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INTRODUCCION

Los contaminantes emergentes son un problema ambiental de la época industrial
moderna, corresponden en la mayoria de los casos a contaminantes no
regulados, que pueden ser candidatos a regulacion futura dependiendo de
investigaciones sobre sus efectos potenciales en la salud y los datos de
monitoreo con respecto a su incidencia (Mollo Tangara & Montafio Cabrera,
2005). Ejemplo de los compuestos que han emergido recientemente son:
surfactantes, productos farmacéuticos, aditivos industriales, esteroides,
hormonas y fenoles.

La caracteristica de estos grupos de contaminantes es que no necesitan persistir
en el ambiente para causar efectos negativos, puesto que sus altas tasas de
transformacién/remocién se pueden compensar por su introduccién continua en
el ambiente. Para la mayoria de estos contaminantes emergentes, la incidencia,
la contribucion de riesgo y los datos toxicol6gicos no estan disponibles, asi que
es dificil predecir qué efectos de salud pueden tener en seres humanos y
organismos (Bravo, 2009). Algunos de estos contaminantes emergentes pueden
afectar el sistema endocrino e interferir con el desarrollo de procesos
bioquimicos importantes en los seres humanos y animales (Valsecchi, Polesello,
Mazonni, Rusconi, & Petrovic, 2015).

Los disruptores enddcrinos (DE’s) se definen como agentes quimicos
hormonalmente activos que interfieren en el funcionamiento del sistema
hormonal ya sea suplantando a las hormonas naturales, bloqueando su accion,

aumentando o disminuyendo sus niveles (Shaw, 2008).

El bisfenol A (BPA) se ha descrito como un compuesto quimico con gran

actividad como disruptor endocrino y un alto riesgo de que el monémero se
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transfiera a los alimentos. El bisfenol A interactia en el sistema hormonal como
antagonista de los receptores de estrogeno, lo cual podria afectar la fertilidad y

la reproduccion en los seres vivos (Shaw, 2008).

La ingesta es considerada la principal fuente de exposicién de BPA en humanos,
en 2015 la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) establecié una
ingesta Diaria Tolerable de 4 pg/kg peso corporal/dia (EFSA, 2015).

La EFSA, en su ultima opinidn cientifica acerca del BPA, concluye que, este
compuesto no presenta riesgos para la salud y por tanto, actualmente en la Unién
Europea, el BPA se considera un producto autorizado como material destinado
a entrar en contacto con los alimentos. Sin embargo, se continda investigando
sobre el BPA y sus posibles efectos adversos (Garcia, Gallego, & Font, 2015).
La evaluacion toxicol6gica de compuestos quimicos se ha basado en el empleo
de ensayos in vitro, expresando la toxicidad en funcion de los efectos agudos
provocados por la accién de una Unica administracion de la sustancia objeto de
estudio. Concretamente, la dosis letal media o concentracion citotoxica (LDso,
CC50), equivalente a la cantidad de sustancia necesaria para producir la muerte
del 50% de la poblacién de un ensayo, ha sido empleada como valor de
referencia para indicar la potencia de cualquier tipo de toxico.

Por lo tanto, en este trabajo de tesis se propuso desarrollar un bioensayo en
lineas celulares 3T3-L1 (fibroblasto de ratén), MCF7 (cancer de mama) que son
receptores de estrogeno y PC3 (cancer de prostata); para medir el potencial
citotoxico que puede tener el BPA utilizando las concentraciones que ingerimos

involuntariamente a través de los alimentos.
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CONTAMINANTES EMERGENTES

El término de contaminantes emergentes (CE) generalmente se utiliza para
referirse a compuestos cuya presencia en el ambiente no se considera
significativa en términos de distribucion y/o concentracion; no obstante, tienen el
potencial de acarrear un impacto ecoldgico, asi como efectos adversos sobre la

salud (Gil & Soto, 2012).

Los contaminantes emergentes corresponden en la mayoria de los casos a
contaminantes no regulados, que pueden ser candidatos a regulacion futura
dependiendo de investigaciones sobre sus efectos potenciales en la salud y los
datos de monitoreo con respecto a su incidencia (Mollo Tangara & Montafio

Cabrera, 2005).

Para la mayoria de estos contaminantes emergentes, la incidencia, la
contribucion de riesgo y los datos ecotoxicoldgicos no estan disponibles, asi que
es dificil predecir qué efectos de salud pueden tener en seres humanos y otros
organismos (Bravo, 2009). Ejemplo de los compuestos que han emergido
recientemente son: surfactantes, productos farmacéuticos, aditivos industriales,

esteroides, hormonas y fenoles.

Una importante caracteristica de este grupo de contaminantes es que no
necesitan persistir en el ambiente para causar efectos negativos, puesto que sus
altas tasas de transformacion/remocibn se pueden compensar por su

introduccién continua en el ambiente (Bravo, 2009).

En la tabla 1 se muestra una clasificacion de los contaminantes emergentes



Tabla 1. Clasificacion general de los Contaminantes Emergentes

Compuesto Ejemplo Ejemplo de
estructura
Pesticidas o DDT, Atrazina, malation, aJ e
Plaguicidas arseénico, paraquat
Cl Cl
dichlorodiphenyltrichloroethane
Productos Naproxeno, ibuprofeno, H CH;

Farmacéuticos

Hormonas

Esteroideas

Productos de

cuidado

Personal

diclofenaco, anfetaminas

Testosterona, cortisol,

progesterona,B-estradiol

Benzofenona, triclosan,

metilbencildenalcanfor

H1C
3 "\-':l

CH,0H

|
cH c=0
HO 3l —~OH
CH,
o]

oC

Fuente: Adaptado de (Bergman, Heindel, & Jobling, 2012).

Algunos de los contaminantes emergentes pueden afectar el sistema endocrino

e interferir con el desarrollo de procesos bioquimicos importantes en los seres

humanos y animales. Consecuentemente, también a

los contaminantes
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emergentes se les conoce como disruptores endocrinos (Valsecchi, Polesello,

Mazonni, Rusconi, & Petrovic, 2015).

DISRUPTORES ENDOCRINOS

La Sociedad de Toxicologia Ambiental y Quimica de Estados Unidos (SETAC,
por sus siglas en inglés) define a los disruptores endocrinos como: “sustancias
quimicas en el ambiente, de origen sintético o natural que alteran las funciones
normales del sistema endocrino y sus hormonas tanto en los seres humanos

como en la vida silvestre” (Nollet, 2011).

En la actualidad se ha demostrado que los disruptores endocrinos (DE) pueden
ocasionar disminucion de los niveles de antioxidantes, hormonas, actividad
enzimatica, entre otras (Scaglia & Chichizola, 2009). Lo anterior se ha asociado
con padecimientos tales como: diabetes y obesidad, pubertad temprana,
reduccion de la cantidad de esperma, enfermedades de prostata y cancer de
préstata, cAncer de mama, alteraciones cromosdmicas, dafio cerebral, deterioro
de la funcion inmune y cambios en el comportamiento (L6pez, Barceld, Farréc,

& Martinez, 2009).

Se ha observado que los disruptores endocrinos son agentes quimicos

hormonalmente activos que interfieren en el funcionamiento del sistema



hormonal ya sea suplantando a las hormonas naturales, bloqueando su accion y

aumentando o disminuyendo sus niveles .Tal y como se ilustra en la figura 1

(Serrano, Warden, & Cabrera, 2008).

Disruptor endocrino
(BPA, Nonilfenol etc.)

Estrogeno
o =

;/ \\
Sintesis de proteinas
1\ Célula w
\ /
S — -

Figura 1. Esquema de competencia entre la hormona y el disruptor endocrino
para la union al receptor. Fuente: (Ministry of the Environment Government of

Japan , 2018).

La exposicién a disruptores enddcrinos en la etapa fetal o neonatal del desarrollo
humano es clinicamente mas relevante que en la edad adulta (Giusti, lwamoto,
Hatch, & E, 1995). Lo anterior es debido que los efectos protectores que se
encuentran en la etapa adulta, tales como: reparaciéon del ADN, un sistema

inmunoldgico competente, enzimas hepaticas desintoxicantes, no estan



completamente funcionales en la etapas fetal y neonatal (Garcia-Mayora &

Larranaga Vidal, 2012). En la tabla 2 pueden observarse algunos efectos sobre

la funcion fisiol6gica con base a la exposicion a disruptores enddécrinos y los

receptores asociados.

Tabla 2. Disruptores endocrinos y algunos ejemplos de sus efectos sobre la

funcion fisioldgica

Receptor Nombre Funcién Ligando Disruptor Endécrino
Fisiolégica | enddgeno
Estrégeno ER,a,8 Desarrollo Estradiol BPA, furanos ,metales
sexual pesados
femenino
Hormona TR, a,p Metabolismo | Hormona BPA, furanos, percloratos
Tiroidea , frecuencia tiroidea
cardiaca
Progesterona PR Desarrollo Progesterona | BPA, fungicidas, herbicidas
sexual
femenino
Peroxisoma PPAR, a,8 | Homeostasis | Lipidos/acidos BPA, organoestanicos
activador  de lipidica grasos
proliferacion
Glucoticoide GR, o, Metabolismo | Cortisol BPA, arsénico ,ftalatos
, desarrollo
al estrés
Fuente: Adaptado (Garcia-Mayora & Larranaga Vidal, 2012).
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ESTRADIOL Y RECEPTORES ESTROGENOS (ER)

De acuerdo con sus propiedades de solubilidad, se tienen dos grandes grupos
de hormonas: las hidrosolubles y las liposolubles. Las hormonas hidrosolubles
tales como: la insulina, la hormona foliculo-estimulante, los factores de
crecimiento y los factores inductores de diferenciacion, tienen en comun su
naturaleza proteica. Su base es una cadena de aminoacidos que pueden estar
combinadas con carbohidratos (hormonas foliculo-estimulante, luteinizante y
estimulante de la tiroides). El segundo grupo que esta integrado por moléculas
liposolubles, con excepcion de algunas hormonas constituidas por aminoacidos
modificados (hormonas tiroideas), tiene la estructura basica del ciclopentano-
perhidrofenantreno caracteristico del colesterol. Ejemplos de estos ultimas son
progesterona, estradiol, la testosterona y glucocorticoides (Egea, Klaholz, &

Moras, 2000).

Figura 2. Estructura basica de las hormonas liposolubles. Fuente: (Olea &

Fernandez, 2001).
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Los estrogenos son hormonas cuya molécula esta basada en la estructura del
fenantreno. Son producidos en los ovarios de las hembras en respuesta a
sefales del cerebro y otros 6rganos, y estdn presentes en vertebrados e
invertebrados. En todos los vertebrados, incluido el ser humano, los estrogenos
principales son estrona, estradiol y estriol. De ellos, el estradiol es el mas
potente, pues tiene la mayor afinidad con los receptores de estrégenos (Egea,

Klaholz, & Moras, 2000).

a) Estradiol OH b) Estrona o c) Estriol OH
CH, ,

«mQOH

HO HO

d) 17a-etinilestradiol i OH e) Mestranol i OH
CH,

HyCo_
HO

Figura 3: Estructura quimica de los estrogenos: (a, b y ¢) estrégenos naturales;

(d y e) estrogenos semisintéticos. Fuente: (Ramirez, 2015).

Los receptores estrogénicos son miembros de la superfamilia de receptores
nucleares, integrada por varias familias, que han sido nombradas de acuerdo
con los tipos de hormonas a las que se unen de manera selectiva. Estas
subfamilias son los receptores para andrégenos (AR), estrégenos (ER),

progestagenos (PR), glucocorticoides (GR), hormonas tiroideas (TR), de acido
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retinoico (RXR) y receptores huérfanos (OR) (Heinlin & Chang, 2002). Hasta la
fecha han sido identificados dos isoformas de receptores estrogénicos (ER): los
ERa y los ErB, los cuales residen en el nucleo de las células blanco (Angoa &
Arancibia, 2006) formados por una sola cadena de 565 y 530 aminoéacidos,

respectivamente (Filardo E. , Graeber, Quinn, & Resnick, 2006).

BISFENOL A (BPA) Y SU METABOLISMO

El bisfenol A (BPA) o (2,2-bis (4-hidroxifenil) propano (véase figura 4), es un
compuesto organico formado por dos anillos fenélicos conectados por un solo
carbono unido a dos grupos metilo (Allard, 2014). Se utiliza como monémero en
la fabricacion de policarbonatos y resinas epoxi y, como aditivo en plasticos. Los
policarbonatos se usan en materiales que entran en contacto con alimentos,
como botellas de bebidas reutilizables, biberones para bebés, vajillas (platos y
tazas) y recipientes de almacenamiento. Las resinas epoxi se usan en
revestimientos protectores para latas y recipientes de alimentos y bebidas.
(EFSA, 2014), equipamiento deportivo, dispositivos médicos y dentales,
sellantes, anteojos, CD y DVD, y electrodomésticos varios. (Centre for Food
Safety Food and Environmental Hygiene Department The Government of the
Hong Kong Special Administrative Region, 2008). En el afio 2012, los polimeros

a base de BPA fueron los méas usados en el area de la industria alimenticia,
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siendo la produccion de resinas epoxi mayor a 2.5 millones de toneladas al afio

(Schecter & Malik, 2012).

HO OH

Figura 4. Estructura quimica del BPA. Fuente (Wagner, 2014).

En la figura 5 se muestran las concentraciones de BPA que se han encontrado

en distintos alimentos.
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Figura 5. Concentracion media de bisfenol A para diferentes grupos de

alimentos. Fuente adaptado de (Thomson & Grounds, 2005)
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El bisfenol A se ha descrito como un compuesto quimico con gran actividad de
disrupcién endocrina al ser identificado como un antagonista de los receptores
de estrogeno y afectar la fertilidad y la reproduccién. (Shaw, 2008) .Tras
numerosas investigaciones realizadas, la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) establecié una ingesta diaria tolerable (IDT) para el BPA de
0,05 mg/kg de peso corporal/dia lo que supone 3 mg/dia para una persona de

60 kg de peso.

Un estudio realizado en Estado Unidos en 2014 indica que la exposicién a
Bisfenol A por vias no alimentarias (polvo, aire, agua) representan solo un rango
del 1,4% al 2% de la exposicion total de BPA en un rango de edad de 1-20 afios,
y alimentos no enlatados representaron <1%, lo que sugiere que alrededor del
97% de las exposiciones de BPA son debido al consumo de alimentos enlatados

(Christensen & Lorber, 2014) .

METABOLISMO DEL BPA

El BPA es absorbido principalmente por via oral, a través de la dieta. Sin
embargo, también se ha demostrado que el BPA presente en el ambiente es
absorbido por las vias inhalatoria y dérmica (Vandenberg, Hauser, Marcus, &
Olea, 2007 ). Tras la ingesta de alimentos y bebidas, este compuesto es

absorbido rapidamente en la forma hidrosoluble BPA-glucurénido (BPAG) dentro
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de las paredes del intestino y en el higado por la enzima uridina difosfato
glucurosiltransferasa (UGT). En menor concentracion, el BPA es transformado a
BPA-sulfato. La via de eliminacion de los metabolitos difiere en los seres vivos.
En los humanos, aproximadamente un 80% es excretado a traves de la orina con
un tiempo medio de eliminacién inferior a 6 horas (Vandenberg, Hauser, Marcus,

& Olea, 2007 ).

NONILFENOL (NP)

El nonilfenol (NP, por sus siglas en inglés nonylphenol) (Figura 6), es un
compuesto xenobidtico, sintetizado por primera vez en 1940. Puede usarse
como agentes humectantes, dispersantes, emulsionantes, solubilizantes y
agentes espumantes. Son importantes para una serie de aplicaciones
industriales, incluyendo pulpa y papel, textiles, revestimientos, pesticidas
agricolas, aceites lubricantes y combustibles, metales y plasticos, se usan en la
preparacion de resinas fendlicas, polimeros, estabilizadores térmicos,
antioxidantes y agentes de curado (Ying, 2002).

El nonilfenol ha sido calificado como un metabolito critico por su altisima
resistencia a la biodegradacién, y porque al ser altamente lipofilico tiende a
acumularse no solo en los sedimentos, sino también en los tejidos grasos de los
organismos acuaticos (Arukwe, 2000).

Los estudios han encontrado que el NP posee la capacidad de imitar hormonas

naturales al interactuar con el receptor de estrogeno. Los niveles de NP presente
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en el medio ambiente puede estar muy por encima del umbral necesario para

inducir alteraciones endocrinas en la vida silvestre (Ying, 2002).

OH

CaH 19

4-nonilfenol

Figura 6. Estructura quimica del NP. Fuente (Serrano N., 2001).

BIOENSAYOS ASOCIADOS A LA DISRUPCION ENDOCRINA

Los ensayos biologicos son herramientas de diagndstico adecuadas para
determinar el efecto de agentes fisicos y quimicos sobre organismos de prueba
bajo condiciones experimentales especificas y controladas. Estos efectos
pueden ser tanto de inhibicién como de magnificacion, evaluados por la reaccién
de los organismos. Los efectos pueden manifestarse a diferentes niveles, desde
estructuras subcelulares o sistemas de enzimas, hasta organismos completos,

poblaciones o comunidades (Castillo, 2004).
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Tabla 3.Principales ensayos propuestos de disrupcién endocrina in vitro

Procedimientos de union a receptores

Proliferacion celular: Empleando la linea celular humana MCF-7 detecta

estrogenos (y antiestrogenos), o versiones similares usando levaduras

Expresion de genes informadores

Inhibicién de aromatasa y por tanto de la sintesis estrogénica

Fuente: Adaptado de (Reppeto, Del Peso, & Zurita, 2012).

ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD

La toxicidad es la capacidad de una sustancia para ejercer un efecto nocivo
sobre un organismo; depende de las propiedades quimicas del compuesto y su
concentracion, la duracion y frecuencia de la exposicién y, su relacién con el ciclo
de vida del organismo. La toxicidad aparente evaluada en un ensayo biolégico
es el resultado de la interaccidn entre la sustancia y el sistema biolégico (Castillo,

2004).

La evaluacion toxicolégica de compuestos quimicos se ha basado

histéricamente en el empleo de ensayos in vitro, expresando la toxicidad en
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funciébn de los efectos agudos provocados por la accion de una Unica

administracion de la sustancia objeto de estudio (Andersen & Krewsk, 2010).

La dosis letal media o concentracién citotéxica (LD50, Lethal Dose 50; CCso) es
equivalente a la cantidad de sustancia necesaria para producir la muerte del 50%
de la poblacion (véase figura 7) y, ha sido empleada tradicionalmente como valor

de referencia para indicar la potencia de cualquier tipo de toxico (Castillo, 2004).

Response
Percent of Control

i ECs

10 102 107 10 105 104 107
[Agonist, M]

Figura 7. Modelo de CCso Fuente:PRISMAGRAPH 6

LINEAS CELULARES EN PRUEBAS TOXICOLOGICAS

Aungue existe una amplia gama de sistemas experimentales para investigar las
consecuencias derivadas de la exposicién a productos quimicos, los cultivos
celulares constituyen probablemente el mejor compromiso entre la aproximacion
reduccionista in vitro y la prediccion de la toxicidad en humanos. Dentro de los

distintos tipos de cultivo, las lineas celulares establecidas representan un modelo
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alternativo atractivo que posibilita la obtencion de resultados muy reproducibles.
Las lineas celulares ofrecen gran homogeneidad y son de facil manipulacion, lo
gue permite tener bajo control todas las condiciones de crecimiento del cultivo
(temperatura, pH, humedad, composicién del medio de cultivo) y realizar disefios
experimentales muy versatiles que combinen la evaluacion de grandes rangos
de concentracion con multiples tiempos de exposicion (Mothersill & Austin,
2003).

Se define como citotoxicidad a los efectos adversos o interferencias con
estructuras y/o propiedades esenciales para la supervivencia, la proliferacion y/o
la funcion celular. Incluye la integridad de la membrana plasmatica y del
citoesqueleto, el metabolismo, la sintesis y degradacion de constituyentes

celulares, la regulacion de iones y la division celular (Andersen & Krewsk, 2010).

Algunas de estas dianas resultan ser mas susceptibles que otras ante el dafio
producido por la exposicibn a compuestos xenobidticos. La sensibilidad de
determinados parametros puede variar de forma significativa dependiendo del
tipo de linea celular, por lo que su adecuada monitorizacion resulta fundamental
en este tipo de estudios (Leist, Hartung, & Nicotera, 2008).

Las lineas celulares de mamifero son las mas utilizadas en la actualidad en las

pruebas de citotoxicidad (Zuccoa, De Angelisb, Testaib, & Stammatib, 2004) y
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diversos trabajos enfatizan la importancia del uso de lineas de origen humano
como herramienta para estudiar las relaciones dosis-respuesta, definir rutas de
dafio y dilucidar los mecanismos de accion toxica de sustancias potencialmente
nocivas para la salud humana (Andersen, 2010). A continuacion se da una breve

descripcion de las lineas celulares empleadas en el presente estudio:

LINEA CELULAR MCF-7

La linea celular de cancer de mama MCF-7 deriva de una efusion de pleural de
un adenocarcinoma de mama metastico, la paciente tenia 69 afios de edad y su
enfermedad respondia a la terapia hormonal. Posteriormente se realizaron
distintas investigaciones sobre esta linea celular identificando los receptores
para glucocorticoides, progestina, androgenos y receptores a estrégenos.
Debido a sus caracteristicas y a la manera a la que responde a los estrégenos,
son un excelente modelo in vitro para el estudio de los mecanismos de respuesta
de tumores a terapias endocrinas (Filardo E. J., Graeber, Quinn, & Resnick,
2006).

LINEA CELULAR 3T3

Las células 3T3 son, en origen, fibroblastos, no obstante, su destino es
convertirse en adipocitos. A falta de estimulos hormonales que provocarian la
diferenciacion a adipocitos, su morfologia es la de un fibroblasto tipico. Se

describen como células hipertriploides con 68 cromosomas en el 30% de los
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casos, a diferencia de las células normales de raton que poseen 40. Una
caracteristica peculiar es que estas células tienen una elevada sensibilidad a la
inhibicion por contacto, ademas, son muy utiles en estudios de DNA (CLAVIJO

& GOMEZ, 2007).

LINEA CELULAR PC3

La linea celular de cancer de préstata PC3 se usa a menudo como modelo para
estudiar la metastasis 0sea y fue aislado originalmente de un cancer de prostata
metastasico 6seo (Prasenjit Dey, 2012).Las células PC3 no responden a
androgenos glucocorticoides, ni a los factores de crecimiento epidérmico o
fibroblastico y representa un modelo para el estudio de cancer de prostata

androgeno independiente (Yiwei Li, 2002).
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OBJETIVOS

GENERAL

Desarrollar un bioensayo in vitro en tres lineas celulares hormono-dependientes,
a saber, MCF7 (cancer de mama), PC3 (cancer de prostata) y 3T3 (fibroblastos
como célula sana) para medir la citotoxicidad del BPA en concentraciones

asociadas con la ingesta alimentaria.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Exponer las lineas celulares MCF7, PC3 y 3T3 a siete diferentes
concentraciones de BPA.

e Exponer las lineas celulares MCF7, PC3 y 3T3 a siete diferentes
concentraciones de estradiol y EtOH para comparar la respuesta
citotoxica.

e Determinar el CCso (concentracion citotoxica del 50%) en las tres lineas

celulares.
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METODOLOGIA

A continuacion, se presenta el esquema relacionado con la metodologia

experimental empleada para el presente proyecto.

Descongelamiento de las
lineas celulares 3T3;
MCF7 ;PC3

Y

Mantenimiento del cultivo
celular

v

Proliferacion celular (70%)

Exposicion por 24 h

Y

Bisfenol A (BPA)

17BEstradiol

Y

Etanol(EtOH)

Y

Figura 8. Esquema de la metodologia utilizada.

Prueba de citotoxicidad

A

Viabilidad de células
(porcentaje)

v

Lectura a 540 nm
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Asi mismo, se presenta el esquema de tiempo promedio para el cultivo celular

para cada linea:

Descongelamiento
de las lineas
celulares

+ 1dia

Proliferacion
celular 70%

Minimo 20 mil
células/pozo

* 1 mes

Mantenimiento
del cultivo celular

* Por

concentracion
serealizd 18
veces (OCDE)

+ 4-5 MESES
(dependiendo la
linea celular)

Plaqueo
+24-48 h

Exposicion
*+24h

Prueba de

citotoxicidad 1-2

Figura 9. Esquema de tiempo de la metodologia del proyecto

MATERIALES Y METODOS

dias

En la tabla 4 se muestran los compuestos utilizados en este estudio

Tabla 4. Principales caracteristicas quimicas de los compuestos objeto de

estudio
BPA 17B-ESTRADIOL ETANOL
no CAS 80-05-7 50-28-2 64-17-5
CHgy lﬂ 'T'
Molécula HO . o . OH H—G—¢—OH
3 H H
Férmula (CH3)2C(CsH40OH)2 CisH2402 C2HsO
molecular
Peso molecular 228.29 272.38 46.06
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Lineas celulares

Tabla 5: Principales caracteristicas de la linea celular MCF7

codigo 86012803 SIGMA

organismo Adenocarcinoma de mama

= origen Humano

tipo de Epitelial
célula

receptores Se informa para expresar el
estrogeno y el receptor de
progesterona

Tabla 6: Principales caracteristicas de la linea celular PC3

el cédigo ~ PC-3 (ATCC® CRL-
e N AT ECHY 1435™)

organismo Prostata; derivados del
sitio metastatico

origen Humano
tipo de Epitelial
célula

Fuente: ATCC e
receptores No especificados
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Tabla 7: Principales caracteristicas de la linea celular 3T3

becnaon” SR codigo 86052701 SIGMA

organismo  embrién

origen Embrion de raton
tipo de fibroblastos
célula

receptores  No especificados

Fuente: SIGMA

CULTIVO DE LAS LINEAS CELULARES

» Medio para el crecimiento de la linea celular 3T3

Medio DMEM (GIBCO) suplementado al 10% (v/v) de suero fetal bovino (SFB)
(GIBCO), 1%(v/v) antibidticos, 1% (v/v) de aminoacidos no esenciales, L-

glutamina y glucosa 4.5 g/L.

» Medio para el crecimiento de la linea celular PC3

Medio F12K (ATCC) suplementado al 10% de SFB (GIBCO)

» Medio para el crecimiento de la linea celular MCF7

» Medio DMEM (GIBCO) suplementado al 10% (v/v) de SFB (GIBCO), 1%(v/v)
antibiéticos, 1% (v/v) de aminoacidos no esenciales, L-glutamina y glucosa
4.5g/L.

CUANTIFICACION CELULAR Y PRUEBA DE CITOTOXICIDAD

» Tripsina (GIBCO)

» Rojo oleoso (Sigma-Aldrich)
» Placas de 20 pozos

» Buffer de fosfatos (PBS)
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DESCONGELAMIENTO Y PROLIFERACION CELULAR

Las células se encuentran en criotubos a un T°= -70°C, se descongelaron a una
temperatura de 37°C. Al tener la suspension celular dentro de la campana se
traspaso a un tubo con 10mL de solucion de lavado, se centrifugd a 1500 rpm X
5 min. Se desecho el sobrenadante y el botén se resuspendié en 1 mL de medio
DMEM suplementado con 10% SFB. Se colocé una cantidad estimada de
suspension celular en cajas de cultivo y se colocaron 7 mL de medio DMEM
suplementado con 10% SFB, se homogenizé y se incubo a 37°C, 5% con COz el
tiempo requerido para la confluencia necesaria. Cuando la confluencia se
encontrd entre el 70 y el 90% se procedio a la cuantificacién y en caso de tener

la cantidad requerida de células, se procede al plaqueo.

TRIPSINIZACION

Se aspir6 el medio de cultivo, se adicionaron entre 2-3mL de tripsina-EDTA, se
incuba a 37°C hasta que la monocapa se desprendid, la suspensién se centrifugé
a 1500 rpm, 5 min. Desechamos el sobrenadante y resuspendimos el botén en

medio DMEM suplementado con 10% SFB

CUANTIFICACION CELULAR

En un tubo Eppendorf de 1.5mL se adicion6 20 pL de suspension celulary 20 pL
de solucién de azul tripano, se homogenizo y se transfirié 10 uL a cada una de
las secciones de la Camara de Neubauer. La camara se coloc6 en el microscopio
Optico utilizando objetivo de 10x y se contaron las células (Moreno MJ, 2002);

(Celis & Lizcano Losada, 2006); (Fernandez, 2013).
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EXPOSICION DE LA LINEAS CELULARES A CONTAMINANTES

EMERGENTES PARA PRUEBA DE CITOTOXICIDAD.

Utilizamos 20,000 células/pozo, llegando a un volumen final de 100 pL de
suspension celular e incubamos a 37°C con 5% de CO2, minimo 12 h para la

fijacion de las células.

EXPOSICION AL COMPUESTO

Pesamos 2 mg de cada uno de los compuestos a los cuéles se iban a exponer
las células y los diluimos en 200 pL del disolvente (agua estéril), [dilucion 1]. Al
término de las 24 h se aspira el medio y se adicionan 10 yL de cada una de las
concentraciones de los CE y se dejan en incubacion por 24 h o el tiempo que

sea necesario a 37°C y 5% COa.

(Considerando esta la dilucion 1) del disolvente correspondiente y se hicieron las

siguientes diluciones, tal como se muestra en la tabla 8

Tabla 8. Diluciones y concentraciones finales de los compuestos utilizados

pL de la solucion puL  de agua | Concentracion final | Concentracion final
estéril del compuesto (medio + compuesto)

100 pL de la dilucién | 900 uL 1000 pg/mL (2) 100 pg/mL

1)

500 pL de la solucién | 500 pL 500 pL/mL (3) 50 pg/mL

(2)

200 pL de la solucién | 800 pL 100 pL/mL (4) 10 pg/mL

(3)

500 pL de la solucién | 500 pL 50 pL/mL (5) 5 pg/mL

(4)

200 pL de la solucién | 800 uL 10 pL/mL (6) 1 pg/mL

()

100 pL de la solucion | 900 pL 1 uL/mL (7) 0.1 pg/mL

(6)

100 pL de la solucion | 900 pL 0,1 pL/mL (7) 0.01 pg/mL

)
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FIJACION

Al término de la incubacién se aspir6 el medio y se fijé colocando 100 pL de acido
tricloroacético al 10% y en refrigeracion a 4°C durante 1 h. Después se lavo con

agua destilada.

TINCION

Se adiciono 50 pL de la solucion de Sulforrodamina B al 0.4% en acido acético
al 1% a cada uno de los pozos con células, se dejaron en incubacién durante 30
minutos a temperatura ambiente y cubriéndolos de la luz. Terminado ese tiempo
se retird el exceso de colorante lavando con acido acético al 1% y se dej6 secar
completamente a temperatura ambiente. El colorante se solubilizé afiadiendo
100 pL de Tris base 10 mM (pH 10.5) con agitacion mecanica suave por 5

minutos y hasta observar la solubilizaciéon y homogenizacién del mismo.

CUANTIFICACION CELULAR

Lectura e interpretacion de la prueba: Se ley6 en un lector de microplaca a una
longitud de onda de entre 490 a 550 nm que es en la cual se detecta la
sulforrodamina (Camacho, 2002); (Lebén, 2006); (Linamaria, Alfonso R, &

Avristizabal, 2009).
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Para obtener el numero de células después de la tripsinizacion, es decir, las

células que se encuentran en suspension, se realiza el siguiente calculo:

Numero de células por mL de suspensiéon (C) = N x 10*x2
Numero de células por mL de suspensiéon (C) = 75 x 10*x2

Numero de células por mL de suspensién (C) = 1,500,000

Donde: C= Células por mililitro, N= Promedio de células contadas vivas, 10"4=
Factor de conversion de la camara, 2= Factor de dilucién (50% suspension

celular, 50% solucion azul tripano).

Disefio Experimental

A pesar de su alto grado de organizacion estructural y funcional, los organismos
multicelulares reaccionan ante los cambios ambientales principalmente a nivel
celular. Dependiendo de la severidad y la duracién del estrés pueden distinguirse
diferentes respuestas celulares que incluyen mecanismos de reparacion,
procesos adaptativos y activacion de vias de apoptosis. Sin embargo, aunque
las respuestas celulares ante situaciones de estrés son un mecanismo universal
de importancia fisiologica y patolégica, no todos los tipos de células presentan la
misma capacidad de resistencia y defensa frente a los estimulos nocivos.

(Spriggs, Bushell, & Willis, 2010).
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La evaluacion in vitro de las respuestas celulares asociadas a la exposicion a
productos téxicos requiere un disefio experimental que incluya la utilizacién de
diferentes lineas celulares, la eleccion de los tiempos de exposicion y la
seleccion de los pardmetros de ensayo mas adecuados para definir el perfil
toxicolégico del compuesto objeto de estudio (Andersen & Krewski, The Vision

of Toxicity Testing in the 21st Century: Moving from Discussion to Action, 2010).

Durante este proyecto se trabajaron con concentraciones de BPA en un rango
de 0,01 a 100 % , estas concentraciones son las que reporta Thomson en
“Bisphenol A in canned foods in New Zealand: An exposure assessment”, es

decir, concentraciones que ingerimos involuntariamente a través del consumo de

los alimentos (Thomson & Grounds, 2005).

Se utilizaron 3 lineas celulares, MCF-7, 3T3 (células sin diferenciar) con
receptores estrégeno, PC3 con receptores androgenos. Véase la imagen de

células en proliferacion.

Figura 10. Proliferacion celular de las lineas celulares utilizadas en el estudio
FUENTE: Fotografias tomada en la unidad de investigacion pre- clinica

(UNIPREC), con un objetivo 10x; donde se muestra el 70% de proliferacion

celular.
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Porcentaje de Viabilidad (memoria de calculo)

Obtenidas las absorbancias de las placas, realizamos la determinaciéon del
porcentaje de células adheridas al final del experimento, el cual indica el
porcentaje de células viables al momento de la fijacidbn. Se considera la
proliferacion celular maxima (100%) de los pozos que no reciban tratamiento del

compuesto de prueba (control negativo).El calculo es el siguiente:

] R Toc —Tec
Porcentaje de viabilidad = (—) x100

ocC

. N ng 100,000 — 48,500
Porcentaje de viabilidad (BPA 100 —) = ( 100.000

)XlOO =51.5%
mL

Ddénde: Toc = Total de células contadas (Vivas y muertas), Tec = Células tefiidas.

Las curvas de CCso se generaron con datos expresados como el porcentaje de
viabilidad celular, presentados con la media + desviacién estandar y con los log
de las concentraciones utilizadas. El analisis estadistico para el calculo de CCso
se utilizé6 GraphPad Prism 6.0® para Windows (GraphPad Software Inc.,EE.

UU.).Ver anexos
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tres lineas celulares, a saber, MCF7, PC3 y 3T3 fueron expuestas a BPA, 17f3-
estradiol y EtOH (como control) para evaluar la citotoxicidad por exposicion a
bisfenol A (véase Materiales y Métodos). A continuacion, se presentan los

resultados por compuesto.

ETANOL (EtOH)

En la Tabla 9, se agrupan los resultados de proliferacion celular al exponer cada linea

celular a EtOH.

TABLA 9. VC: Viabilidad Celular; DE: desviacion estandar y se tomé una n=18,
Proliferacion celular de las lineas celulares MCF7; PC3 y 3T3, expuestas a EtOH.

MCF7 PC3 3T3

VC (%) |[DE |N |VC (%) |DE N |VC (%) |DE N

0,01 | 91,581 |5,854 |18 84,485 | 18,882 | 18 111,010 | 10,697 | 18

0,1 |95,715 |7,486 |18 88,195 | 14,119 | 18 114,490 | 10,055 | 18

1 101,203 | 5,313 | 18 99,397 | 12,308 | 18 125,220 | 8,880 |18

5 102,475 | 6,912 | 18 103,408 | 19,329 | 18 136,690 | 11,302 | 18

10 103,743 | 8,378 | 18 108,689 | 15,917 | 18 136,920 | 16,601 | 18

50 105,591 | 8,214 | 18 108,359 | 12,389 | 18 126,240 | 10,324 | 18

100 | 103,740 | 8,284 | 18 106,240 | 10,075 | 18 115,840 | 9,517 |18
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Proliferacion Celular
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Figura 11. Grafica de Proliferacién Celular después de 24 h de ser expuestas a
EtOH, estos resultados representan el promedio de los tres experimentos + D.E

Después de 24 h se midié la viabilidad celular y se observa que el EtOH no afecta
la viabilidad celular como era de esperarse, es decir, no hay diferencia
significativa entre el porcentaje de células vivas a las diferentes concentraciones

expuestas.
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TABLA 10. VC: Viabilidad Celular; DE: desviacion estandar. Linealizacion de la

proliferacion celular de las lineas celulares MCF7; PC3y 3T3, expuestas a EtOH.

Log(EtOH) | MCF7 PC3 373
VC (%) |DE VC (%) |DE VC (%) |DE

-2,000 91,581 |5,854 | 84,485 | 8,947 111,010 | 10,697
-1,000 95,715 |7,486 |88,195 |18,882 |114,490 |10,055
0,000 101,203 | 5,313 99,397 |14,119 |125220 |8,880
0,698 102,475 | 6,912 103,408 | 12,308 | 136,690 | 11,302
1,000 103,743 | 8,378 108,689 | 19,329 | 136,920 | 16,601
1,698 105,591 | 8,214 108,359 | 15,917 |126,240 | 10,324
2,000 103,740 | 8,284 106,240 | 12,389 | 115,840 |9,517
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Figura 12. Gréfica Curva de CCso de EtOH, en las lineas celulares MCF-7, PC3

y 3T3.
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Se obtuvo una CCspde 0,0 % para las tres lineas celulares (MCF7, PC3y 3T3).

Esto quiere decir que las células expuestas a etanol no presentaron inhibicion,

ni proliferacion como se esperaba. La poblacion se mantuvo constante, ya que

el EtOH (como blanco) no reporta union a los receptores estrogénicos de las

lineas celulares.

17-B-ESTRADIOL

A continuacion, se presenta en la Tabla 11, los resultados de proliferacion celular al

exponer cada linea celular a 17B-estradiol.

TABLA 11. VC: Viabilidad Celular; DE: desviacion estandar y se tomd una

n=18.Proliferacion celular de las lineas celulares MCF7; PC3y 3T3, expuestas a

17p—estradiol

MCF7 PC3 3T3

VC (%) | DE N |[VC (%) | DE N |VC (%) |DE N
0,01 |50,080 | 37,106 | 18 | 90,804 | 36,540 | 18 |52,190 |37,814 |18
0,1 |44,526 | 33,055 |18 |80,300 |38,430 |18 |50,710 | 36,606 |18
1 47,340 37,971 |18 |75,899 |43,123 |18 |52,860 |41,585 |18
5 55,158 | 43,159 |18 | 76,597 | 46,676 | 18 | 58,730 | 44,870 | 18
10 | 44,765 | 18,086 |18 |80,581 |39,708 | 18 | 69,740 | 37,654 | 18
50 |53,081 |8613 |18 |84,203 | 18,669 | 18 | 85,780 |15,173 |18
100 |69,354 8,430 |18 |87,941 |8,947 |18 |85390 |11,031 |18
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Figura 13. Grafica Proliferacion Celular 24 h después de ser expuestas a 17[3-
estradiol, estos resultados representan el promedio de los tres experimentos *
D.E

En la figura 13 se observa que no existe un efecto adverso por exposicion a 17f3-
estradiol en ninguna de las lineas celulares. Sin embargo, podria visualizarse
una tendencia de incremento en los porcentajes de viabilidad celular para MCF7
y 3T3. En el caso particular de 3T3, esta tendencia es mas clara y concuerda
con Moreno, 2012, en que la naturaleza multipotencial de esta linea celular
potencia su crecimiento en presencia de compuestos hormonales para alcanzar

su diferenciacion en adipocitos.
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TABLA 12. VC: Viabilidad Celular; DE: desviacion estandar. Linealizacién de la

proliferacion celular de las lineas celulares MCF7; PC3 y 3T3, expuestas a 173-

estradiol
log[Estradiol | MCF7 PC3 3T3
] VC (%) |DE VC (%) |DE VC (%) |DE
-2,000 50,080 | 37,106 |90,804 |36,540 |52,190 |37,814
-1,000 44,526 | 33,055 |80,300 |38,430 |50,710 | 36,606
0,000 47,340 |37,971 |75,899 |43,123 |52,860 |41,585
0,698 55,158 | 43,159 |76,597 |46,676 |58,730 |44,870
1,000 44,765 18,086 |80,581 | 39,708 69,740 | 37,654
1,698 53,081 | 8,613 84,203 18,669 | 85,780 15,173
2,000 69,354 | 8,430 87,941 | 8,947 85,390 | 11,031
Curva CCg, 17p-estradiol
0 MCF7
1007 & PC3
=+ 373

80"

60"

40

20"

Porcentaje de células vivas (%)

-1

log[Estradiol] (ng)/mL)

Figura 14. Gréfica Curva de CCso de 17 B-estradiol, en las lineas celulares
MCF-7, PC3y 3T3

39



Para el 17 B-estradiol igualmente se obtiene un CCsode 0,0 % , lo que concuerda

con que este estrogeno sintético no ha sido asociado con un efecto adverso a

las concentraciones que se manejaron.

BISFENOL A (BPA)

A continuacion, se presenta en la Tabla 13 los resultados de proliferacion celular al

exponer cada linea celular a BPA.

TABLA 13. VC: Viabilidad Celular; DE: desviacion estandar y se tomd una

n=18.Proliferacion celular de las lineas celulares MCF7; PC3 y 3T3, expuestas a

BPA

MCF7 PC3 3T3

VC (%) |DE N |VC (%) |DE N |VC (%) |DE N
0,01 83,616 |25537|18 |85841 |24543|18 |118,840 31,517 |18
0,1 |89,491 |26,040|18 |92,911 |21,881|18 |125750 29,051 |18
1 96,831 |29,335|18 |102,238]12,157 |18 | 133,730 30,963 | 18
5 98,709 |32,132 |18 |101,751|12,041 |18 |138,530 | 34,106 | 18
10 |101,749|35,5550 | 18 | 110,371 10,861 | 18 | 132,140 | 33,081 | 18
50 |64,725 |16,609 |18 |81,110 |9,053 |18 |97,290 |35,708 |18
100 | 26,265 |6,468 |18 |39,217 | 15889 |18 |39,760 |12,443]18
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Figura 15. Grafica Proliferacion Celular 24 h después de ser expuestas a BPA

estos resultados representan el promedio de los tres experimentos = D.E

En la figura 15 se muestra la viabilidad celular a las diferentes concentraciones

de BPA, como se puede observar una tendencia de reduccién en la viabilidad
celular a partir de una concentracion de BPA de 10 ;—i. En especifico, la
disminucion se da primero en la linea celular MCF7 a una concentracion de 50
% donde se observa que disminuye a un 60% aproximadamente y a 100 % de

BPA, la viabilidad celular es de un 30%. Ademas, en el caso de las lineas

celulares PC3y 3T3 se reduce a un 40% de ambas poblaciones celulares en 100

29 de BPA.
mL
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TABLA 14. VC: Viabilidad Celular; DE: desviacion estandar. Linealizacion de la

proliferacion celular de las lineas celulares MCF7; PC3 y 3T3, expuestas a BPA

Concentracion | MCF7 PC3 3T3
de BPA
VC (%) | DE VC (%) | DE VC(%) |DC

-2,000 83,616 | 25,537 |85,841 |24,543 |118,840 | 31,517
-1,000 89,491 | 26,040 |92,911 |21,881 | 125,750 | 29,051
0,000 96,831 | 29,335 |102,238 | 12,157 | 133,730 | 30,963
0,698 98,709 |32,132 |101,751|12,041 |138,530 | 34,106
1,000 101,749 | 35,550 | 110,371 |10,861 |132,140 | 33,081
1,698 64,725 | 16,609 |81,110 |9,053 97,290 | 35,708
2,000 26,265 | 6,468 39,217 |15,889 |39,760 | 12,443

En la figura 16 se pueden observar los resultados obtenidos para la

determinacion del efecto citotoxico del BPA. En el caso de MCF7 se estimé un
valor de CCso de 64, 67 %. Para las lineas celulares PC3 y 3T3, la disminucion
de la viabilidad celular es similar con un valor CCso de 85,17 % y 88, 48 %;
respectivamente.

Es importante recalcar que existen Unicamente cuatro articulos cientificos que

estudian el efecto observable de la citotoxicidad in vitro del BPA en lineas

celulares.

En especifico, existe un reporte para células monocito (U937) en el cual se
alcanza una viabilidad del 50% a partir de 1.5 % de BPA (Neri, 2015)(Neri et al.,
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2015). Ademas, Wang et al. (2012) evaluaron el efecto protector del ginseng en
la citotoxicidad de BPA (observable a partir de 50 uM) para un cultivo de células

Sertolli (15P-1) (Wang, 2012).

En el caso de MCF7, Zhang et al., 2012 identificaron la inhibicién génica por
efecto citotoxico del BPA a una concentracion de 1 uM por 48 h (Zhang, 2012).
Recientemente, (Aghajanpour-Mir, Zabihi, & Akhavan-Niaki, 2016) report6 un

dafio cromosomico por efecto citotoxico de BPA a partir de 100 ::l—“‘i.

Curva CCy;,de BPA
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Figura 16. Grafica Curva de CCso de BPA, en las lineas celulares MCF7, PC3 y
3T3.
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El mecanismo por el cual es posible un efecto citotéxico del BPA se ha explicado
a través de la dinAmica entre los compuestos hormonales con receptores de
estrogenos y actividades del receptor nuclear en la célula (Kenichi, 2004). La
interaccion que se lleva a cabo entre la hormona y el receptor es una accion
dinamica de union y separacion que depende de las constantes de asociacion y
disociacion de los receptores (Pérez-Rivero, Aguilar-Setién, Villa-Godoy, &
Serrano, 2005). Consecuentemente, el receptor debe tener gran afinidad para
su compuesto hormonal o diversos sitios de unidén que actlen sinérgicamente
entre si. Debido a que estas interacciones son del orden de picogramos o
nanogramos y que el numero de receptores es finito, existe una alta posibilidad
de saturacién en los receptores estrogénicos (Pérez-Rivero, Aguilar-Setién, Villa-

Godoy, & Serrano, 2005).

En el caso del BPA, se sigue el mismo mecanismo de activacion hormona-
receptor. Sin embargo, el ligando receptor-BPA induce un cambio
conformacional, lo cual impide una dindmica de asociacion-disociacion y
eventualmente una disfuncién celular que puede llevar a la citotoxicidad al
saturarse los receptores estrogénicos (Montano, Miiller, Trobaugh, &

Katzenellenbogen, 1995).

En la figura 17, se representa esquematicamente los enlaces entre el receptor
estrogeno (ER) y el estradiol (E2). Como se puede observar, esta union se lleva

a cabo por interacciones débiles entre los hidrégenos del estradiol y el acido
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glutdmico (aminoacido del receptor estrogénico) que es un compuesto
hidrofébico atraido por los grupos -OH del estradiol. Como ya se ha mencionado,
la debilidad del enlace para preservar la conformacion molecular en la interaccion
receptor-hormona es vital para la continuidad de la funcion celular (Tabb &

Blumberg, 2006).

HN o]
Phed0d .
B ‘.‘ Arg3od
» H5
o, NH

A Iy
N 3 . :
A G )

i
His524 )
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HI1 ~ ~
(o] 0
Glu3s3
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Figura 17. En la imagen A se muestra una representacion esquematica de las
redes de enlaces de hidrégeno entre estradiol y ER: (Pascal, Egea, Klaholz, &
Moras, 2000) mientras que en la imagen B se observa el receptor estrogénico a

en su estructura terciaria (Era) FUENTE: (Miller, 2015).

En la figura 18 se muestran las moléculas de estradiol y el BPA. Como puede
observarse, el BPA contiene dos grupos -OH que pueden unirse al acido

glutamico del ER de manera similar al E2 (Tabb & Blumberg, 2006).

45




Figura 18. Comparacién de estructuras Bisfenol A (BPA) y Estradiol.

Otra molécula similar al BPA, por contener un grupo hidroxilo que interacciona
con el ER, es el nonilfenol (NP) (Soares, 2008). No existen reportes in vitro sobre

la citotoxicidad del nonilfenol. Sin embargo, la CCso del NP ha sido reportado en

un rango de 96-280 % (Aronzon, 2013) ; (Bevan, Porter, & Prasad, 2003) para

estudios in vivo de Xenopus laevis y Rhinella (Bufo) arenarum, respectivamente.

En este proyecto se trabajaron con lineas celulares de diferente origen, a saber,
MCF7 de cancer de mama, PC3 de cancer de prostata y 3T3 de fibroblasto. Con

base en la literatura, se ha encontrado que la isoforma del receptor estrogénico
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ERa se expresa predominantemente en la hipofisis, el Gtero, el ovario (oviducto
y epitelio germinal), la glandula mamaria, el testiculo, el epididimo y el rifién. Por
su parte, la isoforma ERp es la forma predominante en regiones del hipotalamo,
ovario (células de la granulosa), prostata glandula, pulmén vy vejiga
(Katzenellenbogen, 2000) ( (Routledge, White, Parker, & Sumpter, 2000) (Filardo

E. , Graeber, Quinn, & Resnick, 2006).

La concentracion citotoxica (CCso ) para MCF7 es de 64, 67 % y de acuerdo con

lo mencionado anteriormente se tiene que es tejido blanco con mayor proporcion

de Era. Por su parte, PC3y 3T3, observaron una CCso de 85,17 % y 88, 48 %;

respectivamente y ambas lineas celulares provienen de tejidos blancos donde
predomina la isoforma B del receptor estrogénico. Lo anterior podria ser un

indicativo de la sensibilidad de la isoforma del receptor ante BPA.
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CONCLUSIONES

Se desarrollé con éxito un bioensayo in vitro para determinar la citotoxicidad del
BPA en diferentes lineas celulares; MCF7 (cancer de mama), PC3 (cancer de

préstata) y 3T3 (célula sana).

Los resultados indican que el bisfenol A comienza a ser citotoxico a partir de 50

L9 En especifico, PC3 y 3T3 observaron una CC50 de 85,17 £2 y 88, 48 £
mL mL mL

respectivamente; en contraste, MCF7 observé una CC50 de 64,67 %.

Lo anterior se podria explicar con base a las isoformas de los receptores
celulares. Las lineas celulares PC3 y 3T3 reportan mayor cantidad de receptores
tipo B, mientras que MCF7 reporta mayor cantidad de receptores tipo a.

ng

El efecto citotoxico de BPA se observd a partir de 50 — Cuyo valor se ha

asociado con la exposicion involuntaria a bisfenol A en poblacion humana por

alimentacion.
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TRABAJO FUTURO

En este trabajo queddé demostrada la citotoxicidad del BPA y un siguiente paso
seria el evaluar un dafo a nivel DNA. Por ejemplo, se ha reportado que la
disrupcién endocrina a nivel celular puede generar un cambio en el patron global
de metilacion, verificable a través de la técnica de transformacion con bisulfito.
Al respecto de una potencial alteracion al RNA por exposicion de BPA, podria

plantearse su extraccion para verificar algan cambio en la expresion de genes.

El BPA es uno de los principales disruptores endocrinos presentes en los
alimentos. Sin embargo, existen otros compuestos, tales como el nonilfenol y del

DEHP, cuya citotoxicidad seria valioso estudiar también.

El BPA ha sido reportado como potencial obesdgeno y la linea celular 3T3 en
presencia de fuente hormonal llega a diferenciarse en adipocito. Por lo tanto, se
podria exponer estas células diferenciadas a concentraciones citotoxicas del

BPA para asociar exposicion al padecimiento de la obesidad
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ANEXO

A continuacién se muestran los datos calculados por GraphPad Prism® para

obtener el valor de CCso de para cada compuesto utilizado en ese trabajo.

MCF7 PC3 3T3
LogEC50 -0,2507 53,78 -1,009
HillSlope 0,05926 | -0,01251 0,1601
EC50 0,5614 0,09794
LogEC50 0,9480 2219 0,6532
HillSlope 0,03861 0,05199 0,06031
95% Confidence
Intervals
LogEC50 -2,6881t02,187 | -516,6to -2,688 to 0,6703
624,2

HillSlope -0,04001 to -0,1462 | 0,005032 to 0,3152

0,1585 | t0 0,1212

Tabla 1. CCso de EtOH para cada linea celular calculados por el programa

estadistico GraphPad Prism®.
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Tabla 2. CCso de 17 B estradiol para cada linea celular calculados por el

programa estadistico GraphPad Prism®

3T3 MCF7 PC3
LogEC50 -2,377 16,06 -164,8
EC50 0,004200 1,140e+016 0,0
LogEC50 5,548 10,09 45,46
HillSlope 0,002850 0,001044 0,0008185
95% Confidence
Intervals
LogEC50 -17,78 to 13,02 -11,96 to 44,08 -291,0 to -
38,64
HillSlope 0,003207 to 0,0007827 to 0,001040 to
0,01903 0,006581 0,005585

Tabla 3. CCso de BPA para cada linea celular calculados por el programa

estadistico GraphPad Prism®

MCF7 PC3 3T3
LogEC50 1,811 1,930 1,947
HillSlope -2,408 -2,799 -3,393
ECS50 64,67 85,17 88,48
LogECS50 0,05427 0,04798 0,0006673
HillSlope 0,8567 0,9788 0,01982

95% Confidence
Intervals

LogEC50 1,671t01,950 | 1,807 to 2,054 | 1,945 to 1,949
HillSlope -4,610 to - -5,315to - -3,444 to -
0,2052 0,2825 3,342
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