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RESUMEN

Los estrogenos pueden actuar como un importante factor de riesgo en el
desarrollo del cancer de mama, un incremento en los estrégenos producidos en
nuestro organismo, 0 una sobreexposicion a estrogenos ambientales como los
metales pesados hacen que se desencadene una cascada de sefiales que lleva
a la sobreactivacion de genes oncogénicos (cfos, c-myc) a través de los
receptores de estrogenos (RE). Este mecanismo promueve el desarrollo de un
fenotipo maligno, mediante la alteracion del ciclo celular conduciendo a la
formacién de tumores. El objetivo principal del presente proyecto fue evaluar el
papel estrogénico de los metales pesados en cultivos de células de cancer de
mama MCF-7, para establecer un modelo experimental que nos permita
estudiar las alteraciones que se producen a nivel celular al exponer estas
células a diferentes concentraciones de metales. El efecto de distintas
concentraciones de metales pesados (cromo, plomo, mercurio, niquel, cadmio y
arsénico) en células MCF-7, fue analizado mediante su acciéon sobre la
proliferacion celular y la expresion génica del receptor de estrégenos alfa (RE-
a). Ademas, se examino la unién de estos metales a este receptor, mediante
estudios de competencia en presencia de estradiol-FITC, a través de técnicas
de microscopia de fluorescencia. Los resultados obtenidos indican que estos
metales pesados tienen un efecto estrogénico sobre las células MCF-7, y que

este efecto lo ejercen a través de su union al RE-a.

Palabras Clave: Cancer de mama, receptor de estrogeno, metales pesados,
MCF-7, genes oncogenicos.



ABSTRACT

Estrogens could act as an important risk factor in the development of breast
cancer, an increase in estrogen produced in our body, or an overexposure to
environmental estrogens such as heavy metals cause a signal cascade that
leads to the overactivation of oncogenic genes (cfos, c-myc) through estrogen
receptors (ERs). This mechanism promotes the development of malignant
phenotype, by altering the cell cycle leading to the formation of tumors. The
main objective of the present project was to evaluate the estrogenic role of
heavy metals in cultures of MCF-7 breast cancer cells to establish an
experimental model that allows us to study the alterations that occur at the
cellular level when exposing these cells to different metal concentrations. The
effect of different concentrations of heavy metals (chromium, lead, mercury,
nickel, cadmium and arsenic) on MCF-7 cells was analyzed by its action on cell
proliferation and estrogen receptor gene expression alpha (RE-a). In addition,
the binding of these metals to this receptor was examined by competition
studies in the presence of estradiol-FITC, through fluorescence microscopy
techniques. The results indicate that these heavy metals have an estrogenic

effect on MCF-7 cells, and this effect exerts it through their binding to RE-a

Keywords: Breast cancer, estrogen receptor, heavy metals, MCF-7, oncogenic

genes.



INTRODUCCION

En nuestro pais durante los ultimos afios se ha producido un incremento
significativo en el nimero de personas diagnosticadas con algun tipo de cancer
(intestino, pulmon, piel, mama, etc.). Entre estos, dentro de la poblacion
femenina, el que mayor nUmero de muertes causa es el cancer de mama, en

nuestra provincia se reportaron 73 casos en el 2015. (Mufioz, et al., 2014).

El cdncer de mama es un tumor maligno que se desarrolla a partir de células
mamarias sanas. Generalmente, este cancer se origina en las células de los
lobulillos (glandulas productoras de leche), o en los conductos, (vias que
transportan la leche desde los lobulillos hasta el pezdn), con menos frecuencia,
puede originarse en los tejidos estromales que incluyen a los tejidos conjuntivos

grasos y fibrosos de la mama, (Breastcancer.org, 2017)

Uno de los mecanismos por los que puede llegar a producirse este tipo de
tumor es por un exceso de estrogenos en el organismo, debido a que el
estrogeno producido en las mujeres estimula el crecimiento de las células
mamarias. La exposicibn a esta hormona durante periodos prolongados
ininterrumpidos puede aumentar el riesgo de producirse cancer de mama.
(Wohl, 2014). El estrogeno va a ejercer su funcion uniéndose al RE, provocando
un desarrollo y proliferacion descontrolada de las células que llevaran a la
formacion del tumor. Entre los RE los més estudiados, asociados al cancer de
mama son los RE-a y RE-B, su importancia radica en que permiten que muchas
sustancias actien como mitdégenos, al sobreactivar la transcripcion de genes

oncogénicos como: cfos-, c-myc (Nilsson, et al 2001).



Dada la importancia de los estrogenos en el cancer mamario, muchas terapias
estan dirigidas contra sus receptores, inhibiendo los efectos estrogénicos sobre

las células neoplasticas de cancer de mama.

En pacientes con cancer de mama avanzado, la presencia del RE en las células
del tumor constituyen la variable mas importante para la prediccion de la
respuesta a la terapia endocrina; alrededor del 75% de los pacientes con
tumores expresan el RE (RE+) por lo que responden a dicha terapia, mientras
que el 25% restante no lo expresan (RE-) por lo que no responden bien a esta
terapia, o debido a que la produccién de estos receptores por las células
tumorales no estén relacionados con el crecimiento del tumor (Cammarata-
scalisi et al., 2008).

No solo existen estrogenos enddgenos, sino que también existen estrogenos
exogenos o0 xenoestrogenos, entre los cuales se encuentran los metales
pesados. La exposicion en humanos a alguno de estos estrogenos ambientales,
produce problemas a nivel del sistema nervioso central, desérdenes endocrinos,
problemas reproductivos como infertilidad, alteraciones en el ciclo menstrual,
preclamsia, parto prematuro, e incluso abortos (Tsutsumi et al, 2005; Crain et al,
2008).

La contaminacion por metales pesados puede producirse de manera natural
principalmente por la actividad volcanica, presencia de metales en rocas o
suelos (Valderas, et al 2013), o también puede producirse por actividades
llevadas a cabo por el hombre como: la explotacion de minas, actividad
agricola, el uso descontrolado de pesticidas y fungicidas, actividades de
curtidurias, textileras y lubricadoras entre otras, que probablemente explican las
elevadas concentraciones de metales pesados en los rios. Esto genera
impactos sobre la calidad del agua, la biodiversidad acuatica, contaminacion de
los alimentos y sobre la salud publica (Kibria et al., 2016).
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Las vias a través de los cuales los metales pueden entrar al organismo son:
inhalacion, contacto con la piel, ingesta de alimentos y de agua contaminada.
Muchos de los toxicos ambientales pueden acumularse en el cuerpo, en
especial en el de las mujeres por su mayor contenido en células grasas y
provocan diferentes enfermedades, entre ellas cancer de mama (Valls-Llobet,
2010).

Teniendo en cuenta todo lo expuesto podriamos inferir que existe una relacion
entre la contaminacion por metales pesados y la alta incidencia de cancer de
mama. Por ello en este trabajo se planted estudiar el efecto estrogénico de

estos metales.
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CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1. Temade lainvestigacién

Posible papel estrogénico de metales pesados en cultivos de células de cancer
de mama MCF-7

1.2.  Justificacion

Los datos que hasta ahora se tienen sobre el cancer de mama indican que la
incidencia de este tipo de tumor varia de unos paises a otros, afectando mas a
los paises con mayor nivel de desarrollo econdmico, apareciendo la tasa mas
alta en Estados Unidos, Canada y Australia, con una incidencia de 90 por cada
100 mil mujeres, en comparacién con América del Sur y Europa con 48 por
cada 100 mil mujeres diagnosticadas, y menos de 20 por cada 100 mil en Asia

del este (Lappano, et al.,2016).

En Ecuador, segun un reporte de la Organizacion Panamericana de la Salud
(OPS), el cancer de mama es la primera causa de muerte dentro de la
poblacion femenina, con una tasa de mortalidad del 35,4%, seguido por el
cancer de piel con un 32%. Las cifras mas altas aparecen en Quito, (Mufioz,et
al.,2014), donde el 8% de las mujeres de entre 25 y 64 afios, fallecen por esta

causa.

A pesar de los notables adelantos en la deteccion temprana, el diagndstico y el
tratamiento del cancer de mama, los ministerios de salud afrontan retos de
diversos oOrdenes para crear y apoyar programas de atencion de salud que

puedan mejorar el desenlace en este tipo de cancer (Anderson et al., 2007).

12



Este estudio se planted teniendo en cuenta la alta incidencia de cancer de
mama que existe en Ecuador y la contaminacion por metales pesados que hay
en el agua de sus rios y canales de riego, por lo que nos propusimos confirmar
el caracter estrogénico de estos contaminantes, estableciendo un modelo

experimental en células de cancer de mama MCF-7.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General

Evaluar el posible papel estrogénico de metales pesados en cultivos de células

de cancer de mama MCF-7.

1.3.2. Objetivos Especificos

1. Determinar las condiciones Optimas, a las que diferentes
concentraciones de metales pesados, numero de células y tiempo de
incubacion, inciden en la proliferacion de las células cancerigenas MCF-7

2. Evaluar el efecto de la concentracién elegida para cada uno de los
metales pesados e inhibidor del receptor de estrogenos sobre la
proliferacion celular de células de cancer de mama MCF-7.

3. Verificar si se produce un aumento en la expresion del receptor de
estrogenos alfa (RE-a) en las células cancerigenas MCF-7, tras
cultivarlas con las diferentes concentraciones de metales pesados.

4. Identificar si existe competencia entre el estradiol y los metales pesados

por su union al RE-a en las células cancerigenas MCF-7.

13



CAPITULO 1l

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes Investigativos

Los metales pesados son un grupo de elementos quimicos de elevado peso
molecular, en general toxicos para los seres vivos, que se pueden encontrar en
el agua, aire y suelo. Normalmente estos metales pueden estar en forma
soluble o combinados con otros elementos formando compuestos orgénicos e
inorganicos. Aunque los organismos vivos requieren pequefias cantidades de
algunos metales pesados para llevar a cabo sus funciones vitales como el
hierro, cobalto, cobre, manganeso, molibdeno, y zinc. Sin embargo, otros
metales en cantidades excesivas resultan toxicos para el organismo y son
considerados como cancerigenos por la IARC, estos metales actuarian
alterando el funcionamiento normal de enzimas, proteinas, y hormonas, entre

otras funciones metabdlicas (Cafizares V., 2000).

Los metales pesados entran en el cuerpo a través del aire, la comida, el agua o
el contacto con la piel, una vez dentro, estos tienen que atravesar la membrana
plasmatica de la célula para ejercer su efecto. Si un metal esta en forma lip6fila,
como el metil mercurio y compuestos de arsénico, este penetra facilmente al
interior celular mediante endocitosis, uniéndose a proteinas, tal como cadmio-
metalotioneina. Las enzimas a menudo requieren iones metalicos para
funcionar, y muchas de ellas muestran una "preferencia" por el zinc, asi este
metal permite una actividad enzimatica 6ptima, sin embargo, cuando el zinc
estd acompafiado de concentraciones altas de cadmio o plomo, estos lo
sustituiran, impidiendo que el zinc realice su funcién. ElI cadmio en particular,

tiene una estructura atdbmica muy similar a la del zinc, se adapta muy bien a los
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sitios de union del zinc de enzimas criticas, como la ARN transferasa. Estas
enzimas ayudan practicamente en todas las funciones celulares; catalizan las
diversas reacciones quimicas dentro de las células, como la produccion de
energia y desintoxicacion. Los metales téxicos reemplazan los minerales
nutritivos en sitios de unién a enzimas, produciendo la inhibicion enzimatica por
la interacciébn entre el metal y un grupo sulfidrilo (SH) de la enzima. La
exposicion a metales toxicos puede disminuir la actividad de miles de enzimas,
debido a que no se forma bien el complejo enzima-sustrato, lo que llevaria a un
mal funcionamiento de estas, incluso su inactividad, provocando, de esta
manera problemas en los procesos fisioldgicos que se llevan a cabo en nuestro

organismo generando diferentes problemas para la salud (Philip H. Kass, 2014).

Ademas de la importancia de las enzimas como reguladores de las funciones
metabdlicas en las células, existen otros factores importantes en el desarrollo
de cancer mamario, como es el caso de los estrogenos, que son una familia de
hormonas esteroideas sintetizados en una variedad de tejidos, pero que se
producen principalmente en los ovarios durante los afios reproductivos. Una de
las principales funciones de los estrogenos es promover el crecimiento y
diferenciacion de los érganos sexuales y de otros tejidos de reproduccion. La
interrupcion del sistema reproductivo de los animales machos y hembras en la
naturaleza se ha atribuido a exposicion a contaminantes ambientales que imitan
los efectos del estradiol. Sugiriéndose que la alta incidencia de canceres y
enfermedades relacionadas con hormonas también se debe a la presencia de

estrogenos. (Martin et al., 2003).

Ademés de los mencionados factores, en el desarrollo del cancer mamario
estan involucrados diferentes mecanismos, como mutaciones en las células
somaticas, alteraciones en el ambiente hormonal materno, variantes heredadas

relacionadas con la expresion de receptores hormonales de estrégenos,
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progesterona, HER-2 y leptina. (Hilakivi, 2006). Las rutas propuestas que
modifican los efectos del ambiente hormonal fetal o incrementan Ila
susceptibilidad de cancer mamario en el adulto, han generado la hipétesis de
gue la exposicion fetal a estradiol E2, leptina o un inductor de obesidad dietético
(OID), modifican las caracteristicas heredables de la glandula mamaria por
induccion de cambios epigenéticos. Estos cambios son manifestados en el
adulto por expresion alterada de RE y MAPK, y por la alteracion de la
morfologia de glandula mamaria, la cual induce cambios en las unidades
terminales ductales lobulares. Existen diversos compuestos que mediante su
anclaje con receptores especificos que se encuentran en las células blanco,
actuan como factores de crecimiento o mitdgenos en las células cancerosas,
como citocinas, hormonas, proteinas, y neurotransmisores, entre otros, (Knaul
et al, 2009; Del Socorro et al, 2010). Al unirse a los receptores activan
diferentes vias de sefializacion intracelular, activando a su vez la trascripcion de
diversos genes que regulan el metabolismo, el ciclo celular, la apoptosis y la

diferenciacion entre otras funciones (Alberts, 2002).

Entre los RE, los RE-a y RE- son los mas estudiados en el cancer de mama,
su importancia radica en la sobreactivacion de la transcripcion de genes
oncogénicos (cfos, c-myc) por los estrdgenos en mujeres, que a través de estos
receptores promueven el desarrollo de un fenotipo maligno en las células, al
producir un descontrol del ciclo celular y apoptosis. En este sentido, se sabe
gue niveles elevados de estrogenos en el organismo, actian como un factor de

riesgo importante en el desarrollo de cancer de mama (Nilsson et al, 2001).
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Figura 1. Mecanismo de accion del estrogeno en el desarrollo de cancer de mama.
Sobreactivacion de genes c-fos y c-myc. Fuente: (Nilsson et al, 2001).

Dada la importancia de los estrégenos y sus receptores en la carcinogénesis
mamaria, muchas investigaciones en la actualidad estan dirigidas al desarrollo
de terapias contra estos receptores, mejorando el prondstico a pacientes con
cancer de mama RE+, mediante la inhibicion de los efectos de los estrégenos
en células neoplésicas de cancer de mama, sin alterar los efectos benéficos
sobre los huesos, el sistema cardiovascular y nervioso tienen estos estrégenos
(Cammarata-Scalisi et al, 2008).La sobreexpresion del RE-a en las células
MCF-7 puede ser evaluada mediante técnicas avanzadas como, RT-qPCR que
combina la deteccién y cuantificacibn en un mismo paso, al correlacionar el
producto de la RT-gPCR de cada uno de los ciclos con una sefial de intensidad

de fluorescencia (Leb et al., 2004).
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Trabajos recientes en la cuantificacion de la expresion genética del RE en
células MCF-7, utilizan genes de mantenimiento expresados en las células
MCF-7 como genes de referencia o controles enddgenos, ya que estan
expuestos a las mismas condiciones, proporcionando una indicacion directa de
la cantidad y calidad de las muestras utilizadas en los estudios. Entre estos
genes estan: p-actina (ACTB), gliceralaldehido-3-fosfato-deshidrogenasa
(GAPDH) y B-2-microglobulina (B2M). Sin embargo, recientemente se ha
detectado que la expresion de algunos de estos genes puede verse afectada
durante procesos celulares como la diferenciacion y la progresion del cancer de

mama (Lyng, Leenkholm, Pallisgaard, & Ditzel, 2008).

2.2Hipotesis

2.2.1 Los metales pesados actian como agentes estrogénicos,
aumentando la proliferacién en las células de cancer de mama MCF-
7 bajo las condiciones experimentales propuestas en este trabajo.
Hipdtesis Nula

Los metales pesados no son agentes estrogénicos y por lo tanto, no aumentan
la proliferacién celular bajo nuestras condiciones experimentales

Hipodtesis Alternativa

Los metales pesados son agentes estrogénicos y por lo tanto, aumentan la
proliferacion celular bajo nuestras condiciones experimentales

Sefalamiento de variables de la hipétesis

Variable independiente
Metales pesados

Variable dependiente
Proliferacion celular
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2.2.2 Los metales pesados producen un aumento en la expresion del RE-
a en las células de cancer de mama MCF-7, bajo las condiciones
experimentales propuestas en este trabajo.

Hipotesis Nula
Los metales pesados no aumentan la expresion del RE-a en las células,
bajo nuestras condiciones experimentales.

Hipotesis Alternativa
Los metales pesados aumentan la expresion del receptor de estrégenos en
las células, bajo nuestras condiciones experimentales.

Sefialamiento de variables de la hipétesis
Variable independiente

Metales pesados

Variable dependiente
Expresion del RE-a
2.2.3 Existe competencia entre los metales pesados y el estradiol por su
union al RE.
Hipotesis Nula
Los metales pesados no compiten con el estradiol por su unién al RE.

Hipodtesis Alternativa
Los metales pesados compiten con el estradiol por su union al RE.

Sefialamiento de variables de la hipotesis

Variable independiente

Metales pesados

Variable dependiente
Union al receptor de estrogeno
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CAPITULO 1lI

MATERIALES Y METODOS

3.1Materiales

Se emplearon células de carcinoma mamario MCF-7 que expresan el REaq,
cedidas por el departamento de Fisiologia y Farmacologia de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Cantabria, asi como diferentes medios para el
crecimiento de las células, DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), MEM
(Modified Eagle’s Medium), adicionalmente Suero Fetal Bovino (FBS),
Penicilina y estreptomicina (P/S), Buffer fosfato salino (PBS), y tripsina-EDTA
0,25% y Dimetilsulfoxido (DMSO) al 10%. Para la extraccion del ARN se utilizé
el kit PureLink® RNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific) y para la cuantificacion
de la expresion del RE-a el Kit de PCR tiempo real SuperScript® Il Platinum®
SYBR® Green One-Step gRT-PCR Kit (Thermo Fisher Scientific), Primers
descritos por (Bao, Wang & Mo, 2016) para el RE-a y gen de referencia
GAPDH, disefiado por el Doctor Wilber Romero.

La cantidad de proteina se cuantifico utilizando el reactivo de Bradford. SDS
(Dodecilsulfato sodico), TEMED (Tetrametiletilendiamina) y PSA (Persulfato de
amonio), se utilizaron para la preparacion del gel SDS-PAGE y el Western blot.
La técnica de microscopia de fluorescencia nos permitié visualizar la
competencia entre el estradiol marcado con fluorescencia y los diferentes

metales pesados.
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3.2Métodos

3.2.1 Descongelacion y crecimiento de células MCF-7

Las células MCF-7 almacenadas en medio DMEM enriquecido con FBS al 10%
y DMSO al 10% en una atmosfera de nitrégeno liquido -196°C, se
descongelaron, para ello el vial que contenia las células se colocé en bafio
maria a 37°C por menos de 1 min, a continuacion la suspension se trasfirié a un
tubo falcén que contenia 5 ml de DMEM suplementado con 10% de FBS, y 1%
de P/S, que neutralizaran el efecto del DMSO donde se congelaron.
Posteriormente se centrifugd a 1500 rpm por 5 min, eliminando el
sobrenadante. El pellet se resuspendié en 15 ml de DMEM suplementado con
10% de FBS y 1% de P/S, y se pasé a un flack, el cual se incubé a 37°C, con
5% de CO; y humedad relativa (condiciones utilizadas durante todas las
incubaciones celulares) donde las células crecieron adheridas al fondo de la

frasca.

3.2.2 Mantenimiento de la linea celular MCF-7

Cuando las células crecieron hasta un 80% de confluencia el medio se retird y
las frascas fueron lavadas con 10 ml de PBS 1X a 37°C. Posteriormente se
afiadieron 5 ml de una solucion de tripsina/EDTA al 0,25% a 37°C para
despegar las células de la superficie de las frascas y se realizdé una incubacion
de 5 min a 37°C, a continuacioén, la actividad de la tripsina se inhibié con la
adicion de 10 ml de medio DMEM suplementado como se ha descrito

anteriormente.

La suspension celular se centrifugd a 1500 rpm por 5 min y el pellet se
resuspendié en 3 ml de medio DMEM suplementado, para ser repartido en tres
flacks de cultivo celular de 75 cc, colocando 1 ml en cada uno y completando
con 14 ml de medio DMEM suplementado. Estos flacks se incubaron, hasta que

las células volvieron a estar a 80% de confluencia, repitiéndose este proceso

21



tantas veces como fue necesario. Estas células fueron utilizadas para los

diferentes experimentos.

3.2.3 Preparacion de FBS sin hormonas (estripeado)

La eliminacién de las hormonas estrogénicas del suero se realiz0, segun la
metodologia descrita por Garcia Vidal & Gonzales Cabeza (2015). ElI FBS se
incubo con 1% (p/v) de carbon activado (Sigma-Aldrich) y 0.1% (p/v) de
dextrano T-70 (Sigma-Aldrich), a 56°C en bafio maria durante 30 min con
agitacion, seguido de centrifugacion durante 15 min a 4000 x g, a 4°C. El
sobrenadante fue recogido y posteriormente se tratd de nuevo en las mismas
concentraciones de carbon y dextrano, seguido de incubacién en bafio maria a
37°C durante 30 min y posterior centrifugacién durante 60 min a 6500 x g. El
sobrenadante fue nuevamente recogido, filtrado y esterilizado a través de un
filtro de 0.22 um (Millipore).

3.2.4 Cultivo celular en microplacas de 96 pocillos

Las células MCF-7 se sembraron en placas de 96 pocillos, en DMEM sin rojo
fenol, suplementado con 2 mM de L-Glutamina, 1% P/S, y 5% de FBS
(estripeado). De la suspensién celular obtenida de cada frasca de cultivo, se
tomaron 100 pL y se mezclaron con 100 pL de Trypan Blue (Sigma-Aldrich), lo
cual permitié valorar la proporcion de células vivas (las que no se tifien), frente
a las muertas (tefiidas de azul). Para llevar a cabo el recuento celular se utilizé
una camara de Neubauer (Marienfeld, 2010) y un microscopio 6ptico bajo un
aumento de 40X. Una vez hecho el recuento, se tomo el volumen
correspondiente que contenia 6000 células, las cuales se sembraron en una
placa de 96 pocillos en 200 pL de DMEM con suero estripeado sin rojo fenol, y
se incubaron durante 24 horas. Transcurrido ese tiempo se adicionaron los

diferentes tratamientos de metales pesados a cada pocillo.
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3.2.5 Adicion de metales pesados

Los disefios experimentales se realizaron teniendo en cuenta el factor de
proliferacion celular (crecimiento) vs concentracion de metales. Partiendo de
concentraciones stock de 10 M hasta 10° M, de los metales pesados (cadmio,
cromo, plomo, arsénico, niquel, mercurio), asimismo se utilizo el estradiol que
actia como un modulador selectivo de los receptores estrogénicos, siendo
nuestro control positivo en todos los ensayos. ICI fulvestrant (medicamento
utilizado en el tratamiento de cancer de mama) que inactiva el receptor de
estrogenos impidiendo que se unan los metales pesados y el estradiol, este
como control negativo, evaluando de esta manera el efecto estrogénico al
impedir que los metales pesados ejerzan su efecto incidiendo en la proliferacion
celular. En cada pocillo se adicionaron 200 pL, de medio DMEM con suero
estripeado sin rojo fenol con un metal diferente en la concentracion elegida,
estradiol e ICI fulvestrant. Se realizaron 8 réplicas de cada experimento, se
incluyé un blanco que no contiene células, solo medio y un control con células

sin ningun tipo de tratamiento.
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Figura 2. Adicién de tratamientos de metales pesados en placa de 96 pocillos
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3.2.6 Determinacién cuantitativa de la proliferacion celular (MTT)

Para evaluar la proliferacion celular se aplico6 un método colorimétrico que
consiste en la reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-
2.5-difeniltetrasol (MTT), realizado por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa, dando como resultado un compuesto coloreado azul
denominado formazan. Después de trascurridas 48 horas de incubacién de las
células MCF-7 con los diferentes metales, el medio se elimind y las placas se
lavaron 3 veces con 100uL de PBS 1X a cada pocillo, para eliminar restos
celulares, de medio o de metales. Luego se diluyeron 5mg de MTT en 1ml de
PBS y se mezclé con 10ml de medio DMEN sin rojo fenol, y suero estripeado
para adicionar 110uL de la mezcla a cada pocillo, e incubar durante 4 horas
permitiendo la formacién de formazan. Luego de este tiempo, se adicionaron
100pL de Docedil sulfato de sodio (SDS)-HCI 0,01% a cada uno de los pocillos,
para detener la reaccién y disolver los cristales de formazan, una vez afiadido el
SDS, la placa se incub6 todo la noche. Pasado este tiempo, se ley6 cada placa
en un espectrofotdmetro lector de microplacas (PerkinElmer Victor X3) a una
longitud de onda de 570nm. Siendo la absorbancia obtenida proporcional al

namero de células vivas o proliferacion de celular.

3.2.7 Extraccion de ARN de células MCF-7

Para la extraccion de ARN, se utilizé el kit comercial (PureLink® RNA Mini Kit,
Thermo Fisher Scientific), para ello, utilizamos 1.000.000 células resuspendidas
en 1ml de PBS 1X. Preveniente las células fueron sembradas en placas de 24
pocillos, con las diferentes concentraciones de metales pesados elegidas:

cadmio, cromo, plomo, niquel, mercurio, arsénico, ICI fulvestrant y estradiol.

Lisis celular: Las células se recolectaron siguiendo el protocolo definido
anteriormente y se transfirieron a un tubo falcon libre de ARNasas,

posteriormente se centrifugaron a 2000xg por 5 minutos a 4°C, para sedimentar
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el pellet de células, después, se descartd el sobrenadante del medio, y luego se
afadié 0,6 ml de buffer de lisis combinado con 6uL de 2-mercapto-etanol, esta
mezcla, se vorte6 hasta que el sedimento celular se dispersé y las células

quedaron lisadas.

Homogenizacién: Se centrifug6 el lisado celular a 12.000xg por 2 minutos,
luego se transfirid a un tubo falcén limpio para homogenizarlo usando un rotor
homogeneizador (MRCLAB, Sonic-650WT), a velocidad maxima durante al
menos 45 segundos, posteriormente se centrifugdé el homogenizado a 26.000 x
g durante 5 minutos, luego se transfirié el sobrenadante a un tubo falcon limpio
libre de ARNasas.

Purificacion: Se afiadid un volumen de 0,6ml de etanol al 70%, a cada
volumen del homogenizado celular, después se vorte6 para mezclar y dispersar
las fases visibles formadas, posteriormente se transfirieron hasta 700uL de la
muestra una columna junto con un tubo de recoleccion para eliminar los restos
y disolventes que se utilizaron en las etapas posteriores y permitir que el RNA
extraido se quede pegado a la columna, luego esta columna se centrifugé a
12.000xg durante 15 minutos a temperatura ambiente y se descartd el
sobrenadante que habia caido al tubo de recoleccion, esto se realiz6 hasta

procesar toda la muestra.

Luego se afiadieron 700uL de buffer de lavado 1 a la columna anterior y se
centrifugd a 12.000xg por 15 segundos a temperatura ambiente, nuevamente
se descartd el sobrenadante del tubo de recoleccion. Posteriormente, se
afiadieron 500uL del buffer 2 de lavado (disuelto en etanol) a la columna, que
se centrifugé a las mismas condiciones anteriores. Para secar la membrana
con el ARN pegado a ella, se descarté el tubo de recoleccién y se insertd en la
columna el tubo de recuperacion para quedarnos con el ARN final, para ello se
afnadieron 100uL de agua libre de ARNasas al centro de la columna, se incubo
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a temperatura ambiente por 1 min, posteriormente, centrifugamos la columna
por 2 min. a 12.000xg para eluir el ARN de la columna, para obtener un
rendimiento de ARN mayor a 100ug, se realizaron 2 eluciones secuenciales con

100pL de agua libre de ARNasas en el mismo tubo de recuperacion.

3.2.8 Determinacion de la cantidad y pureza del ARN,

La cuantificacion de las muestras de ARN obtenido se realizO mediante la
lectura de su absorbancia a 260nm en un espectrofotémetro (NanoDrop 2000-
UV-Vis Spectrophotometer). La pureza se midi6 mediante el cociente entre la
absorbancia 260nm y 280nm, el cual hace referencia a la cantidad de proteinas
presentes en la muestra. Un resultado de 2,0 indic6 un ARN puro, sin

contaminantes.

3.2.9 Tratamiento del ARN con la enzima DNase I.

El tratamiento con la enzima DNAsa | (Invitrogen, California, Estados Unidos),
elimina cualquier traza de ADN que pueda contaminar la muestra de ARN. Para
ello, se colocd en un tubo de 200uL: El volumen equivalente a 2,5 pg de ARN; 1
ML de 10X DNAse | Reaction Buffer; 1 uL de DNase | Amplification Grade y
Agua DEPC hasta completar 10 pL. Las muestras se mezclaron vigorosamente
en el vortex durante 10 segundos a temperatura ambiente y se incubaron
durante 15 minutos a temperatura ambiente, para que la enzima actie. Una vez
transcurrido el tiempo, se detuvo la reaccién con 1 uL de 25 mM EDTA (pH 8.0),
el cual es muy importante para evitar la degradacion del ARN por parte de las
ARNsas activadas por cationes divalentes como Ca2+ y Mg2+. Posteriormente,
se inactivo la enzima DNAsa | incubando la mezcla a 65°C por 10 minutos en el
termobloque (Eppendorf Thermomixer, Madrid, Espafia). Para obtener en un
volumen total de 11 pL de muestra, en el cual hay 2,5 ug de ARN purificado y

sin contaminacién con ADN.
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3.2.10 Seleccion de los cebadores para RT-gPCR

Se utilizaron los cebadores descritos por (Bao, Wang & Mo, 2016), para el RE-
a, y para el gen de referencia GAPDH, disefiados por el Doctor Wilbert Romero,
los cuales fueron analizados utilizando la herramienta BLAST del NCBI
(http://mwww.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi) para verificar, por comparacion
frente a las bases del datos del GenBank, la especificidad de los primers hacia
los genes de interés, se consideraron adecuadas las parejas de
oligonucledtidos (primers) cuya longitud esté alrededor de 20-25 pares de
bases, su porcentaje de G+C sea de aproximadamente el 50%, su Tm cercana
a 60°C, su composicion no favorezca a la aparicion de estructuras secundarias

y la longitud del fragmento que se amplifique este en torno a 150 pb — 200 pb.

Tabla |l. “Secuencia de los primers disefiados por MACROGEN.”

Gen Secuencia Longitud % GC Longitud
amplicon
Pb
GAPDH-F 5-TGCACCACCAACTGCTTAGC-¥ 20 55 87
GAPDH-R 5-GGATGGACTGTGGTCATGAG-3’ 20 57.1 87
SRE1-F 5-CCTGATGATTGGTCTCGTCTG-3 21 52.38 185
SRE1-R 5-GGCACACAAACTCCTCTCC-3 19 57.89 185

3.2.11 Normalizacién del gen de referencia GADPH mediante la
determinacion del Ct.

Para evaluar si la expresion genética del gen de referencia GAPDH se ve

afectada por la presencia de los diferentes metales pesados utilizados durante

el cultivo celular, se probaron diferentes concentraciones de ARN, partiendo

desde 0.10, 0.15, 0.20, 0.25 y 0.30 ug de ARN, para una reaccion de 25 pl

totales de mezcla, la condiciones de amplificacién fueron las mismas que se

describen en la figura 3.

27




3.2.12 Determinacion de la expresidon genética del RE-a mediante RT-qPCR
La reaccién de PCR a tiempo real se llevd a cabo en un termociclador de
tiempo real (CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System), utilizando el kit
comercial de PCR tiempo real (SuperScript® Il Platinum® SYBR® Green One-
Step gRT-PCR Kit). Para estandarizar la técnica, se ensayaron diferentes
condiciones de amplificacion, y diferentes concentraciones de primers, asi como
del resto de reactivos y RNA. Los ciclos y fases que se utilizaron en esta PCR
en tiempo real fueron: sintesis del ANDc 55°C durante 3 minutos
desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 95°C seguida de 40 ciclos de 95°C
durante 15 segundos, anillamiento a 60°C durante 30 segundos y extension a
40°C durante 1 minuto. Una vez finalizada la gRT-PCR se procedi6 a cuantificar
la cantidad de expresién del RE-a obtenida, para ello se utilizé el software de

analisis de la expresion génica, CFX Biorad que por defecto trae el equipo.

Ciclos de temperatura CFX96 Real-time system.

1 2 3 4 3 6

80 C 80 C
5:00 015

T ¢ 50 C

/T ﬂ

400 C
1:00

Lo R B Yy

0 x

Figura 3. Temperaturas de reaccion utilizadas para la amplificacién del RE-a Fuente: Software
Biorad CFX96 Real time
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3.2.13 Reaccioén de RT-gPCR
Componentes

Super Script 11l RT/platinum Taqg mix 0.50pl
Mezcla de reaccion SYBER Green 2x  12.5pl

Primers 10uM c/u en mezcla 1pl
Colorante de referencia ROX 0.50ul

ARN células MCF-7 0.25ug
Agua DEPC hasta 25 pl totales

3.2.14 Analisis de la expresion del gen del RE-a

Para el analisis de la expresion del gen RE-a se utilizd, el software del equipo
gue realiza una expresion normalizada AACt, que al tener una muestra control o
calibrador, el programa ajusta el nivel de expresion de la muestra control a 1.
De esta manera normaliza las cantidades relativas de todos los genes blanco a
la cantidad del control. (Hellemans, et al., 2007).

3.2.15 Electroforesis en gel de agarosa

Preparacion de la muestra

El ARN obtenido se mezcl6é en una relacién 5:1 la solucion con buffer de carga
BlueJuice 10x (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos), para
comprobar la calidad e integridad de las bandas. Los productos amplificados de

gRT-PCR se cargaron en un volumen total de 10 uL en relacién 9:1.
Preparacioén del gel

Se utilizé un gel de agarosa a una concentraciéon del 1,5%. Para ello se pesaron
0,36 gr de agarosa ultra pura (Invitrogen), se disolvieron en 30mL de buffer

TBE 1X, y por ultimo, se afiadieron 3uL de SYBR Green Il (Thermo Fisher
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Scientific). La mezcla se dejo gelificar en la bandeja de electroforesis con un
peine por 20 a 40 minutos.

Corrida electroforética

El gel se coloco en la camara de electroforesis sumergida en buffer TBE 1X. Se
aplicé un voltaje de 80 V por 45 minutos.

3.2.16 Electroforesis SDS/PAGE

Se prepararon 2 geles uno concentrador al 3% y separador al 12%, una vez
disuelto todos los componentes del gel, la mezcla se dejo gelificar por 25
minutos. Se coloc6 un peine y se completd el volumen con gel concentrador a la
mitad de la camara. Luego las muestras proteicas obtenidas de las células
MCF-7, con los diferentes tratamientos se colocaron en un termoblock a 95°C
por 5 minutos en tubos eppendorf de 1.5 ml, para desnaturalizar las proteinas y
gue estas vuelvan a su estructura primaria, a continuacion se centrifugaron
todos los tubos para homogenizar las fases. Se cargaron 35ul de la solucion en
cada pocillo del gel con una concentracién de 22ug totales de proteinas de
cada tratamiento para cada una de las muestras. En el orden de control,
estradiol, cadmio, cromo, plomo, niquel, mercurio, arsénico e ICI fulvestrant. La

corrida electroforética se realizé a 80 voltios durante 2 horas y treinta minutos.

3.2.17 Western blot

Una vez corrida la electroforesis SDS/PAGE, se colocd el gel en 10 ml de buffer
de transferencia por 15 minutos juntamente con las esponjas y la membrana de
nitrocelulosa, para generar una trasferencia proteica a la membrana
dependiendo de la carga ionica de las proteinas. Para extraer las proteinas del
nacleo se realizo una ruptura de la membrana celular de las células MCF-7 por
ultra sonido, en el homogeneizador (MRCLAB, Sonic-650WT), a velocidad

maxima durante al menos 45 segundos, posteriormente se centrifugé el
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homogenizado a 26.000 x g durante 60 minutos, para quedarnos con el
sobrenadante donde se encuentran las proteinas de interés y se

resuspendieron en 1ml de buffer de recogida TBS 1X con 1mM de EDTA.
Transferencia en el Trans-Blot SD Transfer cell:

La transferencia de proteinas del cultivo de células con los diferentes
tratamientos se realizO empleando el sistema Trans-Blot® SD, Semy-Dry
transfer Cell (Bio-Rad, California, Estados Unidos) a 100 mA, durante 60 min,
utilizando el buffer de transferencia TRIS-HCI25 mM pH 8,3, glicina 192 mM y
20% etanol.

Adicién de anticuerpos:

Una vez realizada la transferencia el gel se cort6, junto con la membrana de
nitrocelulosa y se colocé BSA al 4% con un volumen de 4ml para bloquear las
uniones inespecificas del anticuerpo por 1 hora con agitacion orbital,
posteriormente se retir6 el BSA al 4% y se adicion6 el anticuerpo del RE-a
monoclonal sc-514857 RE-a (C-3) (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) a una
concentracion de 1:250, marcado con Alexa 488, para asi verificar un aumento
en la expresion del RE-a, luego de esto se realizaron tres lavados con PBS 1X
para colocar el anticuerpo monoclonal a-Tubulin (B-7): sc-5286 (Santa Cruz
Biotechnology, Inc.), con una concentraciéon 1:500 marcado con Texas red
Cy5.5, para comprobar si las muestras fueron cargadas en la misma cantidad y

concentracion.

3.2.18 Ensayos de competencia mediante microscopia de fluorescencia

Para evaluar si los metales pesados compiten con el estradiol por su unién al
RE-a se llevo a cabo la técnica de microscopia de fluorescencia, para ello se

utilizaron placas de 6 pocillos, donde se colocd un cubre objetos estéril en cada
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pocillo, posteriormente se afiadieron 200ul de células MCF-7 y 1mL de medio
DMEM (estripeado), las placas se incubaron durante 24 horas, pasado este
tiempo, se adicion6 el estradiol marcado con fluorescencia en una dilucion
(1:500ul), seguidamente se afadieron los metales pesados en las diferentes
concentraciones y también ICI fulvestrant con el fin de bloquear el RE-q,
impidiendo que se unan los metales pesados o el estradiol.

Permeabilizacién de la membrana de células MCF-7

Luego de incubadas las placas, se realizaron 3 lavados con PBS 1X, y se
adicion6 1 mL. de paraformaldehido (PFA 4%), por 20 minutos, pasado este
tiempo, se lavaron los pocillos nuevamente con PBS 1X tres veces y se coloco
1mL de Glicina (20mM en PBS1X PH=7.4) durante 20 minutos, nuevamente
realizamos tres lavados con PBS 1X, y después se coloc6é 1 mL. de tritdbn 100X
(Buffer 1X PBS 20mM Glicina 0.5% Triton 100X) por 5 minutos, actuando como
un agente tensoactivo que permite romper la membrana celular. Se bloquearon
las células, evitando que se destruya la matriz extracelular y se sequen
utilizando, BSA (albumina de suero bovino) al 2% por una hora, con el fin de

evitar las interacciones inespecificas.

Finalmente se realiz6 un ultimo lavado con PBS 1X, tres veces y se adiciond
estradiol marcado con fluorescencia (1:500uL) a diferentes tiempos: 5, 10, 15,
20, 30, 40 minutos. Se realizaron varios ensayos para estandarizar el mejor
tiempo de incubacion y concentracion de estradiol marcado con FITC

(fluoresceina-5-isotiocianato).

Una vez estandarizado el método en cada placa se afiadieron las diferentes
concentraciones de metales pesados y se incubd a 37°C por 15 minutos, por
otra parte se adicionaron metales pesados junto con ICI fulvestrant, para

evaluar si su efecto lo ejercen a través de su uniéon al RE-a al ser este
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blogueado. Finalmente se usé medio de montaje con DAPI (4',6-diamidino-2-
fenilindol). (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, Estados Unidos), este es un
marcador fluorescente que se une fuertemente a regiones con grandes
cantidades de Adenina y Timina en secuencias de ADN, tifiendo al nucleo

celular de color azul.

3.3Diseflo Experimental

Todos los experimentos planteados en este proyecto de trabajo de titulacion se
realizaron por triplicado, los resultados obtenidos en los diferentes ensayos, se
procesaron y analizaron, utilizando el programa GraphPad Prisma 6.0
(GraphPad Software). Realizando andlisis paramétricos, aplicados a variables
ajustadas a una distribucion normal de varianza de una sola via (ANOVA), en
caso de valores significativos del mismo; test de Tukey-Kramer, para calcular
las diferencias estadisticamente significativas existentes entre los distintos
grupos experimentales. Los resultados se consideraran estadisticamente

significativos para valores de P<0.05, ademas de un disefio de un solo factor.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Anélisis y discusion de los resultados

4.1.1 Ensayos con diferentes concentraciones de metales pesados y
numero de células por pocillo.

Se probaron diferentes concentraciones de metales pesados partiendo de
una solucion stock de 102 M a partir de la cual, preparamos las
concentraciones a ensayar desde 10° M hasta 10° M. Asimismo, se
determind la concentracion de células adecuada para realizar los
experimentos probando con diferentes concentraciones desde 6.000 hasta
10.000 células por pocillo. Las placas sembradas con 10.000 células/pocillo,
presentaron confluencia y saturacion, lo cual ocasioné que se despegaran al
momento de realizar los lavados con PBS 1X, antes de adicionar los metales
pesados, obteniendo una medida de absorbancia por debajo del control, por
dicho motivo se eligi6 como concentracion O6ptima para realizar todos

experimentos 6000 células/pocillo.
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Figura 4. Proliferacion celular después de la incubacién con estradiol. ****p<0.001 respecto al

control. E-6 — E-10: concentraciones ensayadas de estradiol desde 10 hasta 10™°
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Al realizar la incubacion con estradiol (control positivo) se puede observar (fig.
4) que la proliferacién celular es mayor al utilizar la concentracion de 10° M, por

lo que se eligié esa concentracion como optima.
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Figura 5. Proliferacion celular después de la incubacién con cadmio.* p<0.05 respecto al
control. Cd-6 — Cd-10: concentraciones ensayadas de cadmio desde 10® hasta 10°

Luego del tiempo de incubacion con cadmio se puede observar que todas las
concentraciones elegidas aumentaron la proliferacion celular, siendo este
aumento significativamente mayor con la concentracién 10® M, por dicha razén
seleccionamos esta concentracion de cadmio como la més Optima para los

sucesivos experimentos.
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Figura 6. Proliferacion celular después de la incubacion con cromo.*p<0.05 respecto al control,
**p<0.01 respecto al control, ***p<0.005 respecto al control y ***p<0.001 respecto al control.
Cr-6 — Cr-10: concentraciones ensayadas de cromo desde 10° hasta 10
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En el caso del cromo podemos ver que la proliferacion celular tiene un aumento
en la concentracién 10®M por lo que se eligi6 como 6ptima. Observamos que
en la concentracién 10°M, se produce una disminucién en la proliferacion, lo

que indica que este metal puede inducir apoptosis celular a dicha

concentracion.
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Figura 7. Proliferacion celular después de la Incubacién con plomo. ***p<0.005 respecto al
control, Pb-6 — Pb-10: concentraciones ensayadas de plomo desde 10° hasta 10™°

En los ensayos realizados con plomo se seleccioné la concentracién 10° M
como 6ptima.
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Figura 8. Proliferacion celular después de la incubacién con niquel. ****p<0.001 respecto al
control. Ni-6 — Ni-10: concentraciones ensayadas de niquel desde 10° hasta 10™°
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Al probar con el niquel se pudo observar que la proliferacion celular tiene un
aumento mayor con la concentracion 10-7 M. En la concentracion Ni-10
comparada con respecto al control, se descartd el valor numérico, tomando en
cuenta el interés de estudio que es evaluar el aumento en la proliferacion

celular, esto puede ser debido a que el niquel a esta concentracién puede

inducir apoptosis celular.
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Figura 9. Proliferacion celular después de la incubacién con mercurio, Hg-6 — Hg-10:
concentraciones ensayadas de mercurio desde 10° hasta 10™°

Después del tiempo de incubacion con mercurio se puede observar que la

proliferacién celular tiene un aumento en la concentracién 107 M.
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Figura 10. Proliferacion celular después de la Incubacién con niquel con arsénico. .*p<0.05
respecto al control, **p<0.01 respecto al control, ***p<0.005 respecto al control, As-6 — As-10:
concentraciones ensayadas de arsénico desde 10° hasta 10™°
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Al incubar con arsénico se observd mayor proliferacion celular con una

concentracion de 10° M.
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Figura 11. Proliferacion celular después de la Incubacién con ICI fulvestrant. ***p<0.005
respecto al control y ***p<0.001 respecto al control. Ici-6 — Ici-10: concentraciones ensayadas
de Ici Fulvestran desde 10°® hasta 10™°

Por ultimo, al probar ICI fulvestrant (control negativo) se puede observar que la
proliferacion celular disminuye notablemente respecto al control en la

concentracion 10° M.

4.1.2 Eleccién de concentraciones 6ptimas de metales pesados
Una vez analizados los resultados de proliferacion celular para cada uno de los

metales, se eligieron las concentraciones 6ptimas (fig. 12), donde se observo el
maximo crecimiento celular, para: Cadmiol0® (Cd-8),Cromo10® (Cr-8),
plomo107~° (Pb-9), niquell07'(Ni-7), mercuriol0”'(Hg-7), arsénicol0 °(As-6),.
Siendo las concentraciones o6ptimas de metales pesados que favorecen el
crecimiento celular en la linea de cancer de mama MFC-7, reportadas por
Martin et al., (2003), As-6, Ni y Hg-7, Cd y Cr-8, Pb-9.
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Figura 12. Efecto de los diferentes metales pesados sobre la proliferacién celular luego de 48
horas de incubacién. **p<0.01 respecto al control, ***p<0.005 respecto al control y ****p<0.001
respecto al control.

En la figura 12 se muestra un aumento en la proliferacion de las células de
cancer de mama MCF-7 tras la administracion de las diferentes
concentraciones de metales pesados elegidas como 6ptimas, observando un
aumento significativo con respecto al control. Siendo los metales: plomo,
arsénico y cromo los que produjeron un crecimiento mas significativo con
respeto al control. Asi también, se puede observar que los metales niquel,
mercurio y cadmio también ejercen su efecto sobre el crecimiento celular,
aungque con una menor intensidad. El estradiol utilizado como control positivo
causa un aumento en la proliferacion celular; ocurriendo lo contrario con el
control negativo ICI fulvestrant que disminuye la proliferacion incidiendo en el

crecimiento de las células tumorales.
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4.1.3 Evaluacion del efecto estrogénico de metales pesados a través
del receptor de estrégenos

Para comprobar el efecto estrogénico que ejercen los metales pesados sobre el
RE-a en las células de cancer de mama MCF-7, empleamos ICI fulvestrant para
bloquear dicho receptor, e impedir que los metales pesados ejerzan su efecto

incidiendo en la proliferacién celular.
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Figura 13. Efecto de las diferentes concentraciones de metales pesados + ICI fulvestrant
sobre la proliferacion celular luego de 48 horas de incubacion. ****p<0.001 respecto al control.

En los ensayos de competencia entre el ICI -6 y los diferentes metales pesados
ensayados, observamos una disminucion significativa en la proliferacién de las
células de cancer de mama MCF-7, con respecto al control (negro). Cuando las
células son expuestas a tratamientos con metales pesados, estos pueden
conducir a necrosis 0 apoptosis celular, sin embargo, en algunas ocasiones las
células pueden experimentar acontecimientos como la sintesis de moléculas de

glutation que podrian conducir a su supervivencia y proliferacion celular.
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Estudios realizados y reportados han demostrado ampliamente que la
exposicion a metales pesados interviene en varios mecanismos primarios de
toxicidad, incluyendo la produccion de especies reactivas de oxigeno, la
reaccion con tioles intracelulares y la competencia con metales esenciales en
sistemas biologicos. Segun Egiebor (2013), quien ensayo con concentraciones
de arsénico, cadmio, mercurio y plomo entre 10y 10°® M, las cuales indujeron
proliferacion en cultivos de células MCF-7 luego de 40 horas de exposicion, en
este trabajo se obtuvo el mismo resultados con concentraciones menores de
estos metales (As®, Cd®, Hg” y Pb™®), pero con incubaciones mas prolongadas
de 48 horas. Ademas de estos metales, tambien el Cr® y Ni”, como metales
divalentes y aniones metalicos, activan el RE-a mediante la formacién de un
complejo dentro del dominio de unién al receptor; aumentando la proliferacion
celular (Stoica & Katzenellenbogen, 2015). Asimismo, otros estudios
demostraron que el cadmio imita muchos de los efectos biologicos del estradiol

en células cancerosas (Garcia-Morales et al., 1994).

4.1.4 Microscopia de fluorescencia: Competencia entre el estradiol
(FITC) y metales pesados por su union al RE-a

Todos los ensayos de microscopia de fluorescencia se realizaron por triplicado,
utilizando un microscopio de fluorescencia Leica de DMi8, con filtros GFP (488-
510nm) y DAPI (461-500nm) y un poder de magnificacion de 630X. Se utilizé
estradiol marcado con FITC de color verde (E-FITC) y el nacleo fue tefiido con
DAPI de color azul.
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Estradiol FITC

Figura 14. Células cultivadas en presencia de estradiol marcado con FITC

En la figura 14 se puede observar el estradiol marcado (verde) unido al RE-a en

la membrana del nucleo, como se indica con la flecha.

Estradiol FITC + Cadmio

Figura 15. Células cultivadas con E-FITC + Cadmio

En el caso de las células cultivadas con E-FITC y cadmio, se puede ver que
el estradiol ya no aparece en la membrana nuclear, lo que indica que no

esta unido al RE-a. Esto se debe a que el cadmio ha competido con el E-

42



FITC en su union al RE-a y ha sido el cadmio el que se ha unido, por ello el
E-FITC aparece en el citoplasma observandose como puntos verdes. Este
mismo comportamiento se observo con todos los metales analizados (figura
16-20). Lo que demuestra que todos estos metales se comportan como

estrogénicos uniéndose para ejercer su accion al RE-a.

Estradiol FITC + Cromo

Figura 16. Células cultivadas con E-FITC + Cromo

Estradiol FITC + Plomo

Figura 17. Células cultivadas con E-FITC + Plomo
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Estradiol FITC + Mercurio

Figura 18. Células cultivadas con E-FITC + Mercurio

Estradiol FITC + Niquel

Figura 19. Células cultivadas con E-FITC + Niquel
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Estradiol FITC + Arsénico

Figura 20. Células cultivadas con E-FITC + Arsénico

Estradiol FITC + Ici fulvestran

Figura 21. Células cultivadas con E-FITC + ICI fulvestrant

Por ultimo, en la imagen 21, se muestran células cultivadas con E-FITC e
ICI fulvestrant, este inhibe o bloquea al RE-a impidiendo que tanto el

estradiol, como los metales pesados se unan a él, por lo que se puede
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observar que todo el E-FITC se encuentra en el citoplasma y no en la
membrana del nucleo. Lo que demuestra una vez mas que tanto el estradiol
como los metales ejercen su accion en las células MCF-7 uniéndose al RE-
a. Es importante resaltar que este tipo de estudio, donde se comprueba la
accion de los metales pesados (cadmio, cromo, plomo, niquel, mercurio y
arsénico) a través de su union al RE-a y la competencia que existe entre
estos metales y el estradiol por su unién a dicho receptor con microscopia

de fluorescencia, es primera vez que se reporta.

4.1.5 Expresion del RE-a por Western Blot
En los Western Blot realizados a partir de proteinas obtenidas de lisado

celular (MCF-7) tratados con los diferentes metales se observo un aumento
en la expresion del RE-a en el caso del Cr-8, Pb-9, Ni-7 (fig. 23). Se
comprobd que la cantidad de proteinas cargadas en el gel SDS/PAGE para
las células tratadas con los diferentes metales fue la misma mediante el uso
del Ac anti tubulina (fig. 24).

Image Report: GIDiB 2017-02-02 MCF-7 SDS Page coomasie

TTTYYy

Figura 22. Electroforesis SDS/PAGE tefiida con azul coomassie, se observa integridad en
las bandas y una separacién uniforme de las proteinas cuando fueron sometidas a un
campo eléctrico.
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Image Report: MCF-7 RE alpha

Figura 23. Western Blot utilizando un anticuerpo monoclonal de ratén anti RE-a marcado
con Alexa Fluor 488 (C-3 Santa Cruz Biotechnology, Inc) a una dilucién: 1/250. Se puede
verificar un aumento en la expresion del RE-a (66 y 54 kd) en el tratamiento con plomo,
niquel y cromo, en relacion al control.

Image Report: MCF-7 Tubulina B7
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Figura 24. Western Blot usando un anticuerpo monoclonal de ratén anti Tubulin marcado
con Texas red Cy5.5 (B-7 Santa Cruz Biotechnology, Inc) a una dilucién de 1/500. Se
puede observar que fue cargada en el gel SDS/PAGE la misma cantidad de proteinas
extraidas del nucleo de las células MCF-7 con los diferentes tratamientos de metales
pesados.

4.1.6 Cuantificacion de la expresion del gen del RE-a mediante
Transcripcion Reversay PCR en Tiempo Real (RT-gPCR)
Para llevar a cabo la cuantificacion de la expresién del RE-a en células

MCF-7, se utilizd ARN extraido luego de haber incubado las células con los

diferentes tratamientos, todos los ensayos fueron realizados por triplicado.

4.1.6.1 Cuantificacion de ARN total, tras cultivar las células MCF-7
con las diferentes concentraciones Gptimas de metales pesados.
Los ARNs obtenidos presentaron concentraciones entre: 0,83 — 1,58 ug/ul y

relaciones 260/280 y 260/230 en los limites aceptados como ARN puro
(tabla Il). Para eliminar el ADN contaminante se traté el ARN con la enzima
DNAasa | y el resultado fue verificado mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1,5% (tabla 1) (fig. 25).
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Tabla Il. “Concentracion y pureza del ARN obtenido antes y después del
tratamiento con DNAasa I.”

Muestra Conc. ARN Unidad 260/280 260/230

control 0,9585 po/ul 2,11 2,23
estradiol 1,5818 po/ul 2,11 2,22
cadmio 1,1413 po/ul 2,1 1,51
cromo 1,2171 po/ul 2,08 2,12
plomo 1,0391 pg/ul 2,07 2,07
niquel 1,2652 pg/pl 2,09 2,08

mercurio 0,9215 pg/ul 2,05 2,15
arsénico 1,3993 po/ul 2,07 2,12

ici 0,8327 po/ul 2,05 2,03
control T 0,0874 po/ul 2,08 2,01
estradiol T 0,0726 pg/pl 2,11 2

cadmio T 0,0877 pg/ul 2,08 1,44
cromo T 0,0858 pg/ul 2,05 1,92
plomo T 0,0978 pg/ul 2,06 1,43
niquel T 0,1046 pg/ul 2,04 1,92
mercurio T 0,1003 po/ul 2,03 1,46
arsénico T 0,1087 po/ul 2,04 1,7
lci T 0,1021 pg/pl 2,04 1,45
Nota: T: ARN tratado con DNAasa |

Figura 25. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de 2 pg de ARN tratado con la enzima
DNAasa |, en el que se descarta la presencia de ADN genémico contaminante.

4.1.7 Validacién del uso del gen de referencia GADPH mediante la
determinacion del Ct.
Para evaluar si la expresion genética del gen de referencia GAPDH se ve

afectada por la presencia de los diferentes metales pesados utilizados durante
el cultivo celular, se realizé la RT-gPCR con diferentes concentraciones de ARN

(fig. 26, Tabla Ill), como se describe en la metodologia y se aplico un ANOVA
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con post test de comparacién multiple Tukey Kramer, ademas, de un analisis de

varianza.

Amplification GAPDH + Metales
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Figura 26. Grafica de normalizacion del Ct obtenido de la amplificacion del gen de referencia
GAPDH del control (amarillo), y las células MCF-7 tratadas con: estradiol (celeste), cadmio
(rojo), cromo (café), plomo (magenta), niquel (rosado), mercurio (negro), arsénico (verde), NTC

(Blanco) 1y 2 (azul)

Tabla Ill. “Ct obtenidos a partir de las diferentes diluciones del ARN
extraido de las células tratadas con los metales.”

Tratamiento Ct Media
Control 15.30 1465 15.01 14.13 14.29 14.68
Estradiol 13.31 13.89 1346 1351 13.40 1351
Cadmio 13.40 1473 1448 1441 1450 14.30
Cromo 13.72 1432 1476 1400 13.62 14.08
Plomo 15.14 1384 1472 1460 14.82 14.62
Niquel 14.69 14.35 13.94 14.07 14.67 14.35
Mercurio 15.34 1425 1470 1486 14.86 14.80
Arsénico 14.34 14.15 14.10 13.77 14.02 14.08

Mediante curvas de disociacion pudimos comprobar la ausencia de
fragmentos inespecificos, ya que se obtuvo una Unica Tm de aprox. 82,0 °C

(82,0 - 82,5 °C) (fig. 28).
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Figura 27. Curvas de disociacién del producto amplificado del gen de referencia GAPDH
del control y las muestras tratadas. Se observa un Unico pico correspondiente al amplicon
especifico (Tm: 82,0 °C).

Cuando se compar6 el estradiol vs control se encontré una diferencia
significativa. El valor del estadistico p=0,0004 para el grupo de datos y el valor
critico F 5.26, con un nivel de confianza del 95%, permiti6 determinar que no
existen diferencias significativa en la expresion genética del gen GAPDH
cuando se somete al tratamiento con metales pesados comparado con el

control, ya que no existen variaciones importantes en los valores del Ct (fig. 29).
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Figura 28. Andlisis de varianza del Ct obtenido para gen GAPDH en el control y las muestras
tratadas. Se pudo validar GAPDH como gen de referencia para este estudio, ya que no se
detectaron diferencias significativas entre el Ct del control vs tratamientos con metales en las
diferentes diluciones.

4.1.8 “Cuantificacion relativa de la expresion del gen RE-a utilizando
el método AACt”
Para el analisis de la expresion del gen RE-a se utilizé el método de

AACt descrito por (Livak & Schmittgen, 2001). Con los valores de Ct
obtenidos en los ensayos se aplicé la férmula de calculo de expresion
génica:

Exp = 278Act

AACt = ACt,, — ACE,

Donde el ACt,, es la diferencia de Ct entre las células tratadas con los
diferentes metales menos el Ct obtenido de la muestra sin tratamiento
(control), al amplificar el gen RE-a. El ACt,, en cambio es el ACt
obtenido al amplificar el gen de referencia GAPDH. Una vez que los
valores de ACt fueron calculados, se hizo una correccién logaritmica para
minimizar la varianza de los valores, por la naturaleza exponencial de la

curva de gPCR.
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Figura 29. Amplificacion mediante RT- qPCR del gen de referencia GAPDH y del gen RE-a
a partir de ARN extraido de células MCF-7 control y en presencia de metales pesados. Se
observa un Ct medio: 15,1 (color azul) para el gen de referencia GAPDH y un Ct medio:
18,5 (color rojo) del gen diana RE-a.
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Figura 30. Curvas de disociacién de los amplicones obtenidos del gen de referencia GAPDH y
del gen RE-a a partir del control y las muestras tratadas. Los amplicones especificos obtenidos
presentan una Tm: 83,0 °C para GAPDH y 84,0 °C para RE-a.

Se puede decir que a partir de la curva de disociacién se determiné el derivado

de pico para cada isoforma / variante con respecto a la temperatura de fusion
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(Tm) (Figura 30). Si se obtiene mas de un pico a las temperaturas de fusiéon
mas altas, entonces esto indica la presencia de variantes para el gen especifico
de interés. Ademas, el derivado de pico proporciona una estimacion del grado
de expresion de un gen especifico, cuanto mayor sea el pico, mayor sera la
expresion, con la condicion de que el ARN tratado con DNasa inicial sea
uniforme para todas las muestras tratadas y el control no tratado, lo cual es el
caso en nuestro estudio. EIl GAPDH se utilizé como control interno, en todas las
muestras tratadas, que fueron comparadas con respecto al control es decir, no
se detect6 contaminacion de ADN gendmico.

Ademas del analisis de disociacion, que nos permite verificar la presencia de un
solo producto de amplificacién, tanto para el gen RE-a, como para GAPDH, asi
como descartar la formacion de productos inespecificos, dimeros de primers,
que podrian llegar a originar valores erréneos de Ct, se verifico la presencia de
un solo fragmento de amplificacion de cada uno de los genes mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, en presencia de SYBR Safe (fig. 31).

GAPDH
Blanco

RE-a

Blanco

——
185 Pb

Figura 31. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, en el que se puede observar el
producto de amplificacion del gen de referencia GAPDH con un amplicon de 87pb,
mientras que para el gen RE-a fue de 185 pb, comprobando la ausencia de
contaminaciones Yy productos inespecificos.

Tabla IV. “Ct por triplicado y medias obtenidos mediante RT-qPCR a partir
del gen de referencia GAPDH con los diferentes tratamientos.”
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Muestras Ct Ct media

Control 14,83 15,82 14,97 15,20
Estradiol 14,88 14,70 16,20 15,26
Cadmio 15,30 15,00 15,04 15,11
Cromo 15,11 15,17 15,06 15,11
Plomo 15,23 15,08 15,21 15,17
Niquel 14,98 15,15 15,25 15,12
Mercurio 14,88 14,87 14,96 14,90
Arsénico 15,40 15,24 15,14 15,26
Ici_Fulvestran 15,03 15,03 15,03 15,03

Tabla V. “Ct por triplicado y medias obtenidos mediante RT-gPCR a partir
gen diana RE-a con los diferentes tratamientos.”

Muestras Ct Ct media
Control 18,65 18,56 18,85 18,68
Estradiol 18,42 18,27 18,53 18,40
Cadmio 18,32 18,69 18,38 18,46
Cromo 18,22 18,49 18,46 18,39
Plomo 18,44 18,40 18,31 18.38
Niquel 18,49 18,32 18,59 18,46
Mercurio 18,58 18,41 18,43 18,47
Arsénico 18,49 18,87 18,32 18,32
Ici_Fulvestran 19,01 19,81 19,00 19,27

Tabla VI. “Niveles de expresion relativa obtenidos segun el método AACt.”

Diana Muestra Expresion Media Ct
RE-a Arsénico 1,51864 18,39

RE-a Cadmio 1,25284 18,46
RE-a Control* 1,00000 18,68
RE-a Cromo 1,32072 18,39
RE-a Estradiol 1,04125 18,41

RE-a ICi Fulvestran  0,68576 19,41
RE-a Mercurio 1,07906 18,47
RE-a Niquel 1,20784 18,47
RE-a Plomo 1,36078 18,39
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En la presente tabla se puede observar, un aumento en la expresién genética
del RE-a en las células MCF-7 tratadas comparadas con el control. En las
células tratadas con arsénico se observa un aumento de la expresion relativa de
1,52 veces, seguido de los metales plomo con 1,36 y cromo 1,32. Con los
metales cadmio y niquel sélo se observé un pequefio aumento de 1,25y 1,21
veces, mientras que el mercurio 1,08 (tabla VI, figura 32). También se observa
la inhibicion que produce el medicamento ICi Fulvestran sobre el RE-a con una
expresion de 0.68 veces menor comparada con el control. El aumento en los
niveles de expresion del gen obtenidos con los diferentes metales pueden

deberse a su unién en distintas sub unidades del RE (Lappano, et al., 2016)
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= Plomo

Figura 32. Expresion relativa normalizada del gen RE-a, segun el método AACt, donde se
compara el control vs los diferentes tratamientos. Se observa un mayor aumento en la
expresién genética; cuando las células son tratadas con arsénico seguido de plomo y cromo.
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Figura 33. Clustergram: muestra los niveles de expresion del gen RE-a de menor a mayor
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En general, el RE se activa cuando el estrdgeno se une a él, siendo capaz de
producir la transcripcidn de genes que participan en el control del crecimiento y
proliferacion celular, asimismo, otros ligandos producen el mismo efecto como:
el estradiol, metales pesados, e ICi fulvestran. Dos receptores de estrogeno que
cumplen esta funcién han sido identificados, el RE-a y el RE-S, en conjunto con
una serie de proteinas activadoras y represoras. Asi como, esteroides que
producen efectos rapidos y estimulan sefales intracelulares. Estos efectos “no
gendmicos” son mediados por receptores de membrana, sin embargo, la
identidad de estos receptores no ha sido descrita ain. La existencia de los
receptores nucleares como el RE-a, son de gran interés, ya que tienen una
afinidad 5 veces mayor por el estradiol que los RE-S. In vitro; ambos receptores
forman heterodimeros, y el RE-B disminuye la sensibilidad del RE-a al
estrogeno, actuando como un regulador fisiolégico de los efectos proliferativos
del RE-a. (Marquez, 2007).

Debido a que el RE es un mediador critico del crecimiento, las moléculas que
pueden unirse a €l y activarlo suelen ser sustancias quimicas naturales y
artificiales que poseen actividad estrogénica, siendo un factor importante en el
desarrollo del cancer de mama. Estudios previos sugieren que el metal pesado,
cadmio, es un nuevo estrogeno ambiental, que imita los efectos del estradiol en
la linea celular MCF-7, sensible a los estrogenos. (Stoica & Katzenellenbogen,

2015). En este sentido, los diferentes metales pesados utilizados en el presente
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trabajo, en ensayos de proliferacion celular y microscopia de fluorescencia,
podrian actuar de manera similar al cadmio, produciendo un aumento en la

expresion del RE, como lo descrito por (Stoica & Katzenellenbogen, 2015).

4.2Verificacion de hipoétesis
Los metales pesados actlan como agentes estrogénicos, aumentando la
proliferacion en las células de cancer de mama MCF-7, bajo las condiciones
experimentales propuestas en este trabajo.

Hipotesis Nula

Los metales pesados no son agentes estrogénicos y por lo tanto no aumentan
la proliferacién celular, bajo nuestras condiciones experimentales.

Hipotesis Alternativa

Los metales pesados son agentes estrogénicos y por lo tanto aumentan la
proliferacion celular, bajo nuestras condiciones experimentales.

Tabla VII. “Anélisis estadistico Chi-cuadrado (X2) GraphPad Prism 6.0”

Control | Estradiol Cd Cr Pb Ni Hg As IciF

valores 1 48 48 48 48 48 48 48 48
minimos 0,9180 | 0,5840 | 0,5660 | 0,6300 | 0,6520 | 0,672 | 0,7150 | 0,7030 | 0,4430
25% percentiles 0,9180 | 0,7505 | 0,7000 | 0,8025 | 0,8143 | 0,841 |0,8110|0,8388 | 0,5003
media 0,9180 1,153 1,114 | 1,154 | 1,210 | 0,9510 | 1,015 | 1,091 | 0,6070
75% percentiles 0,9180 1,237 1,158 1,214 | 1,275 | 1,027 | 1,063 | 1,166 | 0,7190
maximos 0,9180 1,303 1,280 | 1,290 | 1,374 | 1,168 | 1,139 | 1,290 | 1,209
media 0,9180 1,038 0,9868 | 1,037 | 1,083 | 0,946 |0,9557 | 1,032 | 0,6242
Std. desviacion 0,0 0,2422 | 0,2422 | 0,2216 | 0,2448 | 0,126 |0,1282|0,1731| 0,1607
Std. error media 0,0 0,03496 | 0,0349 | 0,0319 | 0,0353 | 0,018 | 0,0185|0,0249 | 0,0231
L 95% CI of media 0,0 0,9674 | 0,9164 |0,9729 | 1,012 | 0,909 |0,9185|0,9815| 0,5776

U 95% CI of media 0,0 1,108 1,057 | 1,102 | 1,154 | 0,982 |0,9929 | 1,082 | 0,6709

D'Agostino & Pearson

K2 24,68 23,98 | 25,53 | 28,65 | 0,87 10,00 | 1547 | 32,48
P valor < 0,0001 | <0,0001|<0,0001|<0,0001| 0,646 |<0,0067|<0,0004| <0,0001
Normalidad (alfa=0.05) No No No No Yes No No No
P resumen ko Sk ko [ ns *k ko ko
suma 0,9180 49,81 47,36 | 49,79 | 52,00 | 45,41 | 45,87 | 49,52 | 29,96
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Andlisis de crecimiento de las células de cancer de mama MCF-7, en presencia
de metales pesados Cd, Cr, Pb, Ni, Hg, As, para la prueba Chi-cuadrado (X2),
el valor p calculado es menor a 0,05; por lo tanto se acepta la hipotesis
alternativa la cual indica que los metales pesados son agentes estrogénicos y
por lo tanto aumentan la proliferacion celular, bajo nuestras condiciones

experimentales.

Los Metales pesados producen un aumento en la expresion del receptor
de estrogenos en las células de cancer de mama MCF-7, bajo las
condiciones experimentales propuestas en este trabajo.

Hipotesis Nula
Los metales pesados no aumentan la expresion del RE-a en las células,
bajo nuestras condiciones experimentales.

Hipdtesis Alternativa
Los metales pesados aumentan la expresion del RE-a en las células, bajo
nuestras condiciones experimentales.

Andlisis de la expresion genética en células de cancer de mama MCF-7, en
presencia de metales pesados Cd, Cr, Pb, Ni, Hg, As, para la prueba Chi-
cuadrado (X2), el valor p calculado es menor a 0,05; por lo tanto se acepta la
hipotesis alternativa la cual indica que los metales pesados aumentan la
expresion genética del RE-a en las células, bajo nuestras condiciones

experimentales.
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Existe competencia entre los metales pesados y el estradiol por su unién
al RE-a.

Hipotesis Nula
Los metales pesados no compiten con el estradiol por su unién al RE.

Hipotesis Alternativa
Los metales pesados compiten con el estradiol por su union al RE.

Una vez aplicada la técnica de Microscopia de fluorescencia, se pudo
desmostar la hip6tesis alternativa: En donde los metales pesados compiten con

el estradiol por su union al receptor de estrogenos.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1Conclusiones

Es importante evaluar el posible papel estrogénico de metales pesados
en cultivos de células de cancer de mama MCF-7, ya que en nuestro
pais como en muchos de américa del sur existen fuentes, agentes
contaminantes entre otros que inciden el desarrollo de este tipo de
cancer

Al determinar las condiciones Optimas, a las que diferentes
concentraciones de metales pesados, numero de células y tiempo de
incubacion, que inciden en la proliferacién de las células cancerigenas
MCF-7, se logré establecer que existen concentraciones para alterar el
ciclo celular y favorecer al desarrollo del tumor.

Se Evalud el efecto de la concentracion elegida para cada uno de los
metales pesados e inhibidor del receptor de estrogenos sobre la
proliferacion celular de células de cancer de mama MCF-7, teniendo
como resultado una disminucién en la proliferacion celular debido a que
el ICI fulvestrant. bloguea el receptor de estrégenos REq, impidiendo que
los metales pesados se unan.

Verificamos que si se produce un aumento en la expresion del receptor
de estrogenos alfa REa en las células cancerigenas MCF-7, tras
cultivarlas con las diferentes concentraciones de metales pesados,
usando Western blot y el analisis de qRT-PCR en tiempo real.

También se comprobd que si existe competencia entre el estradiol y los

metales pesados por su unién al REa en las células cancerigenas MCF-7
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5.2 Recomendaciones

e El SYBR Green resultd eficiente para la amplificacion y el célculo de la
expresion génica relativa del gen REa, sin embargo, se puede
comprobar los resultados con otras tecnologias de PCR en tiempo real,
especialmente con sondas TagMan, ya que es la tecnologia mas
comunmente utilizada.

e Continuar con la investigacion ya que nos ayudard a reducir un enorme
gasto en sanidad, disminuyendo los gastos en tratamientos meédicos,
medicamentos, consultas y un gran desembolso econdémico para el
gobierno ecuatoriano.

e Desarrollar nuevas terapias, contra el cancer de mama enfocada al sitio
de union del (RE) donde se unen los metales pesados.

e Compartir estos resultados beneficiando a, lineas de trabajo en
epidemiologia y salud publica tanto en temas de oncologia como de
toxicologia y contaminacion.

e Crear conciencia en autoridades y ciudadanos, mejorando la calidad de
sus aguas, tomando medidas oportunas en temas de medioambiente y

salud.
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Anexos

ABREBIATURAS:

ATCC = American Type Culture Collection

DMEM = Dulbecco's Modified Eagle Medium

DMSO = Dimetilsulfoxido

DNAMAN = Software biologia molecular y genética

EDTA = Acido etilendiaminotetraacético

E2 = estradiol

E3 = estriol

FBS = Suero fetal bovino

MEM = Medio esencial minimo

MCF-7 = Fundacién 7 Cancer Michigan (carcinoma mamario)
MTT= Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
PCR = Reaccioén en cadena de la polimerasa

RT-PCR= Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
RE = Receptor de estrogenos

PBS = Phosphate Buffer Saline

PVC = Policloruro de vinilo

PTFE = Politetrafluoroetileno

RT-PCR= Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
TEMED = Tetrametiletilendiamina

TPX = Polimetilpenteno

TRIZOL = Agente integrador de acidos nucleicos
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