UNIVERSIDAD AUTONOMA DE GUERRERO

FAcCULTAD DE CIENCIAS QUiMICO BIOLOGICAS
UNIDAD DE INVESTIGACION ESPECIALIZADA EN MICROBIOLOGIA

Doctorado en Ciencias Biomédicas

“Anadlisis de marcadores de la transicion epitelio-
mesénquima en células de epitelio mamario no
tumoral en respuesta a leptina”

T E S I S

Para obtener el grado de
DOCTOR EN CIENCIAS BIOMEDICAS

PRESENTA:
M. en C. JOSE ALFREDO VILLANUEVA DUQUE

DIRECTORES DE TESIS
DR. EDUARDO CASTANEDA SAUCEDO
DR. NAPOLEON NAVARRO TITO

Chilpancingo, Gro. Octubre de 2017



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE GUERRERO
UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS
UNIDAD DE INVESTIGACION ESPECIALIZADA EN MICROBIOLOGIA
DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS

ACTA DE APROBACION DE TESIS

En la ciudad de Chilpancingo, Guerrero, siendo los 18 dias del mes de abril del dos mil dieciséis, se
reunieron los miembros del Comité Tutoral designado por la Academia de Posgrado del Doctorado
en Ciencias Biomédicas, para examinar la tesis titulada “Andlisis de marcadores de la transicion
epitelio-mesénquima en células de epitelio mamario no tumoral en respuesta a leptina’,
presentada por el alumno José Alfredo Villanueva Duque, para obtener ¢l Grado de Doctor en
Ciencias Biomédicas. Después del analisis correspondiente, los miembros del comité manifiestan su
aprobacion de la tesis, autorizan la impresion final de la misma y aceptan que, cuando se satisfagan
los requisitos senalados en el keglamento General de Estudios de Posgrado e Investigacion Vigente,

se proceda a la presentacion del examen de grado.

/ El Comité Tutoral
- /] i

.,’- "'/-

Dra. Abaii =4
Directora de la Utidad Académica de Ciencias
Quimico Biologicas

Coordinacion 2014-2018



Este proyecto se realizo6 en el Laboratorio de Biologia Celular del Cancer de la Facultad de
Ciencias Quimico Bioldgicas de la Universidad Autonoma de Guerrero en Chilpancingo,
Guerrero.

Bajo la direccion de

Dr. Eduardo Castafieda Saucedo y
Dr. Napole6n Navarro Tito

Y con la asesoria de

Dra. Natividad
Dr. Alejandro Millan Vega
Dr. Fernando Aureliano Candanedo

El presente trabajo fue financiado por el proyecto SEP/Conacyt con clave CB-2014-01-
239870 otorgado al Dr. Napoleon Navarro Tito. Durante el periodo en que curso el
Doctorado en Ciencias Biomédicas, el C. José Alfredo Villanueva Duque recibié beca
CONACYT (Febrero 2013-Enero 2016)



INDICE

Pagina
RESUMEN. . e 5
INErOAUCCION. ... e e, 6
CANCEN 08 MAMA. ...\ttt ettt et e e et e e e e e 6
Obesidad, leptinay cancerde mama..................ccooeiiiiiiiiiiiniiiiiina, 6
Transicidn epitelio-mesénquima................ocooiiiiiiiiiii 7
Metaloproteinasas e invasion celular.................cooeiiiiiiiiiini i, 10
Capitulo 1

Leptin induces epithelial-mesenchymal transition in a FAK-ERK

dependent pathway in MCF10A mammary non-tumorigenic cells.............. 14
Capitulo 2
La leptina induce transicion epitelio-mesénquima a través de la activacion de
P13K 'y promueve la invasion de células MCF10A en cultivo.................. 24

N 1) (0 41



Resumen

Introduccion: La Transicion Epitelio-Mesenquimal (TEM) es un proceso de
transdiferenciacion mediante el cual las células epiteliales cambian a un fenotipo
mesenquimal, este evento esta implicado en la progresion tumoral y la metastasis, mediante
cambios a nivel de expresion, funcidon y/o activacion de proteinas como son las cadherinas
y Vimentina, asi como incremento en la capacidad migratoria e invasiva de las células.
Objetivos: Evaluar el efecto de la leptina, sobre los niveles de expresion de marcadores de
la transicion epitelio-mesenquimal en células epiteliales mamarias MCF10A y determinar
si estos cambios son dependientes de las cinasas FAK, ERK y PI3K. Metodologia: Se
realizaron ensayos de migracion por cierre de herida y se emple6 Western blot para
determinar los niveles proteicos de Vimentina, E-cadherina y Snail, asi como la
fosforilacion de FAK, ERK y PDK1; ademas se evalud la participacion de estas cinasas
mediante el uso de inhibidores especificos. La secrecion de MMP-2 y MMP-9 se evalu6
mediante ensayos de zimografia y la invasion celular mediante ensayos en camaras
Transwell. Resultados La leptina promueve cambios morfoldgicos de un fenotipo epitelial
a un fenotipo mesenquimal en células MCF10A acompafiados de incremento en la
migracion celular y aumento en la expresion de vimentina de manera proporcional al
incremento de la dosis de leptina a través de la actividad cinasa de FAK, ERK y P13K, en
el caso de E-cadherina hubo una disminucion de su expresion a las 3 h de tratamiento con
leptina. Se evaluaron otros marcadores como las MMP-2 y MMP-9, las cuales
incrementaron su secrecion en respuesta a leptina, y el incremento en la expresion de Snail
fue proporcional al tiempo. Conclusiones: Estos resultados sugieren que leptina promueve
la transicion epitelio-mesenquimal por incremento en la capacidad migratoria e invasiva
de las células MCF10A.



INTRODUCCION

Cancer de mama

El cancer de mama es la neoplasia mas frecuente en mujeres a nivel mundial, en México
es la principal causa de muerte por cancer en mujeres con mas de 5,600 defunciones
reportadas en el afio 2012 (Globocan, 2012). Se han identificado diversos factores de riesgo
que contribuyen al desarrollo de cancer de mama, se considera que el 60% de los canceres
mamarios son hormono-dependientes, de ahi que los principales factores de riesgo son los
relacionados con la exposicion cronica a estrogenos. Existen también factores relacionados
con la predisposicion genética, como tener antecedentes familiares con cancer de mama u
ovario que incluye solo el 10% de todos los carcinomas mamarios (Rich et al 2015), esto
debido a mutaciones en los genes BRCAL, BRCA2 entre otros, lo que confiere un riesgo de
por vida de padecer cancer de mama (Ford et al 1998, Thompson et al 2011). Entre los
factores relacionados al estilo de vida de los pacientes se encuentran el consumo de alcohol,
el tabaquismo y sobresaliendo de manera importante los malos habitos alimenticios y el
sedentarismo que conllevan a desarrollar el sobrepeso y la obesidad (Danaei et al 2005,
Wu et al 2013, Chen et al 2014, Lahmann et al 2004), ya que en estas personas existe un
incremento en la produccion de adipocinas asociadas al desarrollo y progresién de procesos

malignos (Gorar et al, 2008).

Obesidad, leptina y cancer de mama

La Organizacién Mundial de la Salud define como individuos obesos a aquellos que tienen
un indice de masa corporal (IMC) >30 kg/m; estudios epidemioldgicos sugieren que el
sobrepeso y la obesidad estan relacionados con un incremento en el riesgo de desarrollar
diferentes 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 obesidad (Calle et al
2003). El tejido adiposo produce una gran cantidad de adipocinas, las cuales pueden actuar
como promotores tumorales, una de estas adipocinas es la leptina la cual es producto del
gen Ob (localizado en el cromosoma 7) y esta formada por 167 aminoacidos (Friedman et

al 2002), se ha determinado que las concentraciones fisiologicas de leptina en suero oscilan



entre 3 y 5 ng/ml, mientras que en los individuos obesos los rangos van de 8 a 90 ng/ml.
Se ha observado que en mujeres con cancer de mama los niveles de leptina sérica son de
2.77-129.9 ng/ml en comparacion con las mujeres sin cancer de mama cuyos valores son
de 0.60-113.1 ng/ml y hasta 670 ng/ml (Mohammadzadeh et al 2014).

La leptina tiene como funcion central la regulacion del apetito a nivel hipotaldmico, a
través de la inhibicion del neuropéptido Y (NPY), y de esta manera producir saciedad y
controlar la ingesta alimentaria (Houseknecht et al 1997). La leptina actla a través de un
receptor membranal del cual se conocen 6 isoformas denominadas Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc,
Ob-Rd, Ob-Re y Ob-Rf, de estas, la isoforma ObRD es la isoforma larga del receptor. Tras
la interaccion de la leptina con su receptor, este puede activar diferentes vias de
sefializacion en diferentes tipos de células o promover una comunicacion cruzada con el
receptor ErbB. La union de la leptina con el receptor Ob-Rb induce la fosforilacion del Ob-
Rb generando sitios de acoplamiento para moléculas cascada abajo y la activacién de las
vias como son STAT3, MAPK y STATS5 (Cirillo et al 2008). Por otro lado, la cinasa JAK2
acoplada al LPER puede activar al sustrato del receptor de insulina (IRS 1/2), el cual se
une a las subunidades p85 y p110 de PI3K, esta cinasa esta involucrada en procesos como
la invasion en celulas epiteliales (EI Homsi et al 2007). También se ha demostrado que la
leptina puede estimular la expresidn de genes implicados en la progresion del ciclo celular,
migracion e invasion en células MCF-7 (Perera et al 2008). Estos resultados sugieren que
la leptina participa de manera importante en la regulacion de la invasion y metastasis de
celulas de cancer de mama como las MCF-7 (Yuan et al 2014). En este contexto, un evento
crucial para que las células adquieran capacidades invasivas y migratorias es la transicion
epitelio-mesénquima (TEM), proceso mediante el cual se cambia el patrén de expresion de
proteinas de células epiteliales para transdiferenciarse a células mesenquimales (Kalluri et
al 2009).

Transicion epitelio-mesénquima en células MCF10A

La transicion epitelio-mesénquima (TEM) es un proceso de transdiferenciacion de las
células epiteliales a células con fenotipo mesenquimal (Kalluri y Weinberg 2009); este

proceso incluye una serie de etapas como son la perdida de caracteristicas epiteliales como



la pérdida de uniones célula-célula y reorganizacion del citoesqueleto, lo cual resulta en la
pérdida de polaridad apico-basal, la disminucién de la expresion de genes como CDH1
(gen de E-cadherina) y la ganancia de la expresion de genes que codifican proteinas que
proporcionan a las células caracteristicas mesenquimales como N-cadherina, vimentina,
fibronectina y secrecién de metaloproteinasas de matriz (MMPSs), entre otras. Estos le
confieren a las células incremento en las capacidades migratorias, invasivas y metastasicas.
Ademas, los elementos del citoesqueleto son reorganizados y se forman fibras de estrés,

filopodios y lamelipodios, los cuales participan en la migracion celular.

E-cadherina es una proteina transmembranal que se une al complejo de cateninas mediante
su dominio extracelular, mientras que a través de su dominio citoplasmatico interactua con
el citoesqueleto de actina. Existen tres residuos de serina en el dominio citoplasmatico
(Ser®84 Ser®, Ser92) de E-cadherina que son fosforilados por las proteinas cinasas CK2 y
GSK3p, lo cual crea interacciones adicionales con -catenina, resultando en un importante
incremento en la afinidad de la interaccion con el complejo de cateninas. Por otro lado, la
fosforilacion de las tirosinas Tyr“® y Tyr®®* de beta-catenina rompe la unioén con E-
cadherina y con a-catenina (Nelson, 2008). Este complejo es necesario para la
estabilizacion de las adhesiones intercelulares mientras que en ausencia de esta unién se
altera la sefializacion de B-catenina-factor celular T (TCF) dando como consecuencia la
activacion de genes que estimulan la proliferacién celular como c-myc y ciclina-D1. En el
caso de catenina p120, participa en la correcta localizacion membranal de E-cadherina,
cuando catenina p120 es liberada del complejo de adhesion y se acumula en el citoplasma,
reprimiendo la actividad de RhoA y activa a Rac y Cdc42 y por ende la formacion de
protrusiones membranales como los lamelipodios y filopodios favoreciendo las migracién
celular (Yilmaz y Christofori, 2010).

El gen CDH1 puede ser reprimido transcripcionalmente por una variedad de factores de
transcripcion como Snail 1 (Batlle et al 2000), Slug (Bol6s et al 2002), Twist (Kang et al
2004), los cuales se unen a secuencias consenso (5" -CACCTG-3") en el promotor de CDH1
denominadas cajas-E. Estos factores de transcripcion pueden ser expresados en respuesta
a diferentes estimulos como hipoxia, sefializacion de la via de Wnt, factores de crecimiento,

entre los que destaca el factor de crecimiento transformante beta (TGF-p), estimulos con
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proteinas de la matriz extracelular (MEC) como colégeno o fibronectina y pérdida de la
expresion de Sim2 (Peinado et al 2004).

Otra proteina relacionada con la TEM es vimentina, la cual es un componente de los
filamentos intermedios del citoesqueleto que se ha relacionado con cambios morfologicos
de fenotipo mesenquimal, aumento en la migracion, adhesion celular, formacion de
lamelipodios y contactos focales, por lo que su sobreexpresion se considera como marcador
mesenquimal de celulas tumorales (Helfand et al 2010, Tsurata y Jones 2003). El
mecanismo por el cual vimentina favorece el desarrollo de la TEM es mediante la
activacion de Axl, integrina 4 (ITGB4) y el activador de plasmindgeno urocinasa (PLAU),
produciendo cambios morfoldgicos de tipo mesenquimal e incremento de la migracién
celular (VMuoriluoto et al 2011). Se ha demostrado que vimentina previene la
desfosforilacion de ERK a través del bloqueo de su fosfatasa. Por otro lado, la cinasa Akt
se une a vimentina fosforilada protegiendola de protedlisis inducida por caspasas lo cual
incrementa la motilidad. También vimentina se ha relacionado con otras proteinas como

son Scrib y AxI para promover directamente la migracion e invasion celular (Ivaska 2011).

Uno de los mejores modelos para evaluar la TEM son las células de epitelio de mama no
tumoral MCF10A, debido a que al ser células no tumorales pueden semejar el proceso de
la TEM que puede ocurrir in vivo durante el inicio y progresion del cancer mama en las
mujeres. En este sentido se ha evaluado la TEM en MCF10A con TGF-B como inductor de
la TEM a través de la proteina Hic-5, la cual promueve un incremento en la degradacion
de la matriz extracelular, asi como de la invasion a través de la formacién de invadopodios
y la secrecion de MMP-2 y MMP-9 (Pignatelli et al 2012, Tomaskovic-Crook et al 2009).
Por otro lado, se ha reportado el analisis de los marcadores de la TEM bajo el estimulo de
acido araquidonico y acido linoléico en donde se observo una disminucion de los niveles
de expresion de E-cadherina y un aumento en la expresion de N-cadherina y vimentina; asi
como la secrecion de MMP-9 (Martinez-Orozco et al, 2010, Espinoza-Neira et al, 2011).
Espinoza et al (2011) evaluaron estimulos con colagena tipo 1V como inductor de la TEM
en células MCF10A, donde encontraron que induce un incremento en la expresion de N-
cadherina, vimentina y la secrecion de MMP-9. En 2012 Yan et al, evaluaron a la leptina

como inductora de la TEM en células MCF-7 y MDA-MB-231 y reportaron que la leptina
9



requiere de la activacion de B-catenina via Akt/GSK3 y MTAL1/Wnt para inducir la

transdiferenciacion al fenotipo mesenquimal.

Un evento muy importante de la TEM es la invasion celular por parte de las células
epiteliales transformadas, entre los marcadores de la TEM que participan en este evento
destacan las metaloproteinasas y la formacion de estructuras como son los invadopodios

los cuales en conjunto pueden favorecer la invasion.

Metaloproteinasas e invasion celular

Las metaloproteinasas de matriz (MMPSs) son enzimas con actividad proteolitica, es decir
tienen como funcion degradar a proteinas de la MEC, estas proteinas participan tambien en
el crecimiento celular, diferenciacion, apoptosis, migracion e invasién, asi como en la
regulacion de la angiogénesis. Se han caracterizado 23 MMPs en humanos que incluyen
17 solubles (secretadas) y seis asociadas a membrana plasmatica, las cuales difieren entre
si en la arquitectura y en la especificidad de su sustrato. Las MMPs se han clasificado en
colagenasas (MMP1,-8 y -13), gelatinansas (MMP2/9), estromelisinas (MMP3,-10 y -13)
y matrilisinas (MMP7) debido al tipo especifico de los componentes de la MEC que
degradan (Cascales et al 2009). Se ha reportado que las MMP-9 y la MMP-2 tienen un
papel importante en la progresién tumoral, ya que facilitan la degradacion de proteinas de
la matriz extracelular, como es la colagena tipo IV, la cual es de las proteinas mas
abundantes en las células somaticas, favoreciendo de esta manera que las células puedan
invadir la MEC hasta llegar a vasos sanguineos o linfaticos y continuar con el desarrollo
de la metéstasis. Durante la invasion y metastasis las células tumorales cruzan barreras
como la membrana basal epitelial hasta invadir el estroma, posteriormente realizan
intravasacion a vasos sanguineos y/o linfaticos para finalmente extravasarse y establecer
una nueva colonia tumoral Ilamada metastasis. Durante la invasion existe remodelacion del
citoesqueleto de actina y la formacion de protrusiones de la membrana celular con
capacidad invasiva llamadas invadopodios, los cuales se diferencian de los filopodios
principalmente por ser estables durante un mayor nimero de horas, tener un tamafio y

calibre mayor y en la forma y estructura de los filamentos de actina de las protrusiones

10



(Murphy y Courtneidge, 2012). La invasion de las células a través de la MEC es un proceso
que incluye la formacion del invadopodio y perforacion de la MEC, posteriormente la
extension y elongacion del invadopodio a través de la MEC vy finalmente la migracion de
las células a través de la matriz (Murphy et al, 2011).

Como ya se ha mencionado existe una importante asociacién de la obesidad y los niveles
de leptina sérica con el inicio y progresion del cdncer de mama y la leptina, esta asociacion
puede involucrar la TEM debido a que la leptina induce migracion, invasion celular y
cambio en la expresion de marcadores de la TEM en lineas celulares de cancer de mama.
Sin embargo, no se ha reportado si la leptina puede inducir TEM en células de epitelio
mamario no tumoral MCF10A y mediante que vias de sefializacion pudieran estar
ocurriendo estos eventos, el modelo propuesto en la linea celular MCF10A puede imitar la
TEM que pudiera estar ocurriendo in vivo debido a que estas celulas tiene caracteristicas
epiteliales y no tiene la capacidad de formar tumores por lo que los cambios de fenotipo

mesenquimal dependerian del efecto de la leptina utilizada en los cultivos celulares
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Abstract: Epithelial-mesenchymal transition (EMT) is a biological process involved in different steps of
tumor progression and metastasis of breast cancer cells. Epidemiological studies suggest a link
between obesity and the progression of breast cancer. Leptin is an adipocyte-secreted hormone which
can promote cell migration and invasion as part of EMT in breast cancer cells. We investigated the effect
of leptin on expression of EMT markers in MCF10A cells, as well as, the role of FAK and ERK in this
process. We found that leptin induces morphological changes from an epithelial phenotype towards a
mesenchymal phenotype and promotes cell migration in MCF10A cells. Moreover, leptin induces an
increase in vimentin expression, changes in the cellular localization of E-cadherin and increase in FAK
and ERK phosphorylation. Furthermore, using FAK and ERK chemical inhibitors we show that leptin
regulates EMT markers in a FAK and ERK dependent manner. In conclusion, leptin promotes vimentin
expression and cell migration in a FAK and ERK dependent pathway in the non-tumorigenic epithelial
cell line MCF10A.

Keywords: Leptin, EMT, cell migration, breast cancer

Introduction increased migratory and invasive capacities of
the cells [2-5].

Epithelial-mesenchymal transition (EMT) is a Leptin is an adipocyte-secreted hormone,
biological process characterized by a cell which plays a key role in the regulation of food
transdifferentiation ~ from an  epithelial intake and energy expenditure through binding
phenotype towards a mesenchymal to the leptin receptor (ObR) [6, 7]. However,
phenotype. EMT is an essential process during leptin and the ObR receptor have been

embryonic  development, wound healing, reported to be overexpressed in ductal and

fibrosis and tumor progression. During EMT,
cells of epithelial origin lose their epithelial
characteristics and acquire a mesenchymal
phenotype characterized by a fibroblastoid
morphology, increased migratory and invasive
potential, and resistance to anoikis [1-4]. At the
molecular level, EMT is accompanied by
changes in actin organization, downregulation
of E-cadherin, increased expression of N-
cadherin, vimentin, Twist, Snail, as well as, an
increase in MMPs secretion, and activation of
signaling pathways that contribute to the

lobular breast cancer as well as node lymph
metastasis, suggesting an important role for
both proteins in tumor development and/or
progression [8, 9].

Leptin promotes the activation of several
signaling molecules including the JAK/STAT
canonical signal pathway, PI3K, Rho GTPases,
and kinases such as FAK and ERK [10-12]. FAK
and ERK kinases are involved in the regulation
of cell adhesion, motility, invasion, survival,

15



angiogenesis, and they have recently been
associated with EMT [13]. FAK activation
occurs canonically when integrins bind to
extracellular matrix proteins or through
activation of growth factor receptors. FAK
undergoes autophosphorylation on Tyr397,
generating a high-affinity binding site for
proteins containing SH2 domains, such as the
Src kinase. The interaction between Src and
FAK promotes Src autophosphorylation and its
subsequent activation. Active Src
phosphorylates Tyr576 and Tyr577 in the
kinase domain of FAK, promoting its maximum
catalytic activity. In addition, Src induces FAK
phosphorylation at Tyr925, generating a
docking site for Grb2, leading to the activation
of the MAPK pathway [13, 14]. It has been
reported that ERK is involved in EMT and
promotes the expression of regulatory factors
such as ZEB and Twist [15, 16].

In the present study, we show that leptin
promotes a switch from an epithelial to a
mesenchymal phenotype in MCF10A
mammary epithelial cells, increased cell
migration, changes in the subcellular
localization of E-cadherin, and an increase in
the expression of vimentin, as well as, the
activation of FAK and ERK. Together, our
results suggest that leptin promotes EMT in a
FAK/ERK-dependent manner in MCF10A cells.

Materials and methods

Recombinant human leptin, ERKI (3-(2-Amino-
ethyl)-5-((4-ethoxyphenyl) methylene)-2, 4-
thiazolidinedione) and FAK (PF-573228)
inhibitors were obtained from Sigma-Aldrich (St
Louis, MO.). Anti-E-cadherin, anti-Vimentin,
anti-Actin and anti-FAK antibodies were
purchased from Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA.). Anti-ERK and anti-p-ERK1/2
were purchased from Millipore (Billerica, MA.).
Phosphospecific Ab to FAK was obtained from
Invitrogen (Wa- Iltham, MA.).

Cell culture

The non-tumorigenic mammary epithelial cell
line, MCF10A, was cultured in DMEM/F12
(50:50) medium supplemented with 5% fetal
bovine serum (FBS), 10 mg/ml insulin, 0.5 mg/
ml hydrocortisone, 20 ng/ml recombinant
epidermal growth factor and antibiotics 1% in
a humidified atmosphere containing 5% CO2 at
37°C. For experimental purposes, confluent
cultures of these cells were serum-starved for

6 h before treatment with FAK and ERK
inhibitors and/or leptin.

Cell stimulation

MCF10A cells were grown in 60-mm dishes
containing 4 ml of DMEM/F12 until confluence.
Cells were washed with PBS, and treated with
inhibitors and/or leptin for the times and
concentrations indicated. Cell stimulation was
terminated by aspirating the medium, and cells
were solubilized in 0.5 ml of ice-cold RIPA
buffer, containing 50 mM HEPES pH 7.4, 150
mM NaCl, 1 mM EGTA, 1 mM sodium
orthovanadate, 100 mM NaF, 10 mM sodium
pyro- phosphate, 10% glycerol, 1% Triton X-
100, 1% sodium deoxycholate, 1.5 mM MgClo,
0.1% SDS and 1 mM phenylmethylsulfonyl
fluoride (PMSF).

Western blot

Cell lysates were resolved on 10%
SDSpolyacrylamide  gels. Proteins  were
transferred to nitrocellulose membranes.
Membranes were incubated with 1:1,000
dilutions of primary antibodies overnight at
4°C, followed by 2 h incubation with a 1:5,000
dilution of secondary HRP-conjugated
antibodies (Millipore) at room temperature.
Immunoblots were developed using an ECL
chemiluminescent detection reagent (GE
Health care). Blot data were analyzed using
Imagel) software and compiled from three
independent experiments.

Immunofluorescence and F-actin staining

MCF10A cells were seeded on glass coversilps
and grown to 70% confluence, then stimulated
with or without leptin during 24 h. Cells were
fixed with 4% paraformaldehyde and
permeabilized with 0.2% Triton-X100 in PBS for
5 min at room temperature. For IF, cells were
blocked with 3% albumin in PBS for 1 h at room
temperature. E-cadherin and Vimentin primary
antibodies were used at a 1:250 dilution.
Antirabbit secondary antibody conjugated with
Alexa Fluor 488 (Invitrogen) was used at a
1:750 dilution. Immunofluorescence images
were acquired with an Olympus BX43
microscope, under 100X objectives. For F-actin
staining, cells were incubated with Rhodamine
Phalloidin (1:500) for 30 min at room
temperature, images were acquired with an
Olympus BX43 microscope, under 40x and
100x objectives.
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Scratch-wound assays

MCF10A cells were grown to confluence on 60-
mm culture dishes. Cells were starved for 6 h
in DMEM/F12 without FBS and treated for with

AraC (Cytosine [B-D-Arabinofuranoside) to
inhibit proliferation. After starvation, cells were
scratch-wounded using a sterile 200-ul pipette

unov-4

400
Leptin (ng/ml)

100X

0 400

Leptin (ng/ml)

Idvdad unovy-4

abIaN

Wound open
(fold basal)

48h 0 100 200 400
Leptin (ng/ml)

Leptin (ng/ml)

Figure 1. Leptin induces morphological changes and cell mi -
gration in MCF10A cells. A: MCF10A cells were stimulated
with leptin 0 and 400 ng/ml and pictures were taken. B: MC -
F10A cell cultures were stimulated with leptin 0 and 400 ng/
ml for 24 h and F-actin was stained. C: MCF10A cells were
grown to confluence on 60-mm culture dishes and treated
for 2 h with AraC to inhibit proliferation during the experi -
ment. After starvation, cells were scratch-wounded using a
sterile 200-ul pipette tip, washed twice with PBS to remove
suspended cells and re-fed with DMEM in the absence or
presence of leptin. The progress of cell migration into the
wound was photographed at 48 h using an inverted micro -
scope coupled to a camera. D: The graph corresponds to

open wound, it represents the mean  + SD and is expressed
as fold control (unstimulated cells). D: Zoom of cells located
in cell migration front in the wound. Each experimental con -
dition was repeated at least three times. *P < 0.05, **P <

0.01 by one-way ANOVA (Dunnett test

tip, washed twice with PBS to remove a 10x

suspended cells and re-fed with DMEM/F12
without FBS, in the absence or presence of
inhibitors and/or leptin. The progress of cell
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migration into the wound was photographed at Statistical analysis

48 h using an Olympus BX43 microscope using Results are expressed as mean = SD. Data
objective. The open area was determined by were statistically analyzed using one-way
measuring the total area of the wound using ANOVA and the comparisons were performed
the Image) software. Each experimental using Newman-Keuls and Dunette’s multiple
condition was repeated at least three times. comparison test. Statistical probability of P <
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Figure 2. Leptin regulates E-cadherin and vimentin expression and cellular location in MCF10A cells. A:
MCF10A cells were treated with leptin O, 25, 50, 100, 200 and 400 ng/ml for 24 h and lysates were
obtained. B, C: The graphs represent the densitometric and statistical analysis of the bands obtained by
Western blot. The graphs represent the mean + SD of at least three independent experiments and are
expressed as changes respect to the control (unstimulated cells). D: MCF10A cells were treated with
leptin 400 ng/ml for various times 0, 3, 6, 12 and 24 h and lysates were obtained. E-cadherin expression
was analyzed by Western blotting using anti-E-cadherin and anti-vimentin Abs. The membranes were re-
probed using anti-actin Ab as loading control. E, F: The graphs represent the mean £ SD of at least three
independent experiments and are expressed as changes with respect to the maximum percentage. G,
H: Cells cultures were grown in coverslips and treated with or without leptin 400 ng/ml for 24 h, fixed
and incubated with anti-E-cadherin and incubated with anti-vimentin Abs. Asterisks denote comparisons
made to unstimulated cells. *P < 0.05, **P < 0.01 by one-way ANOVA (Dunnett test).

FAK and ERK inhibition assays 0.05 was considered significant.

MCF10A cell cultures were pretreated for 1 h Results

with FAK (PF-573228) or ERK (ERKI) inhibitors,

then the medium was aspirated, and cell Leptin induces morphological changes and cell
cultures were refed with DMEM/F12 medium migration in MCF10A cells

with inhibitors and/or leptin for 24 h according

to each experiment. Total protein extracts were To determine the effect of leptin on EMT
obtained as described above and vimentin markers, we first evaluated the effect of leptin
expression was analyzed by WB. on cell morphology. As shown in Figure 1A,

18



leptin treatment results in a switch from a showing a fibroblast-like morphology at the

cuboid epithelial morphology to an enlarged front of the migration group (Figure 1D).
mesenchymal phenotype. Moreover, we

observed stress fiber formation in cells that Lept’n regu[ates E-cadherin and vimentin
were stimulated with leptin (Figure 1B). To expression and cellular location in MCF10A
investigate whether leptin induces cell cells

migration in MCF10A cells, the cells were

treated with 0, 100, 200 or 400 ng/ml of leptin To examine whether leptin induces changes in
for 48 h, and migration was evaluated by E-cadherin and vimentin expression, confluent
scratch-wound assays. As shown in Figure 1C, cultures of MCF10A cells were treated with
the treatment with leptin promotes an increase vehicle or with 25, 50, 100, 200 or 400 ng/ml
in cell migration, with a max- of leptin for 24 h (dose-response assays), or

stimulated with 400 ng/ml of leptin for
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Figure 3. Leptin promotes an increase of vimentin expression in a FAK- and ERK-dependent manner. (A) MCF10A
cells were treated with leptin 400 ng/ml for various times and lysates were obtained. FAK activation was analyzed
by Western blotting using an anti-p-Tyr397 FAK antibody. The membranes were re-probed using anti-FAK Ab as
loading control. (B) MCF10A cells were treated with leptin 400 ng/ml for various times and lysates were obtained.
ERK activation was analyzed by Western blotting using an anti-p-Thr202-Tyr204 ERK antibody. The membranes
were re-probed using anti-ERK Ab as loading control. (C) Cultures were untreated (-) or treated (+) with PF-573228
10 mM and leptin 400 ng/ml for 24 h and lysed. Lysates were analyzed by Western blot using an anti-vimentin Ab
and anti-actin Ab as loading control. (D) Cultures were untreated (-) or treated (+) with ERKI 30 mM and leptin 400
ng/ ml for 24 h and lysed. Lysates were analyzed by Western blot with an anti-vimentin Ab and anti-actin Ab as
loading control. The graphs represent the mean + SD of three independent experiments, comparisons were made
respect to control cultures (unstimulated). Results shown are representative of at least three independent
experiments. *P < 0.05, **P < 0.01 by one-way ANOVA analysis (Dunnett test, B, C; and Neuman-Keuls test, C, D).

imum migration observed at 400 ng/ml of different times (time-course assays). As shown
leptin. In addition, we observed that leptin
induces collective cell migration, with cells
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in Figure 2A, 2B, a significant decrease on the
levels of E-cadherin was observed when the
cells were treated with 25 and 100 ng/ml of
leptin. However, when the cells were treated
with 50, 200 or 400 ng/ml of leptin, no
significant change in E-cadherin expression
was observed. Furthermore, leptin treatment
induces an increase in vimentin levels in a
dosedependent manner (Figure 2A, 2C).

To evaluate whether the changes in E-cadherin
and vimentin expression in response to leptin
is time-dependent, we stimulated MCF10A
cells with 400 ng/ml of leptin for O, 3, 6, 12
and 24 h. We found that leptin induces a
decrease on E-cadherin levels only at 3 h of
stimulation

'°f Vehicle PF-573228

ERKI
b

1 ,V’f’!‘/”“ SR 1 '
Leptin Leptin Leptin
+PF-573228  +ERKI

15, 30 and 60 min. Leptin treatment induces
an increase in FAK phosphorylation (Tyr397),
reaching a maximum peak of phosphorylation
at 10 min (Figure 3A). Similarly, leptin
treatment induced an increase on ERK
phosphorylation (Thr202/Tyr204) reaching a
maximum phosphorylation level at 15 min
(Figure 3B). To establish the role of FAK and
ERK kinases in leptin-induced vimentin
expression, MCF10A cells were incubated in
the absence or presence of chemical inhibitors
for FAK (PF-573228 10 uM) or ERK (ERKI), and
stimulated with or without 400 ng/ml of leptin
for 24 h. We found that in the presence of FAK
or ERK inhibitors, no increase in vimentin
expression was observed in response to leptin
(Figure 3C, 3D).
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Figure 4. Leptin promotes cell migration in a FAK- and ERK1/2-dependent manner. A: Cell cultures were
scratchwounded and treated with vehicle (Tris HCI pH 7.4), leptin 400 ng/ml, leptin 400 ng/ml + PF-573228 10
mM, PF573228 10 mM, leptin 400 ng/ml + ERKI 30 mM and, ERKI 30 mM. Pictures were taken at 48 h after
wounding. B: The graphs are the cuantification of open wound area and represent the mean * SD of the percentage
of total open area of the experiment. Results shown are representative of at least three independent experiments.
Statistic significance: **P < 0.01 by one-way ANOVA analysis (Newman-Keuls test).

(Figure 2D, 2E), whereas increased vimentin
levels were observed at 6 and 24 h of
treatment (Figure 2D, 2F). Interestingly, by
immunofluorescence we notice that in
MCF10A cells stimulated with leptin 400 ng/ml
for 24 h, there is a subcellular relocalization of
E-cadherin from de plasma membrane to the
cytoplasm of the cell (Figure 2G). Furthermore,
we notice an increase in vimentin expression
with a perinuclear distribution in cells
stimulated with leptin (Figure 2H).

Leptin promotes an increase of vimentin
expression in a FAK- and ERK-dependent
manner

To evaluate the effect of leptin on FAK and ERK
phosphorylation, MCF10A cultures were
treated with 400 ng/ml of leptin for O, 5, 10,

Leptin promotes cell migration in a FAK- and
ERK1/2-dependent manner

Finally, we evaluated the involvement of FAK
and ERK kinases in leptin-induced cell
migration. Our results show that in the
presence of PF-573228 or ERKI, the leptin-
induced increase in cell migration was
abolished; suggesting that cell migration
induced by leptin is dependent on FAK and
ERK kinases (Figure 4).

Discussion

Several epidemiological studies have shown a
strong relationship between obesity and the
development and progression of breast cancer
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[17]. Recently, it has been shown that high
serum concentration of leptin is correlated with
the onset and progression of breast cancer
[18]. Moreover, leptin promotes EMT in several
cancer cell lines in culture [19-21]. It has been
reported that leptin induces EMT in MCF-7 and
MDA-MB-231 breast cancer cells, promoting
the decrease in E-cadherin expression and
increase in Fibronectin, N-cadherin, vimentin
and Snail [22]. In this study, we evaluated the
effect of leptin treatment on EMT markers in
the non-tumorigenic mammary epithelial cell
line MCF10A. Our results show that leptin
promotes a morphological switch from an
epithelial to a mesenchymal phenotype, which
is accompanied by an increase in stress fiber
formation and vimentin expression, as well as
an increase in cell migration, suggesting that
leptin induces EMT in these cells. However,
leptin-treated MCF10A cells show a collective
cell migration behavior and although leptin
induces a partial redistribution of the epithelial
marker E-cadherin at the plasma membrane,
there is no decrease of E-cadherin expression,
which may explain the collective cell migration
phenotype observed in this study. Our results
are in agreement with data reported by other
groups, showing that inducers such as collagen
IV, arachidonic acid and linoleic acid induce a
partial EMT in MCF10A cells, which is
characterized by collective cell migration [23-
25]. Partial EMT has been associated with the
formation of clustered tumor cells that are
more resistant to apoptosis and have a higher
potential for tumor formation than those that
are circulating individually [23], and it has been
demonstrated that leptin can induce apoptosis
resistance in cancer cells in culture [26, 27].
Recently, it was demonstrated that leptin
induces the self-renewal of normal breast stem
cells, suggesting that this might be a
mechanism that increases the risk of
developing breast cancer, as it has been
hypothesized that breast stem cells may be the
initiators of breast cancer [28]. Taken together,
these data support the active role of leptin in
breast cancer initiation and progression. On
one hand, by increasing stem cell population,
and therefore increasing the target cells for
carcinogenesis. On the other hand, it induces
EMT, which promotes migration and
dissemination of breast cancer cells. Finally,
leptin may induce resistance to apoptosis.
These antecedents and the findings described
in our study support the idea that leptin is
involved in different steps of carcinogenesis,
either by increasing the population of cancer
stem cells or promoting EMT, resistance to

apoptosis and survival in circulation
stimulating metastasis.

FAK and ERK are two kinases involved in
cellular events such as cell proliferation and
migration. Overexpression or hyperactivation
of these proteins has been reported at
different stages of tumor progression,
including EMT [29-31]. Here, we evaluated the
role of FAK and ERK in the regulation of leptin-
induced changes in EMT markers. Our data
show that leptin induces the activation of both
FAK and ERK kinases, and that leptin-induced
migration of MCF10A cells is dependent on the
activation of these kinases. In other studies,
cytosolic kinases such as Src and FAK have
been reported to be involved in the control of
collective cell movement [32]. In addition, ERK
has been shown to play an important role in
cell migration in MCF7 cells, in the induction of
EMT in thyroid and pancreatic cancer cells [33,
34]. Recently, it has been reported that leptin
has the ability to promote migration in MCF7
cells in an ERK, Akt and STAT3 dependent
pathway [35]. These data demonstrate that the
processes related to partial EMT in our
experimental model are related to the kinase
activity of FAK and ERK.
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La leptina induce transicion epitelio-mesénquima y promueve la invasion
de células MCF10A en cultivo a través de PI3K

Resumen

La obesidad es un factor de riesgo importante para el desarrollo cancer de mama, debido a
que este exceso de tejido adiposo sobreproduce diversas adipocitocinas como la leptina, la
cual cumple funciones normales, pero también puede promover eventos relacionados al
fenotipo maligno de las células como son, migracion, invasion, cambios morfoldgicos,
activacion de cinasas citosélicas y cambios en el patrén de expresion de proteinas
particularmente de marcadores de la Transicidn epitelio-mesénsquima (TEM), este proceso
esta relacionado con el inicio y progresion de tumores malignos y el desarrollo de la cascada
mestastasica. El objetivo fue evaluar la participacién de la proteina PI3K como promotora de
la TEM en la linea celular MCF10A a través de la via PI3K/PDK1 y si de esta activacion
depende la expresion de vimentina, Snail y de la migracién celular, observamos que en
presencia de Wortmanina hubo una disminucién de los marcadores epiteliales, mientras que
en presencia de leptina incrementaron los marcadores de fenotipo mesenquimal. Otro evento
importante en la TEM es la invasion celular, la cual fue evaluada midiendo la secrecién de
MMP-2 y MMP-9 y por ensayos en camaras Transwell en los cuales observamos un
incremento en la secrecion significativa de MMP-2 y la invasion celular es dependiente de la
activacion de PI3K/PDKZ1. Con estos resultados demostramos por primera vez que la leptina

promueve la TEM en células MCF10A por una via dependiente de PI3K.

Introduccion

La transicion epitelio-mesénquima (TEM) es un evento biol6gico que ocurre de manera
normal en las etapas embrionarias y en la cicatrizacién de heridas (Kalluri y Weinberg 2009);
por otro lado, de manera anormal también participa en el inicio, desarrollo, progresién y
metastasis de los carcinomas de origen epitelial (Iwatsuki et al 2010). La TEM participa en
el desarrollo de cancer a través de cambios en las células epiteliales, como son la
transdiferenciacion morfologica de fenotipo epitelial a mesenquimal, pérdida de la polaridad
apical-basal, cambios en el perfil de expresién de proteinas como cadherinas, vimentina,

fibronectina y factores de trascripcion como Snail y Twist, secrecién de metaloproteinasas,
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incremento en las capacidades migratorias e invasivas de las células epiteliales e
incrementando estas capacidades en las células tumorales (Kalluri et al 2009), todo esto en
conjunto favorece el desarrollo del fenotipo maligno de las células y la promocion del cancer
de mama.

Se han reportado diferentes proteinas que pueden desencadenar este evento, una hormona
recientemente documentada que favorece la TEM es la leptina (Yan et al 2012, Feng et al
2014) la cual de manera fisiologica favorece la saciedad y regula la ingesta alimentaria, pero
niveles incrementados y sostenidos de leptina en sangre periférica en estados de sobrepeso y
obesidad pueden desencadenar la activacion de cinasas citosolicas que contribuyen a los
cambios en células epiteliales (Saxena et al 2007); en los reportes se ha demostrado la
participacion de la leptina como inductora de la TEM en células de cancer de mama; se ha
demostrado que la leptina activa a la cinasa PI3K en células de céancer de ovario, colon,
higado, tiroides y péancreas; en los cuales se demostré6 que favorecen la proliferacion,
invasion, migracién celular (Li et al 2012, Yeh et al 2008, Cheng et al 2011, Uddin et al
2010, Mendonsa et al 2015) lo cual pudiera estar sucediendo también en el inicio y desarrollo

del cancer de mama en mujeres obesas.

En el presente estudio demostramos que PI3K la TEM en células de epitelio mamario no
tumoral en respuesta a leptina, lo cual fue demostrado al observa cambios en el perfil de
expresion de vimentina la cual incrementd en presencia de leptina; la activacion de PI3K fue
evaluado a traveés de la activacion de PDK1; al emplear el inhibidor Wortmanina observamos
una disminucién de vimentina y de la migracion e invasion celular. Por otro lado, observamos
que la leptina incrementd los niveles del factor de transcripcién Snail por WB y mediante
ensayos de zimografia observamos un incremento en la secrecion de las MMP-2: por lo
anterior podemos demostrar que la via PI3K/PDK1 esta implicada en el desarrollo de TEM
y que estos eventos pueden ocurrir en presencia de hiperleptinemia y que favorece el

desarrollo de cancer de mama en mujere obesas.
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Material y métodos

Reactivos

Leptina recombinante (Sigma-Aldrich), anti-vimentina (V9), anti-Snail, anti-PDK1
fosforilado (Ser241), anti-PDK1 y anti-actina de de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz
CA)). Gelatina de Sigma-Aldrich (St Louis MOQO.), Commasie G-250. Matrigel de BD
(Bedford, MA), cdmaras Transwell de BD Biocoat Cellware (San Jose, CA)). Wortmanina,
ERKI (3-(2-Aminoethyl)-5((4-ethoxyphenyl) methylene)-2, 4-thiazolidinedione) y FAK
(PF-573228) de Sigma-Aldrich (St Louis MO.).

Cultivo celular

Las células de epitelio mamario no tumoral MCF10A fueron cultivadas en medio
DMEM/F12 (50:50) suplementado al 5% con suero fetal bovino (FBS) (Sigma-Aldrich), 10
mg/ml de insulina (Humulin), 0.5mg/ml de hidrocortisona (Sigma-Aldrich), 20mg/ml de
Factor de crecimiento epidermal (Sigma-Aldrich) y coctel de antibioticos al 1%, a una
atmosfera humidificada al 5% de CO. a 37°C. Para propdsitos experimentales las celulas
fueron desprovistas de suero por 4 h antes de realizar los tratamientos con leptina, PDK1 y

Wortmanina.

Estimulacion celular

Las celulas crecieron en cajas de 60mm conteniendo 4ml de DMEM/F12 hasta alcanzar
confluencia. Las celulas fueron lavadas con PBS y tratadas con Wortmanina o leptina a
diferentes dosis, al terminar la estimulacion el medio fue aspirado y las celulas solubilizadas
en 0.5 ml de buffer RIPA conteniendo 50 Mm pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM de ortovanadato
de sodio, 100 mM de NaF, 10 mM de pirofosfato de sodio, 10% glicerol, 1% Triton X-100,
1% desoxilato de sodio, 1.5 mM MgClz, 0.1% SDS y 1 mM metilfenilsulfonil fluoruro
(PMSF).

Ensayo de migracion por cierre de herida
Las células MCF10A se dejaron crecer a confluencia total en cajas de 60 mm, posteriormente

fueron puestas en supresion de SFB por 6 h, cuando transcurrieron 2 h de la supresion se
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adicion6 0.2 pl/ml de Ara C para inhibir la proliferacion celular trascurridas las 4 h de
supresion se realizo una rayadura con una punta de pipeta esteril de 200-pl y lavadas 2 veces
con PBS para remover las celulas suspendidas y se agrego DMEM/F12 sin SFB, se hicieron
tratamientos con leptina y Wortmanina. El progreso de la migracion celular fue fotografiado
a las 48 h usando un microscopio Olympus BX43 acoplado a una cdmara fotografica usando
a obejtivo 10x, el area abierta fue determinado al medir el area total usando ImageJ software.

Cada condicion experimental se realiz6 por triplicado.

Ensayo de invasion en camaras Transwell

Los ensayos de invasion en Matrigel fueron realizados usando una cdmara de invasién
Transwell de BD Biocoat Cellware (San Jose, CA). Las células MCF10A se pusieron en
supresion de suero por 4 h, posteriormente fueron resuspendidas y colocadas 1 x10° células
en la cdmara superior del inserto y 0.1% de SFB, en la cdmara inferior se coloc6 medio 5%
de SFB, se hicieron los tratamientos en presencia y ausencia de leptina y de los inhibidores,
se incubaron a 37 °C por 48 h. Las células que no invadieron fueron retiradas de la cAmara
superior con un hisopo de algodon, las células de la camara inferior fueron tefiidas con cristal
violeta 1% en PBS, la membrana tefiida se colocara en 200 pl de acido acético al 10%. Las
células fueron fotografiadas a las 48 h con microscopio acoplado a cdmara fotografica y se

hizo conteo de células contantando en 10 campos diferentes.

Western blot

Las celulas lisadas fueron resuspendidas en geles de poliacrilamida SDS 10%. Las proteinas
fueron separadas en geles de acrilamida al 10% y transferidas a membranas de nitrocelulosa,
posteriormente fueron bloqueadas usando 5% de leche libre de grasa en buffer de solucién
salina (PBS) pH 7.2/0.05% Tween 20, se incubaron toda la noche con anticuerpo primario
(anti-vimentina, anti-actina, anti-fosfo-PDK1 y anti-PDK1) (1:1000) a 4°C, las membranas
se lavaron 3 veces con PBS-Tween 0.05% Yy se incuban con anticuerpo secundario (1:5000)
por 2 hr a 22°C en agitacion. Después se realizacon 3 lavados con PBS-Tween 0.05%, las
bandas inmunoreactivas fueron visualizadas con reactivos de visualizacion HRP
Chemiluminescent (NOVEX). Las bandas fueron identificadas en placas radiogréficas, la

densitometria se realiz6 usando ImagelJ software de tres experimentos independientes.
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Zimografia

La actividad proteolitica de MMP-2 y MMP-9 fue evaluada a partir de los sobrenadantes de
los cultivos de células MCF10A usando geles de acrilamida copolimerizados con 1mg/ml de
gelatina, el medio condicionado fue mezclado con buffer de muestra (2.5% SDS, 4ug/ml de
rojo fenol), posteriormente se realizo electroforesis a 72 V por 2 h, los geles fueron lavados
tres veces con Triton X-100 al 2.5% para remover SDS y se incubaron con buffer de
incubacion (50nM Tris/HCI pH 7.4, 5mM CacCly) a 37°C por 48 h. Los geles fueron tefiidos
con azul de Comassie G-250 al 0.25%, metanol al 30% y acido acético al 10% por 40 min,
posteriormente fueron destefiidos con solucion destefiidora (etanol 20%, acido acético 15%)
por aproximadamente 40 min, la actividad proteolitica fue detectada como bandas claras en
el gel, como controles positivos se usaron sobrenadantes de las lineas celulares MCF7 y
MDA-MB-231.

Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados en media + desviacion estandar, los datos fueron
estadisticamente analizados usando one-way ANOVA, las comparaciones fueron realizadas
usando Newman-Keuls y Comparacion multiple de Dunnette. Probabilidad estadistica de

p<0.05 fue considerada significativa.

Resultados y discusion

La leptina promueve la activacion de la cinasa PDK1

Existen numeosos reportes de la participacion de las cinasas PI3K y PDK1 en el desarrollo
de distintos tipos de cancer incluido el mamario; la activacion de esta cinasas se ha
relacionado con eventos como la invasion celular y el desarrollo de metastasis a distancia, y
por ende en un mal prondstico clinico de los pacientes (Thorpe et al 2015, Du et al 2016, Bai
et al 2016).

En este sentido, evaluamos si la leptina promueve la activacion de PDK1, la cual es una
cinasa cascada abajo de PI3K y que es considerado como un sustrato directo; para lo cual,
mediante WB evaluamos niveles de fosforilacion de PDK1 (Ser241) en células MCF10A

tratadas con 400ng/ml de leptina por 0, 5, 10, 15, 30 y 60 min. Observamos un incremento
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en los niveles de fosforilacién de PDK1 a los 5y 10 min para restablecerse a niveles basales
a tiempos mayores (Figura 1), la membrana fue incubada con anti-p-PDK1 utilizado como
control de carga a PDK1, con estos ensayos demostramos que la leptina puede activar la via
PI3K/PDK1 en las células MCF10A.
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Figura 1. La leptina induce la activacion de PDK1. Las celulas MCF10A fueron tratadas con 400 ng/ml de leptina a diferentes tiempos
(0, 5, 10, 15, 30 y 60 min) y posteriormente fueron lisadas para obtener extractos proteicos. A) Se realizd Western blot para medir niveles
proteicos de p-PDK1 y PDK total (control de carga), los datos fueron normalizados con el control (tiempo 0). B) La grafica corresponden
al analisis densitométrico del WB, la comparacion se hizo con el control (células no tratadas) y el incremento se expresa como nimero de
veces respecto al control de tres experimentos independientes, como prueba estadistica se us6 ANOVA de una via.

Leptina induce el incremento de vimentina por una via dependiente de la actividad de PDK1

Existe evidencia de que vimentina puede ser activada por PI3K en carcinomas orales (Tseng
et al 2011), en este sentido, evaluamos mediante WB si la cinasa PDK1 promueve el
incremento de vimentina, para lo cual utilizamos células MCF10A tratadas en presencia y
ausencia de leptina y de wortmanina (inhibidor de PI3K), y encontramos que los niveles de
vimentina disminuyeron en presencia del wortmanina incluso observamos niveles por debajo
del basal, posteriormente las membranas fueron incubadas con anti-actina, la cual fue
utilizada como control de carga (Figura 2). Con estos ensayos tenemos la evidencia que es a

través de PI3BK/PDK1 que se regula la expresion vimentina.
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Figura 2. La leptina induce el incremento de vimentina de manera dependiente de la actividad de PI3K en celulas MCF10A. Los
cultivos celulares fueron tratados (+) o no tratados (-) con 10 000 Mm de Wortmanina con 400 ng/ml de leptina por 24 h y posteriormente
fueron lisados. Los extractos proteicos fueron analizados por WB con anti-vimentina y anti-actina (control de carga). La grafica representa
la media y desviacion estandar, las comparaciones se hicieron con los cultivos control (no estimulados). Los resultados representan la media
y desviacion estandar de tres experimentos independientes por ANOVA de una via. Significancia estadistica: *P<0.05, **P<0.01.

La leptina induce migracion celular por una via dependiente de la actividad de PDK1

En las figuras anteriores la leptina puede inducir la expresion de vimentina via PI3K/PDK1,
por otro lado se ha reportado que vimentina participa de manera importante en la migracion
celular de células epiteliales y en células de cancer mama (Gilles et al 1999, Mclnroy et al
2007), por lo cual decidimos evaluar si la leptina induce migracion celular en cultivos de
células MCF10A con y sin leptina y presencia y ausencia de Wortmanina. En la cascada de
sefializacion PI3K/PDK1, PIP3 recluta a la membrana plasmatica a tres citosinas serina
treonina PDK1, PDK2 y PKB o AKT, a través de su interaccion con dominios de homologia
con pleckstrina (PH); al utilizar wortmanina como inhibidor estamos evidenciando la
activacion de PI3K de manera indirecta; mediante ensayo por cierre de herida demostramos
que en presencia de wortmanina se no hubo migracién celular y se mantenia la morfologia
epitelial mientras que las que fueron tratadas con leptina mostraron incremento de la
capacidad migratoria (Figura 3), con estos ensayos tenemos la evidencia de que la migracién
inducida por leptina depende de la activacion de PI13K, se ha reportado que la subunidad p85
de PI3K controla la organizacidon del citoesqueleto de actina y de esta manera se favorece la
migracion en fibroblastos de ratén y esto pudiera estar comportandose de manera similar en

nuestro modelo al ser de tambien celulas epiteliales (Jimenez et al 2000).
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Figura 3. La cinasa PI3K promueve la migracion celular inducida por leptina en 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, posteriormente empleamos diferentes condiciones experimentales (leptina 400 ng/ml, leptina 400 ng/ml +
Wortmanina (10 000 Mm) y Wortmanina (10 000 Mm)) usamos como control células MCF10A sin tratamiento de leptina y sin inhibidor,
las fotografias fueron tomadas a las 48 h después de los tratamientos. Panel C. Acercamiento de la herida, la comparacién de cambios
morfolégicos se realizé entre la condicion de tratamiento de leptina y tratamiento de leptina + wortmanina. Panel B. La gréafica representa
el porcentaje del area abierta de la herida de tres experimentos independientes por ANOVA de una via. Significancia estadistica **P<0.01.

La leptina induce la secrecion de MMP-2 y MMP-9 en las células MCF10A

La secrecion de metaloproteinasas es un evento clave en la invasion, en éste sentido se ha
reportado que la leptina promueve la activacion de la MMP-2 via p38MAPK (Schram et al
2010). Otro estudios han reportado que la leptina incrementa la secreciéon de MMP2 e
incrementa la actividad de MMP-9, mientras que el células ovaricas la leptina incrementa la
actividad pero no la expresion de MMP-2 y MMP-9 (Bilbao et al 2009), se ha reportado
también que estas MMPs estan involucradas en la invasion de células de cancer de mama en
respuesta a leptina (Ahn et al 2015).

Para determinar si la leptina induce la secrecion de MMP-2 y MMP-9 en células MCF10A
se realiz6 zimografia, los estimulos con leptina se realizaron con 25, 50, 100, 200 y 400 ng/ml
de leptina. La actividad proteolitica de las MMP-2 y MMP-9 se observd en el gel como
bandas claras que son los sitios donde las MMPs degradaron la gelatina; la actividad
proteolitica de la metaloproteinasa 2 se observé incrementada a las dosis de 25 y 50 ng/ml
de leptina respecto al control (Figura 4A), en el caso de MMP-9 se observ6 una activacién
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mayor en las dosis de 25 ng/ml con respecto al control pero no fue un incremento significativo

estadisticamente (Figuras 4B).
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Figura 4. La leptina induce la secrecion de la metaloproteinasa-2 y 9. La actividad proteolitica de la MMP-2 y MMP-9 fue analizada
en el medio condicionado usando geles copolimerizados con gelatina, los cultivos fueron tratados con leptina a dosis de 25, 50, 100, 200 y
400 ng/ml de leptina por 48 h; se usaron como controles positivos lineas células de cancer de mama y como control negativo células
MCF10A sin tratamiento con leptina. A). Zimografia de la actividad proteolitica de la MMP-2 y MMP-9 (B). Las graficas corresponden al
analisis estadistico del zimograma, como prueba estadistica se us6 ANOVA, se representa la media y desviacion estandar, la comparacién
se hizo con el control (células no tratadas) y el incremento se expresa como nimero de veces respecto al control. Los experimentos se
realizaron por triplicado. Significancia estadistica: *P<0.05.

La leptina induce el incremento del factor de transcripcion Snail en células MCF10A

Los factores de transcripcion como Snail son considerados como marcadores clasicos de la
TEM, los cuales puedes por un lado funcionar como represores del gen de E-cadherina
inhibiendo su regulacién transcripcional y favoreciendo de esta manera el fenotipo maligno
(Battle et al, 2000, Nishioka et al 2010, Yokohama et al 2003). Evaluamos la expresion del
factor de transcripcion Snail incrementaban en respuesta a leptina mediante WB empleando
la dosis de 400 ng/ml de leptina por 0, 3, 6, 12 y 24 h, observamos que los niveles de Snail
incrementaron a partir de las 3 h de tratamiento y hasta las 24 h (figura 5). La membrana fue
incubada con anti-actina la cual fue usada como control de carga. Otras funciones que se han

descrito de Snail son el bloqueo del ciclo celular, supervivencia y resistencia a la radioterapia
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y quimioterapia lo cual demuestra que la participacion de Snail en la TEM va mas alla de la

represion transcripcional de E-cadherina (Vega et al 2004, Kurrey et al 2009).
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Figura 5. La leptina incrementa los niveles de Snail en celulas MCF10A. Los cultivos celulares de MCF10A a una confluencia total,
posteriormente se realiz6 supresion de suero por 4 h'y tratamiento con leptina (400 ng/ml) por 0, 3, 6, 12 y 24 h, las células fueron lisadas
para obtener proteinas totales. A) Se realiz6 Western blot para medir los niveles proteicos de Snail y actina (control de carga), la
comparacion se realizd con el control (tiempo 0). La gréfica corresponde a al andlisis densitométrico del WB, como prueba estadistica se
usé ANOVA, se representa la media y desviacion estandar, la comparacion se hizo con el control (tiempo 0) y el incremento se expresa
como el nimero de veces respecto al control. Los experimentos se realizaron por triplicado.

La leptina induce invasion en células MCF10A a traves de la activacion de FAK, ERK y
PI3K

La invasion es un evento fundamental en el desarrollo de la TEM y de la metastasis a
distancia (Naber et al 2013) el cual puede ser promovido por la activacion de diferentes
cinasas como FAK, ERK y PI3K (Chan et al 2009, Huyhn et al 2009, Quian et al 2005,
Attoub et al 2000, Lin et al 2013), como hemos demostrado en el Capitulo I, la leptina induce
TEM en MCF10A, y que esto depende de la activacion de las cinasas FAK, ERK; en base a
estos resultados evaluamos si la leptina promueve la invasion en celulas MCF10A, para lo
cual mediante ensayos de invasion en cadmaras Transwell realizamos tratamientos en
presencia y ausencia de los inhibidores de FAK, ERK y PI3K. En la Figura 6 observamos
que en presencia de leptina las células invadieron hacia la camara inferior en comparacion
con las células no tratadas, y en presencia del inhibidor de FAK (PF-573228), disminuyod la
invasion incluso por debajo de los niveles observados en el vehiculo (células no tratadas).
Evaluamos también estas condiciones en presencia del inhibidor de ERK (ERKI) y de PI3K
(Wortmanina); en ambas condiciones observamos una disminucién de la capacidad invasiva
de; con estos ensayos podemos demostrar por primera vez que la leptina induce la TEM
mediante la activacion de FAK, ERK y PI3K-PDK1 en células epiteliales mamarias

MCF10A.
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Figura 6. La leptina induce invasién celular a través de una via dependiente de FAK, ERK y PI3K. Panel A. Las celulas MCF10A
fueron puestas en la parte superior del inserto sobre el matrigel y tratadas en presencia (+) y ausencia (-) de leptina (400 ng/ml) y de
inhinidor de ERK (30 Mm), FAK (10 Mm) y Wortmanina (10 000 Mm) por 48 h, las células que invadieron fueron contadas, las
comparaciones se hicieron con los cultivos no estimulados. Panel B. La gréfica representa la media y desviacion estandar de dos
experimentos independientes por ANOVA de una via. Significancia estadistica P<0.05.

Discusién

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la leptina como promotora de la TEM en
células epiteliales mamarias MCF10A, este modelo puede emular lo que pudiera ocurrir in
vivo durante el desarrollo de cancer de mama en mujeres con hiperleptinemia. En el Capitulo
I evaluamos el efecto de la leptina sobre la migracion celular y de los marcadores cléasicos de
la TEM, en estos ensayos pudimos demostrar que el incremento en la migracion celular fue
dependiente de la dosis de leptina, este incremento estuvo acompafiado de cambios
morfoldgicos de tipo mesenquimal, de igual manera los niveles de vimentina incrementaron

de manera proporcional a la dosis de leptina; en el caso de E- cadherina observamos una
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disminucion a las 3 h de tratamiento con 400 ng/ml de leptina, mientras que en los ensayos
dosis de respuesta los niveles de E-cadherina no disminuyeron considerablemente, este
comportamiento ha sido documentado en diversos reportes en donde algunos marcadores de
la TEM como E-cadherina no disminuyen lo cual es propuesto como una “Transicion epitelio-
mesénguima parcial”(Liu et al 2014, Hollestelle et al 2013, Grande et al 2015), esto es lo que
pudiera estar ocurriendo en nuestro modelo. Otra posibilidad es que la proteina es
relocalizada en citoplasma y el WB mide también la proteina en citoplasma; en este sentido,
esto puede ser evidenciado al evaluar la localizacién subcelular de E-cadherina.

Por otro lado, demostramos que la leptina puede activar a cinasas citosolicas como FAK y
ERK, y que la activacion de estas cinasas es necesaria para la expresion de vimentina y para
la migracion celular, con los resultados concuerdan con reportes donde se ha evidenciado
que estas cinasas favorecen la migracion e invasion celular, debido a que promueve las
contracciones de miosina y el movimiento del citoesqueleto celular (Gagliardi et al 2015
Taliaferro-Smith et al 2015, Wang et al 2013).

En el Capitulo Il evaluamos una tercer la via de sefializacion implicada en la TEM en
respuesta a leptina, la via P13K/PDK1 midiendo la fosforilacién de PDK1la cual presentd
incremento de la fosforilacidn entre los 5 y 15 min de tratamiento con 400 ng/ml de leptina,
posteriormente empleando a Wortmanina un inhibidor de PI3K evaluamos los niveles de
expresion de vimentina, en estos ensayos pudimos demostrar que los niveles de vimentina,
la migracion y morfologia celular dependen de la activacion de PI3K. Otros marcardores de
la TEM que también medimos fue la secrecién de MMP-2 y MMP-9, en lo cuales observamos
por ensayos de zimografia una mayor actividad catalitica de MMP-2 lo cual es indicativo de
invasion celular, estos ensayos fueron complementados con ensayos de invasion en cdmaras
Transwell en donde en presencia de de leptina las células invadieron hacia la camara inferior
del inserto y en el control; mientra que en presencia de los inhibiodores quimicos de las
cinasas FAK, ERK y PI3K no se observo invasion celular. Finalmente evaluamos al factor
de transcripcion Snail, en estos ensayos observamos que los niveles incrementan de manera
proporcional al tiempo al utilizar la dosis de 400 ng/ml de leptina. Con estos resultados
demostramos que la leptina promueve la TEM a través de la activacion de FAK, ERK y
PI3K/PDK1 en células MCF10A.
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De acuerdo a los resultados obtenidos tenemos evidencia de la asociacion que existe entre la
obesidad y el desarrollo de cancer de mama y que la liga entre ambos es la leptina la cual
promueve la transicion epitelio mesenquimal, favoreciendo que celulas de fenotipo epitelial
se transdiferencien a un fenotipo maligno o tumoral, lo cual ya habia sido demostrado en
otras lineas celulares y en estudios epidemioldgicos que asocian a la obesidad con el
desarrollo de multiples tipos de cancer, con nuestros resultados demostramos por primera
vez que la leptina es inductora de la TEM en celulas MCF10A las cuales poseen
caracteristicas epiteliales de las celulas mamarias y este modelo proporciona evidencia de lo
que puede suceder en mujeres con hiperleptinemia durante el inicio y progresion de cancer

de mama.

Por todo lo anterior hemos propuesto un modelo (Anexo 1) en el cual una vez unida la leptina
al ObRb pueden ser activadas las vias de MAPK y PI3K/PDK1 las cuales tienen como
proteinas blanco factores de transcripcién como AP-1y Ets que pueden activar genes para la
transcripcion de MMP-2 y MMP-9 favoreciento la invasion celular; Snail puede activar a
vimentina, la cual contribuye a la remodelacién del citoesqueleto y favorece la migracién
celular. Ademas la leptina puede activar a FAK la cual es una cinasa citosolica no receptora,
nuestra hipétesis es que la activacion pudiera ser a través de Src 0 por un mecanismo de

transactivacion con el EFGR, al liberar Src ligando transmembranales del EGFR.
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AnNexos

Anexo 1
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Figura 1. Modelo hipotético de la Transicion epitelio-mesénquima en respuesta a leptina. Una vez unida la leptina al ObRb pueden
ser activadas las vias de MAPK y PI3K/PDK1 las cuales tienen como proteinas blanco factores de transcripcion como AP-1 y Ets que
pueden activar genea para la transcripcién de MMP-2 y MMP-9 favoreciento la invasion celular; Snail puede activar a vimentina, la cual
contribuye a la remodelacién del citoesqueleto y favorece la migracién celular. Ademas la leptina puede activar a FAK la cual es una cinasa

citosolica no receptora, nuestra hipétesis es que la activacion pudiera ser a través de Src o por un mecanismo de transactivacion con el
EFGR, al liberar Src ligando transmembranales del EGFR.
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