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Resúmen 

ACCIÓN DEL HEXACLOROBENCENO EN LA MIGRACIÓN, INVASIÓN Y 

METÁSTASIS EN MODELOS EXPERIMENTALES DE CÁNCER DE MAMA 

 

RESUMEN 

El Hexaclorobenceno (HCB) es un pesticida organoclorado considerado como probable 
carcinógeno humano. A nivel regional, este contaminante fue encontrado en leche materna de 
puérperas y en muestras de leche vacuna para consumo humano. Es un tóxico tipo dioxina, y 
como tal se une al receptor de hidrocarburos aromáticos (RHA), un factor de transcripción que 
modula procesos tales como apoptosis, proliferación y migración celular. El RHA está presente 
en el citosol e interacciona con el complejo que contiene a la quinasa de tirosina c-Src. Cuando 
estos tóxicos se unen al RHA, se pueden desencadenar dos mecanismos: 1) que el complejo 
tóxico-RHA se transloque al núcleo y module la expresión de genes con elementos de respuesta a 
dioxinas (DREs) en sus promotores y 2) que se libere la c-Src del complejo citosólico y active 
receptores de factores de crecimiento, como el Receptor de Factor de Crecimiento Epidérmico 
(HER1). Resultados previos de nuestro laboratorio demostraron que el HCB aumenta el desarrollo y 
malignidad de tumores mamarios inducidos por N-Nitroso-N-metilurea en rata. En este mismo modelo 
se observó que el HCB activa la vía de señalización de c-Src/HER1 y disminuye la actividad del receptor 

de estrógenos (REα) en los tumores mamarios. Por otro lado, en estudios in vitro se demostró que el 
tóxico incrementa la proliferación y la actividad de c-Src en la línea celular de cáncer de mama 

MCF-7 (+REα). La tumorigénesis ocurre frecuentemente como resultado de la sobreexpresión de 

proteínas como el HER1 y la c-Src, que están involucradas en procesos celulares normales. Estas 
proteínas están usualmente sobreexpresadas en cáncer de mama en estadíos tardíos, y cooperan 
en la formación y progresión tumoral al favorecer procesos como la proliferación, migración e 
invasión celular, actividad de metaloproteasas y metástasis. 

 Los objetivos de este trabajo fueron investigar en ensayos in vitro, utilizando una línea celular de 

cáncer de mama humano MDA-MB-231 (-REα) los efectos del tóxico en: a) la migración e 
invasión celular, b) la actividad y expresión de c-Src y HER1, c) la estimulación de las vías de 
señalización de ERK1/2, Akt2 y STAT5b, d) la actividad y expresión de metaloproteasas 2 y 9 
(MMP2 y 9), y e) si los efectos observados dependen de las vías de señalización en estudio y de la 
unión del pesticida al RHA. Por otro lado, nos propusimos estudiar en ensayos in vivo, la acción 
del HCB sobre el crecimiento tumoral y la metástasis en modelos espontáneos y experimentales.  

Nuestros resultados muestran que el HCB estimula las vías de transducción de señales de c-
Src/HER1/STAT5b y HER1/ERK1/2, la migración e invasión celular, la expresión de MMP2 y 9, así 
como la secreción y actividad de MMP9 en la línea celular MDA-MB-231, in vitro. Observamos que la 
migración e invasión celular inducida por el tóxico están mediadas por c-Src, HER1 y el RHA. A 
su vez, la secreción y actividad de la MMP9 estimulada por el HCB depende de HER1 y del 
RHA, mientras que el aumento en la expresión de MMP2 depende tanto de c-Src, HER1 como 
del RHA. Asimismo, en un modelo de xenotrasplante con la línea celular MDA-MB-231 en 
ratones atímicos, demostramos que el pesticida estimula el crecimiento tumoral (0.3 y 3 mg/kg 
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p.c.), mientras que induce la activación de c-Src, HER1, ERK1/2 y STAT5b e incrementa los 
niveles proteicos de MMP2 y 9 en los tumores mamarios en todas las dosis ensayadas. Por otro 
lado, en estudios de metástasis espontánea con tumores C4-HI en ratones BALB-c, encontramos 
que el HCB (0.3 y 3 mg/kg p.c.) aumenta el crecimiento de los tumores mamarios y el número de 
micrometástasis en hígado y pulmón. En los estudios de metástasis experimental con la línea 
celular LM3 en ratones BALB-c, el pesticida (3 mg/kg p.c.) incrementa el tamaño de las 
metástasis en pulmón.  

En conclusión, en el presente trabajo demostramos por primera vez, que el HCB promueve la migración e 
invasión celular por las vías de c-Src/HER1/STAT5b y HER1/ERK1/2, así como la expresión de 
MMP2 y MMP9 de manera dependiente del RHA. A su vez, observamos que el tóxico estimula el 
crecimiento tumoral y metástasis en pulmón e hígado en modelos experimentales de cáncer de mama. 

 

PALABRAS CLAVES: Hexaclorobenceno, RHA, c-Src, HER1, ERK1/2, STAT5b, MMP2, 
MMP9, MDA-MB-231, migración, invasión, metástasis, cáncer de mama 



Abstract 
 

HEXACHLOROBENZENE ACTION ON MIGRATION, INVASION AND 

METASTASIS IN BREAST CANCER EXPERIMENTAL MODELS 

 

ABSTRACT 

Hexachlorobenzene (HCB) is an organochlorine pesticide considered as a probable human 
carcinogen. This pollutant was found in puerperal mother milk and in samples of bovine milk for 
human consumption, at regional level. It is a dioxin-like compound and a weak ligand of the aryl 
hydrocarbon receptor (AhR) protein, which is a transcription factor that modulates processes as 
apoptosis, proliferation and cell migration. AhR interacts with cytosolic complex containing 
c-Src kinase. Upon dioxin binding, two mechanisms can be triggered: 1) the AhR-toxic complex 
translocates to the nucleus and modulates gene expression with dioxin-responsive elements 
(DREs) and 2) c-Src kinase frees from its complex and activates growth factors receptors like 
Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR/HER1). In previous studies of our laboratory, we 
found that HCB has a co-carcinogenic effect in N-Nitroso N-methyl urea–induced mammary 
tumors in rats, enhancing their development and malignancy. We have also demonstrated that 

HCB activates c-Src/HER1 signaling pathway and decreases estrogen receptor α (ERα) activity 
of mammary tumors, in the same model. In previous in vitro studies, we observed that HCB 

induces cell proliferation and c-Src activity in ERα (+) MCF-7 breast cancer cell line. 

Tumorigenesis frequently occurs as a result of the overexpression of proteins that are otherwise 
involved in normal cell processes, as HER1 family and c-Src tyrosine kinase. These proteins are 
overexpressed in a high percentage of certain late-stage human breast cancers, and they cooperate 
in tumor formation and progression, promoting processes like cell proliferation, migration and 
invasion, metalloprotease activities and metastasis. 

The aim of our study was to investigate the effects of HCB on: a) cell migration and invasion, b) c-Src 
and HER1 expression and activities, c) ERK1/2, Akt2 and STAT5b signaling pathways activation, d) 
MMP2 and MMP9 expression and activities, and e) AhR and c-Src/HER1 signaling pathways roles in 

ERα (-) MDA-MB-231 breast cancer cell line, in vitro. On the other hand, we studied the action of 

HCB on tumour growth and metastasis in spontaneous and experimental models, in vivo. 

Our results demonstrate that HCB stimulates c-Src/HER1/STAT5b and HER1/ERK1/2 
signaling pathways, cell migration and invasion, MMP2 and 9 expression, as well as MMP9 
secretion and activity in MDA-MB-231, in vitro. We observed that c-Src, HER1, and AhR are involved in 
cell migration and invasion increased by HCB. Moreover, HCB-induced MMP2 expression depends on 
c-Src, HER1 and AhR; whereas only HER1 and AhR are involved in HCB-induced MMP9 
secretion and activity. When MDA-MB-231 were xenotrasplanted in athymic mice, we observed 
that HCB estimulates tumoral growth (0.3 and 3 mg/kg b.w.), whereas the pesticide also 
increases c-Src, HER1, ERK1/2 and STAT5b activities, as well as MMP2 and 9 protein levels in 
mammary tumors at all assayed doses. On the other hand, we found that HCB (0.3 and 3 mg/kg 
b.w.) enhaces mammary tumor growth, as well as lung and liver micrometastasis levels in 
spontaneous metastasis models with C4-HI tumors in BALB-c mice. Furthermore, we observed 
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that the pesticide (3 mg/kg b.w.) enhances the lung metastasis size, in experimental metastasis 
assay with LM3 cell line in BALB-c mice. 

In conclusion, in the present study we demonstrate for the first time, that HCB promotes cell 
migration and invasion through c-Src/HER1/STAT5b and HER1/ERK1/2 signaling pathways 
activation, as well as MMP2 and MMP9 expression in an AhR dependent manner. Moreover, we 

observe that the pesticide estimulates tumor growth and lung and liver metastasis in breast cancer 
experimental models. 

 

KEYWORDS: Hexachlorobenzene, AhR, c-Src, HER1, ERK1/2, STAT5b, MMP2, MMP9, 
MDA-MB-231, migration, invasion, metastasis, breast cancer. 
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PVDF  Polivinil Difluoruro 
RAFTK  Quinasa de Tirosina Relacionada a la Adhesión Focal 
REα Receptor de Estrógenos α 
RHA Receptor de Hidrocarburos Aromáticos 
RM  Monoclonal de Ratón 
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  SCID  Ratones con Inmunodeficiencia Severa Adquirida 
SFB  Suero Fetal bovino 
Src  Sarcoma 
STAT  Transductor de Señales y Activador de la Transcripción 
TCDD 2,3,7,8, Tetracloro dibenzo-p-dioxina 
TEM Transición Epitelio-Mesenquimática 

  TGF-ββββ        Factor de Crecimiento Transformante-β 
  TIMPs  Inhibidores de Metaloproteasas de Tejidos 
TME Transición Mesenquimática-Epitelial 

  TNF  Factor de Necrosis Tumoral 
TNF-αααα        Factor de Crecimiento Transformante-α 
UP  UPSTATE 

  VEGF  Factor de Crecimiento Epidérmico Vascular 
WAP Proteína Ácida de Suero Lácteo 
XRE Elementos de Respuesta a Xenobióticos 
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 INTRODUCCIÓN 

 

1. Contaminantes Orgánicos Persistentes (COPs) 

En el transcurso de los últimos 150 años, el hombre ha fabricado diversos compuestos 
químicos con el fin de satisfacer las necesidades crecientes del desarrollo tecnológico y mejorar 
su calidad de vida. 

Un numeroso grupo de estas sustancias químicas se denominan contaminantes orgánicos 
persistentes (COPs). Estos compuestos son muy resistentes a la degradación tanto química 
como biológica, se magnifican a lo largo de la cadena trófica y suponen un alto riesgo para la 
salud humana y el medio ambiente. Dentro de este grupo se encuentran, entre otros, los 
pesticidas organoclorados, los bifenilos policlorados (PCBs) y los compuestos “tipo dioxina”, 
tales como dibenzodioxinas y dibenzofuranos (Wolff y Toniolo, 1995).  

Debido a su estructura, los COPs son altamente lipofílicos, por lo que se acumulan en el tejido 
adiposo y en los componentes lipídicos del suero, consiguen atravesar la placenta y se 
encuentran en grandes cantidades en la leche materna. La Convención de Estocolmo (2001) 
prohibió o limitó el uso de muchos de estos compuestos y a partir de esta reglamentación, se 
implementaron estrategias para reducir su liberación al medio ambiente. Sin embargo, no solo 
muchos de estos compuestos aún se utilizan en la actualidad, sino que también los residuos de 
su antigua producción siguen siendo una fuente de exposición. En un estudio reciente en la 
Argentina, se encontró que el 91% de las muestras de leche materna proveniente de puérperas, 
contenían por lo menos un compuesto organoclorado, encontrándose al hexaclorobenceno 
como el segundo tóxico más frecuente (Der Parsehian, 2008).  

Aunque generalmente no tengan gusto ni olor, aunque sean tan invisibles en algunos medios de 
comunicación, aunque se encuentren en concentraciones tan bajas en el imaginario colectivo, 
los COPs constituyen un riesgo real para la salud humana y el medio ambiente. Numerosos 
trabajos han demostrado que los COPs pueden tener diversos efectos adversos sobre la salud 
humana. Entre los posibles efectos se encuentran malformaciones embrionarias, esterilidad, 
problemas inmunológicos, hepatotoxicidad y cáncer. Sin embargo, la toxicidad de estas 
sustancias depende de la especie, el sexo y la edad de los organismos afectados, además de la 
dosis y el tiempo de exposición. Si bien como referencia en la población humana se han 
encontrado unos 20 ng de COPs/kg de peso corporal en tejido adiposo, existen casos en que el 
nivel de estas sustancias ha llegado a superar los 50 ng/kg. Se sabe que en animales de 
experimentación, dosis de 1 ng/kg por día o menores pueden causar alteraciones reproductivas 
y hepáticas (IPCS 1992). Es por ello que la regulación por organismos gubernamentales de 
estas sustancias es sumamente importante para la protección de la salud humana, de la 
sobrevida de todos los organismos vivientes y del medio ambiente en general. 
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2. Hexaclorobenceno 

2.1 Características generales 

El Hexaclorobenceno (HCB) es un hidrocarburo aromático clorado de fórmula molecular 
C6Cl6. En el medio ambiente, no se encuentra en forma natural y suele estar acompañado de 
otras sustancias como dibenzofuranos policlorados y dioxinas. Es prácticamente insoluble en 
agua pero es muy soluble en grasas y solventes orgánicos (IARC 2001). 

Posee una vida media larga en aire, suelo y sedimentos, por lo que es muy persistente, siendo 
designado como Contaminante Orgánico Persistente (COP) bajo la convención de 
Estocolmo (IARC 2001; Barber et al., 2005). Dada su volatilidad y resistencia a la 
degradación, el HCB puede ser fácilmente distribuido en el ambiente, encontrándose rastros a 
largas distancias de la fuente de emisión (Michielsen et al., 1999; IARC 2001). 

El principal uso del HCB ha sido históricamente el de funguicida para tratar semillas de 
distintos granos destinadas a la siembra. Se comenzó a utilizar en 1933 pero su producción se 
hizo masiva recién hacia los años 50s y 60s, llegándose a un pico de producción mundial a 
fines de los 80s de 10.000 toneladas anuales (Barber et al., 2005). La producción comercial 
luego comenzó a disminuir debido a restricciones en su uso, aunque esto dependió de cada 
país. En Argentina, su uso fue restringido en el año 1993 y prohibido en el año 2000 
(Resolución 750/00 Sagpa, publicada en el B.O. N°29. 517 del 02/11/2000). 

Además, este compuesto ha sido utilizado también como agente preservante de madera, en la 
industria del aluminio, neumáticos, pirotecnia, producción de tinturas y en muchos otros 
productos industriales. Aunque su fabricación comercial ha cesado, se sigue generando HCB 
como subproducto y/o impureza de numerosos procesos de cloración y es también liberado 
al ambiente por la combustión incompleta y emanaciones de antiguos residuos de funguicidas 
(Michielsen et al., 1999; Zheng et al., 1999; Bailey, 2001; Barber et al., 2005; Reed et al., 
2007). 

La estabilidad química y alta persistencia del HCB le permiten acumularse en la cadena 
trófica, ocurriendo una biomagnificación significativa en ecosistemas acuáticos (Michielsen et 
al., 1999). 
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Figura 1. Ficha técnica del HCB. 

 

2.2 Vías de absorción y eliminación 

La principal fuente de exposición global sobre la población humana es a través del consumo de 
alimentos contaminados, como productos lácteos, peces y carnes. La exposición también puede 
ocurrir a través de la inhalación de aire contaminado, por contacto dérmico, exposición en el 
útero o a través de la lactancia (Michielsen et al., 1999; Reed et al., 2007). Una vez absorbido, por 
su característica lipofílica el HCB se distribuye en órganos y tejidos con alto contenido lipídico, 
aumentando su concentración con el correr de los años por bioacumulación. Por ello, este 
compuesto puede acumularse en tejidos humanos como glándula mamaria, hígado, tiroides, tejido 
adiposo y ovario (van Raaij et al., 1993). La agencia de protección ambiental de los Estados 
Unidos (US EPA) ha reportado que existen niveles detectables de HCB en tejido adiposo en el 
95% de la población de ese país (Barber et al., 2005). 

El HCB es degradado en el organismo por el sistema microsomal hepático citocromo P450 
(isoformas CYP1A1, CYP1A2, CYP3A1 y CYP1A4) a pentaclorofenol y tetraclorohidroquinona, 
o declorado reductivamente para formar pentaclorobenceno (den Besten et al., 1993; Michielsen 
et al., 1999). La excreción del HCB ocurre por vía urinaria mayoritariamente como metabolitos 
del mismo, siendo los predominantes pentaclorofenol y pentaclorobenceno. 

Se calcula que la ingesta diaria de HCB por adultos en la población norteamericana, a partir del 
aire, alimentos y suelo es de unos 3 ng/kg/día. Sin embargo, la ingesta promedio de HCB por 
infantes que amamantan es mucho mayor, ya que ha sido demostrada la transferencia del 
pesticida a través de la leche materna (Nakashima et al., 1997). La absorción del HCB es mayor 
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cuando es administrado disuelto en aceite que cuando se encuentra suspendido en un medio 
acuoso (ATSDR, 2002). 

 

2.3 Efectos sobre la salud humana 

Los efectos tóxicos del HCB incluyen porfirias, alteraciones tiroideas, daño hepático, daño renal, 
esplenomegalia, alteraciones neurológicas, teratogénesis y problemas inmunológicos (van 
Birgelen, 1998). La porfiria es la manifestación tóxica del HCB mejor estudiada. El episodio de 
intoxicación masiva con HCB más representativo ocurrió en Turquía entre 1954 y 1959, por la 
ingesta de harina elaborada con semillas de trigo tratadas con el funguicida. El principal efecto 
observado fue una epidemia de porfiria hepática contraída por aproximadamente 4000 personas 
(Gocmen et al., 1986; Gocmen et al., 1989; Gorman et al., 2007), observándose también 
hiperpigmentación, hirsutismo, debilidad, lesiones fotosensibles y pérdida de masa muscular 
esquelética. Además, los hijos de mujeres que ingirieron harina contaminada fueron expuestos a 
través de la placenta o por la leche materna, causando una alta mortalidad en niños menores de 2 
años (Gocmen et al., 1989; IARC 2001). A su vez se registró un aumento en la frecuencia de 
nacimientos de niños con fragilidad en la piel, trastornos neurológicos, corta estatura, 
extremidades pequeñas, y agrandamiento de la glándula tiroidea (Courtney, 1979; ATSDR, 2002). 

 

2.4 Efectos sobre animales de experimentación 

En animales de experimentación, se han demostrado numerosos efectos perjudiciales del HCB, 
como inmunotoxicidad, neurotoxicidad, aumento de la síntesis de enzimas microsomales en 
hígado, desencadenamiento de porfiria hepática, hipotiroxinemia y adenomas tiroideos (Cabral et 
al., 1977; Kleiman de Pisarev et al., 1990; ATSDR 2002).  

Hay sustancial evidencia de la carcinogenicidad del HCB en animales de experimentación, pero 
los resultados en humanos son contradictorios. En ratones y ratas, el HCB produjo tumores 
hepáticos y renales. Además, su administración perinatal en ratas aumentó la incidencia de 
adenomas paratiroideos en machos y feocromocitomas adrenales en hembras. En hamsters, el 
tóxico indujo hemangioendoteliomas hepáticos y adenomas tiroideos (IARC 2001). En base a 
estas evidencias al HCB le fue asignado el papel de “probable carcinógeno humano” por la 
Agencia Internacional de Investigaciones en Cáncer (IARC) (IARC 2001; ATSDR 2002). 

Se demostró, además, que el HCB promueve el desarrollo de cáncer en múltiples órganos y 
tejidos, tales como hígado (Gustafson et al., 2000; Ou et al., 2001) y tiroides en hamsters, ratas y 
ratones (Courtney, 1979; Cabral y Shubik, 1986). 

El tratamiento de roedores con HCB produjo la disminución en los niveles de corticosterona y 
cortisol séricos (Foster et al., 1995) y disfunciones inmunológicas (Ezendam et al., 2004; 
Ezendam et al., 2003). Asimismo se observó que el HCB indujo, en ciertos organismos, 
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alteraciones a nivel del sistema nervioso central (Sundlof et al., 1981) y del sistema reproductivo 
(Foster et al., 1992; Alvarez et al., 2000).  

En un estudio realizado en nuestro laboratorio, observamos que la administración de HCB (1 
g/kg p.c.) a ratas con ciclos estrales espontáneos durante 30 días disminuyó significativamente los 
niveles de receptor de estrógeno uterino, así como los niveles circulantes de estradiol y prolactina, 
mientras que se observó a su vez una disminución en el número de óvulos liberados (Alvarez et 
al., 2000). También se demostró que el HCB presenta una capacidad escasa o nula de unirse al 

Receptor de Estrógenos α (REα) (Noguerol et al., 2006). 

Trabajos previos de nuestro laboratorio en hígado de rata, demostraron que el HCB aumenta la 
internalización y la actividad de quinasa de tirosina (PTK) del Receptor de Factor de Crecimiento 
Epidérmico (REGF/HER1), así como el contenido de fosfotirosina de numerosas proteínas 
citosólicas y de membrana (Randi et al., 2003a). Además, se observó que el tóxico estimula la 
actividad de la ornitina decarboxilasa, induce un aumento en la expresión proteica de los proto-
oncogenes c-Myc, c-Fos y c-Jun, e incrementa los niveles de poliaminas libres (Randi et al., 
2003b). En un estudio más reciente, encontramos que el HCB incrementa la actividad de c-Src y 
la fosforilación en Tirosina-845 del HER1 (sitio específico para la c-Src) tanto en hígado de rata 
como en la línea celular normal de hígado de rata WBF-344, demostrando que el tóxico 
transactiva al HER1 vía c-Src en dicho modelo. Asismismo observamos que el pesticida induce la 
translocación del Receptor de Hidrocarburos Aromáticos (RHA) del citosol al núcleo de manera 
dependiente de la dosis (Randi et al., 2008).  

Por otro lado, en nuestro laboratorio se realizaron estudios sobre el mecanismo de acción del 
HCB en cáncer de mama. En trabajos in vivo, encontramos que el HCB tiene un efecto co-
carcinogénico en la formación de tumores mamarios inducidos por N-Nitroso N-Metilurea 
(NMU) en ratas, incrementando el número de tumores por rata, el volumen tumoral y la 
malignidad de los mismos. Además, demostramos que el pesticida estimula la vía de señalización 
de los Factores de Crecimiento Insulina símil (IGFs) aumentando la fosforilación del IRS-1 en 
glándula mamaria, mientras que disminuye en tumores mamarios (Randi et al., 2006). En el 
mismo modelo, demostramos que el HCB estimula la actividad del Receptor de Estrógenos α 

(REα) por fosforilación en la Tirosina-537 a través de la c-Src, y la vía de señalización c-

Src/HER1 en glándula mamaria normal. A su vez se observó que el tóxico activa dicha vía, 
mientras que disminuye la actividad del REα en los tumores mamarios. Estas alteraciones 
moleculares se correlacionan con cambios histopatológicos de inducción de lesiones 
preneoplásicas y efecto estrogénico en glándula mamaria, mientras que en tumores observamos 
que el pesticida promueve un fenotipo de mayor malignidad (Peña et al., 2012). 

En estudios en cáncer de mama in vitro, observamos que el HCB induce proliferación celular 
y estimula la vía de señalización de los IGFs de una manera dependiente del REα en la línea 
celular de cáncer de mama humano MCF-7 (+REα). Además, encontramos que el pesticida a 
dosis bajas de exposición, aumenta la actividad de c-Src quinasa y la fosforilación del REα en 
Tirosina-537 a las mismas dosis que estimula la proliferación celular, mientras que a dosis 
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altas induce apoptosis (García et al., 2010). Por otro lado en otra línea celular derivada de 
carcinoma mamario humano con fenotipo de mayor malignidad, que no expresa REα, MDA-
MB-231, el tóxico no altera la proliferación celular a pesar de estimular la vía de los IGFs 
(García 2008).  

 

3. Receptor de Hidrocarburos Aromáticos 

El Receptor de Hidrocarburos Aromáticos (RHA) fue descubierto estudiando el mecanismo 
de acción del tóxico ambiental 2,3,7,8, tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD), ya que mediaba 
la mayoría de los efectos de dicho compuesto (Safe et al., 2000). Es una proteína receptora 
que se activa por unión al ligando formando un complejo que funciona como factor de 
transcripción. Pertenece a la familia de los factores de transcripción bHLH/PAS (Bock y 
Kohle, 2005). 

El RHA en ausencia de ligando se encuentra en el citosol de la mayoría de las células 
formando un complejo con la chaperonas Hsp90, 70 y 50 y co-chaperonas como ARA9 y 
p23, estando además presente la proteína quinasa de tirosina c-Src (Enan y Matsumura, 
1996). Estudios más recientes demuestran que la c-Src está formando parte de un complejo 
citosólico diferente al del RHA (Park et al., 2007). La unión del RHA al ligando 
desencadenaría dos tipos de mecanismos: 1) a nivel nuclear, donde el receptor unido al 
ligando se disocia de las chaperonas, se transloca al núcleo y forma un heterodímero con la 
proteína translocadora nuclear del receptor RHA (ARNT), modulando la transcripción de 
genes blanco; y 2) a nivel de membrana plasmática, donde el complejo de la c-Src quinasa 
interactúa con el complejo del RHA, liberándose la c-Src que activa a Receptores de Factores 
de Crecimiento, estimulando su fosforilación y las vías de señalización correspondientes. El 
complejo resultante ha sido denominado CRHA (RHAC en inglés) (Matsumura, 1994). De 
esta manera, el RHA posee efectos no genómicos asociados a la activación de vías de 
señalización intracelulares y efectos genómicos al actuar como factor de transcripción 
modulando la expresión de genes blanco (Figura 2). 
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Figura 2. Vía de señalización del RHA. Se muestran dos vías posibles: 1) camino de señalización nuclear (efectos 
genómicos), donde el RHA heterodimeriza con ARNT para inducir la transcripción de genes blanco; y 2) camino de 
señalización de membrana celular (efectos no genómicos), donde la c-Src interactúa con Receptores de Factores de 
Crecimiento. 

 

El complejo CRHA (tóxico-RHA-ARNT) ejerce su función de factor de transcripción mediante 
la unión a elementos de respuesta a dioxinas (DRE) o elementos de respuesta a xenobióticos 
(XRE) que se encuentran en los promotores de los genes blanco. Ejemplo de ellos son las 
enzimas que metabolizan xenobióticos de fase I y de fase II como citocromo P4501A1 y la 
glutation-S-transferasa respectivamente. Luego de cumplir su función, el complejo se transloca al 
citosol y es degradado por acción del proteosoma (Barouki et al., 2007). 

Se ha encontrado que además de unir TCDD, el RHA es capaz de interactuar con diversos 
“compuestos tipo dioxina” con diferente afinidad, como los Hidrocarburos Aromáticos 
Polihalogenados (PAHs). Se observó que la intensidad de las respuestas bioquímicas y tóxicas a 
estos compuestos correlaciona con la afinidad de unión al receptor (Safe et al., 2000). 

El HCB ha sido clasificado como “compuesto tipo dioxina” ya que cumple los tres requisitos 
para dicha consideración: 1) se une al Receptor de Hidrocarburos Aromáticos (RHA) induciendo 
así la expresión de enzimas que metabolizan xenobióticos como el citocromo P4501A1 
(CYP1A1) (Smith et al., 1993); 2) presenta efectos similares a los producidos por la TCDD, 
considerada la dioxina más tóxica; y 3) se bioacumula en suelo y en los tejidos grasos. El HCB 
tiene una afinidad por el RHA 10000 veces menor que la TCDD, el agonista más fuerte conocido 
(Hahn et al., 1989; van Birgelen, 1998). Sin embargo la evidencia acerca de que la toxicidad del 
HCB está mediada por la interacción con dicho receptor, no es concluyente. El HCB por ser un 
agonista débil del RHA (Hahn et al., 1989), es un modelo toxicológico diferente y novedoso que 
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incluye a varios compuestos organoclorados, que nos permite estudia efectos dependientes e 
independientes de este receptor, según el tiempo y la dosis de exposición.  

El RHA posee un rol fundamental en la detoxificación de xenobióticos y endobióticos, ya que al 
unirse a su ligando induce en forma coordinada la expresión de enzimas de fase I y fase II que 
metabolizan estos compuestos (Bock y Kohle, 2006). En muchos casos las enzimas de fase I son 
responsables de la bioactivación del xenobiótico a su forma genotóxica activa como ocurre con el 
benzopireno, el cual luego se une covalentemente al ADN y proteínas, formando aductos. La 
formación de aductos está correlacionada con un aumento del riesgo de carcinogénesis (Bock y 
Kohle, 2006; Beischlag et al., 2008), siendo éste entonces un posible camino por el que la 
exposición a un compuesto xenobiótico lleve al desarrollo de cáncer. Esto le confiere al RHA un 
rol clave en la iniciación tumoral, directamente ligado a esta ruta clásica de detoxificación. 

Por otro lado, se sabe que el RHA está involucrado en la promoción tumoral y evidencias 
recientes sugieren que este receptor juega además un rol importante en la progresión tumoral. El 
RHA participa en vías de señalización que regulan la adhesión célula-célula y célula-sustrato 
teniendo por lo tanto una función importante en la proliferación, diferenciación y motilidad tanto 
in vitro como in vivo (Dietrich y Kaina, 2010). Alteraciones en los niveles o actividad del RHA 
pueden conducir a una migración celular anormal que contribuya al potencial tumorigénico de la 
célula blanco. Se observó que el tratamiento de la línea celular de cáncer de mama humano MCF-
7 con TCDD, incrementa la motilidad (Barouki et al., 2007). 

A su vez, el RHA tiene la capacidad de promover o inhibir la proliferación dependiendo del 
fenotipo celular, lo cual tiene importantes implicancias en el cáncer. Entre sus genes blanco se 

encuentran c-jun, jun-D, BAX, NFκB y p27 (Bock y Kohle, 2006; Barouki et al., 2007). Dada la 
habilidad del RHA para regular la proliferación celular en forma tejido específica, su actividad 
puede desencadenar el proceso carcinogénico en distintos grados. Se observó que ratones knock 
out para el RHA eran resistentes a tumores inducidos por benzopireno, un tóxico tipo dioxina 
presente en el humo del cigarrillo, lo que implicaría un rol clave del RHA en el desarrollo de ese 
tipo de carcinogénesis ambiental. Sin embargo, no está bien definido el papel del RHA en el 
desarrollo de tumores que ocurren por otros factores, habiendo también evidencias de una 
función como supresor tumoral del RHA en la carcinogénesis colorectal (Kawajiri y Fujii-
Kuriyama, 2007). 

Estudios de diferentes grupos de investigadores, demostraron que el RHA podría tener un rol 
fisiológico en la homeostasis hepática y del sistema inmune, así como en el desarrollo celular. 
Ratones knock out para el RHA mostraron, entre otras alteraciones, hipertrofia cardíaca, 
alteraciones cutáneas y del sistema inmune y también alteraciones en el desarrollo del ovario que 
afectaron la función reproductiva (Barouki et al., 2007).  

Existen varios mecanismos de crosstalk entre el RHA y otras vías de señalización, entre las cuales 

se incluyen: la vía de TGFβ, la vía neuronal GABAérgica, la vía del RE (Puga et al., 2005) y la vía 

del HER1 (Marlowe y Puga, 2005; Haarmann-Stemmann et al., 2009; Puga et al., 2009). 
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4. Cáncer de mama  

4.1 Factores de riesgo 

El cáncer de mama es la enfermedad neoplásica más común en mujeres y comprende más de una 
tercera parte de todos los nuevos casos de cáncer en mujeres de sociedades occidentales (Landis 
et al., 1999; Kamangar et al., 2006). La falla en la erradicación de esta enfermedad se debe a la 
falta de identificación de un agente etiológico específico, el tiempo preciso de iniciación y los 
mecanismos moleculares responsables de la iniciación y progresión del cáncer. Luego de 
numerosas incertidumbres alrededor del origen de esta enfermedad, existen sustanciales 
evidencias de que el riesgo de padecer cáncer de mama se relaciona significativamente con 
factores reproductivos y endocrinos (Russo et al., 2000). 

La tasa de incidencia de cáncer de mama ha incrementado desde los años cuarenta en muchos 
países industrializados. Europa occidental, Estados Unidos y Canadá tienen la mayor incidencia 
de cáncer de mama, mientras que las menores tasas se encuentran en Asia (Parkin 2001). Se 
observó que cuando las mujeres migran de Asia y otros países con bajas tasas de incidencia a 
países industrializados con altas tasas de incidencia en cáncer de mama, las tasas entre los 
inmigrantes de primera y segunda generación aumentan gradualmente, acercándose a aquellas del 
país en que viven. Estos hallazgos son consistentes con el rol importante que cumplen factores 
ambientales o de estilo de vida en la etiología del cáncer de mama (Stanford et al., 1995). 

Los factores de riesgo conocidos para el cáncer de mama, solo explican aproximadamente el 40% 
de los casos (Madigan et al., 1995). Dichos factores de riesgo son clasificados en cuatro amplias 
categorías: 1) factores genéticos, 2) factores reproductivos/hormonales, 3) factores relacionados 
al estilo de vida, y 4) factores ambientales, conteniendo la última categoría a los compuestos 
organoclorados (Salehi et al., 2008). 

 

4.2 Aspectos generales 

Más del 95% de los cánceres de mama son de origen epitelial. La evolución natural del cáncer de 
mama involucra la progresión del mismo a través de distintos estadíos patológicos y clínicos bien 
definidos, comenzando con una hiperproliferación ductal, seguida de un carcinoma in situ, un 
carcinoma invasivo, llegando finalmente al desarrrollo de una enfermedad metastásica (Allred et 
al., 2001; Burstein et al., 2004) (Figura 3). Un ducto mamario normal está compuesto, de afuera 
hacia dentro, por el estroma ductal, la membrana basal, una monocapa de células mioepiteliales y 
otra de epiteliales luminales (en contacto con la luz del ducto mamario) (Figura 3). El estroma 
ductal normal está compuesto de leucocitos, fibroblastos, miofibroblastos y células endoteliales. 
En el carcinoma in situ, las células mioepiteliales del ducto además de reducirse en número, 
sufren alteraciones epigenéticas y fenotípicas, probablemente debido a la degradación de la 
membrana basal; por otro lado incrementa el número de fibroblastos, miofibroblastos y linfocitos 
del estroma ductal. El carcinoma invasivo se da como resultado de la pérdida de la membrana 
basal y de la monocapa de células mioepiteliales, que permite que las células tumorales de origen 
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epitelial invadan el estroma adyacente. Potencialmente estas células podrán migrar a órganos 
distantes, generando eventualmente metástasis.  

 

Figura 3. Modelo hipotético de la progresión tumoral en cáncer de mama (Polyak, 2007). 

 

Los carcinomas de mama se caracterizan por presentar una histología heterogénea. La plasticidad 
celular epitelial puede generar diferentes subpoblaciones celulares que contribuyan a la 
heterogeneidad intratumoral. Sin embargo, la mayoría de los tumores presentan un fenotipo 
dominante, permitiendo su clasificación. Los métodos utilizados para clasificar los tumores de 
mama se basan en análisis diversos que incluyen estudios histopatológicos, moleculares, 
genéticos, de patología clínica y perfiles de expresión génica. En la clasificación histológica y 
molecular del cáncer de mama se han descripto al menos cuatro fenotipos diferentes: 1) el 
normal, que tiene un perfil de expresión similar al del tejido de mama no canceroso; 2) el 

luminal, que generalmente incluye tumores que son positivos para el REα+ y el receptor de 
progesterona (RP+), pero negativos para el receptor del factor de crecimiento epidérmico 2 

(HER2-); 3) el fenotipo REαααα-, que sobreexpresa HER2 o HER1; y 4) el fenotipo basal, que 

incluye tumores REα-, RP-, HER2- (Perou et al., 2000; Sørlie et al., 2001; Sørlie et al., 2003). El 
fenotipo luminal está a su vez dividido en dos grupos distintos: el “luminal A”, que expresa altos 
niveles de las citoqueratinas 8 y 18; y el “luminal B”, que expresa niveles muy bajos de estos 
genes. Las diferencias moleculares entre estos 4 fenotipos de cáncer de mama desencadenan en 
respuestas clínicas distintas frente a los tratamientos, en general los tumores del tipo basal tienen 
la peor prognosis tumoral, mientras que los de tipo luninal A poseen la mejor prognosis (Sørlie et 
al., 2001). 
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4.3 Transición Epitelio-Mesenquimática (TEM)  

Las células de origen epitelial y mesenquimático forman parte de la estructura y función de los 
órganos en desarrollo del embrión ya en sus estadíos tempranos. De ésta manera, las células con 
fenotipo mesenquimático proveen soporte y estructura a las células epiteliales a través de la 
producción de la matriz extracelular (ME) y a diferencia de las células epiteliales, tienen una gran 
motilidad y capacidad invasiva (Hay 2005). Sin embargo, estos fenotipos celulares no son siempre 
permanentes. Bajo determinadas condiciones las células epiteliales y las mesenquimáticas son 
capaces de convertirse de un fenotipo al otro. Este proceso, llamado transición epitelio-
mesenquimática (TEM), o la inversa, transición mesenquimática-epitelial (TME), es necesario 
para dar lugar a organismos complejos y para la morfogénesis. Por ejemplo, la plasticidad epitelial 
y la adquisición de propiedades invasivas, sin llegar a obtener un fenotipo mesenquimático 
completo es crítica en el desarrollo, particularmente en la morfogénesis de los ductos mamarios. 

Trabajos recientes en cáncer han identificado una plasticidad celular similar, en donde células 
tumorales epiteliales adquieren cualidades mesenquimáticas que le permiten escapar del tumor 
primario (Lopez-Novoa y Nieto, 2009). Debido a que la invasión local se cree que es necesaria 
para los primeros pasos de la diseminación metastásica, existe la hipótesis de que la TEM y la 
plasticidad epitelial contribuyen a la progresión tumoral (Micalizzi et al., 2010). Durante la 
embriogénesis, los pasos de la TEM son bien definidos, mientras que la TEM asociada a cáncer y 
fibrosis está poco definida. A pesar de que las características generales de este proceso son 
similares en la mayoría de los casos, algunos trabajos recientes han propuesto su clasificación en 
tres subtipos diferentes: TEM de desarrollo (tipo I); TEM de fibrosis y sanado de herida 

(Tipo II) y TEM asociada al cáncer (tipo III) (Kalluri y Weinberg, 2009). 

La regulación de la plasticidad celular epitelial durante la TEM está implicada en la progresión 
tumoral. Las células epiteliales que sufren la TEM pierden sus características como tales para 
adquirir un fenotipo mesenquimático, convirtiéndose en células con alta motilidad y capacidad 
invasiva. En resumen, en este proceso se producen los siguientes cambios celulares y moleculares: 
1) pérdida de la adhesión célula-célula y de la polaridad apical-basal, disminuyendo la expresión 
de moléculas de adhesión como la caderina E; 2) disminución de la expresión de las 
citoqueratinas epiteliales; 3) aumento de la expresión de proteínas mesenquimáticas como la 
vimentina; 4) reorganización del citoesqueleto adquiriendo una morfología ahusada característica 
de un fenotipo más móvil; 5) incremento de la capacidad de migrar e invadir; 6) resistencia 
aumentada a la apoptosis. Durante la progresión tumoral, las células epiteliales se desprenden del 
tumor primario, se adhieren e invaden el estroma adyacente, trasvasan a los vasos sanguíneos 
para luego eventualmente formar tumores secundarios. Este proceso metastático es similar a la 
TEM seguida por una transición mesenquimática-epitelial en el sitio de arresto (Chaffer et al., 
2007; Thiery 2002; Thiery 2003). En cáncer, se han observado pruebas de la existencia de la TEM 
en mama (Trimboli et al., 2008), ovario (Vergara et al., 2010), colon (Brabletz et al., 2005), y 
esófago (Usami et al., 2008). Guarino et al., (2007) postulan que en cáncer de mama la TEM es 
un mecanismo potencial por el cual las células tumorales pueden adquirir una mayor motilidad y 
un fenotipo invasivo para escapar del tumor primario. A su vez, existen evidencias de que éste 
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proceso puede ocurrir también de una forma más local en el borde invasor del tumor (Brabletz et 
al., 2001). 

La TEM requiere de la coordinación de una compleja red de señalización intracelular y 
extracelular, que involucra factores de iniciación y mecanismos de retroalimentación para dar 
lugar a los cambios intracelulares que conducen a la transformación epitelio-mesenquimática. Se 
ha demostrado que muchas vías de transducción de señales inducen la TEM in vitro (Thiery 2002). 
Esto incluye factores de crecimiento como EGF (Hardy et al., 2010), VEGF, las metaloproteasas 
(MMPs) (Radisky E y Radisky D, 2010), quinasas de tirosina no receptoras como la c-Src (Frame 
2002; Boyer et al., 1997) y la activación oncogénica de receptores con actividad de quinasa de 
tirosina (RTK) como el HER1 (Thiery 2002; Barr et al., 2008). Particularmente se ha reportado 
que RTKs como el HER1 y el RIGF-1 y por otro lado la c-Src, inducen la fosforilación de la 
caderina E y cateninas asociadas, conduciéndolas a su degradación (Fujita et al., 2002). El HER1 
parece estar involucrado en los estadíos de tumores de mama humanos más avanzados y podría 
tener un rol importante en la TEM y metástasis tumoral (Lichtner et al., 1995). 

 

4.4 Migración e invasión celular 

La motilidad de las células es un marcador de invasión en cáncer y es el primer paso involucrado 
en la metástasis. El citoesqueleto provee la infraestructura básica para mantener la motilidad 
celular. Está conformado por tres tipos de proteínas diferentes: microtúbulos, filamentos 
intermedios y filamentos de actina. La dinámica de la motilidad celular en cáncer de mama está 
regulada por el citoesqueleto de actina (Pollard y Borisy, 2003). En las células tumorales los 
filamentos de actina están organizados en una red tridimensional que forman 3 estructuras 
diferentes: lamelipodios, filopodios e invadopodios. Los lamelipodios son protrusiones de la 
membrana que se forman en el borde frontal de la célula en movimiento. Los filopodios 
comprenden proyecciones finas de la membrana sostenidas por filamentos de actina. Los 
invadopodios son extensiones de grosor moderado compuestos por filamentos de actina que se 
forman durante la invasión celular. Las células tumorales se adhieren a la ME a través de la unión 
de proteínas de transmembrana denominadas integrinas. Estos sitios de adhesión son regiones 
discretas (complejos focales) que también sirven como regiones de adhesión para los largos 
filamentos de actina llamados fibras de estrés (Chhabra y Higgs, 2007). El citoesqueleto de actina 
y las proteínas unidas a actina juegan un rol esencial en la motilidad celular. La Figura 4 resume 
el modelo de motilidad comunmente aceptado (Friedl y Wolf, 2003): 1) Se forma una protrusión 
(lamelipodio) en el borde de la célula que está en la dirección del movimiento; 2) anclaje de la 
membrana al sustrato en el borde frontal a través de la adhesión focal (estructuras de adhesión 
con integrinas); 3) se contrae la red de fibras de estrés de actina, que genera la tensión suficiente 
para tirar a la células hacia adelante; 4) desarmado de las adhesiones focales, permitiendo a la 
célula retraerse y ser arrastrada en la dirección del movimiento (Broussard et al., 2008).  

La familia de GTPasas de pequeño tamaño Rho, es un subgrupo dentro de la superfamilia de 
GTPasas Ras. Esta familia incluye a Rac, Rho y Cdc42, que son reguladores de la motilidad 
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celular. Rac induce el ensamblado de los complejos de adhesión focal y la polimerización de 
actina durante la formación de lamelipodios. Rho estimula la formación de fibras de estrés, 
mientras que Cdc42 induce la polimerización de actina para la formación de filopodios (Etienne-
Manneville y Hall, 2002; Hall 1998). Las GTPasas actúan como intercambiadores de GTP 
(guanosina trifosfato)-GDP (guanosina difosfato). Cuando las células son estimuladas con 
factores de crecimiento como EGF, la molécula de GDP unida a la GTPasa inactiva es 
intercambiada por GTP, llevándola a su activación. La GTPasa activa estimula a los efectores que 
llevan a la reorganización del citoesqueleto de actina y a la motilidad en la célula de cáncer de 
mama (Ostrander et al., 2007; Heasman y Ridley, 2008) (Figura 4). 

 

Figura 4: Migración celular (Jiang et al., 2009). 

 

Dependiendo del tipo tumoral y del tejido adyacente, la migración celular se puede dar a través de 
diferentes tipos de estrategias, con el fin de vencer la resistencia física establecida por la red 
tridimensional de los tejidos. En los cortes histológicos se pueden distinguir principalmente dos 
patrones de invasión diferentes: 1) la invasión celular individual, y 2) la invasión celular 

colectiva (Figura 5). 
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Figura 5. Estrategias de invasión y migración celular (Yilmaz et al., 2007). 

 

1) Migración o invasión celular individual 

Las células tumorales que migran o invaden en forma individual pueden emplear una estrategia de 
tipo A) fibroblasto o B) leucocito para atravesar la ME. 

 

A) Estrategia de invasión tipo fibroblasto: migración mesenquimática 

La invasión mesenquimática es iniciada por la transición epitelial-mesenquimática (TEM) de las 
células tumorales individuales en el frente invasor del tumor primario (Figura 5a). Este tipo de 
invasión se caracteriza por la morfología ahusada de las células tumorales y por la expresión de 
metaloproteasas y cierto tipo de integrinas. 

 

B) Estrategia de invasión tipo leucocito: migración ameboidal 

Al igual que los leucocitos, las células de cáncer de mama pueden realizar en forma eficiente la 
migración de tipo ameboidal, que se caracteriza por la interacción débil con el estroma. En este 
tipo de motilidad no se requiere de metaloproteasas, ya que las células logran escurrirse a través 
de los “poros” que se forman dentro de la ME (Figura 5b). 

Dependiendo de la composición del microambiente, se cree que las células de cáncer de mama 
pueden alternar libremente entre estos dos tipos de estrategias de migración. 
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2) Migración o invasión celular colectiva 

Otro mecanismo por el cual las células tumorales pueden diseminarse a partir del tumor primario 
es la invasión colectiva (Friedl y Gilmour, 2009; Giampieri et al., 2009; Nabeshima et al., 1999; 
Friedl P et al., 1995). El marcador de invasión colectiva es la presencia de uniones entre las 
células invasoras debido a la continua expresión de moléculas de adhesión en las mismas. Existen 
dos estrategias diferentes: A) invasión coordinada e B) invasión de cohorte. 

 

A) Invasión colectiva coordinada: 

Durante la invasión colectiva coordinada, las células de cáncer de mama invaden el tejido 
adyacente sin perder el contacto con las células vecinas y el tumor primario. Este tipo de invasión 
es dependiente de metaloproteasas (Figura 5c). 

 

B) Invasión colectiva de cohorte: 

La invasión colectiva de cohorte (grupo de 6 a 10 células tumorales) se caracteriza por la 
interacción  entre las células migrantes pero la pérdida de contacto con el tumor primario. Este 
tipo de invasión es también dependiente de metaloproteasas (Figura 5d). 

Es de interés remarcar que la estrategia de invasión de un tumor puede determinar la preferencia 
del mismo por una determinada vía de diseminación para dar eventualmente mestástasis. De esta 
manera, la invasión individual de células tumorales in vivo, particularmente en cooperación con 
macrófagos, dirige a las células a los vasos sanguíneos resultando en la diseminación por esta vía 
(Condeelis y Segall, 2003; Wyckoff et al., 2004). Por otro lado, la invasión colectiva dirige a las 
células tumorales a los vasos linfáticos (Giampieri et al., 2009). 

 

4.5 Metaloproteasas 

La degradación proteolítica de la ME es crucial para la invasión celular (exceptuando la invasión 
ameboidal). Las metaloproteasas (MMPs), son una familia de endopeptidasas dependientes de 
zinc que están involucradas en las degradación de la ME. En los procesos normales fisiológicos, 
estas enzimas juegan un rol en los eventos asociados al remodelado del tejido normal como en el 
desarrollo embrionario, angiogénesis, involución mamaria, etc. Se cree que la expresión anormal 
de MMPs contribuye a varios procesos patológicos, entre ellos el crecimiento tumoral, invasión y 
metástasis (Chambers y Matrisian, 1997). La familia de MMPs consiste en 23 miembros 
diferentes. Las MMPs han sido clasificadas de acuerdo a la especificidad de sustrato y a su 
estructura en cuatro grupos principales: 1) colagenasas, 2) gelatinasas, 3) estromelisinas, y 4) 
MMPs de membrana (MT-MMPs) (Chambers y Matrisian, 1997; Duffy y McCarthy, 1998).  
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Las colagenasas catalizan la degradación del colágeno en su forma fibrilar (ej: tipo I, II y III); 
ejemplos de ellas son la MMP1, MMP8 y MMP13. 

Las gelatinasas, que son también denominadas colagensasas de tipo IV, degradan gelatina 
(colágeno desnaturalizado), y colágeno de tipo IV, V, VII, IX y X. El colágeno de tipo IV es 
particularmente abundante en la ME y en la membrana basal, que es la membrana que separa el 
parénquima del estroma. Este subgrupo de MMPs posee dos miembros, la gelatinasa A (MMP2) 
y la gelatinasa B (MMP9).  

Las estromelisinas catalizan la degradación de proteoglicanos, y proteínas no colágenas como la 
laminina, fibronectina y las regiones no helicales del colágeno IV. 

El cuarto grupo consiste en el grupo de MMPs de membrana, que poseen un dominio de unión 
a membrana. El miembro mejor caracterizado es MT1-MMP.  

 

1) Estructura  

A pesar de que cada MMP en particular posee una determinada estructura, la gran mayoría 
poseen una secuencia de dominio que incluye: 1) una secuencia peptídica (pre), 2) un dominio 
pro-péptido (pro), 3) un dominio catalítico, que contiene un sitio activo Zn2+  y 4) un dominio C-
terminal tipo hemopexina (Figura 6) (Nagase y Woessner, 1999). Sin embargo, muchas MMPs 
tienen dominios adicionales como dominios de trans-membrana o dominios citoplasmáticos 
(Stamenkovic 2003).  

 

 

Figura 6: Estructura proteíca de MMP2 y MMP9. pre: secuencia peptídica, pro: pro-péptido, catalítico: dominio 
catalítico, hemopexina: dominio hemopexina, SH: residuo cisteína, Zn: sitio activo Zn2+(Yoon et al., 2003). 

 

2) Regulación  

La actividad de las MMPs está regulada en múltiples niveles. A pesar de la complejidad de la 
regulación de estas enzimas, se pueden reconocer tres niveles principales de control endógeno: 
transcripción del gen, activación de la pro-enzima e inhibición de la actividad enzimática. De esta 
manera, se regula finamente la actividad de las MMPs en la fisiología normal. La alteración de 
cualquiera de estos tres niveles de control en la actividad de las MMPs ha sido asociada a la 
progresión tumoral (Celentano y Frishman, 1997). 
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A) Regulación transcripcional 

El análisis estructural y funcional de la región promotora de los genes que codifican para las 
MMPs proporcionó un mayor entendimiento de los mecanismos que regulan su expresión. 
Existen estudios que revelaron la presencia de sitios de unión a AP-1 en la mayoría de los 
promotores de los genes de MMPs (Pendas et al., 1997). Este elemento “enhancer” une 
homodímeros o heterodímeros de la familia de oncoproteínas Fos y Jun., siendo esto una 
interesante conexión entre los factores de transcripción relacionados a la transformación maligna 

y la expresión de MMPs. A su vez, sitios de unión para los factores de transcripción NFκB y 

Cbfa1 son también necesarios para regular en forma precisa la expresión de genes de MMPs y su 
especificidad tisular (Bond et al., 1998; Jiménez et al., 2001). De esta manera, las MMPs están 
reguladas por una gran variedad de estímulos que desencadenan vías de señalización intracelulares 
que activan a dichos factores transcripcionales. Algunos de esos estímulos son: citoquinas, 
factores de crecimiento (ej: FGF, EGF, VEGF) (Miyake et al., 1997; Kim et al, 2009; Lamoreaux 
et al., 1998); hormonas esteroideas y ésteres de forbol (PMA), el factor de crecimiento 
transformante beta (TGF-beta), y el factor de necrosis tumoral (TNF) (Parsons et al., 1997). 

 

B) Activación de las pro-metaloproteasas 

Las MMPs, como la mayoría de las enzimas proteolíticas, son sintetizadas como zimógenos 
inactivos. Es por ello, que la activación de las pro-MMPs es otro paso fundamental en la 
regulación de la actividad de estas enzimas. Todas las MMPs son secretadas al exterior de la célula 
como zimógenos, con excepción de las MT-MMPs. En el dominio pro-péptido de las MMPs, 
existe un residuo de cisteína que estabiliza a la pro-enzima inactiva (van Wart et al., 1990). Por 
otro lado en el dominio catalítico hay un sitio Zn2+ activo presente que se une al residuo de 
cisteína nombrado previamente (Figura 6). Cuando esto último ocurre, la metaloproteasa se 
encuentra inactiva. Al romperse la unión cisteína-Zn2+, el zinc no catalítico de la MMP pasa a ser 
catalítico, resultando en una enzima con actividad intermedia (van Wart et al., 1990; Springman et 
al., 1990). Para que la MMP adquiera una capacidad catalítica completa, el pro-dominio debe ser 
clivado (Springman, et al., 1990), llevando a la reducción del peso molecular de la ezima 
completamente activa. In vivo, las MMPs pueden activarse por autoclivaje, aunque generalmente 
son activadas por otras proteinasas (ej: tripsina, plasmina). Una vez activas, éstas son capaces de 
activarse entre ellas, por ejemplo las gelatinasas MMP2 y 9, pueden activarse entre sí. 

 

C) Inhibidores endógenos 

La actividad de las MMPs está regulada por varios tipos de inhibidores endógenos, de los cuales 
los inhibidores de metaloproteasas de tejidos (TIMPs) son los más importantes (Brew et al., 
2000). Los TIMPs son, también, proteínas secretadas pero podrían encontrarse en la superficie 
celular asociadas con las MT-MMPs. Está descripto que los TIMPs inhiben a las MMPs de forma 
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reversible al unirse a la región catalítica de estas enzimas. Esta unión TIMP-MMP se da en una 
relación estequiométrica (1:1) (Gomis-Ruth et al., 1997). 

 

3) Metaloproteasas en cáncer de mama 

Actualmente se conoce que las MMPs juegan un rol muy importante en cáncer de mama, 
participando tanto en la iniciación y crecimiento tumoral, como en la progresión. 

 

A) Rol de las MMPs en la iniciación y crecimiento tumoral 

Existen numerosas evidencias que demuestran que algunos de los genes clave involucrados en la 
carcinogénesis mamaria (oncogenes c) pueden contribuir a la tumorigénesis al regular la expresión 
de las MMPs. La transfección de células de cáncer de mama MCF-10A con c-ErbB-2 o c-Ras 
resulta en la expresión incrementada de MMP2 (Giunciuglio et al., 1995). Los posibles 
mecanismos por los cuales las MMPs pueden contribuir a la iniciación o crecimiento tumoral 
incluyen: la promoción de la angiogénesis, la activación de factores de crecimiento o de sus 
receptores (por liberación de factores de crecimiento secuestrados en la ME) (Manes et al., 1997; 
Levi et al., 1996; Masson et al., 1998; Codony-Servat et al., 1999); y la inactivación de inhibidores 
de factores de crecimiento. Las MMPs pueden promover la angiogénesis por, al menos, dos 
mecanismos diferentes: al degradar barreras permitiendo la invasión de las células endoteliales, y 
al liberar factores que promueven y mantienen la angiogénesis (Stetler-Stevenson 1999). 

 

B) Rol de las MMPs en la progresión tumoral 

Las MMPs juegan un rol esencial en la invasión celular y metástasis favoreciendo por lo tanto la 
progresión tumoral (Chambers y Matrisian, 1997; Duffy y McCarthy, 1998). Para que las células 
tumorales puedan intravasar y extravasar los vasos sanguíneos, la ME y la membrana basal ricas 
en colágeno de tipo IV deben ser degradadas. Dado que las MMP2 y MMP9 son las únicas 
capaces de degradar el colágeno de tipo IV, se le ha dado una especial importancia al rol que 
cumplen estas MMPs en la metástasis (Chambers y Matrisian, 1997). Existen numerosos trabajos 
que han observado altos niveles de MMP2 y 9 asociados con un incremento en la metástasis. 
Hasta el momento, la conclusión a la cual se puede llegar, es que el número y cantidad relativa de 
MMPs se ve incrementado con la progresión tumoral en cánceres de diferentes tipos 
(MacDougall et al., 1995; Ueda et al., 1996). Particularmente, en cáncer de mama las MMP2 y 9 
están sobre-expresadas, y se cree que son muy importantes para la invasión celular, metástasis y 
angiogénesis (Jones et al., 1999; Pellikainen et al., 2004; Hanemaaijer et al., 2000; Weigelt et al., 
2005).  
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4.6 Metástasis 

En cáncer de mama, el 90% de las muertes se deben a las metástasis originadas a partir del tumor 
primario. Se estima que el 6% de los pacientes tienen metástasis al momento del diagnóstico de la 
enfermedad, mientras que se cree que del 20 al 50% de los pacientes diagnosticados por primera 
vez con cáncer de mama desarrollarán eventualmente enfermedades metastásicas (Lu et al., 2009).  

A pesar de que han sido identificados una gran variedad de subtipos histológicos de cánceres de 
mama invasivos, el carcinoma ductal invasivo es el subtipo predominante, representando entre el 
50 al 80% del total de los cánceres invasivos (Tavassoli y Devilee, 2003). En cáncer de mama, los 
sitios más frecuentes de metástasis son los pulmones, huesos e hígado (Lee 1983). Está aceptado 
que el riesgo de desarrollar metástasis incrementa con la presencia de metástasis en los ganglios 
linfáticos axilares, el incremento del tamaño del tumor primario y la pérdida de diferenciación 
histopatológica (el grado) del mismo, siendo éstos marcadores de prognosis tumoral en cáncer de 
mama (Page 1991). En pacientes sin metástasis en ganglios linfáticos axilares, un marcador 
predictivo de metástasis a larga distancia es la invasión de los vasos sanguíneos (Mascarel et al., 
1998). A pesar de los esfuerzos realizados para poder establecer una prognosis tumoral, existe un 
porcentaje de pacientes que se escapan a dichos estudios predictivos. Es así que, 
aproximadamente un tercio de las mujeres que tienen cáncer de mama que no se diseminaron a 
nódulos linfáticos desarrollan metástasis distantes; mientras que un tercio de las pacientes que 
poseen los nódulos linfáticos comprometidos permanecen libres de metástasis en órganos 
distantes 10 años después de su terapia local (Hellman 1994). 

Los tumores secundarios se forman a partir de células cancerosas que dejan el tumor primario y 
viajan, principalmente, por los vasos sanguíneos y linfáticos para alcanzar el nuevo sitio del 
cuerpo donde formarán una nueva colonia (Yilmaz et al., 2007). Para dejar el tumor primario y 
diseminarse a órganos distantes, las células tumorales deben seguir una serie de eventos 
biológicos complejos conocidos como “cascada metastásica”. Primero, las células cancerosas 
pierden capacidad de adherirse a las células vecinas y ganan habilidad de migrar e invadir como se 
describió previamente (ver sección 4.3 y 4.4). Entonces, las células atraviesan la membrana basal e 
invaden el tejido adyacente alcanzando los vasos linfáticos y sanguíneos. Luego de una 
intravasación exitosa, las células deberán sobrevivir en la circulación, diseminarse por todo el 
cuerpo, reconocer órganos específicos blanco y extravasarse al nuevo ambiente. En este nuevo 
sitio deberán iniciar el programa de sobrevida para poder formar micrometástasis y luego deberán 
reiniciar los programas proliferativos, generando entonces neoplasias macroscópicas detectables 
clínicamente (Fidler 2003) (Figura 7). Esta serie de eventos de alta complejidad que se suceden 
durante la “cascada metastásica” está orquestada por vías de transducción de señales que se 
disparan dentro de las células tumorales. Sin embargo, las interacciones entre las células tumorales 
y las células estromales no cancerosas juegan un rol esencial a lo largo de todo este proceso 
(Valastyan y Weinberg, 2011).  
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Figura 7. Cascada metastásica (Valastyan y Weinberg, 2011). 

 

Existen diferentes modelos que explican cómo las células del tumor primario son capaces de dar 
metástasis en órganos distantes durante la “cascada metastásica”. El modelo tradicional de 
metástasis sugiere que la mayoría de las células del tumor primario tienen un bajo potencial 
metastático, pero lo adquieren por mutaciones somáticas que se dan en estadíos tardíos de la 
tumorigénesis (Fidler y Kripke, 1977) (Figura 8a). A su vez, el modelo de metástasis espontánea 
describe que todas las células del tumor primario tienen la capacidad de desarrollar tumores 
secundarios, y que la metástasis es producto de la diseminación azarosa de las mismas (Milas et 
al., 1983) (Figura 8b). El modelo de “heterogeneidad dinámica” propone que en el tumor 
primario se generan constantemente subpoblaciones de células metastásicas pero al ser inestables, 
se da un equilibrio dinámico entre la generación y la pérdida de dichas células (Hill et al., 1984) 
(Figura 8c). Por otro lado, la teoría de la “dominancia clonal” explica que una vez que se origina 
un subclon metastásico dentro del tumor primario, éste prolifera dominando el resto de la masa 
tumoral (Kerbel et al., 1988) (Figura 8d). Por último, García-Olmo et al. (1999) proponen un 
modelo controvertido: el de la “hipótesis de genometástasis”, basada en estudios in vitro, que 
sugiere que la metástasis se da como producto de la transfección de células susceptibles de 
órganos distantes con oncogenes circulantes en plasma que derivan del tumor primario (Figura 

8e). 
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Figura 8. Modelos de metástasis. a: Modelo tradicional; b. Modelo de metástasis espontánea; c: Modelo de 
heterogeneidad dinámica; d: Modelo de dominancia clonal; e: Hipótesis de genometástasis. Células rojas: tumorales 
metastásicas; Células lilas: tumorales no metastásicas (Weigelt et al., 2005). 

 

En estos últimos tiempos, descubrimientos obtenidos con estudios de “microarray” de ADN han 
restablecido la discusión del proceso metastásico incorporándose nuevos modelos. Los perfiles 
de expresión génica de los tumores primarios permiten discriminar entre un tumor con riesgo 
metastásico y pobre-prognosis (células rojas, Figura 9a) y un tumor de buena-prognosis 
(células lilas, Figura 9a), indicando ésto que la capacidad metastásica se adquiere 
tempranamente en la tumorigénesis (van 't Veer et al., 2002). Una variación a este modelo fue 
propuesta por Kang et al. (2003), donde los tumores primarios con alta capacidad metastásica 
poseen el perfil de expresión génica de pobre-prognosis y que existe un perfil de expresión 
específico adicional que predice el sitio de metástasis (verde: hueso; azul: hígado; violeta: pulmón; 
Figura 9b). El modelo de evolución paralela explica que la diseminación de las células 
metastásicas tumorales ocurre tempranamente en la oncogénesis y en forma independiente de las 
células del tumor primario (Schmidt-Kittler et al., 2003) (Figura 9c). Un modelo alternativo de 
metástasis atractivo se basa en el descubrimiento de que los tumores contienen células madre 
cancerosas. Este modelo propone que solo estas células, y no el resto del tumor, tienen la 
capacidad de generar tumores secundarios (Al-Hajj et al., 2003) (Figura 9d). 
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Figura 9: Modelos de metástasis basados en estudios de perfil de expresión génica (Weigelt et al., 2005). 

 

Estudios con marcadores prognósticos han demostrado que el microambiente tumoral 
contribuye significativamente en la tumorigénesis. Este concepto está avalado por numerosos 
trabajos in vivo e in vitro recientes (Bhowmick et al., 2004; Bissell y Labarge, 2005). La integración 
entre este concepto y los modelos metastáticos propuestos hasta el momento, permitiéron a 
Weigelt et al. (2005) proponer un nuevo modelo. El mismo explica que las células madre de la 
mama sufren mutaciones oncogénicas que llevan a la transformación de las mismas, generándose 
tumores de prognosis tumoral pobre y con alta capacidad metastásica. En cambio, cuando las 
mutaciones ocurren en células progenitoras diferenciadas, se genera un tumor no metastásico 
con una buena prognosis tumoral. En los tumores metastásicos de pobre prognosis, bajo la 
influencia de los fibroblastos tumorales, sólo la población de células madre tumorales tiene 
habilidad de dar metástasis. Se cree que en estos tumores, existen variantes de células madre 
cancerosas con perfiles de expresión génica diferentes que definen la especificidad de tejido para 
la metástasis.  

 

4.7 Modelos experimentales de metástasis 

En cáncer de mama, los conocimientos en la progresión tumoral y metástasis adquiridos en los 
últimos tiempos, se obtuvieron como producto del uso de dos modelos in vivo diferentes: A) 
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Modelos con técnicas de trasplante; y B) Modelos con ratones modificados 

genéticamente. 

 

 A) Modelos con técnicas de trasplante 

Teniendo en cuenta la especie y el “background” genético del huésped y del donante, se 
puede distinguir entre dos tipos de trasplantes: singenéico y xenotrasplante. El trasplante 
de células de cáncer de mama de un ratón a otro ratón con “background” genético idéntico 
(trasplante singenéico) evita la respuesta inmune del huésped frente a la células tumorales del 
donante. Estos modelos permiten al investigador estudiar la contribución del sistema inmune, 
que se encuentra intacto en la progresión tumoral (Gravekamp et al., 2004). Para estudiar el 
crecimiento y capacidad metastásica de diferentes líneas celulares de cáncer de mama humano 
in vivo se realizan experimentos de xenotrasplante utilizando ratones inmunosuprimidos, 
como los ratones atímicos y los ratones con inmunodeficiencia severa adquirida (SCID) 
(Hurst et al., 1993). La implantación de líneas celulares de cáncer de mama humano es 
relativamente simple y permite la manipulación genética o farmacológica de las células 
implantadas. Sin embargo, existen limitaciones claras en los modelos de xenotrasplante. 
Primero, la respuesta inmune, que juega un rol fundamental en el desarrollo tumoral, está 
disminuida en ratones inmunosuprimidos. Segundo, el componente estromal no es del mismo 
origen que el tumoral. Existe un gran número de modelos de xenotrasplante que se usan de 
rutina en investigación en cáncer de mama, y la mayoría derivan de líneas celulares 
establecidas (Tabla 1). Entre los más usados se encuentra el modelo de la línea celular MDA-
MB-231 en ratones atímicos. La MDA-MB-231 es una línea celular de cáncer de mama 
humano independiente de estrógenos que deriva de la efusión pleural de un paciente con 
cáncer de mama. 

El uso de modelos de trasplantes, ya sean singenéicos o xenogenéicos, pueden tener dos tipos 
diferentes de abordajes experimentales: 1) ensayos de metástasis experimental y 2) 
ensayos de metástasis espontánea. 

En los ensayos de metástasis experimental las células tumorales son dirigidas 
directamente a la circulación sistémica. Dependiendo del sitio de inyección y del tropismo de 
las células, se pueden generar metástasis en diferentes órganos. En cáncer de mama las células 
tumorales son usualmente inyectadas en: a) la vena de la cola, resultando en metástasis en 
pulmón; b) la vena portal, que lleva a la colonización del hígado; y c) el corazón (por punción 
intracardíaca), que puede generar metástasis en un espectro más amplio de órganos 
incluyendo el hueso. Los modelos experimentales de metástasis se caracterizan por una serie 
de ventajas. La corta duración del ensayo, la reproducibilidad, y el hecho de que el 
investigador tiene el control del número y tipo de células que entran en circulación. Sin 
embargo, en este modelo solo se analizan los últimos pasos de la metástasis, y no el proceso 
completo. A su vez, es importante tener en cuenta que en este modelo las células metastásicas 
no se arrestarán e interactuarán con el tejido blanco como ocurre naturalmente, ya que al 
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haber un gran número de éstas, circularán en forma independiente y no como émbolos 
(célula tumoral asociadas a plaquetas).  

En los ensayos de metástasis espontánea, las células tumorales pueden ser implatadas en 
la mama (implantación ortotópica) o en la piel (implantación ectotípica). En estos modelos la 
formación del tumor primario y de las subsecuentes metástasis en parte, son similares a los 
múltiples pasos implicados en el desarrollo del cáncer de mama maligno en pacientes 
(Khanna y Hunter, 2005). Muchas líneas celulares de cáncer pueden generar metástasis 
espontáneas al ser inoculadas en la mama del ratón (implante ortotópico) (Tabla1), 
permitiendo el estudio del proceso metastásico completo. La línea celular MDA-MB-231 al 
ser inoculada en el cordón mamario de ratones atímicos puede generar metástasis en pulmón, 
hígado, cerebro y nódulos linfáticos mamarios (Minn et al., 2005). 

 

 

Tabla 1: Modelos de xenotrasplantes más comúnmente usados en cáncer de mama (Kim y Baek, 2010). A: 
adenocarcinoma; CDI: carcinoma ductal invasivo; ADI: carcinoma ductal infiltrante; CD inf: carcinoma ductal 
inflamatorio; EP: efusión pleural; NMC: nódulo metastático cutáneo; CMP: cáncer de mama primario. 

 

 B) Modelos con ratones modificados genéticamente 

Con el fin de generar ratones modificados genéticamente para estudios de cáncer de mama, hoy 
en día, se utilizan técnicas moleculares para obtener ratones con deleciones de genes que 
codifican para supresores tumorales o ratones transgénicos que expresan determinados 
oncogenes (Kim y Baek, 2010). Particularmente, para los estudios en cáncer de mama se utilizan 
promotores específicos de mama con el fin de restringir la expresión del oncogen en la glándula 
mamaria. De ésta manera se han generado ratones transgénicos que expresan el oncogen (HER1, 
Wnt1, Ras, etc) bajo el control de los promotores MMTV (“mouse mammary tumor virus”) o 
WAP (“whey acid protein”) que generan tumores espontáneos en la glándula mamaria, y que 
luego podrían desarrollar metástasis (Bouchard et al., 1989). 
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5. Vías de transducción de señales 

5.1 Quinasa de tirosina c-Src 

La familia de quinasas Src (SFKs) comprende una clase de quinasas de tirosina no receptoras 
asociadas a membrana, involucradas en una variedad de caminos de transducción de señales. 
Existen 9 miembros en la familia, incluyendo a c-Src, c-Yes, Fyn, Lyn, Lck, Hck, Blk, Fgr y Yrk. 
Su participación en caminos de señalización celulares normales, acoplada a la capacidad de estar 
activas constitutivamente para inducir transformación celular, ha conseguido un fuerte interés en 
el estudio del rol de estas quinasas en la progresión de los cánceres humanos (Summy y Gallick, 
2003). 

La c-Src funciona como un co-transductor de señales de membrana activando una gran variedad 
de receptores de factores de crecimiento, incluyendo el HER1 (Biscardi et al., 1998). 

 

A) Estructura y mecanismos de regulación 

La miristilación amino-terminal de c-Src es requerida para la asociación con la membrana celular 
y es esencial para su función transformante. La c-Src se autofosforila en la Tirosina-416 y esta 
fosforilación es requerida para su completa actividad (Roskoski 2005). Los estudios de función y 
estructura elucidaron que su actividad es regulada tanto por fosforilación como por interacciones 
proteína-proteína involucrando los dominios SH2 y SH3 (Gonfloni et al., 1999). La fosforilación 
de la Tirosina-527 del carboxilo terminal promovida por Csk conduce a la unión de esta región 
con el dominio SH2 de la misma proteína que se transforma en una conformación “cerrada” o 
inactiva (Okada y Nakagawa, 1989). Las interacciones entre el dominio SH3 y el dominio quinasa 
también contribuyen a la regulación negativa. 

Existen varios caminos por los cuales la c-Src puede activarse: a) defosforilación de la Tirosina-
527 por una fosfatasa, b) deleción o mutación de la Tirosina-527, c) desplazamiento por ligandos 
de alta afinidad, de las interacciones intramoleculares mediadas por SH2 y SH3 y d) fosforilación 
de la Tirosina-416 (Frame 2002; Roskoski 2005). Alguno o varios de estos caminos propuestos 
podrían ser los responsables de la activación de c-Src en células de cáncer (Figura 10). 

 

 

Figura 10. Estructura de la c-Src quinasa. La molécula está compuesta por una secuencia amino terminal de 
miristilación (M), una región única (U), los dominios de interacción con proteínas SH2 y SH3, un dominio quinasa 
de tirosina que contiene la Tirosina-416 y un dominio regulatorio carboxi-terminal (R) que contiene a la Tirosina-
527 (Frame 2002). 
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Se propuso un mecanismo regulatorio bidireccional, en el cual la modulación enzimática de c-Src 
podría primariamente regular la disponibilidad de los dominios de interacción proteína-proteína. 
Es decir, por un lado los dominios regulatorios inhiben la actividad de c-Src y, por el otro, la 
actividad de c-Src controla la disponibilidad de los dominios regulatorios (Gonfloni et al., 2000). 
Estos hallazgos han provisto una explicación para la oncogenicidad de v-Src en la cual la región 
regulatoria del carboxilo terminal ha sido sustituida por otros aminoácidos. Se observó que la 
pérdida de la región que contiene la Tirosina-527 es la primera razón para que se convierta en una 
proteína transformante. En cáncer de colon se reporta la expresión de una c-Src truncada en el 
carboxilo terminal (Irby et al., 1999) (Figura 11). 

 

 

Figura 11. Tipos de regulación de la c-Src quinasa. Según el tipo de regulación involucrada, se puede llevar a 
una “apertura” conformacional de la c-Src y la activación catalítica que puede ocurrir en células tumorales (Frame 
2002). 

 

B) c-Src en cáncer de mama 

La c-Src se encuentra sobreexpresada en más del 70% de los cánceres mamarios, y 
frecuentemente se acompaña de una sobreexpresión de HER1 (Ottenhoff-Kalff et al., 1992; 
Luttrell et al., 1994; Muthuswamy et al., 1994). La c-Src está involucrada no sólo en procesos 
normales de mitogénesis inducidas por EGF (Luttrell et al., 1988; Wilson et al., 1989), sino que 
también potencia la acción de los miembros de la familia del HER1 durante la tumorigénesis 
(Biscardi et al., 1999a; Biscardi et al., 2000; Maa et al., 1995, Dimri et al., 2007). Se demostró que 
el dominio SH2 de c-Src se asocia con el HER1 y HER2/Neu activados de líneas celulares de 
cáncer de mama (Luttrell et al., 1994). También se observó que la actividad de c-Src aumenta en 
forma dependiente de EGF en células que sobreexpresan HER1 (Oude-Weernink et al., 1994). 
Biscardi et al. (1998) reportaron que c-Src y HER1 se co-asocian en forma dependiente de EGF 
en líneas celulares de cáncer de mama y en tumores que sobreexpresan ambas proteínas. 



Introducción 

27 

5.2 Receptores de Factores de Crecimiento Epidérmico  

Las proteínas ErbBs o Receptores de Factores de Crecimiento Epidérmico pertenecen a la 
subclase I de la superfamilia de Receptores con actividad quinasa de tirosina (RTKs). Existen 4 
miembros en la familia de ErbB: el receptor de EGF o Erb1 o HER1, el Erb2/Neu/HER2, el 
Erb3/HER3 y el Erb4/HER4. Todos tienen en común un dominio de unión al ligando 
extracelular, una región transmembrana y un dominio citoplasmático con función quinasa de 
tirosina (Olayioye et al., 2000).  

Una familia de ligandos, los factores de crecimiento relacionados con el EGF, se unen al dominio 
extracelular de los ErbBs llevando a la formación de homo y heterodímeros. La dimerización 
consecuentemente estimula la actividad intrínseca de tirosina quinasa de los receptores y 
desencadena la autofosforilación de residuos de tirosina específicos dentro del dominio 
citoplasmático. Estos residuos fosforilados sirven como sitios de anclaje para moléculas 
involucradas en la regulación de cascadas de señalización intracelulares. Por último, los efectos río 
abajo sobre la expresión genética determinan la respuesta biológica a la activación del receptor 
(Olayioye et al., 2000).  

Existen principalmente tres vías de señalización que pueden desencadenarse por la activación del 
HER1 y los otros miembros de la familia: la de Ras/ERK1/2, la de PI3K/Akt y la de 
JAK/STAT (Henson y Gibson, 2006) (Figura 12). 

 

A) Vías de señalización del HER1 

-Vía Ras/ERK 1/2 

Las MAPK constituyen una superfamilia de quinasas de serina/treonina que son activadas por 
diversos estímulos, incluyendo el EGF. Luego de la activación y autofosforilación del HER1, el 
dominio SH2 de Grb2 puede unirse a este receptor en forma directa o indirectamente vía la 
unión de Shc (Sasaoka et al., 1994). Seguidamente, se recluta la proteína SOS a la membrana, 
quién vía su actividad provoca el intercambio de GDP por GTP en la proteína Ras, activándola. 
Ras a su vez activa a Raf-1 por medio de su fosforilación. Esto lleva a la fosforilación y activación 
de la quinasa MEK1/2 quien luego a su vez fosforila y activa a las MAP quinasas ERK1/2, 
quienes posteriormente fosforilan distintos sustratos citosólicos o nucleares (Olayioye et al., 
2000).  

 

-Vía PI3K/Akt  

La fosfatidil inositol 3 quinasa (PI3K) es una enzima que cataliza la transferencia de un grupo 
fosfato del ATP al fosfatidil inositol, generando un fosfatidilinositol 3’-fosfato (PIP) y de esa 
forma desencadena una vía de transducción de señales. Los PIP sirven de sitio de anclaje de 
proteínas que poseen un dominio de homología a plecstrina (PH). 
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Luego de la autofosforilación del HER1 se recluta la PI3K a la membrana, que se estimula 
mediante la unión de su dominio SH2 a las tirosinas fosforiladas del HER1. La activación de la 
quinasa lleva a la formación de PIP, que luego sirve de sitio de anclaje de la quinasa de 
serina/treonina Akt, translocándola a la membrana donde se fosforila y activa. Esta quinasa 
puede luego fosforilar numerosos sustratos (Song et al., 2005). 

 

-Vía JAK/STAT  

La quinasa Janus (JAK) es una familia de quinasas de tirosina que fosforilan a las proteínas 
Transductoras de Señales y Activadoras de la Transcripción (STATs). Tanto JAK como STAT se 
asocian con el HER1 fosforilado, permitiendo que JAK fosforile a STAT. Una vez fosforiladas, 
las proteínas STAT se translocan al núcleo, donde inducen la transcripción de numerosos genes 
(Rawlings et al., 2004).  

 

 

Figura 12. Vías de señalización del receptor HER1. El EGF se une a receptores ErbBs desencadenando la 
activación de una red de vías de señalización, como la vía PI3K/AKT (verde), la vía RAS/ERK (rojo) y la vía 
JAK/STAT (amarillo). Estas vías llevan a la activación de proteínas anti apoptóticas (blanco) y la inactivación de 
proteínas proapoptóticas (negro). Los homodímeros de HER2 activan las mismas vías pero no requieren del EGF 
para su activación y los receptores acoplados a proteína G activan a los receptores ErbBs vía la fosforilación en 
tirosina de los ErbBs mediada por la quinasa c-Src (Henson y Gibson, 2006). 

 

De acuerdo al contexto celular estas tres vías de señalización pueden desencadenar respuestas 
biológicas diversas, como proliferación, apoptosis, sobrevida, migración e invasión celular 
(Henson y Gibson, 2006; Wang et al., 2007).  
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Los ligandos que se unen a los ErbBs son numerosos y se reconocen como factores de 
crecimiento relacionados con EGF (Peles y Yarden, 1993). Son producidos como precursores 
transmembrana y son procesados y liberados por proteólisis (Massagué y Pandiella, 1993). Hay 

numerosos ligandos que incluyen EGF, anfiregulina y TGFα, los cuales se unen específicamente 
al HER1 y betacelulina, EGF unido a heparina (HB-EGF) y epiregulina que exhiben una 
especificidad dual uniéndose tanto al HER1 como al HER4.  

 

B) HER1 en cáncer de mama 

El HER1 tiene varias funciones en el desarrollo normal de la glándula mamaria, y se ha 
encontrado en células epiteliales ductales de tejido mamario normal (Biscardi et al., 1999b). De 
todos los tumores mamarios humanos, aproximadamente el 30% sobreexpresan HER1, y esta 
sobreexpresión se correlaciona con una pérdida de la respuesta a estrógenos y con una pobre 
prognosis tumoral (Toi et al., 1991, Radinsky et al., 1995). Una enorme cantidad de evidencias 
sugieren que el HER1 está involucrado en los estadíos tardíos de cáncer de mama, 
predominantemente en sitios metastásicos, más que en tumores primarios (Sainsbury et al., 1987; 
Toi et al., 1991; Battaglia et al., 1988; Khazaie et al., 1993). Está reportado que la sobreexpresión 
del HER1 en cáncer de mama resulta en un incremento de la capacidad metastásica tumoral (Xue 
et al., 2006). De hecho, se observó que HER1 participa en el proceso metastásico (Lichtner et al., 
1995). Además, se ha demostrado que el EGF estimula la migración de ambos tipos celulares, 
normales y tumorales, incluyendo células epiteliales de mama normales, fibroblastos, y células de 
carcinoma de próstata y de riñón (Turner et al., 1996; Xie et al., 1998). 

 

 C) Interacción entre HER1 y c-Src en cáncer de mama 

La gran mayoría de los tumores de mama (95%) es inicialmente hormono-dependiente. Esto 
implica que los estrógenos juegan un rol crucial en su desarrollo y evolución inicial (Russo et al., 
2003). Sin embargo, se sabe que con la progresión tumoral se da usualmente la activación de otras 
vías, normalmente asociadas a receptores de factores de crecimiento y junto con ello, se pierde la 
dependencia hormonal. El HER1 y el HER2 están implicados en la generación de la resistencia a 
la terapia hormonal en cáncer de mama. En estudios clínicos, se ha observado que la 
sobreexpresión del HER1 y HER2 está asociada a una falta de respuesta a la terapia hormonal y a 
la pobre prognosis tumoral (Nicholson et al., 1994; Wright et al., 1992).   

Los miembros de la familia HER y la quinasa de tirosina no receptora c-Src están 
sobreexpresados con alta frecuencia en cánceres de mama humanos y están implicados en la 
generación y progresión de la enfermedad (Biscardi et al., 1998; Belsches-Jablonski et al., 2001;  
Ottenhoff-Kalff et al., 1992). A diferencia del HER1, la sola sobreexpresión de c-Src es 
insuficiente para transformar fibroblastos murinos en cultivo o para sostener un crecimiento 
tumoral en animales (Maa et al., 1995). Así, la expresión de formas activas constitutivamente de c-
Src en fibroblastos murinos en cultivo han demostrado que c-Src es requerida para la mitogénesis 
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inducida por EGF (Roche et al., 1995). Estos hallazgos sugieren que c-Src podría funcionar 
promoviendo el crecimiento de células tumorales por participar de o aumentar la señal 
mitogénica que se inicia por factores de crecimiento extracelulares u oncogenes intracelulares. 
Aquí aparecen las dos funciones importantes para la c-Src: 1) modular la función del receptor 
porque aumenta la señal inmediatamente río abajo de los receptores, regulando la endocitosis 
(Wilde et al., 1999) y 2) afectar el remodelado morfogenético celular porque fosforila proteínas 
que se asocian con el citoesqueleto de actina (Maa et al., 1995; Biscardi et al., 1998; Tice et al., 
1999). 

La expresión aumentada de c-Src en células que presentan elevados niveles de HER1 resultaron 
en un aumento de la síntesis de ADN, crecimiento en agar blando y formación de tumores en 
ratones atímicos. La coexpresión de c-Src y HER1 en líneas celulares de cáncer de mama, resulta 
en una asociación física inducida por EGF, entre el HER1 y la c-Src y la fosforilación en 
Tirosina-845 (Y845) dentro del dominio catalítico del HER1. Al comienzo de las investigaciones, 
se pensaba que esta modificación covalente no se requería para la actividad catalítica del HER1, 
pero se observó que aumentaba enormemente la proliferación, transformación y formación 
tumoral in vivo (Biscardi et al., 1999a). Se ha demostrado que la fosforilación de Y845 del HER1 
es dependiente de la actividad catalítica de c-Src, sugiriendo que c-Src directamente fosforila este 
sitio (Tice et al., 1999). Al sustituir este residuo por fenilalanina, observaron que no se afectó la 
fosforilación de varias proteínas estimuladas por EGF como la fosfolipasa C, MAPK o STAT3. 
En cambio, se suprimió completamente la fosforilación del factor de transcripción STAT5b en la 
Tirosina-699 (Y699) activante, sugiriendo que la activación de la Y845-HER1 puede ser crítica 
para la actividad del STAT5b (Kloth et al., 2003; Silva y Shupnik, 2007).  

Por otro lado existen numerosas evidencias que demuestran que el HER1 coopera con la quinasa 
c-Src promoviendo la migración celular. Existen estudios, en los que se ha observado una 
conexión bioquímica entre el HER1 situado en la membrana de células de carcinoma y la c-Src 
intracelular que lleva a alteraciones del citoesqueleto de actina y a la motilidad celular (Tice et al., 
1999; Mao et al 1997). La estimulación con EGF de células de carcinoma que sobre-expresan 
HER1 resulta en la unión de c-Src a dicho receptor activo y la estimulación de la actividad de 
quinasa de tirosina de c-Src (Oude-Weernink et al., 1994; Biscardi et al., 1998). La activación de c-
Src vía EGF en fibroblastos promueve la fosforilación de la molécula reguladora de actina 
rhoGAP produciendo el desensamblado de los filamentos de actina (Chang et al., 1995). Por otro 
lado la vía de señalización intracelular desencadenada por la activación de c-Src por EGF también 
involucra a dos proteínas relacionadas con la motilidad celular: la quinasa de adhesión focal 
(FAK) y la quinasa de tirosina relacionada a la adhesión focal (RAFTK). Estos eventos de 
señalización resultan en el incremento de la invasividad in vitro (Brunton et al., 1997; Hauck et al., 
2001). Lotz et al. (2003) demostraron que en cáncer de mama, el HER1 sinergiza con la proteína 
c-Src en la promoción de la invasión.  

Todos estos hallazgos indican que c-Src y HER1 cooperan en los procesos de mitogénesis y 
transformación celular en cáncer. 
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6. Cáncer de mama y Contaminantes Orgánicos Persistentes (COPs) 

La exposición humana a COPs ubicuos tales como PCBs, TCDD, dicloro difenildicloroetileno 
(DDE) y HCB, ha atraído la atención con respecto al rol de estos pesticidas en la etiología del 
cáncer de mama a nivel mundial. Al ser liposolubles y poseer una larga vida media, cantidades 
medibles de estos compuestos están presentes en diferentes tejidos humanos con alto contenido 
graso como la glándula mamaria, así como también en suero y leche materna.  

Aunque el mecanismo de acción de estos químicos en la carcinogénesis no se conoce aún, existen 
estudios que demuestran que algunos COPs tienen el potencial de promover el desarrollo de 
cáncer en varios modelos experimentales, tales como roedores y líneas celulares humanas. 
Estudios in vitro demostraron que diversos PCBs promovían la proliferación en la línea celular de 
cáncer de mama humano MCF-7 (Andersson et al., 1999; Zou et al., 2002; Soto et al. 1994). Por 
otro lado, se observó que la TCDD inhibía la apoptosis al estimular la vía del HER1 en la línea 
celular epitelial de mama humano MCF-10 (Davis et al. 2001). Calaf y Russo (1993) demostraron 
que el tratamiento con dimetilbenzantraceno y benzopireno de esta misma línea celular produce 
una serie de cambios asociados a la transformación celular. A su vez, se observó que el 

tratamiento prolongado con β-hexaclorociclohexano induce la expresión del proto-oncogen c-

Neu, ciclina D1 y p27 en la línea epitelial normal de mama MCF10AT1, in vitro e incrementa el 
número de tumores de mama y acelera el tiempo de aparición de los mismos en ratones MMTV-
Neu, in vivo (Wong y Matsumura, 2007). Otros estudios más recientes reportan que al tratar la 
línea celular normal epitelial de mama HMEC con una mezcla de pesticidas organoclorados 
(DDT, DDE, DDD, aldrina y dieldrina) se inducía la proliferación celular y la expresión de 
numerosos genes involucrados en la transformación celular (ACVRL1, ALK-1, KIT, ERBB3 y 
ALK-1) (Valerón et al., 2009). Previamente, en nuestro laboratorio observamos que el HCB a 
dosis bajas, induce proliferación celular y la vía de señalización de IGFs de una manera 
dependiente del REα en MCF-7. Además encontramos que a esas mismas dosis, el pesticida 
estimula la actividad de la c-Src y la fosforilación del REα (García et al., 2010). En ensayos in vivo 
se observó que la exposición a hidrocarburos aromáticos polihalogenados como la TCDD, 
produce una variedad de lesiones patológicas involucrando la deposición de la ME y el 
remodelado del tejido, incluyendo morfogénesis de los túbulos mamarios y prostáticos y 
promoción tumoral (Brown yLamartiniere, 1995; Roman et al., 1998; Takagi et al., 2000).  

Por otro lado, se han reportado algunos estudios que demuestran que compuestos 
organoclorados promueven la progresión tumoral en cáncer de mama. En ensayos in vitro, se 
observó que el tratamiento de la línea celular de cáncer de mama humano MDA-MB-231 con 
benzopireno (un ligando del RHA presente en el humo del cigarrillo), aumenta los niveles de 
COX-2 y prostaglandinas, así como la capacidad de invadir de las células, y estos efectos están 
mediados por el receptor RHA (Miller et al., 2005). A su vez, se encontró que la TCDD induce 
migración en la línea celular de cáncer de mama MCF-7 por la vía de señalización de 
NFATc1/ATX (Seifert et al., 2009). Otros estudios demostraron que el tratamiento con TCDD 
de esta misma línea celular producía alteraciones morfológicas como la aparición de lamelipodios 
y mayor motilidad asociadas a una reorganización del citoesqueleto de actina y a una disminución 
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en la expresión de caderina E (Barouki et al., 2007). Zou y Matsumura (2003) han reportado que 

al tratar las células MCF7 con β-hexaclorociclohexano por tiempos prolongados se promueve la 
invasión celular e induce la expresión de HER2 y MMP9 disminuyendo los niveles de RE. En un 
estudio más reciente Liu et al, (2010) demuestran que el tratamiento con PCBs de las líneas 
celulares de cáncer de mama MDA-MB-231 y MCF-7 induce la migración in vitro, e incrementa la 
capacidad de generar metástasis de las MDA-MB-231 en hígado y pulmón, in vivo, al activar la 
quinasa asociada a Rho (ROC). Eum et al. (2004) sugieren que el PCB 104 podría contribuir al 
desarrollo de metástasis en cáncer de mama, ya que en estudios in vitro observaron que este 
compuesto induce la expresión de VEGF, la hiperpermeabilidad de la línea endotelial HMEC-1, y 
la migración transendotelial de las MDA-MB-231. Por otro lado, Gakhar et al., (2009) observaron 
que la TCDD inhibe las uniones intercelulares GAP en las células de cáncer de mama MCF7 y las 
células epiteliales normales HMEC. Estudios in vivo de nuestro laboratorio demostraron que el 
HCB tiene un efecto co-carcinogénico en tumores mamarios inducidos por NMU en rata, 
aumentando el número de tumores por rata, el volumen tumoral y la malignidad de los mismos 
(Randi et al., 2006). En un estudio más reciente, demostramos que el HCB activa la vía de 
señalización c-Src/HER1 y disminuye la actividad del REα en dichos tumores mamarios, 
contribuyendo estos cambios moleculares a un fenotipo de mayor malignidad (Peña et al., 2012).  

A su vez existen numerosos estudios que demuestran que los COPs favorecen la progresión 
tumoral en otros tipos de cánceres. Ueng et al., (2010) encontraron que el benzopireno induce la 
invasión in vitro y la metástasis in vivo de células CL5 de adenocarcinoma de pulmón. Otros 
estudios demostraron que la TCDD y el benzopireno estimulan la expresión y secreción de 
MMP9 en líneas celulares de cáncer de próstata (Haque et al., 2005).  

A pesar de la evidencia experimental, existe aún controversia respecto a las propiedades 
carcinogénicas de los COPs en humanos. Un primer estudio epidemiológico sugirió que el 
contenido de DDE en sangre podría ser un importante factor etiológico en cáncer de mama 
(Wolff et al., 1993). Este descubrimiento, advirtió a los epidemiólogos sobre la relevancia de 
seguir estudiando la relación entre la exposición a los COPs y su potencial implicancia en cáncer 
de mama. En los siguientes años, numerosos estudios epidemiológicos en el tema con hallazgos 
variables fueron publicados (Dewailly et al., 1994; Krieger et al., 1994; Guttes et al., 1998). 
Existen trabajos que concluyen la falta de evidencia que corrobore la hipótesis de que la 
exposición a los COPs esté asociada a un incremento del riesgo de contraer cáncer de mama  
(Calle et al., 2002; Laden et al., 2001; Lopez-Cervantes, et al. 2004). Contrariamente, otros 
estudios muestran una correlación positiva entre los niveles de COPs y la incidencia de cáncer de 
mama (Aronson et al., 2000; Charlier et al.,  2003; Demers et al., 2002; Hoyer et al. 2000; Romieu 
et al. 2000; Woolcott et al., 2001). La variabilidad en las conclusiones de los diferentes estudios 
epidemiológicos podría deberse a problemas metodológicos. A pesar de la controversia respecto 
al tema, reducciones en la exposición a organoclorados, proveerán una oportunidad para la 
prevención primaria de esta enfermedad. 

Con respecto al efecto del HCB en la incidencia del cáncer de mama en humanos, también 
existen datos contradictorios. En algunos casos, se encontró una correlación positiva entre los 
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niveles de HCB en suero y tejido adiposo, y la incidencia de cáncer de mama, y en otros no 
existió una asociación específica. Por otra parte, Dewailly et al., (1994) observaron que mujeres 
con adenocarcinomas mamarios presentaban niveles de HCB en suero y en tejido mamario 
significativamente mayores, que aquéllas con tumores benignos. Dado que las evidencias del 
efecto carcinogénico en humanos aún están en discusión, es que el HCB se encuentra bajo la 
categoría de “probable carcinógeno humano” (Grupo 2B) en la IARC (2001). 
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OBJETIVOS 

 

1. Hipótesis general 

En estudios previos de nuestro laboratorio, observamos que el HCB tiene un efecto co-
carcinogénico en la formación de tumores mamarios inducidos por NMU en rata, aumentando el 
número de tumores por rata, el volumen tumoral y la malignidad de los mismos. A su vez, 
demostramos que estos efectos se asociaban a la activación de la vía de señalización c-Src/HER1 en 
dichos tumores mamarios. Además, en estudios in vitro en líneas celulares derivadas de carcinoma 
mamario humano, observamos que el HCB a bajas dosis estimula la vía de señalización de los 
IGFs y la proliferación celular, de manera dependiente del REα en MCF7 (REα+). En cambio, en 
MDA-MB-231 (REα-) no altera la proliferación, mientras que estimula la vía de los IGFs. Se ha 
reportado que en líneas celulares de cáncer de mama que derivan de tumores más malignos, la 
activación de la vía de señalización de IGFs podría estimular procesos no relacionados con la 
proliferación, tales como migración e invasión.  

Todos estos hallazgos obtenidos demuestran que el tóxico favorece la promoción tumoral en 
etapas iniciales hormonodependientes estimulando por ejemplo, la proliferación celular al activar 
la vía del REα, como observamos previamente en ensayos in vitro. La hipótesis de nuestro trabajo 
es que el tóxico podría estimular otros procesos biológicos asociados a la progresión tumoral, 
como la migración e invasión celular y metástasis en estadíos tumorales más avanzados. 
Particularmente, pensamos que el tóxico podría estar promoviendo estos procesos en la línea 

celular MDA-MB-231 que al sobreexpresar HER1 y c-Src y no expresar REα, posee un fenotipo 

celular representativo de un tumor más avanzado. Dado que previamente observamos en 
estudios in vivo que el efecto co-carcinogénico del pesticida está asociado a la activación de c-Src y 
HER1, y debido al rol esencial que cumplen estas dos proteínas en la progresión tumoral en 
cáncer de mama, es que nos resultó de especial interés estudiar si estas moléculas están 
involucradas en los procesos biológicos propuestos. 
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PARTE I:  

ACCIÓN DEL HEXACLOROBENCENO EN LA MIGRACIÓN CELULAR. 

IMPLICANCIA DE LAS VÍAS DE SEÑALIZACIÓN DE c-SRC/HER1/STAT5B Y 
HER1/ERK1/2, Y ROL DEL RECEPTOR DE HIDROCARBUROS AROMÁTICOS 

 

2. Objetivo General 

El objetivo general de la primer parte de éste trabajo fue estudiar los efectos del HCB en la línea 
MDA-MB-231 sobre la migración celular. Además, nos planteamos analizar su acción sobre la 
activación del HER1 y c-Src, así como de las vías de señalización “downstream”; y el rol que 
cumplen la c-Src, HER1 y el RHA en la migración celular.  

 

3. Objetivos específicos 

En ensayos In Vitro con la línea celular MDA-MB-231 tratada con HCB nos propusimos:  

• Estudiar los niveles de expresión y activación de c-Src. 

• Analizar los niveles proteicos del HER1 y su fosforilación en Tirosina total, así como en 
la Tirosina-845. 

• Evaluar los niveles de expresión y activación de ERK 1/2.  

• Analizar los niveles de expresión y activación de Akt2. 

• Estudiar los niveles de expresión y activación de STAT5b. 

• Establecer las vías de señalización que involucran las proteínas antes mencionadas 
estimuladas por el tóxico, realizando ensayos con inhibidores. 

• Estudiar si el RHA está involucrado en la activación de dichas vías de señalización 
inducidas por el HCB. 

• Evaluar migración celular. 

• Analizar el rol de c-Src, HER1 y RHA en la migración celular inducida por el tóxico. 
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PARTE II: 

ACCIÓN DEL HEXACLOROBENCENO EN LA INVASIÓN CELULAR Y 

METÁSTASIS. ESTUDIOS IN VITRO E IN VIVO. IMPLICANCIA DE c-SRC, 
HER1 Y DEL RECEPTOR DE HIDROCARBUROS AROMÁTICOS 

 

2. Objetivo General 

En la segunda parte del trabajo nos planteamos estudiar los efectos del HCB en la línea celular 
MDA-MB-231 in vitro, sobre: a) la expresión, secreción y actividad de las MMP2 y 9; b) la 
invasión celular; y c) el rol de c-Src, HER1 y RHA en dichos efectos. A su vez, nos interesó 
evaluar la acción del tóxico en la metástasis in vivo, utilizando para ello distintos abordajes 
experimentales. 

 

3. Objetivos específicos 

a) En ensayos In Vitro con la línea celular MDA-MB-231 tratada con HCB nos 
propusimos:  

• Evaluar los niveles intracelulares de proteínas de MMP2 y 9; y los niveles y actividad de 
estas enzimas secretadas al medio extracelular. 

• Analizar los niveles de ARNm de MMP2 y MMP9. 

• Evaluar la invasión celular. 

• Establecer el rol de c-Src, HER1 y del RHA en los efectos del tóxico antes descriptos. 

 

b) En ensayos de xenotrasplante ortotópico utilizando la línea celular MDA-MB-231 en 
ratones hembra BALB-c atímicos, nos propusimos estudiar el efecto del HCB en: 

• El Crecimiento tumoral mamario.  

• La metástasis espontánea en pulmones, hígado y ganglios linfáticos axilares. 

• Los niveles de expresión y activación de c-Src en tumores.  

• Los niveles proteicos del HER1 y su fosforilación en la Tirosina-845 en tumores. 

• Los niveles de expresión y activación de ERK1/2 en tumores.  

• Los niveles de expresión y activación de STAT5b en tumores. 

• Los niveles de proteínas de MMP2 y 9 en tumores.  
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c) En un modelo de metástasis espontánea singenéico con tumores C4-HI en ratones 
hembra BALB-c, evaluamos el efecto del tóxico en: 

• El Crecimiento del tumor primario.  

• La metástasis espontánea en pulmones, hígado y ganglios linfáticos axilares. 

• Los niveles protéicos de MMP2 y 9 en los tumores.  

 

d) En un modelo de metástasis experimental singenéico con células LM3 inoculadas en 
la vena de la cola de ratones hembra BALB-c, estudiamos el efecto del HCB en: 

• El número y tamaño de focos metastásicos macroscópicos en pulmones. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

1. Materiales y reactivos 

El Hexaclorobenceno (HCB) fue obtenido en Sigma-Aldrich Co Ltd., Gillingham-Dorset (UK). 
Los reactivos de electroforesis en geles de poliacrilamida fueron adquiridos en la empresa Bio-
Rad Laboratories. Los anticuerpos policlonales contra c-Src total, c-Src fosforilada en Y416, 
HER1 total, HER1 fosforilado en Y845, ERK1/2 total, ERK1/2 fosforilado en T202/Y204, Akt 
fosforilada en T308 y el anticuerpo monoclonal contra MMP2 fueron comprados en Cell 
Signalling Technology Inc. (MA). Los anticuerpos policlonales contra STAT5b total, STAT5b 
fosforilado en Y699 y MMP9 fueron obtenidos en Upstate (Millipore). El anticuerpo policlonal 
contra Akt2 total y el anticuerpo monoclonal contra el RHA fueron comprados en Abcam Ltd 
(Cambridge, UK). El anticuerpo monoclonal anti-MMP2 fue obtenido en Santa Cruz 
Biotechnology (CA, USA). El anticuerpo policlonal anti-MMP9 fue comprado en Millipore. El 

anticuerpo monoclonal anti- β Actina fue obtenido en Sigma (St. Louis, MO, USA), mientras que 

el anticuerpo monoclonal anti-fosfotirosina total fue comprado en Becton Dickinson (BD). Los 
anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa dirigidos contra anti-inmunoglobulina de conejo 
y anti-inmunoglobulina de ratón fueron obtenidos en Bio-Rad Laboratories (CA, USA). El kit 
para el ensayo de quimioluminiscencia (ECL) y los marcadores de peso molecular de rango 
amplio (10 a 250 kDa) fueron obtenidos en GE Healthcare Life Sciences (Buckinghamshire, 
UK). Las membranas de polivinil difluoruro (PVDF) de 0.2 µm de espesor para inmunoblot 
fueron compradas en Bio-Rad Laboratories. La gelatina utilizada en los ensayos de zimografía fue 
obtenida en Sigma. Los inhibidores de c-Src (PP2) y de HER1 (AG1478) fueron obtenidos en 

Calbiochem (La Jolla, CA); y los inhibidores del RHA (4,7-ortofenantrolina y α-naftoflavona) 
fueron comprados en Invitrogen Life Technology (Carlsbad, CA). El 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) fue comprado en Promega (Southampton, UK). Para los 
estudios en cultivos celulares, los materiales plásticos estériles fueron obtenidos en Greiner Bio-
One (GBO-Argentina SA). Los transwells y el matrigel fueron comprados en Becton Dickinson 
(BD). El medio de cultivo celular RPMI-1640 fue obtenido en Biodynamics SRL. La tripsina, el 
antibiótico-antimicótico y la glutamina fueron comprados en PAA (Austria), mientras que el 
suero fetal bovino fue obtenido en Natocor SA (Argentina). 

Los random primers, enzimas y cofactores para la Transcripción Reversa (TR) y la Reacción en 
Cadena de la Polimerasa (PCR) fueron comprados en Promega Corporation (Madison, WI). Los 
primers de MMP2, MMP9, L19 y CYP1A1 para la RT-PCR fueron obtenidos en Invitrogen Life 
Technology (Carlsbad, CA). 

El resto de los reactivos químicos utilizados fueron de grado analítico. 
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2. Cultivos celulares 

2.1. MDA-MB-231 

La línea celular epitelial de cáncer de mama humano MDA-MB-231 fue obtenida en American 
Type Culture Collection (ATCC, USA). Esta línea celular deriva de la efusión pleural de un 

adenocarcinoma mamario humano. La misma se caracteriza por no expresar REα, sobreexpresar 

el receptor HER1 y expresar la oncoproteína c-Src (Belches-Jablonski et al., 2001). Las células 

fueron cultivadas en una estufa a 37°C con 5% CO2 en medio de cultivo RPMI-1640 
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 1% de mezcla de antibiótico-antimicótico 

(penicilina 10.000 Unidades/ml, estreptomicina sulfato 10 mg/ml y anfotericina B 25 µg/ml). 

 

2.2. LM3 

La línea celular de adenocarcinoma mamario murino LM3 fue donada gentilmente por el 
Instituto de Oncología Angel Roffo (Buenos Aires, Argentina). Esta línea celular fue establecida 
en dicho Instituto (Urtreger et al., 1997). Resumidamente, se obtuvo del cultivo primario de un 
adenocarcinoma mamario transplantable de ratón BALB-c con capacidad metastásica en pulmón, 
denominado M3 (Bal de Kier Joffé et al., 1986). Luego de la inoculación subcutánea, las células 
LM3 producen localmente adenocarcinomas muy pocos diferenciados y altamente metastásicos 
en pulmón (Urtreger et al., 1997). A su vez, cuando estas células son inoculadas en la vena de la 
cola de ratones BALB-c, originan múltiples metástasis en pulmón (Carnevale et al., 2007). Las 

células fueron cultivadas en una estufa a 37°C con 5% CO2 en medio de cultivo DMEM 
suplementado con 10% de SFB, 1% de mezcla de antibiótico-antimicótico (penicilina 10.000 

Unidades/ml, estreptomicina sulfato 10 mg/ml y anfotericina B 25 µg/ml) y 2 mM de L-

glutamina.  

 

3. Tumores 

Los tumores C4-HI (Hormono Independientes) son carcinomas mamarios murinos de tipo 
ductal que expresan altos niveles de RE y RP, poseen capacidad metastásica en ganglio linfático 
axilar y pulmón y responden al tratamiento con antiprogestágenos, tamoxifeno y estrógenos 
(Lanari et al., 2009). Estos tumores se originaron a partir de los tumores C4-HD (Hormono 
Dependientes) que fueron inducidos por la administración continua del progestágeno 
medroxiprogesterona (MPA) en ratones hembra BALB-c (Lanari et al., 1986; Lanari et al., 1989), 
y mantenidos por trasplantes seriados subcutáneos en ratones hembra tratados con MPA. Los 
tumores que continuaron creciendo, aún en ausencia de MPA dieron origen a la variante C4-HI.  
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4. Ratones  

Los ratones hembra BALB-c atímicos (nu/nu) o normales de 6 semanas de edad fueron 
obtenidos en el Bioterio de la Universidad Nacional de la Plata (Buenos Aires, Argentina). Los 
ratones fueron mantenidos en grupos de 4-10 animales por caja en un sistema de recirculación de 
aire individual por caja, y en un ambiente con aire acondicionado a 20 ± 2°C bajo ciclos de 
luz/oscuridad de 12 horas, con libre acceso a la comida y al agua. El cuidado de los animales fue 
acorde con la Guía de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (Institute of Laboratory 
Animal Resources, 1996). Los ratones atímicos fueron mantenidos en las mismas condiciones 
antes descriptas pero en un ambiente libre de gérmenes. Para el tratamiento de los animales el 
HCB (0.3, 3 y 30 mg/kg peso corporal, p.c.) fue disuelto en aceite de maíz y administrado por 
inyecciones intraperitoneales (0.1 ml) tres veces por semana. El grupo de animales control fue 
inyectado con aceite de maíz (0.1 ml) como vehículo. Las dosis del pesticida utilizadas son 
similares a las previamente ensayadas en otros estudios (Ralph et al., 2003). 

 

5. Exposición de las células MDA-MB-231 al HCB 

Las células MDA-MB-231 fueron sembradas en medio completo RPMI. Al día siguiente, el 
medio de cultivo fue cambiado a RPMI sin SFB y 24 horas más tarde, las células fueron expuestas 
al HCB ó vehículo en RPMI SFB 5% de acuerdo al ensayo. Las concentraciones de HCB 

utilizadas en este trabajo (0.005, 0.05, 0.5 y 5 µM) fueron seleccionadas de acuerdo a previos 

estudios de nuestro laboratorio (García et al., 2010), y considerando que la dosis de 5 µM está 
dentro del rango de orden de aquéllas encontradas en sueros humanos de poblaciones altamente 
contaminadas (To-Figueras et al., 1997). Para el tratamiento de las células el HCB fue disuelto en 
etanol absoluto. La concentración final de etanol en cada tratamiento fue de 0.5% (V/V). 
Ensayos previos de nuestro laboratorio mostraron que esta concentración de vehículo no tuvo 
influencia sobre los parámetros analizados.  

 

6. Obtención de lisados celulares de MDA-MB-231  

Una vez finalizado el experimento, se lavó dos veces con buffer fosfato salino (PBS) y se agregó 
buffer de lisis [Tris-HCl 0.1 M, Tritón X-100 1%, ácido etilenglicol tetraacético (EGTA) 1 mM, 
fluoruro de sodio (NaF) 0.1 mM, leupeptina 0.02 mg/ml, ortovanadato de sodio (Na3VO4) 1 
mM, PMSF 1 mM]. Luego de 10 minutos, se retiraron los lisados utilizando un raspador y se 
centrifugaron a 16.000 xg durante 10 minutos a 4 ˚C de manera de descartar el precipitado de 
ADN. Los sobrenadantes fueron guardados a -80 ˚C para ser utilizados en los ensayos de 
inmunoblot. 
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7. Fraccionamiento subcelular de los tumores de mama 

Los tumores de mama de los ratones fueron homogeneizados en un buffer que contenía sacarosa 
0.2 M, Hepes 10 mM, KCl 15 mM, ácido etilendiamino tetraacético (EDTA) 2 mM y ditiotreitol 
0.5 mM (pH 7.6) en presencia de inhibidores de proteasas [benzamidina 2.5 mM, aprotinina 10 

µg/ml, pepstatina A 1 µg/ml, leupeptina 1 µg/ml, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0.5 

mM] y de inhibidores de fosfatasas (Na3VO4 2 mM y NaF 50 mM) utilizando un 
homogeneizador de vidrio/teflón del tipo Elvejhem. El homogenato crudo fue centrifugado a 
1.500 xg durante 10 minutos para extraer la fracción nuclear. Luego, se centrifugó el 
sobrenadante a 12.000 xg durante 20 minutos para remover las mitocondrias, y el sobrenadante 
resultante fue centrifugado a 100.000 xg durante 60 minutos para obtener las fracciones 
microsomal y citosólica. La fracción nuclear fue resuspendida en un buffer de lisis conteniendo 
NaCl 0.4 M y glicerol 5%, con el objetivo de preparar los extractos nucleares. Todos los pasos se 
realizaron a 4°C. 

 

8. Determinación de la concentración de proteínas 

La concentración de proteínas fue analizada por el método de Bradford (Bradford 1976) 
utilizando seroalbúmina bovina (BSA) (1 mg/ml) como proteína patrón para realizar la curva de 
calibración. 

 

9. Inmunoprecipitación de HER1 

Las proteínas provenientes de los lisados celulares (300-500 µg) resuspendidas en buffer de 
inmunoprecipitación (Tris 200 mM, pH 7.4, NaCl 1 M, EDTA 100 mM, IGEPAL CA-630 1%, 
Tritón X-100 2%) en presencia de inhibidores de proteasas (leupeptina 1 mM, PMSF 200 mM y 
aprotinina 1 mg/ml) y de inhibidores de fosfatasas (Na3VO4 2 mM y NaF 0.05 M) fueron 

incubados con 5 µg de anticuerpo anti- HER1 y 25 µl de A/G plus agarosa, en un volumen final 
de 0.5 ml durante 16-24 horas a 4 ◦C bajo agitación constante. Al día siguiente, los lisados se 
centrifugaron a 12.000 xg durante 5 minutos y los inmunoprecipitados se lavaron cuatro veces 
con buffer de inmunoprecipitación. Luego, se centrifugaron y se desnaturalizaron en buffer 
Laemmli a 95 ◦C durante 5 minutos para luego separarlos por electroforesis en geles de 
poliacrilamida. 

 

10. Electroforesis en geles de poliacrilamida 

Los lisados celulares ó fracciones subcelulares provenientes de tumores (30-150 µg) se 

resuspendieron en buffer Laemmli (Tris 0.25 M pH 6.8, SDS 8%, azul de bromofenol 0.03%, 
glicerol 40%, β-mercaptoetanol 20%) y se calentaron durante 5 minutos a 95 ◦C. Se sembraron 
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cantidades equivalentes de proteínas de cada muestra o de los inmunoprecipitados en geles de 
poliacrilamida (SDS-PAGE) al 6, 7.5 ó 10%, y se realizó la electroforesis en buffer de corrida Tris 
25 mM, glicina 200 mM y SDS 0.1% (pH 8.3) a voltaje constante de 80-120 V durante 45-60 
minutos a temperatura ambiente. Se corrieron paralelamente proteínas marcadoras de peso 
molecular de rango amplio (10-250 kDa). 

 

11. Ensayo de Inmunoblot 

Las muestras de proteínas de los geles fueron transferidas a membranas de difluoruro de 
polivinilideno (PVDF) utilizando una cámara de transferencia semiseca (Mini Protean Transblot, 
Bio-Rad). Los geles y las membranas fueron equilibrados previamente en buffer de transferencia 
(Tris 25 mM, glicina 200 mM, SDS 0.1%, metanol 20%, pH 8.5) durante 15 minutos y la 
electrotransferencia se realizó durante 2 horas con voltaje constante de 17 V. Luego de finalizada 
la transferencia, se utilizó la tinción de proteínas con rojo Ponceau S al 0.5% como control de 
transferencia y sembrado. Seguidamente, las membranas se bloquearon mediante la incubación 
con una solución de leche descremada 5% en TBS-T (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 
0.05%, pH 8) durante toda la noche. Para los ensayos donde se utilizó  anticuerpo anti-
fosfotirosina total, se bloqueó con BSA 3 % en TBS-T, debido a que la caseína de la leche 
contiene fosfotirosinas que pueden interferir en nuestro resultado. Luego, las membranas se 
incubaron con diferentes anticuerpos primarios (Tabla A) durante 2 horas a temperatura 
ambiente o toda la noche a 4 ◦C, con agitación constante. Después de la incubación, las 
membranas fueron lavadas 5 veces con TBS-T a temperatura ambiente durante 10 minutos e 
incubadas con anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa dirigido contra IgG de conejo o 
de ratón (1:1000 en BSA 3% en TBS-T) durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente se 
realizaron 5 lavados con TBS-T y un lavado con TBS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 8).  

Las membranas fueron incubadas en primer lugar con anticuerpos contra las formas fosforiladas, 
luego se estripearon con dos lavados de 15 minutos en baño calefactor con agitación a 60 ◦C, en 
buffer de stripping (Tris 0.063 M, β-mercaptoetanol 0.1 M, SDS 2%, pH 6.7). Seguidamente se 
bloquearon y se reincubaron con anticuerpos contra las formas totales de las diferentes proteínas 
analizadas. 

Los complejos inmunes fueron visualizados empleando un kit de quimioluminiscencia (ECL). 
Luego se expusieron las placas radiográficas (High performance chemiluminiscence film, 
Amersham Hyperfilm, ECL), a diferentes tiempos, que seguidamente se revelaron para 
cuantificar los resultados. Las bandas obtenidas fueron cuantificadas mediante densitometría 
óptica, utilizando el programa Gel-Pro Analyzer 3.1. Como control de carga de los ensayos de 
inmunoblot, se utilizó un anticuerpo monoclonal anti-β Actina (1:2000), incubando las 
membranas durante 2 horas a temperatura ambiente. Los valores obtenidos de todas las bandas 

de proteínas analizadas, fueron normalizados en relación a la señal de la β Actina y relativizados 

al control.  
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Anticuerpo  Fabricante Código Origen 

Dilución 

usada 

p-Akt (T308) CS 9275 CP 1/500 

p-ERK1/2 (T202/204) CS 9101 CP 1/1000 

p-STAT5a/b 
(T694/699) UP 05-495 RM 1/500 

p-c-Src (T416) CS 2101 CP 1/250 

p-HER1 (Y845) Ab ab 5636 CP 1/500 

p-Tyr total BDT 610000 RM 1/1000 

Akt2 Ab ab 66129 CP 1/500 

ERK1/2 CS 9102 CP 1/1000 

STAT5b UP 06-969 CP 1/500 

c-Src CS 2108 CP 1/500 

HER1 CS 2232 CP 1/500 

MMP2 SC sc-13595 RM 1/500 

MMP9 M AB 19016 CP 1/500 

RHA Ab ab-2770 RM 1/500 

β Actina Sigma ab 5636 CP 1/500 

anti-conejo BR 170-6515 Ca 1/1000 

anti-ratón BR 170-6516 Ca 1/1000 

  

TABLA A. Anticuerpos utilizados para immunoblot. CP (policlonal, de conejo), RM (monoclonal, de 
ratón), Ca (de cabra). Santa Cruz (SC), UPSTATE (UP), Abcam (Ab), Cell Signaling (CS), BD 
Transduction (BDT), Millipore (M), Bio-Rad (BR). 
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12. Ensayo de viabilidad celular 

Las células MDA-MB-231 fueron tratadas según lo descrito previamente. Una vez finalizado 
dicho tratamiento, se cambió el medio por  una solución de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) en PBS 1X. Luego de 1 hora, el precipitado de formazán se 
disolvió en dimetil sulfóxido (DMSO) y se midió la concentración de formazán en 
espectrofotómetro a una longitud de onda de 570 nm. El número de células viables se calculó 
teniendo en cuenta que es proporcional a la producción de formazán. Los valores graficados 
fueron expresados como el porcentaje de viabilidad celular respecto al control. 

 

13. Evaluación de la migración celular  

13.1. Ensayo de la herida 

Se realizó una herida con la punta de un tip en la monocapa de células MDA-MB-231 confluente 
tratadas previamente con HCB (0.005, 0.05, 0.5 y 5 µM) ó vehículo por 24 hrs. Luego los pocillos 
se lavaron con PBS dos veces para remover las células levantadas en el anterior procedimiento, y 
se volvió a colocar el mismo tratamiento. Se tomaron las primeras fotografías al tiempo de 0 
horas. Seguidamente, a las 10 y 20 horas de realizada la herida, se volvieron a fotografiar los 
mismos campos. Por cada réplica (n=3), se contaron el número de células que migraron dentro 
del área de la herida, seleccionando 5 campos al azar, y en el gráfico se expresó el valor promedio 
de células migrantes en cada tiempo y para las diferentes dosis de HCB. Se asignó un valor 
arbitrario de 100 a la muestra control del tiempo de 20 hrs.  

 

13.2. Ensayo del transwell 

Para los ensayos de migración se utilizaron transwells de 8 µm de poro, en multiwells de 24 
pocillos (BD Biosciences, Buenos Aires, Argentina). Luego de exponer las células MDA-MB-231 
a diferentes dosis de HCB (0.005, 0.05, 0.5 y 5 µM) ó vehículo por 24 horas, fueron 
resuspendidas en medio de cultivo RPMI libre de suero con el mismo tratamiento y se colocó un 
volumen de 200 µl de dicha suspensión con 3x104 células en la parte superior del transwell. En la 
parte inferior del mismo, se colocó medio de cultivo con 2% de SFB como quimioatractante. 
Después de una incubación de 20 horas, las células de la parte superior del transwell fueron 
removidas con un hisopo de algodón. Las células que migraron hacia la parte inferior del filtro, 
fueron fijadas durante 10 minutos con metanol, teñidas con azul de toluidina y seguidamente 
fotografiadas bajo microscopio para luego ser cuantificadas. Los resultados graficados fueron 
expresados como el porcentaje de células tratadas con HCB que migraron, respecto de las células 
tratadas con vehículo (control). Se asignó un valor arbitrario de 100 a la muestra control.  
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14. Evaluación de la invasión celular 

Los transwells de 8 µm de poro colocados en multiwells de 24 pocillos fueron recubiertos con 50 
µl de matrigel al 13% (BD Biosciences, Buenos Aires, Argentina) en RPMI, y luego incubados en 
la estufa de cultivo a 37 °C durante 2 hrs para permitir su posterior gelificación. Las células 
MDA-MB-231 (2.5x104) en RPMI libre de SFB con HCB (5 µM) ó vehículo, fueron sembradas 
en la parte superior del transwell. Se utilizó RPMI con 10% de SFB como quimioatractante en la 
parte inferior del mismo. Luego de transcurridas 48 horas para permitir la invasión celular, se 
procedió como lo descripto previamente para el ensayo de migración. Los resultados fueron 
expresados como el porcentaje de células tratadas con HCB que invadieron respecto a la cantidad 
de células tratadas con el vehículo (control). Se asignó un valor arbitrario de 100 a la muestra 
control.  

 

15. Rol de c-Src, HER1 y RHA 

Para estudiar si los efectos inducidos por el tóxico en la línea celular MDA-MB-231 estaban 
mediados por el RHA, HER1, y/o c-Src, nos propusimos hacer ensayos en presencia de 
inhibidores específicos de éstas proteínas. Para estudiar el rol del RHA en las vías de señalización 
estudiadas, utilizamos dos antagonistas del RAH estructuralmente no relacionados, la 4,7-

ortofenantrolina (4,7 PHE) y la α-naftoflavona (α-NF). A su vez, con el objetivo de evaluar si los 

efectos observados dependían de la c-Src, usamos un inhibidor específico de c-Src, el 4-Amino-5-
(4-cloro-fenil)-7-(t-butil) pirazolo [3,4-d] pirimidina (PP2). Finalmente para analizar el rol del 
HER1 en los cambios inducidos por el pesticida, utilizamos el inhibidor del HER1, Tirfostina 
AG1478. Las células MDA-MB-231 fueron pretratadas durante 3 horas con los diferentes 
inhibidores a distintas concentraciones puestas a punto para cada tipo de ensayo, y luego tratadas 
con HCB en presencia de los mismos. A manera de control, en todos los ensayos se realizaron 
incubaciones de las células con los inhibidores en ausencia del HCB, para evaluar específicamente 
si el tratamiento con estas moléculas tenía algún efecto sobre los parámetros analizados. Los 
compuestos usados como inhibidores en estos ensayos, se han probado ampliamente en 
diferentes estudios, con buenos resultados (Galvagni et al., 2010; Krishnaswamy et al., 2010; 
Mahon y Gasiewicz, 1992). 

 

16. Ensayo de Reacción en Cadena de la Polimerasa de Transcripción Reversa (RT-PCR)  

Una vez tratadas con HCB ó vehículo, durante los tiempos de 6, 16 ó 24 horas según el ensayo, 
las células MDA-MB-231 fueron lavadas con PBS, luego resuspendidas en Trizol y guardadas en 
freezer de - 80°C hasta el momento en que se realizó la extracción del ARNm. Posteriormente se 
realizaron la extracción y seguidamente la cuantificación del ARNm y se sintetizó el ADN-c a 
partir de 1 µg de ARNm de cada muestra en presencia de los cuatro deoxinucleótidos trifosfato y 
la enzima transcriptasa reversa. A continuación, se llevaron a cabo la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR). El número de ciclos de amplificación adecuado para cada caso, fue 
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predeterminado en curvas de ciclos. Para ello, utilizando una muestra se realizaron curvas de 
ciclos (15, 20, 25, 30, 35 y 40), luego se realizaron las densitrometrías correspondientes y se 
graficó el logaritmo de las densitometrías en función del número de ciclos. Se determinó como 
número de ciclos óptimo aquel que formara parte de la pendiente recta. La secuencia de los 
primers sentido y antisentido utilizados en la PCR para amplificar cada gen, se muestran en la 
Tabla B. 

 

16.1. Reacción de PCR para la metaloproteasa 9 (MMP9) 

Para amplificar MMP9 se utilizó 1 µl de reacción de RT (ADN-c), en un volumen total de 
reacción de PCR de 25 µl conteniendo 1.25 unidades de la enzima ADN polimerasa Go Taq, 
MgCl2 1.5 mM, mix de DNTp 0.2 mM y 0.5 µM de ambos primers. La reacción de PCR se realizó 
de la siguiente manera: la mezcla de reacción fue incubada a 94°C durante 5 minutos, luego 
amplificada a 94°C durante 30 segundos, 60°C durante 30 segundos, y 72 °C durante otros 30 
segundos. Se realizaron 33 ciclos de amplificación, seguidos de la incubación a 72°C durante 5 
minutos.  

 

16.2. Reacción de PCR para la metaloproteasa 2 (MMP2) 

Para amplificar MMP2 se realizó la reacción de PCR a partir de 2 µl de ADN-c en un volumen 
total de 25 µl conteniendo lo antes descripto. La reacción consistió en: una primera incubación a 
94 °C durante 5 minutos, seguido de la amplificación a 94 °C durante 30 segundos, 57 °C durante 
30 segundos, y 72 °C durante otros 30 segundos. Luego de 37 ciclos de amplificación se incubó 7 
minutos a 72 °C.  

 

16.3. Reacción de PCR para CYP1A1 

Para amplificar el CYP1A1 se realizó la PCR a partir de 2 µl de ADN-c en un volumen total de 
25 µl conteniendo lo antes descripto. La reacción consistió en: una primera incubación a 95 °C 
durante 4 minutos, seguido de la amplificación a 94 °C durante 30 segundos, 60 °C durante 30 
segundos, y 72 °C durante otros 30 segundos. Luego de 38 ciclos de amplificación se incubó 7 
minutos a 72 °C.  

 

16.4. Reacción de PCR para L19 

Se amplificó L19 a partir del ADN-c de cada muestra con el fin de utilizarlo como un control de 
carga. Para ello se realizó la PCR a partir de 0.5 µl de ADN-c en un volumen total de 25 µl 
conteniendo lo descripto previamente. La reacción se realizó de la misma manera que la ensayada 
para amplificar MMP9. 
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En todos los casos el producto de reacción de la PCR fue corrido en un gel de agarosa al 2%, 
conteniendo 0.05% (V/V) de bromuro de etidio. Las bandas fueron detectadas usando el Image 
Quant RT PCR (GE Healthcare), y la intensidad de las mismas fue cuantificada utilizando el 
programa Gel-Pro Analyzer 3.1. 

 

 Primer Secuencia 

L19 Sentido AGTATGCTCAGGCTTCAGAA 

 Antisentido TTCCTTGGTCTTAGACCTGC 

MMP9 Sentido GATGCGTGGAGAGTCGAAAT 

 Antisentido CACCAAACTGGATGACGATG 

MMP2 Sentido ACCCATTTACACCTACACCAAG 

 Antisentido GTATACCGCATCAATGTTTTCCG 

CYP1A1 Sentido TAGACACTGATCTGGCTGCAG 

 Antisentido GGGAAGGCTCCATCAGCATC 

 

TABLA B. Secuencias de primers utilizadas en los ensayos de RT-PCR. 

 

17. Determinación de los niveles proteicos de MMPs intracelulares y secretados 

Las células MDA-MB-231 se expusieron a diferentes dosis de HCB (0.005, 0.05, 0.5 y 5 µM) ó 

vehículo, durante 24 horas. Luego, previo lavado con PBS, se adicionó RPMI libre de SFB. Una 
vez transcurridas 24 horas, se colectó el medio y se guardó a -20 °C hasta el momento de su uso. 
Estas muestras fueron utilizadas para medir los niveles de proteínas de MMP2 y 9 secretadas al 
medio por las células en ensayos de inmunoblot. A su vez, estas mismas muestras fueron 
utilizadas para medir la actividad de dichas gelatinasas con la técnica de zimografía en gel de 
poliacrilamida en presencia de SDS y 1% de gelatina. Por otro lado, la monocapa celular fue 
lavada con PBS y se obtuvieron los lisados celulares totales como se describió previamente. Las 

muestras fueron guardadas a -20 °C para ser usados para detectar los niveles intracelulares de 

MMP2 y 9 por inmunoblot, así como los niveles de β Actina. 
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18. Ensayo de Actividad de metaloproteasas 

Con el fin de medir la actividad de las gelatinasas secretadas por la línea celular MDA-MB-231, se 
realizó la técnica de zimografía en gel de poliacrilamida en presencia de SDS y 1% de gelatina 
(sustrato de MMP2 y 9). Esta técnica permite separar las proteínas de acuerdo a su peso 
molecular y luego al incubar el gel en las condiciones adecuadas para que las gelatinasas degraden 
el sustrato (gelatina) presente dentro del gel, evaluamos la actividad de las mismas midiendo la 
intensidad de bandas claras al teñir el gel con un colorante para proteínas.  

Los medios de cultivo colectados previamente (25-50 µl) se resuspendieron en un buffer de 
Laemmli modificado (Tris-HCl 10 mM pH 6.8, SDS 2%, azul de bromofenol 0.03% y glicerol 
10%), se calentaron durante 5 minutos a 95 ◦C, y luego se sembraron en geles de poliacrilamida 
(SDS-PAGE) al 6 ó 7.5%, realizando la electroforesis como se describió previamente. Luego los 
geles fueron lavados 2 veces durante 30 minutos con Rinsing Buffer 1 (Tris-HCl 50 mM, Tritón 
X-100 2.5% V/V), 3 veces durante 5 minutos con Rinsing Buffer 2 (Tris-HCl 50 mM), y 
seguidamente incubados durante 24, 48 ó 72 horas a 37 °C en un buffer Tris-HCl 50 mM, NaCl 
0.15 M, CaCl2 10 mM. Finalmente los geles se tiñeron con una solución colorante de proteínas 
(Coomassie Brilliant Blue R 250 0.1% V/V) durante 2 horas y luego se destiñeron con una 
solución conteniendo ácido acético 10% y metanol 10%. De esta manera las regiones de 
degradación enzimática se observaron como bandas claras sobre el fondo azul. Los geles fueron 
escaneados y las bandas obtenidas fueron cuantificadas mediante densitometría óptica utilizando 
el programa Gel-Pro Analyzer 3.1. Los valores obtenidos fueron normalizados en relación a la 

señal de la β Actina encontrada en el  ensayo de inmunoblot del lisado total de las muestras 

correspondientes a dicho experimento. Los valores fueron expresados como el porcentaje de 
actividad de la enzima de las muestras de células tratadas con HCB, respecto a las muestras 
tratadas con vehículo (control), asignándole un valor arbitrario de 100 a la muestra control. 

 

19. Evaluación de metástasis 

Con el objetivo de estudiar los efectos del tóxico sobre las metástasis in vivo se utilizaron 
tres modelos distintos, siendo los dos primeros modelos de metástasis espontánea y el 
último un modelo de metástasis experimental. 

 

19. 1. Ensayo de metástasis espontánea en ratones hembra BALB-c atímicos 

(nu/nu) inoculados en la mama con células MDA-MB-231 

Se inocularon subcutánemente (sc) las células MDA-MB-231 en matrigel (9x106) en los cordones 
mamarios de ratones hembra BALB-c atímicos de 6 semanas de edad. La mayoría de los ratones 
desarrollaron un tumor de mama en un período de aproximadamente un mes. Los tumores 
desarrollados fueron trasplantados bajo condiciones de esterilidad en tres ratones BALB-c 
atímicos. Una vez que los tumores alcanzaron un tamaño adecuado, se procedió a comenzar el 
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experimento propiamente dicho a partir del material tumoral proveniente de estos tres ratones. 
Para ello, los ratones se sacrificaron y los tumores fueron extirpados en condiciones de 
esterilidad, luego diseccionados en trozos pequeños de tamaño similar y finalmente cada trocito 
fue inoculado sc en los cordones mamarios de ratones hembra BALB-c atímicos. Una vez que los 
tumores de mama prendieron, comenzaron a crecer y alcanzaron un tamaño de 
aproximadamente 0.25 x 0.25 cm, se separaron los ratones en cuatro grupos diferentes (10 
ratones por grupo) y se comenzó con el protocolo de intoxicación. Los ratones fueron 
inoculados intraperitonealmente (i.p.) con 0.1 ml de una solución de HCB en aceite de maíz (0.3, 
3, 30 mg/kg p.c.) ó vehículo (aceite de maíz) tres veces por semana. A su vez, el diámetro mayor 
(D) de los tumores y el diámetro perpendicular a éste (P) se midieron tres veces por semana, 
utilizando un calibre. Al mes y medio de iniciado el experimento, se realizó la necropsia de los 
animales, y los tumores primarios fueron fotografiados, medidos y pesados. Se guardaron 
muestras del tumor primario en nitrógeno líquido y otra muestra del mismo fue fijada en 
paraformaldehído (PFA) e incluida en parafina, cortado y teñido con Hematoxilina-Eosina para 
su posterior análisis histopatológico. Los pulmones, el hígado y los ganglios linfáticos axilares de 
cada ratón fueron fijados en PFA e incluidos en parafina. Se realizaron cortes semi-seriados de 
dicho material incluido y se tiñeron con Hematoxilina-Eosina para evaluar la aparición de focos 
metastáticos o micrometástasis en estos órganos. Los volúmenes tumorales fueron calculados con 

la fórmula πDP2/6 donde D es el diámetro mayor medido y P es el diámetro perpendicular al 
mismo. Las muestras del tumor primario guardadas en nitrógeno líquido se utilizaron 
posteriormente para obtener fracciones subcelulares con el objetivo de analizar los niveles de 
diferentes proteínas por inmunoblot. 

En los estudios de metástasis en pulmón, ganglio linfático axilar ó hígado, los resultados fueron 
expresados como el porcentaje de animales que presentaron micrometástasis en dicho órgano del 
total de los animales para cada grupo.  

 

19.2. Ensayo de metástasis espontánea en ratones hembra BALB-c con tumores C4-HI   

Ratones hembra BALB-c con tumores de mama C4-HI fueron sacrificados, los tumores C4-HI 
fueron extirpados en condiciones de esterilidad y colocados en solución fisiológica para luego ser 
diseccionados en trozos de similar tamaño. Seguidamente, un trozo de tumor fue inoculado sc en 
uno de los cordones mamarios de cada uno de los ratones hembra BALB-c de 6 semanas de 
edad. Una vez que los tumores prendieron, crecieron y alcanzaron un tamaño aproximado de 
0.25 x 0.25 cm, se separaron los ratones en cuatro grupos diferentes (7 ratones por grupo) y se 
comenzó con la exposición al HCB en aceite de maíz (0.3, 3, 30 mg/kg p.c.) ó vehículo, como se 
describió previamente para el ensayo anterior. Los tumores fueron medidos tres veces por 
semana con calibre. Aproximadamente a los dos meses de iniciado el experimento se realizó la 
necropsia de los animales y se procedió como lo descripto previamente para ratones BALB-c 
inoculados con MDA-MB-231.  
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Para estudiar los niveles de metástasis en pulmón, ganglios linfáticos axilares e hígado los 
resultados fueron sujetos a dos tipos de análisis. En una primera etapa, los datos se expresaron 
como el porcentaje de animales que presentaban metástasis en el órgano en cuestión del total de 
ratones para cada grupo. En una segunda etapa, los resultados fueron graficados como el número 
de focos metastásicos en el órgano analizado para cada grupo.  

 

19.3 Ensayo de metástasis experimental en ratones hembra BALB-c inoculados en la 

vena de la cola con la línea celular LM3 

Ratones hembra BALB-c de 8 semanas de edad se expusieron a diferentes dosis de HCB disuelto 
en aceite de maíz (0.3, 3, 30 mg/kg p.c.) ó vehículo, por inyección i.p. tres veces por semana. 
Luego de una semana de tratamiento, los ratones fueron inoculados en la vena de la cola con las 
células LM3 (5x104). Se continuó con la intoxicación de los ratones durante 3 semanas más. A 
continuación los animales fueron sacrificados y los pulmones se extrajeron y se guardaron en 
solución de Bovin. Posteriormente se realizó un análisis bajo lupa estereoscópica de cada pulmón 
en el cual se contó el número total de macrometástasis. A su vez, utilizando un papel milimetrado 
se midió el tamaño de cada macrometástasis, teniendo en cuenta para ello la longitud del 
díametro mayor de las mismas. De esta manera, se contaron el número de macrometástasis con 
tamaños mayores y menores de 1.5 mm de diámetro. 

En un primer análisis, los resultados fueron expresados como el número de macrometástasis 
totales observadas en pulmón para cada grupo. Luego se graficó el número de focos metastásicos 
con diámetros mayores o menores a 1.5 mm en dicho órgano. 

 

20. Análisis estadísticos 

Los datos del ensayo de la herida y los datos de los tamaños tumorales en los experimentos in vivo 

fueron analizados por análisis de varianzas del tipo ANOVA de dos factores. Se utilizó el test de 
Bonferroni para comparar entre grupos experimentales. Se consideraron diferencias significativas 
cuando los valores de p fueron menores a 0.05. Los resultados representan las medias ± SD de al 
menos tres experimentos independientes. 

Los datos de los restantes ensayos fueron analizados por análisis de varianzas del tipo ANOVA 
de un factor. Cuando el análisis de varianzas resultó significativo (valor de p menor a 0.05), se 
utilizó el test de Tukey para comparar entre grupos experimentales. Se consideraron diferencias 
significativas cuando los valores de p fueron menores a 0.05. Los resultados representan las 
medias ± SD de al menos tres experimentos independientes. 
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RESULTADOS 

PARTE I: 

ACCIÓN DEL HEXACLOROBENCENO EN LA MIGRACIÓN CELULAR. 
IMPLICANCIA DE LAS VÍAS DE SEÑALIZACIÓN DE c-SRC/HER1/STAT5B Y 
HER1/ERK1/2, Y ROL DEL RECEPTOR DE HIDROCARBUROS AROMÁTICOS 
 

1. El HCB induce la fosforilación de c-Src y del HER1 en función del tiempo de 

intoxicación 

En estudios previos de nuestro laboratorio, observamos que el HCB estimula la actividad de 
la c-Src quinasa y la fosforilación del HER1 en Tirosina-845 (Y845) tanto en hígado de rata 
como en la línea celular de hígado normal de rata WBF-344 (Randi et al., 2008). Por otro 
lado, demostramos que el pesticida aumenta la fosforilación de c-Src en Tirosina-416 (Y416) 
en la línea celular de cáncer de mama humano MCF-7 (García et al., 2010). En otros estudios, 
encontramos que el HCB estimula la fosforilación de Y416-c-Src y de Y845-HER1 en 
tumores de mama inducidos por NMU en ratas (Peña et al., 2012). Teniendo en cuenta estos 
antecedentes, y la importancia de c-Src y HER1 en la progresión tumoral mamaria, en este 
trabajo nos propusimos analizar el efecto del HCB sobre la activación de estas moléculas en 

la línea celular de cáncer de mama humano MDA-MB-231. Dicha línea celular no posee REα, 
mientras que sobreexpresa HER1 y expresa c-Src, siendo por ende un buen modelo para este 
estudio.  

Las células fueron expuestas al tóxico (0.05 µM) durante diferentes tiempos (0, 5, 15, 30 

minutos, 2 y 24 horas) y los lisados celulares fueron usados para analizar por inmunoblot los 
cambios en la fosforilación de las proteínas en estudio. Observamos que el HCB aumenta 
significativamente la fosforilación de c-Src en Y416 a los 5, 15 y 30 minutos de exposición, 
mientras que los niveles de c-Src totales no se modifican (Figura 13A). Luego, evaluamos si 
el tóxico podía estimular la fosforilación en la Y845 del HER1, un sitio específico para la 
transactivación del HER1 por c-Src. Como se muestra en la Figura 13B, el HCB induce un 
aumento en la fosforilación en Y845-HER1 a los 5, 15 y 30 minutos de exposición, 
coincidiendo con los tiempos de activación de la c-Src. Los niveles de HER1 totales 
permanecieron constantes. 
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-Fig.13. El HCB induce la fosforilación de c-Src y de HER1 en función del tiempo de intoxicación en 
MDA-MB-231. (A) Niveles de fosforilación de Y416-c-Src y (B) de Y845-HER1. Las células fueron expuestas al 
HCB (0.05 µM) o vehículo durante 5, 15, 30 minutos, 2 y 24 horas y los lisados celulares fueron resueltos por SDS-
PAGE. Las membranas fueron incubadas con anticuerpos anti-fosfo-Y416-c-Src en (A) ó anti-fosfo-Y845-HER1 en 
(B), estripeadas y reincubadas con las formas totales de los anticuerpos, como se describe en Materiales y Métodos. 
Un experimento de inmunoblot  representativo se muestra en los paneles superiores. La relación entre la 
cuantificación de los niveles de fosfo-Y416-c-Src y c-Src total, así como entre fosfo-Y845-HER1 y HER1 total, por 
densitometría óptica de 3 experimentos independientes, se muestra en los paneles inferiores. Los valores son las 
medias± SD. Los datos fueron analizados por ANOVA de un factor, seguido por el test de Tukey. Los asteriscos 
indican diferencias significativas con respecto al control (*p< 0.05, **p< 0.01). 

 

2. Efecto del HCB sobre la activación de STAT5b, ERK1/2 y Akt2 en función del tiempo 

Se ha reportado que STAT5b se fosforila en Tirosina-699 (Y699) tanto por la c-Src activa, como 
por HER1 cuando está fosforilado en la Y845 (Kloth et al., 2003; Silva y Shupnik, 2007). 
Teniendo en cuenta que el HCB activa a la c-Src e induce la fosforilación en Y845-HER1, nos 
resultó de especial interés estudiar los efectos del tóxico sobre la STAT5b en nuestro trabajo, 
dado que se reportó que dicha proteína está involucrada en procesos asociados a oncogénesis 
como proliferación, migración y metástasis (Kloth et al., 2003). De ésta manera, observamos que 
STAT5b aumenta su fosforilación a los 5, 15 y 30 minutos de exposición, coincidiendo con lo 
observado para la Y416-c-Src y Y845-HER1. Los niveles de STAT5b total se mantuvieron 
constantes durante todo el ensayo (Figura 14A).  

Por otro lado, estudiamos los efectos del pesticida sobre Akt2 y ERK1/2, dos vías de 
señalización activadas por el receptor HER1. Particularmente evaluamos si el HCB estimulaba la 
fosforilación en la Treonina-308 (T308) de Akt2, debido a que se ha encontrado que dicha 
isoforma de Akt está involucrada en la migración celular en MDA-MB-231 (Wang et al., 2008). 
Nuestros resultados mostraron que el pesticida no produce cambios en la fosforilación en T308-
Akt ni en los niveles de proteína total (Figura 14B). 
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-Fig. 14. Efectos sobre la fosforilación de STAT5b y Akt2 en función del tiempo de exposición al HCB en 
MDA-MB-231. (A) Niveles de fosforilación de STAT5b y (B) de Akt2. Las células fueron expuestas al HCB (0.05 
µM), ó vehículo durante 5, 15, 30 minutos, 2 y 24 horas. Se prepararon los lisados celulares totales y las proteínas se 
corrieron en geles PAGE-SDS y las membranas se incubaron con anticuerpos anti-fosfo-Y699-STAT5b en (A) ó 
anti-fosfo-T308-Akt2 en (B). Luego las membranas se estripearon y se incubaron con los anticuerpos de las formas 
totales, como se describe en Materiales y Métodos. Se muestra el inmunoblot de un experimento representativo en 
cada caso, en los paneles superiores. La relación entre la cuantificación de los niveles de fosfo-Y699-STAT5b y 
STAT5b total, así como entre fosfo-T308-Akt y Akt2 total, por densitometría óptica de 3 experimentos 
independientes, se muestra en los paneles inferiores. Los valores son las medias± SD. Los datos fueron analizados 
por ANOVA de un factor, seguido por el test de Tukey. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto 
al control (*p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001). 

 

A continuación evaluamos la acción del HCB sobre la fosforilación de ERK1/2, y observamos 
que el pesticida incrementa significativamente la actividad de de esta proteína a los 15 y 30 
minutos, no encontrándose cambios en los niveles de proteínas totales (Figura 15A). Otros 
autores demostraron previamente que los compuestos tipo dioxina pueden actuar como factores 
de crecimiento, al estimular a sus receptores (Matsumura, 1994). Para estudiar si la inducción en 
el tiempo del ERK1/2 por HCB podría ser similar a la ejercida por EGF, el ligando del HER1, 
estimulamos las células con EGF (10 ng/ml) durante los mismos tiempos utilizados en el ensayo 
con HCB. Encontramos que ERK1/2 aumentaba su fosforilación a 5, 15 y 30 minutos, con un 
patrón de activación en el tiempo similar al obtenido con el tóxico (Figura 15B). Estos 
resultados sugieren que el aumento en la fosforilación del ERK1/2 inducida por HCB, podría 
estar mediada por la activación del HER1. 
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-Fig. 15. Efectos sobre la fosforilación de ERK1/2 en función del tiempo de exposición al HCB o al 
estímulo con EGF en MDA-MB-231. (A) Niveles de fosforilación de ERK1/2 al tratar con HCB y (B) al estimular 
con EGF. Las células fueron expuestas al HCB (0.05 µM), vehículo ó EGF (10 ng/ml) durante 5, 15, 30 minutos, 2 y 
24 horas. Se prepararon los lisados celulares totales y las proteínas se corrieron en geles PAGE-SDS y las membranas 
se incubaron con anticuerpo anti-fosfo-ERK1/2, luego las membranas se estripearon y se incubaron con el 
anticuerpo de la forma total, como se describe en Materiales y Métodos. Se muestra el inmunoblot de un 
experimento representativo en cada caso, en los paneles superiores. La relación entre la cuantificación de los niveles 
de fosfo-ERK1/2 y ERK1/2 total, por densitometría óptica de 3 experimentos independientes, se muestra en los 
paneles inferiores. Los valores son las medias± SD. Los datos fueron analizados por ANOVA de un factor, seguido 
por el test de Tukey. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al control (*p< 0.05, **p< 0.01). 

 

3. Estudio de la viabilidad celular  

Previo a la realización de los ensayos dosis-respuesta, consideramos adecuado llevar a cabo un 
estudio de viabilidad celular con el objetivo de descartar que las dosis ensayadas en nuestro 
trabajo tengan un efecto tóxico sobre la línea celular en estudio. Para ello, expusimos las células a 
las diferentes concentraciones de HCB (0.005, 0.05, 0.5 y 5 µM) o vehículo durante 48 horas, 
luego adicionamos el reactivo de MTT para medir la viabilidad celular y seguidamente medimos 
las muestras en espectrofotómetro. Utilizamos 48 horas de exposición al tóxico ya que este es el 
tiempo máximo de exposición al pesticida ensayado en este trabajo. Nuestros resultados 
muestran que el pesticida no afecta la viabilidad celular a ninguna de las dosis ensayadas (Figura 

16). 
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-Fig. 16. Efecto del HCB en la viabilidad celular. Las células se expusieron a diferentes dosis de HCB (0.005, 
0.05, 0.5 y 5 µM) ó vehículo durante 48 horas, y luego se adicionó una solución de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) por una hora. El precipitado de formazán se disolvió en DMSO y se midió en 
espectrofotómetro a una longitud de onda de 570 nm. El número de células viables se calculó teniendo en cuenta 
que es proporcional a la producción de formazán. Los valores graficados fueron expresados como el porcentaje de 
viabilidad celular respecto al control. Los valores son las medias± SD. Los datos fueron analizados por ANOVA de 
un factor, seguido por el test de Tukey.  

 

4. El HCB incrementa la activación de c-Src y HER1 en función de la dosis de exposición 

Debido a que previamente demostramos que el HCB (0.05 µM) produce un aumento en la 

fosforilación de c-Src y Y845-HER1 a los 5, 15 y 30 minutos de exposición, nos propusimos 
estudiar el efecto del tóxico en diferentes dosis (0.005, 0.05, 0.5 and 5 µM) a los 15 minutos de 
tratamiento. La Figura 17A muestra que el HCB induce la fosforilación de c-Src en Y416 a todas 
las dosis ensayadas. Incrementos significativos en la fosforilación de Y845-HER1 fueron 
encontrados a las dosis de 0.05, 0.5 y 5 µM de HCB (Figura 17B).  

Por otro lado, estudiamos si el tóxico alteraba los niveles de fosforilación del HER1 en todos sus 
sitios tirosinas, ya que se conoce que la fosforilación en Y845-HER1 ejerce una contribución 
débil a la activación del ERK1/2 en cáncer de mama (Kloth et al, 2003). Para ello, 
inmunoprecipitamos el HER1 a partir de lisados celulares expuestos a diferentes dosis de HCB, 
con anticuerpo anti-HER1 total. Luego realizamos la electroforesis en geles de poliacrilamida de 
los inmunoprecipitados de HER1, y las membranas correspondientes fueron incubadas con 
anticuerpo anti-fosfotirosina, estripeadas y vueltas a incubar con anti-HER1 total. Observamos 
un incremento dosis dependiente de la fosforilación en tirosina total del HER1 en todas las dosis 
ensayadas, excepto la menor dosis (Figura 17C). 
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-Fig.17. Curvas dosis-respuesta de la activación de c-Src y HER1 al tratamiento con HCB en MDA-MB-231. 
Las células fueron expuestas a diferentes dosis con HCB (0.005, 0.05, 0.5 y 5µM) ó vehículo durante 15 minutos. (A) 
Niveles de fosforilación de c-Src, (B) de Y845-HER1 y (C) de Ytotal-HER1. Los lisados celulares totales en (A) y (B) 
ó el inmunoprecipitado del HER1 en (C) fueron corridos en geles PAGE-SDS. Las membranas fueron incubadas 
con anticuerpos anti-fosfo-Y416-c-Src en (A), anti-fosfo-Y845-HER1 en (B) ó anti-fosfo-Ytotal-HER1 en (C), luego 
estripeadas y reincubadas con los anticuerpos de las formas totales, como se describe en Materiales y Métodos. Se 
muestra el inmunoblot de un experimento representativo en cada caso, en los paneles superiores. La relación entre la 
cuantificación de los niveles de fosfo-Y416-c-Src y c-Src total, así como fosfo-Y845-HER1 ó fosfotirosina-HER1 y 
HER1 total, por densitometría óptica de 3 experimentos independientes, se muestra en los paneles inferiores. Los 
valores son las medias± SD. Los datos fueron analizados por ANOVA de un factor, seguido por el test de Tukey. 
Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al control (*p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001). 

 

5. Acción de diferentes dosis de HCB sobre la actividad de ERK1/2, Akt2 y STAT5b 

Luego de observar que el tratamiento de las células MDA-MB-231 con diferentes 
concentraciones de HCB por 15 minutos, estimula tanto los niveles de fosforilación de c-Src 
como los de HER1 en Y845 y en tirosina total, nos propusimos examinar si el tóxico incrementa 
también la activación de ERK1/2, Akt2 y STAT5b. Al estudiar el efecto del pesticida sobre la 
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fosforilación de Y699-STAT5b, encontramos un aumento significativo en las dosis de HCB 0.05, 
0.5 y 5 µM (Figura 18A) que correlaciona con la fosforilación en Y845-HER1 inducida por el 
tóxico (Figura 17B). Sin embargo, no observamos que el HCB altere la fosforilación de T308-
Akt2 a ninguna de las dosis ensayadas (Figura 18B). 

Luego, al analizar la acción del HCB sobre el ERK1/2, encontramos claramente un incremento 
de la fosforilación de esta proteína en función del aumento de la dosis del tóxico (Figura 19). 
Este comportamiento es similar al observado previamente para la fosforilación en tirosina total 
del HER1 (Figura 17C). 

 

 

-Fig.18. Fosforilación de STAT5b y Akt2 en respuesta a la exposición con diferentes dosis de HCB en 
MDA-MB-231. (A) Niveles de fosforilación de STAT5b y (B) de Akt2. Las células fueron expuestas al HCB (0.005, 
0.05, 0.5 y 5 µM) ó vehículo durante 15 minutos. Los lisados celulares totales fueron preparados y las proteínas se 
separaron en geles PAGE-SDS. Las membranas fueron incubadas con anticuerpos anti-fosfo-Y699-STAT5b en (A) 
ó anti-fosfo-T308-Akt en (B), y luego estripeadas y reincubadas con los anticuerpos contra las formas totales, como 
se indica en Materiales y Métodos. Se muestra el inmunoblot de un experimento representativo en cada caso, en los 
paneles superiores. La relación entre la cuantificación de los niveles de fosfo-Y699-STAT5b y STAT5b total, así 
como fosfo-T308-Akt y Akt2 total, por densitometría óptica de 3 experimentos independientes, se muestra en los 
paneles inferiores. Los valores son las medias± SD. Los datos fueron analizados por ANOVA de un factor, seguido 
por el test de Tukey. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al control (*p< 0.05, **p< 0.01). 
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-Fig.19.  Cambios en los niveles de fosforilación de ERK1/2 en respuesta a la exposición con 
diferentes dosis de HCB en MDA-MB-231. Las células fueron expuestas al HCB (0.005, 0.05, 0.5 y 5 µM) ó 
vehículo durante 15 minutos. Los lisados celulares totales fueron preparados y las proteínas se separaron en 
geles PAGE-SDS. Las membranas fueron incubadas con anticuerpos anti-fosfo-ERK1/2, luego estripeadas y 
reincubadas con el anticuerpo contra la forma total, como se indica en Materiales y Métodos. Se muestra el 
inmunoblot de un experimento representativo, en el panel superior. La relación entre la cuantificación de los 
niveles de fosfo-ERK1/2 y ERK1/2 total, por densitometría óptica de 3 experimentos independientes, se 
muestra en el panel inferior. Los valores son las medias± SD. Los datos fueron analizados por ANOVA de un 
factor, seguido por el test de Tukey. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al control 
(*p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001). 

 

6. Rol de c-Src y HER1 en las activaciones de ERK1/2 y STAT5b promovidas por 

HCB 

Con el objetivo de determinar las contribuciones de c-Src y HER1 en el incremento de la 
actividad de ERK1/2 y STAT5b inducido por el pesticida, realizamos ensayos usando 
inhibidores específicos, PP2 para c-Src y AG1478 para HER1. En primer lugar, examinamos 
si el pretratamiento de las células con PP2 bloqueaba el estímulo que producía el HCB sobre 
la fosforilación en Y845-HER1, ya que se conoce que este sitio es específico para la 
activación de HER1 por la quinasa c-Src. Para ello, pretratamos las células con PP2 0.2 nM 
durante 3 horas, y luego las expusimos al HCB 0.5 µM durante 15 minutos en presencia del 
inhibidor. Observamos que el PP2 bloquea completamente la activación de Y845-HER1 
inducida por HCB (Figura 20A).  

Luego, al evaluar el efecto de los inhibidores sobre los niveles de fosforilación de Y699-
STAT5b, encontramos que tanto el PP2 como el AG1478 revierten parcial o totalmente la 
fosforilación inducida por el tóxico. Estos resultados demuestran que tanto c-Src como 
HER1 están involucrados en la activación de STAT5b estimulada por HCB (Figura 20B).  
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-Fig. 20. Rol de c-Src y HER1 en las activaciones de HER1 y STAT5b inducidas por HCB en MDA-MB-
231. (A) Niveles de fosforilación de Y845-HER1 y (B) de STAT5b. Las células fueron pretratadas con PP2 0.2 nM ó 
AG1478 0.5 µM durante 3 horas y luego expuestas al HCB (0.5 µM) ó vehículo durante 15 minutos. Los lisados 
celulares totales fueron preparados y luego las proteínas fueron corridas en geles PAGE-SDS. Las membranas fueron 
incubadas con anticuerpos anti-fosfo-Y845-HER1 en (A) ó anti-fosfo-Y699-STAT5b en (B), y luego estripeadas y 
reincubadas con los anticuerpos contra las formas totales, como se indica en Materiales y Métodos. Se muestra el 
inmunoblot de un experimento representativo en cada caso, en los paneles superiores. La relación entre la 
cuantificación de los niveles de fosfo-Y845-HER1 y HER1 total, así como de fosfo-Y699-STAT5b y STAT5b total, 
por densitometría óptica de 3 experimentos independientes, se muestra en los paneles inferiores. Los valores son las 
medias± SD. Los datos fueron analizados por ANOVA de un factor, seguido por el test de Tukey. Las cruces 
indican diferencias significativas respecto al control (+++p< 0.001). Los asteriscos indican diferencias significativas 
respecto al HCB (***p< 0.001). 

 

Seguidamente, nos propusimos estudiar las contribuciones de c-Src y HER1 en la 
fosforilación del ERK1/2 inducida por HCB, y encontramos que el PP2 (0.2 nM) no tiene 
efecto significativo sobre la activación del ERK1/2, mientras que el AG1478 (0.5 µM) lo 
inhibe totalmente. Estos resultados demuestran que solo HER1 media la activación de 
ERK1/2 inducida por el tóxico (Figura 21). Dichas observaciones coinciden con estudios 
previos de otros investigadores que encontraron que la fosforilación en la Y845-HER1 
producida por c-Src no contribuye a la fosforilación del ERK1/2 en cáncer de mama (Kloth 
et al., 2003; Silva y Shupnik, 2007). 

De esta manera, hasta aquí nuestro trabajo demuestra que el tóxico estimula dos vías de 
transducción de señales diferentes: la de c-Src/HER1/STAT5b y la de HER1/ERK1/2 en la 
línea celular MDA-MB-231. 
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-Fig. 21. Rol de c-Src y HER1 en la fosforilación de ERK1/2 inducida por HCB en MDA-MB-231. Las 
células fueron pretratadas con PP2 0.2 nM ó AG1478 0.5 µM durante 3 horas y luego expuestas al HCB (0.5 
µM) ó vehículo durante 15 minutos. Los lisados celulares totales fueron preparados y luego las proteínas fueron 
corridas en geles PAGE-SDS. Las membranas fueron incubadas con anticuerpo anti-fosfo-ERK1/2 y luego 
estripeadas y reincubadas con el anticuerpo contra la forma total, como se indica en Materiales y Métodos. Se 
muestra el inmunoblot de un experimento representativo en cada caso, en el panel superior. La relación entre la 
cuantificación de los niveles de fosfo-ERK1/2 y ERK1/2 total, por densitometría óptica de 3 experimentos 
independientes, se muestra en el panel inferior. Los valores son las medias± SD. Los datos fueron analizados 
por ANOVA de un factor, seguido por el test de Tukey. Las cruces indican diferencias significativas respecto al 
control (++p< 0.01). Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al HCB (*p< 0.05). 

 

7. Rol del RHA en la activación de las vías de señalización de c-Src/HER1/STAT5b y 

HER1/ERK1/2 inducida por HCB 

El HCB es un ligando débil del RHA, por lo tanto puede desencadenar tanto efectos 
dependientes de la unión a dicho receptor (dosis altas), como independientes (dosis bajas) 
(Hahn et al., 1989). En nuestro laboratorio, observamos previamente, que en hígado de ratas 
tratadas con HCB, aumenta la actividad del HER1, a la vez que se induce la translocación del 
RHA desde el citosol al núcleo (Randi et al., 2008).  

Previo a estudiar si el tóxico activa las vías de señalización c-Src/HER1/STAT5b y 
HER1/ERK1/2 a través de su unión al RHA, nos propusimos verificar la presencia de dicho 
receptor en la línea celular en estudio. Para ello tratamos las MDA-MB-231 con las diferentes 
dosis del tóxico ensayadas en este trabajo (0.005, 0.05, 0.5 y 5 µM) ó vehículo por 24 horas, y 
los lisados celulares fueron usados para analizar por inmunoblot los niveles de proteína del 
RHA. Como se observa en la Figura 22, la línea celular expresa buenos niveles del RHA, 
como ha sido reportado previamente por otros investigadores (Angus et al., 1999; Döhr et al., 
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1995; Spink et al., 1998). Si bien no se han realizado análisis estadísticos para confirmarlo, 
puede observarse una ligera disminución en los niveles de RHA con la dosis de 5 µM de 
HCB. Esto puede explicarse con reportes previos que demuestran que la TCDD induce la 
translocación del RHA al núcleo y su posterior down-regulación en las MDA-MB-231 
(Pollenz 1996; Angus et al., 1999) (Figura 22).  

 

 

-Fig. 22. Niveles del RHA en la línea celular MDA-MB-231. Las células fueron expuestas al HCB (0.005, 
0.05, 0.5 y 5 µM) ó vehículo durante 24 horas. Los lisados celulares totales fueron preparados y las proteínas se 
separaron en geles PAGE-SDS. Las membranas fueron incubadas con anticuerpos anti-RHA, y luego 
reincubadas con el anticuerpo anti-β Actina. Se muestra el inmunoblot de un experimento representativo, en el 
panel superior. La relación entre la cuantificación de los niveles de RHA y β Actina, por densitometría óptica 
se muestra en el panel inferior. 

 

Con el objetivo de determinar si el HCB activa las vías de señalización c-Src/HER1/STAT5b y 
HER1/ERK1/2 al unirse al RHA, preincubamos las células en presencia o ausencia de un 
antagonista de dicho receptor, la 4,7-ortofenantrolina (4,7 PHE). Está descripto, en estudios in 

vitro, que la 4,7-PHE inhibe la unión de la dioxina TCDD al RHA, porque compite por el mismo 
sitio de unión al receptor (Mahon y Gasiewicz, 1992). Las MDA-MB-231 se pretrataron durante 
3 horas con 4,7-PHE (5 ó 10 µM) y luego se expusieron al HCB durante 15 minutos en presencia 
de dicho inhibidor. Para estos ensayos, se usaron la dosis más baja (0.05 µM) y la más alta (5 µM) 
de HCB utilizadas en este trabajo, que inducen ambas vías de señalización. De esta manera la 
dosis de 0.05 µM sería representativa de los efectos del tóxico a bajas dosis y la de 5 µM sería 
representativa de los efectos mediados por el tóxico a altas dosis.  

Como se observa en la Figura 23A, el pretratamiento con 4,7-PHE, previno completamente la 
fosforilación de STAT5b inducida por el tóxico en ambas dosis. Con el fin de corroborar que la 
fosforilación de STAT5b estimulada por el HCB en dosis de 0.05 µM está mediada por el RHA, 

utilizamos la α-naftoflavona (α-NF), otro antagonista del receptor no relacionado 
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estructuralmente con la 4,7-PHE (Merchant et al., 1990). Nuestros resultados mostraron que la 

α-NF (1 µM) previene también el incremento en la fosforilación de STAT5b estimulado por el 
tóxico en ambas concentraciones (Figura 23B). De esta manera, demostramos que el aumento 
en la fosforilación de STAT5b causada por HCB es dependiente del RHA, tanto a dosis bajas 
como altas. 

 

-Fig. 23. Rol del RHA en la activación de la vía de c-Src/HER1/STAT5b inducida por HCB en MDA-MB-
231. (A) Niveles de fosforilación de Y699-STAT5b en presencia ó ausencia de 4,7-ortofenantrolina (4,7 PHE) y (B) 
en presencia ó ausencia de α-naftoflavona (α-NF). Las células fueron pretratadas con 4,7-PHE (5 µM) ó α-NF (1 
µM) durante 3 horas y luego expuestas al HCB (0.05 y 5 µM) ó vehículo durante 15 minutos. Los lisados celulares 
totales fueron preparados y luego las proteínas corridas en geles PAGE-SDS. Las membranas fueron incubadas con 
anticuerpo anti-fosfo-Y699-STAT5b y luego estripeadas y reincubadas con el anticuerpo contra la forma total, como 
se indica en Materiales y Métodos. Se muestra el inmunoblot de un experimento representativo, en los paneles 
superiores. La relación entre la cuantificación de los niveles de fosfo-Y699-STAT5b y STAT5b total, por 
densitometría óptica de 3 experimentos independientes, se muestra en los paneles inferiores. Los valores son las 
medias± SD. Los datos fueron analizados por ANOVA de un factor, seguido por el test de Tukey. Las cruces 
indican diferencias significativas respecto al control (+p<0.05, ++p<0.01). Los asteriscos indican diferencias 
significativas respecto al HCB (0.05 µM), (*p<0.05, **p< 0.01). Los triángulos indican diferencias significativas 
respecto al HCB (5 µM) (∆p<0.05, ∆∆p< 0.01). 

 

A continuación, evaluamos si la estimulación de la actividad de ERK1/2 por HCB es 
dependiente del RHA. Para ello, pretratamos las células con 4,7-PHE y luego las expusimos 
al HCB. Encontramos que solo para la dosis de 5 µM de HCB el pretratamiento inhibe la 
fosforilación del ERK1/2 (Figura 24). 

Todos estos resultados, demuestran que el HCB activa la vía de señalización de c-
Src/HER1/STAT5b solamente a través de mecanismos dependientes del RHA. Por otro 
lado, observamos que el tóxico estimula la vía de HER1/ERK1/2 a través de mecanismos 
dependientes e independientes del RHA, según su concentración. 
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-Fig.24. Rol del RHA en la activación de la vía de HER1/ERK1/2 inducida por HCB en MDA-MB-
231. Las células fueron pretratadas con 4,7-ortofenantrolina (4,7 PHE, 10 µM) durante 3 horas y luego 
expuestas al HCB (0.05 y 5 µM) ó vehículo durante 15 minutos. Los lisados celulares totales fueron preparados 
y luego las proteínas fueron corridas en geles PAGE-SDS. Las membranas fueron incubadas con anticuerpos 
anti-fosfo-ERK1/2, y luego estripeadas y reincubadas con el anticuerpo contra la forma total, como se indica 
en Materiales y Métodos. Se muestra el inmunoblot de un experimento representativo, en el panel superior. La 
relación entre la cuantificación de los niveles de fosfo-ERK1/2 y ERK1/2 total, por densitometría óptica de 3 
experimentos independientes, se muestra en el panel inferior. Los valores son las medias± SD. Los datos 
fueron analizados por ANOVA de un factor, seguido por el test de Tukey. Las cruces indican diferencias 
significativas respecto al control (+++p< 0.001). Los triángulos indican diferencias significativas respecto al 
HCB (5 µM) (∆∆∆p<0.001). 
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8. Efecto del HCB sobre la expresión del ARNm del CYP1A1 

Dado que los estudios previos están  realizados a tiempos cortos (15 minutos), a los cuales no 
puede producirse síntesis de novo, podríamos especular que el RHA estaría mediando los 
efectos del HCB por mecanismos no genómicos (que no implican su actividad como factor 
de transcripción). Sin embargo, para reafirmar esto, nos dispusimos analizar la expresión de 
CYP1A1, un gen cuya expresión es inducida por ligandos del RHA en la línea celular MDA-
MB-231 (Döhr et al., 1995). Las células fueron tratadas por 6 horas con las diferentes dosis 
del tóxico ó vehículo y luego medimos los niveles de ARNm de CYP1A1 por RT-PCR. Se 
eligió este tiempo de exposición al pesticida ya que está reportado que a dichos tiempos se 
induce la expresión de este gen cuando se trata a las MDA-MB-231 con TCDD (Döhr et al., 
1995). Se utilizó como control positivo de la expresión de dicho gen, muestras de hígado de 
ratas tratadas con HCB, debido a que previamente se demostró que el tóxico induce la 
expresión del CYP1A1 en este tejido (Guliaeva et al., 1994). Observamos que ninguna de las 
dosis del tóxico induce la expresión del CYP1A1 (Figura 25). Se han realizado ensayos 
similares a diferentes tiempos (2, 10 ó 24 horas), observándose los mismos resultados (datos 
no mostrados). Todos esto sugiere que la activación de las vías de c-Src/HER1/STAT5b y 
HER1/ERK1/2 estimuladas por HCB involucraría mecanismos no genómicos del RHA.  

 

-Fig. 25. Efecto del HCB sobre la expresión del CYP1A1. Niveles de ARNm de CYP1A1 analizados por RT-
PCR. Las células MDA-MB-231 fueron tratadas con HCB (0.005, 0.05, 0.5 y 5 µM) ó vehículo por 6 horas. Luego se 
midieron los niveles de ARNm por la técnica de RT-PCR según lo descripto en Materiales y Métodos. Se utiliza 
como control de carga la expresión de L19. El control positivo utilizado proviene de hígados de ratas intoxicada con 
HCB. Un experimento representativo se muestra en el panel superior. La densitometría óptica de los niveles de 
ARNm de CYP1A1 relativizado a los niveles de L19 de un experimento se muestra en el panel inferior.  
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9. Acción del HCB sobre la migración celular 

Previamente, en estudios in vivo de nuestro laboratorio se ha demostrado que el HCB 
incrementa el número, el volumen y la malignidad de los tumores mamarios inducidos por 
NMU en rata (Randi et al., 2006). A su vez, en un trabajo in vitro reciente, observamos que el 
tóxico aumenta la proliferación en la línea celular de cáncer de mama humano MCF-7, pero 
no afecta este parámetro en MDA-MB-231 (García et al., 2010). Este comportamiento podría 
deberse a que la línea celular MDA-MB-231 tiene un fenotipo más agresivo, y muestra una 
tasa de proliferación basal muy alta. Teniendo en cuenta esto último, nuestra hipótesis es que 
el HCB podría estar alterando otros parámetros celulares, como la migración. Con el fin de 
estudiar si el HCB afecta la migración celular, realizamos dos métodos diferentes: el ensayo 
de la herida y el ensayo del transwell (Valster et al., 2005).  

 

9.1. Ensayo de la herida 

Previamente, observamos que las diferentes dosis del tóxico ensayadas en nuestro trabajo  no 
alteran la viabilidad celular de las MDA-MB-231 (Figura 16). En una primera etapa, nos 
propusimos realizar el ensayo de la herida. Para ello, se dejaron crecer las células a 
confluencia, se realizó una herida en la monocapa celular con un tip plástico y se analizó el 
cerrado de la herida en función del tiempo en presencia de diferentes dosis de HCB ó 
vehículo (etanol) según lo detallado en Materiales y Métodos. Nuestros resultados muestran 
que si bien las células no tratadas migraron, las células expuestas al HCB, tienen una mayor 
capacidad de cerrar la herida respecto a las células control tanto a las 10 como a las 20 horas 
(Figura 26A). El análisis estadístico, demostró que el HCB produjo un incremento 
significativo de la capacidad de las células de cerrar la herida, a las 10 horas a dosis de 0.05 y 
0.5 µM. Sin embargo, a las 20 horas el aumento en la migración celular ocurrió no sólo con 
HCB 0.05 y 0.5 µM, sinó también a la dosis máxima de exposición (5 µM) (Figura 26B). 
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-Fig. 26. Acción del HCB sobre la migración celular evaluada por el ensayo de la herida en MDA-MB-231. (A) 
Fotos representativas de las heridas realizadas en los pocillos con los diferentes tratamientos [HCB (0.005, 0.05, 0.5 y 5 µM) 
ó vehículo], y en los diferentes tiempos (0, 10 y 20 horas); y (B) cuantificación del número de células que migraron hacia la 
herida. Las células fueron crecidas hasta confluencia en un medio con SFB 10%, hambreadas, tratadas por 24 horas con 
HCB (0.005, 0.05, 0.5 y 5 µM) ó vehículo en medio con SFB 5%, y luego se realizó una herida con la punta de un tip y se 
volvió a colocar el tratamiento correspondiente. Se sacaron fotos en cinco campos elegidos al azar, a diferentes tiempos (0, 
10 y 20 horas). Luego se contó el número de células que migraron hacia la herida. Se asignó un valor arbitrario de 100 a la 
muestra control del tiempo 20 hrs. Los valores son las medias± SD. Los datos fueron analizados por ANOVA de un 
factor, seguido por el test de Tukey. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al control (*p< 0.05; **p< 
0.01, ***p< 0.001). 

 

9.2. Ensayo del transwell 

Luego nos propusimos estudiar la capacidad de las células MDA-MB-231 de migrar hacia un 
quimioatractante (2% SFB) en respuesta al tratamiento con HCB (0.005, 0.05, 0.5 y 5 µM) ó 
vehículo en el ensayo del transwell. Observamos que sólo las células tratadas con la mayor dosis 
de HCB (5 µM) muestran un aumento significativo en su capacidad de migrar hacia el suero 
respecto al control (52%) (Figura 27). 
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-Fig. 27. Acción del HCB en la migración celular en MDA-MB-231 evaluada por el ensayo del transwell.  Las 
células fueron expuestas  a diferentes dosis de HCB (0.005, 0.05, 0.5 y 5 µM) ó vehículo durante 24 horas, luego se 
sembraron en los transwells en presencia del mismo tratamiento. Después de 20 horas las células que migraron hacia el 
suero fueron fijadas y teñidas. En el panel de arriba se observan fotografías representativas de cada tratamiento, del filtro 
poroso por donde migran las células. En el panel de abajo se observa la cuantificación del número de células totales que 
migraron hacia el suero. Se asignó un valor arbitrario de 100 a la muestra control. Los valores son las medias± SD. Los 
datos fueron analizados por ANOVA de un factor, seguido por el test de Tukey. Las cruces indican diferencias 
significativas con respecto al control (++p<0.01). 

 

10. Rol de c-Src, HER1 y RHA en la migración celular promovida por HCB 

Se ha observado que la activación de c-Src y HER1 media una gran variedad de aspectos 
relacionados con el crecimiento y progresión tumoral, incluyendo proliferación, migración, 
invasión, sobrevida y angiogénesis (Koppikar et al., 2008). Es por ello, que a continuación nos 
propusimos analizar si el aumento en la migración celular promovido por HCB, es dependiente 
de las activaciones de c-Src y HER1. Para esto realizamos el ensayo del transwell con células 
pretratadas durante 3 horas con inhibidores específicos de éstas proteínas (PP2 2 nM para c-Src, 
AG1478 10 µM para HER1), y luego las expusimos al HCB (5 µM) en presencia de los mismos. 
Nuestros resultados mostraron que los inhibidores ensayados bloquearon completamente la 
estimulación producida por el HCB en la migración celular (Figura 28).  

Además, se ha demostrado que la migración celular está regulada por el RHA y sus ligandos 
(Barouki et al., 2007). Debido a esto, nos resultó interesante estudiar si la unión del HCB al RHA 
estaba involucrada en la migración celular inducida por el tóxico. Para ello, las células se 
pretrataron con un antagonista del RHA como la 4,7-PHE (50 µM) durante 3 horas, luego se 
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expusieron al HCB (5 µM) durante 24 horas, y se sembraron en los transwells en presencia de 
HCB y 4,7-PHE. Observamos que el inhibidor del RHA previno totalmente el aumento de la 
migración celular inducida por el pesticida (Figura 28).  

Todos estos resultados, nos demuestran que la migración celular inducida por HCB en la línea 
MDA-MB-231 depende de la unión del tóxico al RHA, y de la actividad de c-Src y HER1, 
indicando que ambas vías de señalización podrían estar involucradas. 

 

 

-Fig. 28. Rol de c-Src, HER1 y el RHA en la migración celular inducida por el tóxico. Las MDA-MB-231 se 
pretrataron durante 3 horas con los diferentes inhibidores (PP2 2 nM para c-Src, AG1478 10 µM para HER1, y 4,7-
PHE 50 µM para RHA), se expusieron al HCB (5 µM) ó vehículo durante 24 horas en presencia de los inhibidores y 
luego se procedió a realizar el ensayo del transwell como lo descripto previamente. En el panel de arriba se observan 
fotografías representativas de cada tratamiento, del filtro poroso por donde migran las células. En el panel de abajo 
se muestra la cuantificación del número de células totales que migraron hacia el suero. Se asignó un valor arbitrario 
de 100 a la muestra control. Los valores son las medias± SD. Los datos fueron analizados por ANOVA de un factor, 
seguido por el test de Tukey. Las cruces indican diferencias significativas con respecto al control (+++p< 0.001). 
Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al HCB (5 µM) (***p< 0.001). 
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PARTE II: 

ACCIÓN DEL HEXACLOROBENCENO EN LA INVASIÓN CELULAR Y 

METÁSTASIS. ESTUDIOS IN VITRO E IN VIVO. IMPLICANCIA DE c-SRC, 
HER1 Y DEL RECEPTOR DE HIDROCARBUROS AROMÁTICOS 

 

1. Acción del HCB sobre la expresión, secreción y actividad de las metaloproteasas 2 y 9 

(MMP2 y 9) 

Las metaloproteasas son endopeptidasas capaces de degradar la membrana basal y los 
componentes de la ME. Su actividad permite que las células malignas de un tumor logren 
atravesar la ME y las paredes de los vasos sanguíneos, favoreciendo esto el desarrollo de 
metástasis (Chambers y Matrisian, 1997). En particular, la MMP2 (gelatinasa A) y la MMP9 
(gelatinasa B) están asociadas a la progresión tumoral y metástasis debido a su habilidad de 
degradar uno de los principales componentes de la ME, el colágeno de tipo IV. En cáncer de 
mama, estas dos gelatinasas están usualmente sobreexpresadas, y se cree que cumplen un rol muy 
importante en la invasión celular, metástasis y angiogénesis (Mendes et al., 2005; Pellikainen et al., 
2004; Jones et al, 1999; Duffy et al, 2000). 

Dado que la expresión y secreción de MMP2 y 9 son importantes para la migración e invasión 
celular en cáncer de mama, y que hemos observado en la primer parte de esta Tesis que el HCB 
estimula la migración de las MDA-MB-231; el siguiente paso fue estudiar si el tóxico era capaz de 
alterar la expresión, secreción y actividad de estas gelatinasas.  

Para ello las células fueron tratadas con HCB (0.005, 0.05, 0.5 y 5 µM) ó vehículo durante 24 
horas, y luego los sobrenadantes fueron colectados y las células fueron lisadas como se describe 
en Materiales y Métodos. Los sobrenadantes fueron utilizados para medir los niveles de actividad 
de las MMPs con la técnica de zimografía en geles con gelatina. A su vez, se analizaron los niveles 
proteicos intracelulares de MMP2 y 9 a partir de los lisados celulares; y los niveles secretados 
utilizando los sobrenadantes, en ensayos de inmunoblot. Observamos que el tóxico en dosis de 
0.05, 0.5 y 5 µM incrementa en forma significativa la secreción (44, 53 y 54%, respectivamente) y 
actividad de MMP9 (16, 40 y 40% respectivamente) (Figura 29A). Por otro lado observamos que 
en dichas dosis, no se observa una disminución de los  niveles de MMP9 en el lisado celular 
asociado al incremento en su secreción (Figura 29B). Esto implicaría que el tóxico (0.05, 0.5 y 5 
µM) estaría estimulando la expresión, secreción y actividad de MMP9 en dicha línea celular.  

Seguidamente, nos propusimos estudiar los niveles de MMP2 secretados y su actividad, sin 
embargo por problemas metodológicos no logramos detectar niveles de dicha proteína ni su 
actividad en el sobrenadante. Creemos que esto podría deberse a que basalmente la MMP2 se 
expresa en menor cantidad que la MMP9 en las MDA-MB-231, por lo cual la sensibilidad de las 
técnicas usadas no es la suficiente para detectar la concentración de esta proteína en el 
sobrenadante. Sin embargo, pudimos evaluar los niveles totales de MMP2 en los lisados celulares. 
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Obsevamos que el tóxico (0.5 y 5 µM) incrementa significativamente los niveles de dicha proteína 
en el lisado celular, en un 70 y 105 

%, respectivamente. (Figura 29B).  

Los resultados obtenidos nos demuestran que el tóxico estimula la expresión, secreción y 
actividad de MMP9, así como la expresión de MMP2 de una manera dependiente de la dosis. 

 

- Fig. 29. Acción del HCB en la expresión, secreción y actividad de MMP2 y 9 en MDA-MB-231. (A) 
Actividad y niveles de MMP9 secretados al medio extracelular por células MDA-MB-231 expuestas a diferentes dosis 
de HCB, y (B) Niveles intracelulares de MMP2 y 9 de células tratadas con HCB. Las células fueron hambreadas y 
expuestas al HCB (0.005, 0.05, 0.5 y 5 µM) ó vehículo por 24 horas según lo descripto en Materiales y Métodos. Al 
finalizar el experimento se colectaron los sobrenadantes y se lisaron las células. (A) Los sobrenadantes fueron 
utilizados para medir la actividad de MMP9 por zimografía y los niveles de proteínas secretados por inmuboblot. (B) 
Los lisados celulares se utilizaron para detectar los niveles intracelulares de MMP2 y 9 por inmunoblot. Los niveles 
de proteínas tanto en sobrenadante (A) como en lisado celular (B) fueron relativizados a los niveles de β Actina 
detectados por inmunoblot en el lisado celular del experimento correspondiente. Un experimento representativo se 
muestra en los paneles superiores. La cuantificación de los niveles de actividad y de proteínas por densitometría 
óptica de 3 experimentos independientes se muestra en los paneles inferiores. Los valores son las medias± SD. Los 
datos fueron analizados por ANOVA de un factor, seguido por el test de Tukey. Los asteriscos indican diferencias 
significativas con respecto al control (*p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001). 
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2. Rol de c-Src y HER1 en los efectos inducidos por HCB en la expresión, secreción y 

actividad de MMP2 y 9 

Existen numerosos trabajos que demuestran que las vías de señalización activadas por la 
quinasa c-Src y por el receptor HER1 inducen la expresión, secreción o actividad de MMP9 y 
MMP2 (Soto-Guzman et al., 2010; Chiang-Wen et al., 2007; Frame 2004; Kuo et al., 2006; 
Tanimura et al., 2003). En la primer parte de este trabajo, hemos demostrado que el tóxico 
estimula las vías de c-Src/HER1/STAT5b y HER1/ERK1/2. Por lo tanto, en esta segunda 
etapa nos propusimos estudiar si los efectos del tóxico sobre la expresión, secreción y 
actividad de MMP2 y 9 están mediados por c-Src y HER1.  

Con este fin realizamos ensayos como los descriptos previamente, pero en presencia ó 
ausencia de diferentes concentraciones de inhibidores específicos de dichas moléculas (PP2 1 
y 2 µM para c-Src, AG1478 0.5, 5 y 10 µM para HER1). Para llevar a cabo los experimentos 
con inhibidores, expusimos las células solamente a la dosis de HCB 5 µM, en la cual 
observamos que el tóxico mostró tener un efecto estimulador tanto sobre la MMP9 como 
sobre la MMP2.  

Nuestros resultados mostraron que solo la dosis más alta ensayada del AG1478 (10 µM) 
previene el incremento en la secreción y actividad de MMP9 estimuladas por el tóxico, 
mientras que el PP2 en ninguna de las dosis ensayadas tuvo efecto (Figura 30). No 
conocemos que hubiera ocurrido con estos inhibidores, si exponíamos las células a otras 
dosis de HCB (0.05 ó 0.5 µM), porque por metodología y por tiempo, se nos hacía muy 
complicado utilizar todas las dosis del tóxico para evaluar los inhibidores. 

Por otro lado, observamos que el incremento de los niveles de proteínas de MMP2 
estimulados por el tóxico se previno con PP2 y con AG1478 con todas las dosis ensayadas 
(Figura 31).  

Estos resultados demuestran que el HCB 5 µM incrementa la expresión, secreción y 
actividad de MMP9 de una manera dependiente del HER1, mientras que induce la 
expresión de MMP2 vía c-Src y HER1. 
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-Fig. 30. Rol de c-Src y HER1 en el incremento de la secreción y actividad de MMP9 inducido por HCB. 
Niveles de secreción y actividad de MMP9 en MDA-MB-231 tratadas con HCB en presencia ó ausencia de 
inhibidores específicos de c-Src (PP2) y HER1 (AG1478). Las células fueron pretratadas por 3 horas con diferentes 
dosis de PP2 (1 y 2 µM) ó AG1478 (0.5, 5 y 10 uM) y luego tratadas con HCB (5 µM) ó vehículo en presencia de los 
inhibidores durante 24 horas, según lo descripto en Materiales y Métodos. Al finalizar el experimento se colectaron 
los sobrenadantes y se lisaron las células. Los sobrenadantes fueron utilizados para medir la actividad de la MMP9 
por zimografía y los niveles de proteínas secretados por inmunoblot. Los lisados celulares se utilizaron para detectar 
los niveles de β Actina por inmunoblot. Los niveles proteicos y de actividad de MMP9 en el sobrenadante fueron 
relativizados a los niveles de β Actina del lisado celular del experimento correspondiente. Un experimento de 
inmunoblot y uno de actividad representativos se muestran en el panel superior. La cuantificación de los niveles de 
actividad y de proteínas por densitometría óptica de 3 experimentos independientes se muestra en el panel inferior. 
Los valores son las medias± SD. Los datos fueron analizados por ANOVA de un factor, seguido por el test de 
Tukey. Las cruces indican diferencias significativas respecto al control (+p< 0.05, +++p< 0.001). Los asteriscos 
indican diferencias significativas respecto al HCB (5 µM) (*p< 0.05, ***p< 0.001). 

 

 

 

 



Resultados 

73 

 

-Fig. 31. Rol de c-Src y HER1 en el aumento de la expresión de MMP2 inducido por HCB. Niveles de 
expresión de MMP2 en MDA-MB-231 tratadas con HCB en presencia ó ausencia de inhibidores específicos de c-Src 
(PP2) y HER1 (AG1478). Las células fueron pretratadas por 3 horas con diferentes dosis de PP2 (1 y 2 µM) ó 
AG1478 (0.5, 5 y 10 uM) y luego tratadas con HCB (5 µM) ó vehículo durante 24 horas en presencia de los mismos, 
según lo descripto en Materiales y Métodos. Los lisados celulares se utilizaron para detectar los niveles de MMP2  
por inmunoblot que fueron relativizados a los niveles de β Actina. Un experimento de inmunoblot  representativo se 
muestra en el panel superior. La cuantificación de los niveles de proteínas por densitometría óptica de 3 
experimentos independientes se muestra en el panel inferior. Los valores son las medias± SD. Los datos fueron 
analizados por ANOVA de un factor, seguido por el test de Tukey. Las cruces indican diferencias significativas 
respecto al control (+++p< 0.001). Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al HCB (5 µM) (**p< 
0.01, ***p< 0.001). 

 

3. Rol del RHA en los efectos del HCB sobre la expresión, secreción y actividad de 

MMP2 y 9 

Estudios recientes sugieren que el RHA puede modular la expresión y actividad de las 
metaloproteasas (Villano et al. 2006; Hillegass et al. 2006; Meng et al. 2009; Tie-Li et al. 2009, 
Ishida et al. 2010). A continuación, nos propusimos analizar la posible implicancia de este 
receptor en los efectos previamente observados. Para ello en ensayos similares a los descriptos 
con anterioridad, se pretrataron las células con dos antagonistas de dicho receptor, la 4,7-PHE 

(10 y 50 µM) ó α−NF (1 y 10 µM) y luego se incubaron las células en presencia de estos 

inhibidores con HCB (5 µM) por 24 horas. En cuanto a la MMP9, se observa que la α-NF (10 
µM) previene la secreción y actividad estimuladas por HCB; mientras que la 4,7 PHE (50 µM) 
solamente afecta la secreción (Figura 32). A su vez, encontramos que el incremento de los 

niveles de MMP2 inducidos por el tóxico se previene tanto en presencia de α-NF (10 µM) como 

de 4,7 PHE (10 y 50 µM) (Figura 33).  



Resultados 

74 

Estos resultados nos permiten concluir que la expresión, secreción y actividad de MMP9, así 
como la expresión de MMP2 inducidas por el tóxico (5 µM), involucran la unión del HCB al 
RHA. 

 

 

-Fig. 32. Rol del RHA en los efectos del HCB sobre la secreción y actividad de MMP9. Niveles de secreción y 
actividad de MMP9 en MDA-MB-231 tratadas con HCB en presencia de dos antagonistas del RHA, 4,7-
ortofenantrolina (4,7 PHE) ó α-naftoflavona (α-NF). Las células fueron pretratadas por 3 horas con diferentes dosis 
de α-NF (1 y 10 µM) ó 4,7 PHE (10 y 50 uM) y luego tratadas con HCB (5 µM) o vehículo durante 24 horas en 
presencia de los inhibidores. Se procedió según lo descripto en Materiales y Métodos. Al finalizar el experimento se 
colectaron los sobrenadantes y se lisaron las células. Los sobrenadantes fueron utilizados para medir la actividad de la 
MMP9 por zimografía y los niveles de proteínas por inmuboblot. Los lisados celulares se utilizaron para detectar los 
niveles de β Actina por inmunoblot. Los niveles de proteínas y de actividad de MMP9 fueron relativizados a los 
niveles de β Actina en el lisado celular del experimento correspondiente. Un experimento de inmunoblot y de 
actividad representativos se muestran en el panel superior. La cuantificación de los niveles de actividad y de proteínas 
por densitometría óptica de 3 experimentos independientes se muestra en el panel inferior. Los valores son las 
medias± SD. Los datos fueron analizados por ANOVA de un factor, seguido por el test de Tukey. Las cruces 
indican diferencias significativas respecto al control (+p< 0.05, ++p< 0.01). Los asteriscos indican diferencias 
significativas respecto al HCB (5 µM) (*p< 0.05). 
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-Fig. 33. Rol del RHA en los efectos del HCB sobre la expresión de MMP2. Niveles de expresión de MMP2 en 
MDA-MB-231 tratadas con HCB en presencia de dos antagonistas del RHA, 4,7-ortofenantrolina (4,7 PHE) ó α-
naftoflavona (α-NF). Las células fueron pretratadas por 3 horas con diferentes dosis de α-NF (1 y 10 µM) ó 4,7 
PHE (10 y 50 uM) y luego tratadas con HCB (5 µM) o vehículo durante 24 horas en presencia de los inhibidores, 
según lo descripto en Materiales y Métodos. Los lisados celulares se utilizaron para detectar los niveles expresados de 
MMP2  por inmunoblot que fueron relativizados a los niveles de β Actina. Un experimento de inmunoblot 
representativo se muestra en el panel superior. La cuantificación de los niveles de proteínas por densitometría óptica 
de 3 experimentos independientes se muestra en el panel inferior. Los valores son las medias± SD. Los datos fueron 
analizados por ANOVA de un factor, seguido por el test de Tukey. Las cruces indican diferencias significativas 
respecto al control (+++p< 0.001). Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al HCB (5 µM) (*p< 
0.05, ***p< 0.001). 

 

4. El HCB altera los niveles de ARNm de MMP2 y 9 

Una vez analizados los efectos del tóxico sobre niveles proteicos de metaloproteasas, nos 
propusimos estudiar si el HCB podría alterar los niveles de los mensajeros correspondientes. Para 

ello en una primera etapa tratamos las células MDA-MB-231 con HCB (5 µM) ó vehículo 

durante 16 y 24 horas y luego medimos los niveles de ARNm de MMP2 y 9 por RT-PCR. Es de 
interés remarcar que para obtener niveles detectables de ARNm de MMP2 se debió utilizar 
el doble de ADN-c que el utilizado para amplificar MMP9 en la reacción de PCR. Esto 
puede deberse, como se especuló previamente, a que la MMP2 estaría expresada en menor grado 
respecto a la MMP9 en la línea celular en estudio.  

Observamos que el HCB incrementa los niveles de mensajeros de MMP9 (26 %) y MMP2 (54%) 
luego de 16 horas de tratamiento, no observándose diferencias a tiempos mayores (Figura 34A y 

B).  
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-Fig. 34. El HCB altera los niveles de ARNm de MMP2 y 9 en función del tiempo de exposición. (A) Niveles 
de ARNm de MMP9 y (B) de MMP2 analizados por RT-PCR. Las células MDA-MB-231 fueron tratadas con HCB 
(5µM) ó vehículo durante 16 y 24 horas. Luego se midieron los niveles de ARNm por la técnica de RT-PCR según lo 
descripto en Materiales y Métodos. Un experimento representativo se muestra en los paneles superiores. La 
cuantificación de los niveles de ARNm por densitometría óptica de 3 experimentos independientes se muestra en los 
paneles inferiores. Los valores son las medias± SD. Los datos fueron analizados por ANOVA de un factor, seguido 
por el test de Tukey. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al control (*p< 0.05, ***p< 0.001).  

 

En una segunda etapa, nuestro objetivo fue evaluar el efecto de las diferentes dosis de HCB 
(0.005, 0.05, 0.5 y 5 µM) sobre los niveles de ARNm de las MMP2 y 9, usando como tiempo de 
tratamiento las 16 horas. Los resultados mostraron que el HCB aumenta en forma significativa 
los niveles de mensajeros en todas las dosis ensayadas en el caso de MMP9 (27, 30, 23 y 30%, 
respectivamente) y en las dosis de 0.5 y 5 µM para MMP2 (31 y 46%, respectivamente), 
coincidiendo estos resultados con los obtenidos sobre los niveles de expresión de proteínas de las 
mismas (Figura 35A y B).  
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-Fig. 35. El HCB altera los niveles de ARNm de MMP2 y 9 en función de la dosis de exposición. (A) Niveles 
de ARNm de MMP9 y (B) de MMP2 analizados por RT-PCR. Las células fueron tratadas por 16 horas con HCB 
(0.005, 0.05, 0.5 y 5 µM) ó vehículo. Luego se midieron los niveles de ARNm por la técnica de RT-PCR según lo 
descripto en Materiales y Métodos. Un experimento representativo se muestra en los paneles superiores. La 
cuantificación de los niveles de ARNm por densitometría óptica de 3 experimentos independientes se muestra en los 
paneles inferiores. Los valores son las medias± SD. Los datos fueron analizados por ANOVA de un factor, seguido 
por el test de Tukey. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al control (*p< 0.05, **p< 0.01, 
***p< 0.001). 

 

5. El HCB incrementa la invasión celular. Dependencia de c-Src, HER1 y RHA en la 

invasión celular inducida por el tóxico 

Teniendo en cuenta que las metaloproteasas cumplen un rol esencial en la invasión celular, y 
dado que observamos que el HCB incrementa la expresión, secreción y actividad de MMP9 y los 
niveles de expresión de MMP2, a continuación nos propusimos evaluar si el tóxico podría 
estimular la capacidad invasiva de las MDA-MB-231.  

Con este fin, sembramos las células sobre transwells cubiertos con matrigel en presencia de HCB 
5 µM, y evaluamos su invasividad durante 48 horas, utilizando como quimioatractante SFB 10% 
en la parte inferior del transwell. Nuestros resultados mostraron que el tóxico incrementa en 
forma significativa (245%) la capacidad de las células de invadir respecto al control (Figuras 36 y 

37). 

A su vez, nos propusimos estudiar si la quinasa c-Src y los receptores HER1 y RHA activados 
por HCB en las MDA-MB-231, estaban involucrados en la invasión inducida por el tóxico. De 
ésta manera realizamos ensayos de invasión, pretratando las células durante 3 horas con 2 µM 

PP2 (para c-Src), 10 µM AG1478 (para HER1) ó 10 µM α-NF y 10 µM 4,7-PHE (para RHA). 
Luego las células se sembraron en la parte superior del transwell con matrigel y se agregó HCB 5 
µM ó vehículo en presencia de los inhibidores durante 48 horas. Nuestros resultados muestran 



Resultados 

78 

que tanto la c-Sr y el HER1 (Figura 36), como el RHA (Figura 37), median la invasión celular 
estimulada por el tóxico.  

 

 

-Fig. 36. El HCB incrementa la invasión celular en forma dependiente de c-Src y HER1. Efecto del HCB en 
la invasión celular en presencia o ausencia de inhibidores de c-Src (PP2) y HER1 (AG1478) evaluada por el ensayo 
del transwell con matrigel. Las MDA-MB-231 se pretrataron durante 3 horas con los diferentes inhibidores (2 µM 
PP2, 10 µM AG1478), y luego se sembraron en los transwells con matrigel adicionando el tratamiento 
correspondiente (5 µM de HCB ó vehículo en presencia de los inhibidores). A las 48 horas las células que invadieron 
hacia el suero fueron fijadas y teñidas. En el panel de arriba se observan fotografías representativas de cada 
tratamiento; mientras que en el panel de abajo se observa la cuantificación del número de células totales que 
invadieron hacia el suero. Los valores son las medias± SD. Los datos fueron analizados por ANOVA de un factor, 
seguido por el test de Tukey. Las cruces indican diferencias significativas con respecto al control (+++p< 0.001). 
Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al HCB (5 µM) (**p< 0.01, ***p< 0.001). 
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-Fig. 37. Rol del RHA en la invasión celular inducida por el tóxico. Efecto del HCB en la invasión celular en 
presencia o ausencia de dos antagonistas del RHA, 4,7-ortofenantrolina (4,7 PHE) y α-naftoflavona (α-NF) evaluada 
por el ensayo del transwell con matrigel. Las MDA-MB-231 se pretrataron durante 3 horas con los diferentes 
inhibidores α-NF (10 µM) ó 4,7 PHE (10 µM), y luego al ser sembradas en los transwells con matrigel, se expusieron 
al HCB (5 µM) en presencia de los mismos. Finalizada las  48 horas, las células que invadieron hacia el suero fueron 
fijadas y teñidas. En el panel de arriba se observan fotografías representativas de cada tratamiento; mientras que en el 
panel de abajo se observa la cuantificación del número de células totales que invadieron hacia el suero. Los valores 
son las medias± SD. Los datos fueron analizados por ANOVA de un factor, seguido por el test de Tukey. Las cruces 
indican diferencias significativas con respecto al control (+++p< 0.001). Los asteriscos indican diferencias 
significativas respecto al HCB (5 M) (**p< 0.01). 
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6. Modelo de xenotrasplante  con MDA-MB-231 en ratones hembra BALB-c atímicos. 

6.1. Incremento del crecimiento tumoral inducido por el pesticida 

Hasta el momento, en nuestro trabajo hemos demostrado que el HCB induce la expresión, secreción 
y actividad de MMP9 y la expresión de MMP2 junto con un aumento en la migración e invasión 
celular, in vitro en la línea MDA-MB-231. Con el objetivo de seguir profundizando sobre los efectos 
del tóxico en la progresión tumoral en cáncer de mama, nos propusimos utilizar un modelo de 
estudio in vivo de xenotrasplante con MDA-MB-231 en ratones atímicos.  

En resumen, se inocularon las células subcutáneamente en los cordones mamarios de ratones hembra 
BALB-c atímicas como se describe en Materiales y Métodos. Una vez generados los tumores de 
mama, se trasplantaron dichos tumores en 40 ratones y cuando los tumores alcanzaron un tamaño de 
aproximadamente 0.25 x 0.25 cm, los animales se inocularon intraperitonealmente (i.p.) con HCB 
disuelto en aceite de maíz (0.3, 3 ó 30 mg/kg p.c.) ó vehículo (aceite de maíz) 3 veces por semana 
hasta el término del experimento. Con el fin de estudiar los efectos del tóxico sobre el crecimiento 
tumoral realizamos mediciones de los mismos tres veces por semana, a lo largo del tiempo.  Por otro 
lado, al momento de la necropsia de los animales, los tumores fueron fotografiados y pesados. 
Nuestros resultados muestran que el HCB incrementa en forma significativa el volumen (Figura 

38A) y peso tumoral (Figura 38B) en dosis de 0.3 y 3 mg/kg p.c. 
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-Fig. 38. El pesticida induce el crecimiento de tumores de mama derivados de la línea celular MDA-MB-231 en 
ratones atímicos. (A) Volumen tumoral y (B) Peso tumoral. Las MDA-MB-231 fueron inoculadas en cordones mamarios 
de ratones hembra BALB-c atímicos. Cuando los tumores alcanzaron un tamaño de 0.25 x 0.25 cm, se comenzó a intoxicar 
los ratones por inyección i.p. con HCB (0.3, 3 ó 30 mg/kg p.c.) ó vehículo 3 veces por semana. Los tumores se midieron 
tres veces por semana y al momento de la necropsia fueron fotografiados y pesados. (A) Los volúmenes tumorales fueron 
calculados con la fórmula πDP2 /6 donde D es el diámetro mayor y P es el diámetro perpendicular al mismo. Se graficó el 
volumen tumoral en función del tiempo. Los valores son las medias± SD. Los datos fueron analizados por ANOVA de 
dos factores, seguido por el test de Bonferroni. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al control (*p<0.05, 
**p<0.01, ***p< 0.001). (B) En el panel de arriba se muestran los pesos tumorales al momento de la necropsia, mientras 
que en el panel de abajo se observan fotografías representativas de los tumores de mama de los ratones con los diferentes 
tratamientos. Los valores son las medias± SD. Los datos fueron analizados por ANOVA de un factor, seguido por el test 
de Tukey. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al control (*p< 0.05). 
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6.2. El HCB induce activación de c-Src y HER1 en los tumores de mama de ratones 

atímicos 

En la primer parte de nuestro trabajo evidenciamos la activación de las vías de señalización 
de c-Src/HER1/STAT5b y HER1/ERK1/2 por el tratamiento con HCB en MDA-MB-
231, in vitro. Por otro lado, demostramos que tanto la c-Src como el HER1 están involucrados en 
el incremento de la migración e invasión celular, así como en la actividad y secreción de MMPs 
inducidos por el tóxico in vitro. Es por ello que nos resultó de especial interés analizar los niveles 
totales y fosforilados de estas proteínas en el modelo in vivo aquí  establecido.  

Por lo tanto, al momento de la necropsia de los animales, parte de los tumores primarios fue 
congelado en nitrógeno líquido. Estas muestras posteriormente, fueron homogeneizadas y se 
realizó un fraccionamiento subcelular obteniéndose citosoles, microsomas y extractos nucleares; 
como se describe en Materiales y Métodos. Se utilizaron las fracciones citosólicas para estudiar 
los niveles totales y fosforilados de c-Src; y las microsomales para analizar los niveles totales de 
HER1 y la fosforilación en la Y845.  

Como se observa en la Figura 39A, el tratamiento de los ratones con HCB estimula la 
fosforilación de c-Src en los tumores mamarios en todas las dosis ensayadas (0.3, 3 ó 30 mg/kg  
p.c.), sin embargo no altera en forma significativa los valores de proteínas totales en ninguno de 
los casos. Acorde con estos resultados, notamos que en los ratones intoxicados con el pesticida, 
aumenta la fosforilación en Y845-HER1 en las mismas dosis, observándose además en este caso 
un incremento, pero en menor grado, de los niveles totales de proteínas (Figura 39B).  

Estos resultados sugieren que el tratamiento con las diferentes dosis de HCB (0.3, 3 y 30 mg/kg 
p.c.) estimula la actividad de c-Src, y con ello la fosforilación en la Y845 del HER1 en los tumores 
de mama derivados de MDA-MB-231. De forma interesante, estos datos provenientes de ensayos 
in vivo en ratones atímicos coinciden con lo observado previamente en este estudio in vitro en las 
MDA-MB-231, donde encontramos que el pesticida aumenta la actividad de c-Src y del HER1, 
en forma dependiente de la dosis. 
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-Fig. 39. El HCB activa la c-Src e incrementa los niveles de fosfo-Y845-HER1 en tumores de mama derivados de 
MDA-MB-231 en ratones atímicos. (A) Niveles totales de c-Src y fosforilados en Y416-cSrc; y (B) niveles totales de HER1 
y fosforilados en Y845-HER1. Las MDA-MB-231 fueron inoculadas en la mama de ratones hembra BALB-c atímicos. 
Cuando los tumores alcanzaron un tamaño aproximado de 0.25 x 0.25 cm se comenzaron a intoxicar los animales, como se 
describió previamente. Al momento de la necropsia, los tumores mamarios fueron congelados y luego se realizó 
fraccionamiento subcelular. Las fracciones citosólicas (A) ó las microsomales (B) fueron resueltas por SDS-PAGE. Las 
membranas se incubaron con anticuerpos anti-fosfo-Y416-c-Src (A) ó anti-fosfo-Y845-HER1 (B), se estripearon y 
reincubaron con las formas totales de los anticuerpos, y finalmente se incubaron con  anticuerpo anti-β Actina como se 
describe en Materiales y Métodos. Los niveles totales y fosforilados de c-Src y HER1 fueron relativizados a los niveles de β 
Actina correspondientes. Experimentos de inmunoblot representativos se muestran en los paneles superiores. La 
cuantificación de los niveles fosforilados y totales de c-Src y HER1, por densitometría óptica de 3 experimentos 
independientes, se muestra en los paneles inferiores. Los valores son las medias± SD. Los datos fueron analizados por 
ANOVA de un factor, seguido por el test de Tukey. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al control 
(*p< 0.05, **p< 0.01). 
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6.3. El tóxico induce la fosforilación de ERK1/2 y de STAT5b en los tumores de mama 
de ratones atímicos 

El siguiente paso fue evaluar si el pesticida alteraba los niveles de fosforilación de ERK1/2 y 
STAT5b, dos proteínas asociadas a la vías de transducción de señales activadas por c-Src y/ó 
HER1. Para ello, se analizaron los niveles totales y fosforilados de ambas proteínas tanto en 
fracciones citosólicas como nucleares de los tumores de mama derivados de las MDA-MB-231. 
Observamos que los tumores de ratones tratados con HCB (0.3, 3 y 30 mg/kg p.c.) muestran una 
tendencia, no significativa, a aumentar los niveles fosforilados de ERK1/2 en la fracción 
citosólica. Por otro lado, encontramos un incremento significativo de los niveles totales y 
fosforilados de ERK1/2 en la fracción nuclear por efecto del tóxico (Figura 40).  

Nuestros resultados nos sugieren, que el tratamiento de los ratones con HCB induce la 
fosforilación de ERK1/2, llevando esto, a su activación y posterior translocación al núcleo para 
ejercer su rol como factor de transcripción. 
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-Fig. 40. El HCB induce la fosforilación de ERK1/2 en los tumores de mama de ratones atímicos. Las MDA-
MB-231 fueron inoculadas en los cordones mamarios de ratones hembra BALB-c atímicos. Cuando los tumores 
alcanzaron un tamaño aproximado de 0.25 x 0.25 cm se comenzó a intoxicar los ratones, por inyección i.p. con HCB 
(0.3, 3 ó 30 mg/kg p.c.) ó vehículo 3 veces por semana. Al momento de la necropsia, los tumores mamarios fueron 
congelados y se realizó fraccionamiento subcelular. Las fracciones citosólicas y nucleares fueron resueltas por SDS-
PAGE. Las membranas se incubaron con anticuerpo anti-fosfo-ERK1/2 y luego se estripearon y reincubaron con el 
anticuerpo contra la forma total, y finalmente con anticuerpo anti-β Actina como se indica en Materiales y Métodos. Los 
niveles totales y fosforilados de ERK1/2 fueron relativizados a los niveles correspondientes de β Actina. Un 
experimento de inmunoblot representativo se muestra en el panel superior. La cuantificación de los niveles totales y 
fosforilados de ERK1/2 por densitometría óptica de tres experimentos independientes, se muestra en el panel inferior. 
Los valores son las medias± SD. Los datos fueron analizados por ANOVA de un factor, seguido por el test de Tukey. 
Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al control (*p< 0.05, **p<0.01). 

 

La evaluación de STAT5b, muestra que en los tumores de ratones tratados con el tóxico a las dosis de 
3 y 30 mg/kg p.c., se induce un aumento significativo de la fosforilación de Y699-STAT5b en las 
fracciones citosólicas. En cambio, en las fracciones nucleares, se incrementan los niveles totales y 
fosforilados del STAT5b a todas las dosis ensayadas. Es importante destacar que en los tumores del 
grupo control la STAT5b no se encuentra fosforilada en la fracción citosólica y se observa muy poco 
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en la fracción nuclear, o al menos sus niveles no son fácilmente detectables por inmunoblot. Con la 
dosis menor del tóxico (0.3 mg/kg p.c.) observamos que se induce la fosforilación, activación y 
translocación al núcleo de toda la proteína fosforilada, por lo cual solamente se detecta en núcleos; 
mientras que con las dosis de 3 y 30 mg HCB/kg p.c se induciría quizás un incremento mayor en la 
fosforilación de STAT5b, pudiéndose observar, por ende, proteína fosforilada tanto en el citosol, 
como en el núcleo (Figura 41). 

 

-Fig. 41. Efecto del HCB sobre los niveles totales y fosforilados de STAT5b en los tumores de mama derivados 
de MDA-MB-231. Las MDA-MB-231 fueron inoculadas en los cordones mamarios de ratones hembra BALB-c atímicos. 
Cuando los tumores alcanzaron un tamaño aproximado de 0.25 x 0.25 cm se comenzó a intoxicar los ratones, según se 
describe en Materiales y Métodos. Al momento de la necropsia, los tumores mamarios fueron congelados y luego se realizó 
fraccionamiento subcelular. Las fracciones citosólicas y nucleares fueron resueltas por SDS-PAGE. Las membranas se 
incubaron con anticuerpo anti-fosfo-Y699-STAT5b y luego se estripearon y reincubaron con el anticuerpo contra la forma 
total, y finalmente con anticuerpo anti-β Actina como se indica en Materiales y Métodos. Los niveles totales y fosforilados 
de STAT5b fueron relativizados a los niveles correspondientes de β Actina. Un experimento de inmunoblot representativo 
se muestra en el panel superior. La cuantificación de los niveles totales y fosforilados de STAT5b por densitometría óptica 
de tres experimentos independientes, se muestra en el panel inferior. Los valores son las medias± SD. Los datos fueron 
analizados por ANOVA de un factor, seguido por el test de Tukey. Los asteriscos indican diferencias significativas con 
respecto al control (*p< 0.05). 
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Es interesante resaltar que el tóxico induce la activación de ERK1/2 y STAT5b en todas las 
dosis ensayadas, coincidiendo estos resultados con los obtenidos para c-Src y HER1. En 
conclusión estas observaciones nos sugieren que el tóxico podría estar induciendo las vías de 
c-Src/HER1/STAT5b y HER1/ERK1/2 en los tumores de mama de ratones BALB-c 
atímicos inoculados ortotípicamente con la línea celular MDA-MB-231.  

 

6.4. Aumento en los niveles de MMP2 y 9 inducido por HCB, en tumores de mama de 

ratones atímicos 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los estudios in vitro, y el rol que cumplen las 
metaloproteasas tanto en la iniciación y crecimiento del tumor, como en la progresión 
tumoral; nos propusimos analizar si el incremento en el tamaño tumoral inducido por el 
pesticida en este modelo in vivo, estaba asociado a alteraciones en los niveles de MMP2 y 9. 
Con este fin, evaluamos los niveles de las MMPs en las fracciones citosólicas y microsomales 
de los tumores de mama. Nos ha resultado atractivo estudiar el contenido de las mismas, en 
la fracción citosólica, así como en la fracción microsomal. Esto se debe a que los microsomas 
incluyen las vesículas de secreción, siendo de particular interés para el estudio de MMP2 y 9 
que son enzimas proteolíticas que deben ser secretadas al medio extracelular para cumplir su 
función.  

Los resultados obtenidos muestran que los niveles de ambas MMPs son incrementados en las 
fracciones citosólicas y microsomales de los tumores provenientes de ratones tratados con el 
tóxico a todas las dosis. Esto podría implicar, que el HCB estaría estimulando la expresión y, 
quizás la secreción de MMP2 y 9 en los tumores de mama (Figuras 42 y 43).  

Previamente demostramos que el pesticida induce la expresión de MMP2 y 9 en forma 
dependiente de c-Src y HER1 en las MDA-MB-231, in vitro. A su vez, en los experimentos in 

vivo en tumores derivados de la misma línea celular, observamos que el HCB induce la 
actividad de c-Src y HER1 y aumenta la expresión de estas MMPs. Considerando los 
resultados in vitro, estos datos nos sugieren que el pesticida podría estar aumentando los 
niveles de MMP2 y 9 a través de la activación de c-Src y HER1 en este modelo de 
xenotrasplante.  
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-Fig. 42. El pesticida aumenta los niveles de MMP2 en los tumores de mama derivados de MDA-MB-231. 
Las MDA-MB-231 fueron inoculadas en los cordones mamarios de ratones hembra BALB-c atímicos. Cuando los 
tumores alcanzaron un tamaño aproximado de 0.25 x 0.25 cm se comenzó a intoxicar los ratones, por inyección i.p. 
con HCB (0.3, 3 ó 30 mg/kg p.c.) ó vehículo 3 veces por semana. Al momento de la necropsia, los tumores 
mamarios fueron congelados y luego se realizó fraccionamiento subcelular. Las fracciones citosólicas y microsomales 
fueron resueltas por SDS-PAGE. Las membranas se incubaron con anticuerpo anti-MMP2 y luego reincubadas con 
anticuerpo anti-β Actina. Los niveles de MMP2 fueron relativizados a los niveles correspondientes de β Actina. Un 
experimento de inmunoblot representativo se muestra en el panel superior. La cuantificación de los niveles de 
MMP2 por densitometría óptica de tres experimentos independientes, se muestra en el panel inferior. Los valores 
son las medias± SD. Los datos fueron analizados por ANOVA de un factor, seguido por el test de Tukey. Los 
asteriscos indican diferencias significativas con respecto al control (*p< 0.05). 
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-Fig. 43. Efecto del HCB sobre los niveles de MMP9 en tumores de mama derivados de MDA-MB-231. Las 
MDA-MB-231 fueron inoculadas en los cordones mamarios de ratones hembra BALB-c atímicos. Cuando los 
tumores alcanzaron un tamaño aproximado de 0.25 x 0.25 cm se comenzó a intoxicar los ratones como se describe 
en Materiales y Métodos. Al momento de la necropsia, los tumores mamarios fueron congelados y luego se realizó 
fraccionamiento subcelular. Las fracciones citosólicas y microsomales fueron resueltas por SDS-PAGE. Las 
membranas fueron incubadas con anticuerpo anti-MMP9 y reincubadas con anticuerpo anti-β Actina. Los niveles de 
MMP9 fueron relativizados a los niveles de β Actina correspondientes. Un experimento de inmunoblot 
representativo se muestra en el panel superior. La cuantificación de los niveles de MMP9 por densitometría óptica de 
tres experimentos independientes se muestra en el panel inferior. Los valores son las medias± SD. Los datos fueron 
analizados por ANOVA de un factor, seguido por el test de Tukey. Los asteriscos indican diferencias significativas 
con respecto al control (*p< 0.05, **p<0.01). 
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6.5. Efecto del HCB sobre la metástasis en ratones BALB-c atímicos  

Los resultados del presente trabajo, demuestran que el pesticida induce la migración e invasión 
celular, en las MDA-MB-231 in vitro. Habiendo establecido este interesante modelo de 
xenotrasplante en el cual se reproducen la mayoría de los efectos del HCB observados in vitro; el 
siguiente paso fue estudiar si el tóxico alteraba la capacidad de metastatizar de las células MDA-
MB-231, in vivo. De ésta manera, luego de un lapso aproximado de un mes y medio de iniciado el 
experimento, los ratones fueron sacrificados y los pulmones, ganglios linfáticos axilares e hígado 
fueron extraídos, fijados e incluidos. Se realizaron cortes semi-seriados de los tejidos y se analizó, 
al microscopio, la aparición de focos metastáticos o micrometástasis en estos órganos.  

La evaluación del análisis histológico de todos los órganos fijados, reveló una baja cantidad de 
micrometástasis en todos los grupos, tanto control como tratados. Sin embargo, se observa una 
ligera tendencia al incremento en la frecuencia de animales con metástasis al tratar con el 
pesticida (Figura 44). Particularmente, observamos que en pulmón los animales controles no 
desarrollaron metástasis, mientras que los grupos tratados lo hicieron: 2 animales de 10 (2/10) 
para el grupo de 0.3 mg/kg p.c. de HCB y 1 animal de 10 (1/10) para los grupos tratados con 3 y 
30 mg/kg p.c. de HCB (Figura 44A). En ensayos posteriores nos propusimos extender la 
duración del experimento con la finalidad de obtener mayores niveles de metástasis. Dado que los 
animales se deterioraban al prolongar el ensayo, y por cuestiones éticas hacia el manejo de 
animales de laboratorio, no pudimos obtener mejores resultados en dicho modelo.  

Debido a que no logramos evidenciar claramente la acción del pesticida sobre la metástasis en 
este modelo, el siguiente paso fue estudiar los efectos del HCB sobre otros dos modelos 
experimentales. Utilizamos entonces, un modelo de metástasis espontánea que a diferencia del 
anterior es singenéico, utilizando la línea tumoral C4-HI en ratones BALB-c (Lanari et al., 2009); 
y otro modelo de metástasis experimental singenéico, en el que se inocula la línea celular LM3 
en la vena de la cola de ratones BALB-c (Carnevale et al., 2007).  
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-Fig. 44. Efecto del tóxico sobre la metástasis en ratones BALB-c atímicos con tumores de mama derivados 
de MDA-MB-231. Frecuencia de animales que presentaron metástasis en pulmón (A), en ganglio linfático axilar (B) 
y en hígado (C) para el grupo control (vehículo) y los grupos tratados con HCB (0.3, 3 y 30 mg/kg p.c.). Las MDA-
MB-231 fueron inoculadas en los cordones mamarios de ratones hembra BALB-c atímicos. Cuando los tumores 
alcanzaron un tamaño aproximado de 0.25 x 0.25 cm se comenzó el protocolo de intoxicación como se describe en 
Materiales y Métodos. Aproximadamente, al mes y medio de iniciado el experimento los animales fueron sacrificados 
y los pulmones, ganglios linfáticos axilares e hígado fueron fijados e incluidos. Se realizaron cortes semi-seriados de 
los tejidos, se tiñeron con H-E y se analizó la aparición de focos metastáticos o micrometástasis bajo microscopio 
óptico. Se grafica el número de animales que presentaron al menos una micrometástasis en cada tejido. 
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7. Modelo de trasplante singenéico con la línea tumoral C4-HI en ratones BALB-c 

7.1. El HCB induce el crecimiento  de los tumores de mama C4-HI 

A continuación, estudiamos los efectos del HCB sobre un modelo de metástasis espontánea, en 
ratones BALB-c con la línea tumoral C4-HI. Resumidamente, se trasplantó dicho tumor en 
ratones hembra BALB-c y cuando los tumores alcanzaron un tamaño de aproximadamente 0.25 x 
0.25 cm, los ratones se inyectaron intraperitonealmente con HCB (0.3, 3 ó 30 mg/kg p.c.) ó 
vehículo 3 veces por semana. Luego de un lapso aproximado de dos meses de iniciado el 
experimento, los ratones fueron sacrificados y los pulmones, el hígado y los ganglios linfáticos 
axilares fueron extraídos, fijados e incluídos. 

Nuestro primer análisis, fue evaluar si el HCB alteraba el crecimiento de los tumores C4-HI en 
los ratones hembra BALB-c. Para ello se realizaron mediciones de los tumores 3 veces por 
semana durante el transcurso del experimento y al momento de la necropsia los tumores fueron 
fotografiados y pesados. Los resultados evidencian un incremento significativo del tamaño 
tumoral en los grupos tratados con HCB 0.3 y 3 mg/kg p.c, mientras que con dosis de HCB 30 
mg/kg p.c. se observó un aumento no significativo (Figura 45A). Resultados similares se 
obtuvieron para los pesos tumorales (Figura 45B). Los datos aquí presentes concuerdan con los 
obtenidos en el modelo de xenotrasplante de las MDA-MB-231 en ratones atímicos estudiado 
previamente, donde el tratamiento de ratones con las dosis menores del tóxico (0.3 y 3 mg/kg 
p.c) produjeron un aumento tanto en el volumen como en el peso tumoral. 
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-Fig. 45. El HCB estimula el crecimiento de los tumores C4-HI en ratones BALB-c. (A) Volumen tumoral y 
(B) Peso tumoral. Se trasplantó el tumor C4-HI a ratones hembra BALB-c. Cuando los tumores alcanzaron un 
tamaño aproximado de 0.25 x 0.25 cm se comenzó a intoxicar los ratones por inyección i.p. con HCB (0.3, 3 ó 30 
mg/kg p.c.) ó vehículo 3 veces por semana. Se midió el tamaño de los tumores tres veces por semana y al momento 
de la necropsia los tumores fueron fotografiados y pesados. (A) Los volúmenes tumorales fueron calculados con la 
fórmula πDP2/6 donde D es el diámetro mayor y P es el diámetro perpendicular al mismo. Se graficó el volumen 
tumoral en función del tiempo. Los valores son las medias± SD. Los datos fueron analizados por ANOVA de dos 
factores, seguido por el test de Bonferroni. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al control 
(*p<0.05; **p<0.01; ***p< 0.001). (B) En el panel de arriba se observan los pesos tumorales al momento de la 
necropsia, mientras que en el panel de abajo se observan fotografías representativas de tumores de ratones con los 
diferentes tratamientos. Los valores son las medias± SD. Los datos fueron analizados por ANOVA de un factor, 
seguido por el test de Tukey. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al control (*p< 0.05). 
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7.2. Acción del tóxico sobre los niveles de MMP2 y 9 en los tumores de mama C4-HI en 

ratones BALB-c 

Observamos que el pesticida estimula el crecimiento de los tumores C4-HI en los ratones BALB-
c. El siguiente paso fue estudiar si el HCB alteraba los niveles de las metaloproteasas 2 y 9 en 
dichos tumores. Muestras de los tumores de mama fueron congeladas en nitrógeno líquido al 
momento de la necropsia, y posteriormente se realizaron los homogenatos y se obtuvieron 
fracciones citosólcas y microsomales para analizar los niveles proteicos de MMP2 y 9 por 
inmunoblot. Nuestros resultados muestran que el pesticida no afecta la expresión de MMP2 en 
ninguna de las fracciones estudiadas (Figura 46). Por otro lado, al evaluar los niveles proteicos 
de MMP9, encontramos un aumento significativo en dosis de HCB 30 mg/kg p.c., tanto en 
citosoles como en microsomas (Figura 47). Estos resultados revelan que el pesticida (30 mg/kg 
p.c) estimula la expresión de MMP9, y quizás su secreción en los tumores de mama C4-HI, 
mientras que no produce cambios en la MMP2. 

 

-Fig. 46. El HCB no modifica los niveles de MMP2  en  tumores de mama C4-HI. Se trasplantó el tumor C4-HI a 
ratones hembra BALB-c. Cuando los tumores alcanzaron un tamaño aproximado de 0.25 x 0.25 cm se comenzó a 
intoxicar los ratones por inyección i.p. con HCB (0.3, 3 ó 30 mg/kg p.c) ó vehículo 3 veces por semana. Al momento de la 
necropsia, los tumores mamarios fueron congelados y luego se realizó fraccionamiento subcelular. Las fracciones 
citosólicas y microsomales fueron resueltas por SDS-PAGE. Las membranas fueron incubadas con anticuerpo anti-MMP2 
y luego reincubadas con anticuerpo anti-β Actina. Los niveles de MMP2 fueron relativizados a los niveles correspondientes 
de β Actina. Un experimento de inmunoblot representativo se muestra en el panel superior. La cuantificación de los niveles 
de MMP2 por densitometría óptica de tres experimentos independientes se muestra en el panel inferior. Los valores son las 
medias± SD. Los datos fueron analizados por ANOVA de un factor, seguido por el test de Tukey. 
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-Fig. 47. Aumento en los niveles de MMP9 inducidos por el pesticida en  tumores de mama C4-HI. Se 
trasplantó el tumor C4-HI a ratones hembra BALB-c. Cuando los tumores alcanzaron un tamaño aproximado de 
0.25 x 0.25 cm se comenzó a intoxicar los ratones por inyección i.p. con HCB (0.3, 3 ó 30 mg/kg p.c.) ó vehículo 3 
veces por semana. Al momento de la necropsia, los tumores mamarios fueron congelados y se realizó 
fraccionamiento subcelular. Las fracciones citosólicas y microsomales fueron resueltas por SDS-PAGE. Las 
membranas fueron incubadas con anticuerpo anti-MMP9 y reincubadas con anticuerpo anti-β Actina. Los niveles de 
MMP9 fueron relativizados a los niveles de β Actina correspondientes. Un experimento de inmunoblot 
representativo se muestra en el panel superior. La cuantificación de los niveles de MMP9 por densitometría óptica de 
tres experimentos independientes se muestra en el panel inferior. Los valores son las medias± SD. Los datos fueron 
analizados por ANOVA de un factor, seguido por el test de Tukey. Los asteriscos indican diferencias significativas 
con respecto al control (*p< 0.05, **p<0.01). 

 

7.3. Acción del HCB sobre la generación de micrometástasis a partir de tumores C4HI en 

ratones BALB-c 

Finalmente, nos propusimos evaluar los efectos del HCB sobre la metástasis espontánea, en 
pulmón, ganglio linfático e hígado. Se analizó la aparición de focos metastáticos o 
micrometástasis en cortes semi-seriados de dichos tejidos bajo microscopio óptico.  

En una primera etapa, estudiamos la frecuencia de animales que presentaban metástasis en los 
diferentes órganos analizados. Se observó que todos los animales presentaban micrometástasis 
tanto en pulmón (Figura 48A), como en hígado (Figura 48B). Sin embargo, no observamos 
micrometástasis en ganglio linfático axilar. 
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-Fig. 48. Acción del HCB en la frecuencia de metástasis en hígado y pulmón en ratones BALB-c con 
tumores de mama C4-HI. Frecuencia de animales que presentaron metástasis en pulmón (A) y en hígado (B) para 
el grupo control (vehículo) y los grupos tratados con HCB (0.3, 3 y 30 mg/kg p.c.). Se trasplantó el tumor C4-HI en 
ratones hembras BALB-c y cuando los tumores alcanzaron un tamaño aproximado de 0.25 x 0.25 cm se comenzó 
con el protocolo de intoxicación según lo descripto en Materiales y Métodos. Aproximadamente, a los dos meses de 
iniciado el experimento los animales fueron sacrificados y los pulmones, ganglios linfáticos axilares e hígado fueron 
extraídos, fijados e incluidos. Se realizaron cortes semi-seriados de los tejidos, se tiñeron con H-E y se analizó la 
aparición de focos metastáticos o micrometástasis bajo microscopio óptico.  

 

El hecho de haber obtenido mayores niveles de metástasis en este modelo singenéico respecto al 
modelo anterior de xenotrasplante, nos permitió analizar en una segunda etapa, el número de 
focos metastáticos presentes en los órganos en estudio (Figura 49). De esta manera advertimos 
que el pesticida incrementa el número de micrometástasis en pulmón en forma significativa en 
dosis de 0.3 y 3 mg/kg p.c., observándose un aumento no significativo en la dosis mayor 
ensayada (Figura 49A). A su vez, el tratamiento con HCB solo en dosis de 0.3 mg/kg p.c. 
incrementó el número de micrometástasis en hígado respecto al control (Figura 49B). 
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-Fig. 49. Análisis del número de focos metastásicos en hígado y pulmón en ratones BALB-c con tumores de 
mama C4-HI, tratados con HCB. Número de focos metástásicos presentes en pulmón (A) y en hígado (B) para el 
grupo control (vehículo) y los grupos tratados con HCB (0.3, 3 y 30 mg/kg p.c.). Se trasplantó el tumor C4-HI en 
ratones hembra BALB-c y cuando los tumores alcanzaron un tamaño aproximado de 0.25 x 0.25 cm se comenzó con 
el protocolo de intoxicación según lo descripto en Materiales y Métodos. Aproximadamente, a los dos meses de 
iniciado el experimento los animales fueron sacrificados y los pulmones, el hígado y los ganglios linfáticos axilares 
fueron extraídos, fijados e incluidos. Se realizaron cortes semi-seriados de los tejidos, se tiñeron con H-E y se analizó 
la aparición de focos metastáticos o micrometástasis. Los valores son las medias± SD. Los datos fueron analizados 
por ANOVA de un factor, seguido por el test de Tukey. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto 
al control (*p< 0.05, **p<0.01). 

 

En la Figura 50 se muestran fotos representativas de la estructura histológica de tumores 
primarios de mama C4-HI a diferentes aumentos (Figura A y B). En la Figura 51 se puede 
observar la estructura histológica de un pulmón normal (A), de un pulmón con metástasis 
proveniente de un animal inyectado con vehículo (B) y proveniente de un animal tratado con 
HCB (C). Por otro lado, se muestran fotos representativas de la histología de un hígado normal 
(D), así como de un hígado con metástasis proveniente de un animal inyectado con vehículo (E) 

y proveniente de un animal tratado con HCB (F).  

Estos resultados demuestran que el tratamiento con HCB de ratones BALB-c en el modelo de 
trasplante singenéico con la línea tumoral C4-HI, incrementa los niveles de micrometástasis en 
pulmón e hígado, dependiendo de la dosis de exposición. La dosis de HCB que genera un 
aumento en las metástasis en ambos tejidos fue la menor ensayada (0.3 mg/kg p.c.). 
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Fig. 50. Fotografías de tumor mamario C4-HI en ratones hembra BALB-c. Fotos representativas de la estructura 
histológica de un tumor de mama C4-HI. (A) Aumento 10x y (B) 40x. Se trasplantó el tumor C4-HI en ratones hembra 
BALB-c y cuando los tumores alcanzaron un tamaño aproximado de 0.25  x 0.25 cm se comenzó con el protocolo de 
intoxicación según lo descripto en Materiales y Métodos. A los dos meses de iniciado el experimento, los animales fueron 
sacrificados y los tumores primarios fueron extraídos, una parte fue guardada en nitrógeno líquido para estudios de 
inmunoblot y otra porción fue fijada e incluida. Luego se realizaron cortes, se tiñeron con H-E y se observaron bajo 
microscopio óptico. 
 

 

Fig. 51. Fotografías de metástasis en hígado y pulmón de ratones BALB-c con tumores de mama C4-HI. Fotos 
representativas de la estructura histológica de un pulmón normal (10x) (A), un pulmón con metástasis proveniente de un ratón 
inyectado con vehículo (40x) (B), y proveniente de un ratón tratado con HCB (40x) (C). Fotos representativas de la estructura 
histológica de un hígado normal (10x) (D), de un hígado con metástasis proveniente de un animal inyectado con vehículo (40x) 
(E), y proveniente de un animal tratado con HCB (40x) (F). Se trasplantó el tumor C4-HI a ratones hembra BALB-c y cuando 
los tumores alcanzaron un tamaño aproximado de 0.25 x 0.25 cm se comenzó con el protocolo de intoxicación según lo 
descripto en Materiales y Métodos. Aproximadamente, a los dos meses de iniciado el experimento los animales fueron 
sacrificados y los pulmones, ganglios linfáticos axilares e hígados completos fueron fijados e incluidos. Se realizaron cortes 
semi-seriados de dicho material incluido y se tiñeron con Hematoxilina-Eosina para evaluar la aparición de focos metastáticos 
o micrometástasis bajo microscopio óptico.  
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8. Modelo de metástasis experimental singenéico con células LM3 en ratones hembra 

BALB-c 

Previamente, demostramos que el tóxico aumenta el número de focos metastásicos tanto en 
pulmón como en hígado, en un modelo de metástasis espontánea, trasplantando ortotópicamente 
los tumores de mama C4-HI en ratones BALB-c. A continuación, con el objetivo de seguir 
investigando sobre los efectos del tóxico en este proceso, elegimos un modelo de estudio de 
metástasis experimental en el cual se inocula la línea celular de adenocarcinoma mamario murino 
LM3 en la vena de la cola de ratones hembra BALB-c. Está descripto que las LM3 originan 
múltiples metástasis en pulmón (Carnevale et al., 2007).  

Resumidamente, se inició el protocolo de intoxicación de los ratones una semana antes de ser 
inoculados en la vena de la cola con las LM3. Los ratones se inyectaron en forma intraperitoneal 
con HCB disuelto en aceite de maíz (0.3, 3 ó 30 mg/kg de p.c.) ó vehículo (aceite de maíz) 3 
veces por semana. Seguidamente, los ratones fueron inoculados en la vena de la cola con las 
células LM3 (5x104). Una vez transcurridas tres semanas más con el tratamiento con el pesticida, 
los ratones fueron sacrificados y los pulmones fueron fijados. Este diseño experimental se pensó 
para asemejarlo a una situación de una población humana con un tiempo previo de exposición al 
pesticida. De ésta manera estaríamos evaluando como afecta el HCB al establecimiento y 
crecimiento de células tumorales en pulmones de organismos expuestos al tóxico.  

A diferencia de los ensayos anteriores, los pulmones presentaban macrometástasis visibles 
(Figura 52B). Esto nos permitió hacer un análisis del número de macrometástasis y determinar 
sus tamaños, al examinar los pulmones bajo lupa estereoscópica como se describe en Materiales y 
Métodos. Cuando se estudió el número de focos metastásicos totales presentes en este órgano, 
notamos que se obtuvieron niveles muy altos de los mismos y que no se observaban diferencias 
entre los distintos tratamientos (Figura 52A).  
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-Fig. 52. Efecto del HCB sobre el número de metástasis en pulmón, en un modelo de metástasis 
experimental. (A) Número de focos metastásicos totales presentes en pulmón para el grupo control (vehículo) y los 
grupos tratados con HCB (0.3, 3 y 30 mg/kg p.c.). (B) Foto representativa de las macrometástasis presentes en 
pulmón observadas bajo lupa estereoscópica. Los ratones hembra BALB-c fueron inyectados i.p. con HCB (0.3, 3 ó 
30 mg/kg p.c.) ó vehículo 3 veces por semana. Al transcurrir una semana, las LM3 fueron inoculadas en la vena de la 
cola de los ratones y se continuó con la intoxicación durante 3 semanas más. Luego los animales fueron sacrificados 
y los pulmones se extrajeron y fijaron en Bovin. Se contaron el número de macrometástasis en dichos órganos 
utilizando una lupa estereoscópica. Los valores son las medias± SD. Los datos fueron analizados por ANOVA de un 
factor, seguido por el test de Tukey. 

 

Sin embargo, al analizar el tamaño de los focos metastásicos, encontramos que el tratamiento de 
los ratones con HCB 3 mg/kg p.c. incrementa en forma significativa el número de focos 
metastásicos de mayor tamaño (con diámetros mayores a 1.5 mm) (Figura 53B). Por otro lado, el 
número de macrometástasis con diámetros menores de 1.5 mm no difieren significativamente 
entre los diferentes grupos (Figura 53A).  

Estos resultados demuestran que el tratamiento con HCB (3 mg/kg p.c.) aumenta el tamaño de 
las metástasis desarrolladas en pulmón, en ratones BALB-c inoculados en la vena de la cola con la 
línea celular LM3. 
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-Fig. 53. El HCB incrementa el tamaño de las metástasis de pulmón en ratones BALB-c inoculados con la 
línea celular LM3 en la vena de la cola. (A) Número de focos metastásicos presentes en pulmón con diámetros 
menores a 1.5 mm ó (B) mayores a 1.5 mm para el grupo control (vehículo) y los grupos tratados con HCB (0.3, 3 y 
30 mg/kg p.c.). Los ratones BALB-c fueron inoculados i.p. con las diferentes dosis de HCB ó vehículo 3 veces por 
semana. Al transcurrir una semana, las LM3 fueron inoculadas en la vena de la cola de los ratones y se continuó con 
la intoxicación durante 3 semanas más. Luego los animales fueron sacrificados y sus pulmones fueron extraídos y 
fijados en Bovin. Los pulmones fueron analizados bajo lupa estereoscópica. Se contaron el número de 
macrometástasis con tamaños menores y mayores a 1.5 mm de diámetro, según lo descripto en Materiales y 
Métodos. Los valores son las medias± SD. Los datos fueron analizados por ANOVA de un factor, seguido por el 
test de Tukey. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al control (*p< 0.05). 
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DISCUSIÓN  Y  CONCLUSIONES 

 

PARTE I 

a) Acción del HCB en las vías de señalización de c-Src y HER1 

Los compuestos organoclorados se degradan muy lentamente, son solubles en lípidos y se 
bioacumulan en la cadena trófica, pudiéndose encontrar en tejido adiposo humano (Muñoz de 
Toro et al., 2006), así como en muestras de suero y leche materna. En un estudio epidemiológico 
realizado en nuestro país, se analizaron muestras de leche materna de puérperas, donde se 
hallaron como organoclorados más frecuentes el Dicloro Difenil dicloro Etileno (DDE), 
metabolito del Dicloro Difenil Dicloroetano (DDT) y el hexaclorobenceno (HCB) (Der 
Parsehian, 2008). Los niveles de compuestos organoclorados en los tejidos humanos, están 
asociados positivamente con la edad, como resultado de una exposición crónica. Debido a que se 
encontró que algunos compuestos organoclorados ejercen efectos estrogénicos o antiestrogénicos 
en ensayos in vitro, así como en animales de experimentación, se plantea una asociación entre la 
exposición a estos compuestos y el riesgo de cáncer de mama.  

Con respecto al efecto del HCB en la incidencia de cáncer de mama en humanos, existen datos 
contradictorios. En algunos casos, se encontró una correlación positiva entre los niveles de HCB 
en suero y en tejido adiposo y la incidencia de cáncer de mama, y en otros no existió una 
asociación específica. En un estudio realizado por la IARC (2001), se observó que en mujeres 
post-menopáusicas existía una asociación significativa entre el contenido de HCB en tejido 

mamario y la presencia de tumores mamarios positivos para el REα. Por otra parte, Dewailly et 
al. (1994) demostraron que mujeres con adenocarcinomas mamarios presentaban niveles de HCB 
en suero y en tejido mamario significativamente mayores que aquellas con tumores mamarios 
benignos. Estudios más recientes encuentran una correlación positiva entre los niveles de HCB 
en suero y cáncer de mama (Charlier et el., 2004). De manera interesante, Charlier y Dejardin 
(2007) encontraron una fuerte asociación entre la incidencia de recidivas en cáncer de mama 
humano y altos niveles séricos de DDE y HCB. Es por contradicciones entre diferentes estudios 
epidemiológicos que el HCB se encuentra bajo la categoría de “probable carcinógeno humano” 
en la IARC (IARC, 2001). 

 

La tumorigénesis ocurre frecuentemente como resultado de la sobreexpresión de proteínas que 
están involucradas en los procesos celulares normales. Ejemplos de ellas son la familia del 
receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (HER1) y la quinasa de tirosina c-Src (Biscardi et 
al., 1999b; Ottenhoff-Kalff et al., 1992). Estas dos proteínas están sobreexpresadas en un alto 
porcentaje de tumores de mama de estadios tardíos, y se sabe que cooperan en la formación y 
progresión tumoral (Biscardi et al., 1999a). Está reportado que algunos tóxicos ambientales 
pueden causar la activación incrementada y prolongada de vías de señalización intracelular 
asociadas a los receptores de factores de crecimiento que contribuyen al desarrollo de cánceres 
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epiteliales (Rho et al., 2010). El receptor HER1, y específicamente su fosforilación en la Y845 por 
c-Src, parece tener un rol importante en mediar la respuesta celular a un gran número de señales 
externas (Biscardi et al., 1999a). Por otro lado, existe un interés particular en estudiar la función 
de la quinasa c-Src en el mecanismo de acción tóxica de las dioxinas, debido a que otros autores 
han encontrado que la TCDD estimula a ésta quinasa en diferentes tipos celulares (Matsumura 
1994). A su vez, Mazina et al., (2004) encontraron que el tratamiento con esta dioxina de la línea 
celular epitelial de mama normal MCF-10 causa una rápida activación de la c-Src  a los 30 
minutos. 

 

En la primera parte de este trabajo, nos propusimos estudiar, en la línea celular MDA-MB-231, 
los efectos del HCB en la activación de c-Src y HER1, así como de STAT5b, ERK1/2 y Akt, tres 

vías de señalización “downstream”. La dosis más alta de HCB (5 µM) utilizada en este trabajo 
está en el mismo orden que las concentraciones del pesticida encontradas en sueros humanos de 
poblaciones altamente contaminadas (To-Figueras et al., 1997). Estudios previos muestran que 
cuando c-Src y HER1 se sobreexpresan, la quinasa de tirosina c-Src se une físicamente al HER1, 
fosforilándolo en su Y845 (Tice et al., 1999). En nuestro trabajo observamos que el HCB 
incrementa los niveles de fosforilación  en Y416-c-Src y en Y845-HER1 a tiempos muy cortos de 
exposición (5-30 min), y que estos efectos son dosis dependientes. Nuestros resultados de 
ensayos con inhibidores indican que la actividad de quinasa de c-Src es indispensable para la 
fosforilación en Y845 del HER1 inducida por el tóxico. De manera similar, en estudios recientes 
de nuestro laboratorio demostramos que el HCB estimula la fosforilación de c-Src y la 

proliferación celular en la línea de cáncer de mama humano MCF-7 (+REα) (García et al., 2010). 

Además, observamos que el pesticida aumenta la activación de c-Src y  la fosforilación en Y845-
HER1, así como la asociación física entre ambas moléculas en glándula mamaria y en tumores 
inducidos por NMU en ratas (Peña et al., 2012).  

Por otro lado, en trabajos desarrollados en nuestro laboratorio previamente, mostramos que en 
hígado de ratas hembra intoxicadas con HCB (1 y 10 mg/kg p.c.), así como en la línea celular de 

hígado normal de rata WBF-344 expuestas al HCB (0.05 y 0.5 µM), se incrementa la interacción 

física entre c-Src y HER1, además de la fosforilación en Y845-HER1 (Randi et al., 2008). 

 

Un gran número de reportes ponen en evidencia el rol de la c-Src en la fosforilación de STAT5b 
(Kloth et al., 2003). Se cree que la activación de c-Src es necesaria para la máxima actividad 
transcripcional de STAT5b inducida por EGF, y que la fosforilación en Y845 de HER1 es 
esencial tanto para la asociación de HER1 con STAT5b, como para la fosforilación de STAT5b 
(Biscardi et al., 1999a). Observamos recientemente, en ratas tratadas con el pesticida, un aumento 
en la fosforilación de Y699-STAT5b y en su translocación al núcleo tanto en glándula mamaria 
como en tumores inducidos por NMU (Peña et al, 2012). En el presente trabajo, mostramos que 
se incrementa rápidamente la fosforilación de la STAT5b con la exposición al HCB, coincidiendo 
esto con los tiempos de activación de c-Src y de fosforilación en Y845-HER1 (5, 15 y 30 
minutos) estimulados por el pesticida. En los ensayos en función de la dosis, observamos que el 
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tóxico incrementa la actividad de STAT5b, c-Src y la fosforilación en Y845-HER1 en las mismas 
dosis ensayadas (0.05, 0.5 y 5 µM). A su vez, mostramos que tanto c-Src como HER1 están 
involucrados en la activación de STAT5b inducida por el HCB en estudios en presencia de 
inhibidores específicos. Todos estos resultados demuestran que el pesticida induce la vía de 
transducción de señales c-Src/HER1/STAT5b en la línea celular MDA-MB-231. De manera 
similar, otros autores han encontrado que las quinonas del benzo(a)pireno incrementan la 
fosforilación de Y699-STAT5b  así como la translocación nuclear en células epiteliales mamarias 
humanas MCF-10A (Rodríguez-Fragoso et al., 2009). Por otro lado, Riggins et al., (2006) han 
desarrollado un estudio muy interesante en cáncer de mama, donde demuestran que el camino de 
señalización Cas/c-Src/EGFR/STAT5b es el principal regulador del crecimiento y sobrevida de 
células de cáncer de mama resistentes a la terapia con tamoxifeno. 

 

Nuestros resultados indican que el HCB induce la fosforilación de ERK1/2 a tiempos cortos de 
exposición. Por otro lado, es interesante remarcar que tanto los niveles de p-ERK1/2 como los 
de HER1 fosforilado en tirosina total, incrementan en función del aumento de la dosis de 
exposición. En un estudio reciente demostramos que el HCB aumenta la fosforilación y 
translocación al núcleo de ERK1/2 en glándula mamaria, pero la disminuye en tumores 
mamarios inducidos por NMU en rata (Peña et al, 2012). Asimismo, Bulayeva y Watson (2004), 
encontraron que los compuestos organoclorados DDE y dieldrin, inducían la fosforilación del 
ERK1/2 en forma dosis-dependiente en la línea celular de prolactinoma GH3/B6/F10. En un 
estudio en células epiteliales de mama MCF-10A expuestas a quinonas del benzo(a)pireno, 
Burdick et al., (2003) observaron una estimulación en las actividades de HER1 y ERK1/2 lo cual 
produjo un aumento en el número de células en ausencia de EGF. Por otro lado nuestros 
resultados muestran que el EGF y el HCB activan a ERK1/2 con patrones similares en los 
tiempos de exposición, sugiriendo que el HER1 estaría involucrado en el mecanismo de acción 
del pesticida. Al respecto, en ensayos con inhibidores observamos que la fosforilación de 
ERK1/2 depende únicamente de la actividad de HER1. Acorde con estos hallazgos, Tice et al. 
(1999) encontraron que la fosforilación en Y845 del HER1 ejerce una baja contribución a la 
capacidad de HER1 de activar ERK1/2 en células de cáncer de mama, implicando que la c-Src 
no estaría involucrada en la activación de esta vía. En resumen, nuestros resultados demuestran 
claramente que el pesticida estimula la vía de señalización HER1/ERK1/2 en la línea celular 
MDA-MB-231.  

 

Respecto a la fosforilación de Akt2, encontramos que el tóxico no altera dicho parámetro en la 
línea celular de cáncer de mama humano MDA-MB-231. Sin embargo, en un estudio reciente de 
nuestro laboratorio, observamos que el pesticida aumenta la fosforilación en T308-Akt en 
muestras de tumores mamarios inducidos por NMU en rata, sin encontrar cambios en glándula 
mamaria (Peña et al, 2012). Otros autores mostraron que el HCB incrementa los niveles de Akt 
en hígado de rata (Plante et al., 2005). Burdick et al., (2003) observaron una aumento en la 
actividad de Akt en células MCF-10A por exposición a quinonas del benzo(a)pireno. Existen 
estudios que demuestran que la actividad de Akt bloquea eficientemente tanto la migración como 
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la invasión en células de cáncer de mama que expresan una Akt constitutivamente activa (Yoeli-
Lerner et al., 2005). Contrariamente, está reportado que particularmente Akt2 está involucrada en 
la migración celular basal en MDA-MB-231 (Wang et al., 2008; Liu et al., 2009). 
Sorprendentemente, a pesar de que el tóxico induce migración, en este trabajo no encontramos 
un estímulo en la fosforilación de T308-Akt. Esto no contradice el estudio antes mencionado ya 
que en el mismo se demuestra que Akt2 cumple un rol esencial en la migración basal de esta línea 
celular, pudiendo a pesar de ello no estar implicada en el mecanismo de acción del pesticida.  

 

El HCB es un ligando débil del RHA (Hahn et al., 1989), y por ende podría desencadenar efectos 
dependientes e independientes del receptor. Ha sido propuesto que el RHA al unirse a sus 
ligandos puede afectar funciones celulares porque activa quinasas como c-Src. Cuando el RHA se 
une a sus ligandos, la c-Src se disocia del complejo citosólico original y actúa como un elemento 
co-transductor de vías de señalización que se activan a partir de receptores de factores de 
crecimiento, como el HER1 (Kohle et al., 1999). Es por ello que las interacciones entre el RHA, 
c-Src y HER1 pueden representar uno de los caminos de señalización iniciales más importantes 
asociadas a la toxicidad de las dioxinas (Haarman-Stemmann et al., 2009).  

En nuestro trabajo, demostramos que el HCB (0.05 y 5 µM) induce la fosforilación de STAT5b a 

través de su unión al RHA, ya que al pretratar con 4,7-PHE ó α-NF, dos antagonistas 
estructuralmente no relacionados del receptor, se previene este efecto. Proponemos que el tóxico, 
luego de unirse al RHA, podría estimular la actividad de la c-Src y su posterior translocación a la 
membrana celular, donde fosforilaría al HER1 en su Y845 llevando a la activación de STAT5b 
(Modelos propuestos 1: Vía de Señalización 1).  

Por otro lado, nuestros resultados muestran que el HCB solamente en la dosis de 5 µM estimula 

la activación de ERK1/2 a través de un mecanismo dependiente del RHA (Modelos propuestos 
1: Vía de Señalización 2A). Una posibilidad es que cuando el HCB se encuentra en 
concentraciones altas pueda activar al RHA, produciendo un incremento de los niveles 
intracelulares de AMPc por un mecanismo desconocido, que llevaría a la activación de la PKA 
que podría mediar indirectamente la fosforilación del HER1, como han sugerido previamente 
Haarmann-Stemmann et al. (2009). De manera diferente, observamos que el efecto estimulatorio 

del HCB en dosis de 0.05 µM sobre la fosforilación del ERK1/2 fue independiente del RHA, 
sugiriendo que el tóxico en bajas concentraciones activaría al HER1 por otro mecanismo 
(Modelos propuestos 1: Vía de Señalización 2B). Se reportó que el HCB, TCDD y otros 
compuestos aromáticos polihalogenados inducen estrés oxidativo en líneas celulares de cáncer de 
mama (Lin et al., 2007), así como en otros tejidos (Kopf y Walker, 2010; Park et al., 1996). 
Entonces, podemos hipotetizar que la activación del HER1 inducida a dosis bajas del pesticida 
estaría mediada por un aumento de las especies reactivas del oxígeno (ROS) como reportan otros 
autores (Chen et al., 2007). Respecto a este tema, se demostró que los ROS pueden activar varios 
receptores con actividad de quinasa de tirosina (Martindale y Holbrook, 2002). En un primer 
momento, se postuló que la activación del HER1 por H2O2 ocurría por una inhibición de la 
fosfatasa de tirosina que desfosforila al receptor (Knebel et al., 1996). Sin embargo, reportes más 
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recientes indican que la activación del HER1 por H2O2 puede ocurrir a través del clivaje de EGF-
HB dependiente de metaloproteasas en células musculares lisas vasculares (Frank et al., 2000). 

La dosis más baja efectiva (0.05 µM) utilizada en este trabajo para analizar los efectos del HCB en 

las vías de señalización en estudio, demuestra que muchos de los niveles de contaminantes 
ambientales considerados previamente subtóxicos pueden ejercer efectos disruptivos 
significativos en la señalización intracelular y en consecuencia, en diversas funciones celulares. 

 

Por otro lado hemos determinado por RT-PCR que el HCB (0.005, 0.05, 0.5 y 5 µM) no estimula 
la transcripción del CYP1A1, un gen cuya expresión es inducida por ligandos del RHA en la línea 
celular MDA-MB-231 (Döhr et al., 1995). En el presente estudio, hemos probado que el HCB 
activa las vías de transducción de señales de c-Src/HER1/STAT5b y HER1/ERK1/2 a tiempos 
cortos de exposición y que las mismas dependen de la unión del tóxico al RHA. Todos estos 
resultados sugieren que el mecanismo de acción del HCB en la activación de dichas vías podría 
involucrar efectos no genómicos del RHA, fundamentalmente debido a que la estimulación de las 
mismas ocurre a tiempos cortos. De manera similar, Park et al. (2004) encontraron que la TCDD 
inducía la activación de c-Src y de ERK1/2 a los 15 minutos de exposición, sin observar 
inducción del CYP1A1 en la línea celular de mama humana MCF10A. Sin embargo, hemos 

observado anteriormente en trabajos de nuestro laboratorio, que el HCB a dosis de 0.5 y 5 µM 

estimula la expresión del CYP1A1 en células de cáncer de mama MCF-7 (García et al, 2010). 

 

b) Efecto del HCB en la migración celular 

Estudios previos de nuestro laboratorio, demuestran que el HCB induce proliferación celular y la 

vía de señalización de IGFs, de manera dependiente del REα en la línea celular MCF-7 (García et 

al., 2010). Sin embargo, al tratar las MDA-MB-231 con el pesticida, no se observó efecto alguno 
sobre la proliferación celular, a pesar de evidenciarse la activación de la vía de IGFs (García, 
2008). Este comportamiento podría deberse a que las MDA-MB-231 tienen un fenotipo más 
agresivo, y basalmente muestran una tasa de proliferación alta. De manera similar a nuestros 
resultados, Price et al., (1999) encontraron que las MDA-MB-231 presentaban una falta de 
respuesta proliferativa al estímulo con EGF. Por otro lado, se ha reportado que la vía de 
señalización de IGFs en tumores independientes de hormonas y en líneas celulares con fenotipo 
maligno, participa en procesos asociados a la progresión tumoral, como la migración celular 
(Bartucci et al., 2001). Es por ello que nos planteamos estudiar si el HCB estaría alterando la 
migración en dicha línea celular. Con ese fin llevamos a cabo dos tipos de experimentos, el 
ensayo de la herida y el ensayo del transwell.  

En el ensayo de la herida, observamos que el pesticida induce un aumento en la migración a todas 

las dosis excepto a la dosis más baja (0.005 µM). Sin embargo, cuando evaluamos este proceso a 

partir del ensayo del transwell, nos sorprendió que solo el HCB en dosis de 5 µM incrementa la 

migración. La razón por la cual se da esta diferencia en respuesta a las distintas dosis del tóxico 
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no es comprendida del todo hasta el momento. Podría deberse a que ambos ensayos a pesar de 
medir la capacidad migratoria de las células impliquen mecanismos diferentes. El ensayo del 
transwell, a diferencia del de la herida, implica migración por quimiotaxis, donde se encuentran 
involucradas moléculas solubles llamadas quimiokinas, que se unen a receptores de quimiokinas 
presentes en células tumorales. Varios grupos de investigadores encontraron que CXCR4 
(receptor de quimiokina) y su ligando CXCL12 (quimiokina) pueden promover migración e 
invasión en células de cáncer de mama (Fernandis et al, 2004). Mitsui et al (2011) observaron que 
la exposición de fetos de ratones a la TCDD inducía la expresión de quimiokinas. Existe un gran 
número de evidencias que muestra que los compuestos organoclorados estimulan la migración 
celular. Zou y Matsumura (2003), han demostrado que la exposición a largo plazo de las MCF-7 

con β-Hexaclorociclohexano promueve la transformación y la migración. A su vez, se encontró 
que la TCDD induce migración en la línea celular de cáncer de mama MCF-7 por la vía de 
señalización de NFATc1/ATX (Seifert et al., 2009). 

 

Previamente se ha demostrado que la sobreexpresión de HER1 y c-Src desencadena un programa 
de señalización que lleva a la hiperproliferación, la pérdida de polaridad, un marcado incremento 
en la migración e invasión y al crecimiento independiente de anclaje (Dimri et al., 2007). A su vez, 
reportes anteriores han indicado que los niveles elevados de c-Src en células de cáncer de mama 
que expresan HER1 promueven la migración celular (Toker y Yoeli-Lerner, 2006). La actividad 
catalítica de c-Src inicia vías de transducción de señales intracelulares que alteran el crecimiento y 
la fuerza de adhesión celular, contribuyendo este último al control de la migración. De manera 
interesante, nuestros resultados en presencia de inhibidores específicos, muestran que la 

migración inducida por el tóxico (5 µM) depende tanto de la actividad de c-Src como de HER1. 

Existen numerosas evidencias que sostienen la hipótesis de que la interacción c-Src/HER1 
contribuye a la progresión tumoral afectando la migración, invasión o metástasis en tipos 
celulares de estadíos tardíos en cáncer de mama (Biscardi et al., 1998). La fosforilación en 
Y925-FAK por c-Src modifica su interacción con otras proteínas y es crítica para la promoción 
de la migración (Westhoff et al., 2004). González et al., (2006) generaron una línea celular MCF-7 
con c-Src dominante negativa, que presenta una disminución en la adhesión, así como en la 
migración. Dimri et al., (2007) observaron que en líneas celulares de epitelio mamario normal, la 
sobreexpresión de c-Src aumentó significativamente la capacidad del HER1 para inducir 
migración, invasión y crecimiento independiente de anclaje en agar blando. La actividad elevada 
de c-Src promueve la invasión y motilidad en células MCF-7 resistentes al tamoxifeno (Hiscox et 
al., 2007). Por otro lado, se ha demostrado previamente que el HER1 está involucrado en la 
migración tanto en células normales como tumorales, incluyendo células de mama epiteliales 
normales y tumorales como las MDA-MB-231 (Price et al., 1999; Matthay et al., 1993). 

Si bien no analizamos la migración inducida por el tóxico inhibiendo en forma directa la 
STAT5b, al inhibir la c-Src y el HER1 se inhiben las vías downstream activadas por éstas. Al 
respecto, también hemos observado que la migración inducida por el pesticida depende de la 
actividad de ERK1/2 (resultados no mostrados en la tesis). Entonces, como la migración celular 
incrementada por el HCB involucra la actividad de c-Src, HER1 y ERK1/2, podemos hipotetizar 
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que la STAT5b estaría participando de este proceso. Estudios de Bernaciak et al., (2009) 
encontraron que al bloquear la expresión de STAT5b inhiben la migración de las células 
de cáncer de mama MDA-MB-231 y BT-549. En dicho trabajo, se propone que la STAT5b 
podría actuar como molécula adaptadora, usando sus dominios SH2 para unir proteínas 
fosforiladas en tirosina en el citosol, y de esa manera direccionar la migración celular. Por otro 
lado, existe evidencia sustancial que demuestra que el ERK1/2 cumple un rol importante en la 
progresión tumoral en cáncer de mama, estando involucrados en procesos como la migración e 
invasión celular (Whyte  et al., 2009).  

 

No se conoce aún con claridad cómo los compuestos organoclorados podrían alterar la 
migración celular. La contribución del RHA a los procesos que involucran interacciones célula-
célula y sustrato-célula, migración y metástasis, están siendo evaluados recientemente, y varios 
laboratorios están analizando a qué nivel interactúa el RHA en estos caminos de señalización. 
Mulero Navarro et al., (2005) mostraron que fibroblastos mamarios inmortalizados de ratones 
nulos para el RHA, presentaban una disminución en la migración en cultivo. Los caminos de 
señalización que regulan la migración celular se encontraron disminuidos en células nulas para el 
RHA, en las que se encontró baja activación de FAK, PKB/Akt, ERK1/2 y Rac-1. En nuestro 

trabajo demostramos que la migración incrementada por el HCB (5 µM) en la línea celular MDA-
MB-231 depende de la unión del tóxico al RHA, ya que al pretratar con un antagonista del 
receptor como la 4,7-PHE, se bloqueaba este efecto del pesticida. Por otra parte, Peng et al., 
(2009) encontraron que la TCDD induce la migración e invasión a través del RHA en células de 
cáncer gástrico in vitro. Otros investigadores, observaron que la TCDD aumenta la migración 
celular dependiente de RHA en MCF-7 (Diry et al., 2006), y que esta inducción de la migración se 
desencadenaba por la vía NFAT/ATX (Seifert et al., 2009). 

 

En conclusión, en la etapa inicial del presente trabajo, demostramos por primera vez que el HCB 
activa las vías de transducción de señales de c-Src/HER1/STAT5b y HER1/ERK1/2, así como 
la migración en la línea celular de cáncer de mama humano MDA-MB-231, in vitro. A su vez, 
observamos que la activación de las vías en estudio está mediada por la unión del tóxico al RHA, 
dependiendo de la dosis ensayada. Finalmente, evidenciamos que la c-Src, HER1 y RHA median 
la migración celular incrementada por el pesticida. 
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PARTE II 

a) El HCB estimula la expresión, secreción y actividad de metaloproteasas  

En la segunda etapa de nuestro trabajo, nos propusimos estudiar si el HCB altera los procesos de 
invasión celular y metástasis. Para ello, comenzamos estudiando el mecanismo de acción del 
pesticida sobre las metaloproteasas 2 y 9 en la línea celular MDA-MB-231, in vitro. Las MMPs son 
una familia de enzimas proteolíticas constituida por 23 miembros diferentes que degradan los 
componentes de la matriz extracelular y otros sustratos. En la invasión tumoral y la metástasis las 
MMPs juegan un rol esencial ya que al destruir la ME y la membrana basal permiten la migración 
e invasión celular (Brinckerhoff et al., 2002).  

Al estudiar los efectos del HCB sobre la MMP9, observamos que el tóxico induce un incremento 
de la secreción al medio extracelular y de su actividad, en función de la dosis de exposición, sin 
alterar así los niveles de ésta proteína en el lisado celular. Acorde con esto, mostramos un 
aumento en los niveles de expresión de ARN mensajero de MMP9 en todas las dosis ensayadas. 
Estas observaciones nos indican que el pesticida estimula la expresión, secreción y actividad de 
MMP9 en la línea celular MDA-MB-231.  

Por otro lado al analizar la MMP2, demostramos que el tóxico induce la expresión de esta 
enzima, revelándose un aumento tanto a nivel proteico como de ARNm, en función de la dosis 

de tratamiento con HCB, siendo significativo a dosis de 0.5 y 5 µM. 

Está reportado que los genes que codifican para las metaloproteasas pueden ser regulados por los 

factores de transcripción AP1 y NFκB (Pendas et al., 1997; Bond et al., 1998). De esta manera, 
las MMPs están reguladas por una gran variedad de estímulos que desencadenan vías de 
señalización intracelulares que activan a dichos factores transcripcionales. Existen numerosos 
trabajos que demuestran que las vías de señalización activadas por la quinasa c-Src y por el 
receptor HER1 inducen la expresión, secreción o actividad de MMP9 y 2 (Soto-Guzman et al., 
2010; Chiang-Wen et al., 2007; Frame 2004; Kuo et al., 2006; Kim et al., 2009).  

Nuestros resultados de los ensayos en presencia de inhibidores específicos, muestran que el 
aumento en la secreción y actividad de la MMP9 depende únicamente del HER1. Respecto a esto, 
el incremento dosis dependiente aquí observado para la MMP9, coincide con el descripto 
previamente para la activación de la vía de HER1/ERK1/2 reportada en la primer parte de este 
trabajo. Por otro lado, demostramos en experimentos con inhibidores, que tanto la c-Src como el 
HER1 juegan un rol importante en la expresión de MMP2 inducida por el pesticida. Si bien no 
realizamos ensayos inhibiendo directamente ERK1/2 o STAT5b, podemos asumir que al inhibir 
c-Src ó HER1 se estarían bloqueando las vías “downstream” estimuladas por el pesticida. De esta 
manera podríamos especular que el HCB estaría estimulando la expresión, secreción y actividad 
de MMP9 al incrementar la vía de HER1/ERK1/2; mientras que induciría un aumento en los 
niveles de MMP2 al estimular la vía c-Src/HER1/STAT5b. 

Esta bien documentada la implicancia de ERK1/2 en la inducción de la expresión de las MMPs, 
ya que esta quinasa desencadena la transcripción génica vía AP-1 (Arai et al., 2003; Eberhardt et 
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al., 2000; Moon et al., 2004; Luo et al., 2009; McCawley et al., 1999). Este podría ser un posible 
mecanismo por el cuál el tóxico estaría induciendo la expresión de MMP9, llevando 
consecuentemente a un aumento ulterior de la secreción y actividad. Por otro lado no se ha 
descripto hasta el momento funciones del STAT5b asociadas en forma directa a la expresión de 
MMPs. Sin embargo, el STAT5b activado por el HCB podría inducir la expresión de c-Fos, 
componente del factor de transcripción AP-1, llevando esto consecuentemente a la inducción 
transcripcional de la MMP2, como han propuesto previamente Catterall et al. (2001). Otra 
posibilidad, es que el STAT5b induzca la transcripción de IGF-I, estimulándose el Receptor de 
IGF-I (RIGF-I) que desencadenaría la activación de AP-1 implicado en la regulación de la 
expresión de las MMPs. Woelfle et al. (2003) identificaron un sitio de unión para STAT5b en el 
promotor de IGF-I. Particularmente en las MDA-MB-231, Lim et al. (2010) han demostrado que 
en condiciones de hipoxia el STAT5b se activa e induce la expresión de IGF-I. Consistente con la 
idea aquí propuesta, previamente en nuestro laboratorio observamos que el HCB incrementa la 
actividad del RIGF-I y del Receptor de Insulina en las MDA-MB-231 (García, 2008).  

 

Estudios recientes sugieren que el RHA puede modular la expresión y actividad de las 
metaloproteasas y consecuentemente alterar la motilidad e invasividad celular (Hillegass et al. 
2006; Kung et al., 2009). Villano et al., (2006) reportaron que el camino del RHA activado por la 
TCDD contribuyó a la progresión del melanoma, al estimular la expresión y actividad de MMP1, 
MMP2 y MMP9, así como la invasión celular. Ishida et al., (2010) observaron que la TCDD a 
través de su unión al RHA aumenta los niveles de ARNm de MMP1 y MMP9 llevando a un 
incremento de la invasión en células de carcinoma uretral T24. A su vez, otros estudios 
demuestran que el benzopireno induce la expresión de MMP1, 2, 3 y 9, como la migración e 
invasión de manera dependiente del RHA en células de la musculatura lisa vascular (Meng et al., 
2009). Tie-Li et al. (2009) revelaron que la TCDD se une al RHA incrementando la invasión de 
células de cáncer gástrico a través de la inducción de MMP9 dependiente de c-Jun. 

En el presente estudio comprobamos fehacientemente que tanto la secreción y actividad de 

MMP9 como la expresión de MMP2 inducidas al tratar las MDA-MB-231 con 5 µM de HCB 

están mediadas por la unión del pesticida al RHA.  

 

b) Acción del HCB en la invasión celular in vitro y en el crecimiento tumoral y 

metástasis in vivo 

La alta frecuencia con la cual se observa expresión y/ó actividad elevada de c-Src en una gran 
variedad de cánceres epiteliales (Biscardi et al., 1999b) sugiere fuertemente que esta proteína 
facilita la progresión maligna. Existe evidencia convincente respecto a que la actividad de c-Src 
controla la adhesión y migración celular. Se ha reportado que células que expresaban una quinasa 
c-Src defectuosa presentaban mayores niveles de adhesión focal y una migración celular 
suprimida (Fincham y Frame, 1998). A su vez, células derivadas de un embrión que no expresaba 
c-Src, mostraban un impedimento en la migración dependiente de integrinas (Klinghoffer et al., 
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1999). Por otro lado, la c-Src es un regulador positivo de la dispersión celular que ocurre durante 
la TEM asociada a la progresión tumoral. La dispersión de las células cancerosas se produce 
cuando las mismas se liberan de la rigidez establecida por sus uniones con las células epiteliales 
vecinas. La dispersión de las células tumorales es inducida frecuentemente por factores de 
crecimiento migratorios como el EGF. Por otro lado, se ha demostrado en un modelo de 
progresión tumoral colorectal humano (Williams et al., 1990) que la cooperación entre c-Src y 
HER1 promueve la transición del adenoma (benigno) al carcinoma (maligno) (Brunton et al., 
1997). En estas células de carcinoma de colon, el EGF estimula la invasión celular in vitro, y esto 
se ve acompañado por la activación de c-Src y su redistribución en la periferia celular (Brunton et 
al., 1997). Otros estudios revelan que la interacción entre c-Src y HER1 en cáncer de colon está 
asociada a un alto potencial metastásico (Mao et al., 1997). Todos estos hallazgos, sugieren que 
uno de los roles más importantes de la c-Src es cooperar con receptores de factores de 
crecimiento activos para inducir los cambios en la adhesión celular y reestructuración del 
citoesqueleto de actina asociados a la invasión y metástasis. 

En la mayoría de los tumores epiteliales la función del HER1 está desregulada, y la señalización 
de este receptor juega un papel fundamental tanto en la progresión del cáncer como en la TEM. 
Se demostró que el EGF promueve la migración e invasión celular, en parte por la 
desfosforilación e inactivación de la quinasa de adhesión focal (FAK) (Price et al., 1996; Shibata 
et al. 1996; Lu et al., 2001). El tratamiento con EGF de células tumorales que sobreexpresan 
HER1 también disminuye los niveles de caveolina 1, que lleva a una pérdida de la cadherina E, la 

activación transcripcional de β-catenina  y a un incremento de la invasión celular (Lu et al., 2003). 

A su vez, se ha reportado que formas constitutivamente activas de HER1 pueden incrementar la 
motilidad e invasividad de células tumorales y que inhibidores del mismo bloquean estos 
procesos (Cole et al., 2005; Lal et al., 2002; Seton-Rogers et al., 2004; Mateus et al., 2007). En 
resumen, existe evidencia suficiente que demuestra que el HER1 está involucrado en la invasión 
celular y metástasis en diversos cánceres de origen epitelial. 

En el presente estudio demostramos que el HCB aumenta significativamente la invasión celular a 

través de c-Src, HER1 y del RHA. Inicialmente demostramos que el HCB (5 µM) se une al RHA 
y estimula las vías de señalización de c-Src/HER1/STAT5b y HER1/ERK1/2. Todo esto nos 

lleva a plantear que el HCB (5 µM) se uniría al RHA y estimularía, por un lado la vía de 

HER1/ERK1/2 llevando a la posterior expresión, secreción, y activación de MMP9 (Modelos 
propuestos 2: Vía Señalización 2); y por otro a la vía de c-Src/HER1/STAT5b 
desencadenando la expresión de MMP2 (Modelos propuestos 2: Vía de Señalización 1). 
Finalmente esto conduciría a la invasión celular de las MDA-MB-231 expuestas al pesticida. 
Estudios posteriores, bloqueando los efectos del tóxico sobre las MMP2 y 9 deberán realizarse 
para confirmar la implicancia de la actividad de dichas enzimas en la invasión estimulada por el 
HCB.   

 

Con el fin de continuar analizando los efectos del pesticida sobre la progresión tumoral en cáncer 
de mama nos propusimos evaluar su acción en ensayos in vivo. Para ello, utilizamos dosis del 
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pesticida similares a las que previamente habían tenido un efecto androgénico en próstata de 
ratones (Ralph et al., 2003). Entonces, nos propusimos utilizar un modelo de xenotransplante con 
las MDA-MB-231 en ratones BALB-c atímicos, en el cual observamos que el HCB estimula el 
crecimiento tumoral primario, en forma significativa en dosis de 0.3 y 3 mg/kg p.c. Acorde con 
los resultados obtenidos in vitro, demostramos que el tratamiento con el pesticida (0.3, 3 y 30 
mg/kg p.c) incrementa la fosforilación en Y416-c-Src, Y845-HER1, ERK1/2 y Y699-STAT5b y 
los niveles de proteína de MMP2 y 9 en los tumores derivados de las MDA-MB-231. A pesar de 
que se acepta que las MMPs están especialmente implicadas en el proceso metastásico dado que 
degradan proteínas estructurales de la ME, otros autores sugieren que estas enzimas además 
tienen una función más compleja en la formación del tumor, desarrollo y progresión 
específicamente a través de la regulación del crecimiento, de la apoptosis y angiogénesis (Manes 
et al., 1997; Levi et al., 1996; Stetler-Stevenson 1999). Por ende, podríamos especular que la 
acción del HCB sobre el volumen tumoral podría estar mediada por las MMPs. Sin embargo, no 
logra comprenderse con claridad el hecho de que los ratones tratados con HCB 30 mg/kg p.c. no 
muestren un efecto significativo en el crecimiento tumoral, a pesar de observarse un incremento 
en los niveles proteicos de las MMPs. Quizás a esta dosis el pesticida, además de activar las vías 
en estudio y de aumentar la expresión de las MMPs, desencadene otras vías de señalización que 
conduzcan a un aumento de la apoptosis de algunas células tumorales. 

En el modelo aquí estudiado, podemos hipotetizar que el pesticida estimularía las vías de c-
Src/HER1/STAT5b y HER1/ERK1/2 llevando a la expresión de las MMPs en los tumores 
derivados de MDA-MB-231, siendo esto consistente con lo observado en los estudios in vitro. 
Finalmente, el incremento de los niveles de MMPs podría favorecer el crecimiento tumoral 
inducido por el HCB. Se ha discutido previamente la importancia de HER1 y c-Src en cáncer de 
mama. Respecto a la STAT5b, Kazansky et al. (2003) han sugeridon que existe una correlación 
entre la activación de ésta proteína y la progresión tumoral en cáncer de próstata, proponiéndola 
como un posible blanco terapéutico. Específicamente, estos autores reportan que la 
sobreexpresión de una forma inactiva de STAT5b en la línea celular de cáncer de próstata 
metastásica C2H, bloquea la progresión del ciclo celular, disminuye la proliferación e inhibe su 
potencial invasivo in vitro y la habilidad de formar tumores en ratones atímicos. A su vez, estudios 
previos del mismo grupo demuestran que la STAT5b es fundamental para el crecimiento celular, 
tumorigénesis y motilidad dependiente de c-Src en la línea NIH-3T3 (Kazansky y Rosen, 2001). 
Por otro lado, está ampliamente estudiada la implicancia de ERK1/2 en la progresión tumoral en 
cáncer de mama (Whyte et al., 2009). 

 

Teniendo en cuenta la acción del tóxico sobre la invasión celular en las MDA-MB-231, in vitro, el 
paso siguiente fue analizar la capacidad metastásica de los tumores derivados de las MDA-MB-
231 en animales intoxicados con HCB. Desafortunadamente por problemas metodológicos,  no 
logramos demostrar con claridad los efectos del pesticida en la metástasis en este modelo, ya que 
obtuvimos un bajo número o ausencia de metástasis en la mayoría de los ratones. Sin embargo, 
en este modelo observamos que en pulmón al tratar con HCB muy pocos animales del total 
presentaron metástasis, no observándose ninguno para el grupo control.  



Discusión y Conclusiones 

113 

Con el objetivo de obtener resultados concluyentes al respecto, realizamos diferentes abordajes 
experimentales utilizando para ello dos modelos diferentes, uno de metástasis espontánea y otro 
de metástasis experimental. En el modelo de metástasis espontánea singenéico, en el que 
trasplantamos la línea tumoral C4-HI en ratones BALB-c pusimos en evidencia el efecto del 
tóxico sobre la metástasis en pulmón, demostrando un aumento en el número de focos 
metastáticos en dicho órgano en dosis de 0.3 y 3 mg/kg p.c. A su vez, encontramos que el 
tratamiento de ratones con HCB (0.3 mg/kg) aumentaba las metástasis en hígado. No pudimos 
observar micrometástasis en ganglio axilar linfático en ningún ratón. 

Por otro lado, en un modelo de metástasis experimental, en el que se inocula la línea celular LM3 
en la vena de la cola de ratones BALB-c previamente tratados con HCB, demostramos que el 
tóxico (3 mg/kg p.c.) aumenta el número de metástasis de mayor tamaño en pulmón. Sin 
embargo, el hecho de que no se observen diferencias a nivel del número de focos metastáticos 
totales, creemos que se debe a los altos niveles obtenidos para este parámetro (comparar con los 
resultados obtenidos con el modelo de las C4-HI en BALB-c). El incremento en el número de 
macrometástasis de mayor tamaño observado en pulmón puede deberse a que el HCB acelere el 
proceso invasivo, permitiendo que los focos se formen antes, teniendo más tiempo para crecer. 
Otras posibles explicaciones son que el pesticida favorezca la proliferación en los nichos 
metastáticos; ó simplemente que los focos de mayor tamaño observados sean el producto de la 
fusión de varios focos pequeños. Teniendo en cuenta la última hipótesis no se descartaría que al 
igual que en el modelo anterior, el tóxico estuviera incrementando el número de metástasis. 

En resumen, las dosis efectivas para los ensayos de metástasis han sido con HCB 0.3 y 3 mg/kg 
p.c. A pesar de las complicaciones metodológicas, de utilizar abordajes experimentales diferentes, 
el empleo de estos modelos para el estudio del proceso metastásico nos ha permitido demostrar 
que el HCB favorece el desarrollo de metástasis en pulmón en los dos ensayos in vivo abordados 
(metástasis espontánea con C4-HI y metástasis experimental). Esto hace que los resultados 
obtenidos en nuestro trabajo sean más robustos, ya que no dependen de un sólo modelo 
experimental, o de una única línea celular tumoral específica.  

Se han reportado estudios que demuestran que algunos compuestos organoclorados favorecen el 
proceso metastásico en cáncer de mama. Liu et al, (2010) reportaron que el tratamiento con 
bifenilos policlorados (PCBs) de las líneas celulares MDA-MB-231 y MCF-7 induce la migración 
celular in vitro, e incrementa la capacidad metastásica de las MDA-MB-231 en hígado y pulmón, in 

vivo, al activar la quinasa asociada a Rho (ROC). En ensayos in vitro se observó que el tratamiento 
con TCDD de las MCF-7 producía alteraciones morfológicas como la aparición de lamelipodios 
y mayor motilidad asociadas a una reorganización del citoesqueleto de actina y a una disminución 
en la expresión de caderina E (Barouki et al., 2007). A su vez, se ha reportado que el tratamiento 
con 7,12 dimetilbenzantraceno de una línea celular de cáncer de mama murina rel-3983 induce la 

TEM a través de la activación de NFκB (Shin et al., 2006). Eum et al. (2004) sugieren que el PCB 
104 podría contribuir al desarrollo de metástasis en cáncer de mama, ya que en estudios in vitro 
observaron que este compuesto induce la expresión de VEGF, la hiperpermeabilidad de la línea 
endotelial HMEC-1, y la migración transendotelial de las MDA-MB-231. Otros estudios 



Discusión y Conclusiones 

114 

demuestran que la TCDD inhibe las uniones intercelulares GAP en las células de cáncer de mama 
MCF-7 y en las células epiteliales normales HMEC (Gakhar et al., 2009). 

 

Nuestros resultados muestran que el HCB estimula el crecimiento de los tumores de mama C4-
HI en los ratones BALB-c. Al igual que lo observado en el modelo de xenotrasplante con las 
MDA-MB-231, dicho incremento fue solo significativo con dosis de 0.3 y 3 mg/kg p.c. Por otro 
lado, a diferencia del modelo de xenotrasplante, demostramos que el pesticida incrementa los 
niveles proteicos de MMP9 solo con la dosis más alta ensayada, no alterando así los niveles de 
MMP2 en los tumores C4-HI. A la hora de analizar las diferencias en el efecto del pesticida en 
estos dos modelos es importante tener en cuenta que el modelo con MDA-MB-231 es hormono-
independiente mientras que el modelo con C4-HI responde al tratamiento con antiprogestágenos, 
tamoxifeno y estrógenos (Lanari et al., 2009). Se conoce que la gran mayoría de los tumores de 
mama es inicialmente hormono-dependiente, y en estos casos los estrógenos juegan un rol crucial 
en su desarrollo y evolución inicial (Russo et al., 2003). Sin embargo, se sabe que con la 
progresión tumoral usualmente se da la pérdida de la dependencia hormonal asociada a la 
activación de otras vías, como la del HER1 ó HER2 pasando a tener éstas el papel preponderante 
en la evolución de dichos tumores. Si bien en el modelo de xenotrasplante (hormono-
independiente), estudiado con mayor profundidad, creemos que el tóxico estaría estimulando el 
crecimiento tumoral al activar las vías de c-Src/HER1/STAT5b y HER1/ERK1/2 e 
incrementar los niveles de MMPs; otros mecanismos diferentes podrían estar operando en los 
tumores C4-HI. Estudios previos de nuestro laboratorio in vitro, en la línea celular MCF-7 
demostraron que el tóxico induce la proliferación celular y la vía de señalización de IGFs de una 

manera dependiente del REα (García et al., 2010). Tal vez, un mecanismo similar podría estar 
operando en los tumores C4-HI en los ratones BALB-c tratados con el pesticida, llevando esto al 
crecimiento tumoral in vivo. Estudios posteriores tomando en cuenta estas vías de transducción de 
señales, permitirán profundizar sobre ello.  

Con respecto a las acciones encontradas en función de la dosis del pesticida, en todo nuestro 
trabajo observamos que el HCB tiene efecto a dosis bajas y altas, pero en algunos parámetros 
sólo a dosis altas o sólo a dosis bajas. Particularmente en el caso del estudio del crecimiento 
tumoral y metástasis in vivo, encontramos que las dosis efectivas fueron las más bajas ensayadas 
(0.3 y 3 mg/kg p.c.), produciéndose una curva de respuesta en forma de U invertida. Este 
comportamiento también se observa en la fosforilación de algunas proteínas inducida por el HCB 
(Vía de señalización c-Src/HER1/STAT5b, Resultados Parte I). A su vez, muchos estudios 
toxicológicos asumen una respuesta lineal que parece ser válida para la mayoría de los efectos 
(Vía de señalización HER1/ERK1/2, Resultados Parte I). Sin embargo, en el caso de acciones 
asociadas a perturbaciones endocrinas se conoce que las hormonas en altos niveles tienen la 
capacidad de suprimir la respuesta endocrina que es aparente a bajos niveles. Este 
comportamiento conduce a una curva Dosis-Respuesta gauseana. Frente a este análisis, se 
considera que los estudios toxicológicos relevantes con disruptores endócrinos para las 
poblaciones humanas, son aquellos realizados a dosis bajas, donde ocurren efectos que no se 
observan cuando se trabajan a dosis altas (Gierthy 2002). 
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Por otro lado, es sorprendente que según lo reportado por la EPA (USA), las dosis de HCB que 
no generan efectos adversos sobre el sistema reproductivo (NOAEL) en las crías de ratas tratadas 
con HCB, son de 0.3 y 1.6 mg/kg p.c. Esto se basa en un estudio realizado por Arnold et al., 
(1994) en el cual se le suministran diferentes dosis de HCB a ratas hembra durante 90 días y luego 
estudian sus efectos en las crías. 

 

En conclusión, en esta segunda etapa de nuestro trabajo, demostramos que el HCB estimula la 
invasión celular, la expresión de MMP2 y 9 y la secreción y actividad de MMP9 en la línea celular 
MDA-MB-231, in vitro. A su vez, evidenciamos el rol esencial de c-Src, HER1 y del RHA en 
dichos efectos del tóxico. Por otro lado demostramos que el HCB favorece el crecimiento 
tumoral mamario y el desarrollo de metástasis en pulmón utilizando diferentes modelos de 
estudio (espontáneo y experimental), así como metástasis en hígado (espontáneo). Todo esto nos 
lleva a concluir que el HCB favorece la progresión tumoral en cáncer de mama.  

El presente estudio, provee una profundización en el conocimiento de los eventos moleculares 
involucrados en el mecanismo de acción del HCB en la carcinogénesis mamaria. Los resultados 
obtenidos en este trabajo sugieren que la presencia y bioacumulación del HCB en tejidos con alto 
contenido graso como la glándula mamaria, hacen de este compuesto un factor de riesgo no sólo 
para el desarrollo de tumores sino para la progresión tumoral. Es importante aclarar que las dosis 
de HCB utilizadas en este estudio son 10, 100 y 1000 veces menores que las halladas en sueros 
humanos de poblaciones altamente contaminadas (To-Figueras et al., 1997). 
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MODELOS PROPUESTOS 2 
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CONCLUSIONES 

 

En Resumen, en este estudio demostramos por primera vez que el HCB: 

 

PARTE I 

a) Estimula las vías de señalización de c-Src/HER1/STAT5b y HER1/ERK1/2 en la línea 
celular de cáncer de mama humano MDA-MB-231. Observamos que el RHA está 
involucrado en la activación de c-Src/HER1/STAT5b a dosis bajas (0.05 µM) y altas (5 
µM); mientras que sólo está implicado en la estimulación de la vía de HER1/ERK1/2 a 
dosis altas (5 µM).  

b) Activa las vías de c-Src/HER1/STAT5b y HER1/ERK1/2 a través de mecanismos no 
genómicos del RHA en esta línea celular. 

c) Aumenta la migración de las MDA-MB-231 de manera dependiente de la c-Src, HER1 y 
del RHA. 

 

PARTE II 

a) Induce un aumento en la expresión, secreción y actividad de MMP9 y en la expresión de 
MMP2 en las MDA-MB-231, in vitro. 

b)  Estimula la expresión, secreción y actividad de MMP9 por la vía HER1/ERK1/2, 
mientras que aumenta la expresión de MMP2 por el camino de c-Src/HER1/STAT5b. 

c) En dosis de 5 µM, estos efectos están mediados por la unión del pesticida al RHA.  

d) Estimula la invasión de esta línea celular a través de la quinasa de c-Src, HER1 y el RHA. 

e) Incrementa la fosforilación en Y416-c-Src, Y845-HER1, ERK1/2 y Y699-STAT5b y los 
niveles de proteína de MMP2 y 9 en los tumores de mama, en un modelo de 
xenotrasplante con la línea celular MDA-MB-231 en ratones BALB-c atímicos. 

f) En dosis de 0.3 y 3 mg/kg p.c., estimula el crecimiento tumoral mamario en el modelo de 
trasplante singenéico con C4-HI en BALB-c, así como en el modelo de xenotrasplante 
con MDA-MB-231 en ratones BALB-c atímicos. 

g) Aumenta el número de focos metastásicos en pulmón en dosis de 0.3 y 3 mg/kg p.c., y en 
hígado en dosis de 0.3 mg/kg p.c. en el modelo de metástasis espontánea singenéico, con 
la línea tumoral C4-HI en ratones BALB-c. 
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h) En dosis de 3 mg/kg p.c., aumenta el tamaño de las metástasis en pulmón en un modelo 
de metástasis experimental, con la línea celular LM3  en ratones BALB-c. 
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