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El cadmio como disruptor endocrino
Estudios de la exposicion al cadmio sobre la

adenohipoéfisis de rata

Resumen

Introduccion:

El cadmio (Cd?*) es un contaminante ambiental que produce numerosos
efectos toxicos en los organismos. Este metal puede actuar como un disruptor
endocrino en diferentes tejidos. La adenohipofisis es la glandula directriz y

presenta una alta sensibilidad al Cd?*.

Objetivos:
1) Investigar posibles formas de tratamiento que reviertan los efectos
inducidos por la exposicion crénica al Cd?* en la adenohipdfisis de rata in vivo.

2) Investigar el papel xenoestrogénico del Cd?* a nivel adenohipofisario.

Resultados:

1) La exposiciéon al Cd?* in vivo induce estrés oxidativo y disminuye los
niveles séricos de prolactina (PRL) y de hormona luteinizante (LH). La
melatonina, administrada a posteriori de la exposiciéon al Cd?*, revierte los
efectos del metal sobre la expresion de la hemo-oxigenasa-1, mientras que tiene
un efecto per se sobre la expresion de la metalotioneina-1 y de la 6xido nitrico
sintasa 1. El cese de la exposiciéon al Cd?*, en cambio, revierte totalmente los
efectos del metal sobre los marcadores de estrés oxidativo y sobre los niveles

séricos de PRL y LH.



2) El Cd?*, en concentraciones nanomolares, es capaz de inducir la
proliferaciéon celular y la secrecion de PRL en las células adenohipofisarias.
Ambos efectos son mediados por el receptor de estrégenos alfa (REa). Este
metal también regula la expresiéon proteica del REay de sus variantes
truncadas. El Cd?* y el estradiol muestran un efecto cooperativo sobre la

expresion del mensajero del REa y del de PRL.

Conclusion:
El Cd?* es un disruptor endocrino que inhibe o estimula la secrecion
hormonal adenohipofisaria, efecto que depende del mecanismo involucrado:

generacion de estrés oxidativo o efecto xenoestrogénico.

Palabras claves:

Cadmio, adenohipéfisis, estrés oxidativo, melatonina, disruptor endocrino,

xenoestrégeno, prolactina, receptor de estrogenos alfa.



Cadmium as an endocrine disruptor
Studies of cadmium exposure in the rat anterior

pituitary gland

Abstract

Introduction:

Cadmium (Cd?*) is an environmental contaminant that produces many
toxic effects on organisms. This metal can act as an endocrine disruptor in
different tissues. The anterior pituitary gland is the directive gland and presents

high sensitivity to Cd?*.

Objetives:
1) To investigate possible forms of treatments those reverse the effects
induced by Cd?* chronic exposure in the rat anterior pituitary gland in vivo.

2) To investigate Cd?* xenoestrogenic role at anterior pituitary level.

Results:

1) Cd?2* exposure in vivo induces oxidative stress and decreases prolactin
(PRL) and luteinizing hormone (LH) serum levels. Melatonin, administered a
posteriori of Cd?* exposure, reverses metal effects on heme oxygenase-1
expression, while having a per se effect on metallothionein-1 and nitric oxide
synthase 1 expression. Suspension of Cd?* exposure, instead, completely
reverses metal effects on oxidative stress markers and serum levels of PRL and

LH.



2) Cd?*, in nanomolar concentrations, is able to induce cellular
proliferation and PRL secretion in anterior pituitary gland cells. Both effects are
mediated by the estrogen receptor alpha (ERa). The metal also regulates protein
expression of ERaand its truncated variants. Cd?* and estradiol show a

cooperative effect on ERo. and PRL mRNA expression.

Conclusion:
Cd?* is an endocrine disruptor that inhibits or stimulates anterior
pituitary gland hormonal secretion and its action depends on the involved

mechanism: oxidative stress generation or xenoestrogenic effect.

Key words:

Cadmium, anterior pituitary gland, oxidative stress, melatonin, endocrine

disruptor, xenoestrogen, prolactin, estrogen receptor alpha.



Agradecimientos:

A Beatriz por brindarme un espacio en su grupo de investigacion, por compartir y
ensefiarme sus amplios conocimientos cientificos y por ayudarme a llegar finalmente a

este momento.

A TODOS y CADA UNO de mis comparieros de la citedra de Quimica Bioldgica
Patolégica que de una u otra forma han colaborado conmigo y con los que comparti

lindos momentos durante el doctorado. En especial les quiero agradecer a mis AMIGAS

A los Doctores Stella Campo, Ma. del Carmen Rios de Molina, Liliana Guerra, Graciela
Diaz-Torga y Juan Carlos Calvo por sus ensefianzas, consejos Y siempre buena

predisposicion.

A la Universidad de Buenos Aires y a la Escuela Técnica ORT por mi formacion

académica.

A los organismos y fundaciones (UBA, CONICET, ANPCYT, HARRISON) que me

beneficiaron con diferentes becas para que pueda llevar adelante el doctorado.

A mis profesores del colegio y de la facultad que han sido y son un EJEMPLO a seguir

para mi y en especial por su calidad humana.

A Ema por su colaboracion y cuidar de lara.

A mis AMIGOS de la VIDA: Matilde, Miri y Seba. Gracias por ESTAR SIEMPRE.

A mi hermana Melisa. Maunly: Gracias por tu APOYO INCONDICIONAL y por tu

toque de humor dcido de cada dia!!!. También a mi “cusia” favorito Gaby!!!.



A Daniel. Gracias por tu ayuda durante todos estos arios. Por ESCUCHARME,
ACOMPANARME y ACONSEJARME SIEMPRE.

A mis papds. Sin Uds. la realizacion de esta Tesis hubiera sido imposible. Gracias por su

ESFUERZO, PACIENCIA, por BANCARME y ESTAR SIEMPRE.



A lara



Indice

1. Introduccién
2. Objetivos
3. Materiales & Métodos

4. Estudio de posibles tratamientos que reviertan
los efectos del Cd?* a nivel adenohipofisario

4.1. Objetivo
4.2. Resultados
4.3. Discusion

5. Papel xenoestrogénico del Cd>* a nivel
adenohipofisario

5.1. Objetivo

5.2. Resultados

5.3. Discusion
6. Conclusion

7. Referencias

Apéndice: Abreviaturas

Pag. 1
Pag. 33

Pag. 34

Pag. 54
Pag. 54
Pag. 55
Pag. 71
Pag. 78
Pag. 78
Pag. 79
Pag. 112
Pag. 121

Pag. 123

Pag. 140



Tesis de Doctorado Introducciéon

1. Introduccion

El Cadmio

Generalidades

El cadmio (Cd?*) forma parte de la familia de metales pesados que
existen como componentes naturales de la corteza terrestre. Este metal esta
ampliamente disperso en todo el ecosistema y se encuentra a menudo
combinado con otros elementos, como el cinc, el plomo y el cobre.

El Cd?*, debido a sus propiedades altamente tdxicas, es un contaminante
ambiental que produce numerosos efectos adversos sobre los organismos, adn

en concentraciones muy pequefias (Satarug y col., 2003).

Fuentes de liberacion de Cd?+ al ambiente

La mayor fuente natural de liberacion de Cd?* a la atmésfera es la
actividad volcanica. Otras fuentes naturales son la erosion de las rocas y los
incendios forestales. Sin embargo, actualmente, gran parte del Cd?* liberado al
ambiente proviene de diferentes actividades humanas (Thornton, 1992).

El uso de Cd?* a nivel industrial se ha expandido notablemente a partir
de la mitad del siglo pasado y su eliminacién se ha convertido en un serio
problema ambiental. El Cd?* es utilizado en la elaboracién de algunos
plaguicidas y fertilizantes, en la galvanoplastia, en la fabricacion de pilas y
baterias, en la estabilizacion de algunos plasticos y en la industria minera
(Goering y col.,, 1995; Satarug y col.,, 2003). Otras importantes fuentes de
descarga de Cd?* al ambiente son la quema de combustibles fésiles (como el

carbon o el petrdleo) y la incineracién de la basura doméstica comun.


http://www.monografias.com/trabajos15/medio-ambiente-venezuela/medio-ambiente-venezuela.shtml
http://www.monografias.com/trabajos5/plasti/plasti.shtml
http://www.monografias.com/trabajos16/industria-ingenieria/industria-ingenieria.shtml
http://es.wikipedia.org/wiki/Carb%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Petr%C3%B3leo
http://es.wikipedia.org/wiki/Basura
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Como consecuencia de todos estos procesos antropogénicos, ya sean de
manufacturacién o de descarte, ha aumentado muchisimo el nivel de Cd?* en el

medio ambiente.

Vias de intoxicacion por Cd?*

La intoxicaciéon por Cd?* es causada principalmente como consecuencia
de la exposicion ocupacional y/o a través del consumo de agua o de alimentos
contaminados.

El agua contaminada puede provenir de diferentes fuentes. Puede tener
un origen natural como consecuencia de la erosién de las rocas o antropogénico
por contacto con desechos quimicos, plaguicidas o fertilizantes o también por
su viaje a través de las tuberias (que muchas veces estdn soldadas con
materiales que lo contienen).

Ciertas plantas y animales acumulan Cd?* pero son relativamente
resistentes a sus efectos toxicos y, al formar parte de la dieta alimenticia,
pueden ser los causantes de la intoxicacién con este metal. La aplicaciéon de
abonos como ciertos fertilizantes quimicos o el excremento de animales pueden
aumentar los niveles de Cd?* de los cultivos agricolas. También los peces y los
moluscos son capaces de acumular Cd?* luego de la ingesta de plancton o de
agua contaminada (Rayment, 1995; Ling y col., 2011). Ademas, hay que
considerar que muchos de estos animales y plantas son consumidos en periodos
tempranos de su vida, antes de puedan manifestar algtin efecto téxico inducido
por el metal. De esta manera, la cadena de transferencia transcurre desde el
suelo y el agua a las plantas y los animales y de éstos a los humanos (Figura 1)
(Satarug y col., 2003).

Los individuos que trabajan en las industrias en las que se manufacturan
productos que contienen Cd?*, sufren la intoxicacién no solo por el consumo de
agua o alimentos contaminados, sino también a través de la inhalaciéon del

humo o del polvo en su lugar de trabajo (intoxicacién ocupacional) (Miura,

2009).
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La inhalacién del humo del tabaco es otra importante fuente de
intoxicacion por Cd?* (Koller, 1998). Se sabe que la planta de tabaco acumula
Cd?* del suelo y que puede alcanzar una concentracion de entre 0,5 y 5 ppm
(Scherer y Barkemeyer, 1983; Chaney y col., 1999). El 6xido de cadmio formado
durante la combustion del cigarrillo es altamente absorbible por el organismo y
aproximadamente el 50% del metal inhalado ingresa a circulacion. Se ha
detectado hasta 5 veces méas Cd?* en los 6rganos de los fumadores que en los de

los no fumadores (Figura 1) (Benedetti y col., 1999; Satarug y col., 2003).

UELO

Figura 1: Vias de intoxicacién por Cd?*.

La capacidad de ciertas plantas de acumular Cd?* del suelo y ser
relativamente resistentes a sus efectos toxicos (De Figueiredo, 1965) esta siendo
aprovechada para la fitoremediacion de suelos contaminados (Liu y col., 2012;

Shukla y col., 2012).
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Entrada de Cd?* al organismo

La vida media del Cd?* en el cuerpo humano es de aproximadamente 15
a 30 afios (Sugita and Tsuchiya, 1995; Henson y Anderson, 2000). El Cd?* entra
al torrente sanguineo por absorcién a nivel del estémago o del intestino luego
de la ingesta de agua o comida contaminada o por absorcién a nivel de los
pulmones después de la inhalacién. Usualmente llega a la sangre alrededor del
1 al 5% del Cd?* que es ingerido por la boca, mientras que, como se mencioné
mas arriba, se absorbe alrededor del 30 al 50% del que es inhalado. Cuando la
cantidad de Cd?* ingerida es pequefia, la mayor parte queda retenida en la
mucosa intestinal, principalmente unido a las metalotioneinas (MTs) y es
eliminado con la descamacién del epitelio. Cuando la dosis oral de Cd?* es
elevada o baja pero crénica, el metal libre atraviesa la mucosa, pasa a la
circulacién sanguinea y se almacena en diferentes tejidos. Las MTs son una
familia de proteinas ricas en cisteina (Cys) que participan en el ingreso,
transporte y regulacion del cinc en los sistemas biolégicos. La uniéon del Cd?* a
las MTs es la responsable de su casi despreciable tasa de excreciéon y de la
acumulaciéon del metal en los tejidos (Klaassen y col., 2009). Debido al alto
contenido en MTs (Klaassen y col., 2009), la acumulacién de Cd?* se produce
predominantemente en el higado, el rifién (Varga y col., 1993; Bhattacharyya y
col.,, 2000; Henson y Anderson, 2000; Jarup y col.,, 2000) y en los érganos
reproductivos (Varga y col., 1993; Paksy y col., 1997; Zadorozhnaja y col., 2000;
Fiala y col., 2001; Piasek y col., 2001)

El Cd?* ingresa a la célula fundamentalmente a través de los
transportadores de calcio (Himeno y col., 2002). Dentro de la célula la mayor
parte se almacena en el citosol (70%), en menor grado en el ntcleo (15%) y el
resto se distribuye entre las mitocondrias y el reticulo endoplasmatico (Casalino

y col., 1997).


http://es.wikipedia.org/wiki/Boca
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Cd** y salud

Las consecuencias de la exposicién al Cd?* por periodos prolongados se
manifiestan sobre el desarrollo y funcionalidad de diversos érganos y sistemas,
produciendo  alteraciones  neuroldgicas,  reproductivas, = endocrinas,
inmunolégicas, asi como en el desarrollo de diferentes tumores.

Una de las primeras descripciones de enfermedades causadas por
intoxicacion con Cd?* a nivel poblacional se conoce como enfermedad “itai-itai”
(“ay-ay” en japonés) por los gritos de dolor que emitian los afectados en la
region del rio Jinzu (Jap6n) en la década de 1950 (Jarup y col., 1998). Este se
caracteriza por la presencia de osteomalacia, osteoporosis y madaltiples
disfunciones renales asociadas a dolor severo. La enfermedad era causada por
la ingesta de arroz cosechado en zonas altamente contaminadas con el metal
(Nogawa y col., 2004). El estudio de individuos con intoxicacién ocupacional ha
permitido conocer las razones de la sintomatologia de esta enfermedad y su
caracterizacion.

La exposiciéon al Cd?* ha sido asociada con un aumento en la incidencia
de diferentes tipos de céncer (Koller, 1998; Waalkes y col., 1999; Satoh y col.,
2002). Este metal ha sido clasificado como un carcin6geno humano de tipo I por
la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (IARC) y por el
Programa Nacional de Toxicologia, basandose en estudios epidemiolégicos y en
investigaciones con animales de laboratorio (International Agency for Research
on Cancer, 1993; Huff y col., 2007). La inhalacién de Cd?* durante largos
periodos, es una de las causas condicionantes para el desarrollo de cancer de
pulmén (Waalkes y col., 1999; Waisberg y col., 2003; Mosavi-Jarrahi y col., 2009;
Beveridge y col., 2010), hecho que se ha observado en el caso de muchos de los
fumadores. Ademas, el Cd?* parece tener un papel determinante como inductor
de céncer en tejidos hormono-dependientes tales como mama y prostata
(Garcia-Morales y col., 1994; Antila y col., 1996; Martin y col., 2003 Siewit y col.,
2010).


http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer_de_pulm%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer_de_pulm%C3%B3n
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Beveridge%20R%22%5BAuthor%5D
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La Organizacién Mundial de la Salud, teniendo en cuenta el alto grado
de toxicidad de este metal, ha establecido que el limite maximo diario para la
ingesta de Cd?* es de 1 ug/Kg dia (Satarug y col., 2003). Este valor de referencia
fue obtenido de estudios de toxicidad del Cd?* realizados en el higado y el
rifién, dos de los tejidos donde se produce la mayor acumulacién de este metal.
Sin embargo, con el tiempo se han ido recolectando evidencias que indican que
la exposicién crénica a bajas concentraciones de Cd?* puede causar alteraciones
neuroldgicas (Viaene y col., 2000; Leret y col., 2003) y endocrinas (Lafuente y
col., 2001; Lafuente y col.,, 2003) atn cuando no haya dafio renal o hepatico
detectable. En este sentido, nuestro grupo demostré mediante estudios in vivo e
in vitro, que la adenohipdfisis es mas sensible que el higado al estrés oxidativo
inducido por el Cd?* (Poliandri y col., 2003; Poliandri y col., 2006b). Estos
resultados muestran la existencia de una diferente sensibilidad de los tejidos al
Cd?* y pueden ser ttiles para modificar el limite de la concentraciéon aceptada

actualmente como tolerable y que en realidad es dafiina para el individuo.
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El eje hipotdlamo-hipofisario

El eje hipotalamo hipofisario juega un rol fundamental controlando la
homeostasis del organismo. Esta unidad regula funciones fisiol6gicas basicas
como el crecimiento, la reproduccién y el metabolismo, asi como también la
adaptacion a cambios del medio externo y al estrés.

El hipotdlamo es una estructura nerviosa situada en la base del encéfalo
que procede del diencéfalo primitivo. Es el sitio de la regulacion
neuroendocrina, autonémica y homeostatica ya que actia como un centro
integrador que coordina mensajes del entorno, ritmos, patrones de desarrollo
endogenos y sehales corporales para evocar respuestas autondmicas y
endocrinas.

La hipdfisis es la glandula endocrina directriz. Se localiza en la region
ventral del cerebro, la denominada “silla turca” del hueso esfenoides y se
encuentra, aunque externa al cerebro, en intima relaciéon con el hipotadlamo a
través de la eminencia media y el tallo pituitario (Page y col., 1994). Esta
compuesta por la hipdfisis anterior o adenohipofisis y la hipofisis posterior o
neurohipéfisis (Figura 2). El origen de la hipofisis es ectodérmico y surge de
una invaginaciéon del estomodeo (cavidad oral primitiva) que se pone en
contacto con una evaginaciéon del piso del diencéfalo. El techo del estomodeo
forma la bolsa de Rathke y se convierte en la adenohipéfisis, mientras que el

piso del diencéfalo dara origen a la neurohipofisis.
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Figura 2: Conexién hipotalamo-hipoéfisis. La hipdfisis, constituida por la adenohipofisis
(hipofisis anterior) y la neurohipdfisis (hipéfisis posterior), estd conectada con el hipotalamo a
través de la eminencia media y el tallo pituitario.

La neurohipéfisis estd formada por la pars nervosa, el tallo pituitario y la
eminencia media y constituida principalmente por terminales nerviosos. Las
hormonas neurohipofisarias oxitocina y vasopresina son sintetizadas por las
células neurosecretoras de los ntcleos supradptico y paraventricular del
hipotalamo, transportadas por sus axones hacia la neurohipéfisis (donde son
almacenadas en los terminales nerviosos) y finalmente liberadas a circulacion
en respuesta a diferentes estimulos.

La adenohipéfisis es principalmente glandular y se la puede dividir en

tres regiones: la pars distalis, la pars intermedia (ausente en aves y algunos


http://es.wikipedia.org/wiki/Hipot%C3%A1lamo
http://es.wikipedia.org/wiki/Ax%C3%B3n
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mamiferos) y la pars tuberalis. La glandula presenta una composicion celular
heterogénea con cinco tipos de células secretoras y un tipo no secretor.

Las células secretoras son: los corticotropos, productoras de
adrenocorticotrofina (ACTH), los tirotropos, de hormona estimulante de la
tiroides (TSH), los somatotropos, de hormona de crecimiento (GH), los
lactotropos, de prolactina (PRL) y los gonadotropos, de hormona foliculo
estimulante (FSH) y de hormona luteinizante (LH). Estas hormonas acttan
regulando el funcionamiento de las glandulas periféricas (tiroides, génadas,
corteza adrenal) y/o sobre los tejidos blancos. Las células secretoras se
encuentran en diferentes proporciones que dependen del sexo, de la edad y del
estado fisiologico del individuo. En ratas hembras, alrededor de un 40-50% de
la adenohipofisis estd compuesta por lactotropos (Chen, 1987),
aproximadamente un 20% por somatotropos (Dada y col., 1984), un 5-10% por
gonadotropos (Dada y col., 1983), un 3% por corticotropos y un 3% por
tirotropos (Dada y col.,, 1984). En machos estas proporciones se modifican
ligeramente, siendo algo mayor la de somatotropos (Dada y col., 1984).

Las células foliculo estrelladas constituyen el tipo celular no secretor, las
cuales mantienen uniones comunicantes con las células secretoras (Page, 1994).
Este tipo celular es inmunoreactivo para la proteina S100 (Nakajima y col., 1980)
lo que sugiere una relacién con las células gliales y ademdas comparte algunas
caracteristicas con las células fagociticas mononucleares (Vankelecom y col,,

1992).
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Regulacién de la secrecion hormonal adenohipofisaria

El control hipotalamico de la secrecién hormonal de la neurohipdfisis es
principalmente nervioso, mientras que la regulacién hipotaldmica de la
secrecion de hormonas de la adenohipdfisis es endocrina.

El hipotdlamo es la fuente de neurohormonas y neurotransmisores que,
una vez secretados a nivel de la eminencia media a la circulacién portal
hipotalamo-hipofisaria, controlan la sintesis y liberaciéon hormonal de las
células adenohipofisarias. Las distintas hormonas adenohipofisarias regulan, a
su vez, el funcionamiento de tejidos y glandulas periféricas. Asimismo, la
adenohipdfisis y el hipotdlamo son controlados por las hormonas de los

6rganos blancos a través mecanismos de retroalimentacion (Figura 3).

Figura 3: Esquema de los
caminos clasicos de
seflalizacion en el eje
— hipotalamo-hipofisis-glandula
periférica. Las células de la

Factor adenohipoéfisis responden a
@ @ liberador factores  liberadores  hipo-

p—- Hipotilamo

talamicos secretando la
hormona correspondiente hacia
Hipofisis la circulacion general. Esta
@ —_— — hormona ejerce su efecto en una
glandula periférica blanco y

puede actuar también sobre el
Hormona h'ipot.élam.o ' genferando un
@ hipofisaria @ circuito inhibitorio y redu-

3 ciendo la liberacién del factor
estimulador. La  glandula

ﬁlé;dula periférica responde secretando
endocrina su propia hormona, que tiene
periférica efecto sobre otros tejidos y
forma otro circuito inhibitorio
reduciendo la secrecién de la
hormona adenohipofisaria al
actuar tanto a nivel de la

Hormona de la hipofisis como del hipotalamo.
glandula periférica
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Ademas del control hipotaldamico y de la regulacién ejercida por las
hormonas periféricas, las células adenohipofisarias pueden ser fuentes de
seflales que intervienen en el control intrahipofisario mediante mecanismos
autocrinos, paracrinos y/o yuxtacrinos. Existen numerosas moléculas
sintetizadas localmente involucradas en dicha regulacién tales como péptidos
(galanina, péptido intestinal vasoactivo, endotelinas), factores de crecimiento,
citoquinas, hormonas (folistatina, activina, inhibina), 6xido nitrico (NO), entre
otras (Denef, 2008).

El hipotalamo produce factores liberadores e inhibidores especificos para
cada uno de los tipos celulares endocrinos que integran la adenohipofisis. De
los cinco tipos de células endocrinas de la adenohipdfisis, cuatro de ellos
responden a factores liberadores los cuales actian como secretagogos y también
como factores tréficos (Gershengorn y col. 1986; Conn y col., 1987; Turnbull y
col,, 1997; Mayo y col.,, 2000). Los lactotropos son el tnico tipo celular
adenohipofisario que no posee un factor liberador hipotaldamico especifico que
se comporte como estimulador de la secrecién de PRL y a la vez como factor

tréfico (Freeman y col., 2000).

Regulacion de la secrecion de PRL

Los lactotropos son las tinicas células de la adenohipéfisis que mantienen
una secrecion basal espontdnea y ténica de la hormona. Por consiguiente, la
liberacion de los factores hipotaldmicos inhibitorios es fundamental para la
regulacion de la secrecion de PRL. La dopamina es el principal factor
hipotalamico que inhibe la secreciéon de esta hormona (Ben-Jonathan, 1980). Le
siguen, con diferente potencia inhibitoria diversos factores tanto hipotalamicos
como intrahipofisarios tales como el acido gamma aminobutirico (GABA), la
serotonina, la acetilcolina, la somatostatina, el NO y la propia PRL (Racagni y
col., 1979; Matsushita y col., 1983; Duvilanski y col., 1985; Freeman y col., 2000).

Se ha descripto una gran variedad de factores que estimulan la secrecién

de PRL actuando directamente sobre las células adenohipofisarias. Estos
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pueden ser de origen hipotaldmico, hipofisario o de los tejidos periféricos.
Algunos de los mas estudiados son: los estrégenos, la hormona liberadora de
TSH (TRH), la oxitocina y el péptido intestinal vasoactivo (Lasaga y col., 1989;
Freeman y col., 2000; Samson y col., 2003). De todos ellos los estrégenos son los
reguladores claves de la secrecién de PRL dado que ademas de estimular su

secrecion, regulan la proliferacion de los lactotropos (Freeman y col., 2000).
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Efectos del Cd** a nivel celular

Estudios recientes muestran que el Cd?* presenta efectos que van desde
la estimulacién de la proliferacion a la muerte celular y que éstos dependen de
la concentraciéon del metal a la que han sido expuestas las células. A
concentraciones del orden nanomolar el Cd?* induce la proliferaciéon celular,
mientras que a concentraciones mayores actiia como un agente citotoxico (Jiang
y col., 2009; Hao y col., 2011). Estos efectos han sido observados, por ejemplo,

en células fibroblasticas de pulmon de embrién humano (Jiang y col., 2009).

1) El Cd?** como efector citotéxico

Diversos estudios proponen a la apoptosis como el proceso dominante
que participa en el efecto citotéxico inducido por el Cd?* (Hamada y col., 1997;
Shih y col., 2004; Lasfer y col., 2008), en cambio, otros autores le dan mayor
preponderancia a la necrosis (Sancho y col., 2006; Brama y col., 2011).

La generaciéon de estrés oxidativo es uno de los mecanismos mas
aceptados que explican el efecto citotéxico del Cd?* (Lépez y col., 2006;
Ognjanovié y col., 2008; Cuypers y col., 2010) y ambos tipos de muerte celular,
apoptosis y necrosis, pueden ser desencadenados por este mecanismo (Fleury y

col., 2002).
El Cd?* como inductor de estrés oxidativo

El estrés oxidativo es el resultado de una alteracion del equilibrio 6xido-
reduccion de la célula en el cual estd afectado el balance entre los elementos
oxidantes y antioxidantes (Figura 4). El desbalance entre ambos elementos, ya
sea por una excesiva produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y/o de
una deficiencia en los mecanismos antioxidantes, lleva al dafio celular

(Scandalios, 2005).
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AMNTIOXIDANTES

Figura 4: Estrés oxidativo: Las células normalmente son capaces de regular la
produccion de ERO y antioxidantes para mantener el equilibrio redox. El estrés oxidativo
ocurre cuando este equilibrio es alterado.

Las ERO son moléculas altamente reactivas derivadas del oxigeno. Las
mas importantes son el anién superdxido, el peréxido de hidrégeno y el radical
hidroxilo. Estas especies se forman de manera natural como subproducto del
metabolismo normal del oxigeno y tienen un papel muy significativo en la
sefalizacion celular.

Se ha demostrado que el Cd?*, al igual que otros metales, genera estrés
oxidativo en distintos tejidos, lo cual resulta en el deterioro de los lipidos, las
proteinas y el ADN y de esta forma es capaz de iniciar diversas patologias
tanto en plantas como en animales (Figura 5) (Waisberg y col., 2003; Lopez y
col., 2006; Poliandri y col., 2006; Ognjanovic¢ y col., 2008; Cuypers y col., 2010;
Miler y col., 2010; Cherif y col., 2011; Zilli y col., 2011).
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Figura 5: Consecuencias de la induccién de estrés oxidativo por metales.

Mutagenicidad
Carcinogénesis

El Cd?* al no ser un metal redox activo, no produce ERO a través de

reacciones de tipo Fenton (reacciones que generan radical hidroxilo cuando un

metal redox activo reacciona con el peréxido de hidrégeno). Sin embargo,

puede indirectamente aumentar los niveles de ERO y causar estrés oxidativo a

través de otros mecanismos (Stohs y Bagchi, 1995):
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-Reemplazo de metales con actividad redox

Se ha observado que el Cd?* aumenta la concentracién de metales libres
con actividad redox como el hierro o el cobre posiblemente reemplazando su
lugar en algunas proteinas como por ejemplo ferritina (hierro) y ceruloplasmina

(cobre) (Casalino y col., 1997; Dorta y col., 2003).

-Union a grupos tioles

Las proteinas o los péptidos con alto contenido de grupos sulfhidrilos,
tales como el glutation (GSH) y las MTs, intervienen en la regulacién de los
niveles de las ERO y de los metales.

-El GSH es el més importante y abundante antioxidante no enzimético
celular. El Cd?* compite con las ERO por los grupos sulfhidrilos del GSH,
causando una deplecién del contenido de esta molécula. Esto lleva a una
alteraciéon del balance redox celular favoreciendo un ambiente oxidante (L6pez
y col., 2006).

-Las MTs, como se mencioné mads arriba, son proteinas ricas en Cys.
Estas proteinas son conocidas como “secuestradoras de metales” debido a la
gran afinidad que los metales tienen por sus grupos sulthidrilos (Amara y col.,
2008; Ognjanovic¢ y col., 2008). Las MTs son capaces de unir y detoxificar Cd?*.
Un incremento en el nivel de las ERO, provocado por la exposiciéon al metal,
desestabiliza la unién entre el Cd?* y las MTs, liberandolo y favoreciendo asi la

generacion de nuevas ERO (Jiménez y col., 1997).

-Induccion de la produccién de ERO por la mitocondria

La mitocondria es una de las principales fuentes de ERO. Se ha descripto
que la exposicién al Cd?* induce alteraciones especificas en la estructura y en el
funcionamiento de la mitocondria (Wang y col., 2004; Poliandri y col., 2006a).

En nuestro laboratorio demostramos que el Cd?* afecta la cadena de transporte

16



Tesis de Doctorado Introducciéon

de electrones mitocondrial induciendo la generacién de ERO en las células
adenohipofisarias en cultivo. Ademds, mostramos que el Cd?* estimula la
sintesis de NO (Poliandri y col., 2004). E1 NO es un radical libre gaseoso que
funciona como mediador endégeno de una variedad de efectos fisiol6gicos en
diferentes tejidos (Murad y col., 2006). El NO, al inhibir algunos de los
complejos de la cadena de transporte de electrones (Poderoso y col., 1996),
reduce los niveles de ERO y disminuye los efectos citotoxicos del metal

(Poliandri y col., 2006a).

-Activacion de la NADPH-oxidasa

La NADPH-oxidasa es un sistema enzimatico que originalmente fue
identificado como un componente clave de la respuesta inmune leucocitaria,
pero que actualmente se sabe participa en numerosos procesos celulares y
también constituye otra de las fuentes endégenas mas importantes de ERO en el
organismo (Bokoch y Knaus, 2003). Este complejo cataliza la reacciéon de
oxidacion del NADH o NADPH a NAD* o NADP+* utilizando para ello oxigeno
molecular y produciendo peréxido de hidrégeno (Bedard y col., 2007). Se ha
observado que el Cd?* induce la producciéon de ERO al activar a la NADPH-
oxidasa 2 y sus proteinas regulatorias conduciendo a la apoptosis neuronal en

las células PC12 y en las SH-SY5Y (Chen y col., 2011).
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Defensas antioxidantes y Cd?*

Los organismos han desarrollado mecanismos de defensa celular muy
sensibles de manera de impedir, contrarrestar o minimizar el dafo oxidativo.
Los sistemas de defensas antioxidantes pueden ser enzimas, péptidos o
metabolitos y estdn presentes en todos los compartimientos subcelulares
(Halliwell, 2006).

Las enzimas antioxidantes mas importantes son la superéxido dismutasa
(SOD), la catalasa (CAT), la glutatién peroxidada (GPx) y la glutatién reductasa
(GR). Estas enzimas pueden actuar independientemente pero, para lograr una
eliminacion eficiente de las ERO, su accién debe ir siempre acoplada de manera
de eliminar al peréxido de hidrégeno formado e impedir su participacién en las
reacciones de tipo Fenton.

La SOD cataliza la dismutacion del radical superéxido en peréxido de
hidrégeno. Luego la CAT y/o la GPx se encargan de la eliminacién del peréxido
de hidrégeno. La GR es otra enzima cuya funcién se encuentra asociada a la
GPx. El glutation oxidado (GSSG) por acciéon de la GPx es regenerado por la
GR, para lo cual requiere la presencia de NADPH, el cual es a su vez oxidado.
De manera similar a la asociacion que existente entre la SOD y la CAT o la GPx,
existe una cooperacion entre la GPx y la GR (Figura 6).

Se ha descripto que la exposicion al Cd?* afecta la actividad de estas
enzimas antioxidantes ya sea activandolas o inhibiéndolas (Jurczuk y col., 2004;
Yalin y col., 2006). Estas discrepancias han sido atribuidas a diferencias en las
condiciones de exposicién, en la concentraciéon del Cd?* y en la respuesta

diferencial de los distintos tejidos estudiados.
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Figura 6: Sistema de defensa antioxidante celular. La SOD, la CAT, la GPx y la GR son las
enzimas antioxidantes més importantes. La SOD cataliza la dismutacién del anién superéxido
(O27) en perdxido de hidrégeno (H»O»). Este es convertido a H,O y Oz por la accién de dos
peroxidasas: la CAT y la GPx. El GSH es el componente antioxidante no enzimético por
excelencia. Ademas de actuar como cofactor de la GPx, este tiol tiene capacidad antioxidante per
se. Durante la detoxificacién de los perdxidos, la GPx oxida al GSH formando GSSG como
producto final de la reaccién. El GSH consumido puede ser restablecido a través de su reciclaje
por accién de la GR o bien por la sintesis de novo.

Fenton

Mientras que las enzimas antioxidantes estdn especificamente
involucradas en la detoxificacion de las ERO, los sistemas no enzimaticos son
metabolitos esenciales para diversos procesos metabdlicos que ademds poseen
propiedades antioxidantes. Estos metabolitos pueden ser clasificados en
hidrofilicos e hidrofébicos. Dentro de los hidrofilicos se encuentran el GSH vy el
acido ascorbico, los cuales reaccionan directamente con los compuestos
oxidantes tanto intra como extra celularmente. Entre los antioxidantes
hidrofébicos, la vitamina E, protege a las membranas celulares de la
peroxidacion lipidica inducida por los agentes oxidantes. En nuestro laboratorio
demostramos que ambos tipos de antioxidantes (n-acetil cisteina y vitamina E)
son capaces de impedir la actividad citotéxica del Cd?* asi como también su
efecto sobre la secrecion de PRL en las células adenohipofisarias en cultivo

(Poliandri y col., 2003).
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Existen otros tipos de antioxidantes endégenos tales como la melatonina.
Esta hormona, producida por la glandula pineal, ha sido utilizada para
contrarrestar el estrés oxidativo en varios sistemas (Romero y col., 2008; Rao y
Chhunchha, 2009). La melatonina tiene la capacidad de detoxificar al radical
hidroxilo, al radical carbonato y varios radicales orgénicos, como asi también
peroxinitritos y otras especies reactivas del nitrégeno ya sea secuestrandolos
y/o estimulando la actividad de las enzimas antioxidantes (Hardeland y col.,
2003; Reiter y col., 2003; Rodriguez y col., 2004; Guenther y col., 2005). Otro de
los mecanismos de proteccién sugeridos para dicha hormona estd dado por su
capacidad de asociarse con los metales y facilitar su eliminacién de los tejidos,
ya que gracias a sus propiedades liposolubles, es capaz de difundir y cruzar las
barreras celulares libremente (Reiter y col, 2002). En nuestro grupo
demostramos que la melatonina administrada simultdneamente con Cd?* en el
agua de bebida, es capaz de impedir el estrés oxidativo generado por el metal

en la adenohipdfisis de rata (Poliandri y col., 2006b).

Marcadores de estrés oxidativo

La primera respuesta celular ante un estimulo oxidativo es utilizar las
herramientas preexistentes y simultdneamente inducir la expresion de
diferentes factores de transcripciéon y enzimas que a su vez desencadenan la
respuesta antioxidante especifica y persistente. Estos factores y enzimas de
primera linea son conocidos como “marcadores de estrés oxidativo”. Entre ellos
podemos nombrar la peroxidacion lipidica, la expresion del factor nuclear
eritroide 2- factor derivado 2 (Nrf2), la expresion de la hemo-oxigensa-1 (HO-1)
y la expresion de las MTs.

La peroxidacion lipidica hace referencia al dafio oxidativo de los lipidos
de las membranas celulares por las ERO. La susceptibilidad de las membranas
biolégicas a la peroxidaciéon depende fuertemente del grado de insaturaciéon de
los lipidos que las constituyen, siendo mayor su susceptibilidad conforme

aumenta el namero de dobles enlaces (Pamplona y col, 2000). Existen
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evidencias de que la exposiciéon al Cd?* aumenta la peroxidacion lipidica en
distintos tejidos. Ognjanovi¢ y col. observaron dicho efecto en higado y rifién de
rata (Ognjanovic y col., 2008). Nuestro grupo ha comprobado que la exposicién
crénica a bajas concentraciones de Cd?* aumenta la peroxidacion lipidica en la
adenohipdfisis de rata, sin afectar al higado (Poliandri y col., 2006b). Un efecto
similar también hemos observado en las células adenohipofisarias en cultivo
(Poliandri y col., 2004).

El Nrf2 es un factor de transcripcion que responde a xenobidticos
especificos como el Cd?*, coordinando la transcripciéon de una bateria de genes
para luchar contra el insulto quimico (Liu y col., 2009; Kensler y col., 2007), tal
como la expresion de la HO-1.

La HO-1 es una de las primeas enzimas que se modifican por efecto del
estrés oxidativo. Esta enzima microsomal cataliza el paso limitante de la
degradacion del grupo hemo y estd involucrada en la sintesis de bilirrubina y
biliverdina, dos importantes agentes antioxidantes (Galbraith y col., 1999). Se ha
observado que la HO-1 es inducida en diferentes células como mecanismo de
proteccion frente al estrés oxidativo generado por el Cd?* (Kusakabe y col,
2008, Poliandri y col., 2006b).

Como se mencion6 previamente, las MTs son proteinas ricas en Cys, que
unen metales y que ademds secuestran las ERO generadas en la célula. El Cd?*
estimula marcadamente los niveles de las MTs (Wlostowski y col., 2000).
Existen varias isoformas de las MTs que protegen a las células del estrés
oxidativo. Las isoformas MT-1 y MT-2 se expresan en la mayoria de los tejidos y
son inducidas por metales pesados, agentes oxidantes, hormonas, la
inflamacion y el estrés. La MT-3 fue originalmente identificada en cerebro
(Uchida y col., 1991) y luego también fue detectada en 6rganos periféricos como
la préstata, los testiculos, la lengua y los rifiones (Garrett y col., 1999; Hozumi y
col.,, 2008). La MT-4 se encuentra principalmente en la piel (Quaife y col., 1994).
Debido a la capacidad de los metales contaminantes (plata, cadmio, cobre,
mercurio) de inducir marcadamente la sintesis de MTs en especies marinas se

ha propuesto su uso de estas proteinas como potenciales biomarcadores
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especificos de la exposicion a metales en el “monitoreo acuético (Langston y

col., 2002; Amiard y col., 2006).

Participacion del NO en los efectos citotoxicos del Cd?*

El NO es un mensajero con una importante funcién moduladora en el
sistema neuroendocrino. El papel del NO en el efecto del Cd?* es objeto de
controversias entre distintos grupos: mientras que algunos autores postulan
que el NO protege a las células de los efectos toxicos del Cd?* (Liu y col., 2004),
otros sostienen que el NO seria mediador de los efectos dafiinos (Misra y col.,
1996). Estas diferencias parecen ser consecuencia de la respuesta diferencial de
cada tejido y también a los niveles de NO inducidos por el metal. En nuestro
laboratorio demostramos que el Cd?* aumenta la produccién de NO y que este
aumento tiene un efecto citoprotector sobre las células adenohipofisarias
(Poliandri y col., 2004). Un efecto similar se observé a nivel de las mitocondrias
(Poliandri y col., 2006a).

El NO es generado por la 6xido nitrico sintasa (NOS), de la cual existen
tres isoformas (NOS1, NOS2 y NOS3). Nosotros observamos que el Cd?*
estimula la expresion de la NOS1 en las células adenohipofisarias tanto in vivo
como in vitro (Poliandri y col., 2004; Poliandri y col., 2006b). Existe una estrecha
interrelacion entre las MTs, los metales y el NO. Las MTs pueden secuestrar al
NO y de esta forma proteger a las células de sus efectos toxicos. A su vez, el NO
es capaz de estimular la expresion de las MTs (Katakai y col., 2001; Itoh y col.,,
2005).
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2) El Cd?* como disruptor endocrino

Disruptores endocrinos

Desde mediados del siglo pasado, se han ido reportando
manifestaciones extrafias y desconcertantes que sufrian distintas especies de
animales, en diferentes partes del mundo, aparentemente como consecuencia de
la exposicién a sustancias quimicas muy variadas y que parecian no tener nada
en comun. Estas manifestaciones incluian la pérdida de la capacidad
reproductiva, aumento de la mortandad en las poblaciones animales y de su
progenie, deformaciones en los o¢rganos reproductivos, comportamientos
sexuales anormales y alteraciones del sistema inmunolégico. Algunos de estos
problemas también se observaron en los seres humanos. La Dra. Theo Colborn
(zodloga) fue contratada por la World Wildlife Fund de USA para estudiar las
causas de las alteraciones en el estado de salud de los animales de la regién de
los Grandes Lagos en los afios 80. Ella encaja las piezas de este rompecabezas y
encuentra el punto comtn de las multiples manifestaciones observadas en las
diferentes especies y en distintas partes del mundo: “todas las especies de
animales estudiadas sufrian alteraciones en el funcionamiento de su sistema
endocrino ocasionadas por la exposicién a sustancias quimicas de constitucion

muy heterogénea a los cuales denominé: disruptores endocrinos “.

Los disruptores endocrinos (DEs) son agentes quimicos naturales o
sintéticos que interfieren con la biosintesis, el metabolismo o la accién de las
hormonas endégenas, alterando la homeostasis y por lo tanto, provocando
variaciones en la reproduccion y en el desarrollo del organismo y/o de su
progenie (Diamanti-Kandarakis y col., 2009). El grupo de moléculas clasificadas
como DEs es altamente heterogéneo e incluye quimicos sintéticos utilizados
como solventes/lubricantes industriales y sus productos derivados (bifenilos

policlorados, bifenilos policromados, dioxinas), plésticos (bisfenol A, BPA),
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plastificantes (ftalatos), pesticidas (diclorodifeniltricloroetano, DDT), fungicidas
(vinclozolina) y agentes farmacéuticos (dietilestilbestrol). Pertenecen a este
grupo quimicos naturales como los fitoestrégenos (genisteina y cumestrol), tan
abundantes en alimentos como la soja. Algunos metales, tales como cadmio,
mercurio, plomo, uranio y arsénico, también pueden actuar como DEs
(Diamanti-Kandarakis y col., 2009; Iavicoli y col., 2009).

La mayoria de los estudios realizados sobre DEs revelan que estas
sustancias ejercen sus efectos actuando como agonistas o antagonistas de los
receptores hormonales especificos (Waring y Harris, 2005). Los DEs son, por lo
tanto, capaces de imitar la actividad de las hormonas y producir efectos
equivalentes, pueden bloquear la actividad normal de las hormonas al competir
por los receptores especificos o modificar la concentracién fisiologica de las
mismas al afectar los mecanismos de retrocontrol alterando asi su bio-
disponibilidad (Waring y Harris, 2005).

Un grupo particular de DEs, capaces de reproducir las acciones de los
estrogenos y/o interferir con su normal sefalizacién, son los denominados

“xenoestrégenos”.

Estrogenos y xenoestrogenos

Estrogenos

Los estrégenos son una familia de hormonas esteroideas sintetizadas
principalmente por los ovarios durante la edad reproductiva y en menores
cantidades por las glandulas adrenales y otros tejidos. Su funcién mas
importante es promover el crecimiento y la diferenciacion de los 6rganos
sexuales y de otros tejidos relacionados con la reproduccién. Sin embargo,
también tienen un papel muy importante en el funcionamiento del cerebro, en
la remodelacion del hueso y en la acumulacion de tejido adiposo.

El 17B-estradiol (E2) es el estr6geno natural mas potente. A nivel de la
adenohipdfisis, es el principal regulador de la secrecion de PRL (Rhode y
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Gorski, 1991) y de la proliferacion celular (especialmente de los lactotropos). La
PRL es una hormona implicada en una variedad de funciones fisiolégicas tales
como el desarrollo fetal, la reproduccién y la respuesta inmune, de manera tal
que alteraciones en su producciéon y liberacion afectan diferentes funciones del
organismo (Bole-Feysot y col., 1998).

El E; ejerce sus efectos mediante la activacion de mdltiples vias de
sefializacion tanto gendémicas como no genémicas (Figura 8) (Heldring y col.,,
2007; Shanle y Xu, 2010; Shanle y Xu, 2011). Las acciones del Ez estan mediadas
por dos receptores especificos (REa y REP), los cuales pertenecen a la
superfamilia de receptores de hormonas esteroideas/tiroideas que pueden
actuar como factores de transcripcion nuclear (Drummond y col. 1999;
Rousseau y col., 2002; Adamson y col., 2008). El REa presenta tres isoformas: la
isoforma de longitud completa de 66 kDa (RE066) y las variantes de “splicing”
o truncadas de 46 kDa (REa46) y 36 kDa (REa36) (Murphy y col., 2009). Estas
variantes de “splicing” fueron detectadas inicialmente en la hipéfisis y luego
fueron encontradas en otros tejidos como por ejemplo mama, endometrio y
también en células de musculo liso y en células mononucleares de sangre

periférica (Natasha y col., 1998; Matthew y col., 2004).

Non-genomic

Activation of
kinase signaling

cascades

@%Cnac!ivﬂtors

Spl/AP-1

Figura 8: Vias de sefalizacién
del receptor de estrogenos. Las
vias de sefalizacién genémicas
del receptor de estrogenos
ocurren cuando los ligandos
entran a la célula, se unen al
receptor e inducen su
dimerizaciéon. Los dimeros se
unen directamente al ADN en la
secuencia ERE o indirectamente a
través de otros factores de
transcripciéon como el Spl o el
AP-1. Las vias no genémicas del
receptor de estrégenos ocurren
cuando los ligandos se unen a los
receptores de membrana,
activando la sefializaciéon via
diferentes cascadas de quinasas.

ER: receptor de estrégenos
(Extraida de Shanle y Xu, 2011).
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Estrégenos y proliferacion celular

Los estrogenos intervienen en los procesos de proliferaciéon y muerte
celular controlando la expresién y actividad de determinados genes y proteinas
directamente involucrados en la regulacién del ciclo celular como las ciclinas y
los proto-oncogenes, asi como también de las diferentes vias de sefalizacion

que intervienen en dichos procesos (Altucci y col., 1996; Dinda y col., 1997).

El ciclo celular es el proceso finamente regulado a través del cual una
célula se divide en dos células hijas. Tradicionalmente se lo separa en cuatro
fases denominadas: G1, S, G2 y M. Las fases G1 y G2 (Gap o intervalos) son
fases metabdlicamente muy activas donde se produce el crecimiento celular y
las células se van preparando para la fase siguiente. La fase S (Sintesis) consiste
en la duplicacién del material genético de la célula (replicaciéon del ADN) el
cual va a ser distribuido a cada una de las células hijas. Por dltimo la fase M
(Mitosis) consiste en la divisiéon de todo el material celular y concluye con la
citocinesis (Figura 7A). Cuando las células no se encuentran proliferando se
dice que han salido del ciclo celular y estan en estado de quiescencia o GO. La
progresion a través de las diferentes fases del ciclo celular estd estrictamente
regulada por diferentes proteinas tales como las ciclinas (A, B, D y E), que estan
asociadas a las quinasas dependientes de ciclinas (CDKs 1, 2, 4, 6) (Sanchez y
Dynlacht, 2005) (Figura 7B).

Los proto-oncogenes c-fos y c-jun, son miembros del factor de
transcripcion AP-1 (proteina activadora-1), cuya expresion es rapidamente
inducida ante un estimulo mitogénico (Angel y Karin, 1991; Shaulian y Karin,
2002). El grupo de Ben-Jonathan demostré que el Ez estimula la expresion de c-
fos en los lactotropos y en las células foliculo estrelladas de las ratas Fischer 344

(Allen y col., 1997).
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Figura 7: Ciclo celular: Fases del ciclo celular (A). Complejos de ciclinas-CDKs que
intervienen en cada fase del ciclo (B).
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Xenoestrogenos

Durante las tltimas décadas ha aumentado notablemente el namero de
quimicos sintéticos que son utilizados tanto en la agricultura como en la
industria, muchos de los cuales han sido identificados como xenoestrégenos
(XEs). Los XEs (o estrégenos ambientales) interfieren con las acciones de los
estrogenos en los diferentes tejidos efectores.

Muchos XEs son capaces de unirse a los receptores de estrogenos
(Varayoud y col., 2008; Sosi¢-Jurjevi¢ y col., 2010; Rivera y col., 2011) y, de esta
forma, alteran los niveles de las hormonas endégenas, ya sea por provocar
cambios en la sintesis, el metabolismo o el transporte de las mismas
(Sonnenschein y Soto, 1998). Estos disruptores han sido relacionados con
diferentes trastornos hormonales en los humanos y otros animales como la
feminizacion de machos (Kloas y col., 1999), malformaciones en el tracto
reproductivo y endometriosis (Gotz y col., 2001), desorganizacion del sistema
nervioso central (Laessig y col., 1999), cancer de mama y ovario (Brown y
Lamartiniere, 1995), entre otros.

Entre los XEs, en especial los que acttan sobre el eje hipotdlamo-
hipofisario, podemos mencionar a los fitoestréogenos como la genisteina-
isoflavona que se encuentra principalmente en la soja y en el trébol rojo-(Boue y
col., 2003; Burger, 2003; Sosi¢-Jurjevi¢ y col., 2010); los polifenoles clorados
como el BPA-monémero wutilizado en la fabricacion de plasticos de
policarbonato, resinas y selladores dentales-(Steinmetz y col.,, 1997; Ben-
Jonathan y col., 1998; Suzuki y col., 2002; Akingbemi y col., 2004; Susiarjo y col.,
2007; Cardoso y col.,, 2010; Rivera y col., 2011); el hexaclorobenceno, las
dioxinas, el endosulfano y el clordano-pesticidas 6rgano clorados-(Hunter y
col., 1999; Rousseau y col., 2002; Nordberg y col.,, 1994). Muchos de estos
compuestos, cuyo uso actualmente estd “prohibido”, han sido ampliamente
utilizados y persisten en la naturaleza. Si bien estos XEs representan un grupo

con estructuras quimicas muy diversas, varios de ellos comparten algunas
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similitudes en su estructura como por ejemplo la presencia de uno o dos anillos
aromaticos (Martin y col., 2003).

Otra clase de XEs son los conocidos como “metaloestrégenos”. Este
grupo incluye a metales pesados y metaloides como el cadmio, el niquel, el
arsénico, el cromo, el mercurio, el plomo, el uranio, entre otros (Garcia-Morales
y col., 1994; Stoica y col., 2000; Martin y col., 2003; Iavicoli y col., 2009). Martin y
col. demostraron que, en forma similar al Ez, muchos de estos metales estimulan
la proliferaciéon de la linea celular de mama MCF-7 y ademas, inducen la
expresion de genes regulados por estrégenos como el receptor de progesterona

y el pS2 (Garcia-Morales y col., 1994; Martin y col., 2003).

Efectos xenoestrogénicos del Cd**

El Cd?*, es actualmente uno de los metaloestrégenos mas estudiados
(Garcia-Morales y col., 1994; Stoica y col., 2000; Hofer y col., 2010; Siewit y col.,
2010). Numerosos trabajos postulan que acttia como un DE reproduciendo los
efectos de los estrégenos en varios tejidos y, por consiguiente, afecta la
secrecion hormonal de diferentes glandulas endocrinas (Garcia-Morales y col.,
1994; Stoica y col., 2000; Martin y col., 2003; Byrne y col., 2009; Hofer y col.,
2010; Siewity col., 2010).

Se ha propuesto que el Cd?* es capaz de unirse y activar al REo, tanto in
vivo como in vitro, a través del dominio de unién al ligando, en forma similar a
como lo hace el E> (Garcia-Morales y col., 1994; Stoica y col., 2000; Byrne y col,,
2009). La interaccion del Cd?* con el receptor involucra varios aminoacidos del
sitio de unién a la hormona, sugiriendo que el metal puede formar un complejo
de coordinacion con el dominio de unién al ligando y de esta forma activar al
receptor (Stoica y col., 2000) (Figura 9). El Cd?* tiene una alta afinidad por el

REa y es capaz de competir con el E; por la unién al receptor.

29



Tesis de Doctorado Introducciéon

AF-1 Dominio de Dominice de union
union al ADH al ligando/AF-2
-
REa - s

Eﬁ?'h"{-_! 24 \I

Figura 9: Modelo propuesto del receptor de estrogenos alfa (REa). El REa estd dividido en
diferentes dominios (A-F). El N-terminal del receptor contiene la regién variable A/B que
modula la transcripcién a través del dominio de transactivaciéon AF-1. El dominio de unién al
ADN, region C, es una pequefa regién conservada, rica en cisteinas, que contiene dos dedos de
cinc. Ademés de unirse al ADN, la regiéon C juega un rol en la transactivacién y en la
dimerizacién del receptor. El C-terminal contiene las regiones D, E y F. La region E contiene el
dominio de unién al ligando que esta formado por el dominio de dimerizacion inducible por la
hormona y el dominio de transactivacion AF-2. El dominio de unién al ligando contiene 11 alfa
hélices (H1, H3-H12) plegadas rodeando al bolsillo de unién al ligando. Se ha propuesto que
cuando el Cd?* se une a determinados aminoacidos en el dominio de unién al ligando, el REa
sufre cambios estructurales similares a los provocados por el E; para pasar al estado activo del
receptor (Adaptada de Byrne y col., 2009).

El grupo de Martin fue el primero en demostrar los efectos
xenoestrogénicos del Cd?* utilizando la linea tumoral de mama MCF-7 (Garcia-
Morales y col., 1994). Ellos observaron que el metal induce la proliferacion
celular y aumenta la expresion de genes regulados por estrégenos (como el del
receptor de progesterona). También vieron que el metal activa al REa en
ensayos de transfecciones transitorias (Stoica y col., 2000). Como los efectos del
Cd?* fueron bloqueados por un antiestrégeno, los autores propusieron que

dichos efectos estdin mediados por el REa (Stoica y col., 2000). Otros trabajos

mostraron que el Cd?* también activa vias no genémicas tales como la de ERK
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1/2 y Akt activando al del REa de membrana (Brama y col., 2007; Liu y col.,,
2008).

El Cd?* es capaz de reproducir los efectos de los estrégenos in vivo, tanto
en animales de experimentacién como en humanos.

Estudios realizados en ratas ovariectomizadas mostraron que el Cd?*
adelanta el inicio de la pubertad estimulando procesos normalmente regulados
por los estrogenos: aumenta el peso del tutero, estimula el desarrollo de la
glandula mamaria e induce la expresion de genes regulados por hormonas. En
el dtero, el aumento del peso seco es acompafiado por la proliferacion del
endometrio y la induccion del receptor de progesterona y del componente del
complemento C3. En la glandula mamaria, el Cd?* promueve un aumento en el
desarrollo de la glandula aumentando la formacién de ramificaciones laterales
y de brotes alveolares e induce la expresion de caseina, de la proteina acida de
suero, del receptor de progesterona y de C3. La descendencia femenina, que ha
sido expuesta en tutero al Cd?*, experimenta un inicio de la pubertad precoz y
en la glandula mamaria un aumento en la zona epitelial y en el namero de
brotes terminales de los alvéolos (Johnson y col., 2003).

En cuanto a humanos, varios estudios han examinado las consecuencias
de la exposicién ocupacional a bajas concentraciones de Cd?* sobre el sistema
reproductivo (Prins, 2008; Pollack y col., 2011). En estos individuos se ha
observado una disminucién en la calidad del semen y/o alteraciones en los
niveles de las hormonas sexuales (Wirth y Mijal, 2010). En mujeres en edad
reproductiva, se ha observado que la exposicién ocupacional al Cd?* provoca
cambios en los niveles de las hormonas relacionadas con el ciclo menstrual
(Pollack y col., 2011) y, en las mismas condiciones, las mujeres embarazadas
muestran una mayor incidencia de abortos espontdneos y los bebés un menor
peso al nacer (Frery y col, 1993; Shiverick y Salafia, 1999). Ademas, se ha
demostrado que la exposiciéon al Cd?* esta relacionada a una disminucién en la
sintesis de leptina (molécula reguladora de la organogénesis y del desarrollo

fetal) y de la produccion de progesterona de la placenta (Stasenko y col., 2010).
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Cd?* y cancer

El Cd?* es un potente carcinégeno humano. Como se indicé maés arriba,
estd incluido dentro de la primera categoria de los metales carcinogénicos.
Muchas evidencias relacionan la exposicién ocupacional al Cd?* y al humo del
cigarrillo con el desarrollo de cédncer de pulmén (International Agency for
Research on Cancer, 1993; Beveridge y col., 2010).

Abundante bibliografia muestra que el Cd?* podria estar relacionado con
el desarrollo de céncer en diferentes tejidos hormono-dependientes. La
exposicion al Cd?* es un factor de riesgo para el desarrollo de cancer de
prostata, el tipo méas comdn de céncer sélido en hombres (Prins, 2008). Los
primeros estudios que relacionaron al Cd?* con el cancer de préstata se
realizaron en trabajadores expuestos al metal en las fabricas de baterias de Cd?*-
niquel (Potts, 1965). En mujeres se observé que el Cd?* podria estar relacionado
con el desarrollo de cancer de mama, principal tipo de cancer que afecta a las
mujeres, y de endometrio (American Cancer Society, 1993; Akesson y col.,,
2008).

Los estrogenos regulan el crecimiento normal de la dicha gldndula, sin
embargo, la exposicion prolongada a estrégenos, entre otros factores, estd
directamente relacionada con el desarrollo de cdncer de mama y también de
ttero (Clemons y Goss, 2001; Spink y col., 2009). La importancia de los
estrogenos en la etiologia del cancer de mama sugiere que la exposiciéon a
sustancias ambientales que imitan los efectos de estas hormonas puede ser un
factor de riesgo para el desarrollo de la enfermedad. En particular, varios
estudios han sugerido que el Cd?* puede alterar el crecimiento de la glandula
mamaria, resultando en un crecimiento neoplésico (Johnson y col., 2003; Antila

y col., 1996; Navarro Silvera y Rohan, 2007; Balabani¢ y col., 2011).
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2. Objetivos

-Resultados previos de nuestro laboratorio demuestran que la exposicion
crénica al Cd?* induce estrés oxidativo en la adenohipdfisis y que el tratamiento
simultaneo con melatonina es capaz de impedir dichos efectos. Estos resultados
son importantes pues muestran que es posible prevenir los efectos toxicos del
metal. Sin embargo, es sabido que, en general, cualquier tratamiento para una
intoxicacion por metales se inicia una vez que se hacen evidentes las
manifestaciones téxicas de la misma y esto sucede sélo después de un cierto
periodo de acumulacién del metal en el organismo, por lo tanto, el objetivo de

la primera parte del trabajo de tesis fue:

Evaluar si el tratamiento a posteriori con melatonina o la
interrupcion de la exposicion al metal revierten el estrés oxidativo y
los cambios en la secrecion hormonal inducidos por la exposiciéon

cronica al Cd?* in vivo a nivel adenohipofisario.

-Los estrégenos cumplen un papel fundamental a nivel adenohipofisario,
en especial actuando como factores liberadores y troficos de los lactotropos.
Diferentes evidencias indican que el Cd?2* es capaz de actuar como un disruptor
endocrino imitando los efectos de los estrégenos en distintos tejidos. Teniendo
en cuenta esta propiedad del metal y la gran sensibilidad de la adenohipéfisis al

Cd?*, el objetivo de la segunda parte del trabajo de tesis fue:

Investigar si el Cd** es capaz de actuar como xenoestréogeno
afectando la liberacion hormonal y la proliferacion celular

adenohipofisaria.
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3. Materiales & Métodos

Reactivos

El CdCl: fue provisto por Mallinckrodt Chemical Works (St. Louis, MO,
USA). Todos los reactivos para cultivo primario, excepto el suero fetal bovino y
el suero equino, fueron provistos por Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). El suero
fetal bovino y el suero equino fueron obtenidos en GEN SA (Buenos Aires,
Argentina). Los reactivos para la extraccion de ARN y RT-PCR fueron provistos
por Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) y por Promega (Madison, WI, USA). La
leupeptina, la pepstatina, el fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) y el
ditiotreitol (DTT) fueron provistos por Alexis-US Biological (Swampscott, MA,
USA). El reactivo de Bradford fue provisto de Bio-Rad (Hercules, CA, USA). La
melatonina, el 17 B-estradiol, el fulvestrant (ICI 182,780), la 5-Bromo-2’-
deoxiuridina 5 -trifosfato (BrdU) y el resto de los reactivos y drogas utilizados
fueron provistos por Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). El material
descartable estéril fue provisto por ETC Internacional (Buenos Aires, Argentina)
y TNT (Buenos Aires, Argentina). El material plastico no estéril fue provisto por
Chemit (Buenos Aires, Argentina) e Instrumental Pasteur (Buenos Aires,
Argentina).

Las hormonas estandares y los anticuerpos primarios utilizados en la
determinacién de las hormonas adenohipofisarias por radioinmunoensayos
especificos, asi como también en los estudios inmunocitoquimicos, fueron
provistos por el Dr. Parlow, National Hormone and Pituitary Program,
Torrance, CA, USA.

Los anticuerpos primarios utilizados en los ensayos de Western blot
fueron obtenidos en Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, USA) y
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

El anticuerpo anti BrdU, asi como los anticuerpos secundarios utilizados

en los radioinmunoensayos, estudios inmunocitoquimicos y Western blot
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fueron provistos por Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), excepto para el
Western del receptor de estrégenos que fue provisto por Jackson Immuno
Research (PA, USA).

La linea celular GH3 (lactosomatotropa, derivada de un tumor de
hipéfisis de rata) fue gentilmente cedida por la Dra. Graciela Diaz-Torga

(IByME, CONICET).

Animales

Los animales fueron provistos por el Bioterio Central de la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires y mantenidos
en condiciones controladas de temperatura (21-24 °C) y luz (ciclo de
luz/oscuridad de 12 hs) con libre acceso al alimento balanceado (Cooperacion,
Buenos Aires, Argentina). Los animales fueron mantenidos de acuerdo a las
normas de dicho Bioterio con base en la “Guia para el cuidado y utilizacion de
animales de laboratorio” del Instituto Nacional de la Salud de los Estados
Unidos (NIH) (Institute of Laboratory Animal Resources Commission on Life
Sciences, 1996). Los animales fueron sacrificados por decapitacion y los tejidos

rdpidamente removidos y procesados segun se indica.
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Experimentos in vivo:

Se utilizaron ratas machos adultas de la cepa Wistar de 60 dias al
comienzo del experimento. Los animales fueron divididos en 6 grupos (6-8
animales/grupo) a los que se les realizaron diferentes tratamientos en el agua

de bebida, segtin el disefio experimental que se describe en la Tabla 1.

Dias 1-30 Dias 30-60 | Dias 60-90
Control H-0 H-0
Cd2* H0 Cd2*
Mel H-0 Mel
Cd?*/Mel Cdz* Mel
Cd2*/H,0 Cd2* H>0
Cd?*/H»0/H,0 Cdz* H>0 H20

Tabla 1: Disefio experimental de los tratamientos con Cd?* (5 ppm) y Mel (0,4 ug/ml) en el
agua de bebida.

La solucion madre de melatonina fue preparada en etanol. La
concentraciéon final de etanol en el agua de bebida de los animales que
recibieron melatonina fue de 0,0015% y por lo tanto, todos los grupos recibieron
etanol al 0,0015% en el agua de bebida. Los animales fueron pesados
semanalmente y se midi6 el consumo de bebida cada dos dias. Al cabo de dos o
tres meses de tratamiento los animales fueron sacrificados por decapitacion
(entre las 11 y 12 hs) y la adenohipéfisis y una porciéon del higado fueron
extraidas y congeladas rapidamente. Ademas se recolect6 sangre troncal para la

determinacion de las hormonas hipofisarias en suero por radioinmunoensayo.

36



Tesis de Doctorado Materiales & Métodos

Experimentos in vitro:

Se utilizaron ratas hembras adultas jovenes de la cepa Wistar (en estadios
al azar del ciclo estral) de 200-250 g de peso. Los animales fueron sacrificados
por decapitacion y las adenohipéfisis rapidamente removidas y colocadas en
recipientes estériles para su posterior disgregacion y realizacién de los cultivos

celulares primarios.

Cultivos primarios de células adenohipofisarias

Las adenohipofisis extraidas fueron colocadas en un tubo estéril de 50 ml
con medio minimo esencial de Dulbecco libre de rojo fenol (DMEM),
suplementado con L-glutamina 1%, aminodcidos para medios de cultivo
minimos esenciales (MEM-aa) 1%, penicilina-streptomicina 1%, anfotericina B
0,1%, pH 7,35-7,40 (DMEM-S) y seroalbtimina bovina (BSA) 0,3% (DMEM-S-
BSA). Las adenohipéfisis fueron lavadas tres veces con el mismo medio y
cortadas en trozos de 1 mm? aproximadamente. Los fragmentos obtenidos,
mantenidos a 37 °C con agitaciones periddicas y gaseo con COz al 5%, fueron
sucesivamente tratados con tripsina 0,25%, 20 minutos; suero fetal bovino
adsorbido con carbon-dextran (SFBA, suero libre de estrégenos) 10%, 10
minutos y desoxirribonucleasa del tipo I (ADNasa I) 45 U/pl, 10 minutos.
Posteriormente, los fragmentos fueron lavados en tres pasos sucesivos con: una
solucion de EDTA 2 mM en buffer Krebs-Ringer-bicarbonato (KRB) libre de
Ca?* y de Mg?* (KRB-CMF) pH 7,2-7,3, una soluciéon de EDTA 1 mM en buffer
KRB-CMF vy buffer KRB-CMF solo sin EDTA. En cada paso fueron
centrifugadas 3 minutos a 800 x g. Las células fueron dispersadas de manera
mecénica por el pasaje de los fragmentos a través de una pipeta Pasteur
siliconada hasta que los mismos no fuesen visibles. Las células monodispersas
fueron centrifugadas 12 minutos a 1.200 x g y luego resuspendidas en DMEM-S
con 10% SFBA (DMEM-S-SFBA). El nimero de células obtenidas se determiné

por recuento en la cdmara de Neubauer y la viabilidad fue evaluada por el
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método de exclusiéon utilizando azul de Trypan. La viabilidad de las células
utilizadas en los cultivos primarios fue siempre mayor al 90%.

Una vez hecho el recuento, las células resuspendidas fueron sembradas
en placas de cultivo y estabilizadas durante 24 hs en estufa de cultivo a 37 °Cy
5% CO2 antes de realizar los experimentos. La Figura 10 resume los pasos

seguidos para la obtencion del cultivo primario de células adenohipofisarias.

Adenohipoéfisis

DMEM-S-BSA

Lavados y cortes

v

Tripsina
20 minutos, 37 °C, 5% CO2y
agitaciones periddicas.

v
SFBA, 10 minutos

4
ADNasa I, 10 minutos

Y

3 lavados, centrifugacion:

1) EDTA 2 mM en KRB-CMF
2) EDTA 1 mM en KRB-CMF
3) KRB-CMF

A 4

Dispersion mecénica

A 4

Centrifugaciéon y resuspension
en DMEM-S-SFBA

!

Recuento y siembra

Figura 10: Esquema para la obtencion del cultivo primario de células adenohipofisarias.
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Tratamiento de las células adenohipofisarias en cultivo

Luego del periodo de estabilizacién, el medio de cultivo fue descartado y
las células fueron sincronizadas en medio DMEM-S libre de suero por 24 hs. A
continuacion, las células fueron incubadas por diferentes tiempos (8-96 hs) con
DMEM-S-SFBA fresco solo (Control) o con el agregado de Cd?* y en presencia o
no de un antagonista del receptor de E> (ICI 182,780, 107 M, agregado media
hora antes de los tratamientos). El Cd?* fue preparado a partir de una solucién
madre de CdCl> 5 mM en agua bidestilada estéril. El E> (1 nM) fue usado como
control positivo de los experimentos. El mismo fue preparado a partir de una

solucion madre 10-3 M en etanol.

Cultivo de la linea celular GH3

La linea celular GH3 fue cultivada en medio F12 Kaighn suplementado
con 15% de suero equino, 2,5% de suero fetal bovino, 1% de penicilina-
streptomicina y 0,1% de anfotericina B, pH 7,35-7,4, en estufa de cultivo a 37 °C
y 5% COsz. El medio de cultivo fue cambiado cada dos dias y las células fueron
repicadas con tripsina una vez por semana en botellas de cultivo estériles

(botellas de mantenimiento) hasta la realizacion de los distintos experimentos.

Tratamiento de las células GH3 en cultivo

Para la realizacion de los experimentos, las células fueron “levantadas”
de las botellas de mantenimiento con tripsina y lavadas tres veces en medio
DMEM-S-SFBA (entre lavado y lavado las células fueron centrifugadas 5
minutos a 800 x g y resuspendidas en medio fresco) para eliminar el medio en el
que fueron cultivadas las células. Una vez finalizados los lavados, las células
fueron resuspendidas en DMEM-S-SFBA. El ntiimero de células se determiné

por recuento en camara de Neubauer y la viabilidad fue evaluada por el
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método de exclusién utilizando azul de Trypan. La viabilidad de las células fue
siempre mayor al 90%.

Las células fueron sembradas en placas de cultivos y estabilizadas
durante 24 hs en estufa de cultivo a 37 °C y 5% CO». Luego de este tiempo, el
medio de cultivo fue descartado y las células fueron sincronizadas en medio
DMEM-S libre de suero por 24 hs. A continuacién, las células fueron incubadas
por diferentes tiempos (72-96 hs) con DMEM-S-SFBA solo (Control) o con el
agregado de Cd?*. El E> (1 nM) fue usado como control positivo de los

experimentos.

Inmunocitoquimica

1) Curva de proliferacion celular en funcién de la concentracion de Cd?*.

Para los estudios de proliferacion celular, las células fueron sembradas
sobre cubreobjetos circulares (Fisherbrand 12 mm, Fisher Scientific, USA), en
placas de cultivo de 24 pocillos (1 x 10> células/cubreobjeto en 500 pl). Una vez
que las células fueron sincronizadas (como se indicé mas arriba, pagina 39),
éstas fueron incubadas con medio DMEM-S-SFBA fresco solo (Control), con
Cd?* (1012 -10¢ M) 6 con Ez (10 M, control positivo de proliferacién). Como las
células adenohipofisarias tienen una tasa de proliferacion relativamente baja, se
eligié un tiempo incubacién de 96 hs para la realizacién de estos estudios.

La BrdU (100 uM) fue agregada al cultivo 24 hs antes de la finalizacién de
las incubaciones.

Al término de los tratamientos, las células fueron lavadas con PBS 1X
(300 pl/pocillo) a 4 °C e inmediatamente fijadas con formaldehido 4% en PBS
durante 30 minutos a 4 °C. Después de tres lavados con PBS a 4°C, las células
fueron tratadas con HCl 6N + Tritén X-100 1% en PBS durante 15 minutos a
temperatura ambiente (para desnaturalizar el ADN), lavadas tres veces con
PBS, neutralizadas con borato de sodio 0,1 M + Tritén X-100 1% en PBS durante

15 minutos a temperatura ambiente, lavadas dos veces con PBS e incubadas con
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solucion de bloqueo (5% de suero normal de la especie del segundo anticuerpo
en PBS) durante 2 hs a temperatura ambiente. Luego las células fueron
incubadas con el primer anticuerpo anti-BrdU (1/200, hecho en ratén) durante
la noche a 4 °C. Cumplido este tiempo, las células lavadas tres veces con PBS a
temperatura ambiente fueron incubadas con el anticuerpo secundario FITC-
Ab(conejoy algG (raton) (1:250) durante 2 hs a 37 °C y posteriormente lavadas dos
veces con PBS y una vez con agua destilada. Las células fueron montadas en
una solucion de 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) 1 pg/ml, 14
diazabiciclooctano (DABCO) 23,3 mg/ml y 20 mM Tris-HCI (pH 8) en glicerol
y seguidamente fueron observadas y fotografiadas en un microscopio de
fluorescencia Olympus BX50 (Jap6n). Fueron contadas al menos 300 células por
cubreobjetos en campos elegidos al azar y fueron realizados tres experimentos
independientes, analizando 4 cubreobjetos de cada tratamiento. El recuento fue
realizado independientemente por dos personas. Los datos fueron expresados
como: numero de células en division/ntmero total de células x 100 y
representan el porcentaje total de células en division. Los experimentos
subsiguientes fueron realizados a la concentracién de Cd?* que produjo el
mayor efecto sobre la proliferacion celular en este punto, tanto para las células

adenohipofisarias como para la linea GH3.

2) Identificacién del tipo celular en division

Para identificar el/los tipos celulares adenohipofisarios que presentaron
cambios en la proliferacion celular por efecto del Cd?*, se realizaron
inmunocitoquimicas dobles. Para ello, las células fueron sembradas sobre
cubreobjetos circulares y sincronizadas de la misma forma que el punto
anterior. Las células fueron incubadas con medio DMEM-S-SFBA fresco solo
(Control), con Cd?* 6 con Ez (10° M) durante 96 hs. La BrdU (100 uM) fue
agregada al cultivo 24 hs antes de la finalizacién de las incubaciones. Al término
de los tratamientos, las células adheridas a los cubreobjetos fueron lavadas con

PBS 1X (300 pl/pocillo) a 4 °C e inmediatamente fijadas con formaldehido 4%
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en PBS durante 30 minutos a 4 °C. Después de tres lavados con PBS a 4 °C, las
células fueron tratadas con HCI 6N + Triton X-100 1% en PBS durante 15
minutos a temperatura ambiente, lavadas tres veces con PBS, neutralizadas con
borato de sodio 0,1 M + Triton X-100 1% en PBS durante 15 minutos a
temperatura ambiente, lavadas dos veces con PBS e incubadas con solucién de
bloqueo (5% de suero normal de la especie del segundo anticuerpo en PBS)
durante 2 hs a temperatura ambiente. Luego las células fueron incubadas con el
primer anticuerpo especifico para cada una de las hormonas adenohipofisarias
estudiadas (PRL: 1/2500, GH: 1/2000, LH: 1/2500, hechos en cobayo), en
diferentes cubreobjetos y todos los cubreobjetos con el anticuerpo anti-BrdU
(1/200) durante la noche a 4 °C. Al finalizar, las células fueron lavadas tres
veces con PBS a temperatura ambiente, incubadas con los anticuerpos
secundarios durante 2 hs a 37 °C y posteriormente lavadas dos veces con PBS y
una vez con agua destilada. Los anticuerpos secundarios fueron utilizados en
las siguientes diluciones: FITC-Abconejoy algG(raton) (1:250) y TRITC-Abconejo)
algG(cobayo) (1:100).

Las células fueron montadas y fijadas y se procedié a la observacién,
fotografia y conteo de la misma forma que en el punto anterior. Los datos
fueron expresados como: células en division de un tipo celular/células totales
del mismo tipo celular x 100 y representan el porcentaje de células en divisién

de cada uno de los tipos celulares secretores estudiados.

3) Determinacion de la proliferacién de las células GH3.

Para los estudios de proliferacion celular de la linea GH3, se procedi6 de
igual manera que con el cultivo primario de células adenohipofisarias (punto 1)
excepto que, debido a la alta tasa de proliferacion de esta linea celular, el
namero de células sembradas fue 1 x 10* células/cubreobjeto en 500 pl y la
BrdU (10 pM) fue agregada al cultivo 3 hs antes de la finalizacion de las

incubaciones. Luego las células fijadas, tefiidas y montadas fueron observadas,

42



Tesis de Doctorado Materiales & Métodos

fotografiadas y contadas de la misma forma que se explicé para el cultivo
primario (puntol).
Los datos fueron expresados como: células en division/células totales x

100 y representan el porcentaje de células de la linea GH3 en division.

RT-PCR semi-cuantitativa

Con el fin de cuantificar los niveles de ARNm por RT-PCR semi-
cuantitativa, las células adenohipofisarias fueron sembradas en placas de 6
pocillos (cultivo primario: 2 x 10° células/pocillo en 2 ml; linea GH3: 1 x 106
células/pocillo en 2 ml). Una vez finalizados los tratamientos, el medio fue
descartado (o congelado a -20 °C para otras determinaciones) y se procedi6 al
aislamiento del ARN.

En el caso de los experimento in vivo, la extraccion de la adenohipdfisis y
de una porcion del higado fue realizada en condiciones asépticas y con material
de cirugia esterilizado. Se utilizaron agua y materiales descartables libres de
ARNasa y ADNasa. La mesada y el resto de los elementos fueron limpiados con

etanol 70%.

Extraccién de ARN

Para la extraccion de ARN proveniente de células en cultivo se agregaron
708 ul de Trizol por pocillo. En el caso de los experimentos in vivo, las
adenohipdfisis y los trozos de higado se homogeneizaron inmediatamente
después de su remocién en forma individual en un homogeneizador de vidrio
estéril conteniendo 500 pl de Trizol. La suspension obtenida en cada pocillo o la
proveniente de un tejido fue colocada en un tubo Eppendorf. En ambos casos,
se incub6 5 minutos a temperatura ambiente. Se agregaron 150 ul de cloroformo
(células) 6 100 pl (tejido) en cada tubo, se agité vigorosamente durante 15
segundos, se incubé 3 minutos a temperatura ambiente y se centrifugé 15
minutos a 12.000 x g a 4 °C. La fase acuosa obtenida fue traspasada a un tubo

Eppendorf nuevo y al que se le agreg6 isopropanol (375 pl para las células; 250
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ul para los tejidos). Se incubé 10 minutos a temperatura ambiente y se
centrifugdé 10 minutos a 12.000 x g a 4 °C. Se descart6 cuidadosamente el
sobrenadante y el pellet se resuspendi6 en 750 pl (células) 6 500 pl (tejidos) de
etanol 75%. Los tubos se agitaron vigorosamente durante 15 segundos y se
centrifugaron 5 minutos a 7.500 x g a 4 °C. Se descart6 el sobrenadante por
inversion, se dejo secar el pellet al aire por unos minutos y se resuspendi6 en 20
ul de agua bidestilada estéril. Los tubos se incubaron 10 minutos a 55-60 °C para
la resuspensiéon del ARN aislado. Finalizada la incubacién los mismos se
colocaron rdpidamente en hielo.

El contenido de ARN se cuantificé en una alicuota de cada tubo en un
espectrofotometro Shimatzu UV-265 (Kioto, Japén) midiendo la absorbancia a
260 nm y la relacion Abs260/Abs280=1.8-2 la cual permite confirmar la
ausencia de contaminacién con proteinas. E1 ARN aislado fue guardado a -80 °C
hasta su posterior procesamiento a ADN complementario (ADNCc). La Figura 11
resume los pasos seguidos para la extraccion del ARN de las muestras

provenientes de las células en cultivo o de los tejidos estudiados.
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E Células / Tejidos E

Trizol
5 minutos a TA

Cloroformo
agitacion vigorosa
3 minutos a TA

Centrifugacién (15 minutos, 12.000 x g)

Fase acuosa

Isopropanol
10 minutos a TA

Centrifugaciéon (10 minutos, 12.000 x g)

Pellet

Etanol 75%
agitacion vigorosa

Centrifugacién (5 minutos, 7.500 x g)

Pellet

Agua bidestilada estéril

10 minutos a 55-60 °C

l

Cuantificacién del
ARN aislado

Figura 11: Esquema de la extracciéon de ARN.
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Sintesis de ADNc para la retro transcripcion

La sintesis del ADNc fue realizada en un termociclador Mastercycler
Eppendorf (Hamburg, Alemania) para la cual se utilizaron 5 pg de ARN total.
El ARN fue incubado con 1 pl de “Random primers” 250 ng/pl, 1 ul de mezcla
de dNTPs 10 mM y agua libre de ARNasa c.s.p. 13 pl durante 5 minutos a 65 °C.
La retro transcripcion se realizé en 20 pl de la siguiente mezcla de reacciéon: 13
ul de la mezcla anterior, 4 pl de buffer de sintesis de la primera cadena (first-
strand buffer) 5X, 2 ul de DTT 5.5 mM y 1 pl de transcriptasa reversa de virus de
leucemia murina (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase, M-
MLV RT, 3,125 U) a 37 °C durante 50 minutos. La enzima fue inactivada por
calentamiento a 70 °C 15 minutos. Los tubos fueron guardados a -20 °C hasta la

realizacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

PCR semi-cuantitativa

La amplificacién del ADNc se realizé en un termociclador Mastercycler
Eppendorf (Hamburg, Alemania). La reaccién de PCR contenia: 2 ul de ADNg,
10 pl buffer Go Taq 5X, 1 pl de mezcla de dNTPs 10 mM, 1 pl de cada primer 10
uM (Tabla 2 y 3), 0,25 pl ADN polimera (Go Taq, 0,625 U) y agua estéril c.s.p.
50 ul.

La técnica de RT-PCR semi-cuantitativa permite detectar cambios
relativos en la expresiéon del ARNm. Como es necesario que las determinaciones
se realicen dentro del rango lineal de amplificaciéon, en primer lugar se
realizaron curvas de amplificacién para encontrar el nimero 6ptimo de ciclos
de amplificacion para cada gen de interés. Este numero fue diferente para
cada uno de genes estudiados. Las reacciones de PCR fueron realizadas en las
condiciones que se describen en la Tabla 2 (A: cultivo primario; B: células GH3)

y en la Tabla 3 (experimentos in vivo).
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A
Activacion Cantidad Esquema Elongacion
Gen de la polimerasa | de ciclos de ciclos final
1 minuto, 94 °C
Ciclina D1 (Cyc D1) | 5 minutos, 95 °C 50 1 minuto, 60 °C 10 minutos, 72 °C
2 minutos, 72 °C
1 minuto, 94 °C
Ciclina D3 (Cyc D3) | 5 minutos, 95 °C 38 1 minuto, 60 °C 10 minutos, 72 °C
2 minutos, 72 °C
30 segundos, 95 °C
REa 5 minutos, 95 °C 40 45 segundos, 55 °C | 5 minutos, 72 °C
40 segundos, 72 °C
30 segundos, 95 °C
PRL 10 minutos, 95 °C 38 60 segundos, 56 °C | 10 minutos, 72 °C
45 segundos, 72 °C
30 segundos, 94 °C
c-fos 5 minutos, 94 °C 42 30 segundos, 60 °C | 10 minutos, 74 °C
45 segundos, 74 °C
B
Activacion . ..
Gen de 1a Cant-1dad Esqtfema Elon.gacmn
polimerasa de ciclos de ciclos final
1 minuto, 94 °C
Cyc D1 5 minutos, 95 °C 50 1 minuto, 60 °C 10 minutos, 72 °C
2 minutos, 72 °C
1 minuto, 94 °C
Cyc D3 5 minutos, 95 °C 30 1 minuto, 60 °C 10 minutos, 72 °C
2 minutos, 72 °C

Tabla 2: Protocolos de PCR utilizados con las muestras de los experimentos in vitro (A:

cultivo primario; B: células GH3).
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Activacion de | Cantidad Esquema Elongacion
Gen la polimerasa de ciclos de ciclos final
30 segundos, 94 °C
HO-1y NOS1 2 minutos, 94 °C 40 60 segundos, 55 °C | 10 minutos, 72 °C
45 segundos, 72 °C
60 segundos, 94 °C
MT-1 2 minutos, 94 °C 40 30 segundos, 60 °C | 10 minutos, 72 °C
30 segundos, 72 °C

Tabla 3: Protocolos de PCR utilizados con las muestras de los experimentos in vivo (para los

dos tejidos).

Como control de expresion se utiliz6 el gen constitutivo de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH, ver primers en la Tabla 2 y
3). La PCR de GAPDH se realiz6 siempre antes que las otras PCRs de modo tal
de chequear la integridad del ADNCc sintetizado y la ausencia de contaminacién
con ADN gendémico. La reaccion de PCR de la GAPDH fue realizada en las

siguientes condiciones (Tabla 4):

Activacion de la Cantidad . s g
. . Esquema de ciclos | Elongacion final
polimerasa de ciclos

30 segundos, 94 °C

Experimentos | . itos, 94°C 30 60 segundos, 55 °C | 10 minutos, 72 °C

in vitro

45 segundos, 72 °C
ADH: 30 | 30 segundos, 94 °C

Expic:';r?::tos 2 minutos, 94 °C HIG:26 |60 segundos, 55 °C | 10 minutos, 72 °C
45 segundos, 72 °C

Tabla 4: Protocolos de PCR de la GAPDH utilizados con las muestras de los experimentos in

vitro e in vivo (ADH: adenohipofisis; HIG: higado).

Los productos amplificados fueron analizados mediante electroforesis en
geles de agarosa 2% tefiidos con el colorante bromuro de etidio o con el “SYBR
safe DNA gel stain”. Las bandas obtenidas fueron visualizadas en el
Foto/ Analyst Investigador-PC Foto/Eclipse y la densitometria de las mismas

fue realizada con el programa Gel Pro Analyzer 3.1.
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Con el fin de realizar la comparacion estadistica, los valores de la
densitometria obtenidos de cada uno de los genes estudiados para cada
muestra, fueron normalizados a los valores de la densitometria de la GAPDH
para dicha muestra. Los resultados fueron expresados como porcentaje de las
células control.

Los “primers” fueron disefiados utilizando el software Primer3 del

instituto Whitehead (http:/ /frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/ primer3_www.cgi). Para

confirmar la especificidad de los primers, éstos fueron analizados frente a una
base no redundante de secuencias génicas de rata empleando la aplicacién

BLAST del National Center for  Biotechnology  Information

(http:/ /www.ncbinlm.nih.gov/BLAST). Las secuencias de los primers y el tamafio de

los productos de amplificacion se muestran en las Tablas 5y 6.

Gen Primer Tamafio del producto (pb)
Cyc D1 |Izquierdo 5 CGCCCTCCGTTTCTTACTTCA 3' 255
Cyc D1 |Derecho 5 AACTTCTCGGCAGTCAGGGGA 3'

Cyc D3 |Izquierdo 5 GCGTCCCCACCCGAAAGGCG 3! 186
Cyc D3 |Derecho 5 TAGAGCAGGCACCCAGGCCT 3!

REa |Izquierdo 5' TCCACGATCAAGTTCACC 3 311

REa |Derecho 5 GGATGTGGTCCTTCTCIT 3'

PRL |Izquierdo 5' AGCCAAGTGTCAGCCCGGAAAG3' 37

PRL |Derecho 5 TGGCCTTGGCAATAAACTCACGA 3'

cfos |Izquierdo 5' CCAACTTTATCCCCACGGTGAC 3' 181

cfos |Derecho 5' TGGCAATCTCGGTCTGCAAC3

GAPDH | Izquierdo 5 TGCACCACCAACTGCTITA 3' 176
GAPDH | Derecho 5 GGATGCAGGGATGATGTTC 3!

Tabla 5: Primers utilizados para estudiar la expresion de ARNm de los experimentos in vitro por
RT-PCR.
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Gen Primer Tamario del producto (pb)
HO-1 |lzquierdo 5 TGCTCGCATGAACACTCTG 3'
HO-1 |Derecho 5 TCCTCTGTCAGCAGTGCC 3' 123
MT-1 |lzquierdo 5' GAATTCCGTTGCTCCAGATTCACCAGATC 3
MT-1 |Derecho 5' GAATTCTCACATGCTCGGTAGAAAACGG 3 327
NOS-1 | lzquierdo 5 ATCGGCGTCCGTGACTACTG 3
NOS-1 | Derecho 5' TCCTCATGTCCAAATCCATCTTCTTG 3 92
GAPDH | Izquierdo 5' TGCACCACCAACTGCTTA 3'
GAPDH | Derecho 5' GGATGCAGGGATGATGTTC 3' 176

Tabla 6: Primers utilizados para estudiar la expresiéon de ARNm de los experimentos in vivo por
RT-PCR.

Radioinmunoensayo (RIA)

Las determinaciones de las hormonas se realizaron en muestras del
medio de incubacién de los cultivos (experimentos in vitro) o en muestras de
suero obtenidas de sangre troncal (experimentos in vivo). En el momento de la
decapitacion la sangre troncal fue recolectada en tubos e incubada a
temperatura ambiente por 3 hs para permitir su coagulacién. Los tubos fueron
centrifugados 2500 rpm durante 30 minutos. El suero obtenido fue congelado a
-20 °C hasta la realizacion del RIA.

Como diluyente de las muestras, del estindar y de la hormona
radioactiva se utilizé PBS con BSA al 1% pH 7,6 (PRL) o PBS con albtimina de
huevo 1% pH 7,4 (LH). Como diluyente para el primer anticuerpo se utiliz6
PBS-EDTA 25 mM con suero normal de conejo (NRS) al 1%. El volumen final
del ensayo fue 400 pl que incluia 50 pl de muestra, 150 pul de PBS, 100 pl de
primer anticuerpo y 100 pl de hormona marcada (12.000-15.000 cpm) y se
incub6 durante 48 horas a 4 °C. Cumplido este tiempo, se agregaron 100 pl de
una solucién de suero de cabra anti-gammaglobulina de conejo (1/20) en PBS
pH 7,6 (2 hs a temperatura ambiente). Las muestras fueron coprecipitadas con 1
ml de una solucion al 6% de polietilenglicol (PEG, peso molecular promedio:
4000, Fluka) en PBS pH 7,6 durante 2 hs a 4 °C y centrifugadas durante 30

minutos a 2500 rpm. La radioactividad del pellet fue cuantificada en un
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contador gamma. Los coeficientes de variacién intra- e inter-ensayo fueron

menores al 10%.

Waestern blot

Obtencién de la muestra proteica

Para los ensayos de Western blot las células fueron sembradas en placas
de cultivo de 6 pocillos (2 x 106 células/pocillo en 2 ml). Completados los
tratamientos, las células fueron resuspendidas por medios mecédnicos en buffer
KRB-CMF pH 7,2-7,3. Las células provenientes de 2 pocillos (4 x 10¢ células)
bajo el mismo tratamiento fueron resuspendidas, colocadas en un tubo Falcon y
centrifugadas 10 minutos a 1000 x g a 4 °C. El pellet fue resuspendido en 100 pl
de buffer de lisis (Hepes 50 mM pH 7, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, SDS 0,1%,
pepstatina 10 pg/ml, leupeptina 10 pg/ml y PMSF 1 mM), homogeneizado en
un sonicador Branson Sonifier (VWR Scientific) durante 10 segundos a potencia
4, en hielo, y luego centrifugado durante 20 minutos a 10000 x g a 4 °C. Una
alicuota de 10 pl del sobrenadante fue utilizada para la cuantificaciéon de
proteinas en la muestra. El resto del sobrenadante fue guardado a -20°C hasta

Su uso.

Separacion de las proteinas e inmunodeteccion

Un total de 50 - 80 pg de proteina por muestra fue incubado en buffer
Laemmli (Tris-HC1 0,25 M, SDS 8%, glicerol 40%, azul de bromofenol 0,02% y -
mercaptoetanol 4%, pH 6,8) durante 5 minutos en bloque seco a 100 °C y
sembrado en un gel desnaturalizante de Acrilamida-Bisacrilamida 10% (10%
SDSPAGE, para el REa) 6 12% (12% SDSPAGE, para la Cyc D1). La
electroforesis se realiz6 a 120 volts durante 1,5 - 2 hs. Las proteinas fueron
transferidas a una membrana de difluoruro de polivinilideno (Immobilion-P) y
bloqueadas durante 1-1,5 hs a temperatura ambiente con agitaciéon en 50 ml de
soluciéon de bloqueo (5% leche descremada en buffer en PBS). Luego las

membranas fueron incubadas con 5 - 10 ml de anticuerpo primario, diluido en
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solucién de bloqueo, toda la noche a 4 °C. Las membranas fueron lavadas 3
veces (por 10 minutos) con buffer PBS - Tween-20 0,05% (T-PBS) e incubadas
con los anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa diluidos en buffer T-
PBS durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion. La inmunodeteccion
se realizé6 con una solucién de diaminobenzidina conteniendo peréxido de
hidrégeno 0,01 %.

Los anticuerpos primarios utilizados fueron:

-anticuerpo policlonal anti Cyc D1 hecho en conejo (sc-753, Santa Cruz)
en una dilucién final de 1/500.

-anticuerpo policlonal anti REa hecho en conejo (sc-542, Santa Cruz) en
una dilucién 1/500.

-anticuerpo anti actina hecho en conejo (A2066, Sigma) en una dilucién
1/1000.

El anticuerpo secundario utilizado fue: anti IgG de conejo hecho en cabra
conjugado a peroxidasa provisto por Sigma (A9169, 1/2000) o por Jackson (111-
035-003, 1/5000).

Las membranas reveladas se escanearon y la imagen digital de las
bandas se densitometré con el programa Gel Pro Analyzer 3.1 (Media
Cybernetics, LP, Silver Spring, MD, USA). Para poder realizar la comparacion
estadistica, los resultados de la densitometria de REa o Cyc D1 de cada muestra
fueron normalizados con aquellos de la actina correspondiente a dicha muestra.

Los resultados fueron expresados como porcentaje de las células control.

Determinacién de proteinas

El dosaje de proteinas en las muestras fue realizado por el método de

Bradford (Bradford, 1976) utilizando seroalbimina bovina como estandar.
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Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados como la media + error estandar de la
media (SE) y evaluados mediante analisis de la varianza de un factor (ANOVA)
seguido por la prueba de comparaciones multiples de Tukey-Kramer o la de
Student-Newman-Keuls o por la prueba de Dunnett, segin fueron requeridas.
Las diferencias entre los grupos fueron consideradas significativas cuando el p
fue menor a 0,05. Los datos fueron confirmados mediante la realizacién de por
lo menos tres experimentos independientes.

Las distintas pruebas estadisticas fueron realizadas utilizando el software

Graphpad Instat (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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4. Estudio de posibles tratamientos que reviertan los

efectos del Cd** a nivel adenohipofisario.

4.1. Objetivo

Evaluar si el tratamiento a posteriori con melatonina o la
interrupcion de la exposicion al metal revierten el estrés oxidativo y
los cambios en la secreciéon hormonal inducidos por la exposicion

cronica al Cd?* in vivo a nivel adenohipofisario.
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4.2. Resultados

Hasta el momento la mayoria de los estudios sobre toxicidad de metales
apuntan a disminuir los efectos toxicos de los mismos aplicando diferentes
tratamientos preventivos o simultdaneos a la intoxicacién con el metal (Kumar y
col.,, 2009; Messaoudi y col.,, 2009). En este sentido, resultados previos de
nuestro grupo (Figura 12) mostraron que el estrés oxidativo generado a nivel
adenohipofisario por la administracion de Cd?* (5 ppm) durante 30 dias en el
agua de bebida, es impedido si conjuntamente se lo suministra con melatonina
(Poliandri y col., 2006b). Esta neurohormona ha sido utilizada con éxito como

antioxidante en diversos estudios (Reiter y col., 2003; Guenther y col., 2005).
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Figura 12: La melatonina, administrada simultdneamente durante la exposiciéon al

Cd?*, previene el incremento en la peroxidacion lipidica (A), la expresion de la HO-1

(B) v la expresion de la NOS1 (C) causado por el metal en la adenohipoéfisis. Poliandri

y col., 2006b.
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El tratamiento simultdneo o previo a la exposicién, es importante como
medida preventiva, especialmente en los casos de contaminacién ocupacional
con metales, pero no seria vélido en poblaciones que puedan estar expuestas al
agua o alimentos contaminados sin saberlo. En estas poblaciones expuestas al
Cd?* u a otros metales toxicos, las manifestaciones clinicas de la intoxicacién
solo se hacen evidentes luego un periodo de latencia durante el cual se fue
produciendo la acumulacion del metal en el organismo. Por lo tanto nos parecioé
sumamente importante conocer si un tratamiento a posteriori de la exposiciéon
croénica al Cd?* puede revertir los efectos toxicos del mismo.

Con este interrogante en mente, investigamos si un tratamiento a
posteriori con melatonina o el cese de la exposiciéon al metal son capaces de
revertir el estrés oxidativo y los cambios en la secrecion hormonal inducidos
por la exposicién crénica al Cd?* in vivo en la adenohipofisis. Siendo esta
glandula en la rata muy sensible a este metal, los resultados de este estudio
podrian ser extrapolados a otros animales como el hombre y servir como base

para un tratamiento efectivo.
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4.2.1. Efecto de los tratamientos a posteriori de la exposicion
cronica al Cd?* sobre diferentes marcadores de estrés oxidativo en

la adenohipdfisis.

Con el objetivo de evaluar si un tratamiento a posteriori con melatonina o
el cese de la exposicion al metal son capaces de revertir el estrés oxidativo
inducido por el Cd?* en la adenohipéfisis, los animales fueron expuestos al Cd?*
en el agua de bebida por un mes y a continuaciéon tratados con melatonina
(Cd?*/Mel) o con agua en ausencia del metal (Cd?*/H2O) por otro mes. Con
fines comparativos, utilizamos la misma la concentraciéon de Cd?* (5 ppm)
empleada en los estudios previos de nuestro grupo (Poliandri y col., 2006b).
Esta concentracion es la minima que induce cambios en los niveles séricos de las
hormonas adenohipofisarias (Lafuente y col.,, 2003) y en los marcadores de
estrés oxidativo (Poliandri y col., 2006b) en la adenohipdfisis. Ademas permite
simular el tipo mas comun de exposicién humana a este metal, una dosis baja y
prolongada o crénica. La concentracion de melatonina se eligié considerando la
dosis que se emplea para los tratamientos clinicos en humanos (3 mg/dia).
Finalizados los tratamientos, se determinaron algunos marcadores de estrés

oxidativo en la adenohipdfisis.

4.2.1.1. El tratamiento a posteriori con melatonina y el cese de la exposicién al

metal revierten los efectos del Cd?* sobre la expresién del ARNm de la HO-1.

La HO-1 es la enzima responsable de la degradacion del grupo hemo en
hierro libre, biliverdina y monéxido de carbono (Morse y Choi, 2002). Esta
enzima forma parte de la bateria antioxidante de las células y es fuertemente
inducida durante la generacion de estrés oxidativo, por lo que se la utiliza con
frecuencia como un marcador de esta condicion (Otterbein y col., 2003; Poon y
col., 2004). Para determinar si el tratamiento a posteriori con melatonina o el cese

de la exposicion al metal eran capaces de revertir el estrés oxidativo inducido
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por el Cd?* a nivel adenohipofisario, determinamos los efectos del metal sobre
la expresion del ARNm de la enzima HO-1 en la adenohipéfisis mediante RT-
PCR semi-cuantitativa.

La exposicién al Cd?* por un mes produjo un aumento significativo de
la expresion del ARNm de la HO-1 en la adenohipéfisis (Figura 13),
confirmando nuestros resultados previos (Figura 12, Poliandri y col., 2006b). El
tratamiento con melatonina, luego de la exposiciéon al Cd?* (Cd?*/Mel), fue
efectivo en reducir la expresion de la HO-1 hasta los niveles basales del control,
mientras que la melatonina por si sola (Mel) no modific6 la expresién basal de
la HO-1. Los animales expuestos por un mes al Cd?* y luego un mes a agua sin
el metal (Cd?*/H20) se utilizaron como controles del grupo Cd?*/Mel en estos
experimentos. Dicho grupo mostré una reversiéon parcial del aumento de la
expresion de la HO-1 inducido por el Cd?* (Figura 13).

Teniendo en cuenta este dltimo resultado, nos preguntamos si se
requeria mas tiempo sin el metal para obtener una reversion total de los efectos
del Cd?*. En este caso los animales fueron expuestos por un mes al Cd2?* en el
agua de bebida y a continuacién dos meses con agua sin el metal. Como se
puede ver en la Figura 14, dos meses en ausencia del metal (Cd2*/H>O/H>O)
fueron suficientes para revertir completamente los efectos del Cd?* sobre la

expresion del ARNm de la HO-1.
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Figura 13: El tratamiento con melatonina revierte los efectos del Cd?* sobre la expresion

del ARNm de la HO-1 en la adenohipéfisis. Los animales fueron expuestos a CdCl,
5 ppm (Cd?*) o no (Control) en el agua de bebida. Al cabo de un mes, uno de los grupos
de animales que fueron expuestos al Cd?* recibié melatonina (0,4 pg/ml) en el agua de
bebida (Cd?*/Mel), mientras que el otro grupo recibi6 agua sin el metal (Cd?*/H>O)
durante el siguiente mes. Los animales del grupo Mel (Mel) recibieron solo melatonina
por un mes. Los niveles del ARNm de la HO-1 se determinaron mediante RT-PCR semi-
cuantitativa. El panel superior muestra una RT-PCR semi-cuantitativa representativa. Las
barras representan la media + SE de los valores densitométricos de la HO-1 normalizados
respecto de los de la GAPDH (n=4-8). ANOVA seguido de Test de Tukey-Kramer,
**p<0,01 vs. Control, #p<0,05 vs. Cd?*.
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Figura 14: La remocion del Cd?* del agua de bebida revierte los efectos del metal

sobre la expresion del ARNm de la HO-1 en la adenohipéfisis. Los animales fueron

expuestos a CdCl> 5 ppm (Cd?*) o no (Control) en el agua de bebida. Luego de un mes
de exposicion al Cd?*, el metal fue removido del agua de bebida y los animales fueron
sacrificados al cabo de uno (Cd?*/H:O) o dos meses (Cd?*/H>O/H>0). Los niveles del
ARNm de la HO-1 se determinaron mediante RT-PCR semi-cuantitativa. El panel
superior muestra una RT-PCR semi-cuantitativa representativa. Las barras representan
la media + SE de los valores densitométricos de la HO-1 normalizados respecto de los
de la GAPDH (n=4-8). ANOVA seguido de Test de Tukey-Kramer, **p<0,01 vs. Control,
##p<0,01 vs. Cd?*.
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4.2.1.2. La melatonina tiene un efecto per se sobre la expresion del ARNm de
la MT-1.
El cese de la exposicién al metal revierte los efectos del Cd?* sobre la

expresion de la MT-1.

Las MTs constituyen una familia de proteinas cuya transcripcién génica
es rapidamente inducida por estrés oxidativo (Andrews, 2000). Estas proteinas
son conocidas como secuestradoras (“scavengers”) de radicales libres y metales
(Nath y col., 1988; Vallee, 1995; Ebadi y col., 1996). Dado el papel del Cd?* como
inductor de estrés oxidativo en la adenohipdfisis, se examinaron los efectos del
metal sobre los niveles del ARNm de las MTs mediante RT-PCR semi-
cuantitativa en dicho tejido. La exposiciéon al Cd?* aument6 significativamente
la expresion del ARNm de la MT-1 en la adenohipéfisis (Figura 15). El
tratamiento con melatonina (Mel), produjo un aumento atin mayor que el del
Cd?* en la expresion del ARNm de la MT-1. Este resultado sugiere que la
melatonina tiene un efecto per se sobre la expresiéon de la MT-1 y que puede
tener relacién con su papel antioxidante, estimulando la expresion de éste y
otros elementos protectores (Rodriguez y col, 2004). Este efecto de la
melatonina se observa atin en el grupo de los animales expuestos previamente
al Cd?+ (Cd?*/Mel).

Ademas, se estudi6 la expresion de la MT-1 uno y dos meses después del
cese de la exposiciéon al Cd?*. Como podemos ver en la Figura 16, a ambos
tiempos se produce una reversion total del efecto del metal sobre la expresion
del mensajero de la MT-1, indicando que un mes (Cd?*/H20) fue suficiente

para revertir dicho efecto nen la adenohipofisis.
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Figura 15: La melatonina tiene un efecto per se sobre la expresion del ARNm de la MT-1

en la adenohipdfisis. Los animales fueron expuestos a CdCl> 5 ppm (Cd?*) o no (Control)

en el agua de bebida. Al cabo de un mes, uno de los grupos de animales que fueron
expuestos al Cd?* recibié melatonina (0,4 pg/ml) en el agua de bebida (Cd2*/Mel),
mientras que el otro grupo recibié agua sin el metal (Cd?*/H>O) durante el siguiente mes.
Los animales del grupo Mel (Mel) recibieron solo melatonina por un mes. Los niveles del
ARNm de la MT-1 se determinaron mediante RT-PCR semi-cuantitativa. El panel superior
muestra una RT-PCR semi-cuantitativa representativa. Las barras representan la media *
SE de los valores densitométricos de la MT-1 normalizados respecto de los de la GAPDH
(n=4-8). ANOVA seguido de Test de Tukey-Kramer, *p<0,05, ***p<0,001 vs. Control,
#p<0,05, ### p<0,001 vs. Cd?+, AA p<0,001 vs. Cd?*/H,O.
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Figura 16: La remocion del Cd?** del agua de bebida revierte los efectos del metal

sobre la expresion del ARNm de la MT-1 en la adenohipéfisis. Los animales fueron

expuestos a CdCl> 5 ppm (Cd?*) o no (Control) en el agua de bebida. Luego de un mes
de exposicién al Cd?*, el metal fue removido del agua de bebida y los animales fueron
sacrificados al cabo de uno (Cd?*/H>O) o dos meses (Cd?*/H>O/H,O). Los niveles del
ARNm de la MT-1 se determinaron mediante RT-PCR semi-cuantitativa. El panel
superior muestra una RT-PCR semi-cuantitativa representativa. Las barras representan
la media + SE de los valores densitométricos de la MT-1 normalizados respecto de los
de la GAPDH (n=4-8). ANOVA seguido de Test de Tukey-Kramer, *p<0,05 vs. Control,
#p<0,05, ##p<0,01 vs. Cd?*.
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4.1.2.3. La melatonina tiene un efecto per se sobre la expresion del ARNm de
la NOSI1.
El cese de la exposicién al metal revierte los efectos del Cd?* sobre la

expresion de la NOSI.

Como se menciond anteriormente, el NO es un importante regulador
neuroendocrino (Rivier, 2001). La isoforma neuronal de la 6xido nitrico sintasa
(NOS1) interviene en la regulacion de la liberacion hormonal (Brann y col,,
1997). El NO también puede actuar como un antioxidante (Katakai y col., 2001;
Liu y col., 2004; Itoh y col., 2005; Poliandri y col., 2006a).

Como podemos ver en la Figura 17, el Cd?* causé un aumento
significativo de la expresiéon de la enzima en la adenohipofisis, confirmando
nuestros resultados previos (Poliandri y col., 2006b). Al igual de lo sucedido con
la expresion de la MT-1, podemos observar que el tratamiento a posteriori con
melatonina increment6 por si mismo la expresiéon del ARNm de la NOS1 en la
adenohipdfisis, efecto que persiste atn en los animales previamente expuestos
al Cd?*. Este resultado sugiere que la melatonina tiene un efecto per se sobre la
expresion de la NOS1 en la adenohipéfisis, similar al observado para la MT-1
(Figura 15).

La administracion de agua libre del metal, luego de un mes de
exposicion al Cd?*, produjo una reduccién parcial en los niveles del ARNm de
la NOS1 (CdZz*/H20), efecto que fue total al cabo de dos meses (Cd?*/H>O/H20)
(Figura 18), indicando que se requeririan dos meses para revertir totalmente el

efecto del Cd?* sobre la expresion de la NOSI.
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Figura 17: La melatonina tiene un efecto per se sobre la expresion del ARNm de la

NOSI1 en la adenohipéfisis. Los animales fueron expuestos a CdCl» 5 ppm (Cd?*) o no

(Control) en el agua de bebida. Al cabo de un mes, uno de los grupos de animales que
fueron expuestos al Cd?* recibié melatonina (0,4 pg/ml) en el agua de bebida (Cd?*/Mel),
mientras que el otro grupo recibié agua sin el metal (Cd?*/H>O) durante el siguiente mes.
Los animales del grupo Mel (Mel) recibieron solo melatonina por un mes. Los niveles del
ARNm de la NOS1 se determinaron mediante RT-PCR semi-cuantitativa. El panel
superior muestra una RT-PCR semi-cuantitativa representativa. Las barras representan la
media * SE de los valores densitométricos de la NOS1 normalizados respecto de los de la

GAPDH (n=4-8). ANOVA seguido de Test de Tukey-Kramer, ***p<0,001 vs. Control.
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Figura 18: La remocion del Cd?* del agua de bebida revierte los efectos del metal

sobre la expresion del ARNm de la NOS1 en la adenohipéfisis. Los animales

fueron expuestos a CdCl> 5 ppm (Cd?*) o no (Control) en el agua de bebida. Luego
de un mes de exposicién al Cd?*, el metal fue removido del agua de bebida y los
animales sacrificados al cabo de uno (Cd?*/H>O) o dos meses (Cd?*/H>O/H0). Los
niveles del ARNm de la NOS1 se determinaron mediante RT-PCR semi-
cuantitativa. El panel superior muestra una RT-PCR semi-cuantitativa
representativa. Las barras representan la media + SE de los valores densitométricos
de la NOS1 normalizados respecto de los de la GAPDH (n=4-8). ANOVA seguido
de Test de Tukey-Kramer, ***p<0,001 vs. Control, #p<0,05, ###p<0,001 vs. Cd?*,
M p<0,01 vs. Cd?*/H-0.
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4.2.2. Efecto de los tratamientos a posteriori de la exposicion

crénica al Cd?* a nivel hepatico.

La exposicion cronica al Cd?* no modifica la expresion del ARNm de la HO-1,

la MT-1 ni de la NOSI1 en el higado.

La toxicidad del Cd?* ha sido ampliamente estudiada en el higado dado
que este tejido era considerado uno de los mas sensibles al metal (Vallee, 1995;
Satarug y col., 2003). Teniendo en cuenta esto, se utilizé al higado como control
positivo del efecto del metal en nuestros experimentos. Sin embargo, bajo
nuestras condiciones de trabajo, la administracion del Cd?* no afect6 la
expresion del ARNm de ninguno de los parametros estudiados (HO-1, MT-1 y
NOSI) en este tejido (resultados no mostrados). Estos resultados sugieren que,
a las dosis utilizadas en nuestros experimentos, la adenohipéfisis es mas

sensible que el higado en la respuesta al estrés oxidativo inducido por el metal.
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4.2.3. Efecto de los tratamientos a posteriori de la exposicion

cronica al Cd?* sobre los niveles séricos de PRL y LH.

El cese de la exposicion al Cd?* revierte los efectos del metal sobre los niveles

séricos de PRL y LH.

Existen evidencias que muestran que la exposicién in vivo al Cd?* altera
la secrecion hormonal (Lafuente y col., 2003; Henson y Chedrese, 2004;
Poliandri y col., 2006b). Con el fin de determinar si el cese de la exposicién al
Cd?* in vivo revierte los efectos del metal sobre la secrecion de PRL y LH, se
cuantificaron sus niveles en suero mediante RIA. La tabla 7 muestra que la
exposicion al Cd?* disminuy¢ los niveles séricos de PRL y de LH, confirmando
los resultados previos. Luego de un mes de finalizada la exposiciéon al Cd?*
(Cd2*/H20) se revirtieron completamente los efectos del metal sobre la

secrecion hormonal.

Tabla 7: La remocion del Cd?* del agua de bebida revierte los efectos del metal sobre los

niveles séricos de PRL v LH.

PRL (ng/ml) | LH (ng/ml)

Control 18,7+5,0 | 62,4+10,6

cd?** 6,3+0,5* |153+6,3*

Cd®/H.0 | 23,5 +2,8# | 64,3 +13,3#

Los animales fueron expuestos a CdCl» 5 ppm (Cd?*) o no (Control) en el agua de bebida.
Luego de un mes de exposiciéon al Cd?*, el metal fue removido del agua de bebida y los
animales fueron sacrificados al cabo de un mes (Cd?*/H0). Los niveles séricos de PRL y
de LH fueron medidos por RIA y su concentracién se expres6 en ng/ml (n=3-4); ANOVA
seguido de Test de Student-Newman-Keuls (PRL) o Tukey-Kramer (LH), *p<0,05 vs.
Control, #p<0,05 vs. Cd?".

68




Tesis de Doctorado Resultados

Existe informacion bibliografica de que la melatonina tiene un efecto per
se sobre los niveles séricos de las hormonas adenohipofisarias (Falcon y col.,,
2003; Poliandri 2006b). Por esta razén, y para no generar confusién, en este
trabajo de tesis decidimos no incorporar la evaluacién de su efecto sobre los

niveles séricos de PRL y LH luego de la exposicién al Cd?*.
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Experimentos In vivo-Conclusiones

»La exposicién cronica al Cd?* in vivo
¢ Induce estrés oxidativo en la adenohipofisis
Aumenta la expresion del mensajero de la HO-1 y de la MT-1
¢ Incrementa la expresion del mensajero de la NOS1

e Reduce los niveles séricos de PRL y LH

»La melatonina, administrada a posteriori de la exposicién al Cd?*
e Revierte totalmente el efecto de este metal sobre la expresion del
mensajero de la HO-1
e Tiene un efecto per se sobre la expresion del ARNm de la MT-1 y de la
NOS1

»>El cese de la exposicion al metal por si solo es suficiente para revertir los
efectos del Cd?* sobre:

e Los marcadores de estrés oxidativo

e La NOS1

e Los niveles séricos de PRL y LH
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4.3. Discusion

El Cd?* es un metal pesado que produce numerosos efectos téxicos en los
organismos, constituyendo un serio problema ecolégico. Su nivel en el medio
ambiente estd en incremento constante como resultado de las practicas
industriales y agricolas (Satarug y col., 2003). El Cd?* retine cuatro de las
caracteristicas mas temidas de un téxico: i) efectos adversos para el hombre y el
medio ambiente, ii) bioacumulacién, iii) persistencia en el medio ambiente y iv)
dispersiéon (Ramirez, 2002). Este metal estd considerado por la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos como uno de los 126 principales
contaminantes ambientales (Waisberg y col., 2003).

Dentro de los mecanismos de accién toxica del Cd?* a nivel celular, la
generacion de estrés oxidativo es uno de los mas comprobados, siendo éste el
que predomina a nivel adenohipofisario (Poliandri y col. 2003; Poliandri y col.,
2006b). La melatonina, un potente secuestrador (“scavenger”) de radicales libres
y quelante de metales, asi como también la vitamina E y la C y otros
antioxidantes, han sido empleados satisfactoriamente para reducir el estrés
oxidativo en muchos sistemas (Pandi-Perumal y col., 2006; Poliandri y col.,
2006b; Reiter y col., 2007; Miler y col., 2008; Miler y col., 2010). Otro de los
mecanismos de accién sugeridos para la melatonina es que facilitaria la
eliminaciéon de los metales de los tejidos, dado que por sus propiedades
liposolubles, es capaz de difundir y cruzar las barreras celulares libremente.
Basandose en estas y otras propiedades de la melatonina, nuestro grupo ha
demostrado que cuando se la administra conjuntamente con el metal, esta
hormona impide la generaciéon de estrés oxidativo inducido por la exposicién al
Cd?*a nivel de la adenohipéfisis (Poliandri y col., 2006b).

Los resultados obtenidos de ese estudio son sumamente importantes
dado que el tratamiento con melatonina, hormona sin efectos nocivos para el

individuo, permite contrarrestar los efectos toxicos del metal. Sin embargo, este
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tratamiento solo cumple un papel preventivo y es vélida su utilizacién en
condiciones de contaminacién ocupacional.

En cambio, en condiciones de contaminacién ambiental no ocupacional,
las manifestaciones clinicas de la intoxicacién por un metal, en general, se hacen
evidentes solo después de un cierto periodo de acumulacién del mismo en el
organismo, por lo tanto, es sumamente importante conocer si un tratamiento a
posteriori puede revertir o atenuar los efectos toxicos producidos por el metal en
el individuo.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en este trabajo de tesis
estudiamos el efecto del tratamiento a posteriori con melatonina o la
interrupcion de la exposicion al metal sobre el estrés oxidativo y la secrecion
hormonal inducidos por el Cd?* a nivel adenohipofisario. Nuestros resultados
muestran que el tratamiento a posteriori con melatonina revierte los efectos del
metal sobre uno de los marcadores de estrés oxidativo estudiados, mientras que
tiene una acciéon propia sobre los otros y sobre la secrecion hormonal
adenohipofisaria. El cese de la exposicion al Cd?*, en cambio, revierte
totalmente los efectos del metal sobre los marcadores de estrés oxidativo y

sobre los niveles séricos de dichas hormonas.
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I. Marcadores de estrés oxidativo y NOS1 en la adenohipéfisis.

II. Secrecion de PRL y LH.

I. Como detallamos en la introduccién, los marcadores de estrés
oxidativo son factores de transcripciéon y enzimas cuya expresion es inducida en
respuesta a un insulto oxidante.

La enzima HO-1 es un marcador clédsico de estrés oxidativo regulada en
gran medida por el estado redox de la célula (Otterbein y col., 2003; Poon y col.,
2004). Su expresion es coordinada por el factor de transcripciéon Nrf2 (Liu y col.,
2009; Kensler y col., 2007), que responde a xenobidticos especificos como el
Cd?.

Las MTs ejercen un papel protector contra los efectos oxidantes de
diferentes metales (Nordberg y col., 1994.). La alta afinidad de las MTs por los
metales hace que disminuyan los niveles circulantes de los mismos atenuando
su toxicidad (Vasak y Meloni, 2011). El Cd?* es capaz de inducir la expresion de
las MTs al unirse al elemento de respuesta a metales que esta presente en su
promotor (Alonso-Gonzalez y col., 2008).

Como ya se mencion6, el NO es un importante modulador
neuroendocrino (Rivier, 2001). Diversas fuentes sefialan que el NO también
puede tener funciones antioxidantes (Wink y Mitchell, 1998). Se ha demostrado
que el NO es capaz de estimular la expresion de las MTs (Katakai y col., 2001;
Itoh y col., 2005). Ademas, se ha propuesto que el NO es un importante
inductor del Nrf-2 (Konigsberg Fainstein, 2007).

En este trabajo de tesis observamos que el Cd?*, al generar estrés
oxidativo, aumenta la expresiéon de los mensajeros de la HO-1, de la MT-1 y de
la NOS1 en la adenohipéfisis (Miler y col., 2010). Los resultados obtenidos para
HO-1 se condicen con los reportados por el grupo de Nagamine y col. en las
células de Sertoli (Kusakabe y col., 2008). En cuanto a la MT-1, Lee y col
demostraron un aumento en la expresiéon de esta proteina inducido por la
exposicion al Cd?* en varios tejidos tales como prostata, rifion y testiculo (Lee y

col., 1999). Antecedentes de nuestro grupo sostienen que el Cd?* aumenta la
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expresion del mensajero de la NOS1 en la adenohipofisis (Poliandri y col,,
2006b) e incrementa la produccion de NO en células adenohipofisarias en
cultivo (Poliandri y col., 2004). En concordancia con lo observado por otros
grupos y en otros sistemas (Dawn y Bolli, 2002; Andoh y col., 2002; Waalkes,
2003), demostramos que el NO tiene un efecto citoprotector (Poliandri y col.,

2004).

Tratamiento a posteriori con melatonina

El tratamiento a posteriori con melatonina es capaz de revertir el
incremento en la expresiéon de la HO-1 (Miler y col.,, 2010). Un efecto similar
observamos  previamente cuando la hormona fue administrada
simultdneamente con el metal (Poliandri y col., 2006b).

En cambio, la melatonina muestra un efecto per se sobre la MT-1 y la
NOS1, aumentando la expresion de sus mensajeros.

Con respecto a la MT-1, nuestros resultados muestran por primera vez
que la melatonina seria capaz de regular la expresion de esta proteina. Acorde
con nuestra observacion, existen evidencias que indican que la melatonina es
capaz de incrementar la expresion y la actividad de las enzimas antioxidantes,
SOD, GPx y CAT en diferentes sistemas (Rodriguez y col.,, 2004). Por el
contrario, otros autores han observado que la melatonina por si sola no
modifica la expresiéon de la MTs, mientras que administrada simultdneamente
con el Cd?* es capaz de estimular ain mas la expresion de estas proteinas
inducida por el metal (Alonso-Gonzélez y col., 2008).

Hasta el momento no existian evidencias de que la melatonina estimula
la expresiéon de la NOSI, por el contrario, la mayoria de los trabajos apuntan a
un efecto inhibitorio (Camacho y col., 2012). Recientemente se ha informado
que la melatonina en concentracién nanomolar es capaz de estimular la
expresion de la NOS1 en una linea celular de queratinocitos (Arese y col., 2012).
Es posible que la dosis administrada por nosotros en el agua de bebida (0,4

pg/ml) alcance una concentracion del orden nanomolar a nivel hipofisario y
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por consiguiente produzca una respuesta estimulatoria. Previamente no
habiamos observado un efecto estimulatorio per se de la melatonina sobre la
expresion de la NOS1 (Poliandri y col, 2006b). Es posible que las diferencias
obtenidas se deban a las distintas dosis empleadas, siendo la del estudio
anterior diez veces mayor que la de éste. En este estudio la concentracién
elegida es mas cercana a la utilizada en la clinica humana.

El efecto propio de esta hormona sobre la expresiéon de la MT-1 y la
NOSI parece ser independiente de la exposiciéon previa al Cd?*, dado que no se
observaron diferencias en los niveles de expresion de estas proteinas entre los
animales tratados con melatonina y los tratados con melatonina a posteriori de la
exposicion al Cd?*. El hecho de que la estimulacién en la expresiéon de la MT-1y
de la NOSI sea similar en ambos grupos (Mel y Cd?*/Mel) sugiere que el efecto
seria mediado a través de un mismo mecanismo. Este resultado también puede
sugerir un predominio del efecto de la melatonina sobre el del metal.

Estos estudios nos permiten concluir que la melatonina, ya sea
administrada en forma simultdnea o a posteriori de la exposiciéon al Cd?, es

capaz de proteger a la glandula del efecto oxidante de este metal.

Cese de la exposicion al metal

Otro hecho importante de destacar de estos estudios y sin antecedentes
hasta el momento en la bibliografia, es que el cese de la exposicion al Cd?*
revierte los efectos del estrés oxidativo inducidos por el metal en la
adenohipdfisis. En nuestras condiciones experimentales, un periodo de uno a
dos meses después de la finalizada la exposicion al Cd?* es suficiente para
restituir los parametros estudiados a los valores del control. Estos parametros
requeririan tiempos diferentes para su normalizaciéon. Los niveles de expresiéon
de la MT-1 volvieron a los niveles del control un mes después del cese de la
exposicion al Cd?*, mientras que los de la HO-1 y la NOSI requirieron de dos

meses (Miler y col., 2010).
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II. Las hormonas hipofisarias PRL y LH tienen un papel sumamente
importante en la reproduccién. Diversas evidencias muestran que el Cd?* afecta
los niveles plasmaticos de las hormonas hipofisarias tanto en humanos como en
animales de laboratorio (Zylber-Haran y col., 1982; Henson y Chadrese, 2004).
En este trabajo de tesis mostramos que la exposicién crénica al Cd?* disminuye
los niveles séricos de PRL y de LH (Miler y col., 2010). Estos resultados se
correlacionan con lo observado en los estudios in vitro (Poiliandri y col., 2003),
lo cual sugiere que el efecto del Cd?* sobre la secrecion hormonal
adenohipofisaria puede ser tanto directo a nivel hipofisario como indirecto a
nivel hipotaldmico al afectar los factores reguladores (Lafuente y Esquifino,
1999; Lafuente y col., 2001).

La remocién del metal del agua de bebida es suficiente para recuperar la

funcionalidad de la glandula (Miler y col., 2010).

Los resultados presentados hasta este momento nos conducen a la
siguiente pregunta: jes posible que la sola eliminacion del factor téxico permita
la reversion sus efectos nocivos a nivel adenohipofisario? Si bien han sido
reportados diferentes tiempos de vida media del Cd?* en el organismo, no hay
dudas sobre la larga persistencia de este metal en el higado y el rifién (15 - 30
afios), principalmente debido a su baja tasa de excrecién (Satarug y col., 2003;
Urani y col., 2007). Sin embargo, la tasa de eliminacién del Cd?* varia de un
tejido a otro (Miller y Boswell, 1981) y a pesar de que este metal se acumula en
la adenohipéfisis (Lafuente y col., 2001; Pillai y col., 2003), a nuestro entender,
no existe ningtn trabajo que haya estudiado su tasa de eliminacién de dicho
tejido. Por lo tanto, es posible que la reversion de los efectos del Cd?* en la
adenohipdfisis, luego de su remocion del agua de bebida, pueda ser
consecuencia de una alta tasa de eliminacién del metal de dicho tejido o de su

secuestro por diferentes proteinas (Cuypers y col., 2010; Selim y col., 2012).

Otro factor importante a tener en cuenta es la tasa de renovacion celular

adenohipofisaria, hecho que favoreceria la eliminacién del metal del tejido y
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causarfa la reversion del estrés oxidativo inducido por el Cd2?*. Existen
evidencias de que la tasa de renovacién celular de la adenohipéfisis en ratas es
de alrededor de un mes (Oishi y col., 1993), mientras que la del higado es de
entre 300-500 dias (Post y Hoffman, 1968).

Sin embargo, la reversion del dafio oxidativo inducido por el Cd?* en la
adenohipdfisis no puede ser explicada solamente por renovacion celular. En las
mismas condiciones experimentales a nivel hipotalamico, donde las células son
principalmente de origen nervioso y, por lo tanto, tienen una vida media
mucho més larga, se ha observado que los niveles de expresion del mensajero
de ciertos pardmetros indicadores de estrés oxidativo inducidos por el Cd?*
(MT-3, NOS1) son también revertidos un tiempo después de la remocion del
metal del agua de bebida (estudios no mostrados).

Indudablemente exposiciones mas prolongadas o a niveles mas altos del
metal puedan requerir mas tiempo para una posible recuperacién, pero la

expectativa de un mejoramiento existe.

77



Tesis de Doctorado

5. Papel xenoestrogénico del Cd?>* a nivel

adenohipofisario.

5.1. Objetivo

Investigar si el Cd?>* es capaz de actuar como xenoestréogeno
afectando la liberacion hormonal y la proliferacion celular

adenohipofisaria.
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5.2. Resultados

Como se mencioné en la introduccién, los estrégenos estimulan la
secrecion de PRL vy la proliferaciéon celular de los lactotropos siendo éstos los
efectos més caracteristicos de estas hormonas en la adenohipofisis. Con el fin de
investigar el papel xenoestrogénico del Cd?* a nivel adenohipofisario,
estudiamos su efecto sobre la proliferacion celular y la secrecion de PRL en las

células adenohipofisarias.

521. Efecto del Cd** sobre la proliferacion celular

adenohipofisaria.

5.2.1.1. El Cd?* aumenta la proliferaciéon de las células adenohipofisarias en

cultivo.

Considerando los antecedentes presentados, investigamos los efectos del
Cd?* sobre la proliferacion celular adenohipofisaria.

En primer lugar, se determiné la concentracion de Cd?* que pudiera
inducir la proliferacion celular adenohipofisaria. Para ello se realizé una curva
en funcion de la concentraciéon del metal (1012 - 10¢ M) y se cuantificé la
incorporacion de BrdU (inmunocitoquimica) en el ADN de células
adenohipofisarias en cultivos primarios. El Ez se utiliz6 como control positivo
de los experimentos a una concentraciéon (10° M) a la cual se conoce que
estimula la proliferacién celular adenohipofisaria y la secrecion de PRL
(Freeman y col., 2000). Las células adenohipofisarias tienen una tasa de
proliferacién relativamente baja por lo cual se eligié un tiempo de 96 hs para la
realizaciéon de estos experimentos.

Los resultados muestran que el Cd?* a la concentraciéon de 108 M
estimul6 el proceso de proliferacion. Dicha concentracion fue la elegida para los

experimentos subsiguientes (Figura 19).

79



Tesis de Doctorado Resultados

60 - . .
50 -

_I_
40 -

indice de marcacién con BrdU (%)

30 - +
20 -
10 -
Control 10-12M  10-10M  10-8M  10-6 M E2

Cdz

Figura 19: Curva de proliferacion celular en funciéon de la concentracion de Cd2?*.

Cultivos primarios de células adenohipofisarias fueron incubados con vehiculo
(Control), Cd?* 6 E»10° M (Ez) durante 96 hs. El ensayo de proliferaciéon celular por
incorporaciéon de BrdU fue evaluado por inmunocitoquimica. El indice de marcaciéon
de BrdU fue expresado como porcentaje del ntimero total de células (n=3); ANOVA

seguido de Test de Dunnett, *p<0,05 vs. Control.
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5.2.1.2. El Cd?* aumenta la proliferacién celular de los lactotropos, no

afectando la de los somatotropos ni la de los gonadotropos.

La adenohipofisis esta constituida por seis tipos de células, las cuales
tienen diferente sensibilidad al E», siendo los lactotropos los principales blancos
de esta hormona. Con el fin de determinar cudles de los tipos celulares
adenohipofisarios responden al efecto proliferativo del Cd?*, se realizaron
estudios inmunocitoquimicos con anticuerpos especificos para identificar el tipo
celular por la hormona que sintetiza (PRL, GH o LH) y se determin6 la tasa de
proliferacion celular (BrdU/anti-BrdU) segin se describe en Materiales y
Métodos. Se examinaron los lactotropos, los somatotropos y los gonadotropos.
Los otros dos tipos celulares secretores estdn en muy baja proporciéon en la
adenohipdfisis y por lo tanto no fueron estudiados.

Nuestros resultados indican que los lactotropos fueron las tnicas células
secretoras que mostraron un aumento de la proliferacion celular luego de 96 hs
de exposicion al Cd?* (Figura 20). Ni los somatotropos (Figura 21), ni los
gonadotropos (Figura 22) modificaron su tasa de proliferacion.

Las células foliculo estrelladas (tipo celular no secretor) y los fibroblastos
presentan una tasa de proliferacion mayor que la de las células secretoras y, por
lo tanto, en 96 hs de incubacion se observa un fondo de estas células en
division. El Cd?* estimul6 la proliferaciéon de las células foliculo estrelladas,
aunque dicho aumento no fue tan marcado como el observado en los
lactotropos (resultados no mostrados). El tratamiento con E: produjo una

respuesta similar sobre la proliferacion celular adenohipofisaria.
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Figura 20: Efecto del Cd?* sobre la proliferacion celular de los lactotropos.

Inmunocitoquimica (A); Cuantificacién (B). Cultivos primarios de células adenohipofisarias

fueron incubados con vehiculo (Control), Cd2* 10 M (Cd?*) 6 E» 10° M (Ez) durante 96 hs. El
ensayo de proliferaciéon celular por incorporacion de BrdU fue evaluado por
inmunocitoquimica. El indice de marcaciéon de BrdU fue expresado como porcentaje del
ndmero total de lactotropos (n=3); ANOVA seguido de Test de Tukey-Kramer, **p<0,01 vs.

Control.
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Figura 21: Efecto del Cd?* sobre la proliferacion celular de los somatotropos. Cultivos

primarios de células adenohipofisarias fueron incubados con vehiculo (Control), Cd?* 10 M
(Cd?*) 6 E2 10 M (Ez) durante 96 hs. El ensayo de proliferacién celular por incorporacion de

BrdU fue evaluado por inmunocitoquimica.
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Figura 22: Efecto del Cd?* sobre la proliferaciéon celular de los gonadotropos. Cultivos

primarios de células adenohipofisarias fueron incubados con vehiculo (Control), Cd?* 108 M
(Cd?*) 6 E210 M (Ez) durante 96 hs. El ensayo de proliferaciéon celular por incorporacién de

BrdU fue evaluado por inmunocitoquimica.
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5.2.1.3. El Cd?* aumenta la proliferacién de la linea celular GH3.

Los resultados mostrados més arriba indican que los lactotropos son las
células adenohipofisarias mdas sensibles al Cd?*, apoyando el efecto
xenoestrogénico de este metal. La linea celular GH3, es una linea
lactosomatotropa, derivada de un tumor de hipéfisis de rata que responde a
E>. Para confirmar la especificidad del efecto xenoestrogénico del Cd?* sobre
los lactotropos, evaluamos su efecto sobre la linea celular GH3. Con fines
comparativos utilizamos la misma concentracién y tiempo de incubacién que
para el cultivo primario. El Cd?*, al igual que el Ez, fue capaz de estimular la
incorporacién de BrdU en estas células, a pesar de su alta tasa de proliferacion

intrinseca (Figura 23).
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Figura 23: Efecto del Cd?* sobre la proliferacion celular de la linea GH3.

Inmunocitoquimica (A); Cuantificacion (B). Cultivos celulares de la linea GH3 fueron

incubados con vehiculo (Control), Cd?* 108 M (Cd?*) 6 E; 10° M (E) durante 96 hs. El

ensayo de proliferacion celular por incorporacion de BrdU fue evaluado por
inmunocitoquimica. El indice de marcacién de BrdU fue expresado como porcentaje del
ndmero total de células (n=3); ANOVA seguido de Test de Tukey-Kramer, *p<0,05 vs.

Control.
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5.2.2. El Cd?* aumenta la expresion de diferentes indicadores de

proliferacion en las células adenohipofisarias.

Los resultados obtenidos hasta el momento indican que el Cd?*
incrementa la proliferaciéon celular adenohipofisaria y que los lactotropos
parecen ser las células mas sensibles a su efecto xenoestrogénico.

El ciclo celular es un proceso finamente controlado en el que intervienen
diferentes proteinas. Las ciclinas y los proto-oncogenes estdn directamente
involucrados en la regulacion de dicho proceso (Altucci y col., 1996; Dinda y
col.,, 1997). El estudio del efecto del Cd?* sobre algunos de los elementos
reguladores nos permitira confirmar el papel de este metal sobre la

proliferacion celular adenohipofisaria.

5.2.2.1.E1 Cd?* aumenta la expresion del ARNm de las Cyc D1 y de la Cyc D3

en el cultivo primario de células adenohipofisarias y en la linea celular GH3.

Las ciclinas son una familia de proteinas involucradas en la regulacion
del ciclo celular. Existen varios tipos de ciclinas que son activas en distintas
fases del mismo. Particularmente, las ciclinas D, son expresadas en la etapa G1
temprana y regulan la progresion del ciclo celular (Qian y col, 1998;
Kawashima y col., 2002).

Se estudi6 la expresion del ARNm de la Cyc D1 y D3 mediante RT-PCR
semi-cuantitativa. La exposicion al Cd?** aument6é significativamente Ia
expresion del ARNm de la Cyc D1 y D3 con respecto al Control tanto en el
cultivo primario de células adenohipofisarias (Figura 24) como en la linea
celular GH3 (Figura 25). Teniendo en cuenta la similitud de estos resultados
(proliferaciéon celular y expresiéon de ciclinas) entre ambos tipos de cultivos
celulares y que los lactotropos son las células que predominan en la glandula
(aproximadamente 40-50% del total de células), los resultados obtenidos nos

permiten sugerir que el incremento en la expresion del ARNm de las ciclinas
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corresponde a los lactotropos. Considerando estos resultados y el hecho de que
a alta tasa de proliferacion de las células GH3 podria enmascarar otros efectos,
los estudios subsiguientes se realizaron s6lo con los cultivos primarios de
células adenohipofisarias. Sin embargo, es importante destacar que el Cd?* fue
capaz de inducir la proliferacion celular en esta linea celular adenohipofisaria
de origen tumoral, con una alta tasa de proliferaciéon intrinseca. Este efecto fue
similar al observado por otros autores en lineas tumorales de mama (Brama y

col., 2007; Siewit y col., 2010).

88



Tesis de Doctorado Resultados

Control cd* E, Control cd* E,

Cyc D1

CycD1 Cyc D3
§ 175 i * * * *
E R 150 * % * % I
3 g 125 =
g c
g § 100 1 = +
3 751
58
7] 50 4
e
s 25
w
0 T T T T T T
Control Cd2+ E2 Control Cd2+ E2

Figura 24: El Cd?* aumenta la expresion del ARNm de la Cyc D1 y D3 en las células

adenohipofisarias. Cultivos primarios de células adenohipofisarias fueron incubados con

vehiculo (Control), Cd?* 108 M (Cd?" 6 E; 10° M (Ez). Al cabo de 72 hs los niveles de ARNm

de la Cyc D1 y D3 fueron determinados por RT-PCR semi-cuantitativa. El panel superior
muestra una RT-PCR semi-cuantitativa representativa. Las barras representan la media + SE
de los valores densitométricos de la Cyc D1 y D3 normalizados respecto de la GAPDH (n=3);
ANOVA seguido de Test de Tukey-Kramer, **p<0,01 vs. Control.
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Figura 25: El Cd?* aumenta la expresion del ARNm de las Cyc D1y D3 en las células de

la linea GH3. Cultivos celulares de la linea GH3 fueron incubados con vehiculo (Control),

Cdz* 108 M (Cd?9 6 E2 10° M (E»). Al cabo de 72 hs los niveles de ARNm de la Cyc D1y

D3 fueron determinados por RT-PCR semi-cuantitativa. El panel superior muestra una

RT-PCR semi-cuantitativa representativa. Las barras representan la media + SE de los

valores densitométricos de la Cyc D1 y D3 normalizados respecto de la GAPDH (n=3);
ANOVA seguido de Test de Tukey-Kramer, *p<0,05, **p<0,01 vs. Control.
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5.2.2.2. El Cd?* aumenta la expresion de la proteina de la Cyc D1.

El incremento en los niveles del ARNm de las ciclinas D fue validado
mediante la determinacién de la expresiéon de la proteina de la Cyc D1 por
Western blot. Aunque la expresiéon de las ciclinas es un evento temprano del
proceso de proliferacion, este persiste mientras haya un estimulo mitogénico.
Con el fin de poder comparar la expresiéon del mensajero con la de la proteina
ambos experimentos se realizaron luego de 72 hs de incubacién. En la Figura 26
se observa que la exposicién al Cd?* aumento la expresion proteica de la Cyc D1
en las células adenohipofisarias. Un efecto similar se obtuvo por el tratamiento

con Eo.

Control cd* E,

200 -
*
5 b
e 160
(&)
=3
8 £ 120 -
©c O
= Q e:
s 2
s 8 80 -
e 2
©
3 40
o
>
(N1 ]
0 T T
Control Cd2+ E2

Figura 26: El Cd?* aumenta la expresién proteica de la Cyc D1. Cultivos primarios de
células adenohipofisarias fueron incubados con vehiculo (Control), Cd?* 108 M (Cd?*) 6 Ex
10 M (Eo). Al cabo de 72 hs los niveles de la proteina de la Cyc D1 fueron determinados por
Western blot. El panel superior muestra un Western blot representativo. Las barras
representan la media + SE de los valores densitométricos de la Cyc D1 normalizados

respecto de la actina (n=3); ANOVA seguido de Test de Tukey-Kramer, *p<0,05 vs. Control.
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5.2.2.3. El Cd?* aumenta la expresion del ARNm de c-fos.

El factor de transcripcion AP-1 (activating protein-1), formado por
miembros de las familias de proteinas Fos y Jun, controla la proliferacién,
supervivencia y muerte celular (Shaulian y Karin, 2002). Existen evidencias de
que los estrégenos inducen la expresion de c-fos en los lactotropos (Allen y col.,
1997). Con el fin de confirmar el efecto estimulador del Cd?** sobre la
proliferacion de las células adenohipofisarias, examinamos la expresion de c-fos
mediante RT-PCR semi-cuantitativa. Los resultados muestran que la exposiciéon
al Cd?* aument6 la expresiéon del ARNm de c-fos al cabo de 8 y 24 hs de

incubacion (Figura 27). Resultados semejantes se obtuvieron en presencia de Eo.
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Figura 28: El Cd?* estimula la expresion del ARNm de c-fos. Cultivos primarios de

células adenohipofisarias fueron incubados con vehiculo (Control), Cd?* 108 M (Cd?*) 6 E»
10° M (E2). Al cabo de 8 hs y 24 hs los niveles del ARNm de c-fos fueron determinados
por RT-PCR semi-cuantitativa. El panel superior muestra una RT-PCR semi-cuantitativa
representativa. Las barras representan la media + SE de los valores densitométricos de c-
fos normalizados respecto de la GAPDH (n=3); ANOVA seguido de Test de Tukey-

Kramer, *p<0.05 vs. Control.
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5.2.2.4. El antagonista del REa impide el efecto del Cd?* sobre los mensajeros

de la Cyc D1y de la Cyc D3.

Hasta aqui nuestros resultados muestran que la exposicion al Cd?*
aumenta la proliferacién celular adenohipofisaria y la expresién de las ciclinas.
Varios trabajos postulan que el Cd?* es capaz de unirse y activar al REa en
forma similar a como lo hace el Ez (Garcia-Morales y col., 1994; Stoica y col.,,
2000; Martin y col., 2003). Con el fin de determinar si nuestros resultados son
consecuencia de un efecto xenoestrogénico del metal, determinamos la
participacion del REa en dicho efecto. Para ello se utiliz6 el antagonista del RE
ICI 182,780 (ICI) y se determiné la expresiéon del ARNm de la Cyc D1 y D3
mediante RT-PCR semi-cuantitativa. El ICI es un antiestrégeno puro, que no
desarrolla ningtn tipo de agonismo parcial (Wakeling y col., 1991). El
tratamiento con el antagonista impidi6 el aumento en la expresiéon del ARNm
de las ciclinas inducido por el Cd?* mientras que, por si solo, no modificé la

expresion basal de las ciclinas estudiadas (Figura 28).
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Figura 28: El antagonista del REa impide el aumento en la expresion de las ciclinas D

inducido por el Cd?'. Cultivos primarios de células adenohipofisarias fueron incubados con

vehiculo (Control) o Cd?* 108 M (Cd?*) en presencia o no de ICI 107 M (ICI). Al cabo de 72 hs

los niveles del ARNm de la Cyc D1 y D3 fueron determinados por RT-PCR semi-cuantitativa.
El panel superior muestra una RT-PCR semi-cuantitativa representativa. Las barras
representan la media * SE de los valores densitométricos de la Cyc D1 y D3 normalizados
respecto de la GAPDH (n=3); ANOVA seguido de Test de Tukey-Kramer, **p<0,01,
***1p<0,001 vs. Control; ##p<0,01 vs. Cd?*.
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Proliferacién celular - Conclusiones

»El Cd?*, en concentraciones nanomolares, es capaz de promover la
proliferacion celular en cultivos primarios de células de adenohipofisarias, en
especial estimulando la de los lactotropos. El Cd?* también aumenta la

proliferacion de la linea tumoral GH3

> El Cd?* induce la expresion de ciertos factores involucrados en la

proliferacién celular tales como la Cyc D1 y D3y el proto-oncogen c-fos

»>El REa media el efecto del Cd?* sobre la proliferacién celular
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5.2.3. El Cd?* modifica la expresion del REa en las células

adenohipofisarias.

La mayor parte de las acciones biol6gicas del E> son mediadas a través
de los receptores REa y REB, los cuales funcionan a nivel nuclear como factores
de transcripciéon dependientes de ligando. Estos receptores, a su vez, son
regulados por el E> (Mitchner 1998; Bottner y Wuttke, 2005). Dado su caracter
de XE, el Cd?, también podria estar modificando la expresion de estos
receptores, por lo cual decidimos examinar su efecto sobre la expresion del
ARNm y de las proteinas del REa (mediante RT-PCR semi-cuantitativa y

western blot).

5.2.3.1. El Cd?* modifica la expresion del ARNm del REa en funcion del

tiempo de exposicion.

Como podemos ver en la Figura 29 y en la Tabla 8, la exposicion al Cd2*
produjo un aumento en la expresion del ARNm del REa al cabo de 8 y 24 hs de
incubacion. En cambio, luego de 72 hs, el Cd?* disminuy6 la expresion del

ARNmMm del receptor (Tabla 8).
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Figura 29: El Cd?* estimula la expresion del ARNm del REa. Cultivos primarios de células

adenohipofisarias fueron incubados con vehiculo (Control), Cd?* 108 M (Cd?*) 6 E> 10° M
(E2). Al cabo de 8 hs los niveles del ARNm del REa fueron determinados por RT-PCR semi-
cuantitativa. El panel superior muestra una RT-PCR semi-cuantitativa representativa. Las
barras representan la media + SE de los valores densitométricos del REa normalizados
respecto de la GAPDH (n=3); ANOVA seguido de Test de Tukey-Kramer, *p< 0,05,

**p<0,01 vs. Control.
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Tabla 8: El Cd?* modifica la expresion del ARNm del REa.

Expresion relativa del ARNm del REa
(% del Control)
Control cd*
8 hs 100,0 £ 3,5 138,7 £ 9,6°
24 hs 100,0 £ 5,1 1416 +2,0*
72 hs 100,0 £ 3,5 60,0 £ 2,3

Cultivos primarios de células adenohipofisarias fueron incubados con vehiculo (Control) 6
Cd2r 108 M (Cd?"). Al cabo de 8, 24 6 72 hs los niveles del ARNm del REa fueron
determinados por RT-PCR semi-cuantitativa. Los valores densitométricos del
REo fueron normalizados respecto de la GAPDH y expresados como la media £ SE (n=3);

ANOVA seguido de Test de Tukey-Kramer, *p<0,05, **p<0,01 vs. Control.

5.2.3.2. El Cd?*estimula la expresion de la proteina del REa y de sus variantes

truncadas.

Las células adenohipofisarias expresan, ademds de la isoforma de
longitud completa REa66, dos variantes de “splicing” o truncadas (REo46 y
REa36), cuya expresion también es regulada por el E> (Shupnik, 2002). La
isoforma REa66 y las variantes truncadas no pudieron ser distinguidas por la
técnica de RT-PCR semi-cuantitativa dado que el “primer” utilizado
corresponde a una regién comun de los tres mensajeros. La identificaciéon de
las diferentes proteinas se realiz6 mediante Western blot. La exposiciéon al Cd?*
por 8 (Tabla 9) y 24 hs (Tabla 9 y Figura 30) aumento la expresion proteica de la
isoforma REa66 y de la variante de “splicing” REa46. El tratamiento con E;
produjo efectos similares a los del Cd?*. La banda correspondiente a la variante
RE036 fue muy tenue y, por lo tanto, dificil de cuantificar en nuestras
condiciones experimentales. FEsta apenas pudo ser visualizada cuando las

células fueron incubadas en presencia de E> al cabo de 24 hs (Figura 30). Debido
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a dificultades técnicas, no pudo incrementarse ain mas la cantidad de proteina

total utilizada en estas determinaciones.
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Figura 30: El Cd?* estimula la expresion de la isoforma REoa66 vy de las variantes

truncadas. Cultivos primarios de células adenohipofisarias fueron incubados con vehiculo
(Control), Cd?* 108 M (Cd?*) 6 E2 10° M (Ez). Al cabo de 24 hs los niveles de proteina de los
REa fueron determinados por Western blot. El panel superior muestra un Westerrn blot
representativo. Las barras representan la media + SE de los valores densitométricos de los
REo normalizados respecto de la actina (n=3); ANOVA seguido de Test de Tukey-Kramer,
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,1 vs. Control.; #p<0,05, ###p<0,001 vs. Cd?*.
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Resultados

Tabla 9: El Cd?* estimula la expresion de la isoforma REa66 y de la variante truncada REo46.

Expresion relativa del REa (% del Control)

8 hs 24 hs
Control Cd** E, Control Cd** E,
REa 66|100,0+ 1,0 169,6 + 15,6 | 210,8 £19,4* |100,0+1,0 128,4 + 1,9 172,77, ~
#
REa 46(100,0+1,5217,3+23,9 (2763 +16,9* [100,0+1,6§225,2+53** [379,8+3,0**
##1

Cultivos primarios de células adenohipofisarias fueron incubados con vehiculo (Control),

Cd?* 108 M (Cd?*) 6 E2 10° M (Ez). Al cabo de 8 y 24 hs los niveles de proteina de los REa

fueron determinados por Western blot. Los valores densitométricos de los REa fueron

normalizados respecto de la actina y expresados como la media + SE (n=3); ANOVA

seguido de Test de Tukey-Kramer, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,1 vs. Control; #p<0,05,
###p<0,001 vs. Cd?*.
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Expresion del REa - Conclusiones

»>El Cd?* imita los efectos del Ez sobre el REa

»El Cd?* regula la expresion del ARNm y de la proteina del REa en las

células adenohipofisarias

»>El Cd?* incrementa la expresion de las variantes truncadas del REa
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5.2.4. El Cd?* estimula la secreciéon adenohipofisaria de PRL.

La PRL es una hormona hipofisaria que participa en maultiples procesos
tisiol6gicos (Freeman y col., 2000). Sus funciones mas conocidas estdn
relacionadas con el desarrollo y el crecimiento de la glandula mamaria y con el
control del ciclo estral. Se sabe que la secreciéon de PRL estad bajo control
estrogénico (Rhode y Gorski, 1991) y que variaciones en sus niveles pueden
traer consecuencias serias para el individuo (Bole-Feysot y col.,, 1998).
Relativamente pocos estudios han investigado los efectos de los XEs sobre la
produccion de PRL (Steinmetz y col., 1997; Wade y col., 1997; Rousseau y col.,
2002). Teniendo en cuenta los resultados informados hasta el momento que
apoyan el cardcter xenoestrogénico del Cd?*, nos interesé investigar si este
metal es capaz de reproducir el efecto regulador del Ez sobre la secrecion de

PRL en la adenohipéfisis.

5.2.4.1. El Cd?* aumenta la expresion del ARNm y la liberacion de PRL.

Se examiné el efecto del Cd?* sobre la expresion del ARNm de PRL
mediante RT-PCR semicuantitativa y la liberacion de la hormona al medio de
incubaciéon por RIA a diferentes tiempos. La exposicion al Cd?* increment6
significativamente los niveles del mensajero de PRL (Tabla 10 y Figura 31) asi
como también la liberaciéon de la hormona al medio (Tabla 10). Los niveles de
la hormona mostraron una tendencia a aumentar en funciéon del tiempo de

exposicion.

103



Tesis de Doctorado Resultados

Control cd* E-

PRL
GAPDH
250 -
E:' * %
o *
3 200
£
3
< 5 150 -
-_—
g o
T3
= © 100 - T
— o
[T
S
o
S
>
w
0 T
Control Cd2+

Figura 31: El Cd?* estimula la expresion del ARNm de PRL. Cultivos primarios de células

adenohipofisarias fueron incubados con vehiculo (Control), Cd?* 104 M (Cd?*) 6 E» 10° M
(E2). Al cabo de 8 hs los niveles del ARNm de PRL fueron determinados por RT-PCR semi-
cuantitativa. El panel superior muestra una RT-PCR semi-cuantitativa representativa. Las
barras representan la media + SE de los valores densitométricos de PRL normalizados
respecto de la GAPDH (n=3); ANOVA seguido de Test de Tukey-Kramer, *p<0,05,

**#p<0,01 vs. Control.
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Tabla 10: El1 Cd?* aumenta la expresion del ARNm de PRL vy estimula la liberacién de la

hormona en funcion del tiempo de exposicion.

Expresion relativa del ARNm de PRL| PRL liberada al medio

(% del Control) (veces de aumento)
Control cd* cd?
8 hs| 100,0+5,2 169,9 + 18,3 1,5
24 hs| 100,0+9,0 180,3+ 155 * 3,0
72 hs| 100,0+9,7 1924+ 13,2 * 4,4

Cultivos primarios de células adenohipofisarias fueron incubados con vehiculo (Control) 6
Cd?* 10® M (Cd?*) durante 8, 24 6 72 hs. Los niveles de PRL liberada al. medio fueron
determinados por RIA ([PRL]sn= 2825 ng/ml) y los niveles del ARNm de PRL fueron
determinados por RT-PCR semi-cuantitativa. Los valores densitométricos del ARNm de
PRL fueron normalizados respecto de la GAPDH y expresados como la media + SE (n=3);

ANOVA seguido de Test de Tukey-Kramer, *p<0,05, **p<0,01 vs. Control.
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5.2.4.2. El antagonista del REa impide el aumento en la expresion del ARNm

de PRL inducido por el Cd?*.

Para comprobar si el efecto del Cd?* sobre la expresion del mensajero de
PRL estd mediado a través del REa se utilizé el antagonista especifico ICL
El tratamiento con ICI impidi6 el aumento en la expresiéon del ARNm de PRL
inducido por el Cd?*. El antagonista por si solo no modificé la expresion basal

de este mensajero (Figura 32).
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Figura 32: El tratamiento con el antagonista impide el aumento en la expresion del ARNm

de PRL inducido por el Cd?'. Cultivos primarios de células adenohipofisarias fueron

incubados con vehiculo (Control) 6 Cd2* 108 M. Al cabo de 72 hs los niveles del ARNm de
PRL fueron determinados por RT-PCR semi-cuantitativa. El panel superior muestra una RT-
PCR semi-cuantitativa representativa. Las barras representan la media + SE de los valores
densitométricos de PRL normalizados respecto de la GAPDH (n=3); ANOVA seguido de
Test de Tukey-Kramer, **p<0,01 vs. Control, ##p<0,01 vs. Cd?*.
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Secrecion de PRL - Conclusiones

» El Cd?* incrementa la expresion del ARNm vy la liberacion de PRL en

las células adenohipofisarias

»El efecto del Cd?* sobre la secrecion de PRL estd mediado a través del

REa
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5.25. El co-tratamiento con Cd?>* y E: produce un efecto

cooperativo sobre la expresion del ARNm del REa y de PRL.

Poca informacion existe acerca de un posible efecto cooperativo
(sinérgico o aditivo) del Cd?* con el E;. Experimentos realizados en anfibios
(Rana catesbeiana), por ejemplo, mostraron que el co-tratamiento del Cd?* y Ex
provoca una mayor induccién de la vitelogénesis que el tratamiento con el E
solo (Lee y col., 2010). Para estimar esta posibilidad, determinamos la expresién
del ARNm del REa y de PRL en las células adenohipofisarias incubadas en
presencia de Cd?*, E2 6 Cd?* + Ex mediante RT-PCR semi-cuantitativa.

La exposiciéon al Cd?* o al Ez produjo un aumento significativo de los
niveles del mensajero del REa al cabo de 8 hs de incubacion (Figura 33). El co-
tratamiento con Cd?*y Ez increment6 la expresion del mensajero del REa, efecto
que fue significativamente mayor respecto al del Cd?* o al del Ez por separado
(Figura 33). Resultados similares se obtuvieron a las 24 hs (Figura 33).

Con respecto a la expresion del ARNm de PRL, ambos compuestos
independientemente aumentaron en forma significativa los niveles del
mensajero de PRL al cabo de 8 y 24 hs de incubacién (Figura 34). El co-
tratamiento con Cd?* y E; produjo una respuesta mayor que la de ambos
compuestos por separado, sin embargo esta respuesta s6lo fue significativa

respecto a la del Cd?* a ambos tiempos estudiados (Figura 34).
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Figura 33: El co-tratamiento con Cd?* v E, produce un efecto cooperativo sobre la

expresion del ARNm del REa. Cultivos primarios de células adenohipofisarias fueron

incubados con vehiculo (Control), Cd?* 10 M (Cd?*), E> 10° M (Ez) 6 Cd?* 108 M y E» 10

M (Cd?* + Ep). La expresion del ARNm del REa fue determinada por RT-PCR semi-
cuantitativa. El panel superior corresponde a wuna RT-PCR semi-cuantitativa
representativa del ARNm del REa luego de 8 hs de incubacién. Las barras representan la
media + SE de los valores densitométricos del REa. normalizados respecto de la GAPDH
al cabo de 8 y 24 hs de incubacién (n = 3); ANOVA seguido del Test de Tukey-Kramer
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. Control; #p<0,05 vs. Cd?*; Ap<0,05 vs. Ex.
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Figura 34: El co-tratamiento con Cd?* y E, produce un efecto cooperativo sobre la

expresion del ARNm de PRL. Cultivos primarios de células adenohipofisarias fueron
incubados con vehiculo (Control), Cd?* 108 M (Cd?*), E; 10° M (Ez) 6 Cd?* 108 M y Ex
109 M (Cd?* + Ey). La expresion del ARNm de PRL fue determinada por RT-PCR semi-

cuantitativa. El panel superior corresponde a una RT-PCR semi-cuantitativa
representativa del ARNm de PRL luego de 8 hs de incubacién. Las barras representan la
media + SE de los valores densitométricos de PRL normalizados respecto de la GAPDH
al cabo de 8 y 24 hs de incubacién (n = 3); ANOVA seguido del Test de Tukey-Kramer
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. Control; #p<0,05 vs. Cd?*.
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Co-tratamiento de Cd?** y E, - Conclusiones

» El Cd?*y el E2 muestran un efecto cooperativo sobre la expresion del

mensajero del REa y del de PRL en las células adenohipofisarias
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5.3. Discusion

Los resultados de esta tesis muestran por primera vez que el Cd?*, en
concentraciones nanomolares, es capaz de actuar como un XE afectando la

liberaciéon hormonal y la proliferacion celular adenohipofisaria.

Estudios epidemiolégicos indican un aumento en la incidencia de
enfermedades a nivel del sistema reproductor, tanto en humanos como en otros
animales, asi como también un incremento en la incidencia de canceres
hormono-dependientes. Diversas investigaciones sugieren que estas y otras
patologias relacionadas son consecuencia de la exposiciéon a contaminantes
ambientales. Entre ellos, los conocidos como XEs, parecen jugar un papel
importante en el desencadenamiento y desarrollo de dichas enfermedades
(Jones y col., 1995).

El Cd?* es un contaminante ambiental que ha sido clasificado como un
carcinégeno humano de tipo I. Existen evidencias de que este metal es capaz de
actuar como un DE estimulando la proliferaciéon de células derivadas de cancer
de mama, endometrio y prostata (Byrne y col., 2009: Siewit y col., 2010).

La adenohipoéfisis es la glandula directriz que regula las diferentes
glandulas periféricas. Sin embargo, ain teniendo un papel cardinal sobre el
sistema reproductor, al momento del inicio de esta investigacion no existian
antecedentes sobre un posible efecto xenoestrogénico del Cd?* a nivel
adenohipofisario. El eje hipotdlamo-hipofisario juega un rol crucial en la
supervivencia y la homeostasis del organismo. La integridad de dicha unidad
es un factor fundamental para el desarrollo y funcionamiento normal del
sistema reproductivo y del individuo como un todo. El Ex es el principal
regulador de la secreciéon de PRL y de la proliferacion celular (especialmente de

los lactotropos) en la adenohipéfisis.
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I. Proliferacion celular adenohipofisaria.

En este trabajo demostramos que el Cd?*, en concentraciones
nanomolares, promueve la proliferacién celular adenohipofisaria. Este efecto se
manifiesta principalmente a nivel de los lactotropos. Los somatotropos y los
gonadotropos, en cambio, no modificaron su tasa de proliferaciéon por efecto del
metal. Siendo los lactotropos el tipo celular adenohipofisario mas sensible a los
efectos proliferativos del Ey, estos resultados apoyan el papel xenoestrogénico y
especifico del Cd?* a nivel adenohipofisario.

La exposicion al Cd?* también estimuld la proliferacién celular de la linea
GHB3, linea celular lactosomatotropa derivada de un tumor sensible a E>. Es
decir que el Cd?* es capaz de incrementar la proliferacién celular no sélo de las
células normales sino también de las tumorales, a pesar de su alta tasa de
proliferacién intrinseca. En este sentido, existen evidencias de que el Cd?* es
capaz de inducir un efecto similar en diferentes lineas celulares tumorales de
mama humanas (Siewit y col., 2010; Byrme y col., 2009), asi como también de

prostata humana LNCaP (Martin y col., 2002).

El ciclo celular es un proceso extremadamente regulado, donde la
expresion de ciertas proteinas controla estrictamente cada uno de sus pasos
(Altucci y col.,, 1996; Dinda y col.,, 1997). Las ciclinas son una familia de
proteinas involucradas directamente en la regulacion de dicho proceso. Entre
ellas, las ciclinas D, modulan la progresion de la transicion G1/S (Qian y col,,
1998; Kawashima y col., 2002). C-fos y c-myc son miembros importantes de la
familia de factores de transcripcion AP-1, cuya expresiéon es rapidamente
inducida ante estimulos mitogénicos (Angel y Karin, 1991; Saulian y Karin,
2002). Un incremento en la expresion de estas proteinas es indicador de un
estimulo de la proliferacion celular.

La exposicion al Cd?* aument6 la expresion de las ciclinas D (ARNm y
proteina) en el cultivo primario de células adenohipofisarias. Un resultado

similar se obtuvo con la linea celular GH3. En concordancia con nuestros
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resultados, otros grupos demostraron que el Cd?* aumenta la expresiéon de
diferentes indicadores de proliferacién celular tales como la expresién de la Cyc
D1 en células tumorales mamarias de la linea MCF-7 (Brama y col., 2007; Siewit
y col., 2010). El incremento en la expresiéon de las ciclinas D observado en el
cultivo primario es muy posible que corresponda al producido por los
lactotropos dado que estas células son las que muestran el mayor indice de
proliferaciéon por la exposiciéon al Cd?*, ademads al ser las que estdn en mayor
proporcion en la adenohipofipéfisis (aproximadamente 40-50% del total de
células) es dificil enmascarar su respuesta. La similitud de los resultados entre
ambos tipos de cultivos celulares, el primario y el de la linea GH3, apoyan este

resultado.

El Cd?*, al igual que el E;, también aument6 la expresiéon del mensajero
de c-fos, proto-oncogen indicador de proliferaciéon celular, en las células
adenohipofisarias. En el mismo sentido otros autores han demostraron que el
Cd?* aumenta la expresiéon de los proto-oncogenes c-fos y c-myc en la linea
MCEF-7 (Brama y col., 2007; Siewit y col., 2010). De forma similar, el grupo de
Ben Jonathan y col. demostraron que el tratamiento con E; aumenta la
expresion de c-fos en los lactotropos de ratas Fischer 344, teniendo su maximo

efecto al cabo de 6 hs de incubacién (Allen y col., 1997).
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I1. Secrecion de PRL.

La PRL es una hormona hipofisaria secretada por los lactotropos que
participa en multiples procesos fisiol6gicos (Freeman y col., 2000). Se sabe que
variaciones en sus niveles pueden traer consecuencias serias para el individuo
(Bole-Feysot y col., 1998).

Muchas de las funciones de los lactotropos estan reguladas por los
estrogenos. Los estrogenos aumentan la expresion, el ntimero de grénulos
secretores y la liberaciéon de PRL (Kiino y Dannies, 1981; Kiino y Dannies, 1982;
Shull y Gorski, 1984; Maurer y col, 1990). Ademads, inducen la trans-
diferenciacion de somatolactotropos a lactotropos (Boockfor y col., 1986;
Kineman, 1992) y estimulan la proliferacion de los lactotropos (Lam y col., 1990,

Hashi y col., 1996).

En este estudio mostramos por primera vez que el Cd?* aumenta la
expresion del mensajero de PRL y la liberaciéon de la hormona en las células
adenohipofisarias en cultivo. A pesar del papel esencial que cumple la PRL en
el organismo, existen muy pocos trabajos que hayan estudiado los efectos
xenoestrogéncos de los contaminantes ambientales sobre la secrecién de dicha
hormona. Wade y col. reportaron que el endosulfano (pesticida érgano clorado)
no posee efectos sobre la liberacion de PRL in vivo (Wade y col., 1997), mientras
que Rousseau y col. postularon que dicho XE, al igual que el clordano (otro
pesticida 6rgano clorado), aumentan la expresiéon de su mensajero en la linea
celular GH3 (Rousseau y col.,, 2002). El BPA (compuesto utilizado en la
tabricacion de plasticos de policarbonato, resinas y selladores dentales) presenta
una potente actividad xenoestrogénica y, en forma similar al Cd?*, modula la
liberacion de PRL tanto in vitro como in vivo, ademas de inducir la proliferaciéon

celular de los lactotropos (Steinmetz y col., 1997).

Las evidencias hasta aqui presentadas muestran que El Cd?* es capaz

de inducir proliferacion de las células adenohipofisarias, en especial
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estimulando la proliferacion de los lactotropos y de la linea celular GH3.
Tanto la Cyc D1 y D3, como el proto-oncogen c-fos, estan involucrados en
dicho efecto. La exposiciéon al Cd?* también aumenta la secrecion de PRL en

las células adenohipofisarias
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III. Participacion del REa en los efectos del Cd?* a nivel

adenohipofisario.

Hasta el momento nuestros resultados apoyan el papel xenoestrogénico
del Cd?*. Este metal, en concentraciones nanomolares, es capaz de inducir la
proliferacion de los lactotropos y de la linea celular GH3 e incrementar la

sintesis y liberacion de PRL en las células adenohipofisarias.

Es conocido que los estréogenos estimulan la proliferacion de los

lactotropos y la secreciéon de PRL a través del REa.

El ICI, un antiestrégeno puro que se une al RE (Wakeling y col., 1991),
nos ha permitido establecer que los efectos del Cd?* sobre la proliferaciéon
celular y la secrecion de PRL estdin mediados a través del REa. Dicho
antagonista previno el aumento en la expresion de las ciclinas D inducidos por
el Cd?* en las células adenohipofisarias. Resultados similares fueron obtenidos
por Siewit y col. en la linea celular MCF-7 (Siewit y col., 2010). Respecto a la
PRL, y apoyando nuestros resultados, Elango y col. demostraron que el
aumento en la expresion de esta hormona inducido por otros XEs como el DDT
es impedido por la administracion conjunta con ICI en cultivos primarios de

adenohipdfisis de trucha arcoiris (Elango y col., 2006).

En suma, el REa media el efecto del Cd?* sobre la proliferacion celular

y la secreciéon de PRL en las células adenohipofisarias.
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IV. Expresion del REa.

Como se mencioné en la introduccién, el Ex es capaz de regular la
expresion de su propio receptor en diferentes tejidos. La adenohipdfisis expresa
tanto la isoforma de 66 kDa del REa (REa66), como las dos variantes truncadas

(REo46 y REa36).

Nuestros resultados muestran por primera vez que el Cd?* es capaz de
modular la expresiéon del mensajero del REa en las células adenohipofisarias.
Los niveles de dicho mensajero muestran un aumento durante los primeros
tiempos de exposicion al metal (8 y 24 hs), decayendo a tiempos mas
prolongados (72 hs). Martin y col. también observaron un efecto del Cd?* sobre
la expresion del REa. Sin embargo, a diferencia de nuestros resultados, ellos
encuentran una disminucién en la expresion del mensajero del REa al cabo de
24 hs de exposicion al metal en las células MCF-7 (Garcia Morales y col., 1994).
Aunque los resultados no son totalmente comparables dado que la
concentraciéon de Cd?* utilizada por dicho grupo fue dos érdenes de magnitud
mayor a la empleada por nosotros, apoyan el hecho de que el Cd?* sea capaz de

afectar la expresion del REa.

Cuando examinamos la expresion proteica del REa pudimos ver que el
Cd?* modifica los niveles de la isoforma del receptor REa66 y de su variante
truncada REo46, siendo estos cambios paralelos a aquellos observados en la
expresion del mensajero. La expresion de la variante REa36 fue
comparativamente baja y dificil de detectar en las mismas condiciones de
ensayo.

Existen evidencias bibliograficas que muestran que el tratamiento con Ex
afecta la expresion del REa66 y de sus variantes truncadas. En este sentido, el
grupo de Ben-Jonathan y col. ha demostrado que el tratamiento con E; aumenta
la expresion de los mensajeros de ambas variantes truncadas en las hipdfisis de
ratas Fischer 344, mientras que en las ratas Sprague-Dawley una sola de las
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variantes es afectada (Mitchner y. col., 1998). Otros autores han observado que
el tratamiento con Ez induce la expresiéon de la isoforma RE066 y la variante
REa46 en cultivos de macréfagos humanos (Murphy y col., 2009). Se ha
propuesto que el REo46 es capaz formar un dimero con el REa66, el cual seria
menos activo y por lo tanto funcionaria como un dominante negativo regulando
asi la actividad del receptor (Mitchner y. col.,, 1998). Futuros estudios son
necesarios para determinar si el aumento en las variantes significa un aumento

o una disminucién en la actividad del receptor.

El Cd?** modula la expresién del REa y de sus variantes truncadas

imitando los efectos del Ez sobre su receptor en las células adenohipofisarias.
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V. Co-tratamiento Cd?* y Ex.

En esta investigacion revelamos un efecto cooperativo entre el Cd?* y el
E2 a nivel de la expresiéon de los mensajeros de PRL y del REa en las células

adenohipofisarias.

Muy pocos son los estudios que han examinado el efecto de la
combinacién de XEs con los estr6genos naturales sobre alguna respuesta
tipicamente estrogénica (Jeng y col., 2010).

Con respecto a la PRL, la informacion bibliografica muestra resultados
contradictorios, posiblemente debido a las diferentes condiciones de estudio y
del tipo celular utilizado. Jeng y col. observaron que la combinacién de algunos
XEs (alquilfenoles) con concentraciones fisiologicas de diferentes estrégenos
naturales (estradiol, estriol y estrona) estimula o inhibe la liberacién de PRL en
la linea celular GH3/B6/F10, dependiendo tanto de la concentracién como de la
dupla estrogeno/XE utilizada (Jeng y col., 2010).

En cuanto al REa, existen evidencias de que el Cd?* interacciona con el
REa a través del sitio de unién al ligando (Stoica y col., 2000). Sin embargo,
como la presencia del metal no altera la unién del E> a su receptor, se ha
postulado que esta unién es del tipo no competitiva (Fechner y col., 2011). El
grupo de Stoica y col. mostré que la combinacién de E> con algunos metales
(cobre, cobalto y plomo) tiene un efecto aditivo sobre la expresiéon del
mensajero y de la de proteina de dicho receptor en la linea celular MCF-7

(Martin y col., 2003), apoyando nuestros resultados.

En sintesis, el Cd?* y el Ex muestran un efecto cooperativo sobre la
expresion del mensajero del REa y del de PRL en las células
adenohipofisarias. Esta respuesta cooperativa podria ser del tipo aditiva mas
que sinérgica, dado que el Cd?* interacciona con el REa a través del mismo

sitio que lo hace Ex.
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6. Conclusiones

# En este trabajo de tesis investigamos si el tratamiento a posteriori con
melatonina o la interrupcién de la exposicién al metal son capaces de revertir el
estrés oxidativo y los cambios en la secrecién hormonal inducidos por la
exposicion crénica al Cd?* in vivo a nivel adenohipofisario. Este estudio nos
permiti6 obtener la siguiente conclusiéon que consideramos de importancia para

la salud:

El tratamiento con melatonina, ya sea simultdneo o a posteriori de la
exposicion al Cd?*, o el cese de la exposicion al metal son dos métodos efectivos
para proteger a la glandula del efecto oxidante y del de disruptor endocrino del
Cd?*. Considerando las caracteristicas de esta neurohormona, es plausible su
utilizacién tanto en tratamientos preventivos como curativos o al menos

paliativos.

Nuestros resultados apoyan la relevancia de alejar a un individuo de la
fuente de contaminacion como uno de los primeros pasos a seguir, al menos

en lo que respecta a la fisiologia adenohipofisaria.

Dada la alta sensibilidad de la adenohipdfisis al efecto del Cd?*y en
especial su papel sobre la secrecion de PRL, un hallazgo significativo de
nuestros resultados es la posibilidad de utilizar esta hormona como marcador

de seguimiento en el tratamiento por intoxicacién con dicho metal.

& También investigamos si el Cd?* es capaz de actuar como un
xenoestréogeno a nivel adenohipofisario. Nuestros resultados muestran por
primera vez que el Cd?*, en concentraciones nanomolares, posee una potente

actividad xenoestrogénica, siendo capaz de inducir la proliferacion celular
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adenohipofisaria y la secrecion de PRL. Este metal, al igual que el E, regula la
expresion del REa y de sus variantes truncadas en estas células.
El Cd?*y el E2x muestran ademds un efecto cooperativo sobre la expresion

del mensajero del REa y del de PRL.

En su papel xenoestrogénico, el Cd?*, puede alterar el delicado balance
hormonal que regula funciones basicas del organismo tales como la
reproduccion y ademas favorecer el desarrollo neoplasico de tejidos

estrogeno-dependientes.
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Apéndice: Abreviaturas

ACTH Hormona adrenocorticotropa
ADN Acido desoxirribonucleico

ADNCc ADN complementario

ANOVA Anadlisis de la varianza

AP-1 Proteina activadora-1

ARN Acido ribonucleico

ARNm Acido ribonucleico mensajero
BrdU 5-Bromo-2’-deoxiuridina 5 -trifosfato
BSA Seroalbtimina bovina

CAT Catalasa

Ca2* Calcio

Cd2z+ Cadmio

CDKs Quinasas dependientes de ciclinas
c.s.p Cantidad suficiente para

Cys Cisteina

Cyc Ciclina

Cyc D1 Ciclina D1

Cyc D3 Ciclina D3

DABCO 1,4 diazabiciclooctano

DAPI 4,6-diamidino-2-fenilindol

DDT Diclorodifeniltricloroetano
DE/DEs Disruptor/es endocrino/s

DMEM Medio minimo esencial de Dulbecco
dNTPs Desoxirribonucleétidos trifosfato
DIT Ditiotreitol

E> 17B-Estradiol

EDTA Acido etilendiamintetraacético
ERO Especies reactivas del oxigeno
FITC Fluoresceina isotiocianato
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FSH
GABA
GAPDH
GH

GPx

GR
GSH
GSSG
HCl
HEPES
HO-1
H>O2
IARC
ICI 182,780

KRB
KRB-CMF
LH

Mg?2*
M-MLV RT

MT/MTs
NaCl
NAD+
NADH
NADP+
NADPH
NO

NOS
NOS1
NOS2

Apéndice

Hormona foliculo estimulante

Acido gamma-aminobutirico
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

Hormona de crecimiento

Glutation peroxidasa

Glutation reductasa

Glutation

Glutation oxidado

Acido clorhidrico
N-[2-hidroxietil]piperazina-N’-[4cido 2-etanosulfénico]
Hemo-oxigenasa-1

Per6xido de hidrégeno

Agencia Internacional para la Investigacién sobre el Cancer
70,17B-[9[(4,4,5,5,5-pentafluoropentil)sulfinil |
nonil]estra-1,3,5(10)-trien-3,17-diol

Buffer Krebs-Ringer-bicarbonato

Buffer Krebs-Ringer-bicarbonato libre de Ca?* y Mg?*
Hormona luteinizante

Magnesio

Transcriptasa reversa del virus de leucemia murina
Moloney

Metalotioneina/s

Cloruro de Sodio

Nicotinamida adenina dinucle6tido oxidado
Nicotinamida adenina dinucle6tido reducido
Nicotinamida adenina dinucleé6tido fosfato oxidado
Nicotinamida adenina dinucleé6tido fosfato reducido
Oxido nitrico

Oxido nitrico sintasa

Oxido nitrico sintasa neuronal

Oxido nitrico sintasa inducible
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NOS3
Nrf2
NRS
Oz~

Oz

Pb

PBS
PEG
PMSF
PVDF
PRL
RE/REa/REB
RE066
REa36/REa46
RT-PCR
RIA
SDS

SE
SFBA
SOD
TBE
T-PBS
TRH
TRIS
TRITC
TSH
XE/XEs

Lic. Eliana Andrea Miler
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Oxido nitrico sintasa endotelial

Factor nuclear eritroide 2-factor derivado 2
Suero normal de conejo

Anién superdxido

Oxigeno molecular

Pares de bases

Buffer fosfato salino

Polietilenglicol
Fenilmetanosulfonilfluoruro

difluoruro de polivinilideno

Prolactina

Receptor de estrogenos a 6 3

Isoforma de 66 kDa del REa

Variantes truncadas del REa de 36 y 46 kDa

Transcripcion reversa-reaccion en cadena de la polimerasa

Radioinmunoensayo

Dodecil sulfato de sodio

Error estandar

Suero fetal bovino adsorbido con carbon-dextran
Superéxido dismutasa

Buffer tris-borato-EDTA

Buffer Tween-fosfato salino
Hormona liberadora de TSH

Tris (hidroximetil) aminometano
Tetrametil rodamina isotiocianato
Hormona estimulante de tiroides

Xenoestrogeno/xenoestrégenos

Dra. Beatriz Haydeé Duvilanski
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