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Obiettivi. I/ nonilfenolo (NP) & un inquinante ubiquitario sia
dellambiente acquatico che di quello terrestre. Tale composto é consi-
derato un importante interferente endocrino e la sua attivity simil-
estrogenica & stata investigata in numerosi studi in vivo e in vitro. Tuz-
tavia, mentre gli effetti citotossici del NP sono conosciuti, i suoi efferti
sulla morte cellulare non sono noti. Abbiamo deciso di evidenziare gli
effetti del NP su cellule immortalizzate di adenocarcinoma endome-
triale (Hec1A), e in particolare gli effetti su ciclo cellulare e apoptosi.

Materiali e metodi. 1/ ciclo cellulare ¢ stato analizzato mediante
citofluorimetria. Abbiamo evidenziato che il NP ¢ in grado di inibire
il ciclo cellulare e favorire lapoptosi in maniera concentrazione- e tem-
po-dipendente, raggiungendo gli effetti maggiori alla concentrazione
di 10 M per 48h. La citofluorimetria ha evidenziato che il NP ¢ in
grado di determinare il blocco delle cellule in fase G2/M e di incre-
mentare la percentuale di cellule in apoptosi.

Conclusioni. 1/ nonilfenolo rappresenta un fattore di tossicita per
le cellule endometriali. Studi futuri sono tuttavia necessari per dimo-
strare la nostra ipotesi secondo le quale l'esposizione al NP rappresen-
ta un fattore di rischio per lo sviluppo del carcinoma endometriale.

SUMMARY: Nonylphenol and endometrial cancer: effects on cell
cultures in vitro at different concentrations.

V. FREGA, E. TrRABUCCO, M.A. CASTALDI, O. Boccia, L. Mosca,
G. FatiGgati, N. Coracurcl, A. DE Luca, L. COBELLIS

Objectives. Nonylphenol (NP) is present ubiquitously in both
aquatic and terresirial environments. This compound is considered an
important endocrine disruptor and its toxicbestrogenic activity has
been investigated in a number of in vitro and in vivo studies. More-
over, while the cytotoxic effects of NP are known and studied, its effects
on cell death and related mechanisms are not known. Our group de-
cided ro investigate NP effects on endometrial carcinoma cells
(HeclA), in particular NP effects on HeclA cell cycle and apoptosis.

Materials and methods. We tested HeclA cells with different NP
concentrations. Cell cycle was analysed by flow cytometry. We have
demonstrated that NP affected cell cycle and apoptosis in a time- and
dose-dependent manner, reaching the most notable effect at concentra-
tion of 10 M for 48h. Flow cytometry revealed that treatment with
NP led to accumulation of cells at G2/M transition and increased per-
centage population of apoptotic cells.

Conclusions. Nonylphenol represents a toxicity factor for endome-
trial cells. Future studlies are necessary ro demonstrate our hypothesis,
which is this compound is able to promote the development of endome-
trial cancer.

KEey wORDS: Nonilfenolo - Adenocarcinoma endometriale - Ciclo cellulare - Apoptosi.
Nonylphenol - Endometrial cancer - Cell cycle - Apoptosis.

Introduzione

Il carcinoma dell’endometrio, o del corpo dell’ute-
ro, rappresenta attualmente una delle pit frequenti
neoplasie dell’apparato genitale femminile in molti
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Paesi del mondo (1,2). Il carcinoma dell’endometrio si
presenta soprattutto verso i 55-65 anni (eta media 61
anni) e solo nel 20% dei casi prima che sia iniziata la
menopausa. E raro prima dei 40 anni (3-5% dei casi)
(3). Lincidenza varia ampiamente secondo i Paesi e la
razza; attualmente si pensa che in Italia insorgano cir-
ca 20 cancri invasivi dellendometrio ogni 100.000
donne all’anno. Questa neoplasia in Italia rappresenta
il 5-6% dei tumori femminili con una prevalenza di
850 casi/anno.
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I fattori di rischio pitt importanti sono sicuramen-
te rappresentati da obesita, menopausa tardiva, nullipa-
ritd e uso prolungato di estrogeni e tale rischio si accen-
tua se si associa pitt di un fattore, per esempio 'ecces-
so di peso associato all'uso prolungato di estrogeni (4).
Circa gli estrogeni endogeni, esistono dati epidemiolo-
gici che confermerebbero la loro importanza: le donne
con anovulazione cronica (sindrome dell’ovaio polici-
stico), e quindi caratterizzate dalla prevalenza costante
della secrezione estrogenica, quelle con deficir del cor-
po luteo, e quindi anche in questo caso con mancata
azione periodica efficace del progesterone, e le donne
con tumori ovarici della teca e della granulosa estroge-
no-secernenti sarebbero pitt esposte al rischio di svi-
luppare carcinoma dell’endometrio.

Data l'influenza che I'esposizione ad elevati livelli
di estrogeni sembra mediare sullo sviluppo del carci-
noma dell’endometrio, la nostra attenzione si ¢ focaliz-
zata su una serie di molecole appartenenti alla catego-
ria degli Endocrine Disrupting Compounds (EDCs) che
mostrano notevole affinita strutturale con il piti poten-
te estrogeno prodotto fisiologicamente dall’organismo
umano: il 17B-estradiolo. Si tratta degli alchilfenoli
etossilati (APEO), tensioattivi non ionici che vengono
prodotti in quantita di 700.000 t/anno e trovano im-
piego in molte applicazioni domestiche, agricole e in-
dustriali. I maggiori costituenti degli APEO sono i no-
nilfenoli etossilati (NPEO), i cui principali derivati
metabolici, quali il nonilfenolo (NP), i nonilfenoli
mono- e dietossilati (NPE1C, NPE2C) sono quelli
che maggiormente vengono riversati nell’ambiente ac-
quatico (5).

I primi studi riguardanti gli effecti del NP sugli or-
ganismi viventi sono stati condotti su varie specie ac-
quatiche quali alghe, crostacei, molluschi e pesci. In
questi organismi viventi si ¢ visto che, in virtl della so-
miglianza strutturale sussistente tra NP e 17[-estra-
diolo, numerose sono le alterazioni endocrine eviden-
ziabili dopo un’esposizione che va da 0.1 a 100 pg/l.
Tra queste, ricordiamo la femminilizzazione dei ma-
schi e le alterazioni a carico degli organi sessuali nelle
femmine (6). Bisogna sottolineare che non esistono in
letteratura molti riferimenti agli effetti patogeni che il
NP esercita sull'uomo; sono tuttavia presenti alcuni ri-
ferimenti all’influenza che tale molecola potrebbe svol-
gere nell’eziologia di alcune patologie ginecologiche
tra cui la poliabortivita (7), 'endometriosi (8), la pu-
berta precoce (9) e il carcinoma mammario (10), mo-
tivo per cui abbiamo deciso di investigare gli effetti
tossici del NP sulle cellule endometriali.

Lo scopo di tale studio ¢ quello di valutare gli effet-
ti di diverse concentrazioni di nonilfenolo su colture in
vitro di adenocarcinoma dell’endometrio (HeclA),
con particolare riguardo agli effetti che questo inqui-
nante ¢ in grado di mediare a livello del ciclo cellulare
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e dell’effetto pro-apoptotico, che rappresenta uno dei
principali meccanismi attraverso il quale il nonilfeno-
lo esprime la sua tossicita.

Materiali e metodi

Le cellule utilizzate per questo lavoro (cellule
HeclA) sono state acquistate presso U'American Type
Culture Collection (ATCC). Le cellule Hec1A sono sta-
te messe in coltura e cresciute a 37°C in armosfera
umidificata contenente il 5% di CO.. Il mezzo di col-

2
tura in cui sono state mantenute ¢ quello consigliato

dall’ATCC, ossia DMEM (Dulbecco Modified Eagles
Medium, Celbio), addizionato con 10% di FBS (Fetal/
Bovin Serum) e antibiotici. Le cellule sono state semi-
nate in piastre a sei pozzetti alla concentrazione di
5x10* cellule per pozzetto. Una volta raggiunta la con-
fluenza del 90%, le piastre di cellule HeclA sono sta-
te trattate con il nonilfenolo (NP).

E stato eseguito un esperimento preliminare per
testare a quale concentrazione il nonilfenolo determi-
nasse il minimo effetto tossico a carico delle cellule
HeclA, sulle quali pertanto sono state applicate di-
verse concentrazioni di NP: 10° M, 10‘\6 M, 107 M,
10 M, per una durata massima di 48h. E stato osser-
vato lo stato delle cellule al microscopio ottico a 24h
e 48h ed ¢ stata eseguita una curva di tossicita, sulla
base della diversa morfologia che le cellule apoptoti-
che e necrotiche presentano rispetto a quelle vitali. Le
concentrazioni di NP utilizzate nell’esperimento suc-
cessivo sono state 107 M e 10® M. Le cellule sono
state raccolte 24h e 48h dopo I'esposizione al nonilfe-
nolo e preparate per I'analisi al citofluorimetro, per
testare 'andamento del ciclo cellulare. Le cellule rac-
colte dopo il trattamento sono state lavate in PBS e
fissate in etanolo al 70% a 4°C. Le cellule sono state
successivamente risospese in 500 pl di buffer ipotoni-
co e poi analizzate con il citofluorimetro Becton
Dickinson FACSCalibur per calcolare la percentuale
di cellule in G1, S, G2/M e sub-G1 (cellule apopto-
tiche). I dati sono stati esaminati attraverso I’analisi
della varianza (ANOVA) seguita dal test post-hoc Kru-
skal Wallis.

Risultati

Nel corso dell’esperimento preliminare, le cellule
HeclA sono state messe a contatto con diverse con-
centrazioni di NP (10° M, 10® M, 107 M, 10° M,
10° M) per 24h e 48h per poi essere analizzate al cito-
fluorimetro. In particolare si ¢ visto che 'andamento
del ciclo cellulare delle cellule trattate con NP 10° M
era del tutto simile a quello dei controlli, sia dopo 24h
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che dopo 48h, mentre a concentrazioni troppo alte
(10°M e 10° M) non si evidenziavano cellule in apop-
tosi ma solo in necrosi. Sulla base di queste osservazio-
ni abbiamo condotto l'esperimento successivo alle
concentrazioni di 107 M e 10® M. I dati ottenuti dal-
I'analisi delle cellule al citofluorimetro dimostrano che
il NP ¢ in grado di indurre inibizione della crescita e
apoptosi. In particolare, si evidenzia un decremento
massimo delle cellule in fase S (19,72%) nelle cellule
trattate con NP 107 M per 48h. Si assiste inoltre ad
una diminuzione delle cellule in fase G2/M, concen-
trazione- e tempo-dipendente; tale diminuzione di-
venta massima nelle cellule trattate con NP 107 M per
48h, dove si assiste ad un blocco totale di tale fase. Si
¢ osservato inoltre che il trattamento con NP 107 M
per 48h era in grado di determinare un aumento del-
la percentuale di cellule apoptotiche (20,60%). 11
trattamento con NP 10® M, invece, induceva accu-
mulo delle cellule in fase G2/M con concomitante
riduzione della popolazione cellulare in fase S, men-
tre non si osservava un evidente picco di cellule sub-
G1. Questi dati sembrano indicare che le cellule
HeclA sono pili responsive ad alte concentrazioni di
NP (107 M), per quanto riguarda I'induzione all’a-
poptosi (p<.001) (Fig. 1).

Discussione e conclusioni

La maggior parte degli studi presenti in letteratura
focalizza l'attenzione sugli effetti deleteri che il NP ha

sullo sviluppo degli organi sessuali nei ratti (11) e nei
pesci (12), mentre molto pitt esigua ¢ la quantita di da-
ti riguardanti 'uomo. Esistono tuttavia degli studi che
mettono in evidenza la correlazione esistente tra Ie-
sposizione a NP e sviluppo di una serie di patologie gi-
necologiche, quali poliabortivita (13), puberta preco-
ce, endometriosi (14) e carcinoma mammario (15): da
qui il nostro interesse nei confronti del NP come pos-
sibile agente patogeno per il carcinoma endometriale.
Il NP agirebbe da tossico in quanto agonista del recet-
tore degli estrogeni a causa delle somiglianze struttura-
li che sussistono tra il NP e il 17B-estradiolo (16). Tut-
tavia tale meccanismo ¢ solo uno di quelli che spiega-
no il ruolo patogeno che il NP svolge nell’'ambito del-
le patologie ginecologiche: ¢’¢ da ricordare, infatti, il
ruolo da antagonista che svolge nei confronti del recet-
tore per gli androgeni (17) e gli effetti disregolatori che
il tossico determinerebbe sul sistema immunitario del-
I'vomo (18). Non meno importante ¢ la capacita del
NP di interferire con il ciclo vitale delle cellule con le
quali viene a contatto, e nello specifico la capacita di
indurre delle modifiche nella concentrazione delle ci-
cline e la capacita di indurre l'attivazione del meccani-
smo dell’apoptosi caspasi-dipendente. Attraverso il no-
stro studio abbiamo evidenziato come il NP sia in gra-
do di interferire con i meccanismi che sottendono alla
sopravvivenza delle cellule con le quali esso viene a
contatto, nello specifico le cellule endometriali, alte-
randone in maniera profonda il ciclo vitale in maniera
concentrazione- e tempo-dipendente e favorendo l'at-
tivazione del meccanismo dell’apoptosi. Sulla base dei
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Fig. 1 - Rappresentazione schematica dei risultati dell’analisi al citofluorimetro degli esperimenti condotti utilizzando concentrazioni diverse
di NP su cellule Hec1A. In particolare, solo con NP 10-7 M per 48h si osserva la presenza di cellule apoptotiche (Ap) e il concomitante decre-

mento massimo delle cellule in fase S (p<.001).
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risultati ottenuti, possiamo quindi ipotizzare che I'e-
sposizione al NP ad alte concentrazioni possa essere in
grado di determinare la morte cellulare, mentre I'espo-
sizione a basse concentrazioni, come quella che si veri-
fica ogni giorno attraverso la via alimentare, possa co-
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