7 que
responde a los estimulos estrogénicos media-
dos por los receptores de estréogenos de tipo
alfa (REa). La segunda linea empleada, MDA-
MB-231, no expresa estos receptores hormo-
nales y, por lo tanto, su crecimiento resulta in-
dependiente de estrogenos. En ambos tipos
de células estudiamos diferentes parametros
de crecimiento como la viabilidad, la prolifera-
cién, el tiempo de duplicacién y la muerte de
las células expuestas al CPF, asi como los me-
canismos mediante los cuales el téxico ejerce
sus efectos.

Las concentraciones de CPF utilizadas en
nuestros experimentos (comprendidas entre 0
y 50 pM) fueron seleccionadas de acuerdo a
las que comunmente se hallan en agua y suelo
de areas cercanas a sitios de aplicacién (Jer-
gentz y col. 2005; Marino y Ronco 2005; Jai-
pieam y col. 2009; Del Prado Lu 2010; Quere-
jeta'y col. 2012).

De acuerdo con nuestros resultados, la expo-
sicion de las células a estas concentraciones
de CPF no provocd una pérdida importante
en la viabilidad celular durante las primeras 24
horas de tratamiento. Sin embargo, cuando
las células fueron cultivadas en presencia de
la concentracién mas elevada de CPF (50 uM)
por tiempos mas prolongados, observamos
una disminucién en la proliferacion, la cual fue
acompafada por un incremento en el tiempo
de duplicacién y en el porcentaje de células
necroticas.

Si bien durante las primeras 24 horas de ex-
posicién a CPF no observamos modificaciones
en la viabilidad celular, las células empezaron
acumularse en diferentes fases del ciclo, indi-
cando que el plaguicida podria alterar el control
normal del crecimiento celular. Este efecto fue
acompafado por un incremento en los niveles
de diferentes proteinas claves en la regulacién
del ciclo celular como las ciclinas D1 y E. Por
lo tanto, concluimos que estas modificaciones
en el ciclo celular preceden y podrian derivar
en la muerte celular observada a tiempos mas
largos de intoxicacion (Ventura y col. 2012).
Ademas de disminuir la proliferacion y alterar el
ciclo celular, la exposicion de las células a CPF
50 puM incrementé los niveles intracelulares
de especies reactivas del oxigeno (ERO). Las
ERO son especies quimicas altamente reacti-
vas, que se producen durante el metabolismo
normal de los organismos aerodbicos y partici-
pan en el control fisioldgico de diversas funcio-
nes celulares. Adicionalmente, la exposicion a

contaminantes ambientales como plaguicidas
y otros quimicos, puede alterar la produccion
de ERO vy afectar el estado redox normal de las
células.

El incremento de ERO producido por el toxico
fue revertido por el agregado de enzima catala-
sa (CAT) en la linea celular MCF-7. Esto indica-
ria que el H,O, es la especie quimica prepon-
derante en el desbalance redox. En cambio, en
la linea celular MDA-MB-231, el incremento de
ERO fue abolido solo parcialmente por la acti-
vidad CAT, lo cual indica la existencia de otras
especies quimicas en el desbalance redox. En
esta misma linea celular, observamos ademas
un incremento en las especies reactivas del ni-
trégeno (ERN) que no fue detectado en las cé-
lulas MCF-7 (Ventura y col. 2015).

Con el fin de asegurar la homeostasis celular,
los organismos aerdbicos poseen numerosos
mecanismos de defensa ante el incremento
de las ERO. Entre estas estrategias se inclu-
yen mecanismos preventivos, de reparacion,
defensas fisicas y defensas antioxidantes. Es-
tas ultimas son de gran importancia e incluyen
tanto a las enzimas antioxidantes, entre las que
se encuentran la superoxido dismutasa (SOD)
y la CAT, como a otros compuestos no enzima-
ticos entre los que se encuentra el glutation re-
ducido (GSH). En condiciones normales, exis-
te un equilibrio entre las ERO vy las defensas
antioxidantes.

Las lineas celulares estudiadas, MCF-7 y
MDA-MB-231, difieren en sus niveles basales
de componentes antioxidantes, siendo las ac-
tividades CAT y SOD significativamente mayo-
res en las células MDA-MB-231 que en la li-
nea MCF-7. Esta diferencia podria influir en la
sensibilidad de cada linea ante la exposicién al
toxico.

Como resultados de nuestros experimentos,
encontramos que la exposicion de ambas li-
neas celulares a CPF 50 pM condujo a modi-
ficaciones en la actividad de las enzimas CAT
y SOD. La actividad CAT aumenté en ambas
lineas celulares pero la actividad de la enzima
SOD se encontrd disminuida solo en las célu-
las MCF-7 cuando las mismas se cultivaron en
presencia de CPF 50 uM. Esta inhibicién po-
dria deberse tanto a la oxidacién enzimatica
de residuos pertenecientes al sitio activo por
parte de las ERO generadas por la exposicion
a CPF, como a la inhibicién por producto que
sufre esta enzima. Sin embargo, en la linea ce-
lular MDA-MB-231 esta inhibiciéon no fue ob-
servada, lo cual podria estar relacionado con
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los mayores niveles basales de SOD presentes
en este tipo celular. Finalmente, el sistema an-
tioxidante no enzimatico, evaluado mediante el
contenido celular de grupos tioles totales, no
fue modificado por la exposicion de las célu-
las a CPF en ninguna de las concentraciones
evaluadas.

Una de las principales consecuencias del des-
balance redox, es el dano oxidativo de las di-
ferentes macromoléculas celulares. La oxida-
cion lipidica fue observada en la linea celular
MCF-7 expuesta a CPF 50 pM durante 24 ho-
ras mientras que, en las células MDA-MB-231,
el CPF no generd alteraciones en este para-
metro. Estas diferencias podrian también estar
relacionadas con el menor poder antioxidante
presente en las células MCF-7 respecto a las
MDA-MB-231 (Ventura y col. 2015).

Un numero importante de investigaciones
coinciden en que el estrés oxidativo constituye
un elemento clave en la activacion de vias de
transduccién de sefales implicadas en diferen-
tes procesos celulares, tales como la muerte, la
proliferacion y la transformacion celular. Entre
las sefnales disparadas por estrés oxidativo, se
encuentra la activacion de las proteinas qui-
nasas activadas por mitégenos (MAPK). Estas
proteinas conforman una familia de quinasas
encargadas de trasferir sefiales desde el ex-
terior hacia el interior de las células regulando
una amplia variedad de procesos a través de la
activacion de diferentes proteinas. En células
de mamiferos, se han descripto tres proteinas:
p38, JNK'y ERK1/2, las cuales pueden ser mo-
duladas por estrés oxidativo (Torres 2003).

En nuestro trabajo, pudimos observar que la
exposicion de las células a CPF 50 uM durante
15 minutos produjo un incremento en la fosfo-
rilacién de la proteina ERK1/2 en las lineas ce-
lulares estudiadas. Trabajos recientes han rela-
cionado este proceso con el incremento intra-
celular de los niveles de ERO. En concordancia
con estos antecedentes, hemos observamos
un incremento de las ERO en ambas lineas
celulares expuestas a CPF 50 uM durante 10
minutos, sugiriendo una asociacién entre este
evento y el incremento en la fosforilacion de la
proteina ERK1/2. Este resultado fue confirma-
do mediante el agregado exdgeno de catalasa
a las células cultivadas en presencia de CPF
50 pM, lo cual fue suficiente para impedir la ac-
cion del CPF sobre la fosforilacién de ERK1/2
(Ventura y col. 2015).

Adicionalmente, la disminuciéon de la capa-
cidad clonogénica inducida por CPF 50 uM
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fue revertida tanto por el agregado de catala-
sa como por la adicién del inhibidor de MAPK
PD98059 indicando, en primer lugar, que el
H,O, es una especie quimica clave en la inhi-
bicion de la proliferacion ejercida por el CPF vy,
adicionalmente, que este efecto estaria media-
do por la fosforilacion de ERK1/2.

En resumen, el CPF 50 uM condujo a un incre-
mento de las especies oxidantes intracelulares,
lo cual, a su vez, conduce a un incremento en
la fosforilacién de la proteina kinasa ERK1/2,
una disminucion en la capacidad clonogénica
y posterior muerte de las células (Figura 7).

Desregulacion
ciclo celular

kDaﬁo celular _/

v

[ Muerte celular ]

1 5

v ®

Seleccion de fenotipos
mas agresivos

A /

Figura 1. Efectos del CPF 50 pM sobre la muerte
celular en lineas derivadas de carcinomas
mamarios humanos MCF-7 y MDA-MB-231.
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Efectos del CPF como disruptor endocrino
La menor concentracion de CPF utilizada en
nuestros experimentos fue 0,05 pM. Esta con-
centracidn se asemeja a las encontradas en
bancos de agua de zonas rurales de nuestro
pais, las cuales han sido reportadas por dife-
rentes investigadores (Marino y Ronco 2005;
Loewy y col. 2011). A diferencia de los resulta-
dos observados con concentraciones mayores
de CPF, la exposicién de las células a CPF 0,05
UM resulté en un incremento de la proliferacion
celular. Resulta interesante destacar que este
efecto solo fue observado en una de las lineas
celulares estudiadas, MCF-7, la cual expre-
sa los receptores de hormonas esteroideas y
responde al estimulo estrogénico para su di-
vision. Por su parte el incremento en la proli-
feracion celular no fue observado en la linea
MDA-MB-231, que carece de respuesta ante
estimulos estrogénicos.

En los ultimos afios se han descripto numero-
sos compuestos quimicos capaces de actuar
como agonistas estrogénicos, los cuales es-
timulan la proliferacion celular cuando se en-
cuentran en bajas concentraciones en el am-
biente. El incremento de la proliferacion celu-
lar producido por esta concentracion de CPF
fue revertido por la adicién de un inhibidor del
REa. previo al tratamiento con el toxico. Adi-
cionalmente, el tratamiento con CPF 0,05 uM
incremento la fosforilacion del REa en la tirosi-
na 537, lo cual conduce a la activacién de este
receptor (Ventura y col. 2012). Estos resultados
indican que el incremento de la proliferacion
celular observado cuando las células depen-
dientes de estrégeno se cultivan en presencia
de CPF 0,05 pM es mediado por la fosforila-
cién del REa. (Figura 2).

Con el fin de profundizar nuestros estudios del
CPF como disruptor enddcrino, evaluamos su
efecto sobre el desarrollo y la proliferacion de
la glandula mamaria. Para ello utilizamos ratas
hembras de la cepa Sprague-Dawley a las cua-
les les administramos diferentes dosis de CPF
desde los 40 dias de vida, en forma cronica,
durante un periodo de 100 dias. Las dosis fue-
ron seleccionadas teniendo en cuenta que mu-
chos de los efectos téxicos producidos por el
CPF, son independientes de su capacidad para
inhibir a la enzima colinesterasa. Por este moti-
vo decidimos utilizar concentraciones relativa-
mente bajas del toxico, que no generen signos
de toxicidad severa en los animales, permitién-
donos un periodo prolongado de tratamiento.
Se seleccion6 una dosis de CPF semejante a

f LCPF \

+

T Fosforilacion del

ERa

[ Proliferacion celular ]

Acci6n como
Disruptor endécrino

2

Carclnngenesm
mamaria

N

Figura 2. Efectos del CPF 0,05 uM
sobre la proliferacion celular.

la ingesta diaria admisible (IDA) de 0,01 mg/Kg/
dia y otra comparable a los niveles a los cua-
les no se observan efectos adversos (NOAEL)
de 1,00 mg/Kg/dia (Organizacion Mundial de
la Salud 2009). Al finalizar el experimento, los
animales fueron sacrificados y se extrajeron
muestras de glandula mamaria, higado y san-
gre para realizar los diferentes estudios.

Con estos estudios pudimos observar que las
dosis de CPF utilizadas no afectaron el peso
corporal de los animales. El peso del higado
tampoco fue afectado por el tratamiento con el
toxico, sin embargo, la histologia de este érga-
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no presenté focos necroticos y hemorragicos
en los grupos expuestos a CPF, que no se de-
tectaron en el grupo control.

En estas condiciones, evaluamos el efecto del
CPF sobre la histologia de la glandula mama-
ria y observamos una hiperplasia moderada en
las mamas de los animales expuestos al t6-
xico. Especificamente, observamos un incre-
mento en el nimero de estructuras ductales y
lobulillares en los tejidos provenientes de ratas
expuestas a ambas dosis de CPF. Por otra par-
te, la presencia de lesiones proliferativas be-
nignas como la hiperplasia florida y la adenosis
esclerosante se encontraron incrementadas en
los animales expuestos al plaguicida (Ventura
y col. en prensa). Estos resultados se encuen-
tran en concordancia con los estudios lleva-
dos a cabo en las lineas celulares derivadas de
carcinomas mamarios humanos, debido a que
un incremento en el numero de estructuras y
lesiones proliferativas benignas de la glandula
mamaria, podria inferir una accién estrogénica
del toxico sobre este tejido.

Como mencionamos anteriormente, los DEs
pueden interferir en el sistema enddcrino a
cualquier nivel. En este sentido, la exposicién
de las ratas a CPF 1 mg/Kg/dia gener6 modi-
ficaciones en la via estrogénica, disminuyendo
significativamente los niveles de estradiol (E,)
presente en el suero, junto con una prolonga-
cién de la duracién del ciclo estral y una dismi-
nucion de la fosforilacion del REa en el tejido
mamario. Estos resultados indican que el CPF
podria actuar como un DE tanto a nivel local
alterando la estructura del tejido mamario y la
expresion del REa como a nivel sistémico, mo-
dificando los niveles circulantes de hormonas
esteroideas.

Finalmente, las modificaciones en el balan-
ce redox descriptas anteriormente para las li-
neas celulares, también fueron observadas en
la glandula mamaria de las ratas expuestas a
CPF 1 mg/Kg/dia. El sistema redox fue evalua-
do mediante la actividad de la enzima catala-
sa, el contenido de tioles acido-solubles como
medida del GSH vy el dano lipidico presente en
el tejido mamario de los animales. A partir de
los experimentos realizados, observamos que
la exposicién de las ratas a CPF 1 mg/Kg/dia
incremento las defensas antioxidantes enzima-
ticas y no enzimaticas en la glandula mama-
ria respecto a los valores encontrados en los
animales control. Por otra parte, en las ratas
expuestas a CPF 0,01 mg/Kg/dia, se obser-
vé un incremento en la actividad de la enzima
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catalasa, sin modificaciones en los niveles de
GSH. Si bien los niveles de especies oxidan-
tes no fueron evaluados, el incremento en los
componentes antioxidantes podria interpre-
tarse como una respuesta antioxidante frente
al estrés oxidativo generado por el CPF. Final-
mente, la medicion del dano celular, a través
de la peroxidacion lipidica, no mostré cambios
entre los animales expuestos a CPF y los ani-
males controles.

Efectos de CPF sobre la carcinogénesis
mamaria

Los DEs constituyen un factor crucial en el de-
sarrollo de cancer de mama. Para evaluar el
comportamiento del CPF como un DE capaz
de impactar en la carcinogénesis mamaria, es-
tudiamos la accién del plaguicida en un mode-
lo de carcinogénesis quimica inducida en ratas
Sprague-Dawley, mediante la inyeccidén de tres
dosis de N-Nitroso-N-Metilurea (NMU) por via
i.p. a los 50, 80 y 110 dias de vida de los ani-
males. Los animales se dividieron en tres gru-
pos a los cuales se les administré desde los 40
dias de vida, diariamente, por v.o.: CPF (0,01
y 1 mg/Kg/dia) o vehiculo (aceite de maiz). En
este modelo de estudio, el tratamiento de las
ratas con CPF condujo a una disminucién en
el periodo de latencia tumoral, lo cual indica
que el tiempo transcurrido desde la primera in-
yeccion del carcinégeno hasta la aparicion del
primer tumor fue menor en los grupos expues-
tos a CPF respecto a los animales control. Asi-
mismo, demostramos que la exposicion al to-
xico produjo un incremento en el indice tumo-
ral, calculado como el nimero de animales que
desarrollaron al menos un tumor en funcién del
tiempo. Finalmente, el lote de animales al cual
se le administré6 CPF 1 mg/Kg/dia present6 un
mayor numero de tumores por rata respecto al
lote control (Ventura y col. 2014) (Figura 3).

Efectos del CPF sobre la invasion y
migracion celular

Uno de los factores mas importantes en la
evolucion del cancer de mama es la apariciéon
de metastasis. Este proceso es un fendmeno
complejo en el cual las células deben invadir
tejidos adyacentes, con la consecuente ruptu-
ra de la membrana basal, ingresar y sobrevivir
en los vasos sanguineos o linfaticos vy, final-
mente, concretar la extravasaciéon y la implan-
tacion en el nuevo tejido.

Para completar nuestros estudios sobre la ac-
cion del CPF, analizamos su efecto sobre los
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Figura 3. Acciones del CPF sobre: (A) la histologia mamaria y los niveles hormonales
en ratas intoxicadas de manera cronica; (B) la carcinogénesis mamaria en un modelo
experimental quimicamente inducido en ratas intoxicadas de manera cronica.

procesos de invasién y migracion celular uti-
lizando las lineas celulares derivadas de ade-
nocarcinomas mamarios humanos menciona-
das al inicio de este texto. En la linea celular
MDA-MB-231, observamos un incremento en
la migracion celular junto con un aumento de
la actividad metaloproteasa cuando las células
fueron expuestas a bajas concentraciones de
CPF. Esta linea celular se caracteriza por pre-
sentar una alta capacidad migratoria. La linea
celular MCF-7, en cambio, deriva de un adeno-
carcinoma mamario humano con mayor grado
de diferenciacion y presenta menor capacidad
migratoria. En esta linea celular, observamos
una induccién de la invasién celular cuando
el cultivo estuvo en presencia de CPF 50 uM.

Este resultado puede parecer contradictorio
debido a que previamente reportamos una dis-
minucién en la proliferacion celular vinculada
al desbalance redox en estas condiciones de
cultivo. Sin embargo, la condicién de hipoxia
podria actuar como presion de seleccion deri-
vando en la supervivencia de células con capa-
cidad invasiva.

El conjunto de eventos mediante el cual las
células pierden su fenotipo epitelial para ad-
quirir uno mesenquimal con mayor capacidad
migratoria se denomina transicion epitelio-me-
senquimatica (TEM). La proteina p-catenina es
un componente clave de la TEM. Las células
epiteliales se mantienen unidas a través de las
llamadas uniones adherentes, en las que par-
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ticipan varias proteinas como la E-cadherina
y la B-catenina. Durante la TEM, la proteina
B-catenina migra al nucleo celular, en donde
actua como factor de transcripcion regulando
una gran diversidad de genes. En nuestros ex-
perimentos pudimos observar la translocacion
de B-catenina desde la membrana plasmatica
hacia el nucleo cuando las células MCF-7 fue-
ron expuestas a CPF. En la linea celular MDA-
MB-231, no se observaron modificaciones en
la localizacion subcelular de esta proteina con
ninguna de las concentraciones de CPF uti-
lizadas. Otra proteina que forma parte de las
uniones adherentes es la E-caderina. Si bien
la expresion de esta proteina se encuentra dis-
minuida durante la TEM, no encontramos dife-
rencias en su expresion en nuestro sistema de
estudio.

Como describimos previamente, la proteina
-catenina se encuentra en diferentes compar-
timentos celulares, cumpliendo diferentes fun-
ciones en cada uno de ellos. Por un lado, for-
ma parte de las uniones adherentes junto con
la proteina E-cadherina y, por otro, cuando no
se encuentra formando parte de estas uniones,
pasa al citoplasma celular donde es degrada-
da proteoliticamente tras ser fosforilada por la
quinasa GSK-3p. En condiciones de estrés oxi-
dativo, esta quinasa se encuentra inactivada,
lo cual conlleva a la acumulacion de B-catenina
en el citosol y su posterior translocacién al nu-
cleo celular en donde actua como factor de
transcripciéon (Wu 'y Pan 2011). Con el fin de es-
tudiar el mecanismo subyacente al incremen-
to en la migracion e invasion celular inducido
por el CPF, evaluamos la fosforilacion de GSK-
3B en estas células. El cultivo de ambas lineas
celulares en presencia de CPF incremento la
fosforilacién de la proteina GSK-3 en la serina
9. La inactivacion de la proteina GSK-38 en la
linea celular MCF-7, podria estar relacionada
con la translocacién nuclear de B-catenina ob-
servada previamente. Dentro del nucleo, esta
proteina actua como factor de transcripcion,
induciendo la expresiéon de genes relacionados
con la proliferacion, como la ciclina D1, y la in-
vasion celular. Cabe mencionar, que estos fe-
ndémenos fueron observados al cultivar las cé-
lulas en presencia de CPF (Figura 4).

Conclusiones y perspectivas

El cancer de mama es la patologia maligna
mas comun entre las mujeres de todo el mundo
y los factores ambientales parecen guardar una
estrecha relacion con la etiologia de esta enfer-
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Figura 4. Efectos del CPF sobre la
capacidad invasiva en la linea MCF-7.

medad (Blair y Kazerouni 1997). Actualmente
existe un gran interés en comprender cual es
el papel de los contaminantes ambientales en
el riesgo de padecer cancer de mama. A pesar
que las evidencias son cada vez mas contun-
dentes, las cuestiones en torno a la relacién en-
tre la incidencia de esta enfermedad maligna y
la exposicion a pesticidas que se aplican en las
zonas agricolas quedan aun sin resolver (Rey-
nolds y col. 2005). Los pesticidas han desper-
tado el interés de distintos investigadores de-
bido a que muchos de estos compuestos o sus
metabolitos actian como los estrogenos (An-
dersen y col. 2002; Bennett y Davis 2002; Bro-
dy y Rudel 2003). Un gran numero de los pes-
ticidas de uso comun son considerados DEs,
dado que pueden actuar a través de recepto-
res de esteroides, receptores de neurotrans-
misores como por ejemplo de serotonina, do-
pamina o norepinefrina, receptores huérfanos
como el receptor de arilos hidrocarbonados,
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vias enzimaticas involucradas en la biosintesis
0 metabolismo de esteroides y otros humero-
SOS mecanismos que convergen en los siste-
mas enddcrinos o reproductores. El conjunto
de moléculas identificadas como DEs es muy
heterogéneo e incluye sustancias quimicas sin-
téticas como solventes o lubricantes y sus sub-
productos, plasticos, plaguicidas, agentes far-
macéuticos y metales pesados como cadmio o
plomo. De esta manera, resulta imperativo co-
nocer las consecuencias que estos productos
ejercen sobre la salud. Varias evidencias sefa-
lan la contribucion de los DEs en el desarrollo
del cancer de mama (De Coster y Van Larebeke
2012). En este contexto, nos propusimos eva-
luar los efectos del uso del plaguicida organo-
fosforado CPF sobre el desarrollo del cancer

de mama utilizando diferentes modelos experi-
mentales tanto in vitro como in vivo.

A partir de nuestro trabajo, evidenciamos dos
mecanismos de toxicidad del CPF indepen-
dientes de la inhibicién colinesterasa. En prin-
cipio, la accion del CPF sobre el sistema re-
dox celular, conlleva a activacion de diferentes
vias de sefalizacion y al incremento de ERO, lo
cual podria derivar en la aparicion de mutacio-
nes, inestabilidad gendmica y/o finalmente, en
la muerte celular. Por otro lado, los resultados
de nuestras investigaciones también aportan
nuevas evidencias acerca de la acciéon del in-
secticida CPF como posible DE, sugiriendo la
necesidad de revisar su uso, ya que podria ac-
tuar como un factor de riesgo ambiental para el

CPF
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cancer de mama (Figura 5).
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Figura 5. Resumen de los efectos que senalan al CPF como posible
factor de riesgo ambiental para el cancer de mama.
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Resulta fundamental sefialar que muchos otros
investigadores encontraron que el CPF es ca-
paz de inducir muerte celular in vitro (Nakadai
y col. 2006; Li y col. 2009). Sin embargo, los
reportes que senalan que el plaguicida podria
inducir proliferacion o la viabilidad celular son
muy escasos, probablemente porque muy po-
cas investigaciones fueron llevadas a cabo con
concentraciones del plaguicida del orden na-
nomolar como en este caso.

A partir de nuestros resultados y los de otros
investigadores concluimos que el cambio en
la legislacion que regula el uso de los plagui-
cidas deberia resultar inminente. Puesto que
muchos de estos compuestos modulan tanto
el sistema neuronal y hormonal en el hombre y
la mujer, con consecuencias inmediatas y a lar-
go plazo sobre la salud de las personas, y muy
probablemente de las préximas generaciones.
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