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Abstract

Hexachlorobenzene (HCB) is a widespread environmental pollutant and an endocrine disruptor. Chronic
exposure of humans to HCB elicits porphyria, neurologic symptoms, immune disorders and thyroid
dysfunctions. It is a dioxin-like compound and a weak ligand of the AhR (aryl hydrocarbon receptor),
a transcription factor that modulates genes related to detoxification, proliferation, migration and inva-
sion. This study was carried out to revise the results of HCB action on mammary gland and breast cancer,
summarizing the main ideas of its mechanism of action. HCB increases tumor development and active
c-Src/EGFR (epidermal growth factor receptor) signaling pathways, while reducing tyrosine537-ER-alpha
(estrogen receptor-alpha) phosphorylation, and promoting a phenotype with enhanced malignancy and
lung metastasis in different animal models. In a rat mammary gland, HCB promotes an estrogenic micro-
environment by activation of ER-alpha and Insulin/IGFs (insulin growth factors) pathways. HCB induces
cell proliferation, promoting cell cycle progression and enhancing cyclin D1 expression and c-Src/p27
interaction in (ER-alpha) MCF-7 human breast cancer cell line. In (ER-alpha)(-) MDA-MB-231 breast can-
cer cells, the pesticide enhances cell migration and invasion as well as metalloproteases and TGF-betal
(transformig growth factor-betal) expression. In conclusion our current study suggests that alterations
in the estrogenic microenvironment may influence the biological behavior of mammary gland or breast
tumors, leading to preneoplastic lesions or enhanced malignancy, respectively. Our findings suggest
that HCB may be a risk factor for human breast cancer progression.

Key words: hexachlorobenzene, endocrine disruptor, breast cancer, aryl hydrocarbon receptor, c-Src kinase,
metastasis, transforming growth factor beta

Resumen

El hexaclorobenceno (HCB) es un contaminante ambiental ampliamente distribuido y un desorganizador
endocrino. Su exposicion crénica en seres humanos produce porfiria, sintomas neurolégicos, trastornos
inmunitarios y disfunciones tiroideas. Es un agonista débil del receptor de hidrocarburos aromaticos
(AhR), un factor de transcripcion que modula genes relacionados con el metabolismo de xenobidticos,
la proliferacion, la migracién y la invasién. Nuestro objetivo es revisar los efectos del HCB en la glandula
mamaria y el cdncer mamario, resumiendo los principales mecanismos de accion. El HCB aumenta el
desarrollo tumoral y activa vias de sefalizacion de c-Src/receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), mientras que disminuye la fosforilacion de tirosina 537/receptor de estrégenos alfa (RE-alfa),
promoviendo un fenotipo de mayor malignidad y metastasis pulmonar en diferentes modelos con ani-
males. En la glandula mamaria de rata genera un microambiente estrogénico por activacion del RE-alfa'y
las vias de insulina/factores de crecimiento similares a la insulina (IGF). En células de cancer mamario hu-
manas MCF-7 (RE-alfa) induce proliferacién celular, promoviendo la progresion del ciclo, aumentando
la ciclina D1y la interaccién p27/c-Src. En MDA-MB-231 (-RE-alfa) estimula la migracién e invasion, asi
como la expresién de metaloproteasas y factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-beta 1). Estos
estudios indican que las alteraciones en el microambiente estrogénico podrian influir el comportamiento
biolégico de la glandula mamaria y los tumores, lo que provoca lesiones preneoplasicas o aumento en
la malignidad tumoral mamaria. Nuestros hallazgos sugieren que el HCB podria ser un factor de riesgo
para la progresién del cancer de mama humano.

Palabras clave: hexaclorobenceno, desorganizador endocrino, cancer de mama, receptor de hidrocarburos
aromaticos, c-Src quinasa, metastasis, factor de crecimiento transformante-beta 1

sertan en la cadena tréfica y suponen un alto riesgo para
la salud humana. Entre estas sustancias se encuentran los
pesticidas organoclorados, los bifenilos policlorados (PCB,
por su sigla en inglés) y los compuestos tipo dioxina ca-

para satisfacer las necesidades crecientes de la produc-
cion agricola. Un grupo de estas sustancias quimicas son
muy resistentes a la degradacién, por lo que se los conoce
como contaminantes organicos persistentes, ya que se in-
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paces de unirse al receptor de hidrocarburos aromaticos
(AhR, por su sigla en inglés), como la 2,3,7,8-tetracloro-
dibenzo-p-dioxina (TCDD) y el hexaclorobenceno (HCB).
Debido a su estructura, estos compuestos son altamente
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lipofilos, se concentran en el tejido adiposo y el suero,
atraviesan la placenta y se acumulan en leche materna.'
Algunos de estos compuestos se comportan como des-
organizadores endocrinos (DE), ya que interfieren con la
sintesis, el metabolismo o la accién de diferentes hormo-
nas.? Los DE pueden antagonizar o activar la accién de
estrégenos por diferentes mecanismos: union al receptor
de estrogenos (RE), alteracion de su sintesis modulando
la aromatasa o activacion de otros factores de transcrip-
cion.>> Entre los DE encontramos el bifenol A (BPA, por
su sigla en inglés), el diclorodifeniltricloroetano (DDT) y
el glifosato.

La exposicion de poblaciones humanas a los DE altera
el desarrollo normal de la glandula mamaria y se con-
sidera un factor de riesgo para el cancer dependiente
de hormonas.® Se estima que mas del 80% de casos de
cancer de mama, sin antecedentes familiares, podrian
estar asociados con factores ambientales.” Varios infor-
mes han sugerido una asociacion directa entre la exposi-
cion a compuestos organoclorados y el riesgo de cancer
mamario.® Segun otros autores, el andlisis de datos de
poblaciones humanas fracasa en proveer una evidencia
firme de asociacién causal entre los niveles de exposicion
a los DE y el riesgo de cancer de mama.® Otros estudios
mostraron mayores niveles de pesticidas organoclorados
en pacientes con cancer de mama, en comparacién con
sujetos sanos.'® Se observé una fuerte asociacion entre la
incidencia de recidiva de cancer mamario y altos niveles
séricos de p,p-diclorodifenildicloroetileno (DDE) y HCB.™
Asimismo, otros investigadores'? hallaron que el cancer
de mama independiente de estrégenos fue mas frecuen-
te en pacientes con mayores niveles de HCB en sus adipo-
citos. Por otra parte, se observd una correlacion positiva
entre el riesgo de cancer de mama y las concentraciones
séricas de beta-hexaclorociclohexano (beta-HCH), HCB y
PCB.™

En un estudio llevado a cabo en la Argentina, los com-
puestos mas frecuentemente detectados en el tejido adi-
poso mamario de pacientes con cancer de mama fueron
DDE, HCB y beta-HCH, y se observé una correlacion po-
sitiva entre los tumores que expresaban el receptor de
progesterona (RP) y los niveles de organoclorados en el
tejido adiposo adyacente.' También se informo una aso-
ciacion positiva entre las concentraciones de HCB en adi-
pocitos y marcadores pronosticos tumorales como RE y
RP, y una asociacion negativa con cadherina E 'y p53."> Sin
embargo, en un estudio realizado en Japon no se observo
aumento del riesgo de cancer mamario en mujeres con
altos niveles de organoclorados en suero.'®

El HCB es un contaminante ambiental ampliamente
distribuido y si bien su uso como fungicida fue prohibido
en la Argentina en el afio 2000, actualmente se libera al
ambiente como subproducto de procesos de cloracién.'’
La principal fuente de exposicion global de la poblacion
humana es a través del consumo de alimentos contami-
nados, como productos lacteos, pescados y carne. Ade-
mas, también puede tener lugar a través de la inhalacién
de aire contaminado, por contacto dérmico, exposicion
en el Utero o a través de la lactancia.' Una vez absorbido,
por su caracteristica lipdfila, el HCB se distribuye en érga-
nos y tejidos con alto contenido lipidico, como glandula
mamaria, higado, tiroides, tejido adiposo y ovarios.' En
un estudio reciente, de 2016, se encontré HCB en el aire
cercano a la costa del Océano Atlantico, en la provincia
de Buenos Aires.?® En otro trabajo publicado en 2017, se
informé que el HCB fue el sequndo organoclorado mas
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frecuente en suero de puérperas en Ushuaia, Argentina
(8.7 ng de HCB/g de grasa).?! Situaciones similares se re-
gistran en otros pafses del mundo, ya que se detecté HCB
en el suero de cordén umbilical y en el suero materno
en poblaciones de China,?? asi como en el suero de re-
sidentes en Francia? y en Italia.?* Es importante destacar
que los niveles de organoclorados acumulados en el te-
jido graso implican que el individuo ha estado expuesto
a lo largo de su vida, pudiendo o no estarlo al momento
de la toma de la muestra. Sin embargo, los niveles de
organoclorados existentes en el suero, indican una conta-
minacién cercana al momento de la toma de la muestra.
La exposicién cronica al HCB se considera un problema
de salud publica, debido a que se asocia con efectos ad-
versos como sintomas neurolégicos,? trastornos inmuni-
tarios?® y disfunciones tiroideas.?” Asimismo, el HCB ha
sido clasificado como probable carcinégeno humano.? Es
por ello que la regulacion de esta sustancia por parte de
los organismos gubernamentales es importante para la
proteccién de la salud humana, de todos los organismos
vivientes y del medio ambiente en general.

Mecanismo de accién de los compuestos tipo
dioxina

El HCB es un toxico tipo dioxina debido a que presenta
afinidad por el receptor AhR, se acumula en los tejidos
grasos y estimula la expresiéon de enzimas que detoxifican
xenobidticos.?® Debido a su lipofilicidad, estos contami-
nantes atraviesan las membranas y dentro de las células
los toxicos se unen al AhR que se encuentra en el citosol
formando un complejo con la ¢-Src quinasa y protefnas
chaperonas. Una vez unido (téxico-AhR), se desenca-
denan dos posibles caminos: uno de membrana y otro
nuclear. En el camino de membrana, se libera y activa
la proteina c-Src, que estimula receptores de factores de
crecimiento (RFC).3® La c¢-Src es un protooncogén impli-
cado en la aparicion de diferentes tipos de cancer hu-
mano.?" Por otro lado, en el camino nuclear, el complejo
toxico-AhR transloca el nucleo, modulando la expresion
de genes implicados en el metabolismo de xenobidticos,

la proliferacion, la migracion, la invasiéon y la angiogéne-
sis.32:33

Efectos del HCB en la glandula mamaria

La glandula mamaria atraviesa distintas etapas de re-
modelacion en su desarrollo. En ratones, el desarrollo de
este 6rgano comienza en el embrién, donde se forma
una glandula rudimentaria con los primeros conductos.
Luego, estos se invaginan para dar lugar a las yemas ter-
minales (TEB, por su sigla en inglés). En la pubertad, por
la accion de los estrégenos, a partir de las TEB los con-
ductos mamarios contintian ramificandose hasta formar
la glandula mamaria completa. Durante el embarazo se
incrementa aun mas la ramificacion de los conductos.
Al final de la prefiez y durante la lactancia, por accién
de la progesterona y la prolactina, se forman los alvéo-
los mamarios en el extremo de cada conducto que tiene
el epitelio secretor.?* Este proceso estd orquestado por
hormonas, como estrégenos, progesterona y prolactina,
y factores de crecimiento, como el factor de crecimiento
tipo 1 similar a la insulina (IGF-1), el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento transformante
betal (TGF-beta1). A su vez, las metaloproteasas (MMP)
degradan la matriz extracelular permitiendo la migracion
de células epiteliales para formar nuevos conductos ma-
marios. La glandula mamaria madura estd compuesta de
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dos compartimentos celulares: un epitelio dindmico que
atraviesa ciclos de proliferacion, diferenciacién y apopto-
sis en respuesta a las sefales locales y endocrinas, y un
estroma adyacente compuesto de fibroblastos, células
endoteliales y adipocitos.®*

En estos ultimos afios se ha observado que muchos
pesticidas sintéticos, detergentes y cosméticos que se
han convertido en contaminantes ambientales, alteran
la funcion endocrina.® En particular, los compuestos
organoclorados, a pesar de tener una afinidad relativa-
mente baja por el RE, presentan una potente actividad
endocrina. Esto se debe a su gran concentracion en tejido
adiposo mamario, dada por su alta lipofilicidad y resis-
tencia a la biodegradacién. Por otro lado, los xenoestro-
genos pueden promover afecciones reguladas por estro-
genos® al modular los niveles de hormonas o alterar el
mecanismo de los receptores.® Al respecto, en nuestro
laboratorio hemos observado que el tratamiento de ratas
Sprague-Dawley con HCB (100 mg/kg de peso corporal
[p.c.]) durante 45 dias, produce cambios en la morfologia
de la mama normal, induciendo hiperplasia celular en los
|6bulos e incrementando el nimero de conductos mama-
rios.3” Estas alteraciones histoldgicas se podrian asociar
con el incremento en la activacién y en la expresion pro-
teica de receptores de IGF-1 y de insulina, encontrados
en las mismas muestras de glandulas mamarias expuestas
al pesticida.?” Se ha informado que tanto el receptor de
IGF-1 como el de insulina estimulan la proliferacién de
células normales y neoplasicas de glandula mamaria.®3°
En estudios de otro grupo de investigacion, se observé
un aumento en la expresion de la Akt y una reduccion en
los niveles de conexina 43 (Cx43) en células de glandu-
la mamaria de ratas expuestas en forma crénica al HCB.
Por otra parte, en ensayos in vitro, los mismos autores
comunicaron que el tratamiento de células de mama hu-
manas MCF-12A con HCB durante siete dias, activo la
Akt pero no produjo cambios en la Cx43.%° Las conexinas
forman canales intercelulares que unen el citoplasma de
dos células adyacentes, permitiendo la transferencia de
iones y pequefnas moléculas. Debido a su importancia pa-
ra mantener las funciones celulares, la perturbacion en la
expresion de conexinas estd involucrada en la etiologfa y
progresion del cancer.!

Numerosos trabajos realizados con células de cancer de
mama muestran que la expresion de Cx43 esta disminui-
da.* Asimismo, la hiperactivacion del camino de sefializa-
cion de fosfoinositol 3 quinasa (PI3K)/Akt fue identificada
como un fuerte contribuyente a la tumorigénesis en dife-
rentes tipos de cancer, como el de glandula mamaria.*
Asimismo, en otro estudio con ratas expuestas al HCB
(100 mg/kg p.c.), nuestros resultados mostraron un in-
cremento en el numero de TEB y en células estromales
(hipercelularidad del estroma) de la glandula mamaria.*
Estas alteraciones fueron acompanadas por un aumento
en la activacion de la c-Src quinasa y del receptor de fac-
tor de crecimiento epidérmico (EGFR) y por la interaccion
fisica entre estas dos moléculas y, ademas, por la interac-
cion entre c-Srcy el receptor de estrégenos alfa (RE-alfa),
que lleva a su activacion.* Se ha comunicado que el RE-
alfa es activado por la proteina quinasa c-Src en ratones,
y esta activacion es requerida para desencadenar la sinte-
sis de ADN vy el crecimiento tumoral.*> Ademas, el EGFR
estimula el crecimiento y la progresion tumoral porque
activa diferentes caminos de sefalizacion asociados con
la proliferaciéon, angiogénesis, invasion y metastasis.* Los
resultados obtenidos avalan la hipotesis de que el HCB
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genera un microambiente estrogénico que puede alterar
el desarrollo normal de la glandula mamaria, al activar
la via del RE-alfa, asi como de receptores de factores de
crecimiento como el de IGF-1, la insulina y el EGFR, des-
encadenando la aparicién de lesiones preneoplasicas, que
son consideradas estructuras premalignas y precursores
de lesiones neoplasicas.

Las investigaciones acerca del AhR comenzaron debi-
do a su papel en los efectos tdoxicos de contaminantes
ambientales, descubriéndose mas tarde su importancia
en funciones fisiolégicas normales, como el desarrollo
embrionario, la regulacién del ciclo celular y la respuesta
inmunitaria.*’* A su vez, otros investigadores demostra-
ron que la inactivacion de dicho receptor impide el desa-
rrollo normal de la glandula mamaria y, por lo tanto, la
lactancia.*® Tomando en cuenta estos antecedentes, nos
propusimos realizar ensayos con ratones C57/B16 +/+y
-/- para el AhR, y exponerlos al HCB (3 mg/kg p.c.) duran-
te 21 dias, debido a que la pubertad es el momento clave
cuando tienen lugar la mayoria de las alteraciones en la
morfogénesis mamaria.>® Demostramos claramente que
el tratamiento con HCB incrementa la hiperplasia ductal,
la proliferacion celular, la localizacion nuclear del RE-alfa,
la densidad de la ramificacién de los conductos mamarios
y el nimero de TEB.>" Observamos también que los rato-
nes AhR-/- presentaban hiperplasia ductal y un aumento
en el tamano de la mama, en ausencia del tratamiento
con HCB. Dichos resultados podrian estar relacionados
con la reduccion de los niveles de expresion del AhR en
las células epiteliales mamarias AhR+/+ tratadas con el
pesticida, informados en ese mismo trabajo.>! Estos resul-
tados apoyan la idea de que el AhR juega un papel clave
como inhibidor de la proliferacién en la glandula mamaria
normal.* La informacién acumulada ha demostrado que
la interaccion entre las células epiteliales y el estroma es
critico en el desarrollo de la glandula mamaria.*® En el
estroma tumoral los fibroblastos adquieren un fenotipo
activado, que puede ser identificado por alta expresion
de la proteina alfa-actina de musculo liso (alfa-SMA).>?
En ese mismo estudio, observamos que la exposicion al
HCB (0.05 pM) induce migracién en células epiteliales de
glandula mamaria de raton NMuMG. Asimismo, el HCB
(5 pM) incrementa el contenido de alfa-SMA en los fibro-
blastos de glandula mamaria, transformandolos hacia un
fenotipo activado encontrado en el estroma de céncer de
mama. Ambos efectos del pesticida fueron dependien-
tes de la presencia del AhR. Por lo tanto, demostramos
gue concentraciones ambientalmente relevantes de HCB
in vivo (3 mg/kg p.c.) e in vitro (0.05-5 pM) modulan las
vias de sefalizacion del AhR y del TGF-beta1, que pueden
contribuir a alterar la morfogénesis de la glandula mama-
ria, llevando a la adquisicién de lesiones preneoplasicas®’
(Figura 1Ay B).

Acciones del HCB en tumores de mama'y
células de carcinoma mamario en etapas
iniciales

El cancer de mama es la enfermedad neoplasica mas
comun en las mujeres y comprende mas de una tercera
parte de todos los nuevos casos de cancer detectados en
las mujeres de las sociedades occidentales. Asimismo, se
presenta como la primera causa de muerte por tumores
entre las mujeres.>® En la Argentina se producen 5600
muertes por afo por cancer de mama, y luego de Uru-
guay, nuestro pais es el lugar de América con la tasa de
mortalidad mas alta por cancer de mama.>* Los tumores
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Figura 1. Esquema de los mecanismos de accion del hexaclorobenceno (HCB).

A) Modelos sensibles a estrégeno: en células MCF-7 (0.005-0.05 pM) y en glandula mamaria de rata el HCB ingresa en la célula y activa la c-Src. Esta, a su
vez, fosforila a RE-alfa en Tir-537 y a RFC (RI, IGF-1R), estimulando a sus efectores STAT5B, Akt2 y ERK1/2, e incrementando la proliferacién celular y la
hiperplasia en la glandula mamaria. Desconocemos si estos efectos involucran al AhR. B) Modelos independientes de estrégeno: En tumores mamarios y en
células tumorales MDA-MB-231, el HCB se une al AhR y se desencadenan dos caminos: por un lado, activa c-Src, que fosforila a RFC (EGFR, receptor de
TGF-beta1), activando sus efectores (p38, STAT5B, JNK, ERK1/2, Smad) y los procesos asociados: migracion, invasion, proliferacion, crecimiento tumoral
y angiogénesis; por otro lado, se activa la via nuclear aumentando la expresion de TGF-beta1l en MDA-MB-231, y de COX-2 y VEGF en células endoteliales
HMEC-1, que también pueden estimular algunos de los procesos antes mencionados.

mamarios se clasifican segun factores histolégicos y clini- ~ demostrar que el téxico estimula la proliferacién modu-
cos, tales como el tamafio, el grado tumoral, su estadio y lando el ciclo celular.>”
su capacidad de formar metastasis en los ganglios linfati- Se sabe que los estrogenos producen una amplia ga-

cos. A su vez, se clasifican inmunohistoguimicamente por ~ ma de efectos bioldgicos y son un fuerte estimulo para
la expresion de marcadores como el RE, el RP, el EGFR y la proliferacion celular en la glandula mamaria. A su vez,
el EGFR2/HER-2/ErB2. Generalmente, los tumores RE+y  la accion estrogénica es responsable de la progresion de
RP+ tienen un buen prondstico ya que responden a late-  células en el ciclo celular para su pasaje de la fase G1
rapia hormonal; mientras que los tumores mamarios RE-, a la S, ingresando de esa manera en la duplicacion del
RP-, HER-2- (triple negativos) que suelen sobreexpresar el ADN.%8 Las ciclinas y las CDK (quinasas dependientes de
EGFR, no responden a la terapia hormonal y presentan ciclinas) regulan el ciclo celular. Estas proteinas estan re-
un peor prondstico al tener una alta tasa proliferativa y ~ guladas por inhibidores especificos, tales como la p27.
mayor capacidad metastasica.>® Luego de una sefial antimitogénica, la proteina p27 se

En nuestro laboratorio hemos estudiado en profun- une al complejo ciclina D1-CDK4 para inhibir su actividad
didad las acciones del HCB en el cancer de mama. En catalitica, evitando la entrada al ciclo celular.>® Al respec-
un primer estudio, in vivo, usamos un modelo de ratas to, en nuestro trabajo observamos que la exposicién de
Sprague-Dawley tratadas con N-nitroso N-metilurea  células MCF-7 a dosis bajas de HCB (0.005 pyM) activa
(NMU), un carcindbgeno que induce tumores mamarios la c-Src quinasa, la cual se asocia con p27, evitando su
que expresan RE+, RP+ y EGFR+. La administracion de  translocacion al nucleo, y con ello promueve el aumento
HCB (100 mg/kg p.c.) durante 45 dias sin la inyeccion de la ciclina D1 que estimula el pasaje a la fase S del ci-
previa de NMU, no generd tumores mamarios. Las ratas clo celular.”” Estos ultimos resultados demuestran que el
previamente tratadas con NMU fueron expuestas al HCB HCB, en dosis bajas, actia como un xenoestrégeno en
(grupo NMU-HCB), y encontramos un incremento en la las fases tempranas del cancer de mama, favoreciendo la

incidencia tumoral, en el volumen y la velocidad de creci- proliferacion celulary, por ende, el crecimiento tumoral al
miento tumoral, asi como en el nimero de tumores por  activar el RE-alfa y la c-Src quinasa. Ademas, a las mismas
rata. A su vez, el tratamiento con HCB aumentaba la ati- dosis incrementa la expresion de los receptores de IGF-1

pia celular en los tumores mamarios de ratas NMU-HCB y de insulina (Figura 1).

respecto de los de las ratas NMU.?” Estas observaciones

demuestran que el HCB tiene un efecto cocarcinogénico ~ Efectos del HCB en tumores mamarios y células
junto con el NMU. En otro estudio més reciente demos-  de cancer de mama en etapas avanzadas
tramos que, en los tumores de ratas NMU-HCB, el tdxico Se conoce que los pacientes con cancer, en general,
estimula la via de sefnalizacion de c-Src/EGFR, pero dismi- no mueren por el tumor primario, sino por la aparicion
nuye la actividad del RE-alfa, transformando los tumores de las metdstasis que se generan a partir de este. Es por
hacia un fenotipo de mayor malignidad.* Seguidamente, ello que nos resultd fundamental estudiar la accion de la
con el objetivo de estudiar el efecto directo del pesticida ~ exposicion al pesticida en esta etapa de la progresion tu-
sobre las células de carcinoma mamario, expusimos la li- moral. De esta manera, utilizamos la linea celular de can-
nea celular de cancer de mama humano MCF-7 (RE-alfa+) cer de mama humano MDA-MB-231, que no expresa el
a diferentes dosis de HCB (0.005-5 uM). Las células MCF-7 RE-afa y sobreexpresa el EGFR, representando un tumor
representan un modelo tumoral en las primeras etapas de mama mas avanzado, con caracteristicas metastasicas.

de desarrollo, dependiente de hormonas, no metastasico. Durante la progresion tumoral, las células epiteliales se
Demostramos que el toxico tiene efecto estrogénico en desprenden del tumor primario, se adhieren e invaden
dosis bajas (0.005-0.05 pM) al activar el RE-alfa, llevan- el estroma adyacente y atraviesan los vasos sanguineos

do a la estimulacion de la via del receptor de IGF-1y a para luego, eventualmente, formar tumores secundarios
la proliferacion celular.*® Recientemente, profundizamos 0 metastasis. Las MMP son una familia de endopeptida-
sobre el efecto estrogénico del HCB en células MCF-7, al sas que, al degradar la matriz extracelular, desempefian
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un papel protagoénico en los procesos de invasion y me-
tastasis.®® Las gelatinasas A (MMP2) y B (MMP9) estan
asociadas con el incremento de la malignidad de la cé-
lula tumoral porque son las Unicas capaces de degradar
el colageno de tipo IV que forma parte de la membrana
basal.®” Al respecto, demostramos que la exposicion de
células MDA-MB-231 al HCB (0.005, 0.05, 0.5y 5 uM)
aumenta la expresion y activacion de la ¢-Src quinasa y el
EGFR.®2 Ademas, observamos que el pesticida induce la
migracion e invasion celular, aumentando los niveles y la
actividad de MMP2 y MMP9. También, encontramos que
el AhR, la c-Src quinasa y el EGFR estuvieron involucrados
en estos procesos desencadenados por el pesticida.5263
Seguidamente, nos planteamos evaluar si el toxico po-
dria alterar la metéstasis, usando diferentes modelos con
animales para cancer de mama, expuestos al HCB (0.3, 3
y 30 mg/kg p.c.) durante treinta dias. Utilizamos un mo-
delo espontaneo, inoculando tumores mamarios C4-Hl
(RE+ y RP+) en ratones, y observando las metéstasis que
se desprenden desde el tumor primario, hacia pulmones
e higado, por histologia. Luego, empleamos un modelo
experimental, inoculando células de carcinoma mamario
LM3 (RE-, RP-) en la vena de la cola de ratones y anali-
zando las metéastasis pulmonares en forma macroscopica.
Encontramos que el tratamiento de los ratones con HCB
incrementa el crecimiento tumoral y las metastasis pul-
monar y hepatica, favoreciendo la progresién tumoral.®

En la literatura se ha descrito que el TGF-beta1 participa
en la aparicion del cancer.®* El TGF-betal suele tener un
efecto antiproliferativo en la mayoria de las células epi-
teliales y en estadios tempranos del tumor, mientras que
acelera la progresion tumoral y metastasis en los estadios
avanzados del cancer.®® Los altos niveles de TGF-betal
en las células tumorales se correlacionan con mayor ries-
go de metastasis y mal prondstico.®® El TGF-betal es se-
cretado por las células tumorales y se une a su receptor,
desencadenando dos tipos de vias de senalizacion: la de
los Smad o candnica y las vias no candnicas (MAPK).56¢7
Los caminos de sefalizacion celulares del TGF-beta1 y del
AhR interactuan entre si, regulando las proteinas del ciclo
celular.%® Otros autores han demostrado que el TGF-beta
desencadena efectos especificos sobre el AhR, inhibiendo
la expresion y activacion de este receptor en células de
carcinoma pulmonar, mientras que aumenta la funcién
en células de hepatoma.®® Asimismo, el andlisis en siste-
mas celulares y en modelos con animales nulos para el
AhR, ha demostrado que este receptor es relevante para
mantener la actividad del TGF-betal. En otro orden, la
sobreexpresion de esta proteina podria tener un papel en
producir algunos fenotipos identificados en ratones con
AhR disminuido.”® Dado que previamente observamos
que el HCB induce migracion e invasion en las células
MDA-MB-231, seguidamente nos propusimos estudiar la
accion del pesticida en la interaccion entre las vias del
AhR y del TGF-betal en esta linea celular. Los resulta-
dos mostraron que, a cortos tiempos de exposicion (5 a
30 min), el HCB se une al AhR y estimula a la ¢-Src quinasa,
la cual activa el receptor de TGF-betal desencadenando
tanto las vias candnicas (Smad) como las no candnicas
(MAPK). Por su parte, en tiempos mas prolongados (2 a
6 horas), el HCB se une al AhR y luego se transloca al ,
donde induce la expresion del TGF-betal, que se secreta
al medio y se une a su receptor, activandolo. También se
demostré que la activacion de la via del TGF-betal por el
HCB desencadena un aumento en la migracion e inva-
sion, llevando a la linea celular a un fenotipo de mayor
malignidad.”
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La angiogénesis es el proceso fisioldgico por el cual se
forman nuevos vasos sanguineos a partir de vasos preexis-
tentes, y es primordial en algunas afecciones como el can-
cer, tanto para el crecimiento como para la progresién.”
Durante la angiogénesis tumoral, las células epiteliales, es-
tromales y endoteliales secretan factores angiogénicos co-
mo el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF),
gue se une a su receptor de tipo 2 (VEGFR-2) en las cé-
lulas endoteliales. Esto desencadena la activacién del
endotelio vascular al inducir su capacidad de proliferar,
migrar e invadir para poder formar nuevos vasos sangui-
neos.”? Existen varios estudios acerca de los mecanismos
involucrados en el proceso de angiogénesis tumoral, en
algunos de los cuales participan moléculas clave como
el TGF-beta, la ¢-Src quinasa, las especies reactivas del
oxigeno y la ciclooxigenasa 2 (COX-2).”* Tomando en
cuenta los estudios previos de nuestro laboratorio, donde
habiamos observado que la exposicion al HCB favorece
el crecimiento tumoral y las metéstasis, nos propusimos
examinar la accion del téxico sobre la angiogénesis. Utili-
zamos un modelo in vivo, con ratones expuestos al HCB
(0.3, 3y 30 mg/kg p.c.) durante treinta dias, que luego
fueron inoculados con células MDA-MB-231 (RE-alfa-) en
ambos cordones mamarios para evaluar el switch angio-
génico. Esta es una fase prevascular durante el desarrollo
tumoral temprano, en el que muy pocas células tumo-
rales son angiogénicas. Como todos los tumores sélidos
estan neovascularizados en el momento en que se detec-
tan, nos resultd interesante poder evaluar el efecto del
pesticida justamente en este paso del desarrollo tumoral.
Nuestros resultados mostraron que el HCB estimula la an-
giogénesis, incrementando la densidad de los microvasos
en la zona de inoculacién de las células, y la expresion del
VEGF in vivo.” Por otro lado, evaluamos in vitro, en células
microvasculares endoteliales de mama humana HMEC-1,
la accion del HCB (0.005, 0.05, 0.5y 5 uM) sobre la ex-
presion de diferentes factores proangiogénicos, la migra-
cion y la formacion de tubulos. Observamos que el téxico
promueve un aumento en la expresion de la COX-2 y
en la secrecion de VEGF involucrando al AhR, y activa el
VEGFR-2 en células endoteliales HMEC-1. También demos-
tramos que la exposicion al HCB activa dicha linea celular
endotelial incrementando su migracion y la formacion de
tUbulos de manera dependiente del AhR, la COX-2 vy el
VEGFR-2.7> Teniendo en cuenta nuestros resultados, en
ese estudio planteamos la hipétesis de que la exposicion
al HCB, activa el AhR induciendo la expresién de COX-2.
A su vez, la COX-2 estimula la expresion de VEGF que lue-
go, al ser secretado, se une a su receptor VEGFR-2 en la cé-
lula endotelial, activandola y permitiendo asf la formacion
de nuevos vasos sanguineos (Figura 1B).

En nuestros ensayos in vitro empleamos dosis de HCB
de 0.005, 0.05, 0.5 y 5 uyM. Otros autores informaron
niveles de HCB en suero humano de 32 ng/ml, que equi-
valen a 1.1 uM.”® Asimismo, el limite maximo residual
permitido en frutas y verduras, segun las directivas de
la Comision Europea, es de 0.01 pM. Para los ensayos
in vivo, en nuestros primeros trabajos con ratas usamos
100 mg/kg p.c. de HCB; sin embargo, en los siguien-
tes disminuimos las concentraciones de HCB conside-
rablemente para ser comparables con las exposicio-
nes ambientales. En un ensayo realizado con ratas con
500 mg/kg p.c. de HCB por via oral, la concentracion me-
dida de HCB en suero fue de 600 ng/ml,”” por lo cual la
concentracion interna de HCB en nuestras ratas podria ser
de 120 ng/ml, mientras que la comunicada en suero hu-
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mano por To Figueras y colaboradores es de 32 ng/ml.”
En otro trabajo, los niveles de HCB en el suero de puér-
peras fueron de 70.62 ng/g de lipido.?? Recientemente
usamos dosis de HCB de 0.3, 3, 30 mg/kg p.c., ya que
otros investigadores emplearon 5 mg/kg p.c. en ratones,
y observaron efectos androgénicos.”® Por otra parte, las
dosis empleadas en nuestros estudios son similares a las
encontradas en muestras de suero de diferentes pobla-
ciones humanas.??24

Conclusiones y perspectivas

En nuestro laboratorio hemos estudiado exhaustiva-
mente los efectos de la exposicion al HCB en la glandula
mamaria y en diferentes estadios del cancer de mama.
En resumen, nuestros resultados convergen en que la
exposicion a concentraciones ambientalmente relevan-
tes de HCB contribuye a alterar la morfogénesis de la
glandula mamaria, llevando a la adquisicion de lesiones
preneoplasicas. Por otra parte, los numerosos ensayos
realizados con diferentes modelos de cancer de mama
in vitro e in vivo nos llevan a concluir que la exposiciéon
al téxico favorece la progresion tumoral, tanto en etapas
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Las alteraciones en el microambiente estrogénico podrian influir sobre el comportamiento biolégico de la
glandula mamaria y los tumores, llevando a lesiones preneoplasicas o a un aumento en la malignidad tumoral
mamaria.

La autora pregunta

La exposicion al hexaclorobenceno (HCB) incrementa el desarrollo tumoral mamario en diferentes modelos con
animales, promoviendo malignidad y metéstasis pulmonar. El HCB (0.005-0.05 uM) incrementa la proliferacion
en MCF-7 (RE-alfa), sin cambios en MDA-MB-231 (-RE-alfa), lo que indica que depende de RE-alfa. El HCB altera
el ciclo celular en MCF-7 dependiendo de la dosis: 0.005 uM promueven la progresién del ciclo, aumentando la
ciclina D1y reduciendo la localizacién nuclear de p27 por incremento de la interacciéon p27/c-Src; mientras que
5 UM retrasan la progresion del ciclo y promueven la formacién del complejo E-CDK2-p27.

¢{Como afecta el hexaclorobenceno a la progresion del ciclo celular en células MCF-7?
A) No afecta la progresion del ciclo celular.
13) Aumenta en funcién de la dosis.
) Aumenta en dosis bajas.
Q) Disminuye en dosis bajas.

E) Aumenta en dosis altas.
Corrobore su respuesta: www.siicsalud.com/dato/evaluaciones.php/153099
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