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Resumen

Actualmente el cancer de mama es considerado un problema de salud publica a nivel mundial. Diversos estudios
epidemioldgicos han asociado a la obesidad como un factor de riesgo muy importante con el inicio y progresion del
cancer de mama, esto debido al incremento en la produccidn de proteinas por parte de los adipocitos que promueven
un incremento en la migracion e invasion de células cancerosas como la leptina. El proposito del trabajo fue evaluar
el efecto de la leptina sobre la migracion celular, secrecion de metaloproteinasas (MMPs) y la expresion de algunos
marcadores mesenquimales como vimentina en células de epitelio de mama no tumoral. La migracion celular se eva-
lué mediante ensayos por cierre de herida, la secrecion de MMPs fue determinada por zimografia en gelatina y los
niveles de vimentina se determinaron mediante Western blot. Nuestros resultados muestran que leptina induce migra-
cion celular en células MCF10A de una manera dependiente de la dosis. Aunado a esto se observd que leptina pro-
mueve la secrecion de MMP-2, MMP-9 y el incremento en los niveles de expresion de vimentina. Por los anteriores
resultados podemos concluir que la leptina induce la expresion y secrecion de proteinas que participan de manera
activa en eventos relacionados con la transicion epitelio-mesenquimal en células MCF10A.
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Abstract

Currently, breast cancer is considered a worldwide public health problem. Several epidemiological studies have
associated obesity as a very important risk factor with the onset and progression of breast cancer, due to the increase in
protein production by adipocytes that promote an increase in cancerous cell migration and invasion like leptin. Objec-
tive of this study was to evaluate effect of leptin on cell migration, secretion of metalloproteinases (MMPs) and ex-
pression of some mesenchymal markers such as vimentin in non-tumoral breast epithelial cells. Cell migration was
evaluated by wound closure assays, secretion of MMPs was determined by zymography in gelatin and vimentin levels
were determined by Western Blot. Our results show that leptin induces cell migration in MCF10A cells in a dose-
dependent manner. In addition to this, it was observed that leptin promotes secretion of MMP-2, MMP-9 and the in-
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crease in expression levels of vimentin. From the above results we can conclude that leptin induces expression and
secretion of proteins that participate actively in events related to the epithelial-mesenchymal transition in MCF10A

cells.

Keywords: Breast cancer, metalloproteinases, vimentin, migration, leptin

Introduccion

En México, el cancer de mama es la principal causa de
muerte por cancer en mujeres. Estudios epidemiologicos
sugieren que el sobrepeso y la obesidad estan relacionados
con un incremento en el riesgo para varios tipos de cancer,
entre los que destaca el cancer de mama. Se estima que el
20% de las muertes por cancer en mujeres son atribuidas al
sobrepeso y la obesidad (Calle, Rodriguez, Walker-
Thurmond y Thun, 2003), esto debido a que en la obesidad
existe un descontrol metabolico como son estados de hiper-
insulinemia, resistencia a la insulina y sobreproduccion de
proteinas por parte de los adipocitos que pueden actuar

como factores de crecimiento y promover la proliferacion,
migracion, invasion y metastasis de las células cancerosas
(Yakar, Leroith y Brodt, 2005).

Un evento crucial en la metastasis es la transicion epi-
telio-mesénquima [TEM], la cual es un proceso de transdi-
ferenciacion celular de un fenotipo epitelial a uno mesen-
quimal. La TEM esta implicada en la progresion tumoral
hacia un fenotipo maligno de las neoplasias; este proceso
incluye la pérdida de las uniones célula-célula, pérdida de
la polaridad apico-basal y un aumento en las capacidades
migratorias e invasivas de las células. A nivel molecular
existen marcadores de la TEM tales como: disminucion de
la proteina E-cadherina y el incremento de vimentina, la

Figura 1. La leptina induce la migracion de células MCF10A. Panel A. Se utilizaron cultivos celulares de la linea celular
MCF10A a una confluencia total, posteriormente se realiz6 supresion de suero por 4 h y la realizacion de la ralladura con
una punta estéril seguido de una estimulacién con leptina a diferentes concentraciones 0, 100, 200, 400 ng/ml, las fotogra-
fias fueron tomadas a las 48 h después del tratamiento. Panel B. La grafica muestra el area abierta de la herida. Panel C.
Acercamiento de la herida, la comparacion se realizé entre el vehiculo (células sin estimulo) y la mayor concentracion de
leptina (400 ng/ml). La grafica corresponde al analisis estadistico mediante ANOV A obtenido de la medicion del cierre de

herida. Significancia estadistica: * P<0.05, **P<0.01.
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Figura 2. Expresion de vimentina por Western blot. Se utilizaron cultivos celulares de la linea celular MCF10A a una
confluencia total, posteriormente se realizé supresion de suero por 4 h'y tratamiento con leptina a 25, 50, 100, 200 y 400
ng/ml de leptina por 24 h, posteriormente se realizo Western blot para medir los niveles proteicos de vimentina, la com-
paracion se realizo con el vehiculo (células sin tratamiento). La grafica corresponde al analisis estadistico mediante t-

student. Significancia estadistica: * P<0.05, **P<0.01.

secrecion de metaloproteinasas de matriz [MMPs], aumen-
to en la migracion e invasion celular. Vimentina es un
componente de los filamentos intermedios del citoesquele-
to, se le ha relacionado con cambios morfoldgicos hacia un
fenotipo mesenquimal y con el aumento en la migracion
celular. Se ha descrito la sobreexpresion de vimentina en
células mesenquimales por lo que se considera como mar-
cador del fenotipo mesenquimal en células tumorales
(Méndez, Kojima y Goldman, 2010).

Durante la invasion y metastasis las células tumorales
degradan la membrana basal epitelial hasta invadir el es-
troma, posteriormente realizan intravasacion a través de
vasos sanguineos y linfaticos para finalmente extravasarse
y establecer una nueva colonia tumoral. Las metaloprotei-
nasas de matriz [MMPs] son proteinas que participan acti-
vamente en estos procesos, ya que son enzimas con activi-
dad proteolitica, cuyo mecanismo de accion es la degrada-
cion de proteinas de matriz extracelular; las MMPs tipo
gelatinasas [MMP-2] y [MMP-9] son secretadas por las
células tumorales y las que tienen un papel muy importan-
te durante el proceso metastasico (Egeblad y Werb, 2002).

La leptina es una hormona secretada por los adipocitos,
regula procesos celulares como la proliferacion, migracion
e invasion en diversos tipos celulares, su accion es media-
da por la unién el receptor Ob-Rb (Garofalo, Koda, Cas-
cio, Sulkowska, Kanczuga-Koda, Golaszewska, Russo et
al, 2006; Perera, Chin, Duru y Camarillo, 2008). La inter-
accion de leptina con su receptor activa vias de sefializa-
cion intracelulares como las de JAK/STAT3, MAPK y
PI3K contribuyendo a un aumento en la proliferacion y
migracion celular. Sin embargo, actualmente no hay repor-
tes del papel de la leptina como inductora de la TEM en
células de epitelio de mama no tumoral MCF10A. Por lo
anterior el objetivo del trabajo fue evaluar el papel de la
leptina como inductora de la TEM mediante la promocion
de eventos relacionados con el inicio y progresion del can-
cer de mama, incluyendo la secrecion de MMPs, la expre-
sion de vimentina y el incremento en la migracion celular.

Material y métodos

Ensayos de migracion por cierre de herida

En este estudio se utilizd la linea celular de epitelio
mamario no tumoral MCF10A, las cuales fueron crecidas
en medio DMEM/F12 con 5% de suero fetal bovino, 20
ng/ml de EGF, 0.5 ng de hidrocortisona y 10 pg/ml de
insulina. Para la estimulacion celular, los cultivos se some-
tieron a supresion de suero por 4 h y posteriormente se
realizaron ensayos de migracion de dosis-respuesta con
leptina empleando 0, 25, 50, 100, 200, 400 ng/ml durante
48 h de estimulo. Cuando las células alcanzaron confluen-
cia total se les realiz6 una ralladura sobre el cultivo usando
una punta de pipeta estéril. El progreso de la migracion
mediante el ensayo de cierre de herida fue analizado y fo-
tografiado a las 48 h de estimulo usando un microscopio
optico acoplado a una camara fotografica; en este ensayo
se utilizdo AraC (30 uM) como inhibidor de proliferacion,
cada condicion experimental se realizo por triplicado.

Western Blot

Los cultivos celulares de la linea MCF10A fueron lisa-
dos con RIPA para obtener los extractos proteicos; las pro-
teinas fueron separadas en geles de acrilamida al 10% se-
guida por una transferencia a membranas de nitrocelulosa.
Posterior a la transferencia las membranas fueron bloquea-
das usando 5% de leche libre de grasa en buffer de solu-
cion salina (PBS) pH 7.2/0.05% Tween 20, se incubaron
toda la noche con anticuerpo primario (1:1000) a 4°C, las
membranas se lavaron 3 veces con PBS-Tween 0.05% y se
incubaron con anticuerpo secundario (1:5000) por 2 horas
a 22°C en agitacion constante. Las bandas inmunoreactivas
fueron visualizadas con un estuche de quimioluminiscen-
cia (NOVEX). Las bandas fueron identificadas en placas
autoradiograficas. Se empled anticuerpo monoclonal para
Vimentina (clona V9) (Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Santa Cruz CA.).
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Figura 3. Actividad proteolitica de la metaloproteinasa 2 mediante zimografia en gelatina. Se utilizo el medio condiciona-
do (sobrenadantes) de cultivos celulares de la linea celular MCF10A a una confluencia total, posteriormente se realizd
supresion por 4 h 'y tratamiento con leptina a 25, 50, 100, 200 y 400 ng/ml de leptina por 48 h, posteriormente se realizd
zimografia para medir la capacidad proteolitica de la MMP2, la comparacion se realizé con el vehiculo (células sin trata-
miento). La grafica corresponde al analisis estadistico mediante t-student.

Zimografia en gelatina

Para determinar la secrecion de la MMP-2 los cultivos
de MCF10A fueron puestas en supresion de suero por 4
horas y fueron tratadas con 25, 50, 100, 200, 400 y 800 ng/
ml de leptina por 48 h. La actividad proteolitica de la
MMP-2 fue evaluada a partir de los sobrenadantes de los
cultivos en medios condicionados usando geles de acrila-
mida copolimerizados con gelatina 1mg/ml. EI medio con-
dicionado fue mezclado con buffer de muestra para MMPs
(2.5% SDS, 1% sacarosa y 4ug/ml de rojo fenol). Poste-
riormente se realizd una electroforesis a 72 V por 2 h, los
geles fueron lavados tres veces con Triton X-100 al 2.5%
para remover el SDS y se incubaron con buffer de incuba-
cion (50nM Tris/HCL pH 7.4, SmM CaCl,) a 37°C por 48
h. Los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie G-250
al 0.25% (metanol al 30% y acido acético al 10%) por 40
min y posteriormente destefiidos con solucion destefiidora
(etanol 20%, acido acético 15% y agua ultrapura) por 40
min, la actividad proteolitica fue detectada como bandas
claras en el gel, como controles positivos se usaron sobre-
nadantes de las lineas celulares MCF7 y MDA-MB-231.

Resultados

La leptina induce migracion celular en la linea de epitelio
de mama no tumoral MCF10A4

Para evaluar el efecto de la leptina como inductora de
la migracion celular en las células MCF10A se realizod
ensayos de migracion por cierre de herida a dosis de 25,
50, 100, 200 y 400 ng/ml; en el caso de las dosis de 25 y
50 ng/ml de leptina no se observéd una migracion evidente,
mientras que en las dosis de 100, 200 y 400 ng/ml de lepti-
na se observo migracion celular respecto al control; en el
caso de la dosis de 400 ng/ml se observo el cierre casi total
de la herida (véase figura 1).

La leptina induce el aumento en la expresion de vimentina
en células MCF10A4

Analizamos la expresion de vimentina mediante Wes-
tern Blot para determinar sus niveles proteicos tras la esti-
mulacion con leptina, los resultados muestran que los nive-
les de vimentina aumentaron de manera proporcional a las
dosis de leptina, siendo la dosis de 400 ng/ml donde se
observo un incremento de vimentina de mas de 100 veces
respecto al control (véase figura 2).

La leptina induce la secrecion y actividad proteolitica de
la MMP-2

Analizamos la secrecion y actividad proteolitica de la
MMP-2 usando el medio condicionado mediante ensayos
de zimografia en geles copolimerizados con gelatina, reali-
zamos tratamientos empleando dosis de 25, 50, 100, 200 y
400 ng/ml de leptina durante 48 h de tratamiento, observa-
mos que en las dosis de 50 y 400 ng/ml de leptina una ma-
yor secrecion y capacidad proteolitica de la MMP2 (véase
figura 3).

Discusion y conclusiones

La transicién epitelio-mesénquima es inducida por
diversos estimulos como factores de crecimiento y protei-
nas de la matriz extracelular (MEC). Recientemente se ha
identificado a la leptina como inductora de la TEM en cé-
lulas MCF-7 y MDA-MB-231 (Yan, Avtanski, Saxena, y
Sharma, 2012) las cuales son lineas celulares de cancer de
mama poco invasivas y altamente invasivas respectiva-
mente, en células MFC10A no se ha descrito este evento.

En los resultados obtenidos en este trabajo, se observa
que existe un incremento en los niveles de expresion de
vimentina de manera proporcional a la dosis de leptina, lo
cual concuerda con los cambios morfologicos de un fenoti-
po mesenquimal y un incremento en la capacidad migrato-
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ria de las células MCF10A tratadas con leptina. En diver-
sos estudios vimentina se ha relacionado con cambios mor-
fologicos de fenotipo mesenquimal (Méndez et al., 2010;
Gilles, Polette, Zahm, Tournier, Volders, Foidart y Birem-
baut, 1999), aumento en la migracion y adhesion celular; el
mecanismo por el cual favorece el desarrollo de la TEM es
mediante la activacion de Axl, produciendo cambios mor-
foldgicos en la célula de fenotipo mesenquimal favorecien-
do la TEM (Ivaska, 2011, Vuoriluoto, Haugen, Kiviluoto,
Mpindi, Nevo y Gjerdrum, 2011).

La secrecion de MMPs es una caracteristica de las cé-
lulas tumorales las cuales tienen como funcién la degrada-
cion de proteinas de la MEC contribuyendo de esa manera
a la invasion celular, en el caso de la MMP-2 tiene capaci-
dad gelatinasa pudiendo degradar proteinas presentes en la
MEC como un mecanismo para favorecer la migracion e
invasion celular. Por otro lado, las MMPs estan implicadas
en la TEM por su capacidad de contribuir a la progresion
tumoral de las células epiteliales. Como parte de la TEM la
secrecion de MMP-2 ha sido evaluada en células MCF10A
determinando que NF«B regula su expresion (Espinoza
Neira, Mejia-Rangel, Cortes-Reynosa y Perez Salazar,
2012, Martinez-Orozco, Navarro-Tito, Soto-Guzman, Cas-
tro-Sanchez y Pérez, 2010). En nuestros resultados las do-
sis de 50 y 400 ng/ml de leptina fueron las dosis a las que
se observo un incremento de esta capacidad proteolitica de
la MMP-2, estos resultados dan evidencia de la induccion
de la TEM en células MCF10A tratadas con leptina y este
es un modelo que contribuye al entendimiento de lo que
pudiera estar ocurriendo in vivo en mujeres con niveles
altos de leptina y con inicio de tumorigénesis mamaria.
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