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Abstract

Introduction. Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT) is associated with the
acquisition of pro-metastatic properties in breast cancer cells. Deregulation in the
production of adipocytokines, particularly overproduction of leptin, has been
associated with the progression of breast cancer. Leptin induces the activation of
signaling molecules such as PI3K/AKT and the GTPase Racl, which are implicated
in EMT. However, the role of leptin in EMT in breast epithelia, is still unclear.
Objective. In the present study, we evaluated the participation of PI3K/AKT and the
GTPase Racl in leptin-induced EMT in the non-tumorigenic breast epithelial cell
line MCF10A. Material and Methods. MCF10A cells were treated with human
recombinant leptin in the presence or not of PI3K or Racl inhibitors. The expression
of E-cadherin and vimentin, and AKT phosphorylation were determined by Western
blot. The levels of active Racl were determined by pull down assays. Cell migration
was evaluated by wound-healing assay. Results. Leptin induces phosphorylation
of AKT and the activation of Racl in MCF10A cells. Leptin treatment caused a
decrease in the expression of E-cadherin and an increase in vimentin expression.
Pharmacological inhibition of PI3K, reduces the effect of leptin on vimentin
expression, but had no effect on E-cadherin expression. Chemical inhibition of Racl
caused a decrease in E-cadherin expression. Migration of MCF10A cells in
responses to leptin was reduced in the presence of chemical inhibitors of both PI3K
or Racl. Conclusion. Leptin promotes EMT through PI3K and Racl in cells
MCF10A.
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Resumen

Introduccion. La Transicion Epitelio-Mesenquimal (TEM) es un proceso biologico
asociado con la adquisicion de propiedades pro-metastasicas en cancer de mama.
La desregulacion en la produccion de adipocitocinas, particularmente la
sobreproduccién de leptina, ha sido asociada con la progresién del cancer de
mama. La leptina induce la activacion de la via PISK/AKT y la GTPasa Racl, las
cuales estan implicadas en la TEM. Sin embargo, el papel de la leptina en TEM en
epitelio de mama, todavia no esta claro. Objetivo. En el presente estudio, se evalud
la participacion de PISK/AKT y de la GTPasa Racl, en la TEM inducida por leptina,
en la linea celular de epitelio de mama no tumorigénica MCF10A. Material y
métodos. Células MCF10A fueron tratadas con leptina recombinante humana. La
fosforilacion de AKT y la expresion de E-cadherina y vimentina, fueron
determinadas por Western blot. Los niveles de Racl activo fueron determinados
por ensayos de Pull down. La migracion celular fue evaluada por ensayos de cierre
de herida. Resultados. La leptina induce la fosforilacién de AKT vy la activacion de
Racl en células MCF10A. El tratamiento con leptina provoca una disminucion en la
expresion de E-cadherina y un aumento en la expresion de vimentina. La inhibicion
farmacoldgica de PI3K, bloquea la expresion de vimentina estimulada por leptina,
pero no tiene efecto sobre la expresién de E-cadherina. La inhibicion quimica de
Racl causa una disminucion en la expresion de E-cadherina. La migracion de
células MCF10A en respuesta a leptina disminuy6 en presencia de los inhibidores
quimicos de PISK y Racl. Conclusidn. La leptina promueve TEM a través de PI3K
y Racl en células MCF10A.
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Introduccién

La Transicion Epitelio-Mesenquimal (TEM) es un proceso bioldgico a través del cual
las células epiteliales adquieren caracteristicas mesenquimales, incrementando su
capacidad migratoria e invasiva (Lamouille et al., 2014, Micalizzi et al., 2010).
Durante la TEM, hay pérdida de la expresion de marcadores epiteliales como E-
cadherina, proteinas de uniones estrechas y citoqueratinas. Al mismo tiempo hay
un incremento en la expresion de marcadores mesenquimales, tales como
vimentina, fibronectina, proteina especifica de fibroblastos 1 (FSP-1), a-actina de
musculo liso (a-SMA), y N-cadherina (Gonzalez and Medici, 2015, Micalizzi et al.,
2010). Existen factores de transcripcién que promueven el proceso de TEM, entre
ellos, ZEB1, Snaill, Snail2 (Slug), E47 y Twist, los cuales se unen directamente a
la secuencia E-box del promotor del gen de E-cadherina (CDH1), reprimiendo su
expresion (Cubillo et al., 2013, Mazda et al., 2011, Villarejo et al., 2014, Casas et
al., 2011). Por otro lado, el promotor del gen de vimentina (VIM), posee sitios de
unién para -catenina/TCF, NF-k3, AP-1, PEA3, Sp/XKLF, ZPB-89, y SIP1, factores
gue promueven la transcripcion del gen de vimentina (Arun Satelli, 2011, Bindels et
al., 2006, Liu et al., 2014). El incremento en los niveles de expresién de vimentina
y la disminucién de E-cadherina, han sido considerados como los marcadores
canonicos de la TEM (Zeisberg, 2009).

Recientemente, se ha propuesto a la leptina como inductor de la TEM en células
A549 y MCF7 (Feng et al., 2014, Yan et al., 2012). La leptina es codificada por el
gen OB, es un polipéptido de 16 kDa, secretado principalmente por adipocitos y
cuya funcion primaria es regular el apetito y el gasto energético a través de la
estimulacién del sistema nervioso central (Vansaun, 2013). Sin embargo, se ha
descrito que la leptina esta involucrada en la tumorigénesis, especialmente en el
desarrollo y progresion del cancer de mama (Newman and Gonzalez-Perez, 2014,
Surmacz, 2007). En este contexto, la leptina y su receptor (Ob-R) se han
encontrado sobreexpresados en tumores malignos de mama, en comparacion con
tejido normal o tumores benignos (Garofalo et al., 2006). La sobreexpresion de la
leptina, como de su receptor en las células tumorales mamarias, sugiere que la
leptina promueve el potencial maligno de estas células de manera localizada.
Dentro de las vias de sefalizacion que son activadas por la leptina estan las vias
de JAK/STAT, ERK1/2, y PI3BK/AKT (Penicaud et al., 2012, Vansaun, 2013, Zhou
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and Rui, 2013). Ademas, las cinasas PI3K y ERK1/2 inducen la actividad de la
pequefia GTPasa Racl, la cual esta implicada en migracién e invasion celular, dos
eventos bioldgicos que son el resultado de un proceso de TEM (Du et al., 2011,
Tong et al., 2013). De manera particular, la via de PI3K/AKT, participa en el proceso
de TEM inducido por factores como TGF-§, Jagged y Wnt, regulando los niveles de
expresion de E-cadherina, vimentina y fibronectina (Bakin et al., 2000,
Veeraraghavalu, 2005, Grille et al., 2003). Racl participa en el proceso de TEM
inducido por factores como TGF- 3, colageno de tipo 1 y humo de tabaco, regulando
la expresion de Snail, y marcadores de TEM (Santibanez et al., 2010, Shen et al.,
2014, Shintani et al., 2006). La actividad de Rac1l puede ser favorecida por el factor
de transcripcién Twist, el cual puede promover la transcripcion del co-activador
NED99 y el GEF DOCK3 de Racl (Yang et al., 2012). A través de sus efectores,
Racl promueve el proceso de TEM, por ejemplo, el efector IQGAP interactua con
B-catenina, reduciendo las uniones célula-célula mediadas por E-cadherina (Hage
et al., 2009). También la activacion de la cinasa PAK por Racl, induce la
fosforilacidon del residuo Ser38 de vimentina, promoviendo la formacion de

lamelipodios (Helfand et al., 2011).

Los mecanismos mediante los cuales la leptina induce TEM en células de cancer
de mama no son claros. En un estudio reciente, utilizando lineas celulares de
cancer de mama se demostré que la leptina aumenta la acumulacion nuclear de -
catenina, por la fosforilacion de GSK3-f via AKT o por la acumulacién de Wnt1, lo
gue conlleva a una disminucién en la expresién de E-cadherina y un aumento de
vimentina (Yan et al., 2012). Antecedentes directos de nuestro grupo de trabajo
utilizando la linea celular de epitelio de mama no tumoral MCF10A, la cual expresa
la isoforma larga del receptor a leptina (OB-Rb)(Yom et al., 2013), determinaron
que el tratamiento con leptina promueve un aumento en la migracion celular,
secrecion de metaloproteasas de matriz y niveles altos de vimentina. Sin embargo,
aun no se tiene claro cuales son los mecanismos por los cuales la leptina modifica
los niveles de expresion de estas proteinas. En este estudio evaluamos la
participacion de la cinasa PISK y la GTPasa Racl en la TEM inducida por la leptina
en células MCF10A.
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Material y métodos
Reactivos

Los anticuerpos: anti-Racl (05-389), anti-tubulina (05-829), y anticuerpos
secundarios anti-raton y anti-conejo, fueron adquiridos de Merck Millipore (Billerica,
Massachusetts, U.S.A). El inhibidor de Racl, NSC23766, y los anticuerpos Anti-
Vimentina (sc-6260), anti-E-cadherina (sc-21791) y Anti-AKT fosfo-Ser473 (sc-
7985-R), fueron adquiridos de Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas, U.S.A). El
anticuerpo anti-AKT-T (P2482), Trizma, KODAK BioMax Light Film, leptina
recombinante humana, wortmanina, medio DMEM F12, Hidrocortisona, IPTG
(isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido) y el factor de crecimiento epidérmico (EGF),
fueron compradas de Sigma Aldrich (St.Louis, Missouri, U.S.A). El suero fetal
bovino (SFB) fue adquirido de BYPRODUCTOS (Guadalajara, México). El
antibiotico/antimicotico es procedente de Gibco, Life Technologies (California,
U.S.A). El Tritén X-100 y Kit ECL —Western blotting, fueron comprados en Bio-Rad
(California, U.S.A).

Elaboracion de perlas GST-PAK

Las bacterias de Escherichia coli BL21, transformadas con la construccion GST-
PAK (proporcionadas por el Dr. José Vazquez Prado, CINVESTAV), fueron
cultivadas en medio Luria-Bertani (LB) adicionado con 50 pg/mL de ampicilina a
37°C, en agitacion constante, hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0.6. La
expresion de la proteina recombinante fue inducida mediante la adicién de 0.2 mM
de IPTG por toda la noche a 37°C, en agitacion constante. Las bacterias fueron
recuperadas por centrifugacion y resuspendidas en buffer de lisis (PBS 1X-Triton
X-100 1%, EDTA 1mM, PMSF 1mM, Leupeptina pg/ml, aprotinina pg/ml) y
sometidas a 3 ciclos de congelamiento y descongelamiento. Los lisados fueron
centrifugados a 10,000 rpm durante 30 min a 4°C. El sobrenadante fue incubado
con perlas Glutation S-Transferasa por 1 h a 4°C, en agitaciébn constante. La
proteina recombinante unida a las perlas, fue lavada tres veces con buffer de lisis
e inhibidores. Por ultimo, la cantidad de proteina recombinante unida a las perlas

glutation sefarosa, fue estimada usando geles SDS tefiidos con azul de Coomassie.
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Cultivo Celular

La linea celular de epitelio de mama no tumoral, MCF10A, fue mantenida en medio
DMEM, suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), 1% de
antibiético/antimicotico, 10 pg/mL de insulina, 0.5 pg/mL de hidrocortisona, 20
ng/mL de EGF, en una atmosfera de 5% de CO2y a 37°C.

Ensayos de inhibicion de Racl y PI3K

Inhibicion de Racl. Las células MCF10A a una confluencia del 100%, fueron
suprimidas de suero e incubadas con 25 uM del inhibidor de Racl (NSC23766) por
4 h. Se realizé una rayadura con una punta amarilla estéril. Posteriormente los
cultivos se trataron con 400 ng/mL de leptina por 24 h. Concluido el tratamiento se
obtuvieron proteinas totales. La cantidad de 30 pg de proteinas totales fueron

analizadas por Western blot con anticuerpo primario para E-cadherina y vimentina.

Inhibicidn de PI3K. Cultivos celulares MCF10A a una confluencia del 100%, fueron
suprimidas de suero por 4 h. Posteriormente se trataron con 20 nM de wortmanina,
2 h antes de culminar la supresion de suero. Después se realizé una rayadura con
una punta amarilla estéril. Los cultivos celulares se trataron con 400 ng/mL de
leptina por 24 h. Terminado el tratamiento se obtuvieron proteinas totales. La
cantidad de 30 ug de proteinas totales fueron analizadas por Western blot usando

anticuerpo primario para E-cadherina y vimentina.
Ensayos de curso temporal

Las células MCF10A fueron crecidas hasta alcanzar la confluencia del 80%. Antes
de cada ensayo se pusieron en supresion de suero por 4 h. Después, las células
fueron tratadas en medio DMEM libre de suero en presencia de 400 ng/mL de
leptina durante 5, 10, 15, 30 y 60 min. Se hizo la obtencion de proteinas totales con
1 mL de buffer de lisis RIPA (HEPES 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, EGTA 1 mM,
ortovanadato de sodio 1 mM, NaF 100 mM, pirofosfato de sodio 10 mM, glicerol
10%, Triton X100 1%, desoxicolato de sodio 1%, MgClz 1.5 mM, PMSF 1 mM). Para
evaluar la fosforilacion de AKT se usaron 30 ug de proteinas totales, las cuales
fueron analizadas por Western blot con anticuerpo policlonal de conejo anti-fosfo-
Ser473 AKT, la membrana fue reincubada con anticuerpo monoclonal de raton
anti-AKT.
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Ensayos de Pull down

Las células MCF10A fueron crecidas hasta alcanzar la confluencia del 80%. Antes
de cada ensayo se pusieron en supresion de suero por 4 h. Posteriormente se
trataron con 400 ng/mL de leptina por distintos tiempos. Después del tratamiento
se hizo la obtencion de proteinas totales con 1 mL de buffer de lisis (Tritén X-100
1%, Tris 50 mM pH 7.5, EDTA 1 mM, NaCl 0.3 M, MgCl2 10 mM y PMSF 1 mM), se
colecto el lisado celular y se centrifugaron a 12000 rpm por 10 min, se recupero el
sobrenadante. La concentracion de proteinas totales fue determinada usando un
espectrofotometro, Nanodrop ND-2000. Racl activo fue aislado de un miligramo
de proteina total, que fue incubado con perlas de glutation S-transferasa (GST)-
PAK (Racl), por una hora a 4°C. El producto de la interaccién fue centrifugado a
12000 rpm por 5 min, el botdén obtenido se lavé tres veces con buffer de lisis y por
altimo re-suspendido en buffer de muestra 2X. Las proteinas fueron separadas en
geles de poliacrilamida al 12% vy transferidas a membranas de nitrocelulosa, el

inmunoblot se realizé con el anticuerpo monoclonal anti-Racl.
Ensayos de Western blot

Las proteinas fueron extraidas con RIPA (HEPES 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM,
EGTA 1 mM, ortovanadato de sodio 1 mM, NaF 100 mM, pirofosfato de sodio 10
mM, glicerol 10%, Tritdbn X100 1%, desoxicolato de sodio 1%, MgClz 1.5 mM, PMSF
1 mM). Los extractos fueron centrifugados a 12000 rpm por 10 min a 4°C y el
sobrenadante fue colectado. La concentraciébn de proteinas fue determinada
usando un espectrofotdmetro Nanodrop ND-2000. Los extractos proteicos fueron
separados en geles de poliacrilamida al 10% y transferidos a una membrana de
nitrocelulosa. La membrana fue bloqueada con leche al 5% en TBS-T por 2 h a
temperatura ambiente. La membrana fue incubada, ya sea con anticuerpo
monoclonal de ratdn contra vimentina o anticuerpo monoclonal de ratén contra E-
cadherina, por todala noche a 4°C. Se hicieron 3 lavados a la membrana con TBS-
T al 0.05%. Las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario anti-IlgG de
ratén conjugado a peroxidasa de rabano picante por 2 h, nuevamente la membrana
fue lavada 3 veces con TBS-T 0.05%. Las bandas inmunoreactivas se visualizaron

utilizando el kit ECL —-Western blotting. Las bandas inmunoreactivas fueron
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detectadas en placas autoradiogréficas. Se realiz6 el analisis densitométrico a las
bandas del inmublot utilizando el programa ImageJ.

Ensayo de cierre de herida

Las células MCF10A fueron crecidas en placas de cultivo celular de 60 mm, hasta
que alcanzaron la confluencia del 100%, fueron mantenidas por 4 h en supresion
de suero, posteriormente se incubaron con Ara C durante 2 h, con el fin de inhibir
la proliferacién celular. A la monocapa de células se les hizo una rayadura con una
punta amarilla de pipeta estéril de 200 uL, después se lavaron con PBS para
remover las células despegadas. Posteriormente las células se trataron con leptina
y/o los inhibidores de PI3K y Racl. A las 48 h de tratamiento, con ayuda de un
microscopio invertido Olympus, usando el objetivo 10X, se tomaron 5 fotografias a
lo largo del cierre de la herida de cada condiciéon. La migracion celular se evalu6
realizando cinco mediciones aleatoriamente a lo largo del cierre de la herida en
cada imagen, usando el programa ImageJ 1.32. Se obtuvo la media de las cinco
mediciones. Para calcular el porcentaje de area abierta de la herida, se utilizé la
siguiente formula: % area abierta = A x 100 / B, donde A = media con tratamiento

y B = media sin tratamiento.
Andlisis estadistico

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado. El analisis estadistico se
hizo mediante ANOVA y prueba de comparacion mdultiple de Newman-Keuls
utilizando el programa estadistico GraphPad Prism 6.0. Los resultados fueron
considerados estadisticamente significativos si *P<0.05.

Resultados

La leptinainduce un incremento en la fosforilacion de AKT y la activacion de
Rac1 en células MCF10A

Para demostrar si la leptina puede inducir la activacion de la via PI3K/AKT y la
GTPasa Racl en las células MCF10A, se realizaron ensayos de curso temporal.
Las células MCF10A fueron estimuladas con 400 ng/mL de leptina por diferentes
intervalos de tiempo. La actividad de la via de PI3K/AKT se evalud indirectamente
a través de la fosforilacion de AKT. Los niveles de fosforilacion de AKT fueron

determinados mediante Western blot con anticuerpo anti-AKT fosfo-Ser473. Como
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se muestra en la Figura 1, la leptina induce la fosforilacion de AKT a los 5 min de
tratamiento, manteniéndose la fosforilacion hasta los 60 min. La membrana fue
reincubado con anticuerpo AKT-T, como control de carga. Por otra parte, la
actividad de Racl fue determinada mediante ensayos de Pull-down y Western blot.
En la Figura 2, se observa que la leptina incrementa la actividad de Racl a los 5
min de tratamiento, decayendo esta actividad a los 10 min, y volviendo aumentar a
los 30 y 60 min. El tratamiento con leptina no tiene efecto en los niveles de

expresion de Racl.

La leptina disminuye la expresién de E-cadherina e incrementa la expresion

de vimentina en células MCF10A

El tratamiento con 400 ng/mL de leptina provoca la disminucién en la expresion del
marcador epitelial E-cadherina (Figura 3A) y un incremento en la expresion del
marcador mesenquimal vimentina en células MCF10A (Figura 3B). Con el fin de
aclarar los posibles mecanismos por los cuales la leptina modula la expresion de
E-cadherina y vimentina en células MCF10A. Las células MCF10A fueron tratadas
con leptina y wortmanina, un inhibidor de PI3K. En la Figura 3B, observamos que
el tratamiento con wortmanina, reduce la sobreexpresion de vimentina inducida por
leptina. No obstante, el tratamiento con el inhibidor de PI3K, reduce aiun mas los
niveles de expresion de E-cadherina en comparacion con el tratamiento con leptina
(Figura 3A).

Efectos de la inhibicién de Racl en la expresion de E-cadherina y vimentina
inducida por leptina

Previamente demostramos que la leptina aumenta la actividad de Racl en células
MCF10A. Diferentes estudios han reportado que la GTPasa Racl puede modular
la expresion de marcadores de TEM, favoreciendo este proceso. En nuestro modelo
de estudio, la inhibicion quimica de Racl con NSC23766, resulté inesperadamente,
en una mayor disminucién en la expresion de E-cadherina, en relacién a la
observada con el tratamiento con leptina (Figura 4A). En el caso de vimentina, la
inhibicion de Racl, reduce la sobreexpresion de vimentina inducida por leptina. Es
importante notar, que el tratamiento solo con el inhibidor de Racl aumenta la

expresion de vimentina (Figura 4B).
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La cinasa PI3K vy la GTPasa Racl participan en la migracion de células
MCF10A en respuesta a leptina

En las Figuras 5 y 6, se muestra que el tratamiento con leptina aumenta la
migracion de las células MCF10A. En distintos estudios se ha descrito la
participacion de la via PISK/AKT y la GTPasa Racl en el proceso de migracion
celular. Con el fin de determinar si la migracion de las células MCF10A en respuesta
a leptina depende de la activacién de la via PISK/AKT y la GTPasa Racl, se
realizaron ensayos de cierre de herida, en presencia de wortmanina y NSC23766.
La inhibicién quimica de PI3K, reduce totalmente la migracion celular inducida por
leptina en células MCF10A (Figura 5). De manera similar, el pretratamiento con el
inhibidor quimico de Racl, disminuye la migraciéon de las células MCF10A
estimuladas con leptina. Inesperadamente el tratamiento solo con el inhibidor de
Rac1l, promueve la migracion celular (Figura 6).

A) Blot p-AKT

o

(Cambios respecto al control) —

%

BO0kDa [ AT

WO R AR S B E +ACT

0 5 10 15 30 60 min

Fosforilacion de AKT

400 ng/mL leptina

10 15 30 60 min
400 ng/mL leptina

Figura 1. La leptina induce la fosforilaciéon de AKT en la linea celular MCF10A. Las
células MCF10A fueron tratadas con 400 ng/mL de leptina por distintos intervalos de
tiempo. A) Los lisados proteicos totales, fueron analizados por Western blot, usando un
anticuerpo especifico para fosfo-Ser473-AKT. La membrana fue re-incubada con
anticuerpo para AKT total, como control de carga. B) La grafica representa la cantidad
relativa de p-AKT determinada por el andlisis densitométrico de las bandas del inmunoblot,
comparadas con AKT-T, de tres experimentos independientes. *P<0.05 y **P<0.01,
mediante la prueba de Newman Keuls.
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Figura 2. La leptina induce la activacién de Racl en células MCF10A. La linea celular
MCF10A fue tratada con 400 ng/mL de leptina por diferentes tiempos. La forma activa de
Racl (Racl-GTP) fue detectada mediante ensayos de Pull down y Western blot. A) imagen
representativa del ensayo de Pull down de Racl. B) La gréfica de la derecha representa la
cantidad relativa de Racl activo, determinada por el analisis densitométrico de las bandas
obtenidas del inmunoblot de dos ensayos independientes. No hubo diferencias
estadisticamente significativa, valor obtenido de P>0.05, por Newman Keuls.
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Figura 3. La leptina a través de PI3K regula la expresion de vimentina y no de E-
cadherina, en células MCF10A. Los cultivos de células MCF10A, fueron tratados con:
vehiculo: Tris-HCL 10 mM pH 8.5 (VCL). 400 ng/mL leptina (LEP). 400 ng/mL leptina + 20
nM de wortmanina (LEP+W) y 20 nM de wortmanina (W). Panel izquierdo. Iméagenes

representativas de los inmunoblot de E-cadherina (A) y vimentina (B). Las membranas

DURAN-GONZALEZ 2016 11



Participacion de PI3K y Racl en la Transicion Epitelio-Mesenquimal inducida por leptina en células MCF10A.

fueron reincubadas con anticuerpo para tubulina, como control de carga. Panel derecho.
Representacion gréfica del analisis densitométrico y estadistico de las bandas de los
inmunoblots de E-cadherina y vimentina, normalizado a tubulina, de tres experimentos
independientes. *P<0.05 y **P<0.01, prueba de Newman Keuls.
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Figura 4. Efecto de la inhibicion de Racl en la expresién de E-cadherina y vimentina
inducida por leptina. Las células MCF10A, fueron tratadas con las condiciones: Vehiculo:
Tris-HCL 10 mM pH 8.5 (VCL). 400 ng/mL leptina (LEP). 400 ng/mL leptina + 25 yM
NSC23766 (LEP+NSC) y 25 yM NSC23766 (NSC). Las imagenes de la izquierda
representan los inmunoblots de la expresion de E-cadherina (A) y vimentina (B). Las
membranas se re-incubaron con anticuerpo para tubulina como control de carga. Los
histogramas de la derecha representan el analisis densitométrico y estadistico de las
bandas obtenidas de los inmunoblots de E-cadherina y vimentina, de tres experimentos
independientes. *P<0.05, ***P<0.001, prueba de Newman Keuls.
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Figura 5. La leptina induce migracion celular a través de PI3K. A) imagenes
representativas de tres ensayos de cierre de herida en células MCF10A. B) La grafica
representa el porcentaje de area abierta de la herida con respecto al control, de tres
experimentos independientes. *P<0.05 y **P<0.01, prueba de Newman Keuls. Vehiculo:
Tris-HCL 10 mM pH 8.5 (VCL). 400 ng/mL leptina (LEP). 400 ng/mL leptina + 20 nM de
wortmanina (LEP+W) y 20 nM de wortmanina (W).
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Figura 6. La leptina induce migracién de células MCF10A a través de Racl. A)
imagenes representativas de los ensayos de cierre de herida en células MCF10A, tratadas
con: Vehiculo: Tris-HCL 10 mM pH 8.5 (VCL). 400 ng/mL leptina (LEP). 400 ng/mL leptina
+ 25 yM NSC23766 (LEP+NSC) y 25 uM NSC23766 (NSC). B) La grafica representa el
porcentaje de area abierta de la herida con respecto al control, de tres experimentos
independientes. *P<0.05, prueba de Newman Keuls.
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Leptina
WORTMANINA OB-Rb NSC23766
PISK/AKT Rac1
ERK1/2
?
E-cadherina Vimentina Migracién celular E-cadherina E-cadherina Vimentina Migracién celular

Figura 7. Modelo esquemaético de la participacion de PI3K y Racl en la TEM inducida
por leptina en células MCF10A.

Discusion

La TEM es un proceso bioldgico en el cual las células epiteliales cambian a un
fenotipo mesenquimal, caracterizado por la reduccién de la adhesion celular y un
aumento en la motilidad celular. La TEM confiere a las células tumorales la
capacidad de escapar del tumor primario y hacer metastasis a 6rganos distantes
(Guarino, 2007, Lamouille et al., 2014, Tomaskovic-Crook et al., 2009). Estudios
realizados en las lineas celulares A549 y MCF7, derivadas de cancer de pulmoény
de mama respectivamente, muestran que la leptina promueve la TEM (Feng et al.,
2014, Yan et al., 2012). En este estudio observamos que el tratamiento con leptina
en células MCF10A disminuye los niveles de expresion de E-cadherina e
incrementa los niveles de expresion de vimentina, lo que sugiere que la leptina
induce TEM en esta linea celular. Estudios han reportado que la pérdida de E-
cadherina puede llevar a la expresion de marcadores mesenquimales como
vimentina, fibronectina, Twist y Snail (Onder et al., 2008). Se ha descrito que la
leptina activa diversas vias de sefalizacion intracelular, incluyendo la via de
PI3K/AKT y la activacion de la GTPasa Racl. Por otra parte, la via de PI3BK/AKT y
la GTPasa Racl participan en la TEM en distintos modelos de estudio (Lv et al.,
2013, Yan et al., 2012). En el presente trabajo demostramos que la leptina induce
la fosforilacibn de AKT y la activacibn de Racl en las células MCF10A. La
fosforilacion de AKT ocurre a partir de los 5 minutos de tratamiento con leptina,
manteniéndose la fosforilacion hasta los 60 minutos. Estudios recientes han
determinado que la leptina induce la fosforilacion de AKT en diferentes lineas

celulares cancerigenas como condrosarcoma, cancer de ovario, prostata y
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pancreatico, donde participa en la proliferacion, supervivencia, secrecion de
citocinas inflamatorias, migracion e invasion celular (Chen et al., 2013, Fazolini et
al., 2015, Mendonsa et al., 2014, Noda et al., 2015). Por otro parte, determinamos
que el estimulo con leptina induce la activacion de Racl a los 5 minutos de
tratamiento en las células MCF10A, al mismo tiempo en que la leptina induce la
fosforilacion de AKT. Mendoza- Catalan 2013, observo que la leptina promueve la
fosforilacion de PI3K y la activacion de Racl a los 5 min de tratamiento en la linea
celular de cancer de mama MCF7. Nuestros resultados sugieren que la leptina
activa simultaneamente a PI3K y Racl. Sin embargo, se ha descrito que la leptina
mediante PI3K promueve la actividad de Racl en células de cancer de colon. No
descartamos que la leptina por medio de PI3K pueda promover la actividad de Racl
en células MCF10A, y que ambas proteinas en conjunto induzcan el proceso de

TEM en esta linea celular.

Al evaluar la participacion de PI3K y Racl en la TEM de células MCF10A,
observamos que la inhibicion quimica de PI3K como de Racl conlleva a la
disminucién en la expresién de E-cadherina, un resultado inesperado, puesto que
se ha descrito que la inhibicion quimica de PI3K o de Rac1l, incrementa la expresion
de E-cadherina en distintos modelos de estudio (Du et al., 2014, Hage et al., 2009).
Nuestros datos sugieren que PI3K y Racl mantienen los niveles de E-cadherina en
las células MCF10A. Actualmente no se ha reportado que PI3K y Racl favorezca
la expresién de E-cadherina. No obstante, se ha determinado que la cinasa PI3K y
la GTPasa Racl son necesarias para la formacion de las uniones adherentes
mediadas por E-cadherina (Laprise et al., 2002, Nakagawa et al., 2001).
Probablemente cerca del dominio citoplasmatico de E-cadherina, la cinasa PI3K
genera la formacion de fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato como segundos
mensajeros lipidicos para el reclutamiento de factores intercambiadores de
nucleétidos de guanina (GEFs) que activan a Racl (Welch et al., 2003).
Posteriormente Racl por medio de sus proteinas efectoras promueve la
polimerizacion de actina en el dominio citoplasmatico de E-cadherina para su

estabilizacion y evitar su degradacion proteosomal.

Nuestros resultados muestran que la leptina disminuye la expresion de E-cadherina
independiente de PI3K y Racl. Alternativamente el receptor a leptina puede activar

las vias de JAK/STAT3 y ERK1/2, las cuales probablemente estén interviniendo en
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la disminucion de la expresion de E-cadherina inducida por leptina, ya que existen
evidencias de la participacion de estas vias en el proceso de TEM (Balanis et al.,
2013, Smith et al., 2014, Xie et al., 2004).

Determinamos que la inhibicién quimica de PI3K disminuye los niveles de expresion
de vimentina inducidos por leptina. Por lo tanto, la cinasa PI3K participa en la
expresion de vimentina inducida por leptina en células MCF10A. Estos datos se
correlacionan con los obtenidos por Yan et al 2012, donde la leptina a través de
PI3K induce la expresion de vimentina en la linea celular MCF7. Estudios han
determinado que la via PI3K/AKT participa en la via Wnt/B-catenina, la cual regula
genes relacionados con el proceso de TEM (Lv et al., 2013, Yan et al., 2012). De
acuerdo a estos antecedentes, sugerimos que la leptina a través de la via
PIBK/AKT, promueve la acumulacion de B-catenina en nudcleo formando un
complejo transcripcional a través de su union a TCF/LEF, el cual promueve la
transcripcion del gen de vimentina (Gilles et al., 2003). Por otra parte, demostramos
que la leptina a través de Racl incrementa la expresion del marcador mesenquimal
vimentina en células MCF10A. Esta participacion de Racl en la expresion de
vimentina fue también observada en células de cancer de ovario epitelial (Leng et
al., 2014). Sin embargo, los eventos moleculares rio abajo de Racl que promueve
la expresion de vimentina, no son claros. Investigaciones han determinado la co-
localizacion nuclear de GEF-Tiam/Racl con B-catenina, aumentando la actividad
del factor de transcripcion TCF. También, el ligando Wnt (via Wnt/ B-catenina) a
través de sus efectores rio abajo: Gag/11By-PI3K-Racl-JNK2, induce la
fosforilacidn de B-catenina en residuos cruciales para su translocacion nuclear,
donde induce la transcripcion del gen de vimentina (Buongiorno et al., 2008, Wu et
al., 2008). En contraste, inesperadamente el tratamiento con Unicamente el
inhibidor quimico de Racl, incrementa la expresién del marcador mesenquimal
vimentina, explicar este evento requerira de investigaciones futuras. Existe
evidencia que la disminucién de la actividad de Racl, es acompafada por un
incremento en la actividad de Rho y una transicion a un fenotipo mesenquimal
(Zondag et al., 2000).

Las células epiteliales que adquieren un fenotipo mesenquimal, tienden a
reorganizar su citoesqueleto de actina, de una manera que permite la movilidad

celular. Los resultados obtenidos de los ensayos de cierre de herida, muestran que
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la leptina mediante PI3K y Racl induce la migracion de las células MCF10A.
Nuestros resultados coinciden con lo observado en otros modelos de estudio,
donde la inhibicion de PI3K (con una dominante negativa p110aDN, wortmanina y
LY294002) y Racl (con NSC23766 o una dominante negativa N17Racl) inhibe la
migracion e invasion celular inducida por leptina en células MDCK, LS174T y
HM7(Attoub et al., 2000, Jaffe and Schwartz, 2008). En este trabajo observamos
que el tratamiento con solo el inhibidor de Racl, aumenta la migracion de las células
MCF10A, lo cual se correlaciona con el incremento en la expresién de vimentina.
Mendoza-Catalan en el 2013, observd que el tratamiento con leptina mas
NSC23766 induce un incremento en la migracion de células de cancer de mama
MDA-MB-231, sin embargo, la inhibicion de la GTPasa RhoA disminuye por
completo la migracion celular impulsada por leptina en células MDA-MB-231.
Estudios han determinado que Racl y RhoA mantienen una regulacion negativa
entre si, ya que efectores de Racl como PAK y WAVE inhiben la actividad de RhoA
mediante la inactivacion de sus GEFs, PDZ-RhoGEF y NET1-RhoGEF. RhoA es
capaz de suprimir la actividad de Racl por medio del GAP, ARHGAP2 (Alberts et
al., 2005, Barac et al., 2004, Sanz-Moreno et al., 2008). Lo anterior hace suponer
gue en nuestro modelo de estudio, la leptina inhibe la actividad de RhoA al estar
hiper-activando a Racl. Por lo tanto, el inhibidor de Racl, favorece la actividad de
RhoA. De acuerdo con Jaffe y Schwartz en el 2008, la actividad de RhoA toma

lugar Unicamente cuando Racl es inactivo (Jaffe and Schwartz, 2008).

El desarrollo y progresion del cAncer de mama, depende de alteraciones genéticas
y del microambiente del tumor. Utilizando la linea celular no tumoral MCF10A,
mostramos que la leptina participa la TEM, un evento temprano en la metastasis
del cancer de mama. De acuerdo a nuestros hallazgos, la leptina mediante la cinasa
PI3K y la GTPasa Racl incrementa la expresion del marcador mesenquimal
vimentina, asi como la induccion de la migracién celular. Determinamos que la
disminucién en la expresion de E-cadherina inducida por leptina es independiente
de PI3K y Racl. Ademas observamos que PI3K y Racl son necesarios para

mantener los niveles de E-cadherina en las células MCF10A (Figura 7).

En conclusion, la leptina por medio de la cinasa PI3K y la GTPasa Racl, promueve
la TEM de células de epitelio de mama no tumoral MCF10A, aumentando la

expresion del marcador mesenquimal vimentina, asi como la migracién celular.
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