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Resumen

ACCION DEL HEXACLOROBENCENO EN LA MIGRACION, INVASION Y
METASTASIS EN MODELOS EXPERIMENTALES DE CANCER DE MAMA

RESUMEN

El Hexaclorobenceno (HCB) es un pesticida organoclorado considerado como probable
carcinbgeno humano. A nivel regional, este contaminante fue encontrado en leche materna de
puérperas y en muestras de leche vacuna para consumo humano. Es un téxico tipo dioxina, y
como tal se une al receptor de hidrocarburos aromaticos (RHA), un factor de transcripcion que
modula procesos tales como apoptosis, proliferaciéon y migracion celular. E1 RHA esta presente
en el citosol e interacciona con el complejo que contiene a la quinasa de tirosina c-Src. Cuando
estos toxicos se unen al RHA, se pueden desencadenar dos mecanismos: 1) que el complejo
toxico-RHA se transloque al nicleo y module la expresiéon de genes con elementos de respuesta a
dioxinas (DREs) en sus promotores y 2) que se libere la c-Src del complejo citosélico y active
receptores de factores de crecimiento, como el Receptor de Factor de Crecimiento Epidérmico
(HERT1). 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 observo que el HCB activa la via de sefializacion de ¢-Src/HERT1 y disminuye la actividad del receptor
de estrégenos (REQ) en los tumores mamarios. Por otro lado, en estudios 7 vitro se demostréd que el
toxico incrementa la proliferacion y la actividad de c-Src en la linea celular de cancer de mama
MCF-7 (+REQ). La tumorigénesis ocurre frecuentemente como resultado de la sobreexpresion de
proteinas como el HER1 y la c¢-Src, que estan involucradas en procesos celulares normales. Estas
proteinas estan usualmente sobreexpresadas en cancer de mama en estadios tardios, y cooperan
en la formacién y progresion tumoral al favorecer procesos como la proliferacién, migracion e

invasion celular, actividad de metaloproteasas y metastasis.

Los objetivos de este trabajo fueron investigar en ensayos 7 vitro, utilizando una linea celular de
cancer de mama humano MDA-MB-231 (-REQ) los efectos del téxico en: a) la migracion e
invasion celular, b) la actividad y expresion de c-Src y HERI, ¢) la estimulacion de las vias de
sefializacion de ERK1/2, Akt2 y STAT5D, d) la actividad y expresién de metaloproteasas 2 y 9
(MMP2 y 9), y e) si los efectos observados dependen de las vias de sefializaciéon en estudio y de la
unién del pesticida al RHA. Por otro lado, nos propusimos estudiar en ensayos 7 vivo, la accion

del HCB sobre el crecimiento tumoral y la metastasis en modelos espontaneos y experimentales.

Nuestros resultados muestran que el HCB estimula las vias de transduccién de sefiales de c-
Stc/HER1/STAT5b y HER1/ERK1/2, la migracion e invasion celular, la expresion de MMP2 y 9, asi
como la secrecion y actividad de MMP9 en la linea celular MIDA-MB-231, 7 vitro. Observamos que la
migracion e invasion celular inducida por el téxico estan mediadas por c-Src, HER1 y el RHA. A
su vez, la secrecion y actividad de la MMPY estimulada por el HCB depende de HER1 y del
RHA, mientras que el aumento en la expresion de MMP2 depende tanto de c-Src, HER1 como
del RHA. Asimismo, en un modelo de xenotrasplante con la linea celular MDA-MB-231 en

ratones atimicos, demostramos que el pesticida estimula el crecimiento tumoral (0.3 y 3 mg/kg
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p.c.), mientras que induce la activacién 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 metastasis espontanea 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 mamatios y el numero de
micrometastasis en higado y pulmoén. En los estudios de metéstasis experimental con la linea
celular LM3 en ratones BALB-c, el pesticida (3 mg/kg p.c.) incrementa el tamafio de las

metastasis en pulmon.

En conclusion, en el presente trabajo demostramos por primera vez, que el HCB promueve la migracién e
invasién celular por las vias de c-Stc/HER1/STAT5b y HER1/ERK1/2, asi como la expresion de
MMP2 y MMP9 de manera dependiente del RHA. A su vez, observamos que el téxico estimula el

crecimiento tumoral y metastasis en pulmon e higado en modelos experimentales de cancer de mama.

PALABRAS CLAVES: Hexaclorobenceno, RHA, c-Src, HER1, ERK1/2, STAT5b, MMP2,
MMP9, MDA-MB-231, migracién, invasion, metastasis, cancer 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/HERT1). 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-Stc/HERT signaling pathway and decreases estrogen receptor 0 (ERQ) activity
of mammary tumors, in the same model. In previous 7z vitro studies, we observed that HCB
induces cell proliferation and c-Stc activity in ERO (+) 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, ¢) ERK1/2, Akt2 and STAT5b signaling pathways activation, d)
MMP2 and MMP9 exptession and activities, and €) AhR and ¢-Src/HERT signaling pathways roles in
ERa (-) MDA-MB-231 breast cancer cell line, 7 vitro. On the other hand, we studied the action of

HCB on tumour growth and metastasis in spontaneous and experimental models, 7 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-Stc/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 growthand 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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Introduccion

INTRODUCCION

1. Contaminantes Organicos Persistentes (COPs)

En el transcurso de los ultimos 150 afios, el hombre ha fabricado diversos compuestos
quimicos con el fin de satisfacer las necesidades crecientes del desarrollo tecnologico y mejorar

su calidad de vida.

Un numeroso grupo de estas sustancias quimicas se denominan contaminantes Organicos
persistentes (COPs). Estos compuestos son muy resistentes a la degradaciéon tanto quimica
como bioldgica, se magnifican a lo largo de la cadena tréfica 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 lipofilicos, por lo que se acumulan en el tejido
adiposo y en los componentes lipidicos del suero, consiguen atravesar la placenta y se
encuentran en grandes cantidades en la leche materna. La Convenciéon de Estocolmo (2001)
prohibi6 o limité el uso de muchos de estos compuestos y a partir de esta reglamentacion, se
implementaron estrategias para reducir su liberaciéon al medio ambiente. Sin embargo, no solo
muchos de estos compuestos ain se utilizan en la actualidad, sino que también los residuos de
su antigua produccién siguen siendo una fuente de exposiciéon. En un estudio reciente en la
Argentina, se encontré que el 91% de las muestras de leche materna proveniente de puérperas,
contenfan por lo menos un compuesto organoclorado, encontrandose al hexaclorobenceno

como el segundo toxico mas frecuente (Der Parsehian, 2008).

Aunque generalmente no tengan gusto ni olor, aunque sean tan invisibles en algunos medios de
comunicacioén, 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 inmunolégicos, hepatotoxicidad y cancer. Sin embargo, la toxicidad de estas
sustancias depende de la especie, el sexo y la edad de los organismos afectados, ademas de la
dosis y el tiempo de exposicién. Si bien como referencia en la poblacién 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
expetimentacion, dosis de 1 ng/kg por dia o menores pueden causar alteraciones reproductivas
y hepaticas (IPCS 1992). Es por ello que la regulacién por organismos gubernamentales de
estas sustancias es sumamente importante para la proteccion de la salud humana, de la

sobrevida de todos los organismos vivientes y del medio ambiente en general.



Introduccion

2. Hexaclorobenceno
2.1 Caracteristicas generales

El Hexaclorobenceno (HCB) es un hidrocarburo aromatico clorado de férmula molecular
C(Cl;. En el medio ambiente, no se encuentra en forma natural y suele estar acompanado de
otras sustancias como dibenzofuranos policlorados y dioxinas. Es practicamente insoluble en

agua pero es muy soluble en grasas y solventes organicos (IARC 2001).

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

El principal uso del HCB ha sido histéricamente el de funguicida para tratar semillas de
distintos granos destinadas a la siembra. Se comenz6 a utilizar en 1933 pero su produccién se
hizo masiva recién hacia los afios 50s y 60s, llegandose a un pico de producciéon mundial a
fines de los 80s de 10.000 toneladas anuales (Barber et al., 2005). La producciéon comercial
luego comenzé a disminuir debido a restricciones en su uso, aunque esto dependié de cada
pafs. En Argentina, su uso fue restringido en el afio 1993 y prohibido en el afio 2000
(Resolucién 750/00 Sagpa, publicada en el B.O. N°29. 517 del 02/11/2000).

Ademas, este compuesto ha sido utilizado también como agente preservante de madera, en la
industria del aluminio, neumaticos, pirotecnia, produccién de tinturas y en muchos otros
productos industriales. Aunque su fabricacion comercial ha cesado, se sigue generando HCB
como subproducto y/o impureza de numerosos procesos de cloraciéon y es también liberado
al ambiente por la combustién 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 quimica y alta persistencia del HCB le permiten acumularse en la cadena
tréfica, ocurriendo una biomagnificacién significativa en ecosistemas acuaticos (Michielsen et
al., 1999).



Introduccion

HEXACLOROBENCENO (HCB)

Cl
cl cl Nombre quimico: Hexaclorobenceno

Nombres comerciales (lista parcial): Amaticin,
C Cl Anticarie, Buncture, Bunt-no-more, Co-op hexa,

Granox, No bunt, Sanocide, Smut-go, Sniecotox
Cl

CAS: 118-74-1; formula molecular: CsCLs; peso molecular: 282 g/mol.

Aspecto: Cristales monoclinicos blancos o sélido cristalino.

Propiedades: Punto de fusion: 227-230°C; punto de ebullicién: 323-326°C (se
sublima); Ku: 7,1 x 107 atm.m3/mol a 20°C; log Koc: 2,56-4,54; log Kow: 3,03-
6,42; solubilidad en agua: 40 pg/l a 20°C; presion de vapor: 1,089 x 10" mm Hga
20°C.

Figura 1. Ficha técnica del HCB.

2.2 Vias de absorcion y eliminacion

La principal fuente de exposicién global sobre la poblacién humana es a través del consumo de
alimentos contaminados, como productos lacteos, peces y carnes. La exposicion también puede
ocurrir a través de la inhalacién de aire contaminado, por contacto dérmico, exposicion en el
utero o a través de la lactancia (Michielsen et al., 1999; Reed et al., 2007). Una vez absorbido, por
su caracteristica lipofilica el HCB se distribuye en 6rganos y tejidos con alto contenido lipidico,
aumentando su concentraciéon con el correr de los afios por bioacumulaciéon. Por ello, este
compuesto puede acumularse en tejidos humanos como glandula mamaria, higado, tiroides, tejido
adiposo y ovario (van Raaij et al.,, 1993). La agencia de protecciéon ambiental de los Estados
Unidos (US EPA) ha reportado que existen niveles detectables de HCB en tejido adiposo en el
95% de la poblacion de ese pais (Barber et al., 2005).

El HCB es degradado en el organismo por el sistema microsomal hepatico 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 excrecién del HCB ocurre por via urinaria mayoritariamente como metabolitos

del mismo, siendo los predominantes pentaclorofenol y pentaclorobenceno.

Se calcula que la ingesta diaria de HCB por adultos en la poblaciéon norteamericana, a partir del
aire, alimentos y suelo es de unos 3 ng/kg/dfa. Sin embatgo, 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 absorciéon 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 téxicos del HCB incluyen porfirias, alteraciones tiroideas, dafio hepatico, dafio renal,
esplenomegalia, alteraciones neuroldgicas, teratogénesis y problemas inmunolégicos (van
Birgelen, 1998). La porfiria es la manifestacion toxica del HCB mejor estudiada. El episodio de
intoxicacién masiva con HCB mas representativo ocurrié en Turquia 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 hepatica contraida por aproximadamente 4000 personas
(Gocmen et al, 1986; Gocmen et al, 1989; Gorman et al., 2007), observandose también
hiperpigmentacién, hirsutismo, debilidad, lesiones fotosensibles y pérdida de masa muscular
esquelética. Ademas, 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 nifios menores de 2
afios (Gocmen et al., 1989; IARC 2001). A su vez se registr6 un aumento en la frecuencia de
nacimientos de niflos con fragilidad en la piel, trastornos neuroldgicos, corta estatura,
extremidades pequefias, y agrandamiento de la glandula tiroidea (Courtney, 1979; ATSDR, 2002).

2.4 Efectos sobre animales de experimentacion

En animales de experimentacién, se han demostrado numerosos efectos perjudiciales del HCB,
como inmunotoxicidad, neurotoxicidad, aumento de la sintesis de enzimas microsomales en
higado, desencadenamiento de porfiria hepatica, 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 experimentacion, pero
los resultados en humanos son contradictorios. En ratones y ratas, el HCB produjo tumores
hepaticos y renales. Ademas, su administracién perinatal en ratas aument6 la incidencia de
adenomas paratiroideos en machos y feocromocitomas adrenales en hembras. En hamsters, el
toxico indujo hemangioendoteliomas hepaticos y adenomas tiroideos (IARC 2001). En base a
estas evidencias al HCB le fue asignado el papel de “probable carcinégeno humano” por la
Agencia Internacional de Investigaciones en Cancer IARC) (IARC 2001; ATSDR 2002).

Se demostrd, ademas, que el HCB promueve el desarrollo de cancer en multiples 6rganos y
tejidos, tales como higado (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 disminucién en los niveles de corticosterona y
cortisol séricos (Foster et al., 1995) y disfunciones inmunolégicas (Ezendam et al., 2004;

Ezendam et al, 2003). Asimismo se observé 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 administracién de HCB (1
g/kg p.c.) a ratas con ciclos estrales espontaneos durante 30 dias disminuyé significativamente los
niveles de receptor de estrogeno uterino, asi como los niveles circulantes de estradiol y prolactina,
mientras que se observé a su vez una disminucién en el nimero de évulos liberados (Alvarez et

al., 2000). También se demostré que el HCB presenta una capacidad escasa o nula de unirse al

Receptor de Estrégenos 0 (REa«) (Noguerol et al., 20006).

Trabajos previos de nuestro laboratorio en higado de rata, demostraron que el HCB aumenta la
internalizacién y la actividad de quinasa de tirosina (PTK) del Receptor de Factor de Crecimiento
Epidérmico (REGF/HERT1), asi como el contenido de fosfotirosina de numerosas proteinas
citosélicas y de membrana (Randi et al., 2003a). Ademas, se observo que el toxico estimula la
actividad de la ornitina decarboxilasa, induce un aumento en la expresiéon 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 mas reciente, encontramos que el HCB incrementa la actividad de c-Src y
la fosforilacién en Tirosina-845 del HER1 (sitio especifico para la c-Stc) tanto en higado de rata
como en la linea celular normal de higado de rata WBF-344, demostrando que el téxico
transactiva al HER1 via c-Src en dicho modelo. Asismismo observamos que el pesticida induce la
translocacién del Receptor de Hidrocarburos Aromaticos (RHA) del citosol al nucleo de manera
dependiente de la dosis (Randi et al., 2008).

Por otro lado, en nuestro laboratorio se realizaron estudios sobre el mecanismo de accién del
HCB en cancer de mama. En trabajos i vivo, encontramos que el HCB tiene un efecto co-
carcinogénico en la formaciéon de tumores mamarios inducidos por N-Nitroso N-Metilurea
(NMU) en ratas, incrementando el numero de tumores por rata, el volumen tumoral y la
malignidad de los mismos. Ademas, demostramos que el pesticida estimula la via de sefializacion
de los Factores de Crecimiento Insulina simil (IGFs) aumentando la fosforilaciéon del IRS-1 en
glandula 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 Estrégenos o
(REq) por fosforilacion en la Tirosina-537 a través de la c-Src, y la via de sefalizacion c-
Stc/HERT en glandula mamatia normal. A su vez se observé que el téxico activa dicha via,
mientras que disminuye la actividad del REx en los tumores mamarios. Estas alteraciones
moleculares se correlacionan con cambios histopatolégicos de inducciéon de lesiones
preneoplasicas y efecto estrogénico en glandula mamaria, mientras que en tumores observamos

que el pesticida promueve un fenotipo de mayor malignidad (Pefia et al., 2012).

En estudios en cancer de mama z vitro, observamos que el HCB induce proliferacion celular
y estimula la via de sefalizacién de los IGFs de una manera dependiente del REa en la linea
celular de cancer de mama humano MCF-7 (+REa). Ademas, encontramos que el pesticida a
dosis bajas de exposicién, aumenta la actividad de c-Src quinasa y la fosforilacién del REa en

Tirosina-537 a las mismas dosis que estimula la proliferacion celular, mientras que a dosis
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altas induce apoptosis (Garcia et al., 2010). Por otro lado en otra linea celular derivada de
carcinoma mamario humano con fenotipo de mayor malignidad, que no expresa REa, MDA-
MB-231, el toxico no altera la proliferacion celular a pesar de estimular la via de los IGFs
(Garcia 2008).

3. Receptor de Hidrocarburos Aromaticos

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

El RHA en ausencia de ligando se encuentra en el citosol de la mayoria de las células
formando un complejo con la chaperonas Hsp90, 70 y 50 y co-chaperonas como ARA9 y
p23, estando ademas presente la proteina quinasa de tirosina c-Src (Enan y Matsumura,
1996). Estudios mas recientes demuestran que la c-Src esta formando parte de un complejo
citosolico diferente al del RHA (Park et al, 2007). La unién del RHA al ligando
desencadenaria dos tipos de mecanismos: 1) a nivel nuclear, donde el receptor unido al
ligando se disocia de las chaperonas, se transloca al nicleo y forma un heterodimero con la
proteina translocadora nuclear del receptor RHA (ARNT), modulando la transcripciéon de
genes blanco; y 2) a nivel de membrana plasmatica, donde el complejo de la c-Src quinasa
interactia con el complejo del RHA, liberandose la c-Src que activa a Receptores de Factores
de Crecimiento, estimulando su fosforilaciéon y las vias de sefalizaciéon correspondientes. El
complejo resultante ha sido denominado CRHA (RHAC en inglés) (Matsumura, 1994). De
esta manera, el RHA posee efectos no genémicos asociados a la activaciéon de vias de
sefializacion intracelulares y efectos gendémicos al actuar como factor de transcripcion

modulando la expresién de genes blanco (Figura 2).
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Figura 2. Via de sefalizacion del RHA. Se muestran dos vias posibles: 1) camino de sefializacién nuclear (efectos
genomicos), donde el RHA heterodimeriza con ARNT para inducir la transcripcion de genes blanco; y 2) camino de
seflalizacion de membrana celular (efectos no genémicos), donde la c-Stc interactia con Receptores de Factores de
Crecimiento.

El complejo CRHA (toxico-RHA-ARNT) ejerce su funcion de factor de transcripciéon mediante
la unién a elementos de respuesta a dioxinas (DRE) o elementos de respuesta a xenobidticos
(XRE) que se encuentran en los promotores de los genes blanco. Ejemplo de ellos son las
enzimas que metabolizan xenobidticos de fase I y de fase II como citocromo P4501A1 y la
glutation-S-transferasa respectivamente. Luego de cumplir su funcién, el complejo se transloca al

citosol y es degradado por accion del proteosoma (Barouki et al., 2007).

Se ha encontrado que ademas de unir TCDD, el RHA es capaz de interactuar con diversos
“compuestos tipo dioxina” con diferente afinidad, como los Hidrocarburos Aromaticos
Polihalogenados (PAHs). Se observé que la intensidad de las respuestas bioquimicas y toxicas a

estos compuestos correlaciona con la afinidad de unién al receptor (Safe et al., 2000).

El HCB ha sido clasificado como “compuesto tipo dioxina” ya que cumple los tres requisitos
para dicha consideraciéon: 1) se une al Receptor de Hidrocarburos Aromaticos (RHA) induciendo
asi la expresion de enzimas que metabolizan xenobidticos como el citocromo P4501A1
(CYP1A1) (Smith et al.,, 1993); 2) presenta efectos similares a los producidos por la TCDD,
considerada la dioxina mas toxica; 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 mas fuerte conocido
(Hahn et al., 1989; van Birgelen, 1998). Sin embargo la evidencia acerca de que la toxicidad del
HCB esta mediada por la interaccioén con dicho receptor, no es concluyente. E1 HCB por ser un

agonista débil del RHA (Hahn et al., 1989), es un modelo toxicolégico diferente y novedoso que
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incluye a varios compuestos organoclorados, que nos permite estudia efectos dependientes e

independientes de este receptor, segun el tiempo y la dosis de exposicion.

El RHA posee un rol fundamental en la detoxificacién de xenobidticos y endobidticos, ya que al
unirse a su ligando induce en forma coordinada la expresion de enzimas de fase Iy fase II que
metabolizan estos compuestos (Bock y Kohle, 2006). En muchos casos las enzimas de fase I son
responsables de la bioactivacion del xenobidtico a su forma genotodxica activa como ocurre con el
benzopireno, el cual luego se une covalentemente al ADN y proteinas, formando aductos. La
formacion de aductos esta 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
exposicion a un compuesto xenobiotico lleve al desarrollo de cancer. Esto le confiere al RHA un

rol clave en la iniciacién tumoral, directamente ligado a esta ruta clasica de detoxificacion.

Por otro lado, se sabe que el RHA estd involucrado en la promocién tumoral y evidencias
recientes sugieren que este receptor juega ademas un rol importante en la progresion tumoral. El
RHA participa en vias de sefalizaciéon que regulan la adhesion célula-célula y célula-sustrato
teniendo por lo tanto una funcién importante en la proliferacion, diferenciacién y motilidad tanto
in vitro como #n vivo (Dietrich y Kaina, 2010). Alteraciones en los niveles o actividad del RHA
pueden conducir a una migraciéon celular anormal que contribuya al potencial tumorigénico de la
célula blanco. Se observé que el tratamiento de la linea celular de cancer 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 proliferacién dependiendo del
fenotipo celular, lo cual tiene importantes implicancias en el cancer. Entre sus genes blanco se
encuentran c-jun, jun-D, BAX, NFKB y p27 (Bock y Kohle, 2006; Barouki et al., 2007). Dada la
habilidad del RHA para regular la proliferaciéon celular en forma tejido especifica, su actividad
puede desencadenar el proceso carcinogénico en distintos grados. Se observé que ratones knock
out para el RHA eran resistentes a tumores inducidos por benzopireno, un téxico tipo dioxina
presente en el humo del cigarrillo, lo que implicarfa un rol clave del RHA en el desarrollo de ese
tipo de carcinogénesis ambiental. Sin embargo, no esta bien definido el papel del RHA en el
desarrollo de tumores que ocurren por otros factores, habiendo también evidencias de una
funciéon como supresor tumoral del RHA en la carcinogénesis colorectal (Kawajiri y Fujii-
Kuriyama, 2007).

Estudios de diferentes grupos de investigadores, demostraron que el RHA podria tener un rol
fisiolégico en la homeostasis hepatica y del sistema inmune, asi como en el desarrollo celular.
Ratones knock out para el RHA mostraron, entre otras alteraciones, hipertrofia cardiaca,
alteraciones cutaneas y del sistema inmune y también alteraciones en el desarrollo del ovario que

afectaron la funciéon reproductiva (Barouki et al., 2007).

Existen varios mecanismos de crosstalk entre el RHA y otras vias de sefializacion, entre las cuales
se incluyen: la via de TGF, la via neuronal GABAérgica, la via del RE (Puga et al., 2005) y la via
del HER1 (Marlowe y Puga, 2005; Haarmann-Stemmann et al., 2009; Puga et al., 2009).
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4. Cancer de mama
4.1 Factores de riesgo

El cancer de mama es la enfermedad neoplasica mas comun en mujeres y comprende mas de una
tercera parte de todos los nuevos casos de cancer en mujeres de sociedades occidentales (Landis
et al., 1999; Kamangar et al., 20006). La falla en la erradicacién de esta enfermedad se debe a la
falta de identificaciéon de un agente etiolégico especifico, el tiempo preciso de iniciacién y los
mecanismos moleculares responsables de la iniciaciéon y progresion del cancer. Luego de
numerosas incertidumbres alrededor del origen de esta enfermedad, existen sustanciales
evidencias de que el riesgo de padecer cancer de mama se relaciona significativamente con

factores reproductivos y endocrinos (Russo et al., 2000).

La tasa de incidencia de cancer de mama ha incrementado desde los afios cuarenta en muchos
paises industrializados. Europa occidental, Estados Unidos y Canada tienen la mayor incidencia
de cancer de mama, mientras que las menores tasas se encuentran en Asia (Parkin 2001). Se
observé que cuando las mujeres migran de Asia y otros paises con bajas tasas de incidencia a
paises industrializados con altas tasas de incidencia en cancer de mama, las tasas entre los
inmigrantes de primera y segunda generacion aumentan gradualmente, acercandose a aquellas del
pais en que viven. Estos hallazgos son consistentes con el rol importante que cumplen factores

ambientales o de estilo de vida en la etiologfa del cancer de mama (Stanford et al., 1995).

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

4.2 Aspectos generales

Mas del 95% de los canceres de mama son de origen epitelial. La evoluciéon natural del cancer de
mama involucra la progresion del mismo a través de distintos estadios patologicos y clinicos bien
definidos, comenzando con una hiperproliferaciéon ductal, seguida de un carcinoma in situ, un
carcinoma invasivo, llegando finalmente al desarrrollo de una enfermedad metastasica (Allred et
al., 2001; Burstein et al., 2004) (Figura 3). Un ducto mamario normal esta 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 estd compuesto de leucocitos, fibroblastos, miofibroblastos y células endoteliales.
En el carcinoma in situ, las células mioepiteliales del ducto ademas de reducirse en numero,
sufren alteraciones epigenéticas y fenotipicas, probablemente debido a la degradaciéon de la
membrana basal; por otro lado incrementa el nimero 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 podran migrar a 6rganos

distantes, generando eventualmente metastasis.

* Metastasico

AMeraciones genéticas y epigenaficas

L (- —-- i - — — T ) e
Coluas Calutas Endoéelio  Leusoeltos  Foroblastos Miofiroblactos Membrana  Celulas metasticicas
eplteliales  Mipeplietaies Basal
uminaies

Figura 3. Modelo hipotético de la progresion tumoral en cancer de mama (Polyak, 2007).

Los carcinomas de mama se caracterizan por presentar una histologfa heterogénea. Ia plasticidad
celular epitelial puede generar diferentes subpoblaciones celulares que contribuyan a la
heterogeneidad intratumoral. Sin embargo, la mayorfa de los tumores presentan un fenotipo
dominante, permitiendo su clasificacion. Los métodos utilizados para clasificar los tumores de
mama se basan en analisis diversos que incluyen estudios histopatolégicos, moleculares,
genéticos, de patologfa clinica y perfiles de expresién génica. En la clasificaciéon histolégica y
molecular del cancer de mama se han descripto al menos cuatro fenotipos diferentes: 1) el
normal, que tiene un perfil de expresiéon similar al del tejido de mama no canceroso; 2) el
luminal, que generalmente incluye tumores que son positivos para el REQ+ y el receptor de
progesterona (RP+), pero negativos para el receptor del factor de crecimiento epidérmico 2

(HER2-); 3) el fenotipo REQ-, que sobreexpresa HER2 o HERI; y 4) el fenotipo basal, que
incluye tumores REQ-, RP-, HER2- (Perou et al., 2000; Seotlie et al., 2001; Serlie et al., 2003). El

fenotipo luminal esta 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 cancer de mama desencadenan en
respuestas clinicas 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 (Setlie et
al., 2001).
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4.3 Transicion Epitelio-Mesenquimatica (TEM)

Las células de origen epitelial y mesenquimatico forman parte de la estructura y funciéon de los
o6rganos en desarrollo del embrion ya en sus estadios tempranos. De ésta manera, las células con
fenotipo mesenquimatico proveen soporte y estructura a las células epiteliales a través de la
produccioén 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 mesenquimaticas son
capaces de convertirse de un fenotipo al otro. Hste proceso, llamado transicién epitelio-
mesenquimatica (TEM), o la inversa, transicion mesenquimatica-epitelial (TME), es necesario
para dar lugar a organismos complejos y para la morfogénesis. Por ejemplo, la plasticidad epitelial
y la adquisicién de propiedades invasivas, sin llegar a obtener un fenotipo mesenquimatico

completo es critica en el desarrollo, particularmente en la morfogénesis de los ductos mamarios.

Trabajos recientes en cancer han identificado una plasticidad celular similar, en donde células
tumorales epiteliales adquieren cualidades mesenquimaticas que le permiten escapar del tumor
primario (Lopez-Novoa y Nieto, 2009). Debido a que la invasion local se cree que es necesaria
para los primeros pasos de la diseminacién metastasica, existe la hipotesis de que la TEM vy la
plasticidad epitelial contribuyen a la progresion tumoral (Micalizzi et al., 2010). Durante la
embriogénesis, los pasos de la TEM son bien definidos, mientras que la TEM asociada a cancer y
fibrosis esta poco definida. A pesar de que las caracteristicas generales de este proceso son
similares en la mayoria de los casos, algunos trabajos recientes han propuesto su clasificaciéon en
tres subtipos diferentes: TEM de desarrollo (tipo I); TEM de fibrosis y sanado de herida
(Tipo 1I) y TEM asociada al cancer (tipo III) (Kalluri y Weinberg, 2009).

La regulacion de la plasticidad celular epitelial durante la TEM esta implicada en la progresion
tumoral. Las células epiteliales que sufren la TEM pierden sus caracteristicas como tales para
adquirir un fenotipo mesenquimatico, 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 adhesion célula-célula y de la polaridad apical-basal, disminuyendo la expresion
de moléculas de adhesiéon como la caderina E; 2) disminucién de la expresion de las
citoqueratinas epiteliales; 3) aumento de la expresion de proteinas mesenquimaticas como la
vimentina; 4) reorganizacion del citoesqueleto adquiriendo una morfologia ahusada caracterfstica
de un fenotipo mas movil; 5) incremento de la capacidad de migrar e invadir; 6) resistencia
aumentada a la apoptosis. Durante la progresion tumoral, las células epiteliales se desprenden del
tumor primario, se adhieren e invaden el estroma adyacente, trasvasan a los vasos sanguineos
para luego eventualmente formar tumores secundarios. Este proceso metastatico es similar a la
TEM seguida por una transicion mesenquimatica-epitelial en el sitio de arresto (Chaffer et al.,
2007; Thiery 2002; Thiery 2003). En cancer, 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
es6fago (Usami et al., 2008). Guarino et al., (2007) postulan que en cancer 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 mas local en el borde invasor del tumor (Brabletz et
al., 2001).

La TEM requiere de la coordinacién de una compleja red de sefalizacién intracelular y
extracelular, que involucra factores de iniciacién y mecanismos de retroalimentacién para dar
lugar a los cambios intracelulares que conducen a la transformacién epitelio-mesenquimatica. Se
ha demostrado que muchas vias de transduccion de sefales inducen la TEM 7z 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 activaciéon 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 fosforilacion de la
caderina E y cateninas asociadas, conduciéndolas a su degradaciéon (Fujita et al., 2002). El HER1
parece estar involucrado en los estadios de tumores de mama humanos mas avanzados y podria

tener un rol importante en la TEM y metastasis tumoral (Lichtner et al., 1995).

4.4 Migracion e invasion celular

La motilidad de las células es un marcador de invasiéon en cancer y es el primer paso involucrado
en la metastasis. El citoesqueleto provee la infraestructura basica para mantener la motilidad
celular. Esta conformado por tres tipos de proteinas diferentes: microtubulos, filamentos
intermedios y filamentos de actina. L.a dinamica de la motilidad celular en cancer de mama esta
regulada por el citoesqueleto de actina (Pollard y Borisy, 2003). En las células tumorales los
filamentos de actina estan organizados en una red tridimensional que forman 3 estructuras
diferentes: lamelipodios, filopodios ¢ 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 invasion celular. Las células tumorales se adhieren a la ME a través de la unién
de proteinas de transmembrana denominadas integrinas. Estos sitios de adhesiéon son regiones
discretas (complejos focales) que también sirven como regiones de adhesion para los largos
filamentos de actina llamados fibras de estrés (Chhabra y Higgs, 2007). El citoesqueleto de actina
y las proteinas 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 protrusion
(lamelipodio) en el borde de la célula que esta en la direcciéon del movimiento; 2) anclaje de la
membrana al sustrato en el borde frontal a través de la adhesion focal (estructuras de adhesion
con integrinas); 3) se contrae la red de fibras de estrés de actina, que genera la tensién suficiente
para tirar a la células hacia adelante; 4) desarmado de las adhesiones focales, permitiendo a la

célula retraerse y ser arrastrada en la direcciéon del movimiento (Broussard et al., 2008).

La familia de GTPasas de pequeno tamafio 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 adhesiéon focal y la polimerizacion de
actina durante la formacién de lamelipodios. Rho estimula la formacién de fibras de estrés,
mientras que Cdc42 induce la polimerizacion de actina para la formacion de filopodios (Etienne-
Manneville y Hall, 2002; Hall 1998). Las GTPasas actian 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, llevandola a su activacion. L.a GTPasa activa estimula a los efectores que
llevan a la reorganizacion del citoesqueleto de actina y a la motilidad en la célula de cancer de
mama (Ostrander et al., 2007; Heasman y Ridley, 2008) (Figura 4).
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Figura 4: Migracion celular (Jiang et al., 2009).

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

colectiva (Figura 5).
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Figura 5. Estrategias de invasion y migracion celular (Yilmaz et al., 2007).

1) Migracién o invasion 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 invasién tipo fibroblasto: migraciéon mesenquimatica

La invasién mesenquimatica es iniciada por la transicion epitelial-mesenquimatica (TEM) de las
células tumorales individuales en el frente invasor del tumor primario (Figura 5a). Este tipo de
invasioén se caracteriza por la morfologia ahusada de las células tumorales y por la expresion de

metaloproteasas y cierto tipo de integrinas.

B) Estrategia de invasion tipo leucocito: migracién ameboidal

Al igual que los leucocitos, las células de cancer de mama pueden realizar en forma eficiente la
migracion de tipo ameboidal, que se caracteriza por la interacciéon 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 composicion del microambiente, se cree que las células de cancer de mama

pueden alternar libremente entre estos dos tipos de estrategias de migracion.
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2) Migracién o invasion celular colectiva

Otro mecanismo por el cual las células tumorales pueden diseminarse a partir del tumor primario
es la invasion colectiva (Friedl y Gilmour, 2009; Giampieri et al., 2009; Nabeshima et al., 1999;
Friedl P et al,, 1995). El marcador de invasiéon colectiva es la presencia de uniones entre las
células invasoras debido a la continua expresion de moléculas de adhesion en las mismas. Existen

dos estrategias diferentes: A) invasién coordinada e B) invasién de cohorte.

A) Invasion colectiva coordinada:

Durante la invasiéon colectiva coordinada, las células de cancer de mama invaden el tejido
adyacente sin perder el contacto con las células vecinas y el tumor primario. Este tipo de invasioén

es dependiente de metaloproteasas (Figura 5c).

B) Invasién colectiva de cohorte:

La invasiéon colectiva de cohorte (grupo de 6 a 10 células tumorales) se caracteriza por la
interaccion entre las células migrantes pero la pérdida de contacto con el tumor primario. Este

tipo de invasion es también dependiente de metaloproteasas (Figura 5d).

Es de interés remarcar que la estrategia de invasion de un tumor puede determinar la preferencia
del mismo por una determinada via de diseminacién para dar eventualmente mestastasis. De esta
manera, la invasién individual de células tumorales 7z vivo, particularmente en cooperacion con
macréfagos, dirige a las células a los vasos sanguineos resultando en la diseminacién por esta via
(Condeelis y Segall, 2003; Wyckoff et al., 2004). Por otro lado, la invasién colectiva dirige a las

células tumorales a los vasos linfaticos (Giampieri et al., 2009).

4.5 Metaloproteasas

La degradacién proteolitica de la ME es crucial para la invasion celular (exceptuando la invasion
ameboidal). Las metaloproteasas (MMPs), son una familia de endopeptidasas dependientes de
zinc que estan involucradas en las degradacion de la ME. En los procesos normales fisiologicos,
estas enzimas juegan un rol en los eventos asociados al remodelado del tejido normal como en el
desarrollo embrionario, angiogénesis, involucion mamaria, etc. Se cree que la expresion anormal
de MMPs contribuye a varios procesos patologicos, entre ellos el crecimiento tumoral, invasién y
metastasis (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 degradacion del colageno en su forma fibrilar (ej: tipo I, II y 1II);
ejemplos de ellas son la MMP1, MMPS8 y MMP13.

Las gelatinasas, que son también denominadas colagensasas de tipo IV, degradan gelatina
(colageno desnaturalizado), y colageno de tipo 1V, V, VII, IX y X. El colageno 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 degradacién de proteoglicanos, y proteinas no colagenas como la

laminina, fibronectina y las regiones no helicales del colageno IV.

El cuarto grupo consiste en el grupo de MMPs de membrana, que poseen un dominio de unién

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 mayoria
poseen una secuencia de dominio que incluye: 1) una secuencia peptidica (pre), 2) un dominio
pro-péptido (pro), 3) un dominio catalitico, que contiene un sitio activo Zn>" 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 citoplasmaticos
(Stamenkovic 2003).

51 ] i
X B Hemopexina

Figura 6: Estructura proteica de MMP2 y MMPY. pre: secuencia peptidica, pro: pro-péptido, catalitico: dominio
catalitico, hemopexina: dominio hemopexina, SH: residuo cisteina, Zn: sitio activo Zn>*(Yoon et al., 2003).

2) Regulacién

La actividad de las MMPs esta regulada en multiples niveles. A pesar de la complejidad de la
regulacion de estas enzimas, se pueden reconocer tres niveles principales de control endégeno:
transcripcion del gen, activacion de la pro-enzima e inhibicion de la actividad enzimatica. De esta
manera, se regula finamente la actividad de las MMPs en la fisiologia normal. La alteracién de
cualquiera de estos tres niveles de control en la actividad de las MMPs ha sido asociada a la

progresion tumoral (Celentano y Frishman, 1997).
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A) Regulacién transcripcional

El analisis estructural y funcional de la region promotora de los genes que codifican para las
MMPs proporcioné un mayor entendimiento de los mecanismos que regulan su expresion.
Existen estudios que revelaron la presencia de sitios de unién a AP-1 en la mayoria de los
promotores de los genes de MMPs (Pendas et al., 1997). Este elemento “enhancer” une
homodimeros o heterodimeros de la familia de oncoproteinas Fos y Jun., siendo esto una
interesante conexion entre los factores de transcripcion relacionados a la transformacion maligna
y la expresion de MMPs. A su vez, sitios de union para los factores de transcripcion NFKB y
Cbfal son también necesarios para regular en forma precisa la expresion de genes de MMPs y su
especificidad tisular (Bond et al., 1998; Jiménez et al., 2001). De esta manera, las MMPs estan
reguladas por una gran variedad de estimulos que desencadenan vias de sefalizacion intracelulares
que activan a dichos factores transcripcionales. Algunos de esos estimulos 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) Activacion de las pro-metaloproteasas

Las MMPs, como la mayorfa de las enzimas proteoliticas, son sintetizadas como zimdgenos
inactivos. Es por ello, que la activaciéon de las pro-MMPs es otro paso fundamental en la
regulacion de la actividad de estas enzimas. Todas las MMPs son secretadas al exterior de la célula
como zimégenos, con excepcion de las MT-MMPs. En el dominio pro-péptido de las MMPs,
existe un residuo de cisteina que estabiliza a la pro-enzima inactiva (van Wart et al., 1990). Por
otro lado en el dominio catalitico hay un sitio Zn*" activo presente que se une al residuo de
cistefna nombrado previamente (Figura 6). Cuando esto ultimo ocurre, la metaloproteasa se
encuentra inactiva. Al romperse la unién cisteina-Zn*", el zinc no catalitico de la MMP pasa a ser
catalitico, resultando en una enzima con actividad intermedia (van Wart et al., 1990; Springman et
al., 1990). Para que la MMP adquiera una capacidad catalitica completa, el pro-dominio debe ser
clivado (Springman, et al., 1990), llevando a la reducciéon 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 si.

C) Inhibidores end6genos

La actividad de las MMPs esta regulada por varios tipos de inhibidores endégenos, de los cuales
los inhibidores de metaloproteasas de tejidos (TIMPs) son los mas importantes (Brew et al.,
2000). Los TIMPs son, también, proteinas secretadas pero podrian encontrarse en la superficie
celular asociadas con las MT-MMPs. Esta descripto que los TIMPs inhiben a las MMPs de forma
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reversible al unirse a la region catalitica de estas enzimas. Esta uniéon TIMP-MMP se da en una

relacion estequiométrica (1:1) (Gomis-Ruth et al., 1997).

3) Metaloproteasas en cancer de mama

Actualmente se conoce que las MMPs juegan un rol muy importante en cancer de mama,

participando tanto en la iniciacién y crecimiento tumoral, como en la progresion.

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

Existen numerosas evidencias que demuestran que algunos de los genes clave involucrados en la
carcinogénesis mamaria (oncogenes ¢) pueden contribuir a la tumorigénesis al regular la expresion
de las MMPs. La transfeccion de células de cancer de mama MCF-10A con c-ErbB-2 o c-Ras
resulta en la expresiéon incrementada de MMP2 (Giunciuglio et al., 1995). Los posibles
mecanismos por los cuales las MMPs pueden contribuir a la iniciacién o crecimiento tumoral
incluyen: la promocién de la angiogénesis, la activaciéon de factores de crecimiento o de sus
receptores (por liberacion 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 inactivaciéon de inhibidores
de factores de crecimiento. Las MMPs pueden promover la angiogénesis por, al menos, dos
mecanismos diferentes: al degradar barreras permitiendo la invasién de las células endoteliales, y

al liberar factores que promueven y mantienen la angiogénesis (Stetler-Stevenson 1999).

B) Rol de las MMPs en la progresion tumoral

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

En cancer de mama, el 90% de las muertes se deben a las metastasis originadas a partir del tumor
primario. Se estima que el 6% de los pacientes tienen metastasis al momento del diagnéstico de la
enfermedad, mientras que se cree que del 20 al 50% de los pacientes diagnosticados por primera

vez con cancer de mama desarrollaran eventualmente enfermedades metastasicas (Lu et al., 2009).

A pesar de que han sido identificados una gran variedad de subtipos histologicos de canceres de
mama invasivos, el carcinoma ductal invasivo es el subtipo predominante, representando entre el
50 al 80% del total de los canceres invasivos (Tavassoli y Devilee, 2003). En cancer de mama, los
sitios mas frecuentes de metastasis son los pulmones, huesos e higado (Lee 1983). Esta aceptado
que el riesgo de desarrollar metastasis incrementa con la presencia de metastasis en los ganglios
linfaticos axilares, el incremento del tamano del tumor primario y la pérdida de diferenciacion
histopatologica (el grado) del mismo, siendo éstos marcadores de prognosis tumoral en cancer de
mama (Page 1991). En pacientes sin metastasis en ganglios linfaticos axilares, un marcador
predictivo de metastasis a larga distancia es la invasiéon de los vasos sanguineos (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 asi que,
aproximadamente un tercio de las mujeres que tienen cancer de mama que no se diseminaron a
nédulos linfaticos desarrollan metastasis distantes; mientras que un tercio de las pacientes que
poseen los noédulos linfaticos comprometidos permanecen libres de metastasis en 6rganos

distantes 10 afios 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 sanguineos y linfaticos para alcanzar el nuevo sitio del
cuerpo donde formaran una nueva colonia (Yilmaz et al., 2007). Para dejar el tumor primario y
diseminarse a Organos distantes, las células tumorales deben seguir una serie de eventos
biol6gicos complejos conocidos como “cascada metastasica”. Primero, las células cancerosas
pierden capacidad de adherirse a las células vecinas y ganan habilidad de migrar e invadir como se
describi6 previamente (ver seccion 4.3 y 4.4). Entonces, las células atraviesan la membrana basal e
invaden el tejido adyacente alcanzando los vasos linfaticos y sanguineos. Luego de una
intravasacion exitosa, las células deberan sobrevivir en la circulacion, diseminarse por todo el
cuerpo, reconocer 6rganos especificos blanco y extravasarse al nuevo ambiente. En este nuevo
sitio deberan iniciar el programa de sobrevida para poder formar micrometastasis y luego deberan
reiniciar los programas proliferativos, generando entonces neoplasias macroscopicas detectables
clinicamente (Fidler 2003) (Figura 7). Esta serie de eventos de alta complejidad que se suceden
durante la “cascada metastasica” estda orquestada por vias de transduccion de sefiales 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 metastasica (Valastyan y Weinberg, 2011).

Existen diferentes modelos que explican cémo las células del tumor primario son capaces de dar
metastasis en organos distantes durante la “cascada metastasica”. El modelo tradicional de
metastasis sugiere que la mayoria de las células del tumor primario tienen un bajo potencial
metastatico, pero lo adquieren por mutaciones somaticas que se dan en estadios tardios de la
tumorigénesis (Fidler y Kripke, 1977) (Figura 8a). A su vez, el modelo de metastasis espontinea
describe que todas las células del tumor primario tienen la capacidad de desarrollar tumores
secundarios, y que la metastasis es producto de la diseminacion azarosa de las mismas (Milas et
al., 1983) (Figura 8b). El modelo de “heterogeneidad dinamica” propone que en el tumor
primario se generan constantemente subpoblaciones de células metastasicas pero al ser inestables,
se da un equilibrio dinamico entre la generacién y la pérdida de dichas células (Hill et al., 1984)
(Figura 8c). Por otro lado, la teorfa de la “dominancia clonal” explica que una vez que se origina
un subclon metastasico dentro del tumor primario, éste prolifera dominando el resto de la masa
tumoral (Kerbel et al., 1988) (Figura 8d). Por dltimo, Garcfa-Olmo et al. (1999) proponen un
modelo controvertido: el de la “hipotesis de genometastasis”, basada en estudios 7z vitrs, que
sugiere que la metastasis se da como producto de la transfecciéon de células susceptibles de
organos distantes con oncogenes circulantes en plasma que derivan del tumor primario (Figura

8e).
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Figura 8. Modelos de metastasis. a: Modelo tradicional; b. Modelo de metastasis espontinea; c: Modelo de
heterogeneidad dinamica; d: Modelo de dominancia clonal; e: Hipétesis de genometastasis. Células rojas: tumorales
metastasicas; Células lilas: tumorales no metastasicas (Weigelt et al., 2005).

En estos ultimos tiempos, descubrimientos obtenidos con estudios de “microarray” de ADN han
restablecido la discusion del proceso metastasico incorporandose nuevos modelos. Los perfiles
de expresion génica de los tumores primarios permiten discriminar entre un tumor con tiesgo
metastasico y pobre-prognosis (células rojas, Figura 9a) y un tumor de buena-prognosis
(células lilas, Figura 9a), indicando ésto que la capacidad metastasica se adquiere
tempranamente en la tumorigénesis (van 't Veer et al.,, 2002). Una variaciéon a este modelo fue
propuesta por Kang et al. (2003), donde los tumores primarios con alta capacidad metastasica
poseen el perfil de expresion génica de pobre-prognosis y que existe un perfil de expresion
especifico adicional que predice el sitio de metastasis (verde: hueso; azul: higado; violeta: pulmon;
Figura 9b). El modelo de evoluciéon paralela explica que la diseminacion de las células
metastasicas 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
metastasis 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 metastasis basados en estudios de perfil de expresion génica (Weigelt et al., 2005).

Estudios con marcadores prognoésticos han demostrado que el microambiente tumoral
contribuye significativamente en la tumorigénesis. Este concepto esta avalado por numerosos
trabajos 7 vivo e in vitro recientes (Bhowmick et al., 2004; Bissell y Labarge, 2005). La integracion
entre este concepto y los modelos metastaticos 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 transformacién de las mismas, generandose
tumores de prognosis tumoral pobre y con alta capacidad metastasica. En cambio, cuando las
mutaciones ocurren en células progenitoras diferenciadas, se genera un tumor no metastasico
con una buena prognosis tumoral. En los tumores metastasicos de pobre prognosis, bajo la
influencia de los fibroblastos tumorales, sélo la poblaciéon de células madre tumorales tiene
habilidad de dar metastasis. Se cree que en estos tumores, existen variantes de células madre
cancerosas con perfiles de expresion génica diferentes que definen la especificidad de tejido para

la metastasis.

4.7 Modelos experimentales de metastasis

En cancer de mama, los conocimientos en la progresiéon tumoral y metastasis adquiridos en los

ultimos tiempos, se obtuvieron como producto del uso de dos modelos iz 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 cancer de mama de un ratén a otro ratén 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 contribucion del sistema inmune,
que se encuentra intacto en la progresion tumoral (Gravekamp et al., 2004). Para estudiar el
crecimiento y capacidad metastasica de diferentes lineas celulares de cancer de mama humano
in vivo se realizan experimentos de xenotrasplante utilizando ratones inmunosuprimidos,
como los ratones atimicos y los ratones con inmunodeficiencia severa adquirida (SCID)
(Hurst et al., 1993). La implantacién de lineas celulares de cancer de mama humano es
relativamente simple y permite la manipulacion genética o farmacolégica 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, esta
disminuida en ratones inmunosuprimidos. Segundo, el componente estromal no es del mismo
origen que el tumoral. Existe un gran numero de modelos de xenotrasplante que se usan de
rutina en investigacién en cancer de mama, y la mayorfa derivan de lineas celulares
establecidas (Tabla 1). Entre los mds usados se encuentra el modelo de la linea celular MDA-
MB-231 en ratones atimicos. La MDA-MB-231 es una linea celular de cancer de mama
humano independiente de estrogenos que deriva de la efusién pleural de un paciente con

cancer de mama.

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

ensayos de metastasis espontanea.

En los ensayos de metastasis experimental las células tumorales son dirigidas
directamente a la circulacion sistémica. Dependiendo del sitio de inyeccion y del tropismo de
las células, se pueden generar metastasis en diferentes 6rganos. En cancer de mama las células
tumorales son usualmente inyectadas en: a) la vena de la cola, resultando en metastasis en
pulmon; b) la vena portal, que lleva a la colonizacién del higado; y ¢) el corazén (por puncién
intracardfaca), que puede generar metastasis en un espectro mas amplio de Organos
incluyendo el hueso. Los modelos experimentales de metastasis se caracterizan por una serie
de ventajas. La corta duraciéon del ensayo, la reproducibilidad, y el hecho de que el
investigador tiene el control del nimero y tipo de células que entran en circulacién. Sin
embargo, en este modelo solo se analizan los dltimos pasos de la metastasis, y no el proceso
completo. A su vez, es importante tener en cuenta que en este modelo las células metastasicas

no se arrestaran e interactuaran con el tejido blanco como ocurre naturalmente, ya que al
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haber un gran nimero de éstas, circularan en forma independiente y no como émbolos

(célula tumoral asociadas a plaquetas).

En los ensayos de metastasis espontanea, las células tumorales pueden ser implatadas en
la mama (implantacién ortotépica) o en la piel (implantaciéon ectotipica). En estos modelos la
formacion del tumor primario y de las subsecuentes metastasis en parte, son similares a los
multiples pasos implicados en el desarrollo del cancer de mama maligno en pacientes
(Khanna y Hunter, 2005). Muchas lineas celulares de cancer pueden generar metastasis
espontaneas al ser inoculadas en la mama del ratéon (implante ortotépico) (Tablal),
permitiendo el estudio del proceso metastasico completo. La linea celular MDA-MB-231 al
ser inoculada en el cordéon mamario de ratones atimicos puede generar metastasis en pulmon,

higado, cerebro y nédulos linfaticos mamarios (Minn et al., 2005).

Metistagis
Lineacelular | Tipo tumoral | Fuemte | T20UF° | pp| gp| pEge| | Sdede N® de cdlulss Localizacidn
mualecular inoculacian
Venadela cala 2x10° pulmdn
MDA-MB-231 A EP BasalB | - | - mama 5x101x10° Pu?;uﬂéﬁf?f;ﬁ;bm'
intmeardiaca 1x10°-1x8° cerebra, lmeso
MDA-MB435 ol EP BazalB - - mama 2x10° pﬂmuﬂ
MDA-MB453 A EP Luminal - - + intmeardiaca 1x10° hueso
4t i R ATH WNC BazalB - - mama 1x10° pulmdn, lmeso
EUNMI4S CD inf ChP BasalB - - Venade la cola 2x10° pulmdn
ET4™ CoL CMP Luminal | + | + + int meardiaca 1x10° hueso
MICF? ATH jo Luminal | + | + mama 1x10° ganglios linfdticos
T47D ADI EP Luminal | + | + mama 1x10 ganglios linfaticos

Tabla 1: Modelos de xenotrasplantes mds comuinmente usados en cancer de mama (Kim y Baek, 2010). A:
adenocarcinoma; CDI: carcinoma ductal invasivo; ADI: carcinoma ductal infiltrante; CD inf: carcinoma ductal
inflamatorio; EP: efusion pleural; NMC: nédulo metastatico cutaneo; CMP: cancer de mama primario.

B) Modelos con ratones modificados genéticamente

Con el fin de generar ratones modificados genéticamente para estudios de cancer de mama, hoy
en dia, 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 cancer de mama se utilizan
promotores especificos de mama con el fin de restringir la expresiéon del oncogen en la glandula
mamaria. De ésta manera se han generado ratones transgénicos que expresan el oncogen (HER1,
Wntl, Ras, etc) bajo el control de los promotores MMTV (“mouse mammary tumor virus”) o
WAP (“whey acid protein”) que generan tumores espontaneos en la glandula mamaria, y que

luego podrian desarrollar metastasis (Bouchard et al., 1989).
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5. Vias de transduccion de sefiales
5.1 Quinasa de tirosina c-Stc

La familia de quinasas Src (SFKs) comprende una clase de quinasas de tirosina no receptoras
asociadas a2 membrana, involucradas en una variedad de caminos de transduccién de sefiales.
Existen 9 miembros en la familia, incluyendo a c-Src, c-Yes, Fyn, Lyn, Lck, Hck, Blk, Fgr y Yrk.
Su participacién en caminos de senalizacion celulares normales, acoplada a la capacidad de estar
activas constitutivamente para inducir transformacién celular, ha conseguido un fuerte interés en
el estudio del rol de estas quinasas en la progresion de los canceres humanos (Summy y Gallick,
2003).

La c-Stc funciona como un co-transductor de sefiales de membrana activando una gran variedad

de receptores de factores de crecimiento, incluyendo el HER1 (Biscardi et al., 1998).

A) Estructura y mecanismos de regulacion

La miristilacién amino-terminal de c-Strc es requerida para la asociaciéon con la membrana celular
y es esencial para su funcién transformante. La c-Src se autofosforila en la Tirosina-416 y esta
fosforilacion es requerida para su completa actividad (Roskoski 2005). Los estudios de funcién y
estructura elucidaron que su actividad es regulada tanto por fosforilacién como por interacciones
proteina-proteina involucrando los dominios SH2 y SH3 (Gonfloni et al., 1999). La fosforilacion
de la Tirosina-527 del carboxilo terminal promovida por Csk conduce a la unién de esta region
con el dominio SH2 de la misma proteina que se transforma en una conformacion “cerrada” o
inactiva (Okada y Nakagawa, 1989). Las interacciones entre el dominio SH3 y el dominio quinasa

también contribuyen a la regulaciéon negativa.

Existen varios caminos por los cuales la c-Src puede activarse: a) defosforilacién de la Tirosina-
527 por una fosfatasa, b) deleciéon o mutaciéon de la Tirosina-527, c) desplazamiento por ligandos
de alta afinidad, de las interacciones intramoleculares mediadas por SH2 y SH3 y d) fosforilacion
de la Tirosina-416 (Frame 2002; Roskoski 2005). Alguno o varios de estos caminos propuestos

podrian ser los responsables de la activacion de c-Src en células de cancer (Figura 10).

416 57

Figura 10. Estructura de la c-Src quinasa. .a molécula esta compuesta por una secuencia amino terminal de
miristilacién (M), una regién unica (U), los dominios de interacciéon con proteinas 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).

25



Introduccion

Se propuso un mecanismo regulatorio bidireccional, en el cual la modulaciéon enzimatica de c-Src
podria primariamente regular la disponibilidad de los dominios de interaccién proteina-proteina.
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 explicacién para la oncogenicidad de v-Src en la cual la region
regulatoria del carboxilo terminal ha sido sustituida por otros aminoacidos. Se observé que la
pérdida de la region que contiene la Tirosina-527 es la primera razén para que se convierta en una
proteina transformante. En cancer de colon se reporta la expresion de una c-Src truncada en el
carboxilo terminal (Irby et al., 1999) (Figura 11).

Fosfatasas de tirosina

Actividad de Cskreducida

Desplazamiento de interacciones intramoleculares

Activacion mutacional, e]: mutaddén o delecidn de la tirosina 527

Inactiva Activa

Figura 11. Tipos de regulacion de la c-Src quinasa. Segun el tipo de regulacion involucrada, se puede llevar a
una “apertura” conformacional de la c-Stc y la activacion catalitica que puede ocurrir en células tumorales (Frame
2002).

B) c-Stc en cancer de mama

La c-Src se encuentra sobreexpresada en mas del 70% de los canceres mamarios, y
frecuentemente se acompafia de una sobreexpresion de HER1 (Ottenhoff-Kalff et al., 1992;
Luttrell et al., 1994; Muthuswamy et al., 1994). La c-Src esta involucrada no sélo en procesos
normales de mitogénesis inducidas por EGF (Luttrell et al., 1988; Wilson et al., 1989), sino que
también potencia la acciéon 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 demostré que
el dominio SH2 de c¢-Stc se asocia con el HER1 y HER2/Neu activados de lineas celulares de
cancer de mama (Luttrell et al., 1994). También se observé 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 lineas celulares de cancer de mama y en tumores que sobreexpresan ambas proteinas.
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5.2 Receptores de Factores de Crecimiento Epidérmico

Las proteinas 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 EtbB: el receptor de EGF o Erbl o HERI1, el Erb2/Neu/HER2, el
Etb3/HER3 y el Erb4/HER4. Todos tienen en comun un dominio de unién al ligando
extracelular, una regién transmembrana y un dominio citoplasmatico con funcién 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 formaciéon de homo y heterodimeros. La dimerizacion
consecuentemente estimula la actividad intrinseca de tirosina quinasa de los receptores y
desencadena la autofosforilaciéon de residuos de tirosina especificos dentro del dominio
citoplasmatico. Estos residuos fosforilados sirven como sitios de anclaje para moléculas
involucradas en la regulacion de cascadas de sefalizacion intracelulares. Por ultimo, los efectos rio
abajo sobre la expresion genética determinan la respuesta bioldgica a la activacion del receptor
(Olayioye et al., 2000).

Existen principalmente tres vias de sefializacion que pueden desencadenarse por la activacion 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) Vias de sefializacion del HER1
-Via Ras/ERK 1/2

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

-Via 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 via de transduccién de sefales. Los PIP sirven de sitio de anclaje de

proteinas que poseen un dominio de homologfa a plecstrina (PH).
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Luego de la autofosforilacion del HER1 se recluta la PI3K a la membrana, que se estimula
mediante la unién de su dominio SH2 a las tirosinas fosforiladas del HER1. La activacion de la
quinasa lleva a la formaciéon de PIP, que luego sirve de sitio de anclaje de la quinasa de
serina/treonina Akt, translocindola a la membrana donde se fosforila y activa. Esta quinasa

puede luego fosforilar numerosos sustratos (Song et al., 2005).

-Via JAK/STAT

La quinasa Janus (JAK) es una familia de quinasas de tirosina que fosforilan a las proteinas
Transductoras de Sefiales y Activadoras de la Transcripcion (STATs). Tanto JAK como STAT se
asocian con el HER1 fosforilado, permitiendo que JAK fosforile a STAT. Una vez fosforiladas,
las proteinas STAT se translocan al nucleo, donde inducen la transcripciéon de numerosos genes
(Rawlings et al., 2004).
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Figura 12. Vias de sefializacion del receptor HER1 El EGF se une a receptores ErbBs desencadenando la
activacion de una red de vias de sefializacién, como la via PI3K/AKT (verde), la via RAS/ERK (rojo) y la via
JAK/STAT (amatillo). Estas vias llevan a la activacién de proteinas anti apoptdticas (blanco) y la inactivacion de
proteinas proapoptéticas (negro). Los homodimeros de HER2 activan las mismas vias pero no requieren del EGF
para su activacion y los receptores acoplados a proteina G activan a los receptores ErbBs via la fosforilacion en
tirosina de los ErbBs mediada por la quinasa c-Stc (Henson y Gibson, 2000).

De acuerdo al contexto celular estas tres vias de sefializacién pueden desencadenar respuestas
biolégicas diversas, como proliferacién, apoptosis, sobrevida, migraciéon e invasion 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 EGFE (Peles y Yarden, 1993). Son producidos como precursores

transmembrana y son procesados y liberados por protedlisis (Massagué y Pandiella, 1993). Hay

numerosos ligandos que incluyen EGF, anfiregulina y TGFQ, los cuales se unen especificamente
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) HERI1 en cancer de mama

El HER1 tiene varias funciones en el desarrollo normal de la glandula 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 HERI1, y esta
sobreexpresion se correlaciona con una pérdida de la respuesta a estrégenos y con una pobre
prognosis tumoral (Toi et al.,, 1991, Radinsky et al., 1995). Una enorme cantidad de evidencias
sugieren que el HER1 estd involucrado en los estadios tardios de cancer de mama,
predominantemente en sitios metastasicos, mas que en tumores primarios (Sainsbury et al., 1987,
Toi et al.,, 1991; Battaglia et al., 1988; Khazaie et al., 1993). Esta reportado que la sobreexpresion
del HERT1 en cancer de mama resulta en un incremento de la capacidad metastasica tumoral (Xue
et al., 20006). De hecho, se observé que HER1 participa en el proceso metastasico (Lichtner et al.,
1995). Ademas, se ha demostrado que el EGF estimula la migracién de ambos tipos celulares,
normales y tumorales, incluyendo células epiteliales de mama normales, fibroblastos, y células de

carcinoma de préstata y de rifion (Turner et al., 1996; Xie et al., 1998).

C) Interaccion entre HER1 y c-Src en cancer de mama

La gran mayoria de los tumores de mama (95%) es inicialmente hormono-dependiente. Esto
implica que los estrégenos juegan un rol crucial en su desarrollo y evolucion inicial (Russo et al.,
2003). Sin embargo, se sabe que con la progresiéon tumoral se da usualmente la activacion de otras
vias, normalmente asociadas a receptores de factores de crecimiento y junto con ello, se pierde la
dependencia hormonal. El HER1 y el HER2 estan implicados en la generaciéon de la resistencia a
la terapia hormonal en cancer de mama. En estudios clinicos, se ha observado que la
sobreexpresion del HER1 y HER2 esta 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 estan
sobreexpresados con alta frecuencia en canceres de mama humanos y estan implicados en la
generacion y progresion de la enfermedad (Biscardi et al., 1998; Belsches-Jablonski et al., 2001;
Ottenhoff-Kalff et al., 1992). A diferencia del HERI, la sola sobreexpresiéon de c-Src es
insuficiente para transformar fibroblastos murinos en cultivo o para sostener un crecimiento
tumoral en animales (Maa et al., 1995). Asi, la expresion 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 podria funcionar
promoviendo el crecimiento de células tumorales por participar de o aumentar la sefial
mitogénica que se inicia por factores de crecimiento extracelulares u oncogenes intracelulares.
Aqui aparecen las dos funciones importantes para la c-Src: 1) modular la funcién del receptor
porque aumenta la sefial inmediatamente rio abajo de los receptores, regulando la endocitosis
(Wilde et al., 1999) y 2) afectar el remodelado morfogenético celular porque fosforila proteinas
que se asocian con el citoesqueleto de actina (Maa et al., 1995; Biscardi et al., 1998; Tice et al.,
1999).

La expresion aumentada de c-Src en células que presentan elevados niveles de HER1 resultaron
en un aumento de la sintesis de ADN, crecimiento en agar blando y formacién de tumores en
ratones atimicos. La coexpresion de c-Src y HER1 en lineas celulares de cancer de mama, resulta
en una asociacion fisica inducida por EGF, entre el HER1 y la c-Src y la fosforilaciéon en
Tirosina-845 (Y845) dentro del dominio catalitico del HER1. Al comienzo de las investigaciones,
se pensaba que esta modificaciéon covalente no se requerfa para la actividad catalitica del HERT,
pero se observé que aumentaba enormemente la proliferacion, transformacién y formacion
tumoral 7z vivo (Biscardi et al., 1999a). Se ha demostrado que la fosforilacion de Y845 del HER1
es dependiente de la actividad catalitica 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 afecto la
fosforilacién de varias proteinas estimuladas por EGF como la fosfolipasa C, MAPK o STATS3.
En cambio, se suprimié completamente la fosforilacion del factor de transcripcion STAT5b en la
Tirosina-699 (Y699) activante, sugiriendo que la activaciéon de la Y845-HERT1 puede ser critica
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 migracién celular. Existen estudios, en los que se ha observado una
conexion bioquimica 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 estimulaciéon con EGF de células de carcinoma que sobre-expresan
HERT1 resulta en la unién de c-Src a dicho receptor activo y la estimulaciéon de la actividad de
quinasa de tirosina de c-Src (Oude-Weernink et al., 1994; Biscardi et al., 1998). La activacién de c-
Src via EGF en fibroblastos promueve la fosforilaciéon de la molécula reguladora de actina
rthoGAP produciendo el desensamblado de los filamentos de actina (Chang et al., 1995). Por otro
lado la via de sefalizacion intracelular desencadenada por la activacion de c-Src por EGF también
involucra a dos proteinas relacionadas con la motilidad celular: la quinasa de adhesion focal
(FAK) y la quinasa de tirosina relacionada a la adhesién focal (RAFTK). Estos eventos de
senalizacion resultan en el incremento de la invasividad zz vitro (Brunton et al., 1997; Hauck et al.,
2001). Lotz et al. (2003) demostraron que en cancer de mama, el HER1 sinergiza con la proteina

c-Src en la promocion de la invasion.

Todos estos hallazgos indican que c-Src y HER1 cooperan en los procesos de mitogénesis y

transformacion celular en cancer.
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6. Cancer de mama y Contaminantes Organicos Persistentes (COPs)

La exposicion humana a COPs ubicuos tales como PCBs, TCDD, dicloro difenildicloroetileno
(DDE) y HCB, ha atraido la atencién con respecto al rol de estos pesticidas en la etiologia del
cancer de mama a nivel mundial. Al ser liposolubles y poseer una larga vida media, cantidades
medibles de estos compuestos estan presentes en diferentes tejidos humanos con alto contenido

graso como la glandula mamaria, asi como también en suero y leche materna.

Aunque el mecanismo de accion de estos quimicos en la carcinogénesis no se conoce aun, existen
estudios que demuestran que algunos COPs tienen el potencial de promover el desarrollo de
cancer en varios modelos experimentales, tales como roedores y lineas celulares humanas.
Estudios 7z vitro demostraron que diversos PCBs promovian la proliferacién en la linea celular de
cancer de mama humano MCF-7 (Andersson et al., 1999; Zou et al., 2002; Soto et al. 1994). Por
otro lado, se observé que la TCDD inhibfa la apoptosis al estimular la via del HER1 en la linea
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 linea celular produce
una serie de cambios asociados a la transformacién celular. A su vez, se observo que el
tratamiento prolongado con B-hexaclorociclohexano induce la expresion del proto-oncogen c-
Neu, ciclina D1 y p27 en la linea epitelial normal de mama MCF10AT1, 7z vitro e incrementa el
numero de tumores de mama y acelera el tiempo de aparicion de los mismos en ratones MMTV-
Neu, /7 vivo (Wong y Matsumura, 2007). Otros estudios mas recientes reportan que al tratar la
linea celular normal epitelial de mama HMEC con una mezcla de pesticidas organoclorados
(DDT, DDE, DDD, aldrina y dieldrina) se inducia la proliferacién celular y la expresion de
numerosos genes involucrados en la transformacién celular (ACVRL1, ALK-1, KIT, ERBB3 y
ALK-1) (Valerén et al., 2009). Previamente, en nuestro laboratorio observamos que el HCB a
dosis bajas, induce proliferacion celular y la via de sefalizacion de IGFs de una manera
dependiente del REx en MCF-7. Ademas encontramos que a esas mismas dosis, el pesticida
estimula la actividad de la c-Stc y la fosforilacion del REa (Garcia et al., 2010). En ensayos 7z vivo
se observo que la exposiciéon a hidrocarburos aromaticos polihalogenados como la TCDD,
produce una variedad de lesiones patoldgicas involucrando la deposicion de la ME y el
remodelado del tejido, incluyendo morfogénesis de los tubulos mamarios y prostaticos y

promocién 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 progresion tumoral en cancer de mama. En ensayos 2 vitro, se
observé que el tratamiento de la linea celular de cancer 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, asi como la capacidad de invadir de las células, y estos efectos estan
mediados por el receptor RHA (Miller et al., 2005). A su vez, se encontré que la TCDD induce
migracion en la linea celular de cancer de mama MCF-7 por la via de sefalizacién de
NFATc1/ATX (Seifert et al., 2009). Otros estudios demostraron que el tratamiento con TCDD
de esta misma linea celular producia alteraciones morfologicas como la aparicion de lamelipodios

y mayor motilidad asociadas a una reorganizaciéon del citoesqueleto de actina y a una disminuciéon
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en la expresion de caderina E (Barouki et al., 2007). Zou y Matsumura (2003) han reportado que
al tratar las células MCF7 con [3-hexaclorociclohexano por tiempos prolongados se promueve la
invasion celular e induce la expresiéon de HER2 y MMP9 disminuyendo los niveles de RE. En un
estudio mas reciente Liu et al, (2010) demuestran que el tratamiento con PCBs de las lineas
celulares de cancer de mama MDA-MB-231 y MCF-7 induce la migracion iz vitro, e incrementa la
capacidad de generar metastasis de las MDA-MB-231 en higado y pulmén, 7z vive, al activar la
quinasa asociada a Rho (ROC). Eum et al. (2004) sugieren que el PCB 104 podria contribuir al
desarrollo de metastasis en cancer de mama, ya que en estudios 7z vitro observaron que este
compuesto induce la expresion de VEGF, la hiperpermeabilidad de la linea endotelial HMEC-1, y
la migracién 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 cancer de mama MCF7 y las
células epiteliales normales HMEC. Estudios 7z vivo de nuestro laboratorio demostraron que el
HCB tiene un efecto co-carcinogénico en tumores mamarios inducidos por NMU en rata,
aumentando el numero de tumores por rata, el volumen tumoral y la malignidad de los mismos
(Randi et al., 2006). En un estudio mas reciente, demostramos que el HCB activa la via de
seflalizacién c-Stc/HER1 y disminuye la actividad del REa en dichos tumores mamatios,

contribuyendo estos cambios moleculares a un fenotipo de mayor malignidad (Pefia et al., 2012).

A su vez existen numerosos estudios que demuestran que los COPs favorecen la progresion
tumoral en otros tipos de canceres. Ueng et al., (2010) encontraron que el benzopireno induce la
invasion 7z vitro y la metastasis iz vivo de células CL5 de adenocarcinoma de pulmén. Otros
estudios demostraron que la TCDD vy el benzopireno estimulan la expresion y secrecion de

MMP9 en lineas celulares de cancer de préstata (Haque et al., 2005).

A pesar de la evidencia experimental, existe aun controversia respecto a las propiedades
carcinogénicas de los COPs en humanos. Un primer estudio epidemiolégico sugiriéo que el
contenido de DDE en sangre podria ser un importante factor etiolégico en cancer de mama
(Wolft et al., 1993). Este descubrimiento, advirtié a los epidemidlogos sobre la relevancia de
seguir estudiando la relacién entre la exposicion a los COPs y su potencial implicancia en cancer
de mama. En los siguientes afios, numerosos estudios epidemiolégicos 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 hipétesis de que la
exposicion a los COPs esté asociada a un incremento del riesgo de contraer cancer de mama
(Calle et al., 2002; Laden et al., 2001; Lopez-Cervantes, et al. 2004). Contrariamente, otros
estudios muestran una correlacion positiva entre los niveles de COPs y la incidencia de cancer 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
epidemioldgicos podria deberse a problemas metodologicos. A pesar de la controversia respecto
al tema, reducciones en la exposiciéon a organoclorados, proveeran una oportunidad para la

prevencion primaria de esta enfermedad.

Con respecto al efecto del HCB en la incidencia del cancer de mama en humanos, también

existen datos contradictorios. En algunos casos, se encontré una correlacion positiva entre los
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niveles de HCB en suero y tejido adiposo, y la incidencia de cancer de mama, y en otros no
existi6 una asociacion especifica. 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 aiun estan en discusion, es que el HCB se encuentra bajo la

categoria de “probable carcindgeno humano” (Grupo 2B) en la IARC (2001).
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OBJETIVOS

1. Hipotesis general

En estudios previos de nuestro laboratorio, observamos que el HCB tiene un efecto co-
carcinogénico en la formacién de tumores mamarios inducidos por NMU en rata, aumentando el
numero de tumores por rata, el volumen tumoral y la malignidad de los mismos. A su vez,
demostramos que estos efectos se asociaban a la activacion de la via de sefializacion c-Stc/HERT en
dichos tumores mamarios. Ademas, en estudios 7 vitro en lineas celulares derivadas de carcinoma
mamario humano, observamos que el HCB a bajas dosis estimula la via de sefalizacién de los
IGFs y la proliferacion celular, de manera dependiente del REa en MCEF7 (REa+). En cambio, en
MDA-MB-231 (REa-) no altera la proliferacién, mientras que estimula la via de los IGFs. Se ha
reportado que en lineas celulares de cancer de mama que derivan de tumores mas malignos, la
activacion de la via de senalizaciéon de IGFs podria estimular procesos no relacionados con la

proliferacion, tales como migracion e invasion.

Todos estos hallazgos obtenidos demuestran que el téxico favorece la promocién tumoral en
etapas iniciales hormonodependientes estimulando por ejemplo, la proliferacion celular al activar
la via del REa, como observamos previamente en ensayos 7 vitro. La hipotesis de nuestro trabajo
es que el toxico podria estimular otros procesos biologicos asociados a la progresiéon tumoral,
como la migraciéon e invasion celular y metastasis en estadios tumorales mas avanzados.
Particularmente, pensamos que el toxico podria estar promoviendo estos procesos en la linea
celular MDA-MB-231 que al sobreexpresar HER1 y ¢-Stc y no expresar REQ, posee un fenotipo
celular representativo de un tumor mas avanzado. Dado que previamente observamos en
estudios 7 vivo que el efecto co-carcinogénico del pesticida esta asociado a la activacion de c-Src'y
HERI1, y debido al rol esencial que cumplen estas dos proteinas en la progresion tumoral en
cancer de mama, es que nos resulté de especial interés estudiar si estas moléculas estan

involucradas en los procesos biolégicos propuestos.
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PARTETI:

ACCION DEL HEXACLOROBENCENO EN LA MIGRACION CELULAR.
IMPLICANCIA DE LAS VIAS DE SENALIZACION DE c-SRC/HER1/STAT5B Y
HER1/ERK1/2, Y ROL DEL RECEPTOR DE HIDROCARBUROS AROMATICOS

2. Objetivo General

El objetivo general de la primer parte de éste trabajo fue estudiar los efectos del HCB en la linea
MDA-MB-231 sobre la migracién celular. Ademas, nos planteamos analizar su accién sobre la
activacion del HER1 y c¢-Src, asi como de las vias de sefializaciéon “downstream”; y el rol que

cumplen la c-Src, HER1 y el RHA en la migraciéon celular.

3. Objetivos especificos

En ensayos In Vitro con la linea celular MDA-MB-231 tratada con HCB nos propusimos:
* Estudiar los niveles de expresion y activacion de c-Src.

* Analizar los niveles proteicos del HER1 y su fosforilacién en Tirosina total, asi como en
la Tirosina-845.

*  Evaluar los niveles de expresion y activacion de ERK 1/2.
* Analizar los niveles de expresion y activacion de Akt2.
* Estudiar los niveles de expresion y activacion de STAT5Sb.

* Establecer las vias de sefalizacién que involucran las proteinas antes mencionadas

estimuladas por el toxico, realizando ensayos con inhibidores.

e Estudiar si el RHA esta involucrado en la activacién de dichas vias de sefializacion
inducidas por el HCB.

*  Evaluar migracion celular.

*  Analizar el rol de c-Src, HER1 y RHA en la migracion celular inducida por el téxico.
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PARTE II:

ACCION DEL HEXACLOROBENCENO EN LA INVASION CELULAR Y
METASTASIS. ESTUDIOS IN VITRO E IN VIVO. IMPLICANCIA DE c-SRC,
HER1Y DEL RECEPTOR DE HIDROCARBUROS AROMATICOS

2. Objetivo General

En la segunda parte del trabajo nos planteamos estudiar los efectos del HCB en la linea celular
MDA-MB-231 in vitro, sobre: a) la expresion, secrecion y actividad de las MMP2 y 9; b) la
invasion celular; y c) el rol de c-Src, HER1 y RHA en dichos efectos. A su vez, nos intereso6
evaluar la accion del téxico en la metastasis 7z vivo, utilizando para ello distintos abordajes

experimentales.

3. Objetivos especificos

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

propusimos:

* Evaluar los niveles intracelulares de proteinas 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.
e  Evaluar la invasion celular.

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

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

* Bl Crecimiento tumoral mamario.

* La metastasis espontanea en pulmones, higado y ganglios linfaticos axilares.

* Los niveles de expresion y activacion de c-Src en tumores.

* Los niveles proteicos del HER1 y su fosforilacion en la Tirosina-845 en tumores.
* Los niveles de expresion y activacién de ERK1/2 en tumores.

* Los niveles de expresion y activacion de STAT5b en tumores.

* Los niveles de proteinas de MMP2 y 9 en tumores.
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c) En un modelo de metastasis espontanea singenéico con tumores C4-HI en ratones

hembra BALB-c, evaluamos el efecto del toxico en:
* El Crecimiento del tumor primario.
* La metastasis espontanea en pulmones, higado y ganglios linfaticos axilares.

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

d) En un modelo de metastasis experimental singenéico con células LM3 inoculadas en

la vena de la cola de ratones hembra BALB-c, estudiamos el efecto del HCB en:

* El nimero y tamafo de focos metastasicos macroscépicos en pulmones.
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MATERIALES Y METODOS

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,
HERT1 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 MMPY 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- 3 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 ratén 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 um de espesor para inmunoblot
fueron compradas en Bio-Rad Laboratories. La gelatina utilizada en los ensayos de zimografia 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 O-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 plasticos 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
antibiético-antimicético 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 Transcripciéon Reversa (TR) y la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) fueron comprados en Promega Corporation (Madison, WI). Los
primers de MMP2, MMP9, .19 y CYP1A1 para la RT-PCR fueron obtenidos en Invitrogen Life
Technology (Carlsbad, CA).

El resto de los reactivos quimicos utilizados fueron de grado analitico.
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2. Cultivos celulares
2.1. MDA-MB-231

La linea celular epitelial de cancer de mama humano MDA-MB-231 fue obtenida en American
Type Culture Collection (ATCC, USA). Esta linea celular deriva de la efusién pleural de un
adenocarcinoma mamario humano. La misma se caracteriza por no expresar REQ, sobreexpresar
el receptor HER1 y expresar la oncoproteina c-Src (Belches-Jablonski et al., 2001). Las células
fueron cultivadas en una estufa a 37°C con 5% CO, en medio de cultivo RPMI-1640

suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 1% de mezcla de antibiético-antimicotico

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

2.2. LM3

La linea celular de adenocarcinoma mamario murino LM3 fue donada gentilmente por el
Instituto de Oncologia Angel Roffo (Buenos Aires, Argentina). Esta linea celular fue establecida
en dicho Instituto (Urtreger et al., 1997). Resumidamente, se obtuvo del cultivo primario de un
adenocarcinoma mamario transplantable de raton BALB-c con capacidad metastasica en pulmon,
denominado M3 (Bal de Kier Joffé et al., 1986). Luego de la inoculacién subcutanea, las células
LM3 producen localmente adenocarcinomas muy pocos diferenciados y altamente metastasicos
en pulmoén (Urtreger et al., 1997). A su vez, cuando estas células son inoculadas en la vena de la
cola de ratones BALB-c, originan multiples metastasis en pulmén (Carnevale et al., 2007). Las
células fueron cultivadas en una estufa a 37°C con 5% CO, en medio de cultivo DMEM
suplementado con 10% de SFB, 1% de mezcla de antibiético-antimicético (penicilina 10.000
Unidades/ml, estreptomicina sulfato 10 mg/ml y anfotericina B 25 pPg/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 metastasica en ganglio linfatico
axilar y pulmén y responden al tratamiento con antiprogestagenos, tamoxifeno y estrogenos
(Lanari et al., 2009). Estos tumores se originaron a partir de los tumores C4-HD (Hormono
Dependientes) que fueron inducidos por la administracién continua del progestageno
medroxiprogesterona (MPA) en ratones hembra BALB-c (Lanari et al., 1986; Lanari et al., 1989),
y mantenidos por trasplantes seriados subcutaneos en ratones hembra tratados con MPA. Los

tumores que continuaron creciendo, aun en ausencia de MPA dieron origen a la variante C4-HI.
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4. Ratones

Los ratones hembra BALB-c atimicos (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 recirculacion 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 Gufa de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (Institute of Laboratory
Animal Resources, 1996). Los ratones atimicos 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 maiz y administrado por
inyecciones intraperitoneales (0.1 ml) tres veces por semana. El grupo de animales control fue
inyectado con aceite de maiz (0.1 ml) como vehiculo. Las dosis del pesticida utilizadas son

similares a las previamente ensayadas en otros estudios (Ralph et al., 2003).

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

Las células MDA-MB-231 fueron sembradas en medio completo RPMI. Al dia siguiente, el
medio de cultivo fue cambiado a RPMI sin SFB y 24 horas mas tarde, las células fueron expuestas
al HCB 6 vehiculo en RPMI SFB 5% de acuerdo al ensayo. Las concentraciones de HCB
utilizadas en este trabajo (0.005, 0.05, 0.5 y 5 UM) fueron seleccionadas de acuerdo a previos

estudios de nuestro laboratorio (Garcfa et al., 2010), y considerando que la dosis de 5 UM esta
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 concentracién final de etanol en cada tratamiento fue de 0.5% (V/V).
Ensayos previos de nuestro laboratorio mostraron que esta concentraciéon de vehiculo no tuvo

influencia sobre los parametros analizados.

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

Una vez finalizado el experimento, se lavo dos veces con buffer fosfato salino (PBS) y se agregd
buffer de lisis [Tris-HCI 0.1 M, Tritén X-100 1%, acido etilenglicol tetraacético (EGTA) 1 mM,
fluoruro de sodio (NaF) 0.1 mM, leupeptina 0.02 mg/ml, ortovanadato de sodio (Na;VO,) 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 contenia sacarosa
0.2 M, Hepes 10 mM, KCI 15 mM, acido etilendiamino tetraacético (EDTA) 2 mM vy ditiotreitol
0.5 mM (pH 7.6) en presencia de inhibidores de proteasas [benzamidina 2.5 mM, aprotinina 10
pg/ml, pepstatina A 1 Pg/ml, leupeptina 1 Pg/ml, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0.5
mM] y de inhibidores de fosfatasas (Na,VO, 2 mM y NaF 50 mM) utilizando un
homogeneizador de vidrio/teflon del tipo Elvejhem. El homogenato crudo fue centrifugado a
1.500 xg durante 10 minutos para extraer la fraccion nuclear. Luego, se centrifugéd 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 citosolica. La fracciéon 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. Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentraciéon de proteinas fue analizada por el método de Bradford (Bradford 19706)
utilizando seroalbumina bovina (BSA) (1 mg/ml) como proteina patrén para realizar la curva de

calibracion.

9. Inmunoprecipitacion de HER1

Las proteinas provenientes de los lisados celulares (300-500 Hg) resuspendidas en buffer de
inmunoprecipitaciéon (Tris 200 mM, pH 7.4, NaCl 1 M, EDTA 100 mM, IGEPAL CA-630 1%,
Triton 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 (Na;VO, 2 mM y NaF 0.05 M) fueron
incubados con 5 Yg de anticuerpo anti- HER1 y 25 Pl de A/G plus agarosa, en un volumen final
de 0.5 ml durante 16-24 horas a 4 °C bajo agitaciéon constante. Al dia siguiente, los lisados se
centrifugaron a 12.000 xg durante 5 minutos y los inmunoprecipitados se lavaron cuatro veces
con buffer de inmunoprecipitaciéon. 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 6 fracciones subcelulares provenientes de tumores (30-150 Lg) se
resuspendieron en buffer Laemmli (Tris 0.25 M pH 6.8, SDS 8%, azul de bromofenol 0.03%,

glicerol 40%, B-mercaptoetanol 20%) y se calentaron durante 5 minutos a 95 °C. Se sembraron
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cantidades equivalentes de proteinas de cada muestra o de los inmunoprecipitados en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) al 6, 7.5 6 10%, y se realiz6 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 proteinas marcadoras de peso

molecular de rango amplio (10-250 kDa).

11. Ensayo de Inmunoblot

Las muestras de proteinas de los geles fueron transferidas a membranas de difluoruro de
polivinilideno (PVDF) utilizando una camara 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 realiz6 durante 2 horas con voltaje constante de 17 V. Luego de finalizada
la transferencia, se utilizé la tincién de proteinas con rojo Ponceau S al 0.5% como control de
transferencia y sembrado. Seguidamente, las membranas se bloquearon mediante la incubacion
con una soluciéon 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 utiliz6 anticuerpo anti-
fosfotirosina total, se bloqueé con BSA 3 % en TBS-T, debido a que la caseina 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 agitaciéon constante. Después de la incubacién, 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 ratén (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 bafio calefactor con agitacién a 60 °C, en
buffer de stripping (Tris 0.063 M, B-mercaptoetanol 0.1 M, SDS 2%, pH 06.7). Seguidamente se
bloquearon y se reincubaron con anticuerpos contra las formas totales de las diferentes proteinas

analizadas.

Los complejos inmunes fueron visualizados empleando un kit de quimioluminiscencia (ECL).
Luego se expusieron las placas radiograficas (High performance chemiluminiscence film,
Amersham Hyperfilm, ECL), a diferentes tiempos, que seguidamente se revelaron para
cuantificar los resultados. I.as bandas obtenidas fueron cuantificadas mediante densitometria
optica, utilizando el programa Gel-Pro Analyzer 3.1. Como control de carga de los ensayos de
inmunoblot, se utiliz6 un anticuerpo monoclonal anti-B Actina (1:2000), incubando las
membranas durante 2 horas a temperatura ambiente. Los valores obtenidos de todas las bandas
de proteinas analizadas, fueron normalizados en relacion a la sefial de la B Actina y relativizados

al control.
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Dilucion

Anticuerpo Fabricante | Codigo Origen |usada
p-Akt (T308) CS 9275 Cp 1/500
p-ERK1/2 (1T202/204) | CS 9101 Cp 1/1000
p-STAT5a/b

(T694/699) upP 05-495 RM 1/500
p-c-Src (T416) CS 2101 Cp 1/250
p-HERT (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 CpP 1/1000
STAT5b up 06-969 CpP 1/500
c-Src CS 2108 CP 1/500
HERI1 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
B Actina Sigma ab 5636 Cp 1/500
anti-conejo BR 170-6515 Ca 1/1000
anti-raton BR 170-6516 Ca 1/1000

TABLA A. Anticuerpos utilizados para immunoblot. CP (policlonal, de conejo), RM (monoclonal, de
ratén), 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 segun lo descrito previamente. Una vez finalizado
dicho tratamiento, se cambi6 el medio por una solucién de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) en PBS 1X. Luego de 1 hora, el precipitado de formazan se
disolvi6 en dimetil sulféxido (DMSO) y se midié6 la concentraciéon de formazan en
espectrofotometro a una longitud de onda de 570 nm. El nimero de células viables se calculd
teniendo en cuenta que es proporcional a la produccion de formazan. Los valores graficados

fueron expresados como el porcentaje de viabilidad celular respecto al control.

13. Evaluacion de la migracion celular
13.1. Ensayo de la herida

Se realiz6 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 uM) 6 vehiculo por 24 hrs. Luego los pocillos
se lavaron con PBS dos veces para remover las células levantadas en el anterior procedimiento, y
se volvié a colocar el mismo tratamiento. Se tomaron las primeras fotografias al tiempo de O
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 numero de células que migraron dentro
del area de la herida, seleccionando 5 campos al azar, y en el grafico se expresé el valor promedio
de células migrantes en cada tiempo y para las diferentes dosis de HCB. Se asigné un valor

arbitrario de 100 a la muestra control del tiempo de 20 hrs.

13.2. Ensayo del transwell

Para los ensayos de migracion se utilizaron transwells de 8 pum 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 uM) 6 vehiculo por 24 horas, fueron
resuspendidas en medio de cultivo RPMI libre de suero con el mismo tratamiento y se colocé un
volumen de 200 ul de dicha suspensién con 3x10* células en la parte supetior del transwell. En la
parte inferior del mismo, se colocé medio de cultivo con 2% de SFB como quimioatractante.
Después de una incubacion de 20 horas, las células de la parte superior del transwell fueron
removidas con un hisopo de algodén. Las células que migraron hacia la parte inferior del filtro,
fueron fijadas durante 10 minutos con metanol, tefiidas 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 vehiculo (control). Se asigné un valor arbitrario de 100 a la muestra control.
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14. Evaluacion de la invasion celular

Los transwells de 8 um de poro colocados en multiwells de 24 pocillos fueron recubiertos con 50
ul 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 gelificaciéon. Las células
MDA-MB-231 (2.5x10% en RPMI libre de SFB con HCB (5 uM) 6 vehiculo, fueron sembradas
en la parte superior del transwell. Se utiliz6 RPMI con 10% de SFB como quimioatractante en la
parte inferior del mismo. Luego de transcurridas 48 horas para permitir la invasiéon celular, se
procedié como lo descripto previamente para el ensayo de migraciéon. Los resultados fueron
expresados como el porcentaje de células tratadas con HCB que invadieron respecto a la cantidad
de células tratadas con el vehiculo (control). Se asigné 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 téxico en la linea celular MDA-MB-231 estaban
mediados por el RHA, HER1, y/o c-Stc, nos propusimos hacer ensayos en presencia de
inhibidores especificos de éstas proteinas. Para estudiar el rol del RHA en las vias de sefializacion

estudiadas, utilizamos dos antagonistas del RAH estructuralmente no relacionados, la 4,7-

ortofenantrolina (4,7 PHE) y la O-naftoflavona (0-NF). A su vez, con el objetivo de evaluar si los
efectos observados dependian de la c-Src, usamos un inhibidor especifico 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
HERT1 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 especificamente
si el tratamiento con estas moléculas tenfa algin efecto sobre los parametros 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 Reaccion en Cadena de la Polimerasa de Transcripcion Reversa (RT-PCR)

Una vez tratadas con HCB 6 vehiculo, durante los tiempos de 6, 16 6 24 horas segun 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 realiz6 la extracciéon del ARNm. Posteriormente se
realizaron la extraccion y seguidamente la cuantificacion del ARNm vy se sintetiz6 el ADN-c a
partir de 1 ug de ARNm de cada muestra en presencia de los cuatro deoxinucleétidos trifosfato y
la enzima transcriptasa reversa. A continuacion, se llevaron a cabo la reaccién en cadena de la

polimerasa (PCR). El numero de ciclos de amplificacion 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 densitrometrias correspondientes y se
graficé el logaritmo de las densitometrias en funciéon del numero de ciclos. Se determiné como
numero de ciclos 6ptimo 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. Reaccion de PCR para la metaloproteasa 9 (MMDP9)

Para amplificar MMP9 se utilizé6 1 pl de reaccion de RT (ADN-c), en un volumen total de
reacciéon de PCR de 25 ul conteniendo 1.25 unidades de la enzima ADN polimerasa Go Taq,
MgCl, 1.5 mM, mix de DNTp 0.2 mM y 0.5 uM de ambos primers. La reacciéon de PCR se realizé
de la siguiente manera: la mezcla de reacciéon 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 amplificacién, seguidos de la incubacién a 72°C durante 5

minutos.

16.2. Reaccion de PCR para la metaloproteasa 2 (MMDP2)

Para amplificar MMP2 se realiz6 la reaccion de PCR a partir de 2 pul de ADN-c en un volumen
total de 25 pl conteniendo lo antes descripto. La reaccién consistié en: una primera incubacion a
94 °C durante 5 minutos, seguido de la amplificacién a 94 °C durante 30 segundos, 57 °C durante
30 segundos, y 72 °C durante otros 30 segundos. Luego de 37 ciclos de amplificaciéon se incubd 7

minutos a 72 °C.

16.3. Reaccion de PCR para CYP1A1

Para amplificar el CYP1A1 se realiz6 la PCR a partir de 2 ul de ADN-c en un volumen total de
25 pl conteniendo lo antes descripto. La reaccién consistié en: una primera incubacién a 95 °C
durante 4 minutos, seguido de la amplificacién a 94 °C durante 30 segundos, 60 °C durante 30
segundos, y 72 °C durante otros 30 segundos. Luego de 38 ciclos de amplificacion se incub6 7

minutos a 72 °C.

16.4. Reaccion de PCR para L19

Se amplificé L19 a partir del ADN-c de cada muestra con el fin de utilizarlo como un control de
carga. Para ello se realiz6 la PCR a partir de 0.5 pl de ADN-c en un volumen total de 25 ul
conteniendo lo descripto previamente. La reaccion se realizé de la misma manera que la ensayada
para amplificar MMP9.
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En todos los casos el producto de reaccion 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. Determinacion 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 M) 6
vehiculo, durante 24 horas. Luego, previo lavado con PBS, se adicioné RPMI libre de SFB. Una
vez transcurridas 24 horas, se colect6 el medio y se guardé a -20 °C hasta el momento de su uso.
Estas muestras fueron utilizadas para medir los niveles de proteinas 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 zimografia 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 describié previamente. Las

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

MMP2 y 9 por inmunoblot, asi como los niveles de 3 Actina.
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18. Ensayo de Actividad de metaloproteasas

Con el fin de medir la actividad de las gelatinasas secretadas por la linea celular MDA-MB-231, se
realiz6 la técnica de zimografia en gel de poliacrilamida en presencia de SDS y 1% de gelatina
(sustrato de MMP2 y 9). Esta técnica permite separar las proteinas 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 tefiir el gel con un colorante para proteinas.

Los medios de cultivo colectados previamente (25-50 pl) 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 6 7.5%), realizando la electroforesis como se describi6é previamente. Luego los
geles fueron lavados 2 veces durante 30 minutos con Rinsing Buffer 1 (Tris-HCI 50 mM, Triton
X-100 2.5% V/V), 3 veces durante 5 minutos con Rinsing Buffer 2 (Tris-HCI 50 mM), y
seguidamente incubados durante 24, 48 6 72 horas a 37 °C en un buffer Tris-HCI 50 mM, NaCl
0.15 M, CaCl, 10 mM. Finalmente los geles se tifieron con una solucién colorante de proteinas
(Coomassie Brilliant Blue R 250 0.1% V/V) durante 2 horas y luego se destifieron con una
soluciéon conteniendo acido acético 10% y metanol 10%. De esta manera las regiones de
degradacion enzimatica se observaron como bandas claras sobre el fondo azul. Los geles fueron
escaneados y las bandas obtenidas fueron cuantificadas mediante densitometria 6ptica utilizando
el programa Gel-Pro Analyzer 3.1. Los valores obtenidos fueron normalizados en relacion a la
sefial de la B 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 vehiculo (control), asignandole un valor arbitrario de 100 a la muestra control.

19. Evaluacion de metastasis

Con el objetivo de estudiar los efectos del toxico sobre las metastasis 7z vivo se utilizaron
tres modelos distintos, siendo los dos primeros modelos de metastasis espontanea y el

ultimo un modelo de metastasis experimental.

19. 1. Ensayo de metastasis espontanea en ratones hembra BALB-c atimicos

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

Se inocularon subcutanemente (sc) las células MDA-MB-231 en matrigel (9x10°) en los cordones
mamarios de ratones hembra BALB-c atimicos de 6 semanas de edad. L.a mayoria de los ratones
desarrollaron un tumor de mama en un periodo de aproximadamente un mes. Los tumores
desarrollados fueron trasplantados bajo condiciones de esterilidad en tres ratones BALB-c

atimicos. Una vez que los tumores alcanzaron un tamafio adecuado, se procedié 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 pequefios de tamafo similar y finalmente cada trocito
fue inoculado sc en los cordones mamarios de ratones hembra BALB-c atimicos. Una vez que los
tumores de mama prendieron, comenzaron a crecer y alcanzaron un tamafio de
aproximadamente 0.25 x 0.25 cm, se separaron los ratones en cuatro grupos diferentes (10
ratones por grupo) y se comenzé con el protocolo de intoxicacién. Los ratones fueron
inoculados intraperitonealmente (i.p.) con 0.1 ml de una solucién de HCB en aceite de maiz (0.3,
3, 30 mg/kg p.c.) 6 vehiculo (aceite de maiz) tres veces por semana. A su vez, el didmetro mayor
(D) de los tumores y el diametro perpendicular a éste (P) se midieron tres veces por semana,
utilizando un calibre. Al mes y medio de iniciado el experimento, se realizé la necropsia de los
animales, y los tumores primarios fueron fotografiados, medidos y pesados. Se guardaron
muestras del tumor primario en nitrogeno liquido y otra muestra del mismo fue fijada en
paraformaldehido (PFA) e incluida en parafina, cortado y tefiido con Hematoxilina-Eosina para
su posterior analisis histopatologico. Los pulmones, el higado y los ganglios linfaticos axilares de
cada ratén fueron fijados en PFA e incluidos en parafina. Se realizaron cortes semi-seriados de
dicho material incluido y se tifieron con Hematoxilina-Eosina para evaluar la apariciéon de focos
metastaticos o micrometastasis en estos 6rganos. Los volumenes tumorales fueron calculados con
la férmula TDP?/6 donde D es el didmetro mayor medido y P es el didmetro perpendicular al
mismo. Las muestras del tumor primario guardadas en nitrégeno liquido se utilizaron
posteriormente para obtener fracciones subcelulares con el objetivo de analizar los niveles de

diferentes proteinas por inmunoblot.

En los estudios de metastasis en pulmoén, ganglio linfatico axilar 6 higado, los resultados fueron
expresados como el porcentaje de animales que presentaron micrometastasis en dicho 6rgano del

total de los animales para cada grupo.

19.2. Ensayo de metastasis espontanea 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 solucién fisiolégica para luego ser
diseccionados en trozos de similar tamafio. 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 tamafio aproximado de
0.25 x 0.25 cm, se separaron los ratones en cuatro grupos diferentes (7 ratones por grupo) y se
comenzd con la exposicién al HCB en aceite de maiz (0.3, 3, 30 mg/kg p.c.) 6 vehiculo, como se
describi6 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 realizé la
necropsia de los animales y se procedié como lo descripto previamente para ratones BALB-c
inoculados con MDA-MB-231.
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Para estudiar los niveles de metastasis en pulmon, ganglios linfaticos axilares e higado los
resultados fueron sujetos a dos tipos de analisis. En una primera etapa, los datos se expresaron
como el porcentaje de animales que presentaban metastasis en el 6rgano en cuestién del total de
ratones para cada grupo. En una segunda etapa, los resultados fueron graficados como el nimero

de focos metastasicos en el 6rgano analizado para cada grupo.

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

vena de la cola con la linea celular LM3

Ratones hembra BALB-c de 8 semanas de edad se expusieron a diferentes dosis de HCB disuelto
en aceite de maiz (0.3, 3, 30 mg/kg p.c.) 6 vehiculo, por inyeccién 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 (5x10%. Se continué con la intoxicacién de los ratones durante 3 semanas mas. A
continuaciéon los animales fueron sacrificados y los pulmones se extrajeron y se guardaron en
solucién de Bovin. Posteriormente se realizé un analisis bajo lupa estereoscopica de cada pulmén
en el cual se contd el nimero total de macrometastasis. A su vez, utilizando un papel milimetrado
se midi6 el tamafio de cada macrometastasis, teniendo en cuenta para ello la longitud del
diametro mayor de las mismas. De esta manera, se contaron el numero de macrometastasis con

tamafios mayores y menores de 1.5 mm de diametro.

En un primer analisis, los resultados fueron expresados como el nimero de macrometastasis
totales observadas en pulmoén para cada grupo. Luego se graficé el nimero de focos metastasicos

con diametros mayores o menores a 1.5 mm en dicho 6rgano.

20. Analisis estadisticos

Los datos del ensayo de la herida y los datos de los tamafios tumorales en los experimentos 7 vivo
fueron analizados por analisis de varianzas del tipo ANOVA de dos factores. Se utilizo 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 analisis de varianzas del tipo ANOVA
de un factor. Cuando el analisis de varianzas result6 significativo (valor de p menor a 0.05), se
utiliz6 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

PARTEI:

ACCION DEL HEXACLOROBENCENO EN LA MIGRACION CELULAR.
IMPLICANCIA DE LAS VIAS DE SENALIZACION DE c-SRC/HER1/STAT5B Y
HER1/ERK1/2, Y ROL DEL RECEPTOR DE HIDROCARBUROS AROMATICOS

1. El HCB induce la fosforilaciéon de c-Src y del HER1 en funcién del tiempo de

intoxicacion

En estudios previos de nuestro laboratorio, observamos que el HCB estimula la actividad de
la c-Src quinasa y la fosforilacién del HER1 en Tirosina-845 (Y845) tanto en higado de rata
como en la linea celular de higado normal de rata WBF-344 (Randi et al., 2008). Por otro
lado, demostramos que el pesticida aumenta la fosforilaciéon de c-Src en Tirosina-416 (Y4106)
en la linea celular de cancer de mama humano MCF-7 (Garcia et al., 2010). En otros estudios,
encontramos que el HCB estimula la fosforilacion de Y416-c-Src y de Y845-HERI1 en
tumores de mama inducidos por NMU en ratas (Pefia et al., 2012). Teniendo en cuenta estos
antecedentes, y la importancia de c-Src y HER1 en la progresiéon tumoral mamaria, en este
trabajo nos propusimos analizar el efecto del HCB sobre la activacion de estas moléculas en
la linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-231. Dicha linea celular no posee REQ,
mientras que sobreexpresa HER1 y expresa c-Src, siendo por ende un buen modelo para este

estudio.

Las células fueron expuestas al toxico (0.05 PUM) 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 fosforilacién de las proteinas en estudio. Observamos que el HCB aumenta
significativamente la fosforilaciéon de c-Src en Y416 a los 5, 15 y 30 minutos de exposicion,
mientras que los niveles de c-Src totales no se modifican (Figura 13A). Luego, evaluamos si
el toxico podia estimular la fosforilaciéon en la Y845 del HER1, un sitio especifico para la
transactivaciéon del HER1 por c-Src. Como se muestra en la Figura 13B, el HCB induce un
aumento en la fosforilaciéon en Y845-HER1 a los 5, 15 y 30 minutos de exposicion,
coincidiendo con los tiempos de activacion de la c-Src. Los niveles de HER1 totales

permanecieron constantes.

51



Resultados

A B
0.05 uM HCB 0.05 pM HCB
Om 5m 15m 30m 2h 24h Om 5m 15m 30m 2h 24h

prstocsc (TN s
esrc | R D - | e

e ol

Om 5m 15m 30m 2h 24h Om 5m 15m 30m 2h 24h
0.05 uM HCB 0.05 uM HCB

25 =

i
o
L

-
]
Il

-
=1
1

T
p-Y845-HER1 | HER1
(ua.)

p-Y416-c-Src / c-Src
(u.a)

e

o
L
o

-Fig.13. El HCB induce la fosforilacion de c-Src y de HER1 en funcién del tiempo de intoxicaciéon en
MDA-MB-231. (A) Niveles de fosforilaciéon de Y416-c-Stc y (B) de Y845-HERI. Las células fueron expuestas al
HCB (0.05 uM) o vehiculo 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) 6 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 relacién entre la
cuantificacién de los niveles de fosfo-Y416-c-Stc y c-Src total, asi como entre fosfo-Y845-HER1 y HER1 total, por
densitometrfa éptica de 3 experimentos independientes, se muestra en los paneles inferiores. Los valores son las
medias®t 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 activacién de STAT5b, ERK1/2 y Akt2 en funcién del tiempo

Se ha reportado que STAT5b se fosforila en Tirosina-699 (Y699) tanto por la c-Src activa, como
por HER1 cuando esta fosforilado en la Y845 (Kloth et al., 2003; Silva y Shupnik, 2007).
Teniendo en cuenta que el HCB activa a la c-Stc e induce la fosforilacion en Y845-HERI1, nos
resulté de especial interés estudiar los efectos del téxico sobre la STAT5b en nuestro trabajo,
dado que se reportd que dicha proteina esta involucrada en procesos asociados a oncogénesis
como proliferacion, migraciéon y metastasis (Kloth et al., 2003). De ésta manera, observamos que
STAT5b aumenta su fosforilaciéon a los 5, 15 y 30 minutos de exposicion, coincidiendo con lo

observado para la Y416-c-Src y Y845-HERI1. 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 vias de
sefializacion activadas por el receptor HER1. Particularmente evaluamos si el HCB estimulaba la
fosforilaciéon en la Treonina-308 (T308) de Akt2, debido a que se ha encontrado que dicha
isoforma de Akt esta involucrada en la migraciéon celular en MDA-MB-231 (Wang et al., 2008).
Nuestros resultados mostraron que el pesticida no produce cambios en la fosforilacion en T308-

Akt ni en los niveles de proteina total (Figura 14B).
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-Fig. 14. Efectos sobre la fosforilacion de STAT5b y Akt2 en funcién del tiempo de exposiciéon al HCB en
MDA-MB-231. (A) Niveles de fosforilacion de STAT5b y (B) de Akt2. Las células fueron expuestas al HCB (0.05
uM), 6 vehiculo durante 5, 15, 30 minutos, 2 y 24 horas. Se prepararon los lisados celulares totales y las proteinas se
corrieron en geles PAGE-SDS y las membranas se incubaron con anticuerpos anti-fosfo-Y699-STAT5b en (A) 6
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 relacion entre la cuantificacién de los niveles de fosfo-Y699-STAT5b y
STAT5b total, asi como entre fosfo-T308-Akt y Akt2 total, por densitometria o6ptica de 3 experimentos
independientes, se muestra en los paneles inferiores. Los valores son las mediast 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 continuacién evaluamos la accion del HCB sobre la fosforilacién de ERK1/2, y observamos
que el pesticida incrementa significativamente la actividad de de esta proteina a los 15 y 30
minutos, no encontrandose cambios en los niveles de proteinas 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 induccién en
el tempo del ERK1/2 por HCB podtia 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 fosforilacién a 5, 15 y 30 minutos, con un
patréon de activaciéon en el tiempo similar al obtenido con el téxico (Figura 15B). Estos
resultados sugieren que el aumento en la fosforilacién del ERK1/2 inducida por HCB, podtia
estar mediada por la activaciéon del HERT.
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-Fig. 15. Efectos sobre la fosforilacion de ERK1/2 en funcion del tiempo de exposicion al HCB o al
estimulo con EGF en MDA-MB-231. (A) Niveles de fosforilacién de ERK1/2 al tratar con HCB y (B) al estimular
con EGF. Las células fueron expuestas al HCB (0.05 uM), vehiculo 6 EGF (10 ng/ml) durante 5, 15, 30 minutos, 2y
24 horas. Se prepararon los lisados celulares totales y las proteinas se corrieron en geles PAGE-SDS y las membranas
se incubaton con anticuetpo 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 relacién entre la cuantificacion de los niveles
de fosfo-ERK1/2 y ERK1/2 total, por densitometria optica de 3 experimentos independientes, se muestra en los
paneles inferiores. Los valores son las mediast 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 realizaciéon 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 téxico sobre la linea celular en estudio. Para ello, expusimos las células a
las diferentes concentraciones de HCB (0.005, 0.05, 0.5 y 5 uM) o vehiculo durante 48 horas,
luego adicionamos el reactivo de MTT para medir la viabilidad celular y seguidamente medimos
las muestras en espectrofotéometro. Utilizamos 48 horas de exposicion al toxico ya que este es el
tiempo maximo de exposicion 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 uM) 6 vehiculo durante 48 horas, y luego se adicion6 una soluciéon de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) por una hora. El precipitado de formazan se disolvio en DMSO y se midi6 en
espectrofotémetro a una longitud de onda de 570 nm. El nimero de células viables se calcul6 teniendo en cuenta
que es proporcional a la produccion de formazan. Los valores graficados fueron expresados como el porcentaje de
viabilidad celular respecto al control. Los valores son las mediast SD. Los datos fueron analizados por ANOVA de
un factor, seguido por el test de Tukey.

4. E1 HCB incrementa la activacion de c-Src y HER1 en funcién de la dosis de exposicion

Debido a que previamente demostramos que el HCB (0.05 UM) produce un aumento en la
fosforilaciéon de c-Src y Y845-HERT a los 5, 15 y 30 minutos de exposicién, nos propusimos
estudiar el efecto del téxico en diferentes dosis (0.005, 0.05, 0.5 and 5 uM) a los 15 minutos de
tratamiento. La Figura 17A muestra que el HCB induce la fosforilacién de c-Src en Y416 a todas
las dosis ensayadas. Incrementos significativos en la fosforilacion de Y845-HER1 fueron
encontrados a las dosis de 0.05, 0.5 y 5 uM de HCB (Figura 17B).

Por otro lado, estudiamos si el téxico alteraba los niveles de fosforilacion del HER1 en todos sus
sitios tirosinas, ya que se conoce que la fosforilacion en Y845-HER1 ejerce una contribucion
débil a la activacion del ERK1/2 en cincer 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 HERI, 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 fosforilacion 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 activacion 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 5uM) 6 vehiculo durante 15 minutos. (A)
Niveles de fosforilacién de c-Strc, (B) de Y845-HER1 y (C) de Ytotal-HERT1. Los lisados celulares totales en (A) y (B)
6 el inmunoprecipitado del HER1 en (C) fueron corridos en geles PAGE-SDS. Las membranas fueron incubadas
con anticuerpos anti-fosfo-Y416-c-Stc en (A), anti-fosfo-Y845-HER1 en (B) 6 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 relacion entre la
cuantificacién de los niveles de fosfo-Y416-c-Src y ¢-Src total, asi como fosfo-Y845-HER1 6 fosfotirosina-HER1 y
HERT1 total, por densitometria éptica de 3 experimentos independientes, se muestra en los paneles inferiores. Los
valores son las mediast 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. Accién 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 fosforilaciéon de c-Src
como los de HER1 en Y845 y en tirosina total, nos propusimos examinar si el toxico incrementa
también la activacion de ERK1/2, Akt2 y STAT5b. Al estudiar el efecto del pesticida sobre la
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fosforilacion de Y699-STAT5b, encontramos un aumento significativo en las dosis de HCB 0.05,
0.5 y 5 uM (Figura 18A) que correlaciona con la fosforilaciéon en Y845-HER1 inducida por el
toxico (Figura 17B). Sin embargo, no observamos que el HCB altere la fosforilaciéon de T308-
Akt2 a ninguna de las dosis ensayadas (Figura 18B).

Luego, al analizar la accién del HCB sobre el ERK1/2, encontramos clatamente un incremento
de la fosforilacién de esta proteina en funciéon del aumento de la dosis del toxico (Figura 19).
Este comportamiento es similar al observado previamente para la fosforilacién en tirosina total
del HER1 (Figura 17C).
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-Fig.18. Fosforilacién de STAT5b y Akt2 en respuesta a la exposicion con diferentes dosis de HCB en
MDA-MB-231. (A) Niveles de fosforilacién de STAT5b y (B) de Akt2. Las células fueron expuestas al HCB (0.005,
0.05, 0.5 y 5 uM) 6 vehiculo durante 15 minutos. Los lisados celulares totales fueron preparados y las proteinas se
separaron en geles PAGE-SDS. LLas membranas fueron incubadas con anticuerpos anti-fosfo-Y699-STAT5b en (A)
6 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 relacién entre la cuantificacion de los niveles de fosfo-Y699-STAT5b y STAT5b total, asi
como fosfo-T308-Akt y Akt2 total, por densitometria dptica 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 fosforilacion de ERK1/2 en respuesta a la exposicién con
diferentes dosis de HCB en MDA-MB-231. Las células fueron expuestas al HCB (0.005, 0.05, 0.5y 5 uM) 6
vehiculo durante 15 minutos. Los lisados celulares totales fueron preparados y las proteinas 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 relaciéon entre la cuantificaciéon de los
niveles de fosfo-ERK1/2 y ERK1/2 total, por densitomettia éptica de 3 experimentos independientes, se
muestra en el panel inferior. Los valores son las mediast 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 HERI1 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 especificos, PP2 para c-Src y AG1478 para HER1. En primer lugar, examinamos
si el pretratamiento de las células con PP2 bloqueaba el estimulo que producia el HCB sobre
la fosforilacién en Y845-HERI1, ya que se conoce que este sitio es especifico para la
activacion 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 uM durante 15 minutos en presencia del
inhibidor. Observamos que el PP2 bloquea completamente la activaciéon de Y845-HERI1
inducida por HCB (Figura 20A).

Luego, al evaluar el efecto de los inhibidores sobre los niveles de fosforilacién de Y699-
STAT5b, encontramos que tanto el PP2 como el AG1478 revierten parcial o totalmente la
fosforilaciéon inducida por el téxico. Estos resultados demuestran que tanto c-Src como
HERTI1 estan involucrados en la activacion de STAT5b estimulada por HCB (Figura 20B).
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-Fig. 20. Rol de c-Stc y HERI1 en las activaciones de HER1 y STAT5b inducidas por HCB en MDA-MB-
231. (A) Niveles de fosforilacién de Y845-HER1 y (B) de STAT5b. Las células fueron pretratadas con PP2 0.2 nM 6
AG1478 0.5 uM durante 3 horas y luego expuestas al HCB (0.5 uM) 6 vehiculo durante 15 minutos. Los lisados
celulares totales fueron preparados y luego las proteinas fueron corridas en geles PAGE-SDS. Las membranas fueron
incubadas con anticuerpos anti-fosfo-Y845-HER1 en (A) 6 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 relacion entre la
cuantificacién de los niveles de fosfo-Y845-HER1 y HER1 total, asi como de fosfo-Y699-STAT5b y STATS5D total,
por densitometria éptica de 3 experimentos independientes, se muestra en los paneles inferiores. Los valores son las
mediast 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
fosforilaciéon del ERK1/2 inducida por HCB, y encontramos que el PP2 (0.2 nM) no tiene
efecto significativo sobre la activacion del ERK1/2, mientras que el AG1478 (0.5 uM) lo
inhibe totalmente. Estos resultados demuestran que solo HER1 media la activacién de
ERK1/2 inducida por el téoxico (Figura 21). Dichas observaciones coinciden con estudios
previos de otros investigadores que encontraron que la fosforilacién en la Y845-HERI1
producida por c-Strc no contribuye a la fosforilacién del ERK1/2 en cancer de mama (Kloth
et al., 2003; Silva y Shupnik, 2007).

De esta manera, hasta aqui nuestro trabajo demuestra que el téxico estimula dos vias de
transduccion de sefiales diferentes: la de ¢-Stc/HER1/STATS5b y la de HER1/ERK1/2 en la
linea celular MDA-MB-231.
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-Fig. 21. Rol de c-Strc y HER1 en la fosforilacién de ERK1/2 inducida por HCB en MDA-MB-231. Las
células fueron pretratadas con PP2 0.2 nM 6 AG1478 0.5 uM durante 3 horas y luego expuestas al HCB (0.5
uM) 6 vehiculo durante 15 minutos. Los lisados celulares totales fueron preparados y luego las proteinas 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 relacién entre la
cuantificacién de los niveles de fosfo-ERK1/2 y ERK1/2 total, por densitometria éptica de 3 experimentos
independientes, se muestra en el panel inferior. Los valores son las medias®t 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 activacion de las vias de sefializacion de c-Stc/HER1/STATS5b 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 unién a dicho receptor (dosis altas), como independientes (dosis bajas)
(Hahn et al., 1989). En nuestro laboratorio, observamos previamente, que en higado de ratas
tratadas con HCB, aumenta la actividad del HERI1, a la vez que se induce la translocacién del
RHA desde el citosol al nicleo (Randi et al., 2008).

Previo a estudiar si el téxico activa las vias de sefializaciéon c-Src/HER1/STAT5b vy
HER1/ERK1/2 a través de su unién al RHA, nos propusimos verificar la presencia de dicho
receptor en la linea celular en estudio. Para ello tratamos las MDA-MB-231 con las diferentes
dosis del toxico ensayadas en este trabajo (0.005, 0.05, 0.5 y 5 uM) 6 vehiculo por 24 horas, y
los lisados celulares fueron usados para analizar por inmunoblot los niveles de proteina del
RHA. Como se observa en la Figura 22, la linea celular expresa buenos niveles del RHA,

como ha sido reportado previamente por otros investigadores (Angus et al., 1999; D6hr et al.,
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1995; Spink et al., 1998). Si bien no se han realizado analisis estadisticos para confirmarlo,
puede observarse una ligera disminucién en los niveles de RHA con la dosis de 5 uM de
HCB. Esto puede explicarse con reportes previos que demuestran que la TCDD induce la
translocacién del RHA al nudcleo y su posterior down-regulaciéon en las MDA-MB-231
(Pollenz 1996; Angus et al., 1999) (Figura 22).
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-Fig. 22. Niveles del RHA en la linea celular MDA-MB-231. Las células fueron expuestas al HCB (0.005,
0.05, 0.5 y 5 uM) 6 vehiculo durante 24 horas. Los lisados celulares totales fueron preparados y las proteinas se
separaron en geles PAGE-SDS. Las membranas fueron incubadas con anticuerpos anti-RHA, y luego
reincubadas con el anticuerpo anti-$ Actina. Se muestra el inmunoblot de un experimento representativo, en el

panel superior. La relacién entre la cuantificacién de los niveles de RHA y B Actina, por densitometria 6ptica
se muestra en el panel inferior.

Con el objetivo de determinar si el HCB activa las vias de sefializacién 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). Esta descripto, en estudios
vitro, que la 4,7-PHE inhibe la unién de la dioxina TCDD al RHA, porque compite por el mismo
sitio de unién al receptor (Mahon y Gasiewicz, 1992). Las MDA-MB-231 se pretrataron durante
3 horas con 4,7-PHE (5 6 10 uM) y luego se expusieron al HCB durante 15 minutos en presencia
de dicho inhibidor. Para estos ensayos, se usaron la dosis mas baja (0.05 uM) y la mas alta (5 uM)
de HCB utilizadas en este trabajo, que inducen ambas vias de sefalizacion. De esta manera la
dosis de 0.05 uM serfa representativa de los efectos del toxico a bajas dosis y la de 5 uM serfa

representativa de los efectos mediados por el toxico a altas dosis.

Como se observa en la Figura 23A, el pretratamiento con 4,7-PHE, previno completamente la
fosforilaciéon de STAT5b inducida por el téxico en ambas dosis. Con el fin de corroborar que la
fosforilacion de STAT5b estimulada por el HCB en dosis de 0.05 uM esta mediada por el RHA,

utilizamos la O-naftoflavona (0-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
O-NF (1 uM) previene también el incremento en la fosforilaciéon de STAT5b estimulado por el
toxico en ambas concentraciones (Figura 23B). De esta manera, demostramos que el aumento
en la fosforilacion de STAT5b causada por HCB es dependiente del RHA, tanto a dosis bajas

como altas.
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-Fig. 23. Rol del RHA en la activacién de la via de c-Src/HER1/STAT5b inducida por HCB en MDA-MB-
231. (A) Niveles de fosforilacion de Y699-STAT5b en presencia 6 ausencia de 4,7-ortofenantrolina (4,7 PHE) y (B)
en presencia 6 ausencia de a-naftoflavona (x-NF). Las células fueron pretratadas con 4,7-PHE (5 uM) 6 a-NF (1
uM) durante 3 horas y luego expuestas al HCB (0.05 y 5 uM) 6 vehiculo durante 15 minutos. Los lisados celulares
totales fueron preparados y luego las proteinas 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 relacion entre la cuantificaciéon de los niveles de fosfo-Y699-STAT5b y STATS5b total, por
densitometrfa éptica de 3 experimentos independientes, se muestra en los paneles inferiores. Los valores son las
mediast 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 uM), (*p<0.05, **p< 0.01). Los triangulos indican diferencias significativas
respecto al HCB (5 uM) (Ap<0.05, AAp< 0.01).

A continuacién, evaluamos si la estimulacién 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 pM de HCB el pretratamiento inhibe la
fosforilaciéon del ERK1/2 (Figura 24).

Todos estos resultados, demuestran que el HCB activa la via de senalizacién de c-
Stc/HER1/STAT5b solamente a través de mecanismos dependientes del RHA. Por otro
lado, observamos que el toxico estimula la via de HER1/ERK1/2 a través de mecanismos

dependientes e independientes del RHA, segin su concentracion.
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-Fig.24. Rol del RHA en la activacién de la via de HER1/ERK1/2 inducida por HCB en MDA-MB-
231. Las células fueron pretratadas con 4,7-ortofenantrolina (4,7 PHE, 10 uM) durante 3 horas y luego
expuestas al HCB (0.05 y 5 uM) 6 vehiculo durante 15 minutos. Los lisados celulares totales fueron preparados
y luego las proteinas 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
relacién entre la cuantificacién de los niveles de fosfo-ERK1/2 y ERK1/2 total, por densitomettia éptica de 3
experimentos independientes, se muestra en el panel inferior. Los valores son las mediast 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 triangulos indican diferencias significativas respecto al
HCB (5 uM) (AAAp<0.001).
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8. Efecto del HCB sobre la expresion del ARNm del CYP1A1

Dado que los estudios previos estan realizados a tiempos cortos (15 minutos), a los cuales no
puede producirse sintesis de novo, podriamos especular que el RHA estarfa mediando los
efectos del HCB por mecanismos no genémicos (que no implican su actividad como factor
de transcripcion). Sin embargo, para reafirmar esto, nos dispusimos analizar la expresion de
CYP1A1, un gen cuya expresion es inducida por ligandos del RHA en la linea celular MDA-
MB-231 (Dé6hr et al., 1995). Las células fueron tratadas por 6 horas con las diferentes dosis
del toxico 6 vehiculo y luego medimos los niveles de ARNm de CYP1A1 por RT-PCR. Se
eligié este tiempo de exposicion al pesticida ya que esta reportado que a dichos tiempos se
induce la expresion de este gen cuando se trata a las MDA-MB-231 con TCDD (Dohr et al.,
1995). Se utiliz6 como control positivo de la expresion de dicho gen, muestras de higado de
ratas tratadas con HCB, debido a que previamente se demostré que el téxico induce la
expresion del CYP1A1 en este tejido (Guliaeva et al., 1994). Observamos que ninguna de las
dosis del toxico induce la expresion del CYP1A1 (Figura 25). Se han realizado ensayos
similares a diferentes tiempos (2, 10 6 24 horas), observandose los mismos resultados (datos
no mostrados). Todos esto sugiere que la activacion de las vias de c-Src/HER1/STAT5b y
HER1/ERK1/2 estimuladas por HCB involucraria mecanismos no genémicos del RHA.
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CYP1A1
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Niveles de ARNm de CYP1A1
(relativo al control)

C+ ETOH 0.005 0.05 0.5 5
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-Fig. 25. Efecto del HCB sobre la expresion del CYP1Al. 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 uM) 6 vehiculo por 6 horas. Luego se
midieron los niveles de ARNm por la técnica de RT-PCR segun lo descripto en Materiales y Métodos. Se utiliza
como control de carga la expresion de L.19. El control positivo utilizado proviene de higados de ratas intoxicada con
HCB. Un experimento representativo se muestra en el panel superior. La densitometria 6ptica de los niveles de
ARNm de CYP1A1 relativizado a los niveles de .19 de un experimento se muestra en el panel inferior.
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9. Acciéon del HCB sobre la migraciéon celular

Previamente, en estudios 7z vivo de nuestro laboratorio se ha demostrado que el HCB
incrementa el nimero, el volumen y la malignidad de los tumores mamarios inducidos por
NMU en rata (Randi et al., 2006). A su vez, en un trabajo 7 vitro reciente, observamos que el
toxico aumenta la proliferaciéon en la linea celular de cancer de mama humano MCF-7, pero
no afecta este parametro en MDA-MB-231 (Garcia et al., 2010). Este comportamiento podria
deberse a que la linea celular MDA-MB-231 tiene un fenotipo mas agresivo, y muestra una
tasa de proliferacién basal muy alta. Teniendo en cuenta esto ultimo, nuestra hipdtesis es que
el HCB podria estar alterando otros parametros celulares, como la migracién. Con el fin de
estudiar si el HCB afecta la migracién 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 toxico 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 realiz6 una herida en la monocapa celular con un tip plastico y se analizé el
cerrado de la herida en funcién del tiempo en presencia de diferentes dosis de HCB 6
vehiculo (etanol) segin 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 analisis estadistico, demostré 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 uM. Sin embargo, a las 20 horas el aumento en la migracion celular ocurrié no sélo con

HCB 0.05 y 0.5 uM, sin6é también a la dosis maxima de exposicion (5 uM) (Figura 26B).
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-Fig. 26. Accion del HCB sobre la migracién celular evaluada por el ensayo de la herida en MDA-MB-231. (A)
Fotos reptesentativas de las heridas realizadas en los pocillos con los diferentes tratamientos [HCB (0.005, 0.05, 0.5 y 5 uM)
6 vehiculo], y en los diferentes tiempos (0, 10 y 20 horas); y (B) cuantificacion del nimero 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 uM) 6 vehiculo en medio con SFB 5%, y luego se realiz6 una herida con la punta de un tip y se
volvié a colocar el tratamiento correspondiente. Se sacaron fotos en cinco campos elegidos al azar, a diferentes tiempos (0,
10 y 20 horas). Luego se conto el nimero de células que migraron hacia la herida. Se asign6 un valor atbitrario 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, **tp< 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 uM) 6
vehiculo en el ensayo del transwell. Observamos que solo las células tratadas con la mayor dosis
de HCB (5 pM) muestran un aumento significativo en su capacidad de migrar hacia el suero
respecto al control (52%) (Figura 27).
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-Fig. 27. Accién del HCB en la migraciéon 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 uM) 6 vehiculo 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 tefiidas. En el panel de arriba se observan fotografias representativas de cada tratamiento, del filtro
poroso por donde migran las células. En el panel de abajo se observa la cuantificacion del nimero de células totales que
migraron hacia el suero. Se asigné un valor arbitrario de 100 a la muestra control. Los valores son las mediast 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 migracién celular promovida por HCB

Se ha observado que la activaciéon de c-Src y HER1 media una gran variedad de aspectos
relacionados con el crecimiento y progresién tumoral, incluyendo proliferaciéon, migracion,
invasion, sobrevida y angiogénesis (Koppikar et al., 2008). Es por ello, que a continuacién nos
propusimos analizar si el aumento en la migracién 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 especificos de éstas proteinas (PP2 2 nM para c-Src,
AG1478 10 uM para HER1), y luego las expusimos al HCB (5 uM) en presencia de los mismos.
Nuestros resultados mostraron que los inhibidores ensayados bloquearon completamente la

estimulacién producida por el HCB en la migracion celular (Figura 28).

Ademis, se ha demostrado que la migracién celular estd regulada por el RHA y sus ligandos
(Barouki et al., 2007). Debido a esto, nos result6 interesante estudiar si la unién del HCB al RHA
estaba involucrada en la migracion celular inducida por el téxico. Para ello, las células se

pretrataron con un antagonista del RHA como la 4,7-PHE (50 uM) durante 3 horas, luego se
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expusieron al HCB (5 uM) 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
migraciéon celular inducida por el pesticida (Figura 28).

Todos estos resultados, nos demuestran que la migraciéon celular inducida por HCB en la linea
MDA-MB-231 depende de la unién del téxico al RHA, y de la actividad de c¢-Src y HERI,

indicando que ambas vias de sefializacion podrian estar involucradas.
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-Fig. 28. Rol de c-Src, HER1 y el RHA en la migracién celular inducida por el téxico. Las MDA-MB-231 se
pretrataron durante 3 horas con los diferentes inhibidores (PP2 2 nM para c-Src, AG1478 10 uM para HER1, y 4,7-
PHE 50 uM para RHA), se expusieron al HCB (5 uM) 6 vehiculo durante 24 horas en presencia de los inhibidores y
luego se procedio a realizar el ensayo del transwell como lo descripto previamente. En el panel de arriba se observan
fotografias representativas de cada tratamiento, del filtro poroso por donde migran las células. En el panel de abajo
se muestra la cuantificacion del nimero de células totales que migraron hacia el suero. Se asigné un valor arbitratio
de 100 a la muestra control. Los valores son las mediast 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 UM) (***p< 0.001).
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PARTE II:

ACCION DEL HEXACLOROBENCENO EN LA INVASION CELULAR Y
METASTASIS. ESTUDIOS IN VITRO E IN VIVO. IMPLICANCIA DE c-SRC,
HER1Y DEL RECEPTOR DE HIDROCARBUROS AROMATICOS

1. Accion del HCB sobre la expresion, secrecion y actividad de las metaloproteasas 2y 9
(MMP2y9)

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 sanguineos, favoreciendo esto el desarrollo de
metastasis (Chambers y Matrisian, 1997). En particular, la MMP2 (gelatinasa A) y la MMP9
(gelatinasa B) estan asociadas a la progresién tumoral y metastasis debido a su habilidad de
degradar uno de los principales componentes de la ME, el colageno de tipo IV. En cancer de
mama, estas dos gelatinasas estan usualmente sobreexpresadas, y se cree que cumplen un rol muy
importante en la invasion celular, metastasis y angiogénesis (Mendes et al., 2005; Pellikainen et al.,
2004; Jones et al, 1999; Dufty et al, 2000).

Dado que la expresion y secrecion de MMP2 y 9 son importantes para la migracién e invasion
celular en cancer de mama, y que hemos observado en la primer parte de esta Tesis que el HCB
estimula la migracién de las MDA-MB-231; el siguiente paso fue estudiar si el téxico era capaz de

alterar la expresion, secrecion y actividad de estas gelatinasas.

Para ello las células fueron tratadas con HCB (0.005, 0.05, 0.5 y 5 uM) 6 vehiculo 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 zimografia 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 téxico en dosis de
0.05, 0.5 y 5 uM incrementa en forma significativa la secrecion (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 disminucién de los niveles de MMP9 en el lisado celular
asociado al incremento en su secrecion (Figura 29B). Esto implicaria que el toxico (0.05, 0.5y 5

uM) estarfa estimulando la expresion, secrecion y actividad de MMP9 en dicha linea celular.

Seguidamente, nos propusimos estudiar los niveles de MMP2 secretados y su actividad, sin
embargo por problemas metodologicos no logramos detectar niveles de dicha proteina ni su
actividad en el sobrenadante. Creemos que esto podria 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 concentracién de esta proteina en el

sobrenadante. Sin embargo, pudimos evaluar los niveles totales de MMP2 en los lisados celulares.
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Obsevamos que el toxico (0.5 y 5 uM) incrementa significativamente los niveles de dicha proteina

en el lisado celular, en un 70 y 105
%, respectivamente. (Figura 29B).

Los resultados obtenidos nos demuestran que el téxico estimula la expresion, secrecion y

actividad de MMP9, asi como la expresion de MMP2 de una manera dependiente de la dosis.
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- Fig. 29. Acciéon del HCB en la expresion, secrecion 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 uM) 6 vehiculo por 24 horas segin 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 zimografifa y los niveles de proteinas secretados por inmuboblot. (B)
Los lisados celulares se utilizaron para detectar los niveles intracelulares de MMP2 y 9 por inmunoblot. Los niveles
de proteinas tanto en sobrenadante (A) como en lisado celular (B) fueron relativizados a los niveles de § Actina
detectados por inmunoblot en el lisado celular del experimento correspondiente. Un experimento representativo se
muestra en los paneles superiores. La cuantificacion de los niveles de actividad y de proteinas por densitometria
optica 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 HERI en los efectos inducidos por HCB en la expresion, secrecion y
actividad de MMP2y 9

Existen numerosos trabajos que demuestran que las vias de sefializacién activadas por la
quinasa c-Src y por el receptor HER1 inducen la expresion, secreciéon o actividad de MMP9 y
MMP2 (Soto-Guzman et al., 2010; Chiang-Wen et al., 2007; Frame 2004; Kuo et al., 2000;
Tanimura et al., 2003). En la primer parte de este trabajo, hemos demostrado que el téxico
estimula las vias de ¢-Src/HER1/STAT5b y HER1/ERK1/2. Por lo tanto, en esta segunda
etapa nos propusimos estudiar si los efectos del téxico sobre la expresion, secrecion y
actividad de MMP2 y 9 estan mediados por c-Src y HER1.

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

Nuestros resultados mostraron que solo la dosis mas alta ensayada del AG1478 (10 pM)
previene el incremento en la secrecion y actividad de MMPY estimuladas por el téxico,
mientras que el PP2 en ninguna de las dosis ensayadas tuvo efecto (Figura 30). No
conocemos que hubiera ocurrido con estos inhibidores, si exponiamos las células a otras
dosis de HCB (0.05 6 0.5 uM), porque por metodologia y por tiempo, se nos hacia muy

complicado utilizar todas las dosis del téxico para evaluar los inhibidores.

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

Estos resultados demuestran que el HCB 5 uM incrementa la expresion, secreciéon y
actividad de MMP9 de una manera dependiente del HER1, mientras que induce la
expresion de MMP2 via c-Src y HERT.
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-Fig. 30. Rol de c-Strc y HERI en el incremento de la secrecioén y actividad de MMP9 inducido por HCB.
Niveles de secrecion y actividad de MMP9 en MDA-MB-231 tratadas con HCB en presencia 6 ausencia de
inhibidores especificos de c-Src (PP2) y HER1 (AG1478). Las células fueron pretratadas por 3 horas con diferentes
dosis de PP2 (1 y 2 uM) 6 AG1478 (0.5, 5 y 10 uM) y luego tratadas con HCB (5 uM) 6 vehiculo en presencia de los
inhibidores durante 24 horas, segun 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 zimografia y los niveles de proteinas secretados por inmunoblot. Los lisados celulatres se utilizaron para detectar
los niveles de § Actina por inmunoblot. Los niveles proteicos y de actividad de MMP9 en el sobrenadante fueron
relativizados a los niveles de 8 Actina del lisado celular del experimento correspondiente. Un experimento de
inmunoblot y uno de actividad representativos se muestran en el panel superior. La cuantificacién de los niveles de
actividad y de proteinas por densitometria 6ptica de 3 experimentos independientes se muestra en el panel inferior.
Los valores son las mediast 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 UM) (*p< 0.05, ***p< 0.001).
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-Fig. 31. Rol de c-Src y HER1 en el aumento de la expresion de MMP2 inducido por HCB. Niveles de
expresion de MMP2 en MDA-MB-231 tratadas con HCB en presencia 6 ausencia de inhibidores especificos de c-Strc
(PP2) y HER1 (AG1478). Las células fueron pretratadas por 3 horas con diferentes dosis de PP2 (1 y 2 uM) 6
AG1478 (0.5, 5y 10 uM) y luego tratadas con HCB (5 uM) 6 vehiculo durante 24 horas en presencia de los mismos,
segun 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 § Actina. Un experimento de inmunoblot representativo se
muestra en el panel superior. La cuantificacién de los niveles de proteinas por densitometria Sptica de 3
experimentos independientes se muestra en el panel inferior. Los valores son las mediast 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 UM) (**p<
0.01, *¥**p< 0.001).

3. Rol del RHA en los efectos del HCB sobre la expresion, secrecion y actividad de
MMP2y 9

Estudios recientes sugieren que el RHA puede modular la expresion 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 continuacién, 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 uM) 6 a-NF (1 y 10 uM) y luego se incubaron las células en presencia de estos
inhibidores con HCB (5 pM) por 24 horas. En cuanto a la MMP9, se observa que la 0-NF (10
uM) previene la secrecion y actividad estimuladas por HCB; mientras que la 4,7 PHE (50 uM)
solamente afecta la secrecion (Figura 32). A su vez, encontramos que el incremento de los
niveles de MMP2 inducidos por el téxico se previene tanto en presencia de d-NF (10 uM) como
de 4,7 PHE (10 y 50 uM) (Figura 33).
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Estos resultados nos permiten concluir que la expresion, secrecion y actividad de MMPY, asi
como la expresion de MMP2 inducidas por el toxico (5 uM), involucran la unién del HCB al
RHA.
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-Fig. 32. Rol del RHA en los efectos del HCB sobre la secrecion y actividad de MMP9. Niveles de secrecion y
actividad de MMP9 en MDA-MB-231 tratadas con HCB en presencia de dos antagonistas del RHA, 4,7-
ortofenantrolina (4,7 PHE) 6 O-naftoflavona (0-NF). Las células fueron pretratadas por 3 horas con diferentes dosis
de 0-NF (1 y 10 uM) 6 4,7 PHE (10 y 50 uM) y luego tratadas con HCB (5 pM) o vehiculo durante 24 horas en
presencia de los inhibidores. Se procedié segun 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 zimografia y los niveles de proteinas por inmuboblot. Los lisados celulares se utilizaron para detectar los
niveles de B Actina por inmunoblot. Los niveles de proteinas y de actividad de MMP9 fueron relativizados a los
niveles de B Actina en el lisado celular del experimento correspondiente. Un experimento de inmunoblot y de
actividad representativos se muestran en el panel supetior. La cuantificacién de los niveles de actividad y de proteinas
por densitometria 6ptica de 3 experimentos independientes se muestra en el panel inferior. Los valores son las
mediast 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 UM) (*p< 0.05).
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-Fig. 33. Rol del RHA en los efectos del HCB sobre la expresion de MMP2. Niveles de expresion de MMP2 en
MDA-MB-231 tratadas con HCB en presencia de dos antagonistas del RHA, 4,7-ortofenantrolina (4,7 PHE) 6 a-
naftoflavona (O-NF). Las células fueron pretratadas por 3 horas con diferentes dosis de O-NF (1 y 10 uM) 6 4,7
PHE (10 y 50 uM) y luego tratadas con HCB (5 pM) o vehiculo durante 24 horas en presencia de los inhibidores,
segun 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 § Actina. Un experimento de inmunoblot
representativo se muestra en el panel superior. La cuantificacién de los niveles de proteinas por densitometria Sptica
de 3 experimentos independientes se muestra en el panel inferior. Los valores son las mediast 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 UM) (*p<
0.05, ***p< 0.001).

4. E1 HCB altera los niveles de ARNm de MMP2y 9

Una vez analizados los efectos del toxico sobre niveles proteicos de metaloproteasas, nos
propusimos estudiar si el HCB podtia alterar los niveles de los mensajeros correspondientes. Para
ello en una primera etapa tratamos las células MDA-MB-231 con HCB (5 pM) 6 vehiculo
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 debié utilizar
el doble de ADN-c que el utilizado para amplificar MMP9 en la reaccién de PCR. Esto
puede deberse, como se especul6 previamente, a que la MMP2 estarfa expresada en menor grado

respecto a la MMP9 en la linea 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 observandose diferencias a tiempos mayores (Figura 34A y

B).
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-Fig. 34. E1 HCB altera los niveles de ARNm de MMP2 y 9 en funcion del tiempo de exposicion. (A) Niveles
de ARNm de MMP9 y (B) de MMP2 analizados por RT-PCR. Las células MDA-MB-231 fueron tratadas con HCB

(5UM) 6 vehiculo durante 16 y 24 horas. Luego se midieron los niveles de ARNm por la técnica de RT-PCR segun lo
descripto en Materiales y Métodos. Un experimento representativo se muestra en los paneles superiores. La
cuantificacién de los niveles de ARNm por densitometria 6ptica 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 uM) 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 uM para MMP2 (31 y 46%, respectivamente),
coincidiendo estos resultados con los obtenidos sobre los niveles de expresiéon de proteinas de las
mismas (Figura 35A y B).
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-Fig. 35. E1 HCB altera los niveles de ARNm de MMP2 y 9 en funcién de la dosis de exposicion. (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 uM) 6 vehiculo. Luego se midieron los niveles de ARNm por la técnica de RT-PCR segun lo
descripto en Materiales y Métodos. Un experimento representativo se muestra en los paneles superiores. La
cuantificacién de los niveles de ARNm por densitometria 6ptica de 3 experimentos independientes se muestra en los
paneles inferiores. Los valores son las mediast 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. E1 HCB incrementa la invasion celular. Dependencia de c-Stc, HER1 y RHA en la

invasion celular inducida por el téxico

Teniendo en cuenta que las metaloproteasas cumplen un rol esencial en la invasién celular, y
dado que observamos que el HCB incrementa la expresion, secrecion y actividad de MMP9 y los
niveles de expresion de MMP2, a continuacién nos propusimos evaluar si el toxico podria
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 uM, y evaluamos su invasividad durante 48 horas, utilizando como quimioatractante SFB 10%
en la parte inferior del transwell. Nuestros resultados mostraron que el téxico 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 invasién inducida por el téxico. De
ésta manera realizamos ensayos de invasion, pretratando las células durante 3 horas con 2 uM
PP2 (para c-Src), 10 uM AG1478 (para HER1) 6 10 uM a-NF y 10 uM 4,7-PHE (para RHA).
Luego las células se sembraron en la parte superior del transwell con matrigel y se agregé6 HCB 5

uM 6 vehiculo en presencia de los inhibidores durante 48 horas. Nuestros resultados muestran

77



Resultados

que tanto la ¢-Sr y el HER1 (Figura 36), como el RHA (Figura 37), median la invasién celular

estimulada por el toxico.
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-Fig. 36. E1 HCB incrementa la invasién celular en forma dependiente de c-Src y HERI. Efecto del HCB en
la invasién 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 uM
PP2, 10 uM AG1478), y luego se sembraron en los transwells con matrigel adicionando el tratamiento
correspondiente (5 UM de HCB 6 vehiculo en presencia de los inhibidores). A las 48 horas las células que invadieron
hacia el suero fueron fijadas y tefiidas. En el panel de arriba se observan fotografias representativas de cada
tratamiento; mientras que en el panel de abajo se observa la cuantificaciéon del numero de células totales que
invadieron hacia el suero. Los valores son las mediast 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 UM) (**p< 0.01, **p< 0.001).
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-Fig. 37. Rol del RHA en la invasién celular inducida por el toxico. Efecto del HCB en la invasién celular en
presencia o ausencia de dos antagonistas del RHA, 4,7-ortofenantrolina (4,7 PHE) y 0-naftoflavona (0-NF) evaluada
por el ensayo del transwell con matrigel. Las MDA-MB-231 se pretrataron durante 3 horas con los diferentes
inhibidores O-NF (10 uM) 6 4,7 PHE (10 uM), y luego al ser sembradas en los transwells con matrigel, se expusieron
al HCB (5 uM) en presencia de los mismos. Finalizada las 48 horas, las células que invadieron hacia el suero fueron
fijadas y tefiidas. En el panel de arriba se observan fotografias representativas de cada tratamiento; mientras que en el
panel de abajo se observa la cuantificacién del nimero 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 0 M) (*¥p< 0.01).
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6. Modelo de xenotrasplante con MDA-MB-231 en ratones hembra BALB-c atimicos.
6.1. Incremento del crecimiento tumoral inducido por el pesticida

Hasta el momento, en nuestro trabajo hemos demostrado que el HCB induce la expresion, secrecion
y actividad de MMP9 y la expresion de MMP2 junto con un aumento en la migraciéon e invasion
celular, 7z vitro en la linea MDA-MB-231. Con el objetivo de seguir profundizando sobre los efectos
del téxico en la progresion tumoral en cancer de mama, nos propusimos utilizar un modelo de

estudio 7 vive de xenotrasplante con MDA-MB-231 en ratones atimicos.

En resumen, se inocularon las células subcutineamente en los cordones mamatios de ratones hembra
BALB-c atimicas 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 tamafio de
aproximadamente 0.25 x 0.25 c¢m, los animales se inocularon intraperitonealmente (ip.) con HCB
disuelto en aceite de maiz (0.3, 3 6 30 mg/kg p.c.) 6 vehiculo (aceite de maiz) 3 veces por semana
hasta el término del experimento. Con el fin de estudiar los efectos del téxico 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 linea celular MDA-MB-231 en
ratones atimicos. (A) Volumen tumoral y (B) Peso tumoral. L.as MDA-MB-231 fueron inoculadas en cordones mamarios
de ratones hembra BALB-c atimicos. Cuando los tumortes alcanzaron un tamafo de 0.25 x 0.25 cm, se comenzo a intoxicar
los ratones port inyeccion i.p. con HCB (0.3, 3 6 30 mg/kg p.c.) 6 vehiculo 3 veces por semana. Los tumotes se midieron
tres veces por semana y al momento de la necropsia fueron fotografiados y pesados. (A) Los volumenes tumorales fueron
calculados con la férmula TDP? /6 donde D es el diametro mayor y P es el didmetro perpendicular al mismo. Se grafico el
volumen tumoral en funcién del tiempo. Los valores son las mediast 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 fotografias 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. E1 HCB induce activacion de c-Src y HER1 en los tumores de mama de ratones

atimicos

En la primer parte de nuestro trabajo evidenciamos la activaciéon de las vias de sefializacion
de ¢-Stc/HER1/STATS5b 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 estan involucrados en
el incremento de la migracion e invasion celular, asi como en la actividad y secrecion de MMPs
inducidos por el toxico 2 vitro. Es por ello que nos result6é de especial interés analizar los niveles

totales y fosforilados de estas proteinas en el modelo 7 vivo aqui establecido.

Por lo tanto, al momento de la necropsia de los animales, parte de los tumores primarios fue
congelado en nitrégeno liquido. Estas muestras posteriormente, fueron homogeneizadas y se
realizé un fraccionamiento subcelular obteniéndose citosoles, microsomas y extractos nucleares;
como se describe en Materiales y Métodos. Se utilizaron las fracciones citosolicas para estudiar
los niveles totales y fosforilados de c-Src; y las microsomales para analizar los niveles totales de
HERTI1 y la fosforilacion en la Y845.

Como se observa en la Figura 39A, el tratamiento de los ratones con HCB estimula la
fosforilacion de c-Stc en los tumores mamarios en todas las dosis ensayadas (0.3, 3 6 30 mg/kg
p.c.), sin embargo no altera en forma significativa los valores de proteinas totales en ninguno de
los casos. Acorde con estos resultados, notamos que en los ratones intoxicados con el pesticida,
aumenta la fosforilacion en Y845-HER1 en las mismas dosis, observandose ademas en este caso

un incremento, pero en menor grado, de los niveles totales de proteinas (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 fosforilacién 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 atimicos coinciden con lo observado previamente en este estudio 7z vitro en las
MDA-MB-231, donde encontramos que el pesticida aumenta la actividad de c-Src y del HERI,

en forma dependiente de la dosis.
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-Fig. 39. E1 HCB activa la c-Src e incrementa los niveles de fosfo-Y845-HER1 en tumores de mama derivados de
MDA-MB-231 en ratones atimicos. (A) Niveles totales de c-Stc 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 atimicos.
Cuando los tumores alcanzaron un tamafio aproximado de 0.25 x 0.25 cm se comenzaron a intoxicar los animales, como se
desctibi6 previamente. Al momento de la necropsia, los tumores mamarios fueron congelados y luego se realizé
fraccionamiento subcelular. Las fracciones citosolicas (A) 6 las microsomales (B) fueron resueltas por SDS-PAGE. Las
membranas se incubaron con anticuerpos anti-fosfo-Y416-c-Src (A) 6 anti-fosfo-Y845-HER1 (B), se estripearon y
reincubaron con las formas totales de los anticuerpos, y finalmente se incubaron con anticuerpo anti-3 Actina como se
desctibe en Materiales y Métodos. Los niveles totales y fosforilados de c-Stc y HER1 fueron relativizados a los niveles de {3
Actina correspondientes. Experimentos de inmunoblot representativos se muestran en los paneles supetiores. La
cuantificacién de los niveles fosforilados y totales de c-Stc y HERI1, por densitometrfa optica de 3 experimentos
independientes, se muestra en los paneles inferiores. Los valores son las mediast 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 toxico induce la fosforilacion de ERK1/2 y de STAT5b en los tumores de mama
de ratones atimicos

El siguiente paso fue evaluar si el pesticida alteraba los niveles de fosforilacion de ERK1/2 y
STAT5b, dos proteinas asociadas a la vias de transduccion de sefiales activadas por c-Stc y/6
HERI. Para ello, se analizaron los niveles totales y fosforilados de ambas proteinas tanto en
fracciones citosélicas 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 fraccion
citosolica. Por otro lado, encontramos un incremento significativo de los niveles totales y

fosforilados de ERK1/2 en la fraccion nuclear por efecto del téxico (Figura 40).

Nuestros resultados nos sugieren, que el tratamiento de los ratones con HCB induce la
fosforilacion de ERK1/2, llevando esto, a su activacion y postetior translocacion al nicleo para

ejercer su rol como factor de transcripcion.
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-Fig. 40. E1 HCB induce la fosforilacion de ERK1/2 en los tumores de mama de ratones atimicos. Las MDA-
MB-231 fueron inoculadas en los cordones mamarios de ratones hembra BALB-c atimicos. Cuando los tumores
alcanzaron un tamafio aproximado de 0.25 x 0.25 cm se comenz6 a intoxicar los ratones, por inyeccion i.p. con HCB
(0.3, 3 6 30 mg/kg p.c.) 6 vehiculo 3 veces por semana. Al momento de la necropsia, los tumotres mamatios fueron
congelados y se realizé fraccionamiento subcelular. Las fracciones citosdlicas 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-B Actina como se indica en Materiales y Métodos. Los
niveles totales y fosforilados de ERK1/2 fueron relativizados a los niveles correspondientes de B Actina. Un
experimento de inmunoblot representativo se muestra en el panel superior. La cuantificacién de los niveles totales y
fosforilados de ERK1/2 por densitomettia 6ptica de tres experimentos independientes, se muestra en el panel inferior.
Los valores son las mediast 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 evaluacion de STAT5b, muestra que en los tumores de ratones tratados con el téxico a las dosis de
3y 30 mg/kg p.c., se induce un aumento significativo de la fosforilacién de Y699-STAT5b en las
fracciones citosodlicas. 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 fraccion citosolica y se observa muy poco
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en la fraccion nuclear, o al menos sus niveles no son facilmente detectables por inmunoblot. Con la
dosis menor del téxico (0.3 mg/kg p.c.) observamos que se induce la fosforilacion, activacién y
translocacion al nicleo de toda la proteina fosforilada, por lo cual solamente se detecta en nucleos;
mientras que con las dosis de 3 y 30 mg HCB/kg p.c se inducitfa quizds un incremento mayor en la
fosforilacion de STAT5b, pudiéndose observar, por ende, proteina fosforilada tanto en el citosol,

como en el nucleo (Figura 41).

citosol nucleos

HCB (mg/kg p.c.) HCB (mg/kg p.c.)

Vv 0.3 3 30 \' 0.3 3 30

p-Y699-STAT5b } o

STATSh | e Sam s s - —

Bacting | eumm e wne et aur SN csn

1

2.5 =

*

unidades arbitrarias

*
1

' 0.3 3 30 3 30
HCB (mg/kg p.c.) HCB(mg/kg p.c.)
citosol nucleos

B p-Y699-STAT5b /  actina (u.a.)
[[] sTAT5b / B actina (u.a.)

-Fig. 41. Efecto del HCB sobre los niveles totales y fosforilados de STAT5b en los tumores de mama derivados
de MDA-MB-231. LLas MDA-MB-231 fueron inoculadas en los cordones mamarios de ratones hembra BALB-c atimicos.
Cuando los tumores alcanzaron un tamafio aproximado de 0.25 x 0.25 cm se comenz6 a intoxicar los ratones, segun se
describe en Materiales y Métodos. Al momento de la necropsia, los tumores mamatrios fueron congelados y luego se realizé
fraccionamiento subcelular. Las fracciones citosolicas y nucleates 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-3 Actina como se indica en Materiales y Métodos. Los niveles totales y fosforilados
de STAT5b fueron relativizados a los niveles correspondientes de  Actina. Un experimento de inmunoblot representativo
se muestra en el panel superior. La cuantificacién de los niveles totales y fosforilados de STAT5b por densitomettia dptica
de tres experimentos independientes, se muestra en el panel inferior. Los valores son las mediast 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 toxico induce la activaciéon de ERK1/2 y STATS5b en todas las
dosis ensayadas, coincidiendo estos resultados con los obtenidos para c-Src y HER1. En
conclusién estas observaciones nos sugieren que el toxico podria estar induciendo las vias de
c-Stc/HER1/STAT5b y HER1/ERK1/2 en los tumores de mama de ratones BALB-c

atimicos inoculados ortotipicamente con la linea celular MDA-MB-231.

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

ratones atimicos

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los estudios 7z vitro, y el rol que cumplen las
metaloproteasas tanto en la iniciacién y crecimiento del tumor, como en la progresion
tumoral; nos propusimos analizar si el incremento en el tamafio tumoral inducido por el
pesticida en este modelo 7z vivo, estaba asociado a alteraciones en los niveles de MMP2 y 9.
Con este fin, evaluamos los niveles de las MMPs en las fracciones citosolicas y microsomales
de los tumores de mama. Nos ha resultado atractivo estudiar el contenido de las mismas, en
la fraccién citosodlica, asi como en la fracciéon microsomal. Esto se debe a que los microsomas
incluyen las vesiculas de secrecion, siendo de particular interés para el estudio de MMP2 y 9
que son enzimas proteoliticas que deben ser secretadas al medio extracelular para cumplir su

funcién.

Los resultados obtenidos muestran que los niveles de ambas MMPs son incrementados en las
fracciones citosodlicas y microsomales de los tumores provenientes de ratones tratados con el
toxico a todas las dosis. Esto podria implicar, que el HCB estarfa estimulando la expresién vy,

quizas la secreciéon de MMP2 y 9 en los tumores de mama (Figuras 42y 43).

Previamente demostramos que el pesticida induce la expresion 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 ##
vivo en tumores derivados de la misma linea celular, observamos que el HCB induce la
actividad de c-Src y HER1 y aumenta la expresion de estas MMPs. Considerando los
resultados 7z vitro, estos datos nos sugieren que el pesticida podria estar aumentando los
niveles de MMP2 y 9 a través de la activaciéon 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 atimicos. Cuando los
tumores alcanzaron un tamafio aproximado de 0.25 x 0.25 cm se comenzé a intoxicar los ratones, por inyeccion i.p.
con HCB (0.3, 3 ¢ 30 mg/kg p.c.) 6 vehiculo 3 veces por semana. Al momento de la necropsia, los tumores
mamarios fueron congelados y luego se realizé fraccionamiento subcelular. Las fracciones citosélicas y microsomales
fueron resueltas por SDS-PAGE. Las membranas se incubaron con anticuerpo anti-MMP2 y luego reincubadas con
anticuerpo anti-3 Actina. Los niveles de MMP2 fueron relativizados a los niveles correspondientes de 8 Actina. Un
experimento de inmunoblot representativo se muestra en el panel superior. La cuantificacién de los niveles de
MMP2 por densitometria 6ptica de tres experimentos independientes, se muestra en el panel inferior. Los valores
son las mediast 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 atimicos. Cuando los
tumores alcanzaron un tamafio aproximado de 0.25 x 0.25 cm se comenz6 a intoxicar los ratones como se describe
en Materiales y Métodos. Al momento de la necropsia, los tumores mamatios fueron congelados y luego se realizé
fraccionamiento subcelular. Las fracciones citosélicas y microsomales fueron resueltas por SDS-PAGE. ILas
membranas fueron incubadas con anticuerpo anti-MMP9 y reincubadas con anticuerpo anti-3 Actina. Los niveles de
MMPY fueron relativizados a los niveles de B Actina correspondientes. Un experimento de inmunoblot
representativo se muestra en el panel superior. La cuantificacion de los niveles de MMPY por densitometria 6ptica de
tres experimentos independientes se muestra en el panel inferior. Los valores son las mediast 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 metastasis en ratones BALB-c atimicos

Los resultados del presente trabajo, demuestran que el pesticida induce la migracién e invasion
celular, en las MDA-MB-231 in wifro. Habiendo establecido este interesante modelo de
xenotrasplante en el cual se reproducen la mayoria de los efectos del HCB observados 7 vitro; el
siguiente paso fue estudiar si el téxico alteraba la capacidad de metastatizar de las células MDA-
MB-231, in vive. 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 linfaticos axilares e higado
fueron extraidos, fijados e incluidos. Se realizaron cortes semi-seriados de los tejidos y se analizo,

al microscopio, la aparicién de focos metastaticos 0 micrometastasis en estos 6rganos.

La evaluacion del analisis histolégico de todos los érganos fijados, revelé una baja cantidad de
micrometastasis en todos los grupos, tanto control como tratados. Sin embargo, se observa una
ligera tendencia al incremento en la frecuencia de animales con metastasis al tratar con el
pesticida (Figura 44). Particularmente, observamos que en pulmoén los animales controles no
desatrollaron metastasis, 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 postetiores nos propusimos extender la
duracion del experimento con la finalidad de obtener mayores niveles de metastasis. 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 acciéon del pesticida sobre la metastasis en
este modelo, el siguiente paso fue estudiar los efectos del HCB sobre otros dos modelos
experimentales. Utilizamos entonces, un modelo de metastasis espontanea que a diferencia del
anterior es singenéico, utilizando la linea tumoral C4-HI en ratones BALB-c (Lanari et al., 2009);
y otro modelo de metastasis experimental singenéico, en el que se inocula la linea celular LM3

en la vena de la cola de ratones BALB-c (Carnevale et al., 2007).
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-Fig. 44. Efecto del toxico sobre la metastasis en ratones BALB-c atimicos con tumores de mama derivados
de MDA-MB-231. Frecuencia de animales que presentaron metastasis en pulmon (A), en ganglio linfatico axilar (B)
y en higado (C) para el grupo control (vehiculo) 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 atimicos. Cuando los tumores
alcanzaron un tamafio aproximado de 0.25 x 0.25 cm se comenz6 el protocolo de intoxicaciéon como se describe en
Materiales y Métodos. Aproximadamente, al mes y medio de iniciado el experimento los animales fueron sacrificados
y los pulmones, ganglios linfaticos axilares e higado fueron fijados e incluidos. Se realizaron cortes semi-seriados de
los tejidos, se tifieron con H-E y se analizé la apariciéon de focos metastaticos o micrometastasis bajo microscopio
optico. Se grafica el nimero de animales que presentaron al menos una micrometastasis en cada tejido.
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7. Modelo de trasplante singenéico con la linea tumoral C4-HI en ratones BALB-c
7.1. E1 HCB induce el crecimiento de los tumores de mama C4-HI

A continuacion, estudiamos los efectos del HCB sobre un modelo de metastasis espontanea, en
ratones BALB-c con la linea tumoral C4-HI. Resumidamente, se trasplant6 dicho tumor en
ratones hembra BALB-c y cuando los tumores alcanzaron un tamafio de aproximadamente 0.25 x
0.25 cm, los ratones se inyectaron intraperitonealmente con HCB (0.3, 3 6 30 mg/kg p.c.) 6
vehiculo 3 veces por semana. Luego de un lapso aproximado de dos meses de iniciado el
experimento, los ratones fueron sacrificados y los pulmones, el higado y los ganglios linfaticos

axilares fueron extraidos, fijados e incluidos.

Nuestro primer analisis, 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 tamafio
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 observé un aumento no significativo (Figura 45A). Resultados similares se
obtuvieron para los pesos tumorales (Figura 45B). Los datos aqui presentes concuerdan con los
obtenidos en el modelo de xenotrasplante de las MDA-MB-231 en ratones atimicos estudiado
previamente, donde el tratamiento de ratones con las dosis menores del téxico (0.3 y 3 mg/kg

p-¢) 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 trasplant6 el tumor C4-HI a ratones hembra BALB-c. Cuando los tumores alcanzaron un
tamafio aproximado de 0.25 x 0.25 cm se comenzé a intoxicar los ratones por inyeccién i.p. con HCB (0.3, 3 6 30
mg/kg p.c.) 6 vehiculo 3 veces por semana. Se midié el tamafio de los tumores tres veces por semana y al momento
de la necropsia los tumores fueron fotografiados y pesados. (A) Los volimenes tumorales fueron calculados con la
férmula TOP?/6 donde D es el didmetro mayor y P es el didmetro perpendicular al mismo. Se graficé el volumen
tumoral en funcién del tiempo. Los valores son las mediast 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 fotografias representativas de tumores de ratones con los
diferentes tratamientos. Los valores son las mediast 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. Accion del toxico 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 nitrégeno liquido al
momento de la necropsia, y posteriormente se realizaron los homogenatos y se obtuvieron
fracciones citosblcas y microsomales para analizar los niveles proteicos de MMP2 y 9 por
inmunoblot. Nuestros resultados muestran que el pesticida no afecta la expresion de MMP2 en
ninguna de las fracciones estudiadas (Figura 46). Por otro lado, al evaluar los niveles proteicos
de MMPY, 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 expresion de MMPY, y quizas su secrecion en los tumores de mama C4-HI,

mientras que no produce cambios en la MMP2.
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-Fig. 46. E1 HCB no modifica los niveles de MMP2 en tumores de mama C4-HI. Se trasplant6 el tumor C4-HI a
ratones hembra BALB-c. Cuando los tumotes alcanzaron un tamafio aproximado de 0.25 x 0.25 cm se comenzo6 a
intoxicar los ratones pot inyeccion i.p. con HCB (0.3, 3 6 30 mg/kg p.c) 6 vehiculo 3 veces por semana. Al momento de la
necropsia, los tumores mamarios fueron congelados y luego se realizé fraccionamiento subcelular. Las fracciones
citosoélicas y microsomales fueron resueltas por SDS-PAGE. Las membranas fueron incubadas con anticuerpo anti-MMP2
y luego reincubadas con anticuerpo anti-3 Actina. Los niveles de MMP2 fueron relativizados a los niveles correspondientes
de 8 Actina. Un experimento de inmunoblot representativo se muestra en el panel superior. La cuantificacién de los niveles
de MMP2 por densitometria 6ptica de tres experimentos independientes se muestra en el panel inferior. Los valores son las
mediast 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 MMPY inducidos por el pesticida en tumores de mama C4-HI. Se
trasplant6 el tumor C4-HI a ratones hembra BALB-c. Cuando los tumores alcanzaron un tamafio aproximado de
0.25 x 0.25 cm se comenz6 a intoxicar los ratones por inyeccion i.p. con HCB (0.3, 3 6 30 mg/kg p.c.) 6 vehiculo 3
veces por semana. Al momento de la necropsia, los tumores mamarios fueron congelados y se realizo
fraccionamiento subcelular. Las fracciones citosdlicas y microsomales fueron resueltas por SDS-PAGE. Las
membranas fueron incubadas con anticuerpo anti-MMP9 y reincubadas con anticuerpo anti-3 Actina. Los niveles de

MMPY fueron relativizados a los niveles de { Actina correspondientes. Un experimento de inmunoblot
representativo se muestra en el panel superior. La cuantificacion de los niveles de MMP9 por densitometria 6ptica 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. Accion del HCB sobre la generacion de micrometastasis a partir de tumores C4HI en
ratones BALB-c

Finalmente, nos propusimos evaluar los efectos del HCB sobre la metastasis espontanea, en
pulmén, ganglio linfatico e higado. Se analiz6 la aparicion de focos metastaticos o

micrometastasis en cortes semi-seriados de dichos tejidos bajo microscopio 6ptico.

En una primera etapa, estudiamos la frecuencia de animales que presentaban metastasis en los
diferentes 6rganos analizados. Se observo que todos los animales presentaban micrometastasis
tanto en pulmoén (Figura 48A), como en higado (Figura 48B). Sin embargo, no observamos

micrometastasis en ganglio linfatico axilar.

95



Resultados

A B

@ @m (@ (7m) @n  @my (@m ()
0

=

00 =

Frecuencia de metastasis
en higado (%)
i

Frecuencia de metastasis
en pulmoén (%)
g
1

Vehiculo 0,3 3 30 Vehiculo 0,3 3 30
HCB (mg/kg p.c.) HCB (mg/kg p.c.)

-Fig. 48. Accién del HCB en la frecuencia de metastasis en higado y pulmén en ratones BALB-c con
tumores de mama C4-HI. Frecuencia de animales que presentaron metastasis en pulmén (A) y en higado (B) para
el grupo control (vehiculo) y los grupos tratados con HCB (0.3, 3 y 30 mg/kg p.c.). Se trasplanté el tumor C4-HI en
ratones hembras BALB-c y cuando los tumores alcanzaron un tamafio aproximado de 0.25 x 0.25 cm se comenzé
con el protocolo de intoxicacién segun lo descripto en Materiales y Métodos. Aproximadamente, a los dos meses de
iniciado el experimento los animales fueron sacrificados y los pulmones, ganglios linfaticos axilares e higado fueron
extrafdos, fijados e incluidos. Se realizaron cortes semi-seriados de los tejidos, se tifieron con H-E y se analizé la
aparicion de focos metastiticos o micrometastasis bajo microscopio 6ptico.

El hecho de haber obtenido mayores niveles de metastasis en este modelo singenéico respecto al
modelo anterior de xenotrasplante, nos permitié analizar en una segunda etapa, el nimero de
focos metastaticos presentes en los 6rganos en estudio (Figura 49). De esta manera advertimos
que el pesticida incrementa el nimero de micrometastasis en pulmén en forma significativa en
dosis de 0.3 y 3 mg/kg p.c., observindose 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.

incrementé el nimero de micrometastasis en higado respecto al control (Figura 49B).
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-Fig. 49. Analisis del nimero de focos metastasicos en higado y pulmén en ratones BALB-c con tumores de
mama C4-HI, tratados con HCB. Numero de focos metastasicos presentes en pulmén (A) y en higado (B) para el
gtupo control (vehiculo) y los grupos tratados con HCB (0.3, 3 y 30 mg/kg p.c.). Se trasplanté el tumor C4-HI en
ratones hembra BALB-c y cuando los tumores alcanzaron un tamafio aproximado de 0.25 x 0.25 cm se comenzé con
el protocolo de intoxicacién segun lo descripto en Materiales y Métodos. Aproximadamente, a los dos meses de
iniciado el experimento los animales fueron sacrificados y los pulmones, el higado y los ganglios linfaticos axilares
fueron extraidos, fijados e incluidos. Se realizaron cortes semi-seriados de los tejidos, se tifieron con H-E y se analiz6
la aparicion de focos metastaticos o micrometastasis. Los valores son las mediast 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 histologica de tumores
primarios de mama C4-HI a diferentes aumentos (Figura A y B). En la Figura 51 se puede
observar la estructura histolégica de un pulmén normal (A), de un pulmén con metastasis
proveniente de un animal inyectado con vehiculo (B) y proveniente de un animal tratado con
HCB (C). Por otro lado, se muestran fotos representativas de la histologia de un higado normal
(D), asi como de un higado con metastasis proveniente de un animal inyectado con vehiculo (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 linea tumoral C4-HI, incrementa los niveles de micrometastasis en
pulmén e higado, dependiendo de la dosis de exposicion. La dosis de HCB que genera un

aumento en las metdstasis en ambos tejidos fue la menor ensayada (0.3 mg/kg p.c.).
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Tumor de mama C4-Hl
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Fig. 50. Fotografias de tumor mamatrio C4-HI en ratones hembra BALB-c. Fotos representativas de la estructura
histolégica de un tumor de mama C4-HI. (A) Aumento 10x y (B) 40x. Se trasplant6 el tumor C4-HI en ratones hembra
BALB-c y cuando los tumores alcanzaron un tamafio aproximado de 0.25 x 0.25 cm se comenzé con el protocolo de
intoxicacion segin lo descripto en Matetiales y Métodos. A los dos meses de iniciado el expetimento, los animales fueron
sactificados y los tumores ptimatios fueron extraidos, una parte fue guardada en nitrégeno liquido para estudios de

inmunoblot y otra porcién fue fijada e incluida. Luego se realizaron cortes, se tifieron con H-E y se observaron bajo
microscopio 6ptico.

Higado

Bova,

Metastasis. Vehiculo Metastasis. HCB

Fig. 51. Fotografias de metastasis en higado y pulmén de ratones BALB-c con tumores de mama C4-HI. Fotos
representativas de la estructura histologica de un pulmén normal (10x) (A), un pulmén con metéstasis proveniente de un ratén
inyectado con vehiculo (40x) (B), y proveniente de un ratén tratado con HCB (40x) (C). Fotos representativas de la estructura
histol6gica de un higado normal (10x) (D), de un higado con metastasis proveniente de un animal inyectado con vehiculo (40x)
(B), y proveniente de un animal tratado con HCB (40x) (F). Se trasplanté el tumor C4-HI a ratones hembra BALB-c y cuando
los tumotes alcanzaron un tamafio aproximado de 0.25 x 0.25 cm se comenzé con el protocolo de intoxicacion segiin lo
descripto en Materiales y Métodos. Aproximadamente, a los dos meses de iniciado el experimento los animales fueron
sactificados y los pulmones, ganglios linfticos axilares e higados completos fueron fijados e incluidos. Se realizaron cortes
semi-setiados de dicho material incluido y se tifieron con Hematoxilina-Eosina para evaluar la aparicién de focos metastiticos
o micrometastasis bajo microscopio ptico.
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8. Modelo de metastasis experimental singenéico con células LM3 en ratones hembra
BALB-c

Previamente, demostramos que el téxico aumenta el nimero de focos metastasicos tanto en
pulmén como en higado, en un modelo de metastasis espontanea, trasplantando ortotépicamente
los tumores de mama C4-HI en ratones BALB-c. A continuacién, con el objetivo de seguir
investigando sobre los efectos del toxico en este proceso, elegimos un modelo de estudio de
metastasis experimental en el cual se inocula la linea celular de adenocarcinoma mamario murino
LM3 en la vena de la cola de ratones hembra BALB-c. Esta descripto que las LM3 originan

multiples metastasis en pulmoén (Carnevale et al., 2007).

Resumidamente, se inicié el protocolo de intoxicacion 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 maiz (0.3, 3 6 30 mg/kg de p.c.) 6 vehiculo (aceite de maiz) 3
veces por semana. Seguidamente, los ratones fueron inoculados en la vena de la cola con las
células M3 (5x10%). Una vez transcurridas tres semanas mas con el tratamiento con el pesticida,
los ratones fueron sacrificados y los pulmones fueron fijados. Este disefio experimental se pensé
para asemejarlo a una situacién de una poblacién humana con un tiempo previo de exposicion al
pesticida. De ésta manera estarfamos evaluando como afecta el HCB al establecimiento y

crecimiento de células tumorales en pulmones de organismos expuestos al toxico.

A diferencia de los ensayos anteriores, los pulmones presentaban macrometastasis visibles
(Figura 52B). Esto nos permitié hacer un analisis del nimero de macrometastasis y determinar
sus tamafos, al examinar los pulmones bajo lupa estereoscopica como se describe en Materiales y
Métodos. Cuando se estudié el nimero de focos metastasicos totales presentes en este 6rgano,
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 nimero de metastasis en pulmén, en un modelo de metastasis
experimental. (A) Numero de focos metastasicos totales presentes en pulmén para el grupo control (vehiculo) y los
gtupos tratados con HCB (0.3, 3 y 30 mg/kg p.c.). B) Foto representativa de las macrometdstasis presentes en
pulmén observadas bajo lupa estereoscopica. Los ratones hembra BALB-c fueron inyectados i.p. con HCB (0.3, 3 6
30 mg/kg p.c.) 6 vehiculo 3 veces por semana. Al transcurtit una semana, las LM3 fueron inoculadas en la vena de la
cola de los ratones y se continud con la intoxicaciéon durante 3 semanas mas. Luego los animales fueron sacrificados
y los pulmones se extrajeron y fijaron en Bovin. Se contaron el nimero de macrometastasis en dichos 6rganos
utilizando una lupa estereoscopica. Los valores son las mediast+ SD. Los datos fueron analizados por ANOVA de un

factor, seguido por el test de Tukey.

Sin embargo, al analizar el tamafio de los focos metastasicos, encontramos que el tratamiento de
los ratones con HCB 3 mg/kg p.c. incrementa en forma significativa el nimero de focos
metastasicos de mayor tamafio (con diametros mayores a 1.5 mm) (Figura 53B). Por otro lado, el

nimero de macrometastasis con diametros 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 tamafio de

las metastasis desarrolladas en pulmoén, en ratones BALB-c inoculados en la vena de la cola con la
linea celular LM3.
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-Fig. 53. El HCB incrementa el tamafio de las metastasis de pulmén en ratones BALB-c inoculados con la
linea celular LM3 en la vena de la cola. (A) Nimero de focos metastasicos presentes en pulmoén con diametros
menores a2 1.5 mm 6 (B) mayores a 1.5 mm para el grupo control (vehiculo) 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 6 vehiculo 3 veces pot
semana. Al transcurrir una semana, las LM3 fueron inoculadas en la vena de la cola de los ratones y se continué con
la intoxicaciéon durante 3 semanas mas. Luego los animales fueron sacrificados y sus pulmones fueron extraidos y
fijados en Bovin. Los pulmones fueron analizados bajo lupa estereoscopica. Se contaron el numero de
macrometastasis con tamafios menores y mayores a 1.5 mm de didmetro, segin lo descripto en Materiales y
Métodos. Los valores son las mediast 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).

101



Discusion y Conclusiones

DISCUSION Y CONCLUSIONES

PARTE I

a) Accion del HCB en las vias de sefalizacién de c-Src y HER1

Los compuestos organoclorados se degradan muy lentamente, son solubles en lipidos y se
bioacumulan en la cadena tréfica, pudiéndose encontrar en tejido adiposo humano (Mufioz de
Toro et al., 2006), si como en muestras de suero y leche materna. En un estudio epidemiolégico
realizado en nuestro pafs, se analizaron muestras de leche materna de puérperas, donde se
hallaron como organoclorados mas 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, estan
asociados positivamente con la edad, como resultado de una exposicién crénica. Debido a que se
encontr6 que algunos compuestos organoclorados ejercen efectos estrogénicos o antiestrogénicos
en ensayos zz vitro, asi como en animales de experimentacion, se plantea una asociacion entre la

exposicion a estos compuestos y el riesgo de cancer de mama.

Con respecto al efecto del HCB en la incidencia de cancer de mama en humanos, existen datos
contradictorios. En algunos casos, se encontr6 una correlacion positiva entre los niveles de HCB
en suero y en tejido adiposo y la incidencia de cancer de mama, y en otros no existié6 una
asoclacion especifica. En un estudio realizado por la IARC (2001), se observé que en mujeres
post-menopausicas existia una asociacién significativa entre el contenido de HCB en tejido
mamario y la presencia de tumores mamarios positivos para el REA. 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 mas recientes encuentran una correlacién positiva entre los niveles de HCB
en suero y cancer de mama (Charlier et el.,, 2004). De manera interesante, Chatlier y Dejardin
(2007) encontraron una fuerte asociacion entre la incidencia de recidivas en cancer de mama
humano y altos niveles séricos de DDE y HCB. Es por contradicciones entre diferentes estudios
epidemiolégicos que el HCB se encuentra bajo la categoria de “probable carcinégeno humano”
en la IARC (IARC, 2001).

La tumorigénesis ocurre frecuentemente como resultado de la sobreexpresion de proteinas que
estan 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 proteinas estin sobreexpresadas en un alto
porcentaje de tumores de mama de estadios tardios, y se sabe que cooperan en la formacién y
progresion tumoral (Biscardi et al,, 1999a). Esta reportado que algunos toxicos ambientales
pueden causar la activaciéon incrementada y prolongada de vias de sefalizaciéon intracelular

asocliadas a los receptores de factores de crecimiento que contribuyen al desarrollo de canceres
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epiteliales (Rho et al., 2010). El receptor HER1, y especificamente su fosforilacion en la Y845 por
c-Src, parece tener un rol importante en mediar la respuesta celular a un gran numero de sefiales
externas (Biscardi et al., 1999a). Por otro lado, existe un interés particular en estudiar la funcién
de la quinasa c-Src en el mecanismo de accién toéxica 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 linea
celular epitelial de mama normal MCF-10 causa una rapida activaciéon de la c-Src  a los 30

minutos.

En la primera parte de este trabajo, nos propusimos estudiar, en la linea celular MDA-MB-231,
los efectos del HCB en la activacion de c-Src y HER1, asi como de STAT5b, ERK1/2 y Akt, tres
vias de sefializaciéon “downstream”. La dosis mas alta de HCB (5 UM) utilizada en este trabajo
esta 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 fisicamente al HER1,
fosforilandolo en su Y845 (Tice et al., 1999). En nuestro trabajo observamos que el HCB
incrementa los niveles de fosforilaciéon en Y416-c-Src y en Y845-HERT1 a tiempos muy cortos de
exposicion (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
fosforilacion en Y845 del HER1 inducida por el toxico. De manera similar, en estudios recientes
de nuestro laboratorio demostramos que el HCB estimula la fosforilaciéon de c-Src y la
proliferacion celular en la linea de cancer de mama humano MCF-7 (+REQ) (Garcia et al., 2010).
Ademas, observamos que el pesticida aumenta la activaciéon de c-Src y la fosforilacion en Y845-
HERI1, asi como la asociacién fisica entre ambas moléculas en glandula mamaria y en tumores
inducidos por NMU en ratas (Pefa et al., 2012).

Por otro lado, en trabajos desarrollados en nuestro laboratorio previamente, mostramos que en
higado de ratas hembra intoxicadas con HCB (1 y 10 mg/kg p.c.), asi como en la linea celular de
higado normal de rata WBF-344 expuestas al HCB (0.05 y 0.5 pM), se incrementa la interaccion
fisica entre c-Src y HER1, ademas de la fosforilaciéon en Y845-HER1 (Randi et al., 2008).

Un gran nimero de reportes ponen en evidencia el rol de la c-Src en la fosforilacion de STAT5b
(Kloth et al., 2003). Se cree que la activaciéon de c-Src es necesaria para la maxima actividad
transcripcional de STAT5b inducida por EGF, y que la fosforilacion en Y845 de HERI es
esencial tanto para la asociacion de HER1 con STAT5b, como para la fosforilaciéon de STAT5b
(Biscardi et al., 1999a). Observamos recientemente, en ratas tratadas con el pesticida, un aumento
en la fosforilacion de Y699-STAT5b y en su translocacion al nucleo tanto en glandula mamaria
como en tumores inducidos por NMU (Pefia et al, 2012). En el presente trabajo, mostramos que
se incrementa rapidamente la fosforilacion de la STAT5b con la exposicion al HCB, coincidiendo
esto con los tiempos de activaciéon de c-Src y de fosforilacion en Y845-HER1 (5, 15 y 30

minutos) estimulados por el pesticida. En los ensayos en funcion de la dosis, observamos que el
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toxico incrementa la actividad de STAT5b, c-Src y la fosforilacion en Y845-HER1 en las mismas
dosis ensayadas (0.05, 0.5 y 5 uM). A su vez, mostramos que tanto c-Src como HER1 estan
involucrados en la activacion de STAT5b inducida por el HCB en estudios en presencia de
inhibidores especificos. Todos estos resultados demuestran que el pesticida induce la via de
transduccion de sefiales c-Src/HER1/STAT5b en la linea celular MDA-MB-231. De manera
similar, otros autores han encontrado que las quinonas del benzo(a)pireno incrementan la
fosforilacion de Y699-STAT5b asi como la translocacion nuclear en células epiteliales mamarias
humanas MCF-10A (Rodriguez-Fragoso et al., 2009). Por otro lado, Riggins et al., (2006) han
desarrollado un estudio muy interesante en cancer de mama, donde demuestran que el camino de
sefializacion Cas/c-Stc/EGFR/STATS5D es el principal regulador del crecimiento y sobrevida de

células de cancer de mama resistentes a la terapia con tamoxifeno.

Nuestros resultados indican que el HCB induce la fosforilacién de ERK1/2 a tiempos cortos de
exposicion. Por otro lado, es interesante rematcar que tanto los niveles de p-ERK1/2 como los
de HER1 fosforilado en tirosina total, incrementan en funcién del aumento de la dosis de
exposicion. En un estudio reciente demostramos que el HCB aumenta la fosforilacion y
translocacion al nicleo de ERK1/2 en glindula mamaria, pero la disminuye en tumores
mamarios inducidos por NMU en rata (Pena et al, 2012). Asimismo, Bulayeva y Watson (2004),
encontraron que los compuestos organoclorados DDE vy dieldrin, inducian la fosforilacién del
ERK1/2 en forma dosis-dependiente en la linea 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 estimulacion en las actividades de HER1 y ERK1/2 lo cual
produjo un aumento en el nimero 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 exposicion, sugiriendo que el HER1 estarfa involucrado en el mecanismo de accion
del pesticida. Al respecto, en ensayos con inhibidores observamos que la fosforilacion de
ERK1/2 depende tnicamente de la actividad de HER1. Acorde con estos hallazgos, Tice et al.
(1999) encontraron que la fosforilaciéon en Y845 del HER1 ejerce una baja contribucion a la
capacidad de HER1 de activar ERK1/2 en células de cincer de mama, implicando que la c-Stc
no estaria involucrada en la activacién de esta via. En resumen, nuestros resultados demuestran
claramente que el pesticida estimula la via de sefializacion HER1/ERK1/2 en la linea celular
MDA-MB-231.

Respecto a la fosforilacion de Akt2, encontramos que el toxico no altera dicho parametro en la
linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-231. Sin embargo, en un estudio reciente de
nuestro laboratorio, observamos que el pesticida aumenta la fosforilaciéon en T308-Akt en
muestras de tumores mamarios inducidos por NMU en rata, sin encontrar cambios en glandula
mamaria (Pena et al, 2012). Otros autores mostraron que el HCB incrementa los niveles de Akt
en higado de rata (Plante et al,, 2005). Burdick et al., (2003) observaron una aumento en la
actividad de Akt en células MCF-10A por exposicion a quinonas del benzo(a)pireno. Existen

estudios que demuestran que la actividad de Akt bloquea eficientemente tanto la migracién como
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la invasion en células de cancer de mama que expresan una Akt constitutivamente activa (Yoeli-
Lerner et al., 2005). Contrariamente, esta reportado que particularmente Akt2 esta involucrada en
la migraciéon celular basal en MDA-MB-231 (Wang et al, 2008; Liu et al, 2009).
Sorprendentemente, a pesar de que el toxico induce migracion, en este trabajo no encontramos
un estimulo en la fosforilaciéon 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 migracion basal de esta linea

celular, pudiendo a pesar de ello no estar implicada en el mecanismo de accién del pesticida.

El HCB es un ligando débil del RHA (Hahn et al., 1989), y por ende podria 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 citosdlico original y actia como un elemento
co-transductor de vias de sefializacién 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 senalizacién iniciales mas importantes

asociadas a la toxicidad de las dioxinas (Haarman-Stemmann et al., 2009).

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

través de su union al RHA, ya que al pretratar con 4,7-PHE 6 O-NF, dos antagonistas
estructuralmente no relacionados del receptor, se previene este efecto. Proponemos que el toxico,
luego de unirse al RHA, podtia estimular la actividad de la c-Src y su posterior translocacion a la
membrana celular, donde fosforilarfa al HER1 en su Y845 llevando a la activaciéon de STAT5b
(Modelos propuestos 1: Via de Sefalizacion 1).

Por otro lado, nuestros resultados muestran que el HCB solamente en la dosis de 5 UM estimula
la activacion de ERK1/2 a través de un mecanismo dependiente del RHA (Modelos propuestos
1: Via de Sefializacion 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 llevaria a la activaciéon de la PKA
que podria mediar indirectamente la fosforilacion 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 UM sobre la fosforilacion del ERK1/2 fue independiente del RHA,

sugiriendo que el téxico en bajas concentraciones activarfa al HER1 por otro mecanismo
(Modelos propuestos 1: Via de Sefializacion 2B). Se reporté que el HCB, TCDD vy otros
compuestos aromaticos polihalogenados inducen estrés oxidativo en lineas celulares de cancer de
mama (Lin et al., 2007), asi como en otros tejidos (Kopf y Walker, 2010; Park et al., 1996).
Entonces, podemos hipotetizar que la activacion del HER1 inducida a dosis bajas del pesticida
estarfa mediada por un aumento de las especies reactivas del oxigeno (ROS) como reportan otros
autores (Chen et al., 2007). Respecto a este tema, se demostré que los ROS pueden activar varios
receptores con actividad de quinasa de tirosina (Martindale y Holbrook, 2002). En un primer
momento, se postulé que la activacion del HER1 por H,O, ocurria por una inhibicién de la

fosfatasa de tirosina que desfosforila al receptor (Knebel et al., 1996). Sin embargo, reportes mas
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recientes indican que la activaciéon del HER1 por H,O, puede ocurrir a través del clivaje de EGF-

HB dependiente de metaloproteasas en células musculares lisas vasculares (Frank et al., 2000).

La dosis mas baja efectiva (0.05 UM) utilizada en este trabajo para analizar los efectos del HCB en
las vias de sefializaciéon en estudio, demuestra que muchos de los niveles de contaminantes
ambientales considerados previamente subtoxicos pueden ejercer efectos disruptivos

significativos en la sefializacion 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 UM) no estimula
la transcripcion del CYP1A1, un gen cuya expresion es inducida por ligandos del RHA en la linea
celular MDA-MB-231 (Déhr et al., 1995). En el presente estudio, hemos probado que el HCB
activa las vias de transduccion de sefiales de c-St¢/HER1/STAT5b y HER1/ERK1/2 a tiempos
cortos de exposicion y que las mismas dependen de la unién del toxico al RHA. Todos estos
resultados sugieren que el mecanismo de accioén del HCB en la activaciéon de dichas vias podria
involucrar efectos no genémicos del RHA, fundamentalmente debido a que la estimulacién de las
mismas ocurre a tiempos cortos. De manera similar, Park et al. (2004) encontraron que la TCDD
inducia la activacién de c-Stc y de ERK1/2 a los 15 minutos de exposicién, sin observar
inducciéon del CYP1A1 en la linea 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 UM

estimula la expresion del CYP1A1 en células de cancer de mama MCF-7 (Garcia et al, 2010).

b) Efecto del HCB en la migracién celular

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

via de sefializacion de IGFs, de manera dependiente del REQ en la linea celular MCF-7 (Garcia et
al., 2010). Sin embargo, al tratar las MDA-MB-231 con el pesticida, no se observé efecto alguno
sobre la proliferaciéon celular, a pesar de evidenciarse la activaciéon de la via de IGFs (Garcia,
2008). Este comportamiento podria deberse a que las MDA-MB-231 tienen un fenotipo mas
agresivo, y basalmente muestran una tasa de proliferaciéon alta. De manera similar a nuestros
resultados, Price et al., (1999) encontraron que las MDA-MB-231 presentaban una falta de
respuesta proliferativa al estimulo con EGF. Por otro lado, se ha reportado que la via de
seflalizacion de IGFs en tumores independientes de hormonas y en lineas celulares con fenotipo
maligno, participa en procesos asociados a la progresiéon tumoral, como la migraciéon celular
(Bartucci et al., 2001). Es por ello que nos planteamos estudiar si el HCB estarfa alterando la
migracion en dicha linea 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 migracién a todas
las dosis excepto a la dosis mas baja (0.005 HM). Sin embargo, cuando evaluamos este proceso a

partir del ensayo del transwell, nos sorprendi6é que solo el HCB en dosis de 5 UM incrementa la

migracién. La razén por la cual se da esta diferencia en respuesta a las distintas dosis del téxico
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no es comprendida del todo hasta el momento. Podria 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 migraciéon 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 migracion e
invasion en células de cancer de mama (Fernandis et al, 2004). Mitsui et al (2011) observaron que
la exposicién de fetos de ratones a la TCDD inducia la expresion de quimiokinas. Existe un gran
numero de evidencias que muestra que los compuestos organoclorados estimulan la migracion
celular. Zou y Matsumura (2003), han demostrado que la exposiciéon a largo plazo de las MCF-7
con PB-Hexaclorociclohexano promueve la transformacion y la migracion. A su vez, se encontrd
que la TCDD induce migracién en la linea celular de cancer de mama MCF-7 por la via de
sefializacién de NFATc1/ATX (Seifert et al., 2009).

Previamente se ha demostrado que la sobreexpresiéon de HER1 y c-Src desencadena un programa
de sefializacion que lleva a la hiperproliferacion, la pérdida de polaridad, un marcado incremento
en la migracion e invasion 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 cancer de mama
que expresan HER1 promueven la migracion celular (Toker y Yoeli-Lerner, 2006). La actividad
catalitica de c-Src inicia vias de transduccion de sefiales intracelulares que alteran el crecimiento y
la fuerza de adhesion celular, contribuyendo este dltimo al control de la migraciéon. De manera
interesante, nuestros resultados en presencia de inhibidores especificos, muestran que la
migracién inducida por el toxico (5 UM) depende tanto de la actividad de c-Src como de HER1.
Existen numerosas evidencias que sostienen la hipétesis de que la interaccién c-Src/HERI1
contribuye a la progresiéon tumoral afectando la migracién, invasién o metdastasis en tipos
celulares de estadios tardios en cancer de mama (Biscardi et al., 1998). La fosforilacién en
Y925-FAK por c-Src modifica su interaccién con otras proteinas y es critica para la promocion
de la migraciéon (Westhoff et al., 2004). Gonzalez et al., (2006) generaron una linea celular MCF-7
con c-Src dominante negativa, que presenta una disminuciéon en la adhesion, asi como en la
migracion. Dimri et al., (2007) observaron que en lineas celulares de epitelio mamario normal, la
sobreexpresion de c-Src aumenté  significativamente la capacidad del HER1 para inducir
migracion, invasion y crecimiento independiente de anclaje en agar blando. La actividad elevada
de c-Src promueve la invasion y motilidad en células MCF-7 resistentes al tamoxifeno (Hiscox et
al., 2007). Por otro lado, se ha demostrado previamente que el HER1 esta involucrado en la
migracion 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 migracién inducida por el toxico inhibiendo en forma directa la
STAT5Db, al inhibir 1a c-Src y el HER1 se inhiben las vias downstream activadas por éstas. Al
respecto, también hemos observado que la migracién inducida por el pesticida depende de la
actividad de ERK1/2 (resultados no mostrados en la tesis). Entonces, como la migracion celular
incrementada por el HCB involucra la actividad de c-Stc, HER1 y ERK1/2, podemos hipotetizar
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que la STAT5b estaria participando de este proceso. Estudios de Bernaciak et al., (2009)
encontraron que al bloquear la expresion de STATS5b inhiben la migracién de las células
de cancer de mama MDA-MB-231 y BT-549. En dicho trabajo, se propone que la STAT5b
podria actuar como molécula adaptadora, usando sus dominios SH2 para unir proteinas
fosforiladas en tirosina en el citosol, y de esa manera direccionar la migraciéon celular. Por otro
lado, existe evidencia sustancial que demuestra que el ERK1/2 cumple un rol importante en la
progresion tumoral en cancer de mama, estando involucrados en procesos como la migracion e
invasion celular (Whyte et al., 2009).

No se conoce aun con claridad cémo los compuestos organoclorados podrian alterar la
migracién celular. La contribucion del RHA a los procesos que involucran interacciones célula-
célula y sustrato-célula, migraciéon y metastasis, estan siendo evaluados recientemente, y varios
laboratorios estan analizando a qué nivel interactia el RHA en estos caminos de sefalizacion.
Mulero Navarro et al., (2005) mostraron que fibroblastos mamarios inmortalizados de ratones
nulos para el RHA, presentaban una disminucién en la migracién en cultivo. Los caminos de
sefializacion que regulan la migracion celular se encontraron disminuidos en células nulas para el
RHA, en las que se encontré baja activacion de FAK, PKB/Akt, ERK1/2 y Rac-1. En nuestro
trabajo demostramos que la migracién incrementada por el HCB (5 pM) en la linea celular MDA-
MB-231 depende de la unién del toxico 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 migracién e invasion a través del RHA en células de
cancer gastrico i vitro. Otros investigadores, observaron que la TCDD aumenta la migracion
celular dependiente de RHA en MCF-7 (Diry et al., 2006), y que esta induccién de la migracion se
desencadenaba por la via NFAT/ATX (Seifert et al., 2009).

En conclusion, en la etapa inicial del presente trabajo, demostramos por primera vez que el HCB
activa las vias de transduccion de sefiales de c-Src/HER1/STAT5b y HER1/ERK1/2, asi como
la migracion en la linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-231, in vitro. A su vez,
observamos que la activacion de las vias en estudio estd mediada por la unién del toxico al RHA,
dependiendo de la dosis ensayada. Finalmente, evidenciamos que la c-Src, HER1 y RHA median

la migracién celular incrementada por el pesticida.
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PARTE I1

a) El1 HCB estimula la expresion, secrecion y actividad de metaloproteasas

En la segunda etapa de nuestro trabajo, nos propusimos estudiar si el HCB altera los procesos de
invasion celular y metastasis. Para ello, comenzamos estudiando el mecanismo de accién del
pesticida sobre las metaloproteasas 2 y 9 en la linea celular MDA-MB-231, 7 vitro. .as MMPs son
una familia de enzimas proteoliticas constituida por 23 miembros diferentes que degradan los
componentes de la matriz extracelular y otros sustratos. En la invasion tumoral y la metastasis las
MMPs juegan un rol esencial ya que al destruir la ME y la membrana basal permiten la migracion

e invasion celular (Brinckerhoff et al., 2002).

Al estudiar los efectos del HCB sobre la MMP9, observamos que el téxico induce un incremento
de la secrecion al medio extracelular y de su actividad, en funcién de la dosis de exposicion, sin
alterar asi los niveles de ésta proteina en el lisado celular. Acorde con esto, mostramos un
aumento en los niveles de expresion de ARN mensajero de MMP9 en todas las dosis ensayadas.
Estas observaciones nos indican que el pesticida estimula la expresion, secrecion y actividad de
MMP9 en la linea celular MDA-MB-231.

Por otro lado al analizar la MMP2, demostramos que el toxico induce la expresion de esta

enzima, revelandose un aumento tanto a nivel proteico como de ARNm, en funcién de la dosis

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

Esta reportado que los genes que codifican para las metaloproteasas pueden ser regulados por los
factores de transcripcion AP1 y NFKB (Pendas et al., 1997; Bond et al., 1998). De esta manera,
las MMPs estan reguladas por una gran variedad de estimulos que desencadenan vias de
seflalizacion intracelulares que activan a dichos factores transcripcionales. Existen numerosos
trabajos que demuestran que las vias de sefalizacién activadas por la quinasa c-Src y por el
receptor HER1 inducen la expresion, secrecion 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 especificos, muestran que el
aumento en la secrecion y actividad de la MMP9 depende unicamente del HER1. Respecto a esto,
el incremento dosis dependiente aqui observado para la MMP9, coincide con el descripto
previamente para la activaciéon de la via 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
HERT1 juegan un rol importante en la expresion de MMP2 inducida por el pesticida. Si bien no
realizamos ensayos inhibiendo directamente ERK1/2 o STAT5b, podemos asumit que al inhibir
c-Src 6 HER1 se estarfan bloqueando las vias “downstream” estimuladas por el pesticida. De esta
manera podriamos especular que el HCB estarfa estimulando la expresion, secreciéon y actividad
de MMP9 al incrementar la via de HER1/ERK1/2; mientras que inducitfa un aumento en los
niveles de MMP2 al estimular la via c-Src/HER1/STAT5b.

Esta bien documentada la implicancia de ERK1/2 en la induccién de la expresion de las MMPs,

ya que esta quinasa desencadena la transcripcion génica via 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 podria ser un posible
mecanismo por el cual el téxico estarfa induciendo la expresion de MMP9, llevando
consecuentemente a un aumento ulterior de la secrecion y actividad. Por otro lado no se ha
descripto hasta el momento funciones del STAT5b asociadas en forma directa a la expresion de
MMPs. Sin embargo, el STAT5b activado por el HCB podria inducir la expresion de c-Fos,
componente del factor de transcripcion AP-1, llevando esto consecuentemente a la induccion
transcripcional de la MMP2, como han propuesto previamente Catterall et al. (2001). Otra
posibilidad, es que el STAT5b induzca la transcripcion de IGF-I, estimulandose el Receptor de
IGF-I (RIGF-I) que desencadenarfa la activaciéon de AP-1 implicado en la regulaciéon de la
expresion de las MMPs. Woelfle et al. (2003) identificaron un sitio de unién 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 expresién de IGF-1. Consistente con la
idea aqui 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 (Garcia, 2008).

Estudios recientes sugieren que el RHA puede modular la expresion 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 contribuy6 a la progresion del melanoma, al estimular la expresion y actividad de MMP1,
MMP2 y MMP9Y, asi como la invasién celular. Ishida et al., (2010) observaron que la TCDD a
través de su unién al RHA aumenta los niveles de ARNm de MMP1 y MMP9 llevando a un
incremento de la invasién en células de carcinoma uretral T24. A su vez, otros estudios
demuestran que el benzopireno induce la expresion de MMP1, 2, 3 y 9, como la migracién e
invasion 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 invasién de

células de cancer gastrico a través de la induccion de MMP9 dependiente de c-Jun.

En el presente estudio comprobamos fehacientemente que tanto la secreciéon y actividad de
MMP9 como la expresion de MMP2 inducidas al tratar las MDA-MB-231 con 5 UM de HCB

estan mediadas por la unién del pesticida al RHA.

b) Acciéon del HCB en la invasién celular 7in vitro y en el crecimiento tumoral y

metastasis in vivo

La alta frecuencia con la cual se obsetva expresion y/6 actividad elevada de ¢-Stc en una gran
variedad de canceres epiteliales (Biscardi et al., 1999b) sugiere fuertemente que esta proteina
facilita la progresion maligna. Existe evidencia convincente respecto a que la actividad de c-Src
controla la adhesion y migracion celular. Se ha reportado que células que expresaban una quinasa
c-Src defectuosa presentaban mayores niveles de adhesiéon focal y una migraciéon celular
suprimida (Fincham y Frame, 1998). A su vez, células derivadas de un embrién que no expresaba

c-Src, mostraban un impedimento en la migraciéon dependiente de integrinas (Klinghoffer et al.,
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1999). Por otro lado, la c-Stc es un regulador positivo de la dispersion celular que ocurre durante
la TEM asociada a la progresion tumoral. La dispersion de las células cancerosas se produce
cuando las mismas se liberan de la rigidez establecida por sus uniones con las células epiteliales
vecinas. La dispersion 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
progresion tumoral colorectal humano (Williams et al., 1990) que la cooperaciéon entre c-Src y
HER1 promueve la transicion del adenoma (benigno) al carcinoma (maligno) (Brunton et al.,
1997). En estas células de carcinoma de colon, el EGF estimula la invasion celular 7z vitro, y esto
se ve acompafado por la activaciéon de c-Src y su redistribucion en la periferia celular (Brunton et
al., 1997). Otros estudios revelan que la interaccion entre c-Src y HER1 en cancer de colon esta
asociada a un alto potencial metastasico (Mao et al., 1997). Todos estos hallazgos, sugieren que
uno de los roles mas importantes de la c-Src es cooperar con receptores de factores de
crecimiento activos para inducir los cambios en la adhesiéon celular y reestructuracion del

citoesqueleto de actina asociados a la invasion y metastasis.

En la mayoria de los tumores epiteliales la funciéon del HER1 esta desregulada, y la sefializacion
de este receptor juega un papel fundamental tanto en la progresion del cancer como en la TEM.
Se demostré que el EGF promueve la migraciéon e invasion celular, en parte por la
desfosforilaciéon e inactivacion de la quinasa de adhesion 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
activacion transcripcional de [3-catenina y a un incremento de la invasion 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 esta involucrado en la invasion

celular y metastasis en diversos canceres de origen epitelial.

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

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

lleva a plantear que el HCB (5 UM) se unirfa al RHA y estimularfa, por un lado la via de
HER1/ERK1/2 llevando a la postetior expresion, secrecion, y activacion de MMP9 (Modelos
propuestos 2: Via Sefializaciéon 2); y por otro a la via de c-Stc¢/HER1/STATSb
desencadenando la expresion de MMP2 (Modelos propuestos 2: Via de Sefializacion 1).
Finalmente esto conducirfa a la invasiéon celular de las MDA-MB-231 expuestas al pesticida.
Estudios posteriores, bloqueando los efectos del toxico sobre las MMP2 y 9 deberan realizarse
para confirmar la implicancia de la actividad de dichas enzimas en la invasion estimulada por el
HCB.

Con el fin de continuar analizando los efectos del pesticida sobre la progresiéon tumoral en cancer

de mama nos propusimos evaluar su accién en ensayos zz vivo. Para ello, utilizamos dosis del
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pesticida similares a las que previamente habian tenido un efecto androgénico en prostata de
ratones (Ralph et al., 2003). Entonces, nos propusimos utilizar un modelo de xenotransplante con
las MDA-MB-231 en ratones BALB-c atimicos, en el cual observamos que el HCB estimula el
crecimiento tumoral primatio, en forma significativa en dosis de 0.3 y 3 mg/kg p.c. Acorde con
los resultados obtenidos 7z vitro, demostramos que el tratamiento con el pesticida (0.3, 3 y 30
mg/kg p.c) incrementa la fosforilacion en Y416-c-Stc, Y845-HER1, ERK1/2 y Y699-STAT5b y
los niveles de proteina de MMP2 y 9 en los tumores derivados de las MDA-MB-231. A pesar de
que se acepta que las MMPs estan especialmente implicadas en el proceso metastasico dado que
degradan proteinas estructurales de la ME, otros autores sugieren que estas enzimas ademas
tienen una funcién mas compleja en la formacién del tumor, desarrollo y progresion
especificamente a través de la regulacion del crecimiento, de la apoptosis y angiogénesis (Manes
et al., 1997; Levi et al., 1996; Stetler-Stevenson 1999). Por ende, podriamos especular que la
accion del HCB sobre el volumen tumoral podria 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. Quizas a esta dosis el pesticida, ademas de activar las vias
en estudio y de aumentar la expresion de las MMPs, desencadene otras vias de sefalizacion que

conduzcan a un aumento de la apoptosis de algunas células tumorales.

En el modelo aqui estudiado, podemos hipotetizar que el pesticida estimularfa las vias de c-
Stc/HER1/STAT5b y HER1/ERK1/2 llevando a la expresion 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 podria favorecer el crecimiento tumoral
inducido por el HCB. Se ha discutido previamente la importancia de HER1 y c-Src en cancer de
mama. Respecto a la STAT5b, Kazansky et al. (2003) han sugeridon que existe una correlacion
entre la activacion de ésta proteina y la progresion tumoral en cancer de prostata, proponiéndola
como un posible blanco terapéutico. Especificamente, estos autores reportan que la
sobreexpresiéon de una forma inactiva de STAT5b en la linea celular de cancer de prostata
metastasica C2H, bloquea la progresion del ciclo celular, disminuye la proliferaciéon e inhibe su
potencial invasivo zz vitro y la habilidad de formar tumores en ratones atimicos. 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 linea NIH-3T3 (Kazansky y Rosen, 2001).
Por otro lado, estd ampliamente estudiada la implicancia de ERK1/2 en la progresion tumoral en
cancer de mama (Whyte et al., 2009).

Teniendo en cuenta la accion del toxico sobre la invasion celular en las MDA-MB-231, 21 vitro, el
paso siguiente fue analizar la capacidad metastasica de los tumores derivados de las MDA-MB-
231 en animales intoxicados con HCB. Desafortunadamente por problemas metodolédgicos, no
logramos demostrar con claridad los efectos del pesticida en la metastasis en este modelo, ya que
obtuvimos un bajo nimero o ausencia de metastasis en la mayoria de los ratones. Sin embargo,
en este modelo observamos que en pulmén al tratar con HCB muy pocos animales del total

presentaron metastasis, no observandose ninguno para el grupo control.
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Con el objetivo de obtener resultados concluyentes al respecto, realizamos diferentes abordajes
experimentales utilizando para ello dos modelos diferentes, uno de metastasis espontanea y otro
de metastasis experimental. En el modelo de metastasis espontanea singenéico, en el que
trasplantamos la linea tumoral C4-HI en ratones BALB-c pusimos en evidencia el efecto del
toxico sobre la metastasis en pulmoén, demostrando un aumento en el numero de focos
metastaticos en dicho 6rgano 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 metdstasis en higado. No pudimos

observar micrometastasis en ganglio axilar linfatico en ningun raton.

Por otro lado, en un modelo de metastasis experimental, en el que se inocula la linea celular LM3
en la vena de la cola de ratones BALB-c previamente tratados con HCB, demostramos que el
toxico (3 mg/kg p.c.) aumenta el nimero de metdstasis de mayor tamafio en pulmén. Sin
embargo, el hecho de que no se observen diferencias a nivel del nimero de focos metastaticos
totales, creemos que se debe a los altos niveles obtenidos para este parametro (comparar con los
resultados obtenidos con el modelo de las C4-HI en BALB-c). El incremento en el numero de
macrometastasis de mayor tamafio observado en pulmoén puede deberse a que el HCB acelere el
proceso invasivo, permitiendo que los focos se formen antes, teniendo mas tiempo para crecet.
Otras posibles explicaciones son que el pesticida favorezca la proliferaciéon en los nichos
metastaticos; 6 simplemente que los focos de mayor tamafio observados sean el producto de la
fusiéon de varios focos pequefios. Teniendo en cuenta la dltima hipétesis no se descartarfa que al

igual que en el modelo anterior, el toxico estuviera incrementando el nimero de metastasis.

En resumen, las dosis efectivas para los ensayos de metastasis han sido con HCB 0.3 y 3 mg/kg
p.c. A pesar de las complicaciones metodoldgicas, de utilizar abordajes experimentales diferentes,
el empleo de estos modelos para el estudio del proceso metastasico nos ha permitido demostrar
que el HCB favorece el desarrollo de metastasis en pulmén en los dos ensayos 7z vivo abordados
(metastasis espontanea con C4-HI y metastasis experimental). Esto hace que los resultados
obtenidos en nuestro trabajo sean mas robustos, ya que no dependen de un sélo modelo

experimental, o de una tnica linea celular tumoral especifica.

Se han reportado estudios que demuestran que algunos compuestos organoclorados favorecen el
proceso metastasico en cancer de mama. Liu et al, (2010) reportaron que el tratamiento con
bifenilos policlorados (PCBs) de las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7 induce la migracion
celular zz vitro, e incrementa la capacidad metastasica de las MDA-MB-231 en higado y pulmoén,
vivo, al activar la quinasa asociada a Rho (ROC). En ensayos  vitro se observé que el tratamiento
con TCDD de las MCF-7 producia alteraciones morfolégicas como la aparicién de lamelipodios
y mayor motilidad asociadas a una reorganizacion del citoesqueleto de actina y a una disminuciéon
en la expresion de caderina E (Barouki et al., 2007). A su vez, se ha reportado que el tratamiento
con 7,12 dimetilbenzantraceno de una linea celular de cincer de mama murina rel-3983 induce la
TEM a través de la activacion de NFKB (Shin et al., 2006). Eum et al. (2004) sugieren que el PCB
104 podria contribuir al desarrollo de metastasis en cancer de mama, ya que en estudios 7 vitro

observaron que este compuesto induce la expresion de VEGF, la hiperpermeabilidad de la linea
endotelial HMEC-1, y la migraciéon transendotelial de las MDA-MB-231. Otros estudios
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demuestran que la TCDD inhibe las uniones intercelulares GAP en las células de cancer 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 mas alta ensayada, no alterando asi 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 antiprogestagenos,
tamoxifeno y estrogenos (Lanari et al., 2009). Se conoce que la gran mayoria de los tumores de
mama es inicialmente hormono-dependiente, y en estos casos los estrogenos juegan un rol crucial
en su desarrollo y evoluciéon inicial (Russo et al., 2003). Sin embargo, se sabe que con la
progresiéon tumoral usualmente se da la pérdida de la dependencia hormonal asociada a la
activacion de otras vias, como la del HER1 6 HER2 pasando a tener éstas el papel preponderante
en la evoluciéon de dichos tumores. Si bien en el modelo de xenotrasplante (hormono-
independiente), estudiado con mayor profundidad, creemos que el toxico estarfa estimulando el
crecimiento tumoral al activar las vias de c-Src/HER1/STAT5b y HER1/ERK1/2 e
incrementar los niveles de MMPs; otros mecanismos diferentes podrian estar operando en los
tumores C4-HI. Estudios previos de nuestro laboratorio iz vitro, en la linea celular MCF-7

demostraron que el toxico induce la proliferacion celular y la via de sefializacion de IGFs de una

manera dependiente del REQ (Garcia et al., 2010). Tal vez, un mecanismo similar podria estar
operando en los tumores C4-HI en los ratones BALB-c tratados con el pesticida, llevando esto al
crecimiento tumoral 7z vivo. Estudios posteriores tomando en cuenta estas vias de transduccién de

seflales, permitiran profundizar sobre ello.

Con respecto a las acciones encontradas en funciéon de la dosis del pesticida, en todo nuestro
trabajo observamos que el HCB tiene efecto a dosis bajas y altas, pero en algunos parametros
s6lo a dosis altas o s6lo a dosis bajas. Particularmente en el caso del estudio del crecimiento
tumoral y metastasis zz vivo, encontramos que las dosis efectivas fueron las mas 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 fosforilacion de algunas proteinas inducida por el HCB
(Via de sefializacion c-Src/HER1/STATSb, Resultados Parte I). A su vez, muchos estudios
toxicolégicos asumen una respuesta lineal que parece ser valida para la mayoria de los efectos
(Via de sefializacion HER1/ERK1/2, Resultados Parte I). Sin embargo, en el caso de acciones
asocladas 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 analisis, se
considera que los estudios toxicolégicos relevantes con disruptores endocrinos 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 segun lo reportado por la EPA (USA), las dosis de HCB que
no generan efectos adversos sobre el sistema reproductivo (NOAEL) en las crias 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 dfas y luego

estudian sus efectos en las ctias.

En conclusion, en esta segunda etapa de nuestro trabajo, demostramos que el HCB estimula la
invasion celular, la expresion de MMP2 y 9 y la secrecion y actividad de MMP9 en la linea celular
MDA-MB-231, in vitro. A su vez, evidenciamos el rol esencial de c-Src, HER1 y del RHA en
dichos efectos del téxico. Por otro lado demostramos que el HCB favorece el crecimiento
tumoral mamario y el desarrollo de metastasis en pulmoén utilizando diferentes modelos de
estudio (espontaneo y experimental), asi como metastasis en higado (espontaneo). Todo esto nos

lleva a concluir que el HCB favorece la progresion tumoral en cancer de mama.

El presente estudio, provee una profundizacién en el conocimiento de los eventos moleculares
involucrados en el mecanismo de accion del HCB en la carcinogénesis mamaria. Los resultados
obtenidos en este trabajo sugieren que la presencia y bioacumulacién del HCB en tejidos con alto
contenido graso como la glandula mamaria, hacen de este compuesto un factor de riesgo no soélo
para el desarrollo de tumores sino para la progresion 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 1

Via de sefializacion 1

MIGRACION CELULAR

Via de seiializacion 2

A: Dosis altas de HCB
B: Dosis bajas de HCB

MIGRACION CELULAR
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MODELOS PROPUESTOS 2

Via de sefializacion 1

7 Y845
HER1
HCB /

Y699-

STATSb
Via de seializacion 2

EXPRESION DE MMP2

INVASION CELULAR
METASTASIS

ERK1/2

<

EXPRESION, SECRECION Y ACTIVIDAD
DE MMP9

INVASION CELULAR

METASTASIS
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CONCLUSIONES

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

PARTE I

a)

b)

Estimula las vias de sefializacion de ¢-Src/HER1/STAT5b y HER1/ERK1/2 en la linea
celular de cancer de mama humano MDA-MB-231. Observamos que el RHA esta
involucrado en la activacion de c-Stc/HER1/STATS5b a dosis bajas (0.05 uM) y altas (5
uM); mientras que sélo estd implicado en la estimulacién de la via de HER1/ERK1/2 a
dosis altas (5 uM).

Activa las vias de ¢-St¢/HER1/STAT5b y HER1/ERK1/2 a través de mecanismos no

genoémicos del RHA en esta linea celular.

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

PARTE II

)

b)

g)

Induce un aumento en la expresion, secrecion y actividad de MMPY y en la expresion de
MMP2 en las MDA-MB-231, ix vitro.

Estimula la expresion, secrecién y actividad de MMP9 por la via HER1/ERK1/2,
mientras que aumenta la expresién de MMP2 por el camino de c-Stc/HER1/STAT5b.

En dosis de 5 PM, estos efectos estan mediados por la unién del pesticida al RHA.

Estimula la invasion de esta linea celular a través de la quinasa de c-Src, HER1 y el RHA.

Incrementa la fosforilacion en Y416-c-Src, Y845-HER1, ERK1/2 y Y699-STAT5b y los
niveles de proteina de MMP2 y 9 en los tumores de mama, en un modelo de

xenotrasplante con la linea celular MDA-MB-231 en ratones BALB-c atimicos.

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

Aumenta el numero de focos metastasicos en pulmén en dosis de 0.3 y 3 mg/kg p.c., y en
higado en dosis de 0.3 mg/kg p.c. en el modelo de metastasis espontinea singenéico, con
la linea tumoral C4-HI en ratones BALB-c.
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h) En dosis de 3 mg/kg p.c., aumenta el tamafio de las metdstasis en pulmén en un modelo

de metastasis experimental, con la linea celular LM3 en ratones BALB-c.
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