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Resumen 

Antecedentes: Diversos estudios han asociado a la obesidad con el cáncer de 

mama (CaMa). La leptina es una hormona secretada por los adipocitos que incrementa 

durante la obesidad y experimentalmente se ha mostrado que puede promover el 

CaMa a través de diversos procesos biológicos. La Transición Epitelio-Mesenquimal 

(EMT) es un proceso biológico que conlleva a que una célula epitelial experimente una 

transdiferenciación a un fenotipo mesenquimal, adquiriendo con esto una alta 

capacidad migratoria e invasiva, características importantes durante la metástasis. La 

pérdida de E-cadherina y la ganancia de vimentina son considerados marcadores 

clásicos de EMT. Src es una cinasa involucrada en procesos de EMT, sin embargo, no 

se ha reportado la participación de Src en la EMT inducida por leptina en células 

epiteliales mamarias. Objetivo: Evaluar el papel de Src sobre los marcadores 

canónicos de la EMT en la línea celular MCF10A estimulada con leptina. Materiales y 

métodos: Se utilizó la línea celular no tumorigénica MCF10A de epitelio mamario no 

tumoral. Como estímulo se utilizó una dosis de leptina de 400 ng/mL. Para evaluar el 

papel de Src en la EMT inducida por leptina se utilizó el inhibidor químico PP2 y PP3, 

además de un siRNA específico para Src y un siRNA control. Los cambios en la 

expresión o fosforilación de Src se detectaron mediante Western blot e 

inmunofluorescencia y para evaluar la migración celular se realizaron ensayos de 

migración por cierre de herida. Resultados: Leptina induce la activación de la cinasa 

Src de manera específica de tiempo. El nivel de expresión de E-cadherina y vimentina 

es dependiente de la actividad cinasa de Src en células MCF10A estimuladas con 

leptina. La migración celular inducida por leptina es dependiente de la actividad de la 

cinasa Src. Conclusiones: Leptina induce la activación de la cinasa Src y la regulación 

de marcadores canónicos de la EMT a través de una vía dependiente de la cinasa Src 

en células MCF10A. 

Palabras clave: cáncer de mama, EMT, leptina, Src. 
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Abstract 

Background: Several studies demonstrate an association between obesity and breast 

cancer (BC). Leptin is a hormone secreted by adipocytes which increases during 

obesity. Experimental evidence shown that leptin may promote BC through various 

biological processes. The Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT) is a biological 

process by which an epithelial cell undergoes a transdifferentiation to a mesenchymal 

phenotype, acquiring a high migratory and invasive capacity, which are important 

characteristics during metastasis. The loss of E-cadherin and the gain of EMT 

canonical markers. Src is a kinase involved in the EMT processes; however, 

involvement of Src in leptin-induced EMT in mammary epithelial cells has not been 

reported. Objective: To evaluate the role of Src in leptin-induced EMT in the MCF10A 

cell line. Materials and methods: The non-tumorigenic cell line MCF10A of mammary 

epithelium was used. As a stimulus, a leptin dose of 400 ng/ml was used. To evaluate 

the role of Src on EMT markers induced by leptin, we used the chemical inhibitors PP2, 

PP3, as well as a specific siRNA for Src. Changes in the expression or phosphorylation 

of Src was evaluated by Western blot and immunofluorescence. Cell migration was 

evaluated by wound closure assays. Results: The results show that leptin induces 

activation of the Src kinase in a time specific manner. In addition, the level of expression 

and localization of E-cadherin and vimentin is dependent on Src kinase in leptin-

stimulated MCF10A cells and that leptin-stimulated cell migration via a Src kinase-

dependent pathway. Conclusions: Leptin induces activation of Src kinase and EMT 

through a Src kinase-dependent pathway in MCF10A cells. 

Key words: breast cancer, EMT, leptin, Src 
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Introducción 

La Transición Epitelio-Mesenquimal (EMT, por sus siglas en inglés) es un 

proceso en el cual una célula epitelial experimenta transdiferenciación a una célula con 

fenotipo mesenquimal. Con este cambio las células mesenquimales adquieren una 

capacidad migratoria e invasiva elevada, así como resistencia a la apoptosis y anoikis. 

La EMT inicialmente fue descrita en procesos no patológicos como el desarrollo 

embrionario y la cicatrización de heridas, sin embargo, actualmente el significado 

clínico más relevante de la EMT está relacionado con su papel en la metástasis de 

diversos tipos de cáncer (Kalluri & Weinberg, 2009; Zeisberg & Neilson, 2009). 

Durante la EMT ocurre la pérdida de marcadores epiteliales y la ganancia de 

marcadores mesenquimales. Entre los principales marcadores epiteliales que se 

pierden son E-cadherina, α-catenina, ocludinas, claudinas y citoqueratinas (Zeisberg 

& Neilson, 2009; Yan et al., 2012). Mientras que los principales marcadores 

mesenquimales que se ganan son vimentina, N-cadherina, metaloproteasas de matriz 

(MMP-2 y 9), así como factores de la transcripción relacionados con la EMT como 

Snail, Slug, Twist y Zeb (Liu et al., 2015; Tsai & Yang, 2015; Moyret-Lalle, 2014). No 

obstante, en diferentes tipos celulares se ha considerado la pérdida de E-cadherina y 

ganancia de vimentina como marcadores clásicos de la EMT. E-cadherina es una 

glicoproteína de 120 kDa y desempeña la función primaria de mantener las adhesiones 

célula-célula de manera dependiente de calcio. La pérdida de E-cadherina conduce a 

la pérdida de la polaridad celular del fenotipo epitelial, un evento importante para el 

inicio y progresión de la EMT (van Roy & Berx, 2008, Yan et al., 2012). Vimentina es 

una proteína de 57 kDa que integra los filamentos intermedios. La formación de 

filamentos de vimentina permite de manera primaria regular la arquitectura y rigidez 

celular de las células migratorias. Adicionalmente vimentina regula procesos como la 

direccionalidad de la migración, la polaridad de microtúbulos, la formación de 

adhesiones focales nacientes y las fuerzas de contracción necesarias para la 

translocación celular, en células mesenquimales migratorias (Dave & Bayless, 2014; 

Liu et al., 2015). 
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Leptina es una hormona de 16 kDa, constituida por 167 aminoácidos, siendo el 

tejido adiposo el principal tejido secretor (Frühbeck, 2006). Leptina tiene como función 

primaria la regulación de la ingesta calórica y el gasto energético a nivel del hipotálamo,  

no obstante, diversos estudios muestran una asociación importante entre la leptina y 

el cáncer de mama. Estudios clínicos indican que los niveles séricos de leptina son 

más altos en pacientes con CaMa en comparación con pacientes sin la enfermedad; 

mientras que en tejido tumoral y metastásico de CaMa, tanto la leptina como su 

receptor, el Ob-R, están sobreexpresados en comparación con tejido normal (Garofalo 

et al., 2006; Mohammadzadeh et al., 2014). Estudios experimentales en líneas 

celulares de CaMa, como MCF7, MDA-MB-231, SK-BR3 y T47D, se ha demostrado 

que la leptina induce proliferación, supervivencia, angiogénesis, migración e invasión 

celular a través de la señalización de diversas vías oncogénicas como JAK2/STAT3, 

ERK1/2, Akt/GSK3, Notch, mTOR y Src/FAK (Guo et al., 2012; Yan et al., 2012. 

Src es una proteína tirosina cinasa no receptora con un peso molecular de 60 

kDa. En su estado inactivo esta cinasa presenta una estructura de autoinhibición 

debido a la interacción de su dominio SH2 con la Y530 fosforilada localizada en el C-

terminal y del dominio SH3 con una secuencia rica en prolina de Src. La activación de 

esta cinasa se efectúa inicialmente por interacción con diversas proteínas que son 

reconocidas a través del dominio SH2 y SH3 de Src, induciendo la defosforilación de 

la Y530 y la autofosforilación de la Y419 localizada en su dominio cinasa, promoviendo 

la activación completa y la estabilidad de su estado activo (Yeatman 2004; Roskoski, 

2015). La activación de Src conduce a la interacción con múltiples moléculas, ya sean 

ciertos receptores con actividad tirosina cinasa, integrinas, moléculas de señalización 

como FAK y proteínas sustrato de Src, posicionando a esta cinasa como una molécula 

central de diversos procesos celulares (Roskoski, 2015). Estudios clínicos relacionan 

un aumento en la expresión y activación de Src con tipos de cáncer altamente 

invasivos, recurrencia de este tipo de cáncer y una disminución de la sobrevida en 

estos pacientes (Elsberger et al., 2009; Anbalagan et al., 2012). En estudios 

experimentales en líneas celulares de CaMa, se ha observado que esta cinasa se 

encuentra sobreexpresada e hiperactivada regulando diversos procesos celulares 
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como proliferación, sobrevivencia, migración e invasión celular de manera dependiente 

de la señalización de Src y FAK (González et al., 2006; Sánchez-Bailón et al., 2012). 

En células de CaMa, MCF7 y MDA-MB-231 la supresión de la actividad y la 

expresión de Src, revierte el proceso de EMT, reflejado por un aumento de E-

cadherina, disminución de vimentina y la disminución de la tasa de migración celular 

(Nam et al., 2002; Liu & Feng, 2010). Mientras que en células epiteliales de mama no 

tumorales MCF10A, el incremento en la expresión esta cinasa, aumenta la migración 

e invasión celular (Baumgartner et al., 2008). 

Recientemente se ha descrito a la leptina como un inductor de la ETM en células 

MCF7, SK-BR3 y MCF10A (Yan et al., 2012; Wei et al., 2016; Mishra et al., 2017; 

Villanueva Duque et al., 2017). En células MCF10A, la leptina induce un aumento en 

la tasa de migración celular, acompañado de cambios en los niveles de E-cadherina y 

vimentina. Adicionalmente los niveles de estos marcadores de EMT son regulados por 

moléculas asociadas a Src como la cinasa FAK (Villanueva Duque et al., 2017). En 

este estudio se evaluó el papel de Src sobre la regulación de marcadores de EMT en 

la línea de epitelio mamario no tumoral MCF10A estimulada con leptina. 
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Materiales y métodos 

Reactivos: La leptina recombinate humana (L4146), el inhibidor PP2 (P0042), el 

inhibidor PP3 (529574) y el Ara C (C1768) fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St 

Louis, MO.). Los siRNAs específicos para Src (sc-29228) y siRNA control (sc-37007), 

los anticuerpos específicos para Src (sc-19), E-cadherina (sc-21791), Vimentina (sc-

6260), Tubulina (sc-7210), IgG Mouse (sc-2005), IgG Mouse Alexa Fluor488 (sc-3890) 

fueron comprados de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA.). La Lipofectamida 

2000 fue obtenida de Thermo Fisher Scientific. El anticuerpo específico para GAPDH 

(14C10) fue obtenido de Cell Signaling Technology; el anticuerpo específico para 

Src(P)Y418 (MBS395378) fue obtenido de MyBioSourse; y el anticuerpo específico 

para IgG Rabbit (AP307P) fue obtenido de Millipore. 

Cultivo celular: La línea celular MCF10A se cultivó en medio DMEM/F12 (1:1) (Sigma-

Aldrich, D8900) suplementado con 5 % de suero fetal bovino (SFB) (ByProductos, 

Guadalajara, Jalisco), 10 µg/mL de insulina, 0.5 µg/mL de hidrocortisona (Sigma-

Aldrich, H0888), 20 ng/mL de EGF (Sigma-Aldrich, E5036) y antibióticos (Gibco, 

15240). Los cultivos se incubaron en una atmósfera húmeda de 5% de CO2 y una 

temperatura de 37°C. Para la realización de los experimentos, los cultivos confluentes 

se sometieron a supresión de suero durante 4 h antes del tratamiento. 

Estimulación de células: Para determinar los niveles de activación de Src, se realizó 

un ensayo curso temporal con 400 ng/mL de leptina durante 0, 5, 10, 15, 30 y 60 min. 

Posterior a los tiempos de incubación el estímulo se detuvo por aspiración del medio, 

solubilizando las proteínas en buffer de lisis Tritón (Tris-HCl 50 mM, NaCl 160 mM, 

EDTA 0.5 mM, EGTA 0.5 mM, Triton X-100 1%, Glicerol 10%), para finalmente analizar 

los niveles de fosforilación de Src mediante Western blot. Para determinar el papel de 

Src en la expresión proteica de E-cadherina y vimentina, las células se sometieron a 

pre-tratamiento con 10 µM de PP2 y PP3 durante 30 min, o silenciamiento de Src con 

siRNA específico y control. Los tratamientos con vehículo de leptina (Tris-HCl) y 400 

ng/mL de leptina, fueron durante 24 h. Posterior al tiempo de estimulación, los 

tratamientos se detuvieron por aspiración del medio, solubilizando las proteínas en 
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buffer de lisis Tritón, para finalmente analizar los niveles de expresión de E-cadherina 

y vimentina por Western blot. 

Silenciamiento de Src: Las células MCF10A se cultivaron en placas de 60 mm hasta 

alcanzar una confluencia del 40%. Antes de la transfección, las células se sometieron 

a supresión de suero durante 4 h. Se incubó a temperatura ambiente, por separado 5 

µl de Lipofectamida 2000 y 30 nM de los siRNAs con 100 µl de medio de transfección, 

durante 15 min. Posteriormente estas se mezclaron, e incubaron durante 30 min. La 

mezcla de transfección se añadió a las células junto con 1.3 mL de medio de 

transfección durante 6 h, añadiendo posteriormente medio DMEM/F12 suplementado 

con SFB 2X durante 24 h. A las 30 h tras la transfección, se añadió medio fresco a las 

células y se incubó durante 24 h adicionales. Después de 48 h de transfección, las 

células se sometieron a supresión de suero y se estimularon con leptina o vehículo de 

leptina durante 24 h adicionales, para finalmente realizar la extracción de proteínas 

totales. 

Western blot: Los extractos de proteínas totales de cada condición fueron separados 

por SDS-PAGE al 10% y transferidos a una membrana de nitrocelulosa. La membrana 

se bloqueó con 5% de leche descremada en solución de lavado (TBS/Tween-20 

0.05%) e incubó con anticuerpos primarios a una dilución 1:1000 durante 12 h a 4°C. 

Las membranas fueron lavadas e incubadas con anticuerpo secundario anti-IgG Rabbit 

o anti-IgG Mouse a una dilución 1:5000 por 2 h a 22°C. Finalmente, se realizó la 

inmunodetección usando un estuche de quimioluminiscencia y placas autoradiográ-

ficas. La intensidad relativa de las bandas de Western blot se determinó por medio de 

análisis densitométrico de las bandas empleando el programa ImageJ. 

Ensayo de migración celular por cierre de herida: El ensayo de migración celular 

se realizó en un cultivo confluente al 100%, agregando como pre-tratamiento 10 µM 

del inhibidor de proliferación celular Ara C durante 2 h, junto con un pre-tratamiento de 

10 µM del inhibidor PP2 o PP3 durante 30 min. Posteriormente se realizó una herida 

al cultivo celular con una punta amarilla estéril (200 μL), añadiendo vehículo de leptina 

o 400 ng/mL de leptina como tratamiento. Después de 48 h de incubación, las células 

se fijaron con PBS/Formaldehído al 4%, y se tomaron fotografías de las diferentes 
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condiciones usando el objetivo 40X de un microscopio de campo claro. Las mediciones 

del cierre de herida para cada condición se realizaron con el programa ImageJ.  

Inmunofluorescencia: Las células se crecieron en cubreobjetos de 12 mm de 

diámetro para posteriormente someterse a pre-tratamiento con 10 µM de PP2 o PP3 

durante 30 min, y tratamientos con vehículo de leptina (Tris-HCl) y 400 ng/mL de 

leptina durante 24 h. Terminado el tratamiento las células fueron fijadas y 

permeabilizadas con formaldehido al 4% y Triton X-100 al 0.5% respectivamente. 

Posteriormente las células se bloquearon con BSA al 3% durante 2 h a 4 °C. Posterior 

al bloqueo las células se incubaron con el anticuerpo específico para E-cadherina o 

vimentina a una dilución 1:200 por 2 h a 22°C, así como con anticuerpo secundario 

anti-mouse Alexa488 a una dilución 1:500 por 30 min a 37°C. Finalmente los 

cubreobjetos se montaron en un portaobjeto con una gota de Fluoroshield con DAPI, 

la visualización se realizó utilizando un microscopio de epifluorescencia. 

Análisis  estadístico: Los resultados fueron expresados como media ± S.D. Los datos 

fueron analizados estadísticamente mediante ANOVA acompañados de una prueba 

de comparación múltiple de Dunnett´s o de Newman-Keuls, utilizando el programa 

estadístico GraphPad Prism 5.0. Un valor de p<0.05 se consideró estadísticamente 

significativo. 
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Resultados 

Leptina induce la activación de la cinasa Src en la línea celular MCF10A 

Para determinar el efecto de leptina sobre los niveles de activación de Src en la 

línea celular MCF10A, se realizaron ensayos curso temporal a una dosis de leptina de 

400 ng/mL. Debido a que se ha descrito que el estado fosforilado de la Y419 de Src 

refleja el estado activo de esta cinasa, se realizó Western blot con anticuerpos 

específicos para la pY419 y Src total, este ultimo como control de carga. Los resultados 

muestran que leptina induce la activación de Src a partir de los 5 min, una disminución 

de esta a los 15 min, y un pico máximo a los 30 min (Figura 1). Estos resultados indican 

que leptina induce la activación de la cinasa Src en la línea celular de epitelio mamario 

no tumoral MCF10A. 

 

Figura 1. Leptina induce la activación de Src en la línea celular MCF10A. Panel A. Las células 

MCF10A fueron tratadas con 400 ng/mL de leptina durante 0, 5, 10, 15, 30 y 60 min. Las proteínas 

fueron separadas mediante SDS-PAGE, transferidas a membranas de nitrocelulosa e incubadas con 

anticuerpos específicos para Src pY419 y Src total como control de carga. Panel B. Gráfica que muestra 

la densitometría de las bandas en A. La imagen es representativa de dos experimentos independientes. 

La significancia estadística fue calculada mediante ANOVA y Dunnett´s. *P <0.05, **P< 0.01 vs control 

(células no tratadas con leptina). 

La cinasa Src regula la expresión de E-cadherina y vimentina en la línea celular 

MCF10A estimulada con leptina 

Para evaluar el papel de Src sobre los niveles de expresión de E-cadherina y 

vimentina en células MCF10A estimuladas con leptina, se utilizó el inhibidor químico 

de Src, PP2 y su análogo inactivo PP3. Los resultados muestran que los niveles 
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proteicos de E-cadherina y vimentina aumentan cuando se utiliza leptina como 

estímulo y disminuyen cuando se inhibe la actividad cinasa de Src con PP2 (Figura 

2A-C). A pesar de que el inhibidor químico PP3 no inhibe la actividad cinasa de Src, 

de manera interesante se observó que el inhibidor PP3, también disminuye los niveles 

de expresión de E-cadherina y vimentina tras la estimulación con leptina, manteniendo 

la  expresión comparada con el control (Figura 2A-C). Estos resultados indican que el 

aumento en los niveles de E-cadherina y vimentina es dependiente de la actividad 

cinasa de Src en la línea celular MCF10A estimulada con leptina.  

 

Figura 2. Src regula los niveles de expresión de E-cadherina y vimentina en la línea celular 
MCF10A estimulada con leptina. Panel A. Las células MCF10A fueron pre-tratadas con 10 µM de 
PP2 o PP3, y tratadas con 400 ng/mL de leptina durante 24 h. Las proteínas fueron separadas mediante 
SDS-PAGE, transferidas a membranas de nitrocelulosa e incubadas con anticuerpos específicos para 
E-cadherina, vimentina y tubulina. Panel B y C. Gráfica que muestra la densitometría de las bandas en 
A. La imagen es representativa de tres experimentos independientes. La significancia estadística fue 
calculada mediante ANOVA y Newman Keuls. *P<0.05, *P<0.05, **P<0.01 ***P< 0.001 vs control 
(células no tratadas con leptina). 

Para determinar si la localización subcelular de E-cadherina y vimentina 

depende de la actividad cinasa de Src se realizaron ensayos de inmunofluorescencia 

utilizando los inhibidores PP2 y PP3. Los resultados muestran que tras el estímulo con 

leptina, ocurre una redistribución subcelular de E-cadherina de la membrana hacia el 
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citoplasma. Esta redistribución citoplasmática de E-cadherina no se observó al utilizar 

los inhibidores PP2 y PP3 mas leptina (Figura 3A). Aunado a esto, los resultados 

también muestran que tras el estímulo con leptina, ocurre un aumento en la expresión 

de vimentina y su localización es perinuclear. En contraste, cuando se pretratan los 

cultivos con PP2 y PP3 mas el estímulo con leptina, la expresión y distribución de 

vimentina son similares a las células control (Figura 3B). Estos resultados indican que 

la localización subcelular de E-cadherina y vimentina tras el estímulo con leptina son 

eventos dependientes de la actividad cinasa de Src en la línea celular MCF10A. 
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Figura 3. Src regula la localización subcelular de E-cadherina y vimentina en la línea celular 
MCF10A estimulada con leptina. Panel A. E-cadherina Panel B. Vimentina. Inmunofluorescencia de 
células MCF10A pre-tratadas con 10 µM de PP2 o PP3, y tratadas con 400 ng/mL de leptina durante 24 
h. Las células se incubaron con anticuerpos específicos para E-cadherina y vimentina, así como con 
anti-mouse Alexa488 y DAPI, visualizadas a objetivo 100X. 
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Para evaluar el papel de Src sobre los niveles de expresión de E-cadherina y 

vimentina en células MCF10A estimuladas con leptina, se realizó adicionalmente el 

silenciamiento de Src a través de un siRNA específico para Src (siRNA Src), utilizando 

además un siRNA control sin blanco específico (siRNA Control). Se observó una 

disminución de la expresión de Src de aproximadamente el 50% tras la transfección 

con el siRNA Src con respecto al siRNA Control (Figura 4). 

 

Figura 4. Silenciamiento de Src en la línea celular MCF10A. Panel A. Las células MCF10A fueron 
transfectadas con 30 nM del siRNA Control y siRNA Src. La transfección fue evaluada 76 h post-
transfección a través de Western blot para Src y GAPDH. 20 µg de proteínas fueron separadas mediante 
SDS-PAGE, transferidas a membranas de nitrocelulosa e incubadas con anticuerpos específicos para 
Src y GAPDH. Panel B. Gráfica que muestra la densitometría de las bandas en A. La imagen es 
representativa de tres experimentos independientes. La significancia estadística fue calculada mediante 
ANOVA y Newman Keuls. ** P <0.01, células transfectadas con el siRNA Control vs con siRNA Src. 

Después del silenciamiento de Src a través de siRNAs, las células fueron 

estimuladas con leptina. Los resultados muestran que tras el estímulo con leptina, 

ocurre un incremento en los niveles de E-cadherina y vimentina respecto las células 

control, sin embargo, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas. 

Este resultado es similar en células transfectadas con el siRNA control y estimuladas 

por leptina (Figura 5A-C). Los resultados obtenidos en este estudio muestran que el 

silenciamiento de Src promueve la disminución en la expresión de E-cadherina tras la 

estimulación con leptina (5A y 5B). De manera interesante, se observa que el 

silenciamiento de Src y la estimulación con leptina promueve el aumento en la 

expresión de vimentina en esta línea celular (Figura 5A y 5C). Los resultados son 

representativos dos experimentos independientes y solo muestran tendencias por lo 

que posteriores experimentos confirmaran este comportamiento. 
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Figura 5. Silenciamiento de Src en células MCF10A estimuladas con leptina. Panel A. Las células 
MCF10A fueron transfectadas con 30 nM del siRNA Control y siRNA Src y 52 h después fueron 
estimuladas con 400 ng/mL de leptina durante 24 h. 20 µg de proteínas fueron separadas mediante 
SDS-PAGE, transferidas a membranas de nitrocelulosa e incubadas con anticuerpos específicos para 
E-cadherina, vimentina y GAPDH. Panel B y C. Gráfica que muestra la densitometría de las bandas A. 
La imagen es representativa de dos experimentos independientes. La significancia estadística fue 
calculada mediante ANOVA y Newman Keuls. 

La migración celular inducida por leptina es dependiente de la señalización de 

la cinasa Src en la línea celular MCF10A 

Para determinar si la migración celular inducida por leptina en la línea celular 

MCF10A es dependiente de la señalización de Src, las células MCF10A se sometieron 

a ensayos de migración por cierre de herida utilizando los inhibidores químicos PP2 y 

PP3. Los resultados muestran que la migración celular inducida por leptina en la línea 

celular MCF10A disminuye entre el 20 y 25%, cuando se inhibe la actividad cinasa de 

Src con PP2. Por otro lado, se observó que la migración celular inducida por leptina no 
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es afectada al usar el inhibidor PP3 (Figura 6). Estos resultados indican que la leptina 

induce migración celular en la línea MCF10A de manera dependiente de la actividad 

cinasa de Src.  

 

 

Figura 6. La migración celular inducida por leptina en la línea celular MCF10A es dependiente de 
la señalización de Src. Panel A. Migración celular por cierre de herida de la línea MCF10A, estimulada 
con vehículo de leptina (control, células no tratadas), leptina (400 ng/mL), leptina (400 ng/mL) más PP2 
o PP3 (10µM) y PP2 o PP3 (10µM). Panel  B. La gráfica muestra el porcentaje de cierre de herida para 
cada condición. La imagen es representativa de tres experimentos independientes. La significancia 
estadística fue calculada mediante ANOVA y la prueba de comparación múltiple de Newman Keuls. 
*P<0.05 vs células estimuladas con leptina. 
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Discusión 

Diversos estudios clínicos y experimentales muestran que la leptina es una 

adipocina con funciones endocrinas, paracrinas y autocrinas, en el desarrollo y 

progresión del CaMa (Garofalo 2006; Giordano 2016; Hosney et al., 2017). En modelos 

experimentales de CaMa, la leptina es un inductor de procesos relacionados con el 

cáncer como la proliferación y la transformación maligna, siendo la EMT uno de los 

más importantes ya que permite la adquisición de un fenotipo migratorio e invasivo de 

las células cancerosas (Yan et al., 2012, Tomaskovic-Crook et al., 2009). La ETM 

inducida por leptina se ha caracterizado en líneas celulares de CaMa como MCF7, SK-

RB-3 y MDA-MB-231 (Yan et al., 2012; Wei et al., 2016; Mishra et al., 2017). 

Recientemente se reportó que la leptina induce EMT de tipo parcial en células MCF10A 

de epitelio mamario no tumoral (Villanueva-Duque et al., 2017). Sin embargo, los 

mecanismos moleculares y las implicaciones biológicas de este tipo de EMT, no han 

sido totalmente caracterizados.  

Diversos reportes han asociado a la cinasa Src como una proteína de 

señalización importante en la adquisición de características mesenquimales en CaMa 

(Liu & Feng, 2010; Sánchez-Bailón et al., 2012). La activación de Src se correlaciona 

con procesos metastásicos y con la adquisición de un fenotipo invasivo y migratorio en 

modelos de CaMa. Debido a esto, en este estudio se evaluó el efecto de la leptina 

sobre los niveles de activación de la cinasa Src, mediante la determinación de la 

fosforilación de la Y419. En este modelo experimental se observó que leptina induce 

la activación de la cinasa Src a los 5 min de estimulación. En este sentido, los 

mecanismos de activación de la cinasa Src por el Ob-R no están del todo entendidos, 

sin embargo, existe evidencia experimental que sugiere que la activación de Src a 

tiempos cortos, podría involucrar interacción directa de Src con el Ob-R, 

probablemente del domino SH2 de Src a tirosinas fosforiladas de este receptor (Jiang 

et al, 2008; Heida et al., 2010). Aunado a esto, no se descarta un mecanismo de 

activación que involucre la participación de moléculas rio abajo de la señalización del 

Ob-R como JAK y PTP1B (Heida et al, 2010; Arias-Romero et al., 2009). En nuestro 

modelo de estudio se ha descrito que leptina induce la activación del EGFR a través 
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de un mecanismo de transactivacion, en este sentido, la activación de Src a los 30 

minutos podría estar relacionado con la interacción directa de Src con el EGFR 

(Belsches-Jablonski et al., 2001; Bello-Ríos, 2016). Por otro lado, la disminución en la 

activación de Src podría involucrar la participación de fosfatasas de tirosinas dirigidas 

a la Y419 de Src y cinasas como Csk dirigida a la Y530 de Src que permiten la 

inactivación de Src. Ambas condiciones promueven una conformación de 

autoinhibición a través de sus dominios SH2 y SH3 (Fan et al., 2015). 

Se ha descrito que la EMT se acompaña de la pérdida de marcadores epiteliales 

y ganancia de marcadores mesenquimales adquiriendo un fenotipo totalmente 

mesenquimal (Kalluri & Weinberg, 2009). No obstante, actualmente se ha descrito que 

existe un fenotipo hibrido o parcial de la EMT, que se caracteriza por el mantenimiento 

de E-cadherina, e incremento de marcadores mesenquimales como vimentina, 

manteniendo el fenotipo epitelial y un comportamiento migratorio de tipo colectivo (Bill 

& Christofori, 2015; Jolly et al 2015). Se ha descrito que los niveles totales de E-

cadherina se mantienen y que se observa cambio en la localización subcelular durante 

el proceso de EMT de tipo parcial inducida por leptina en células MCF10A (Villanueva-

Duque et al., 2017). En este contexto, se determinó el papel de la cinasa Src sobre la 

expresión de E-cadherina en células MCF10A estimuladas con leptina. En este estudio 

se observó que la expresión de E-cadherina inducida por leptina es dependiente de la 

actividad cinasa de Src. Esta expresión dependiente de la actividad de Src podría 

relacionarse con procesos de regulación transcripcional mediados de manera indirecta 

por esta cinasa. Aunque pocos estudios describen un aumento en la expresión de E-

cadherina tras el estímulo con leptina, se ha descrito en células MCF7 que el estímulo 

con leptina potencia la señalización de ERα, e induce la interacción de CREB y SP1 al 

promotor de E-cadherina, potenciando la transcripción de este gen a través de una vía 

dependiente de ERK y ERα respectivamente (Catalano et al., 2004; Mauro et al., 

2007). Aunque no se ha reportado la participación de Src en mecanismos de activación 

transcripcional mediados por ERK y ERα, no se descarta el entrecruzamiento de estas 

vías en el aumento en la expresión de E-cadherina inducida por leptina (Kousteni et 

al., 2003; Villanueva-Duque et al., 2017). Además, nuestros resultados muestran que 

leptina induce la relocalización de E-cadherina de la membrana plasmática al 
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citoplasma a través de un proceso dependiente de la actividad cinasa de Src. La 

relocalización de E-cadherina inducida por leptina, podría involucrar la interacción 

directa o indirecta entre Src y E-cadherina. Esto debido a que se ha reportado en otros 

modelos celulares, que Src forma complejos con E-cadherina y β-catenina, además de 

colocalizar con estas proteínas en las uniones adherentes (Wei et al., 2008; Veracini 

et al., 2015). Además se ha reportado que el ensamblaje y desensamblaje de estas 

uniones adherentes mediadas por E-cadherina, se relacionan con la actividad cinasa 

de Src (Kourtidis et al., 2015; Rötzer et al., 2015; Veracini et al., 2015). Con base en 

esto, no se descarta que este proceso de mantenimiento de E-cadherina durante la 

EMT de tipo parcial inducida por leptina, se relacione con procesos de regulación a 

nivel de membrana a través de la actividad cinasa de Src. 

Vimentina es un filamento intermedio y un marcador clásico de células 

mesenquimales. Durante el proceso de EMT de tipo parcial inducida por leptina en 

células MCF10A se ha descrito el incremento de esta proteína (Villanueva-Duque et 

al., 2017). En el presente estudio se observa que leptina aumenta la expresión de 

vimentina de manera dependiente de la actividad cinasa de Src. Los mecanismos que 

regulan el aumento en la expresión de vimentina podrían involucrar procesos de 

regulación transcripcional mediados de manera indirecta por Src. En este sentido se 

ha descrito que STAT3 induce la expresión de vimentina, al interactuar con proteínas 

represoras de la transcripción como ZBP-89 (Wu et al., 2004). Si bien, STAT3 es una 

proteína activada durante la señalización de leptina a través de JAK, se ha descrito en 

otros modelos celulares que leptina induce la activación de este factor transcripcional 

dependiente de Src e independiente de JAK (Jiang et al., 2008). Interesantemente se 

ha descrito en otros modelos celulares que la activación de STAT3 y la expresión de 

JAK, así como de vimentina son dependientes de Src (Teneale et al., 2016). Con base 

en estos antecedentes, la regulación transcripcional de vimentina podría estar 

relacionados con Src y la activación de STAT3 en este modelo celular. Además, se ha 

reportado que β-catenina tiene funciones dependientes de la localización subcelular, 

ya sea como proteína estructural a nivel de membrana a través de la interacción con 

el complejo de adhesión celular E-cadherina/p120/γ-,β-catenina/α-catenina o como 

activador transcripcional a nivel de núcleo a través la interacción con el complejo de 
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transcripcional TCF/LEF, que permite la transcripción de genes como vimentina 

(Wijnhoven et al., 2000; Yan et al., 2012). Evidencias indican que Src puede interactuar 

con β-catenina y fosforilar sitios en tirosina relacionados con la separación de esta 

molécula de complejos de adhesión celular regulados por E-cadherina (Veracini et al, 

2015; Rötzer et al., 2015). Recientemente se informó que β-catenina es una proteína 

relacionada con la EMT inducida por leptina en células MCF7 (Yan et al., 2012). Con 

base en esta evidencia y los resultados obtenidos en este estudio, la relocalización de 

E-cadherina a través de Src, sugiere una mayor biodisponibilidad de β-catenina y la 

posterior relocalización de membrana a núcleo promoviendo la transcripción del gen 

de vimentina. En paralelo, los resultados obtenidos por inmunofluorescencia, muestran 

una distribución de los filamentos de vimentina de manera perinuclear dependientes 

de la actividad cinasa de Src. Esta redistribución implica la interacción de vimentina 

con proteínas del citoesqueleto como los microtúbulos proporcionándoles estabilidad 

y direccionalidad de las células en los procesos de migración celular (Gan et al., 2016). 

El inhibidor químico PP2 es ampliamente usado como un inhibidor específico 

de Src por su alta afinidad al sitio de unión de ATP del dominio cinasa. De manera 

interesante, en este estudio se observó que PP3, un análogo inactivo de PP2, tiene un 

efecto similar al inhibidor PP2 sobre los niveles de expresión de E-cadherina y 

vimentina inducidos por leptina. Este comportamiento podría ser explicado por el 

efecto a largo plazo del PP3 como inhibidor de la actividad cinasa del EGFR (Kong et 

al, 2011). El EGFR es un receptor implicado en la EMT a través de procesos de 

transactivación por diversos estímulos y adicionalmente se ha caracterizado que 

leptina puede inducir un proceso de transactivación del EGFR de manera dependiente 

de Src en este modelo experimental (Saxena et al., 2008; Lindsey & Langhans 2015; 

Bello-Ríos, 2016). Con base en esto, el efecto del inhibidor PP3 en este modelo 

experimental, podrían estar relacionado con un efecto rio abajo de la activación de Src 

a través de la inhibición cinasa del EGFR. 

Además de la actividad cinasa, Src presenta dominios esenciales para la 

interacción con moléculas de señalización, siendo el dominio SH2 y SH3 los más 

importantes. Estos dominios permiten que Src interaccione con proteínas 

independientemente de su actividad cinasa y posiblemente regulen la función de Src 
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como una proteína adaptadora en la señalización de diversas vías. En este contexto, 

también se evaluó el papel de Src en la regulación de marcadores clásicos de la EMT 

inducidos por leptina, mediante ensayos de silenciamiento de Src. En paralelo con los 

datos obtenidos con el inhibidor químico, la expresión de Src parece ser indispensable 

para el aumento en la expresión de E-cadherina inducida por leptina. Contrario a los 

datos obtenidos con el inhibidor PP2, la expresión de Src no parece ser indispensable 

para el aumento en la expresión de vimentina inducida por leptina. Este 

comportamiento podría estar relacionado con el incremento en la expresión y/o 

activación de diversas cinasas de la familia Src como Fgr, Fyn y Lyn que podrían 

compensar la función de Src cuando sus niveles proteicos están disminuidos en esta 

línea celular, como se ha reportado en células de cáncer ovárico (Kim et al., 2011).  

La migración colectiva, se ha reportado como un tipo de migración en la EMT 

de tipo parcial inducida por leptina en células MCF10A (Villanueva-Duque et al., 2017). 

En este estudio se observó que la migración de tipo colectivo es dependiente de la 

actividad cinasa de Src. En modelos de carcinoma de células escamosas de cabeza y 

cuello se ha descrito la participación activa de Src en migración celular de tipo colectivo 

(Veracini et al., 2015). La migración de tipo colectivo es una migración que se 

caracteriza por el mantenimiento de las uniones célula-célula manteniendo un fenotipo 

epitelial y en este sentido también se ha descrito que este tipo de migración depende 

en E-cadherina (Chen et al, 2014). Evidencias recientes indican la participación activa 

de Src en la migración celular de tipo colectivo a través de la dinámica de localización 

subcelular de E-cadherina y de los complejos del cual forma parte (Baumgartner et 

al., 2008; Kourtidis et al., 2015; Rötzer et al., 2015; Veracni et al., 2015). Estos 

hallazgos sugieren que la participación de Src en este tipo de migración, podrían estar 

relacionado con regulación dinámica y mantenimiento de E-cadherina a nivel de 

membrana. Estudios knockdown o knockout de E-cadherina podrán determinar si este 

tipo de migración y el fenotipo parcial de EMT inducido por leptina es regulado por E-

cadherina, Src y proteínas relacionadas con el fenotipo mesenquimal. Se ha descrito 

que la migración celular inducida por leptina también es dependiente de la señalización 

del EGFR (Bello-Ríos, 2016). En este estudio el inhibidor PP3 no afecta la migración 

celular inducida por leptina, a pesar de que el efecto a largo plazo del inhibidor pueda 
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afectar la señalización del EGFR y la expresión de proteínas de EMT. El efecto de PP3 

sobre el EGFR no es suficiente para disminuir el proceso migratorio inducido por 

leptina, lo cual explica mecanismos de señalización alternos de este tipo de migración 

celular inducido por leptina en células MCF10A. 

El éxito de la metastásis de células cancerosas mamarias, se atribuye a la 

adquisición de un fenotipo migratorio e invasivo, por el programa de EMT. Aunado a 

esto la EMT involucra la adquisición de resistencia a la anoikis, quimioterapia y a la 

respuesta inmune, particularmente por el patrón de expresión de proteínas de 

membrana en estas células (Bill & Christofori, 2015). No obstante, la EMT de tipo 

parcial y el comportamiento migratorio colectivo se caracteriza molecularmente por 

conservar los niveles de E-cadherina y expresión de marcadores mesenquimales 

como vimentina y Twist (Cheung et al., 2013; Bill & Christofori, 2015). Debido a que 

este tipo de migración asegura un mayor número de células en el proceso invasivo, se 

propone como un mecanismo celular para la diseminación de células cancerosas a 

nivel local y sistémico por una mayor sobrevivencia a nivel de circulación sanguínea 

(Bill & Christofori, 2015; Grigore et al., 2016). Dada la heterogeneidad celular inducida 

por el microambiente tumoral, este tipo de migración colectiva también permite la 

liberación de células individuales a nichos metastásicos que aseguran la diseminación 

tumoral (Haeger et al., 2014; Bill & Christofori, 2015). Sin embargo, los mecanismos 

moleculares e inductores de este fenotipo en CaMa no están del todo caracterizados. 

En resumen los resultados obtenidos en este estudio indican que leptina induce la 

expresión de marcadores de EMT y el comportamiento migratorio de tipo colectivo a 

través de una vía dependiente de la cinasa Src en células MCF10A. 
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Conclusiones 

Leptina induce la activación de la cinasa Src en células de epitelio mamario no 

tumoral MCF10A. 

Leptina regula los niveles de expresión y localización subcelular de E-cadherina 

y vimentina a través de una vía dependiente de la cinasa Src en células de epitelio 

mamario no tumoral MCF10A. 

Leptina induce migración celular de tipo colectivo a través de una vía 

dependiente de la cinasa Src en células de epitelio mamario no tumoral MCF10A. 
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