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" JE
Hidrocarburos poliaromaticos (PAHSs)

\Ep [PAHS no halogenados

PAHs halogenados

C PAHs no halogenados

Naftaleno OOO PAHs halogenados v)
Antraceno
Dibenzo-p-dioxinas policlorados (dioxinas)

Bifenilos policlorados (PCBs)
Fenantreno ‘ Dibenzofuranos policlorados (PCDFs)

Bifenilos polibromados (PBBs)
Difeniléteres policlorados (PCDEs)

Difeniléteres polibromados (PBDEs)
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Benzo[a]pireno PAHs no halogenados

(BaP)
QO
3-Metilcolantreno

(3MC)
o

9,10-Dimetilbenzoantraceno fe il
(DMBA)

“Yood
¥

PAHs no halogenados

Contaminantes ambientales

Fuentes

Combustion incompleta de

Madera

Carbén

Motor de vehiculos

Pirdlisis de aminoécidos, lipidos o carbohidratos
Tabaco

Incienso




" JEE Union del ligando  [PAHS

Mecanismo de accidén

ICaV \ O Ligando
b
quinasas / "~ _
“ &
P90

Fosforilacion

p/roteica \/ L» TspaD
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Proliferacion y
diferenciacion MRNA ﬁ
(AN

~
O
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ceIlUIar
Heterodimerizacion

14
Fosforilacion /

Biotransformacion
IR

Traslocacion
al nacleo

of xenobiodticos

Union al ADN
AhR = receptor de hidrocarburos arométicos
XRE = elemento de respuesta al xenobiético
Arnt = traslocador nuclear del receptor de hidrocarburos aromaticos

" JE PAHS

Efectos
» Toxicidad cutéanea » Cloracné Hipertrofia
. o Hiperplasia
» Disruptor endécrino Fibrosis

- Ati / Inflamacion
» Toxicidad hepéatica Acumulacién de lipidos

» Alteraciones metabdlicas: porfiria, diabetes, estrés oxidativo
» Induccién enziméatica (CYPs, GST)

» Toxicidad reproductiva y del desarrollo

> Alteraciones en el tracto gastrointestinal

» Neurotoxicidad en nifios

» Inmunotoxicidad (infecciones, atrofia del timo, linfocitos T alterados

IARC: carcindgeno (promotor de tumores en distintos tejidos)

(Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer)
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" SN PAMs
Rol del AhR

Respuestas adaptativas (biotransformacién de xenobi6ticos)
Respuestas toxicas

Organogénesis

YV V VYV V

Funciones hormonales

Genes blanco de accion de los AhR

» Enzimas de biotransformacién (Cyp1A1, Cyp1A2, Cyp1B1)
» Enzimas de conjugaciéon (UDP-G-transferasa, GST-S-transferasa)
» Genes reguladoras del ciclo celular (p27, jun-B)

> Genes reguladoras de la apoptosis (bax, bcl-2)

Flavonoides

Flavonol ©

Alimentos no energéticos

Naturales o sintéticos

Compuestos
fenélicos

(>5000) \

Antioxidantes
Neutralizan radicales libres
Quelan Fe, Cu, Zn
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o L
Efecto carcinogeno
/TCDD |
:Ai/ BaP Promotor através de AhR

CYP1A1l
CYP1A2
CYP1B1

Sefalizacién Ciclo celular

extracelular . _ _
Proliferacion Apoptosis
celular
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[ Fumadores ] ‘
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Humo del cigarrillo

Jl Volumen semen

Jl Recuento espermatico

ﬂ Motilidad espermatica

U, Viabilidad de las células germinales

‘[T Defectos estructurales células germinales
]l Tasade fertilidad

l], Tasa de implantacién

1 Niveles de ROS

l], Niveles de GSH, actividad de SOD

ﬂ Aductos ADN en espermatozoides




d ‘ Exposicién aguda ‘

Frecuencia de
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, Exposicidn repetitiva
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Pubertad P Espermatico
55 p‘<0A01 *kk E 15 Sk
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8 s ﬁ'
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0 Control 0.1 1
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100 p’ﬂ)'l p<0. 100 P05 0001
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- oX
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Control 0.1 1 Control 0.1 1
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Ctrl EmaNF (80 mg/kg) B 3MC #Z 3MC + aNF

Faletti et al. No publicado aun Jeng etal

Benzo[a]pireno (BaP)

e

>, IO ¢veun

OH
BaP-7,8-diol-9,10-epoxido

/

Aductos en
espermatozoides

3-Metilcolantreno

(3MC)

Control

BaP (50 mg/kg)

Cabeza
anormal

%

¢ Cola
enrollada

-

. Enrivor Toxicol 2013
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C{ Exposicion repetitiva Benzo[a]pireno (BaP)

0,5 - 50 mg/kg/semana por 5 semanas BaP =5mglkg
Resveratrol =50 mg/kg

P<0,0001 (correlacién negativa)

Espermatozoides x 105/ml

Ctrl 05 1 3 5 10 30

EER [BaP] (mg/kg)
=2 @ Apoptoti
< o poptéticas _
W ool @ Necroticas Anticuerpo
] anti-BPDE
% ] 100
10- o
O T 80
ZA § 60 o
Ctrl 05 1 3 5 10 30 50, E 40 1
[BaP] (mg/kg) 20 2
[ K]
Revel etal. Reprod Toxicol 2001 Control BaP Bap+Res

7,12-Dimetilbenz[a]antraceno

-

v W In vitro (DMBA)

Proliferacion celular

Sintesis de ADN in vivo: 20 mg/kg por 2 dias

IS
o .
o 1o Espermatozoides
(;'; P Control ” anormales
£ & 150
€ 60 E] Kkk
e ‘O
g 40 BaP g 100
2 20 DMBA 2
. 3
3 0 1 2 3 4 5 6 5
PAH (uM) s
Espermatogénesis Control  DMBA
Espermatozoides
con cabeza anormal
%]
8 140 Kk
=]
o 120
© 100
8 80
f 60
© 4w
. . 2 2
Estadio V Estadio VI g .
z Control DMBA
I Control Il DMBA H BaP
Georgellis et al. Mutat Res 1990 Raj et al. Mutat Res 1984



6 Estadio I1-11l

Células germinales/
células de Sertoli

Estado VII

Células germinales/
células de Sertoli
n
i

Espermatogonias Espermatocitos
fTiE2  Jrsn
ftm Ju

Escape de motores diésel

Espermatogonias Espermatocitos Espermaétides

Espermétides

Exposicién crénica

!

Exposicion diaria
Nacimiento - 3 meses
6 h/dia, 5 dias/semana

Espermatozoides x 10%/
testiculo

Control Efiltrado E total

Il Contro/ll E total@ E filtrado

Watanabe y Oonuki Environ Health Perspect 1999

|Exp03|C|on diaria (40 dias) | Humo del C|garr|IIo

Cg"'“\

Capacitacion
No capacitados

) . . 3
-40-
-60-
*

Reacci6on acrosomal

B
o

Porcentaje
N
o

Control CsC
Il Control B CSC

Capacitados

Motilidad
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*
i ) I

[ee]
o

(=2}
o

N
o

N

0

(CSC)
(10 mg/kg/day)

*

BEE N

Total ProgresivaRapida Lenta Estética

Tasa de fertilizacion

Control CsC

Esakky et al. Reprod Toxicol 2016
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|ExpOS|C|on diaria (40 dias) | Humo del Clgarnllo

(CSC)
(10 mg/kg/day)

C{'\

TUNEL TO-PRO-3 Merged

Annexin V Sytox Merged

DMSO

@
S

-3
S

IS
S

% Tabulos

CsC
(células Anexina positivo) (C€lulas Tunel positivo)

]
=3

o

Control

% Tubulos

Control CsC

Esakky et al. Reprod Toxicol 2016

Humo del cigarrillo

(CSC)
2 mg/kg/dia por 7 dias

» Presencia de Vacuolas
» Pérdida células germinales

» Células apoptéticas o
necroticas

» Espermatozoides anormales

» Espermatozoides no
liberados

» Espermatozoides dafiados

Esakky et al. Reprod Toxicol. 2012
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Humo del cigarrillo
(CSC)
2 mg/kg/dia por 7 dias

Tunel Anti-BPDE Fusion

Células Células con
apoptéticas  aductos en el ADN

Z Presencia del BaP

Esakky et al. Reprod Toxicol. 2012

En resumen

‘[]‘ Células germinales anormales

: l], Espermatogénesis
[ Modelo animales ] - ﬂApoptosis de células germinales

‘[T Frecuencia de mutaciones
PAHs

Induce necrosis

Induce desbalance hormonal
Atrasa la pubertad

ﬂ Proliferacién celular

{ Motilidad espermatica

1 Fertilidad
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[ Fumadores ] ‘

PAHs y
Sistema reproductor femenino

Humo del cigarrillo

Menopausia temprana

Pérdida de foliculos inmaduros
Desarrollo folicular anormal

Inhibicién de la maduracion del oocito
ff Formacién de ROS

ﬂ Tasa de fertilizaciéon

l], Tasa de implantacion

]l Tasade embarazo en FIV

l], Contenido de GSH

f Peroxidacion lipidica

Alteraciones en el balance redox

10/04/2019
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n ? Humo del cigarrillo
J Oocito diploide

\\& 46 cromosomas en metafase Il Tasa de fertilizacion

—

\

ANV ~ .
N _'::“ b Y 1004
IR o
N s -
v $+ . ‘ 5 -
- -.. < "'.’f { O 50
F33x X 'a 5
E A a
P -—'I("
Ipoe 0
NF FP FM FI
Oocitos diploides x?=9.32, P=0.025
25- 7=2.635, P =0.008
® 201 P = 0.0006
ch‘ 151 Retraso en la maduracion de
— 1 .
3 1o oocitos
(o] q -
o 5 F—L‘ Fallas probables en la meiosis
0
NF FP FM FI

Zenzes et al. Hum Reprod 1995

Humo del cigarrillo

Aductos ADN en células
de granulosa

[ == L2 - o

%o ®

<] L )
© & oD 0.0°
B & @ &

& o9 O
c Ab&... B. -..

No fumadora Fumadora Fuma_dora
pasiva

Altera el huso acromatico
Altera la meiosis

Forma aductos ADN en oocitos

Zenzes et al. 1998, 2000, 2004
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* A
, ¢ PAHs no halogenados
Benzo[a]pireno (BaP)
Dosis aguda
X oo T |
9,10-Dimetilbenzoantraceno | De€struccion de los foliculos

(DMBA) primordiales
.00

. Activiadad enziméatica
3-Metilcolantreno (3MC) de AHH ovarica

Oocitos/ovario 20+ *% x
5000 T *%
I

& 4000+ < 15- 7
-‘g LCepaD2 3 é
S 30007 YZCepaB6 g 10 é
2 2000 s : é

Z 5
Z 1000 g Z
*% é

0_ | A
0_
Control BaP 3MC DMBA Control BaP 3MC DMBA

DMBA >3MC >BaP Mattison et al. Toxicol Appl Pharmacol, 1980

INDICE DE OVOTOXICIDAD PAHs

Menor dosis del toxico que produce la pérdida del 50% de los foliculos ovaricos

0.02mg/kg Raton "’ Rata
1000[0'00”%‘ 0.003 10004 ol
1

. . 10
Primordiales 10]

1 o6 Dosis diarias
0.14 : (15 dias)
0.01%
0.001-

10004

1004
Primarios 104
=
. s e DMBA
0.19 H I M 3vmC
0.014
0.001 ’NZ & BaP
5 1000+ 6.000 (]
ool wo, /@ 0.0075 mg/kg VveD
0.045 . \ - VCH
10} Secundarios ™ 1
14 i 136
0.14 0.14
0.01% 0.01%

0.001- 0.001-

Borman et al. Toxicol App Pharmacol, 2000
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Exposicién diaria

N° de CL/mm?

o
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©
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Cuerpos luteos 0

15

=
N
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Ctrl 01 1 10 80
aNF (mg/kg)

Foliculos primordiales Fo

A-Naftoflavona

(prepuber) (aNF)

w
S

*k%

IN]
o
I

*%

=
o
I

0-

N° de foliculos/10 mm?

Fo Fi PA  FA
Tipo de foliculos

Il Control

crl 01 1 10 80 B oNF (80 mg/kg)

aNF (mg/kg)

Estimula el desarrollo folicular
Estimula la tasa ovulatoria

Aumento de lareserva folicular????

Barreiro et al, Toxicol Appl Pharmacol, 252: 11, 2011

$ 3-Metilcolantreno

g (3MC)
b - :
Exposicion Foliculos Primordiales
diaria Pe0 00t
(prepuber) 2 en P01
>
o
1%
o
>
=
s
S
(=]
P4
crl <01 0.1 1.0
3MC (mg/kg)
Foliculos Primarios
=] P<0.01
5 s00] CE P<0.001 P<0.001  m Ctrol
3 400 aNF (80 mg/kg)
K 3MC
3 300 3MC+aNF
S 200
‘S 100
(=}
z

Ctrl <01 0.1 1.0
3MC (mg/kg)

Rhon-Calderén et al, Toxicology, 353-354, 58, 2016
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(3MC)

|
B % ? 3-Metilcolantreno

(prepuber)

w
?

20+

104

N° of foliculos/ovario

Exposicion diaria
(prepuber)

Exposicion diaria

Foliculos Antrales

P<0.001
P<0.001

**
**

Ctrl <0.1 0.1 1.0
3MC (mg/kg)

W Ctrl B aNF (80 mg/kg) B 3MC 3MC + aNF

Rhon-Calder6n et al, Toxicology, 353-354, 58, 2016

3-Metilcolantreno

**

N° de oocitos/rata
[(e]

Ctrl <0.1 0.1 1.0
3MC (mg/kg)

B Ctrl B2 aNF (80 mg/kg) 3MC 3MC + aNF

3MC+alNF

Rhon-Calder6n et al, Toxicology, 353-354, 58, 2016
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| ﬁ
3-Metilcolantreno (3MC)

:“'-" ? Exposicién diaria
Foliculos antrales apoptoéticos (prepuber)

P<0.001  P<0.001
P<0.05
: |
o
0
. Ctrl <0'1 0'1 1.0
3MC (mg/kg)
Ctrol
aNF (80 mg/kg)
3MC
3MC+aNF

Rhon Calderén et al. Enviado a Arch Toxicol 2019

Control
> @
*
%
3*
X

s

N°® of Folicuos/campo
N

3MC
(2 mg/kg)

3MC + aNF

Efecto de DMBA sobre células germinales de ovario fetal

Efecto in vitro
p<0.01

N
Q
(=}
.

T

n°oocitos fetales

células "

- - ] ¢ o
germlr)e}les o “ y TpoO C C+N V 001 0.1 1 pumpa(0.1)
apoptoticas DMBA (M) +ANF

Efecto in vivo

»

Primordiales Pa Pre A

ol1eno
/S001S341e 0U SO|N2J|04, N

e :
R ety Gow . #
0.5 i"al ) 7 I
3. Y
proteina Bax |i§ ~~” L S, i, |
S IES — - *
germinales DMBA + ANF T

DMBA (1 mg/kg)

Matikainen et al, Endocrinology, 143: 615, 2002 Bax +/+ mE Bax -/-
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Integridad del oocito . <

pacio perivitelino

Zona pellcida

p<0.01 p<0.001 p<0.001

a pelucida 20 7o

=
«

Tamafio del oocito
p<0.001

p<0.001 .
Kkk Hx
0.0 Z2
Ctrl <0.1 0.1 1.0

3MC (mg/kg)
Espacio perivitelino

Ancho (um)

Area (um?)
AT
5 &5 B
°
=

@

p<0.001 P<0.001
p<0.01
*

ctrl <01 01 10 ZX | ek

3MC (mg/kg)

*kk

Ancho (um)

Ctrl <0.1 0.1 1.0
3MC (mg/kg)

Rhon Calderén et al. Enviado a Arch Toxicol 2019

1
"

Viabilidad del oocito “=a= O3

Hoechst loduro de »
33342 propidio Fusion

Control

Ocitos viables (%)

3MC 1 mg/kg

Rhon Calderén et al. Enviado a Arch Toxicol 2019

C-P 3-Metilcolantreno (3MC)

Exposicién diaria
(prepuber)

Ctrl EmaNF (80 mg/kg) 3MC &2 3MC + oNF

3-Metilcolantreno

Exposicion diaria
(prepuber)

Viabilidad

©
o

@
o

w
=}

Ctrl <01 0.1 1.0
3MC (mg/kg)

Ctrol

I oNF (80 mg/kg)
3MC

3MC+aNF

10/04/2019
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= JE
$ 3-Metilcolantreno
., oL & (3MC)
Segregacion meidtica

Exposicién diaria
(prepuber)

a-Tubulina Hoechst 3342  Fusién

p<0.01 p<0.001

é c
= f% 100 F
8 é',’g % * *** ***
o=
o= 0 2 % % 7 7
=2 kel
» E 5 e
: L
" crl <01 01 10
§ 3MC (mglkg)
O I Ctrol
(% aNF (80 mg/kg)
N 3MC
B8 3MC+aNF

Rhon Calderén et al. Enviado a Arch Toxicol 2019

]
3-Metilcolantreno
Ctrl - ~
S} Dano al ADN
Ooclito
p<0.001
.25 p<0.001
g *k%k
3MC \_ﬂ; 20 p<0.05  *xx
(1 mgrkg) Sl |
‘= 10
()
% 5
<
Ctrl <0.1 0.1 1.0
3MC (mg/kg)
m Ctr] =3 aNF (80 mg/kg) 3MC ## 3MC + aNF

Rhon-Calderon et al. Toxicology 2016
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%= ; Interaccion oocito

espermatozoide

e

Via

N\

Notch

N\

foi1

ﬂHesl

ﬂJagl
fNotch2

Metabolismo
de xenobiéticos

~

Interaccion
celular

= i
J_\. 0
e ——

—

§Cdo

~ 1t .

Expresion génica

Ciclo celular
Activacién de los
foliculos primordiales

/

ficdk2
fTakta

tumoral

ﬂCyplal
ficypiba

»

fonajbé ~4.[ Progresion

fTigf2 ===
ﬂlcam

N

T Adamts1

/\

1

Folicular

Sp1l

Bax

1
1 caspasa-9

Desarrollo

N

Rhon-Cal

Apoptosis

derén et al. Arch Toxicol 2018

Modificacion postraduccional

H3K4Me3

ﬂJagl /
v / fiNotch2 \ Jcdiz
i
Notch ~ fonajbe ~f_
L N
Desarrollo
/ Folicular
e 4
< fcyprat 1 \ Tigr2 ==~
ﬂAdamtsl
Metabolismo
de xenobidticos ﬂ Bax N
I Caspasa-9 Apoptosis

Ciclo celular
Activaciéon de los
foliculos primordiales

Rhon-Calderon et al. Arch Toxicol 2018
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H3K9AC

Modificacion postraduccional

- ﬂJagl
Via | =¥ |1 otch2 fTcdk2 "4
Notch lAktl
\ / ﬂDnajb6 N
Progresién
. --=-1"| tumoral
Metabolismo \ Tigr2
de xenobiéticos / Ticam
Tsp J Adamts1
/ ™\ | Desarrollo
Interaccion 1] Caspasa-9 Folicular
celular
\a
Apoptosis

Rhon-Calder6n et al. Arch Toxicol 2018
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Toxicidad sistémica

3-Metilcolantreno

. | -
.8

Exposicién diaria
(prepuber)
* o

- g -

/ : % .

n L] L ]

© ..

[ d . °
[ ]
*e o O
4 .. o
-o Ctrol
/ aNF (80 mg/kg)
. . 3MC
Médula 6sea p<0.001 3MC+aNF 2

25 *kk 7‘5/
e

20 p<0.001 :

15 *kk %
pd
a
<

MN/1000 reticulocitos

Ctrl <01 0.1 1.0
3MC (mg/kg)

Ciclo celular
Activacién de los
foliculos primordiales

Médula 6sea

Ctrl <0.1

0.1 1.0

3MC (mg/kg)

Rhon-Calder6n et al. Toxicology 2016

10/04/2019

21



" . CetAm
Q. Toxicidad sistémica

L . 3-Metilcolantreno
Aberraciones cromosdémicas _

Exposicion diaria
WA 00 aa ap g

(prepuber)
Cariotipo @i} Q@ AA AN N4 25
control 7 & 97 M0 11 A2

<0.001
100 P <0.001

-

g
®
NR Xt RE AN AN AN < 9 7%
13 14 15 16 17 18 E / -
8% mx S 80 % **
19 20 [ 1] 5) / I
XX @ 7
& @ 70
cariotpo  TH ¥ g, s </HH BZ HE B2
3MC > W = ctl <01 01 1.0
(1 mg/kg) 170 ¥ 3MC (mglkg)
2 X Ctrol
- 2 aNF (80 mg/kg)
%4 A" ; o h N 3MC
\- v N 2y 3MC+aNF

Rhon Calderén et al. Enviado a Arch Toxicol 2019

3-Metilcolantreno

(3MC)

Aberraciones cromosoémicas

Dicéntricos Fragmentos
p<0.001
p<0.001 8-
124 = p<0.001  *xx*
= o ¥
% E’\_, 101 p<0.001  *%*% 3 %; ol I
E v ] *kk 8 ©
oo 8 =
n O < 4
O S 6 o 8 4
Ec € o
°g 4 FE ,.
O35 ,] T 2
o
0- o
Ctrl <0.1 0.1 1.0 Ctrl <0.1 0.1 1.0
3MC (mg/kg) 3MC (mg/kg)

N Ctrl B9 oNF (80 mg/kg) 3MC B2 3MC + aNF

Rhon Calderén et al. Enviado a Arch Toxicol 2019
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" JEE :
3-Metilcolantreno Conclusiones

(3MC)

Exposiciones =
@@ repetitivas :
HaC C Y )

3 vs/semana
(0,2 mg/kg)

Diarias
(0,2-1,0 mg/kg)

| = 0 g
Destruye los foliculos inmaduros y altera el desarrollo folicular

Afecta la integridad de los oocitos

Altera la expresién de genes involucrados en la funcién ovérica

Causa efecto sistémico No causa efecto sistémico

aNF previene el dafio sistémico y gonadal
causado por 3MC

En resumen

‘[]‘ Células germinales anormales
Destruccidn foliculos primordiales
ﬂ Dafio ADN en oocitos

ﬂ Desarrollo folicular

[ Modelo animales ]‘ § ovulacién
ﬂ’ Frecuencia de aductos de ADN

ﬂAberraciones cromosémicas
Induce apoptosis

Induce desbalance hormonal

] Atrasa la pubertad
J Fertilidad

Alteraregulacién genéticay epigenética

10/04/2019
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Conclusiones

Bajas dosis de exposicion
repetitiva a PAHs causan
toxicidad gonadal sin

generar toxicidad sistemica
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