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l.- RESUMEN

Antecedentes: La obesidad es un factor de riesgo para el desarrollo del cancer de
mama, debido a que la acumulacion excesiva de tejido adiposo trae como
consecuencia una alta sintesis de estrégenos y adipocinas que promueven la
progresion tumoral. La leptina es una de las principales adipocinas secretadas en el
tejido mamario y ha sido asociada con la metastasis del cancer. Durante la
metastasis es necesaria la activacion de procesos bioldgicos como la transicion
epitelio-mesenquimal, que favorece la migracion e invasion de las células
cancerosas. Recientemente se demostré que la leptina promueve la migracion e
invasion en células MCF10A, a través de la EMT. Sin embargo, el mecanismo
molecular que subyace a este evento no esta bien descrito. En otros modelos de
estudio se ha documentado la participacion de cinasas que regulan vias de
sefalizacion que activan la EMT y una de las mas estudiadas debido a su potencial
oncogénico es la cinasa Src. Objetivo: Evaluar el papel de Src en procesos
relacionados con la invasion en células MCF10A estimuladas con leptina.
Metodologia: Para evaluar el papel de Src en procesos de invasion inducidos por
leptina, se utilizé el inhibidor quimico PP2. Para evaluar la secrecion de la MMP-2 y
MMP-9, se realizaron ensayos de zimografia en gelatina. Se utiliz6 una matriz de
gelatina marcada para determinar la formaciéon de invadopodios y una camara
Transwell para evaluar la invasion celular in vitro. Resultados: La leptina promueve
la secreciéon de la MMP-2 y MMP-9, formacion de invadopodios e invasion celular
en las células MCF10A y estos eventos disminuyen en presencia de PP2.
Conclusiones: Leptina promueve la secrecion de la MMP-2, MMP-9, la formacién
de invadopodios e invasion celular en células MCF10A de manera dependiente de

la cinasa Src.
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II.- ABSTRACT

Background: Obesity is a risk factor for the development of breast cancer, due to
the excessive accumulation of adipose tissue, which results in a high synthesis of
estrogens, and adipokines that promote tumor progression. Leptin is one of the main
adipokines secreted in breast tissue and it has been associated with metastasis of
tumor cells. Epithelial-mesenchymal transition is a biological process involved in cell
migration and invasion of cancer cells. Recently it was demonstrated that leptin
promotes cell migration and invasion in MCF10A cells, through EMT activation.
However, the molecular mechanism underlying this event is not well described.
Furthermore, it has been reported the participation of kinases that regulate signaling
pathways that activate the EMT such as Src, a tyrosine kinase related to a high
oncogenic potential. Objective: To evaluate the role of Src in processes related to
invasion in MCF10A cells stimulated with leptin. Methodology: To evaluate the role
of Src in leptin-induced invasion processes, the chemical inhibitor PP2 were used.
To evaluate the secretion of MMP-2 and MMP-9, gelatin zymography assays were
performed. A Alexa-488-labeled gelatin was used to determine the invadopodia
formation and a Transwell chamber to evaluate cell invasion in vitro. Results: We
found that leptin promotes the secretion of MMP-2 and MMP-9, invadopodia
formation and invasion in MCF10A cells and these events decrease with PP2.
Conclusions: Leptin promotes secretion of MMP-2, MMP-9, invadopodia formation
and cell invasion in MCF10A cells in a Src kinase dependent manner.

Keywords: Obesity, Breast cancer, Leptin, EMT, Src.
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l1l.- INTRODUCCION

La Transicion Epitelio-Mesenquimal (EMT) es un proceso de transdiferenciacion
celular en el cual una célula epitelial adquiere un fenotipo mesenquimal. Durante la
EMT, las células epiteliales experimentan pérdida de las uniones adherentes y de
la polaridad apical-basal, reorganizacion del citoesqueleto, alteracion de la
expresion génica y cambios en los programas de sefializacion celular relacionados
con el incremento de la motilidad de las células y el desarrollo de un fenotipo
invasivo (Lamouille et al., 2014). Los cambios fenotipicos que caracterizan la EMT
son consecuencia de la pérdida de marcadores epiteliales como E-cadherina,
desmoquina, ocludina, claudina y citoqueratinas, asi como ganancia de marcadores
mesenquimales como N-cadherina, vimentina, metaloproteasas de matriz (MMPSs)
y expresion de factores de transcripcion relacionados con esta transicion como
ZEB1/ 2, Snaill, Slugy TWIST1 / 2 (Foroni et al., 2012; Min et al., 2008; Zeisberg
& Neilson, 2009). La EMT ocurre de forma fisioldégica en procesos como la
embriogénesis y regeneracion de tejidos; sin embargo, cuando ocurre en células
epiteliales cancerosas contribuye a la progresion tumoral, resistencia terapéutica,
desarrollo de células troncales cancerosas, invasion y metastasis (De Crane & Berx,
2013; Kalluri & Weinberg 2009; Sato et al., 2016). Recientemente se ha demostrado
gue leptina promueve la EMT en células epiteliales mamarias, a través del complejo
de cinasas FAK/ERK, aumenta la expresion de vimentina y cambios en la
localizacion subcelular de E-cadherina de las uniones intercelulares al citoplasma,

favoreciendo la migracion celular de tipo colectiva (Villanueva-Duque et al., 2017).

Leptina es una hormona de 16 kD, codificada por el gen OB, es producida y
secretada principalmente por el tejido adiposo, y tiene como funciones principales
el control de la saciedad, el gasto de energia y la ingesta de alimentos (Schmidt et
al., 2015). En las personas obesas hay una mayor expresion del mRNA del gen de
leptina y existe una fuerte correlacion entre la obesidad y la concentracion de leptina
en plasma (Niu et al., 2013). Leptina ejerce su accién uniéndose a su receptor OB-
R, responsable de la regulacion de las vias de sefalizacibn mediadas por esta

hormona. En el tejido mamario leptina favorece el desarrollo de la glandula mamaria;

Francisco Yovani Vargas Santiago



sin embargo, su sobreexpresion puede conducir a condiciones fisiopatolégicas
como el desarrollo y progresion del cancer de mama, debido a la sobre activaciéon
de vias de sefalizacién implicadas en la carcinogénesis como JAK2 / STAT3, MAPK
y PIBK/AKT (Schmidt et al., 2015; Zhou & Rui, 2014).

La invasion celular es un proceso relacionado con la EMT, que implica la
degradacion de la matriz extracelular (ECM) por la célula tumoral, permitiendo su
infiltracion al tejido adyacente (Yilmaz & Christofori, 2009). Los invadopodios son
estructuras de membrana ricos en actina que desempefian un papel importante
durante la invasion, debido a su actividad catalitica en los sitios de contacto con la
membrana basal (Weaver, 2006). Por otro lado, existe evidencia que sugiere que la
gelatinasa A (MMP-2) y gelatinasa B (MMP-9) estan involucradas en el inicio y
progresion del cancer de mama a través de la activacion por escision o degradacion
de proteinas implicadas en la angiogénesis, invasion y metastasis, como colagenas,
FGF, TGF-a, entre otras (Duffy et al., 2000); ademas se han relacionado con la
etapa invasiva de carcinomas debido a que se caracterizan por su capacidad de
degradar gelatina y colageno de tipo 1V, principales componentes en la membrana
basal (Duffy et al., 2000), esto se ha correlacionado con una mayor actividad de las
MMP-2 y MMP-9 en suero y tejido de pacientes con cancer de mama en
comparacién con pacientes sanos (La Rocca et al., 2004; Shah et al., 2009). En
lineas celulares de cancer de mama, se ha reportado que la secrecion de las MMP-
2 y MMP-9 es dependiente de una via de sefializacion mediada por la cinasas Src
(Rendon-Nava & Petronilo Navarrete, 2015).

Src es una tirosina cinasa de 60 kD, que desempefia un papel importante en una
variedad de vias de transduccién de sefales celulares, regulando procesos como la
division celular, la motilidad, la adhesion, la angiogénesis y la supervivencia (Summy
& Gallick., 2003). Src es un efector importante de la EMT, ya que puede controlar la
integridad de las uniones adherentes y puede contribuir significativamente al
desarrollo y la remodelacién de las diferentes estructuras de adhesion célula-
sustrato. Src es crucial durante la metastasis tumoral, debido a su papel en la

regulacion del citoesqueleto, la migracién celular, la adhesién y la invasién (Finn.,
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2008). Src interactla con receptores tirosina cinasa transmembranales (RTK) en la
membrana celular, a través de sus dominios SH2 y SH3. La interaccion de Src con
EGFR, HER2, PDGFR, IGF-R y HGFR, promueve su activacion por fosforilacion de
la Tyr-419 de Src, localizada en su dominio cinasa, en consecuencia, favorece la
sefalizacion RTK y transduccidn de sefiales de supervivencia a efectores rio abajo
como PI3K, Akt y STAT3. Diversos estudios han demostrado que la expresion y
actividad de Src es mayor en carcinomas mamarios en comparacion con el tejido
mamario normal y que esto se relaciona positivamente con el estadio del cancer
(Elsberger et al., 2009; Zhang & Yu., 2012).

Investigaciones recientes en células epiteliales mamarias MCF10A, demuestran
que leptina promueve la EMT de tipo parcial, induce migracion de tipo colectiva e
invasion celular, sin embargo no se ha demostrado la participacion de Src en estos
eventos (Villanueva-Duque et al., 2017). Por lo tanto, nos preguntamos si la invasion
celular durante la EMT activada por leptina, pueden ser regulada por Src. Nuestros
resultados muestran que leptina promueve la secrecion de la MMP-2 y MMP-9,
formacion de invadopodios e invasion celular en células epiteliales mamarias
MCF10A y que estos eventos se llevan a cabo de manera dependiente de la cinasa
Src.
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IV.- MATERIALES Y METODOS

Material y reactivos

El medio DMEM/F12, EGF, Hidrocortisona, insulina, leptina, PP2, gelatina bovina,
matrigel, Fluorosheld DAPI y la Faloidina-TRITC fueron adquiridos en Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO). El Suero Fetal Bovino (SFB) de BYProductos (Guadalajara, MX). El
anticuerpo especifico para GAPDH acoplado a peroxidasa, fue obtenido de Cell
Signaling Technology (Danvers, MA). Los antibiéticos y gelatina marcada con Alexa
Fluor 488 se obtuvieron de Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA). Las camaras
Transwell se adquirieron de Corning (St. Lowell, MA). El reactivo de
quimioluminiscencia y azul de Coomassie, fueron adquiridos en Bio-Rad (Hercules,
CA) y las placas radiogréficas de KODAK (Rochester, NY).

Cultivo celular

Los cultivos de la linea celular MCF10A se realizaron utilizando el medio DMEM/F12
(1:1) suplementado con 5% de SFB, 10 pg/mL de insulina, 0.5 pg/mL de
hidrocortisona, 20 ng/mL de EGF y 1% de antibidticos. Los cultivos se dejaron crecer
en una atmosfera al 5% de COz a 37 °C. Posteriormente los cultivos confluentes se

pusieron en supresion durante 4 h previas al tratamiento con leptina y/o PP2.
Protocolo de estimulaciéon

Los cultivos celulares se colocaron en supresion de suero durante 4 h,
posteriormente se trataron con 10 uM de PP2 durante 30 min. La estimulacion se
realiz6 con 400 ng/mL de leptina durante 24 h para zimografia y 48 h para los
ensayos de formacion de invadopodios e invasion celular. Se detuvo el tratamiento
con la remocion del medio de cultivo, se separaron los sobrenadantes y las células
se lisaron utilizando el buffer de lisis RIPA (50 M HEPES, 150 mM NaCl, 1 mM
EGTA, 100 M NaF, 10 mM pirofosfato de sodio, 10% glicerol, 1% Triton X-100, 1.5
M MgClz, 0.1% SDS y 1 mM PMSF) para la obtencion de las proteinas totales.
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Zimografia en gelatina

Los sobrenadantes se centrifugaron por 5 min a 2, 500 rpm a 4°C y posteriormente
se concentraron durante 40 min en unidades concentradoras de 50 mL. Se cargaron
1 pg/mL de proteinas concentradas y se separaron mediante electroforesis a 72 V
utilizando un gel de poliacrilamida co polimerizado con gelatina bovina al 0.2%. Los
geles se lavaron tres veces durante 30 min con Triton X-100 al 2.5%, posteriormente
se incubaron durante 24 h con buffer de activacion (50 mM Tris:HCI pH 7.4, 5 mM
CaCl2). Al finalizar, los geles se tifieron con azul de Coomassie al 2.5% y se
destifieron con solucién de acido acético (15%) y metanol (20%). La actividad de
degradacion se observé como bandas claras sobre un fondo azul.

Western blot

Se cargaron 30 pg de proteinas totales y se separaron por SDS-PAGE con geles al
10%, posteriormente se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Se realizé un
bloqueo a las membranas, durante 2 h utilizando una solucién de leche descremada
al 5% diluida en TBS-Tween-20 al 0.05%. Posteriormente, las membranas se
incubaron toda la noche a 4 °C con un anticuerpo primario acoplado a peroxidasa
(anti GAPDH 1:500). Posterior a la incubacion con el anticuerpo, las membranas se
lavaron tres veces con TBS-Tween-20 al 0.05%. Las bandas se visualizaron con

reactivos de quimioluminiscencia y se revelaron en peliculas autoradiograficas.
Ensayos de formacién de invadopodios

Se utilizaron cubreobjetos previamente tratados con &cido sulfarico y etanol, se
cubrieron con 50 pg/mL de poli-L-Lisina y se incub6 a temperatura ambiente durante
20 min. Posteriormente se incubaron con glutaraldehido al 0.5% por 15 min a
temperatura ambiente. Se cubrio la superficie de los cubreobjetos con una solucion
de gelatina bovina marcada con Alexa Fluor 488 al 0.2% y se incubaron a 37 °C por
30 min. Posteriormente se colocaron 1x10° células previamente estimuladas con
leptina, durante 6 h en medio suplementado con suero. Las células se fijaron con
formaldehido al 4% y Triton X-100 al 0.5 % durante 5 min a temperatura ambiente,
se bloquearon con BSA al 3% toda la noche a 4 °C y al finalizar se incubaron con
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faloidina conjugada con tetrametil rodamina (1:500) durante 30 min a 37 °C. El
montaje de los cubreobjetos se realizé usando fluoroshield con DAPI y al finalizar
se visualizaron en un microscopio de fluorescencia (Olympus BX43).

Ensayos de invasion

Se colocaron 50 pL de matrigel a cada inserto de la camara Transwell, y se
incubaron a 37 °C durante 2 h. Posteriormente, en la parte inferior de la camara se
colocaron 600 pL de medio basal suplementado y en la parte superior se sembraron
1x10° células previamente estimuladas, se incubaron durante 48 h a 37 °C en una
atmosfera de CO2al 5%. Pasado el tiempo de incubacion, se eliminaron de la parte
superior las células que no invadieron, utilizando un hisopo del algodon. Las células
remanentes en la parte inferior se fijaron con metanol frio por 5 min. Al finalizar se
tifieron con cristal violeta por 1 h y se obtuvieron las fotografias en un microscopio
invertido (Labomed, TCM 400). La cantidad de células que invadieron, se estimé

con el software Image J, analizando la densidad de cada cimulo de células.
Analisis estadistico

Las imagenes obtenidas en los ensayos de zimografia en gelatina y Western blot,
se analizaron por densitometria en el software Image J v1.8.0_112. Los resultados
se expresaron como media + S.D. Los graficos se realizaron con el programa
estadistico GraphPad Prism v5.0. Se aplicé andlisis de varianza (ANOVA) utilizando
la prueba de comparacién multiple de Newman Keuls, considerando un valor

estadisticamente significativo a p < 0.05.
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V.- RESULTADOS

Para determinar el papel de Src en la secrecion de la MMP-2 y la MMP-9 en células
MCF10A estimuladas con leptina, se realizé zimografia en gelatina. Las células se
trataron con leptina y/o con el inhibidor quimico de Src (PP2), se analizaron 4
condiciones experimentales. Como se observa en lafigura 1y 2, las células tratadas
con leptina presentaron un aumento estadisticamente significativo en la secrecion
de la MMP-2 y MMP-9. En contraste, cuando las células fueron tratadas con PP2

se muestra una disminucién en la secrecion de las metaloproteasas.
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Figura 1. Src promueve la secrecién de la MMP-2 en células MCF10A tratadas con leptina. Los
cultivos celulares se pre trataron con 10 uM de PP2 por 30 min y/o 400 ng/mL de leptina durante 24
h. Los ensayos se realizaron utilizando gelatina bovina al 0.2% como sustrato para la MMP-2. A)
Imagen representativa de un experimento realizado por triplicado. En el panel superior se muestra
la banda correspondiente a la MMP-2, en el panel inferior el blot correspondiente al control de carga.
B) Representacion grafica del andlisis densitométrico y estadistico. Analisis de varianza con la
prueba de comparaciones multiples de Newman-Keuls (*p<0.05; **p<0.01).

12
Francisco Yovani Vargas Santiago



MMP-9

37kD D G @mm® eumld GAPDH

* % * k%

D
S

—
<

Secrecion de MMP-9
(Respecto al control)
o -
@ °

0.0-
Leptina - = + -
PP2 - = * +

Figura 2. Src promueve la secrecion de la MMP-9 en células MCF10A tratadas con leptina. Los
cultivos celulares se pre trataron con 10 uM de PP2 por 30 min y/o 400 ng/mL de leptina durante 24
h. Los ensayos se realizaron utilizando gelatina bovina al 0.2% como sustrato para la MMP-9. A)
Imagen representativa de un experimento realizado por triplicado. En el panel superior se muestra
la banda correspondiente a la MMP-9, en el panel inferior el blot correspondiente al control de carga.
B) Representacion grafica del analisis densitométrico y estadistico. Andlisis de varianza con la
prueba de comparaciones multiples de Newman-Keuls (**p<0.01; ***p<0.001).

Para determinar la participacion de Src en la formacion de invadopodios en células
MCF10A estimuladas con leptina, se realizaron ensayos de formacién de
invadopodios en gelatina marcada con Alexa Fluor 488. Los resultados en la figura
3, muestran la formacién de puntos de actina y un aumento en la degradacién de la
gelatina en células tratadas con leptina. Ademas, las zonas de degradacion, se ven
colocalizadas con los puntos de actina, esto es indicativo de la formacion de
invadopodios. De manera interesante, se observa, la ausencia de degradacion de

la gelatina en las células tratadas con PP2.
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Figura 3. Src promueve laformacién de invadopodios en células MCF10A tratadas con leptina.
Los cultivos celulares se pre trataron con 10 uM de PP2 por 30 min y/o 400 ng/mL de leptina durante
24 h. Los ensayos se realizaron utilizando gelatina bovina al 0.2% marcada con Alexa Fluor 488.
Para tefiir el citoesqueleto de actina, se emple6 faloidina TRITC a dilucién 1:500. Los cubreobjetos
se montaron utilizando fluoroshield con DAPI. A) Iméagenes representativas de un experimento
realizado por triplicado. Las imagenes se tomaron usando microscopia de fluorescencia (100X) y
fueron editadas con el software Image J.
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Para evaluar la participacion de Src en la invasion celular en células MCF10A
estimuladas con leptina, se realizaron ensayos de invasion en camaras Transwell.
Las células se trataron con leptina y/o con PP2. Se observa que leptina potencia la
invasion celular. Sin embargo, esto disminuye cuando las células se trataron con
PP2 (Figura 4).
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Figura 4. Src promueve lainvasién celular en células MCF10A tratadas con leptina. Los cultivos
celulares se pre trataron con 10 uM de PP2 por 30 min y/o 400 ng/mL de leptina durante 24 h. Los
ensayos se realizaron utilizando camaras Transwell recubiertas con 50 pl de matrigel. Las células
fueron resuspendidas en medio basal con suero fetal bovino al 5%. A) Imagenes representativas de
un experimento realizado por triplicado. Las imagenes fueron tomadas con un microscopio invertido
(10X) y analizadas con el software Image J. B) Representacion grafica del analisis densitométrico y
estadistico. Analisis de varianza con la prueba de comparaciones multiples de Newman-Keuls
(***p<0.001).
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VI.- DISCUSION

La obesidad es un problema importante de salud publica, ya que se asocia con una
variedad de trastornos metabdlicos y esta bien establecido que es uno de los
principales factores de riesgo para el desarrollo del cancer de mama (Barone et al.,
2016; Garofalo & Surmacz, 2006). En esta condicion una gran cantidad de
estrogenos y adipocinas son secretadas por el tejido adiposo las cuales modifican
el microambiente celular y activan vias de sefalizacion que favorecen el desarrollo
y progresion del céncer de mama (Cleary & Grossmann, 2009). Datos
epidemiologicos reportan altos niveles de leptina en pacientes obesas con cancer
de mama, comparadas con pacientes clinicamente sanas u obesas sin cancer
(Sinicrope, 2010; Hovey & Aimo, 2010). En tejido de pacientes con cancer de mama,
se ha reportado la sobre expresion de leptina y su receptor, comparado con tejido
de pacientes clinicamente sanas (Ishikawa et al., 2004). La ETM representa un
papel muy importante durante la progresion del cancer de mama (Yan et al., 2012;
Wei et al., 2016; Misra et al., 2017). Estudios recientes, reportan que leptina induce
la EMT en células de epitelio mamario, promoviendo la invasion y migracion celular
de tipo colectiva a través de la activacion de la cinasa FAK (Wei et al., 2016;

Villanueva-Duque et al., 2017).

Una de las consecuencias funcionales de la EMT es la invasion celular donde es
indispensable la participaciéon de MMPs que degradan los componentes de la ECM
(Hanahan & Weinberg, 2000). La MMP-2 y MMP-9 se han asociado con la
capacidad de metéastasis de las células tumorales debido a su capacidad para
degradar colageno IV y su elevada expresion en tumores malignos. En este trabajo,
evaluamos la secreciéon de la MMP-2 y MMP-9 en células MCF10A tratadas con
leptina, se observa que leptina induce un aumento en la secrecién de la MMP-2 y
MMP-9. En lineas celulares de cancer de mama, se ha reportado la participacién de
ambas MMPs, en procesos de invasion, metastasis y angiogénesis (Duffy et al.,
2000). En investigaciones realizadas por Wang et al (2013), observaron gue leptina
promueve migracion e invasion en células MCF7 y que durante este proceso hay un

aumento en la expresion de MMP-9 y TGF-B. Por su parte, McMurtry et al (2008)
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demostraron la participacion de leptina en la invasion celular y secrecion de la MMP-

2 en la misma linea celular.

Src es una tirosina cinasa que puede interactuar con una variedad de factores de
crecimiento como el EGFR, PDGFR, GPCRs y moléculas sefializadoras como los
miembros de la familia STAT y FAK regulando vias de sefializacién que resultan en
procesos como proliferacion celular, motilidad, migracion e invasion (Hiscox &
Nicholson, 2008). Se ha descrito que la secrecion de las MMP-2 y MMP-9 en células
MCF-7 estimuladas con colageno tipo 1V, es dependiente de Src (Cortes-Reynosa
et al., 2007). Por su parte, Baumgartner et al (2008) demostraron que Src participa
en la secrecion de MMP-2 en células MCF10A. En nuestros resultados se observa
gue PP2 inhibe la secrecion de las MMP-2 y MMP-9, este hallazgo sugiere que la
secrecion de las MMP-2 y MMP-9 es dependiente de la actividad cinasa de Src. En
otros estudios en modelos celulares se ha descrito que la actividad en conjunto de
las cinasas Src y FAK es necesaria para promover la secrecion de MMPs (Kim et
al., 2009).

Durante el proceso invasivo, las células tumorales forman estructuras
especializadas denominadas invadopodios, que tienen la capacidad de degradar la
matriz extracelular adyacente (Destaing et al., 2011). Durante la formacioén de
invadopodios es muy importante la participacion de la cinasa Src, se ha descrito que
puede reclutar proteinas como cofilina, N-WASP, Tks5 y cortactina que promueven
y regulan la polimerizacién de actina favoreciendo la extension y maduracion de los
invadopodios en el lado ventral de las células, una vez formadas estas estructuras,
se promueve la degradacién de la ECM como consecuencia de la acumulacién y
actividad localizada de las MMPs secretadas, particularmente la MMP-2 y MMP-9,
y las MMPs unidas a la membrana como la MMP-14 (Murphy & Courtneidge, 2011).
Recientemente se reporté que Src regula la formacién de invadopodios en células
MCF10A, durante la EMT activada por TGF-B (Pignatelli et al., 2012), también se
demostré que, en células de cancer de mama, Src regula la maduracion de los
invadopodios durante el proceso de invasion (Mader et al.,, 2011). Estudios de

nuestro grupo de trabajo, muestran que leptina promueve la formacién de
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invadopodios y secrecion de MMPs en la linea celular MCF10A, y que estos eventos
podrian ser regulados por FAK (Tacuba-Saavedra, 2018). Por este motivo, en este
trabajo evaluamos el papel de Src en la formacién de invadopodios en células
MCF10A y descubrimos que leptina promueve la formacion de invadopodios de

manera dependiente de Src (Figura 3).

Una de las mejores maneras para evaluar el potencial invasivo in vitro de las células
es a través de ensayos de invasion, un proceso importante durante la metastasis de
las células tumorales, que es causa del mal prondstico en las pacientes (Clark,
2015). Por lo tanto, en este trabajo, evaluamos el efecto de leptina en la invasiéon
celular de células MCF10A. Los resultados obtenidos muestran que leptina potencia
la capacidad invasiva de las células (Figura 4). Dado que Src puede regular vias de
sefalizacion que resultan en invasion celular, decidimos evaluar su papel en la
invasion celular inducida por leptina en las células MCF10A. En los resultados se
muestra que las células disminuyen su capacidad invasiva después del tratamiento
con PP2. Interesantemente, observamos grupos de células invasivas que
mantenian los contactos célula-célula, sugiriendo una invasion de tipo colectiva.
Este tipo de invasion se ha reportado en carcinomas invasivos de mama, prostata y
pancreas (Friedl et al., 2012), pero no se ha reportado en células MCF10A. Sin
embargo, recientemente se describié que en esta linea celular, leptina induce EMT
de tipo parcial, en el que las células mantienen parcialmente sus uniones y
desarrollaron un proceso de migracién de tipo colectiva (Villanueva-Duque et al.,
2017), por lo tanto consideramos la posibilidad que también promueve la invasion

celular de tipo colectiva.

Estos resultados sugieren que los procesos implicados en la invasion celular
activada por leptina durante la EMT de células epiteliales mamarias MCF10A, son

dependientes de Src.
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VIl.- CONCLUSION

En este trabajo demostramos que leptina induce la secrecion de la MMP-2 y MMP-
9, formacién de invadopodios e invasion celular en células de epitelio mamario no
tumoral MCF10A de manera dependiente de la cinasa Src. Se ha descrito que estos

procesos estan involucrados en la progresion tumoral del cAncer de mama.
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