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l. RESUMEN

Introduccion: Se ha documentado el papel que juega el tejido adiposo a través de
Leptina y Adiponectina implicados en el desarrollo y progreso del cancer de mama, pero
muy pocos son los estudios sobre AdipoR1y AdipoR2 vy la influencia de la Leptina sobre

ellos.

Objetivo: Analizar la expresion de AdipoR1 y AdipoR2 modulada por concentraciones
diferenciales de Leptina en un modelo de obesidad asociado a cancer de mama en las
lineas celulares MCF-7, MDA-MB231 y HCC1937.

Métodos: Se analizd la expresion de AdipoR1 y AdipoR2 por PCR en tiempo real
utiizando sondas TagMan®, mediado por concentraciones de Leptina (0O ng/mL, 10
ng/mL, 100 ng/mL y 1000 ng/mL) en lineas celulares de cancer de mama: MCF-7, MDA-

MB231y HCC1937. Se caracterizd cada linea celular por Inmunohistoquimica.

Resultados: La Leptina gener6 un aumento de la poblacién celular en MCF-7 (23.8%,
10 ng/mL, 48 h); en MDA-MB231 la poblacion aumentdé hasta un 17.02% (1000 ng/mL,
72 h) y en HCC1937 aumentd en un 17.24% (1000 ng/mL, 72h). En MCF-7 la expresién
de AdipoR1 disminuyé (3.81%, 1000 ng/mL), excepto para 100 ng/mL (64.03%). La
expresion de AdipoR2 aumentd hasta 13.74 veces (10 ng/mL) respecto al control. En
HCC1937 la expresion de AdipoR1 disminuyé hasta un 86.28% (10 ng/mL), mientras que

la expresion de AdipoR2 tuvo una disminucion hasta un 50.3% (100 ng/mL).

Conclusiones: La concentracion de normo-peso (10 ng/mL) de Leptina generd un

aumento de la expresion de ambos receptores de Adiponectina.

Palabras Clave: Cancer de mama, MCF-7, MDA-MB231, HCC1937, Leptina, AdipoR1,
AdipoR2.
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Il. ABSTRACT

Introduction: The development of breast cancer is influenced by the adipose tissue
through the proteins leptin and adiponectin. However, there is little research concerning

AdipoR1 and AdipoR2 receptors and the influence of leptin over them.

Objective: The objective of this work was to analyze the expression of AdipoR1 and
AdipoR2, modulated by differential concentrations of leptin in an obesity model (10 ng/mL,
100 ng/mL, and 1000 ng/mL) associated with breast cancer in MCF-7, MDA-MB231 and
HCC1937 cell lines.

Methods: The expression of AdipoR1 and AdipoR2 was analyzed by real-time PCR using
TagMan® probes, mediated by concentrations of Leptin (O ng/mL, 10 ng/mL, 100 ng/mL
and 1000 ng/mL) in cell lines of breast cancer: MCF-7, MDA-MB231 and HCC1937. Each

cell line was characterized by Immunohistochemistry.

Results: Leptin generated an increase in the cell population in MCF-7 (23.8%, 10 ng/mL,
48 h); in MDA-MB231 the population increased 17.02% (1000 ng/mL, 72 h) and in
HCC1937 increased 17.24% (1000 ng/mL, 72 h). In MCF-7 the expression of AdipoR1
decreased (3.81%, 1000 ng/mL), except for 100 ng/mL (64.03%). Expression of AdipoR2
increased by 13.74 times (10 ng/mL) with regard to the control. In HCC1937, the
expression of AdipoR1 decreased by 86.28% (10 ng/mL), as well as the expression of
AdipoR2 (50.3%, 100 ng/mL).

Conclusions: The concentration of normal weight (10 ng/mL) of Leptin generated an

increase in the expression of both Adiponectin receptors.

Keywords: Breast cancer, MCF-7, MDA-MB231, HCC1937, Leptin, AdipoR1, AdipoR2.
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M. INTRODUCCION

Durante los Uultimos 20 afios se ha vinculado el desarrollo de cancer de mama a los
cambios en el estilo de vida, principalmente a la obesidad [1]. La obesidad, es un exceso
en la acumulacién de tejido adiposo producida cuando la ingesta calérica supera el gasto
de energia [2]. El tejido adiposo participa a través de diversos factores en el desarrollo
del cancer debido a que actla también como un 6érgano endécrino, liberando Leptina,

Adiponectina y moléculas pro-inflamatorias [3].

La alteracién de la secrecion de estas adipocitocinas en obesidad incrementando la
liberacion de Leptina, VEGF, IL-6 y TNF-a y disminuyendo la secrecion de Adiponectina,
podria estar ligada a diferentes mecanismos carcinogénicos incluyendo diferenciacion
celular, apoptosis, proliferacion celular, angiogénesis y alteracion de los niveles de

hormonas sexuales esteroideas [4].

Las patologias que modifican la biologia del tejido adiposo, como la obesidad, alteran
fuertemente la producciéon de adipocitocinas, lo que podria explicar la relacion entre la
obesidad y el desarrollo del cancer de mama [5,6].

En este trabajo de investigacién se analizd la expresion génica de AdipoR1 y AdipoR2
modulada por diferentes concentraciones de Leptina (0 ng/mL, 10 ng/mL, 100 ng/mL vy
1000 ng/mL) en un modelo de obesidad asociado a cancer de mama en lineas celulares
(MCF-7, MDA-MB231 y HCC1937). Esto con el objetivo de determinar si uno de los
mecanismos por los cuales la accion anti-proliferativa de la Adiponectina se ve disminuida
en un estado de sobrepeso-obesidad es debido a la disminucion de la expresion de
AdipoR1 y AdipoR2 causada por el exceso de Leptina.
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V. MARCO TEORICO

3.1 Glandula mamaria

La glandula mamaria es una glandula sudoripara modificada localizada en el tejido
subcutaneo que tiene como principal funcion secretar leche durante el periodo de la
lactancia, asegurando la alimentacién del recién nacido. Estas glandulas exocrinas son
glandulas sudoriparas dilatadas [7]. Se encuentran situadas en la parte anterosuperior
del pecho, a derecha e izquierda del esterndn, delante de los mlsculos pectorales mayor
y menor, en el intervalo comprendido entre la tercera y la séptima costillas, ubicadas

simétricamente a la altura de los brazos [8].

e Estructura de la glandula mamaria

La glandula mamaria esta constituida por las estructuras internas, lobulillos y acinos

glandulares, y por estructuras externas, areola y pezén [9].

e Estructuras internas

La glandula mamaria esta constituida de 15 a 20 lobulillos glandulares, cada uno de los
cuales tienen dependencia funcional. Cada lébulo de la glandula mamaria esta formado
por la union de numerosos lobulillos donde se encuentran los acinos glandulares o
alveolos y las células productoras de leche. Cada lobulillo posee un conducto excretor:
conducto galactoforo o lacteo, los cuales son dilataciones ductales a modo de reservorios
situados inmediatamente por detras del pezdn, formados por un epitelio escamoso no

querantinizado [9].
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e Estructuras externas

La mayor parte de la mama esta cubierta por una piel fina movil que continla en la
periferia con la piel del térax. Su veértice esta constituido por una zona redondeada y

pigmentada, llamada aréola, en el centro de la cual se encuentra el pezon [9].

La areola mamaria es una zona cutanea circular de 15 a 25 mm de diametro. Su superficie
esta formada por pequefias elevaciones denominadas glandulas areolares o glandulas
de Morgagni. El pezén se encuentra en el centro de la areola, es cilindrico y mide de 10
a 12 mm. En la base del conjunto areola-pezon se localizan las células mioepiteliales, las
cuales estan rodeadas por fibras musculares lisas en forma radial que provocan la
ereccion del pezdén ante estimulos externos tales como succién, roce, tacto y frio,
produciendo la salida de la leche almacenada en los galact6foros [9].

Asi mismo, la glandula mamaria también esta constituida por tejido subcutaneo, una capa
adiposa retromamaria, venas y ganglios linfaticos. En la Figura 1 se puede observar todas

las estructuras tanto internas como externas que conforman a la glandula mamaria.

Pared toracica
Q- [ = 1

Ganglios linfaticos— ., «~ Costillas -
5 == ?
% ;//g Tejido graso
>
2 | /
. ) Mdasculo Lébulo
go \ Et Conductos
\ 0 T Sie /
| & Pezén ; e Aréola
‘I 0 . /

| \ \ e Pezén
I 3 Aréola/g . e 4

5 —Lobulillos

Figura 1. Anatomia de la Glandula mamaria

Fuente: Instituto Nacional del Cancer, 2016
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3.2 Cancer de mama

Las mamas, al igual que todos los érganos que forman nuestro cuerpo estan constituidos
por células, que normalmente se dividen de forma ordenada con el fin de reemplazar a

las envejecidas o muertas.

Cada célula posee una serie de mecanismos de control que regulan este proceso, cuando
enuna célula se alteran se inicia una division incontrolada produciendo un tumor o nédulo
con la capacidad de producir metastasis [11]. Por lo anterior, el cancer de mama es
definido como el crecimiento anormal y descontrolado de células del epitelio de los
conductos o lobulillos mamarios, que son capaces de infiltrar tejidos y 6rganos cercanos
destruyéndolos, trasladandose y proliferando en otras partes del organismo generando
metastasis [12]. Inicia como una proliferacion acelerada y desregulada de células en la
region ducto-lobular terminal, llevando a la formacion de cumulos celulares que después

de un tiempo forman el tumor [13].

El cambio de una célula normal a una cancerigena precisa de mdltiples alteraciones y
mutaciones en los genes encargados de regular los mecanismos de control del ciclo y
crecimiento celular. Desde que comienzan las modificaciones en las células hasta que el
tumor se hace palpable, se requiere que transcurran muchos afios. En la mama también
pueden aparecer tumores benignos constituidos por células que se dividen en exceso

pero no pueden dafar o invadir otras partes del organismo [14].

El desarrollo de un proceso neoplasico se presenta como una enfermedad heterogénea,
ya que comprende multiples entidades patolégicas asociadas a una variedad de patrones
histologicos y biolégicos distintivos [13]. Puede originarse a partir de cualquier estirpe
celular que compone al tejido mamario. Sin embargo, los tumores mas frecuentes son
carcinomas, un tipo de cancer que se origina en las células epiteliales que revisten las

estructuras ductales y lobulares terminales indiferenciadas [15,16].
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En México, el cancer de mama ocupa el primer lugar en incidencia de las neoplasias
malignas en las mujeres, representando el 13.4% de todos los casos de cancer. A partir
de 2006 ocupa el primer lugar como causa de muerte por neoplasia maligna en las
mujeres de 25 afios en adelante y ha desplazado de esta posicion al cancer
cérvicouterino [11]. Para el 2012 se estimé que el nimero de casos de cancer de mama
en México fue de 20,444, mientras que el numero de defunciones fue de 5,595 [17]. En
paises tanto desarrollados como en paises en desarrollo es el tipo de cancer mas comudn
[18].

3.2.1 Factores de Riesgo del Cancer de Mama.

El cancer de mama es una enfermedad multifactorial, se han identificado algunos factores
gue aumentan el riesgo de que se produzca el cancer. Los considerados mas importantes

son:

e Edad; Aunque el cancer de mama puede afectar a cualquier edad, el riesgo de
padecerlo aumenta con la edad y la mayor incidencia se concentra entre los 50 y
los 65 afios de la mujer.

e Factores hormonales; como la primera regla a edad temprana y la menopausia
tardia. La ausencia de embarazo o tener el primer embarazo a una edad avanzada
(después de los 30 afos) son también factores de riesgo bien conocidos.

e Antecedentes familiares de cancer de mama; las mujeres con antecedentes
familiares directos tales como madre, hermana o hija, de cancer de mama tienen
un riesgo aumentado de padecer la enfermedad respecto a las que no poseen
dichos antecedentes.

e Mutaciones en genes reparadores; se podria tratar de un cancer de mama
hereditario. En este tipo de cancer se producen alteraciones genéticas, cada vez
mejor conocidas, como los genes BRCA1y BRCA2, que se heredan.

e Laobesidad o el sobrepeso; relacionado con las adipocitocinas secretadas por el

tejido adiposo y que regulan en metabolismo.
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e Tratamiento con radioterapia sobre la mama en la infancia o adolescencia; es decir
mama en desarrollo, por otro tumor como un linfoma.

e Algunas enfermedades benignas de la mama de tipo proliferativo; como el
aumento en el nimero de células con alteraciones celulares.

e EI consumo de alcohol y tabaco; favorece la aparicion de muchos tumores

malignos [14,19].

3.2.2 Clasificacion del cancer de mama.

La asignacién del tipo histol6gico se basa en el tipo de células que componen el tumor.
Este puede ser in situ, es decir la poblacion de células neoplasicas limitada a los
conductos Yy lobulillos por la membrana basal, o invasor cuando las células neoplésicas
han invadido mas allda de la membrana basal [20-22]. Otros tipos de cancer menos

comunes son el inflamatorio, tubular, medular, mucinoso y papilar, entre otros [23].

Con relacion al carcinoma invasor y al carcinoma in situ, es el primero el que tiene una
mayor incidencia, con un 70-80% contra 15-30% del segundo. El indice de prevalencia
de cancer de mama en el Estado de México fue de 7.63 por cada 100 mil mujeres en el
afio 2007, mientras que en todo México para el afio 2008 se presentaron 13,700 casos

nuevos de esta neoplasia [24].

Los carcinomas no invasores o in situ pueden iniciar tanto en los conductos como en los

lobulillos mamarios:

e Carcinoma ductal in situ: El carcinoma ductal in situ (CDIS) es una neoplasia
heterogénea caracterizada por la presencia de células epiteliales malignas que
crecen dentro de los conductos mamarios, sin rebasar la membrana basal. Adopta

diferentes patrones de crecimiento dentro del conducto lacteo y presenta
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caracteristicas citolégicas y de necrosis variable, generalmente es unifocal. Se

conoce también con el nombre de carcinoma intraductal [23,25].

e Carcinoma lobulillar in situ: EI carcinoma lobulillar in situ (CLIS) se origina del
lobulillo terminal ductal, pudiéndose distribuir de forma difusa por la mama. Es una
lesién poco frecuente y su diagnéstico histolégico y diferencial con hiperplasia
atipica requiere la intervencién de patélogos expertos. Esta lesion se considera
como un marcador de riesgo, debido a que las mujeres con CLIS tienen un riesgo
de hasta el 30% de desarrollar cancer de mama invasor, mas frecuentemente
ductal infiltrante, presentandose con la misma frecuencia en ambas mama. El
riesgo de aparicion de cancer de mama invasor es de aproximadamente 0.5% por
afio de seguimiento y cuando se vincula con carga genética de primer grado

aumenta a 1% por afio [23,25].

Por otro lado, aproximadamente 75-80% de los canceres son invasivos o infiltrantes. Esta
caracteristica le da a las células la capacidad de penetrar alrededor de los canales
linfaticos y vasculares dando metastasis. El tipo histolégico mas frecuente es el
carcinoma ductal invasor que representa el 70 al 80%, el segundo mas comun es el
lobulillar invasor con el 5-10%, dificil de diagnosticar por su diseminacién difusa en vez

de formar una masa, su tasa de multifocalidad y bilateralidad es alta [23].

Parallevar a cabo la clasificacion del tumor mamario en estudio se utiliza la estadificacion
TNM, la cual ayuda a evaluar los riesgos y el pronéstico asociado a las caracteristicas
especificas de la paciente y el tipo de cancer implicado. Este sistema se utiliza de forma
generalizada e implica tres aspectos fundamentales: 1) combinacién del tamafio del
tumor (T) y la invasion del tejido circundante, 2) la implicacion de los ganglios linfaticos
(N); y 3) metastasis (M) o la extension del cancer a otro érgano del cuerpo, para clasificar
el tumor en uno de los cinco estadios. El estadio es fundamental para decidir el

tratamiento. Cuanto menos avanzado es el estadio, mejor es el prondstico [19, 25, 26].

Un tumor mamario se puede clasificar dentro de los siguientes estadios:
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Estadio O: Se utiliza para describir los casos de cancer de mama no invasivos,
como el CDIS. Las células andmalas continlan contenidas en el conducto en el

gue aparecieron en un principio.

Estadio I: Es el cancer de mama invasivo donde el tumor mide menos de 2cmy
pueden encontrarse pequefios grupos de células cancerosas en los ganglios

linfaticos. El cancer de mama de estadio | se divide en los estadios IA y IB.

o Estadio IA: describe el cancer de mama invasivo donde el tumor mide

hasta 2 cm y el cancer no se ha extendido més all4d de la mama, no hay

ganglios linfaticos afectados.

o Estadio IB: describe el cancer de mama invasivo en el que 1) no hay tumor
en la mama; en cambio, se observan en los ganglios linfaticos pequefios
grupos de células cancerigenas (= 0,2 mm y <2 mm), o 2) se observa un
tumor en la mama inferior a 2cm y pequefios grupos de células

cancerigenas (= 0,2 mmy < 2 mm) en los ganglios linfaticos.

Estadio ll: El tumor mide menos de 2 cm y se ha extendido a los ganglios linfaticos
en la axila, o el tumor mide entre 2 cmy 5 cm de didmetro pero no se ha extendido
a los ganglios linfaticos en la axila. El cancer de mama de estadio Il se divide en

los estadios lIA y IIB.

o Estadio IlA: describe el cancer de mama invasivo en el que 1) no hay
ningun tumor en la mama, pero se detectan células cancerigenas (= 2 mm)
en 1-3 ganglios linfaticos axilares o en los ganglios linfaticos cerca del
esternén; o 2) el tumor mide 2 cm o menos, y se ha propagado hacia los
ganglios linfaticos axilares; o 3) el tumor mide entre 2 y 5cm, y no se ha

propagado hacia los ganglios linfaticos axilares.

o El estadio IIB: describe el cancer de mama invasivo en el que 1) el tumor

mide entre 2 y 5cm, y se observan en los ganglios linfaticos pequefios
grupos de células cancerigenas (= 0,2 mm y <2 mm); o 2) el tumor mide

entre 2 y 5cm, y el cancer se ha propagado en 1-3 ganglios linfaticos
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axilares o en los ganglios linfaticos cercanos al esternon; o 3) el tumor mide

mas de 5 cm, pero no se ha propagado hacia los ganglios linfaticos axilares.

Estadio Ill: Es el cancer de mama invasivo en el que el tumor puede tener

cualquier tamafo y se divide en las subcategorias A, 1B y lIC.

o Estadio llIA: describe el cancer de mama invasivo en el que 1) no hay

tumor en la mama o el tumor puede tener cualquier tamafio y se detecto la
presencia de cancer en 4-9 ganglios linfaticos axilares o en los ganglios
linfaticos cercanos al esterndn; o 2) el tumor mide mas de 5cm, y se
observan en los ganglios linfaticos pequefios grupos de células
cancerigenas (= 0,2 mm y <2 mm); o 3) el tumor mide mas de 5cm, y el
cancer se ha propagado en 1-3 ganglios linfaticos axilares o en los ganglios

linfaticos cercanos al esternén.

Estadio llIB: describe el cancer de mama invasivo en el que 1) el tumor
tiene un tamafio indefinido y se ha propagado hacia la pared toracica o la
piel de la mama provocando inflamacion o una Ulcera; o 2) pudo haberse
propagado hacia mas de 9 ganglios linfaticos axilares; o 3) pudo haberse
propagado hacia los ganglios linfaticos cercanos al esternén. El cancer de

mama inflamatorio pertenece a este estadio.

Estadio IlIC: describe el cancer de mama invasivo en el que puede que no
haya indicios de la enfermedad en la mama o si hay un tumor, puede tener
cualquier tamario y haberse propagado hacia 1) 10 o mas ganglios linfaticos
axilares; 0 2) ganglios linfaticos ubicados sobre o debajo de la clavicula; o

3) ganglios linfaticos axilares o los ganglios linfaticos cercanos al esternon.

Estadio IV: Es el cancer de mama invasivo que se ha propagado mas alla de la
mama Yy los ganglios linfaticos circundantes hacia otros 6rganos del cuerpo, como
los pulmones, ganglios linfaticos distantes, la piel, los huesos, el higado y el
cerebro [19, 27].
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Asi mismo se asigna un grado al tumor en estudio. El grado se basa en la heterogeneidad
de las células tumorales, la estructura arquitectonica del tejido que forman y la frecuencia

de mitosis (division celular), reflejando su agresividad [13, 25].

e G1: Bien diferenciado. Las células presentan un nicleo pequefio, uniforme,
cromatina densa. Se observan menos de 10 mitosis en 10 campos consecutivos a
gran aumento en el area de mayor actividad mitética. EI 75% o mas del tumor

compuesto por tubulos.

e (G2: Moderadamente diferenciado. Las células presentan un niicleo con moderada
variacion en tamafo y forma, puede observarse nucléolo poco aparente. Se
observan de 10 a 20 mitosis en 10 campos consecutivos a gran aumento en el

area de mayor actividad mitotica. EI 10% a 75% del tumor compuesto por tubulos.

e G3 Mal diferenciado. Las células presentan un nicleo con marcado incremento en
tamafio, forma y contornos irregulares, dos o mas nucléolos prominentes,

cromatina gruesa. Se observan mas de 20 mitosis en 10 campos de gran aumento.

Menos de 10% del tumor compuesto por tdbulos [25].

Un tumor bien diferenciado (G1) presenta poca heterogeneidad de células, conserva su
estructura arquitectonica y tiene pocas mitosis (menos de 10). Un tumor poco
diferenciado (G3) presenta una heterogeneidad elevada, pérdida de su arquitectura y

muchas mitosis. Cuanto mas bajo sea el grado mejor es el prondstico [13,19].

3.2.3 Clasificacion molecular del cancer de mama

Por otro lado, la investigacion biomédica basica que se ha realizado en cancer de mama
ha demostrado que los tumores mamarios expresan genes distintos que les confieren a
cada tumor un fenotipo especifico [28-30]. Perou et al., (2000) propuso por primera vez
una clasificacion molecular del cancer de mama basada en perfiles de expresion génica,
identificando al menos cuatro subgrupos de cancer de mama tal como se puede observar
en la Figura 2 [31-34].

12
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Actualmente se han identificado los siguientes subtipos moleculares que van de la mano

con la clasificacion histologica [35]:

Triple Positivo: se deriva de su similitud con el perfil de expresion del epitelio
luminal normal y que son positivos para los receptores hormonales Estrogenos
(RE), Progesterona (RP) y Her2 [36].

o Luminal A: Los tumores de esta clasificacion tienen sobreexpresion de
genes regulados por RE, subexpresion de un grupo de genes Her2 y
subexpresion de genes relacionados con la proliferacién. Son sensibles a
la manipulacion endocrina, poco sensibles a agentes citotdxicos y tienen

asociado un pronéstico bastante favorable [37-39].

o Luminal B: Tienen una expresion mucho menor de genes relacionados
con ER, una expresion variable de un grupo de genes Her2, y una
expresion relativamente mas alta de genes relacionados con la
proliferacion. Presentan inestabilidad genémica, albergan mutaciones en

TP53 y se asocian con un riesgo relativamente mayor de recaida [40-42].

Her2: Representa del 20% al 30% de todos los tumores de mama. Se caracterizan
por una sobreexpresion de genes de proliferacion de Her2 y una baja expresion
de grupos luminales. Generalmente son Her2 positivos y RE/RP-negativo,
asociandose con un peor prondstico en comparacion con los tumores luminal A
[31, 43].

Triple Negativo: Estos tumores representan un grupo de enfermedades mas
heterogéneo que los canceres de mama basales. Se caracteriza por una
frecuencia relativamente alta de mutaciones del gen BRCAL, aumento de la
inestabilidad gendmica, alta expresién del grupo de proliferacién de genes y un
alto grado histolégico [45, 46].

o Tipo Basal: Su nombre se deriva de patrones de expresion de genes
compartidos con células basales epiteliales normales (queratina 5,6 y 17,

integrina-B4, laminina y proteina de union al acido graso) y representa
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aproximadamente el 15% de los canceres de mama ductal invasivos. Estos

tumores son usualmente negativos para RE, RP y Her2 [31, 44].

o Céancer de mama Hereditario: Se caracteriza por mutaciones en genes

supresores de tumor y protooncogenes.

e Tipo bajo en Claudina: Se caracteriza por la sobreexpresion de genes asociados
con la transicion epitelial a mesenquimal (genes de comunicacion celular, de
formacion de la matriz extracelular, de diferenciacién celular, de migracion celular
y de angiogénesis). No tienen expresion de marcadores de diferenciacion luminal

y son Her2 y receptores hormonales negativos [47].

Cancer de mama

Triple Triple
/ Negativo Positivo
Bajo en .
.y l Caludina Her2 / \
Hereditario

Luminal A
(~40%)

Luminal B
(~20%)

Tipo Basal
(15-20%)

alto bajo

ER ,
Herzbalo,
Proliferaciéon

alta

ER, PR, Her2 ,
K5/14 , EGFR

bajo

Her2

Figura 2: Clasificacion molecular del cancer de mama.
Fuente: Modificado de Malhotra et al., 2010

La identificacién de estos subgrupos moleculares proporciona informacién importante

sobre el prondstico y la respuesta al tratamiento de la enfermedad [48-50].
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DURANTE los ultimos 20 afios se ha vinculado al desarrollo de cancer de mama a los
cambios en el estilo de vida de las mujeres, como la edad mas tardia al primer embarazo,

disminucion de la duracion de la lactancia, estilo de vida mas sedentario y la obesidad

[1].

3.3 Obesidad y su relacién con el Cancer de Mama.

La obesidad es un exceso en la acumulacién de tejido adiposo producida por la ingesta
calérica que supera el gasto de energia. Con la actual epidemia de obesidad, datos
epidemiolégicos sugieren una asociacion significativa entre el aumento del indice de
masa corporal (IMC) y el desarrollo de varios tipos de cancer entre ellos incluido el de
mama, destacando que el exceso de masa corporal se asocia a un mal prondéstico en la

progresion tumoral [2].

En el 2002 con base en estudios epidemiolégicos, clinicos y experimentales, la Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC, por sus siglas en inglés) evalué la
relacion entre la obesidad y el riesgo de cancer, concluyendo que la prevencion del
aumento de peso y la actividad fisica podrian disminuir el riesgo de desarrollar cancer de

esofago, colon, endometrial, cancer de mama, entre otros [51].

Con relacion al cancer de mama, se ha sefialado que las mujeres con inactividad fisica
y/lo mujeres obesas tienen un riesgo aumentado de cancer postmenopausico, pero no
premenopausico [53]. Por lo tanto, muchas mujeres con cancer de mama son mas
pesadas y mas inactivas fisicamente que la poblacion general en el momento del
diagndstico. Esto subraya la importancia de las asociaciones adversas de la obesidad

con los resultados de cancer de mama [54].

Enla dltima década se ha determinado que ademas de su funcidn de almacenar el exceso
de calorias en forma de lipidos, el tejido adiposo participa a través de diversos
mecanismos en el desarrollo del cancer debido a que actia también como un organo

enddcrino activo que secreta varias adipocitocinas, entre las que se encuentre las que se
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encuentra la Leptina y la Adiponectina, asi como citocinas inflamatorias, regulando
procesos fisioldégicos y patolégicos, como el apetito, la sensibilidad y resistencia a la
insulina, inflamacién, inmunidad, hematopoyesis y angiogénesis [52, 56]. Un trastorno
metabdlico sistétmico como la obesidad crea un ambiente de apoyo para la proliferaciéon
de células tumorales. Los mecanismos mas estudiados para explicar el vinculo obesidad
y cancer de mama se pueden observar en la Figura 3y son la resistencia a la insulina, la
produccion de hormonas enddgenas, la angiogénesis, la obesidad inducida por la hipoxia,

la modulacion inmune, las citoquinas inflamatorias y la secrecion de adipocitocinas [55].

Tejido
. Adiposo
Obesidad
A
f )
y Incremento de lipidos y Sefializacion L
Inflamacion macromoléculas de insulina Adipocinas

@ Je Je Je )
Membrana basal —
+_—

Vaso sanguineo

Normal Cancer
Figura 3. Vias que pueden vincular la obesidad con el desarrollo del cancer.

Fuente: Khandekar et al., 2011

La modificacion de la biologia del tejido adiposo en obesidad altera en la produccion y
secrecion de adipocitocinas. Los sujetos obesos presentan disminucion del nivel de
Adiponectina circulante y aumento de la concentracion plasmatica de Leptina. Esta

alteracion en la secrecion de adipocitocinas por los depésitos adiposos puede explicar la
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relacion entre la obesidad y el desarrollo del cAncer de mama [5, 6] debido a que pueden
actuar sobre el tejido mamario de forma endocrina a través de depdsitos adiposos
externos, en una via paracrina a través de tejido adiposo mamario y fuentes no adiposas
incluyendo células estromales y células inflamatorias, y en una accién autécrina a través
de un tumor mamario. La estructura de la glandula mamaria favorece una estrecha
interaccion entre el tejido adiposo mamario y el tejido mamario y sugiere que las
adipocinas producidas por el tejido adiposo mamario y el microambiente de las células
tumorales pueden ser el principal vinculo entre la obesidad y la progresién de la

enfermedad y la metastasis [61].

Debido a que los adipocitos representan la mayoria del tejido mamario, una hipotesis
reciente los coloca con sus funciones autocrinas, paracrinas y endocrinas en el centro de
la tumorigénesis mamaria. El exceso de adipocitos en el sobrepeso y la obesidad se
conectan con las vias moleculares para la carcinogénesis por medio de la activacion de
la inmunidad innata y adquirida, el aumento de la disponibilidad de sustrato a las células
neoplasicas de mama, asi como la exposicion de las células a factores de crecimiento y
adipocitocinas protumorigénicas [53, 56, 57]. Asi mismo al activar a sus receptores, las
adipocitocinas pueden influir en la proliferacion, migracion e invasion de células
tumorales, regular la produccion de proteinas epiteliales derivadas, proteinas
angiogénicas y factores de crecimiento y estimular otras células en el microambiente

tumoral a invadir y proliferar [61].

La alteracién de la secrecion de estas adipocitocinas en obesidad se pueden observar de
forma resumida en la Figura 4. El incremento en la liberacién de Leptina, VEGF, IL-6 y
TNF-a y la disminucion de la secrecion de Adiponectina, podrian estar ligados a
diferentes mecanismos carcinogénicos incluyendo diferenciacion celular, apoptosis,
proliferacion celular, angiogénesis y alteracion de los niveles de hormonas sexuales
esteroideas. Todo esto indica que la Leptina tendria un efecto promotor del cancer

mientras que la Adiponectina tendria un efecto protector [4].
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Leptina P~
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Adiponectina ~\~\ ———————————— -
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Figura 4. Cambios en el tejido adiposo en la obesidad.

Fuente: Modificado de Khandekar et al., 2011

3.4 Leptina

La Leptina se traduce como una proteina de 167 aminoacidos y tiene un peso molecular
de 16 kD y es producto del gen OB o gen de la Leptina humana, con una secuencia sefial
secretora amino-terminal de 21 amino&cidos. La secuencia sefial es funcional, y resulta
en la translocacion de Leptina en los microsomas con la subsiguiente eliminacion del
péptido sefial [58]. Por lo tanto, la Leptina circula en la sangre como proteina de 146
residuos de aminoacidos. Es una adipocitocina pleiotropica que regula la ingesta de
alimentos, el gasto energético, la inmunidad, inflamacion, hematopoyesis, la

diferenciacion celular y la proliferacion [59, 60].
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Las funciones mas importantes de la Leptina incluyen la regulacion de la homeostasis
energética, la funcion neuroendocrina y el metabolismo. Otros efectos de la Leptina que
implican la regulacion de la funcion inmune y el metabolismo éseo, las cuales estan bajo

investigaciones [62,63].

Su sintesis ocurre principalmente en el tejido adiposo blanco, pero estudios recientes han
confirmado que algunos otros tejidos expresa Leptina, incluyendo placenta, ovarios,
musculo esquelético y el estbmago. Se estimula tras la ingesta de alimentos y disminuye
durante el ayuno y en la diabetes mellitus, y los niveles estan positivamente
correlacionados con la cantidad de grasa corporal. En la actualidad se sabe que su
produccién es modulada por la insulina, glucocorticoides y esteroides sexuales y que sus
niveles sistémicos son proporcionales a la adiposidad corporal y fluctia con cambios
agudos en la ingesta caldrica y la sefializacién de la cantidad de energia en el tejido

adiposo [61].

Al igual que muchas otras hormonas, la Leptina se secreta de forma pulsatil y tiene una
variacion diurna significativa con niveles mas altos en la noche y las primeras horas de la
mafiana. Los niveles circulantes de esta hormona reflejan principalmente la cantidad de
energia almacenada en la grasa y los cambios secundarios agudos en la ingesta calérica
[66].

La expresion del gen esta basicamente restringida al tejido adiposo y sus niveles estan
intimamente relacionados con el almacenamiento de triglicéridos y con la masa del tejido
adiposo [64]. Juega un papel clave en la regulacion estricta del peso corporal al inhibir el
apetito y aumentar el consumo de energia. Los defectos en la produccién de esta

adipocitocina conducen a la obesidad mérbida en humanos y roedores [65].

La concentracion de Leptina circulante aumentan marcadamente en la obesidad, como
se muestra tanto en estudios en humanos como en estudios de varios tipos de animales
obesos. De hecho, en sujetos humanos hay un alto correlacion entre el IMC y la Leptina
circulante. Por lo tanto, cuanto mayor es la cantidad de tejido adiposo, mayor es el nivel
de la hormona [67-70].
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La gran mayoria de los pacientes obesos tienen altos niveles de Leptina circulante, lo que
ocasiona una resistencia o tolerancia a los efectos reductores de peso. Los mecanismos
hipotalamicos por los cuales se cree que se genera una resistencia a Leptina incluyen: 1)
defectos en el receptor ObRb, 2) induccion de inhibidores de la sefializacion de la Leptina,
por ejemplo SOCS-3,y 3) una deficiencia en el transporte de la proteina a traves de la

barrera hematoencefalica [66, 76, 77].

Se ha estudiado la relacion de la Leptina con el desarrollo del cancer de mama debido a
la sobreexpresion del gen de Leptina tanto en lineas celulares de cancer de mama, como
en tumores solidos [54]. Se ha demostrado que esta proteina induce la proliferacién, la
supervivencia y el crecimiento celular de células tumorales estimulando via de
Jak/STAT3, ERK1/2 y fosfoinocitol 3-quinasa, asi como inducir la expresion de ciclina D1

entre varios mecanismos mas [24, 78, 79].

3.4.1 Receptores de Leptina

La Leptina lleva a cabo sus funciones mediante la activaciébn de sus receptores,
expresados tanto en el cerebro como en los tejidos periféricos que incluyen higado,
corazon, rifiones, pulmones, intestino delgado, testiculos, ovarios, bazo, pancreas y tejido
adiposo [71, 75].

En la actualidad se han identificado 6 isoformas de estos receptores (ObRa — ObRY),
generados gracias al empalme alternativo, los cuales pertenecen a receptores de
citocinas clase | y contiene un so6lo dominio transmembranal. La region extracelular de
estos receptores se caracteriza por la presencia de multiples dominios, cada uno se
caracteriza por residuos de consenso Unicos. Para los receptores de citoquinas, el
dominio CK-F3 parece formar el sitio de union al ligando y el receptor de Leptina contiene
dos dominios CK-F3 repetitivos [71, 75].
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Todas las isoformas del receptor de Leptina comparten un dominio extracelular ligando-
ligando idéntico de 816 aminoacidos, mientras que el dominio intracelular en el extremo

C-terminal es diferente [71, 75].

La forma larga del receptor ObRb (la isoforma del receptor largo de Leptina), es la Unica
gue tiene la capacidad de transducir sefiales y se expresa casi exclusivamente en el
hipotalamo, un sitio importante para la regulacién de la homeostasis energética y la
funciébn neuroendocrina. Se cree que la isoforma ObRa (la isoforma de receptor de
Leptina corta) juega un papel importante en el transporte de la Leptina a través de la
barrera hematoencefalica y es capaz de activar cascadas de sefializacion. La forma
soluble (ObRe) del receptor, por su parte, tiene una gran afinidad por la proteina y se

piensa que tiene el objetivo de regular las concentraciones plasmaticas de la misma [75].

Después de la union de la Leptina a su receptor se produce la dimerizacion del receptor,
lo que parece ser necesario para la actividad de sefalizacion. Después de la unién a la
Leptina y la homodimerizacion del receptor ObRDb, ésta activa varias vias de transduccién
de sefales, incluyendo el transductor JAK-STAT3, que es importante para la regulacion
de la homeostasis energética vy el fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), que es importante
para la regulacion de la ingesta de alimentos y la homeostasis de la glucosa, cémo es
posible observar en la Figura 5 [72, 73].

Los JAKSs activados fosforilan los sitios de tirosina en el dominio intracelular del receptor,
gue sirven como sitios de acoplamiento para los dominios de homologia Src (SH2, SH3)
gue se producen en todos los STATs. El dominio intracelular fosforilado proporciona un
sitio de unién para un dominio STAT. Las proteinas STAT activadas dimerizan y se
trasladan al nacleo, donde se unen al ADN y activan la transcripcion. La activacion de
ObRb también puede fosforilar JAK conduciendo a la activacion del sustrato de receptor
de insulina (IRS-1) y la proteina quinasa activada por mitogeno (MAPK). Tras la union a

la Leptina al receptor OB-Ra se fosforila el IRS-1 y en consecuencia activa MAPK [71].

21



EXPRESION DE LOS RECEPTORES ADIPOR1 Y ADIPOR2 COMO MECANISMO DE REGULACION LEPTINA-CANCER DE MAMA

Receptor de Leptina

e

@
”

Sefiales
Adipociticas

Leptina

Homeostasis de
Glucosa

Regulacién en la
ingestade alimentos

Motivacion de la alimentacion
Adipocitos - Saciedad

Figura 5. Accion de la Leptina.

Fuente: Modificado de Sader et al., 2003.

3.5 Adiponectina

La Adiponectina es una proteina de 28-30 kDa constituida por 244 aminoacidos que
muestra similitudes estructurales con el coldgeno y el TNFa, producida exclusivamente
en el tejido adiposo blanco. La adiponectina es muy abundante en la circulacion con
concentraciones plasmaticas que varian de 5 a 30 ug/mL, representando hasta el 0.01%
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del total de las proteinas plasmaticas y su concentracion plasmatica tiene una relacion
inversamente proporcional a la obesidad, IMC, acumulacién de grasa visceral e insulino-
resistencia [80, 84, 85].

Los niveles medianos de adiponectina en individuos sanos con un IMC entre 20 y 25
kg/m? son de aproximadamente 8 ug/mL para los hombres y de 12.5 uyg/mL para las
mujeres [81]. Dimorfismo sexual se ha observado en la expresion de adiponectina, con

los hombres que muestran niveles mas bajos que las mujeres [86].

La Adiponectina se puede encontrar en cinco configuraciones diferentes, con diversos
efectos bioldgicos dependiendo del ensamble de los homo-oligémeros de diversos pesos
moleculares: la Adiponectina globular (QAPN), Adiponectina de longitud total (fAPN),
Adiponectina de bajo peso molecular, Adiponectina de peso molecular medio y
Adiponectina de alto peso molecular (HMW) [82]. La secuencia peptidica monomérica se
compone de cuatro regiones: un péptido amino terminal, una regién hipervariable corta,
un dominio de tipo coladgeno que contiene 22 repeticiones Gly-X-Pro o Gly-X-Y y un

dominio globular carboxi-terminal C1q [87].

La gAPN se genera a través del producto de escisién proteolitica de la fAPN y contiene
la cabeza globular sin el dominio de tipo colageno que permite la formacion de trimeros
pero no de oligdmeros de HMW [88, 89]. Recientemente, se ha determinado que la forma
monomeérica estimula la activacion de AMPK en el musculo y aumenta la oxidacion de
acidos grasos y la captacion periférica de glucosa. Ademas, un aumento de la gAPN se
ha correlacionado con la mejora de todo el cuerpo del metabolismo energético y de las

funciones del tejido adiposo [90-92].

La isoforma de HMW representa la forma biolégicamente activa de la adiponectina y esta
fuertemente relacionada con la resistencia a la insulina, el sindrome metabdlico y la

enfermedad cardiovascular [56, 83].

Esta adipocitocina es considerada como una hormona de proteccion a partir de las
funciones metabdlicas que lleva a cabo en el musculo esquelético y el higado. En el

musculo desempefia un papel importante en la regulacién de la glucosa por medio de
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una potente actividad sensibilizante a la insulina, que afecta a la captacion de glucosa en
el musculo a través de la activacion de proteincinasa dependiente de AMP (AMPK) y el
receptor alpha activado por proliferadores de peroxisomas (PPAR a). En el higado
participa en la homeostasis de lipidos mediante la oxidacién de los acidos grasos y
disminuye la inflamacion a través de la via PPARa, por lo que se ve implicada en la
fisiopatologia de la aterosclerosis por su actividad anti-inflamatoria. La adiponectina
activa el transporte de glucosa e inhibe la gluconeogénesis a través de la AMPK [4, 84,
85, 93].

En el pancreas, la adiponectina actla sobre la proliferacion celular estimulando la
secrecion de insulina [94]. En los tejidos adiposos, la adiponectina aumenta la captacion
de glucosa basal y mejora la captacion de glucosa estimulada porinsulina a través de la
activacion de AMPK [93]. Ademas, los estudios in vitro demostraron que la adiponectina

regula el metabolismo lipidico de la grasa que inhibe la lipolisis [95, 96].

Los niveles bajos de Adiponectina son el denominador comun de los factores de riesgo
gue sintetizan el sindrome metabdlico como la hipertension, la dislipidemia, la obesidad,
la hiperglucemia y la resistencia a la insulina [83]. Asi mismo, se ha encontrado en
estudios invivo que la hipoadiponectinemia tiene una asociacion inversa con el riesgo de
resistencia a la insulina y neoplasias malignas asociadas a obesidad (cancer de mama,
de colon, renal, algunas neoplasias hematolégicas de origen mieloide, asi como cancer

gastrico y prostata) [56].

3.5.1 Receptores de Adiponectina

La Adiponectina ejerce su funcion a través de sus receptores especificos. Dos receptores
principales denominados AdipoR1 y AdipoR2, los cuales son receptores acoplados a
proteinas G con siete dominios transmembranales, tal y como se pueden observar en la

Figura 6. Como miembros de la familia PAQR (progestina y receptor AdipoQ), en el
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extremo N-terminal se encuentra en la regidn citoplasmica de la célula mientras que el

extremo C-terminal encontrado externamente [87, 97].
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Figura 6. Receptores AdipoR1y AdipoR2

AdipoR1 muestra una expresion ubicua incluyendo en el musculo esquelético y el higado,
mientras AdipoR2 se expresa principalmente en higado [97]. Ensayos de unidn de ligando
revelaron que AdipoR1 puede actuar como un receptor de alta afinidad para adiponectina
globular, pero también puede unirse a adiponectina de longitud completa, y AdipoR2
muestra afinidad intermedia para moléculas de adiponectina tanto globulares como de

longitud completa [98].

La unidon de la adiponectina a sus receptores aumenta la actividad de la AMPK y PPAR-
a, favoreciendo la oxidacion de acidos grasos y la entrada de glucosa a los tejidos, como
se observa en la Figura 7 [99]. El sistema AMPK activado desempefia un papel vital en
la regulacion del metabolismo energético y la quiescencia celular. Asi mismo, la
adiponectina disminuye la produccidon de especies reactivas de oxigeno y, por tanto,
inhibe la proliferacion de las células. La activacion de AMPK parece ser mediada
principalmente por AdipoR1, mientras que la activacion de PPAR-a parece ser mediada
por AdipoR2 [100, 101].
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Figura 7. Accion de la Adiponectina.

Estudios han demostrado que la Adiponectina por medio de la activacion de sus
receptores AdipoR1 y AdipoR2, induce la inhibicion de la migracion [102], proliferacion
[103, 104] y supervivencia [105] celular de distintos tipos de células incluyendo las células
musculares lisas adrticas, células endoteliales y varios tipos de células cancerosas, entre
ellas las células de cancer de mama generando un efecto protector contra esta
enfermedad [106].
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3.6 Lineas Celulares de Cancer de mama

En este trabajo de investigacion de determind utilizar tres lineas celulares representativas
de la clasificacion molecular triple positivo (MCF-7), triple negativo (MDA-MB231)y BRCA

mutado (HCC1937), cuyas caracteristicas estan representadas en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas moleculares de las Lineas celulares de cancer de mama.

Receptor Receptor Receptor Mutacién en
Linea Celular i
Estrédgenos Progesterona HER2 BRCA
MCF-7 + + + -
MDA-MB231 - - - -
HCC1937 - - - +
3.6.1 MCF-7

MCF-7 es una linea celular de céncer epitelial ampliamente estudiada derivada del
adenocarcinoma de mama la cual tiene caracteristicas de epitelio mamario diferenciado
y se aislé por primera vez en 1970 del tejido mamario de una mujer caucasica de 69 afios
de edad. La paciente se habia sometido a una mastectomia de su seno derecho para un
tumor benigno y una mastectomia radicalde sumama izquierda para un adenocarcinoma
maligno 7 y 3 afios, respectivamente, antes de que se iniciara el cultivo primario de
células [107, 108].

Las células MCF-7 son células adherentes bastante grandes, con un tamafio de célula
tipico que mide 20-25 micras. Cuando se cultiva in vitro, la linea celular es capaz de

formar clpulas y las células epiteliales crecen en monocapas como se observa en la
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Figura 8. A pesar de que las células MCF-7 son faciles de propagar, generalmente son
una poblacién de crecimiento lento. El tiempo promedio de duplicacion de MCF-7 es 29
h [108].

Las células MCF7 se pueden utilizar para detectar la implicacién de PI3K y MAPK, junto
con la facil deteccion de ERK y la fosforilacion de Akt. Ademas, a través de receptores
de estrogenos citoplasmicos estas células tienen la capacidad de procesar estradiol. Es
una linea celular positiva para el receptor de estrégenos, progesterona y Her2 [108, 145].

Figura 8. Cultivo celular de células de cancer de mama MCF-7.

3.6.2 MDA-MB231

La linea celular MDA-MB-231 es una de las mas utilizadas para el estudio experimental
in vitro del cancer de mama hormono-independiente. Estas células fueron aisladas por
Cailleau y sus colaboradores en 1973, a partir de una muestra de derrame pleural de una

paciente caucasica de 51 afios con cancer de mama [109].

Son células adherentes con morfologia de tipo epitelial como se observa en la Figura 9,
y presentan un crecimiento extraordinariamente rapido en medios de cultivo poco
enriquecidos, esto derivado de una regulacion autécrina de la secrecion en el medio de
factores de crecimiento celular. Poseen abundantes receptores de membrana para el
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factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento transformador alfa (TGF
a) [110, 111].

Las células de cancer de mama MDA-MB231 son un huésped de transfeccién adecuado
y es una linea celular negativa para el receptor de estrogenos, progesterona y Her2 [111,
145].

Figura 9. Cultivo celular de células de cancer de mama MDA-MB231.

3.6.3 HCC1937

HCC1937 es una linea celular de cancer epitelial derivada de un tumor ductal primario
infiltrante de grado Il de una paciente caucasica de 24 afios de edad con una mutacion
germinal en BRCAL1 [143].

Son células adherentes, las cuales crecen en monocapa y presentan grandes vacuolas

como se observa en la Figura 10 [112].

El andlisis de BRCA1 revel6 que la linea celular es homocigotica para la mutacion de
BRCAL, la cual es la insercion de una Citosina en el nucle6tido 5382 [143, 112].

Las células HCC1937 son negativas para la expresion de del receptor de estrégeno, el

receptor de progesterona, Her2-neu y para la expresion de p53 [112, 113].
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Figura 10. Cultivo celular de células de cancer de mama HCC1937.

3.7 Antecedentes

Se han caracterizado lineas celulares de cancer de mama para Leptina y su receptor y
se ha evidenciado el efecto de la Leptina sobre la proliferacion celular.

Autor/afio Trabajo
Jardé et al., 2009; Se caracterizo las lineas celulares de cancer de mama MCF-
Dieudonne et al., 2002; 7, MDA-MB-231y T47D para Leptina y su receptor (Ob-R)
Soma et al., 2008. [114-116].

Yin etal., 2004; Estudio del efecto de Leptina sobre el crecimiento celular en
Somasundar et al., lineas celulares de cancer de mama MCF-7, SK-BR-3, T47D
2003. y ZR-75-1 [78,117].

La actividad promotora de la proliferaciéon celular en lineas celulares de cancer de mama

por parte de la Leptina se ha evidenciado en experimentos in vitro.
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Autor/afio

Frankenberry etal.,
2006; Nkhata et al.,
2009.

Okumura et al., 2002.

Yin et al., 2004; Fusco
et al., 2010; Binai et al.,
2010.

Chen et al., 2006.

Gonzalez et al., 2006.

Perera et al., 2008.

Trabajo

Se encontré que la Leptina induce de supervivencia de las
células de cancer de mama a través de la activacion de la
via de PI3K/Akt activando la fosforilacion de Akt [120, 121].

La Leptina estimula la expresién proteica de PKC-alfa,
ademas resultados indican que la proliferacién celular puede
activarse mediante la alteracién de los puntos de control
celular pues regula la cdk2y la ciclina D1 (transicién del ciclo
celular G1 a S) [123].

Se determind que la Leptina estimula directamente la via
STAT3 y la regulacion positiva de c-myc, tanto a nivel de
MRNA como de proteina [78, 124,125].

En células de cancer de mama ZR-75-1 se determiné que la
proliferacion celular inducida por la Leptina se asocia con

una expresion mejorada de c-myc y ciclina D1 [126].

En las células de céncer mamario de ratdn 4T1, el
tratamiento con Leptina aumenta no sélo la expresion de la
ciclina D1, sino también la del VEGF y su receptor VEGF-
R2, lo que sugiere que esta proteina puede promover la

angiogénesis en el cancer de mama mediante sefializacion
de VEGF [127].

Perera etal. han identificado mas de 64 genes regulados por
la Leptina, incluidos los de factores de crecimiento,
reguladores del ciclo celular, proteinas de la matriz

extracelular (ECM)y genes asociados con metastasis [128].
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Naviglio et al., 2009.

En la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231 la
Leptina estimula el crecimiento celular activando las vias de
sefializacion STAT3 y ERK1/2 [147].

Los estudios anteriores sugieren que la Leptina ejerce sus efectos neoplasicos a través

de dos mecanismos: 1) actuando directamente sobre las células de cancer de mama

estimulando las vias de sefializacién mediadas por receptor que conducen al crecimiento,

migracion e invasion de células tumorales, 2) estimulando el crecimiento tumoral, la

supervivencia celular y la transformaciéon, mediante la amplificacidon de la sefializacion del

RE [59, 118, 119].

Por otro lado, se han caracterizado lineas celulares de cancer de mama para

Adiponectina y sus receptores.

Autor/afio

Jardé et al., 2009;
Takahata et al., 2007;
Nakayama et al., 2008.

Nakayama et al., 2008.

Dieudonne et al., 2006;
Nakayama et al., 2008;
Wang et al., 2006; Arditi

Trabajo

Los receptores de Adiponectina AdipoR1 y AdipoR2 y la
expresion de la proteina se han caracterizado en diferentes
lineas celulares de cancer de mama, incluyendo MCF-7,
MDA-MB-231, SKBR3y T47D [114,129, 130].

Nakayama et al., sefialé que siRNA contra AdipoR1 limita la
activad anti-proliferativa de la Adiponectina en células de
cancer de mama T47D vy limita a alrededor del 50% de la
actividad anti-proliferativa en MDA-MB-231 [130].

Numerosos estudios han documentado el potencial anti-
proliferativo de la Adiponectina en varias lineas celulares de
cancer de mama, incluyendo MCF-7, MDA-MB-231y T47D
[103, 114, 130, 132-134].
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et al., 2007; Kang et al.,

2005; Jardé et al., 20009.

Dieudonne et al., 2006.

Brakenhielm et al.,
2004.

Grossmann et al., 2008.

Delort et al., 2012.

Nakayama et al., 2008;
Korner et al., 2007.

Lee et al., 2014.

En células MCF-7, Dieudonne et al., Encontr6 una baja
regulacion en la ciclina D1y la expresion de la proteina c-
myc [103].

Inhibicion por Adiponectina de la migracion y proliferacion
de células endoteliales in vitro, previniendo la formacién de

nuevos vasos sanguineos [102].

Inhibicion de la proliferacion en lineas celulares de céncer

de mama negativas para Era [104].

Actividad apoptética de la Adiponectina por medio de la
activacion de las caspasas, Bax, TP53 y MX1 e inhibiendo
la activacion de Bcl2 y BAGL1 [4].

En lineas celulares de cancer de mama (MCF-7, MDA-MB-
231, MDA-MB-245, MDA-MB-436, T47D y MCF10a.) mayor
expresion de AdipoR1 en comparacion con AdipoR2 (2.7 a
4.2 veces), ninguna de las lineas exhibia una expresion

intrinseca de la Adiponectina [130, 136].

Adiponectina es factor predictor del éxito o del fracaso del
tratamiento en pacientes con cancer de mama. Niveles
elevados de Adiponectina sérica estan asociados a una
supervivencia de esta enfermedad en pacientes con cancer
de mama [150].
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3.8 Justificacion

La obesidad es uno de los factores mas reconocidos en el desarrollo del cancer de mama,
y el tejido adiposo juega un papel muy importante en esta patologia debidala secrecién
de sus diversas citosinas, principalmente Leptina y Adiponectina. En los Ultimos afios se
han estas proteinas y su implicacion en el desarrollo y progreso del cancer de mama, sin
embargo, la base molecular de esta asociacidén no es bien conocida y muy pocos son los
gue han estudiado a los receptores de Adiponectina (AdipoR1y AdipoR2)y la influencia

de la Leptina sobre ellos.

Es por ello que hoy en dia se requiere elucidad los mecanismos por los cuales niveles
altos de Leptina en el organismo generan un aumento en el riesgo de desarrollo de cancer
de mama y si esta proteina tiene una influencia sobre AdipoR1 y AdipoR2, la cual podria

afectar la accion anti-proliferativa de la Adiponectina.

3.9 Hipobtesis

La expresion de los receptores de Adiponectina, AdipoR1 y AdipoR2, se encontrara

disminuida en las lineas celulares que recibieron altas concentraciones de Leptina.

3.10 Objetivos

Objetivo General: Determinar la expresion de los receptores AdipoR1 y AdipoR2,
modulada por concentraciones diferenciales de Leptina en un modelo de obesidad
asociado a cancer de mama en lineas celulares MCF-7, MDA-MB231 y HCC1937.
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Objetivos Especificos:

e Demostrar que los receptores AdipoR1 y AdipoR2, se encuentran expresados en
lineas celulares.

e Caracterizar las lineas celulares con Leptina, Adiponectina, AdipoR1 y AdipoR2.

e Analizar la expresion de los receptores AdipoR1 y AdipoR2, en lineas celulares
representativas de la clasificacion molecular triple negativa, triple positivay BRCA

mutado, estimuladas con Leptina.
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V. PROCEDIMIENTO

4.1 Cultivo Celular

Para este estudio se emplearon las lineas celulares MCF-7, MDA-MB 231 y HCC1937.
Se cultivaron a 37°C en una atmosfera al 5% de CO2y 85% de humedad, con medio de
cultivo RPMI 1640 (Gibco®, USA) y Dulbecco’s Modified Eagle’s (Caisson Labs, USA)
enriquecido con 10% de Suero Fetal Bovino (Gibco®, USA) inactivado con calor (30 min

a 57° C, bano Maria. Con recambio del medio cada tercer dia.

4.2 Conteo celular

El conteo para la siembra de una cantidad especffica de células, para cada uno de los
experimentos, se llevd a cabo por el método de Azul Tripano. Una vez alcanzada una
confluencia del 70-80% de cada linea celular se procedié a despegarlas con Tripsina al
0.05% (Gibco®, Canada). Las células recuperadas se centrifugaron 3 min a 1500 rpm; el
boton celular se resuspendié en 1 mL de medio de cultivo. De esa suspension se tomaron

10 pL y se mezclaron con 90 pL de Azul Tripano.

Para el conteo celular se tomaron 10 pL de la mezcla anterior y se colocaron en una
camara de Neubauer. Se contaron solamente las células vivas, es decir las refringentes,
gue se encontraron en los 4 cuadrantes de las esquinas de la cuadricula de la camara,

como se muestra en la Figura 11.

Se obtiene el promedio de cada conteo y el resultado se multiplica por 10 (primera

dilucién) y luego por 10,000 (factor de la camara).
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(Cuadrantel + Cuadrante2 + Cuadrante3 + Cuadrante4) + 4

= Promedio de Cuadrantes

(Promedio de Cuadrantes) x 10 x 10,000 = Células/mlL
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Figura 11. Camara de Neubauer, cuadrantes utilizados para el conteo celular.

El nimero de células utilizado en cada uno de los experimentos fue de 5,000 y 20,000
células, determinado por el promedio de células viables soportadas por la superficie del
pozo de la placa utilizada (96 y 24 pozos) y el factor de crecimiento de cada linea celular,
impidiendo de esta manera interferencias en los resultados ocasionado por muerte celular

como consecuencia de la falta de espacio para el crecimiento de las células.

4.3 Inmunohistoquimica

Se determind la expresidn de Estrogenos (RE), Progesterona (RP), Her2 y Ki67 por medio

de Inmunohistoquimica para cada linea celular.
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Una vez alcanzada una confluencia del 70% las células se lavaron con PBS (Gibco®,
USA) y se levantaron con Tripsina al 0.05%. Las células recuperadas se centrifugaron 3
min a 1500 rpm y el botdn celular se utilizé para preparar laminillas fijandolas con acetona.
Posteriormente se realiz la recuperacion de epitopes de las células con Citrato de Sodio
0.1% pH 6.2 (Dako, USA), inactivando la peroxidasa endégena con peroxido de
hidrégeno al 0.9%. Se lavaron las laminas en agua destilada y se dejaron reposar durante
5 minutos en PBS [138].

Las células se incubaron durante 45 minutos con los siguientes anticuerpos: RE 1:35
(Dako, USA), RP 1:50 (Dako, USA), Her2 1:50 (Biocare, USA), Ki67 1:100 (Biocare, USA)

A continuacion se afadio el sistema de deteccidon de dos pasos Mach 1 Universal HRP-
Polymer Detection (Biocare, USA) durante 30 minutos cada uno. Lareaccion se visualizé
con 3,3’diaminobencidina (Leica Biosystems, USA) y se tifi6 con hematoxilina de Hill
[138].

4.4 Curvas de viabilidad celular

El estudio de proliferacion celular se llevé a cabo por medio del ensayo de Cristal Violeta
Para este propésito dos grupos de 5,000 células de MCF-7, MDA-MB 231 y HCC1937
n=3 se sembraron en placas de cultivo de 96 pozos y se dejaron crecer durante 24 h
(Grupo 1) y 48 h (Grupo 2). Posteriormente las células de cada grupo cada 24 h durante
96 h se lavaron con PBS y se adicion6 medio de cultivo fresco (al 5% de SFB) con
estimulo de Leptina (Human Protein, Recombinant Native Active, Life Technologies ™,
USA) en concentraciones de 0 ng/mL (Citrl-), 10 ng/mL, 100 ng/mL y 1000 ng/mL [114].
Enla Figura 12 se puede observar el acomodo de las células en cada pozo para la adiciéon
del estimulo de Leptina. La disminucién del SFB se realiz6 para disminuir los factores de

crecimiento que pudieran interferir con la accion de la Leptina [139].
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Se evalud la proliferacion celular de cada linea por triplicado para cada concentraciéon
evaluada. Posterior a 24h de estimulo se fijaron las células con Glutaraldehido (Merck,
Germany) al 1.1% durante 15 minutos y a continuacion se adiciond PBS hasta terminar
las 96h de estimulo con Leptina para cada grupo. Al término del estimulo las células
fijadas fueron tefiidas con Cristal Violeta durante 15 minutos. La placa se lavd con agua
y se colocé en cada pozo acido acético al 10%. Inmediatamente la placa se leyé a una
longitud de onda de excitacién de 490nm y una longitud de emisién de 630nm en un lector

de micro-placas (Stat Fax 2100 Microplate Reader, Awareness Technology Inc.).

[ : | : ) [ : ) !—A—\
000000000000,
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F ()
000000000000
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Figura 12. Placa de 96 pozos utilizada para determinar la viabilidad de células de cancer

de mama que recibieron un estimulo de Leptina.

4.5 Ensayo de expresiéon

La regulacion de la expresion génica de los receptores de Adiponectina, AdipoR1 y
AdipoR2, se evalué por medio de adicion de Leptina a las lineas celulares del estudio

siguiendo la metodologia de Jardé et al., 2009 con ligeras modificaciones. Se sembraron
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20,000 células de MCF-7, MDA-MB 231 y HCC1937 (n=3) en placas de 24 pozos como

se describié anteriormente y se dejaron crecer durante 48 h.

Después de 24, 48, 72 y 96 horas se lavaron las células con PBSy se adicioné medio de
cultivo fresco al 5% de SFB con estimulo de Leptina O ng/mL, 10 ng/mL, 100 ng/mL y
1000 ng/mL. En la Figura 13 se puede observar el acomodo de las células en cada pozo

para la adicion del estimulo de Leptina en el ensayo de expresion de AdipoR1 y AdipoR2.

Al término del estimulo se retiré el medio de cultivo y se adicionaron 400 uL de TRIzol®
Reagent para llevar a cabo la extraccion de mRNA de acuerdo al protocolo de uso
(Ambion™),

Ctrl - =

10ng/mL [~*

100ng/mL |—*

1000ng/mL i

0000
0000
O

1 0000
- OO0
0000

Triplicado p/expresion

Figura 13. Placa de 24 pozos utilizada para determinar expresion de AdipoR1 y AdipoR2

en células de cancer de mama que recibieron estimulo de Leptina.

Una vez obtenido el mRNA, se llevo a cabo la obtencién de DNA complementario (cDNA)
a partir de 2ug mRNA por medio de la reaccion de Transcriptasa Reversa de acuerdo al
protocolo de uso (High Capacity RNA-to-cDNA kit, Applied Biosystems, USA) obteniendo
20 pL de cDNA.
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El cDNA de los controles de cada linea celular se utiliz6 para determinar por PCR en
punto final con HotStarTaq DNA Polymerase (QIAGEN, Germany) la presencia de mRNA
de Leptina, Adiponectina, AdipoR1y AdipoR2, usando como gen control ACTB (Tabla 2).
El programa utilizado para realizar la PCR fue 95°C por 15 min y 30 ciclos a 94°C por 30
seg, 60°C por 1 miny 72°C por 1 min.

Tabla 2. Secuencia se oligos utilizados en PCR punto final.

Gen Fw Rv
Leptina 5-TGAGCACCTGCTTCATGCTC-3’ 5-TGAGTGCGGTTTGACCACTG-3
Adiponectina 5-ATGGTCCTGTGATGCTTTGA-3 5-GAGAGTAAATGCACCAATAAG-3

AdipoR1 5-AATTCCTGAGCGCTTCTTTCCT-3'  5-CATAGAAGTGGACAAAGGCTGC-3'
AdipoR2 5-TGCAGCCATTATAGTCTCCCAG-3  5-GAATGATTCCACTCAGGCCTAG-3’

BACT 5-GCACCACACCTTCTACAAAG-3 5-GGTCTCAAACATGATCTGGTC-3

Asi mismo, el cDNA obtenido se utilizO para realizar la determinacion de la expresion
génica de AdipoR1 y AdipoR2 por PCR en tiempo real (LightCycler® 2.0, Roche)
utilizando sondas TagMan® (Gene Expression Assays, Applied Biosystems, USA) para
AdipoR1 (Hs 01114951 m1l)y AdipoR2 (Hs 00226105 _m1) usando como control el gen
ACTB (Hs 99999903 m1l) en el termociclador LightCycler® 2.0 (Roche Diagnostics),
colocando 2 uL de cDNA para cada reaccién de PCR en un volumen total de 20 uL. El
programa utilizado para realizar la RT-PCR fue 50°C por 2 min, 95° por 10miny 40 ciclos

a 95°C por 15 seg y 60°C por 1 min.

Para la determinacion de los niveles relativos de expresion génica AdipoR1y AdipoR2 se
usé el método de cuantificacion relativa de Pfaffl, basado en la comparacion del ciclo
umbral (CT) de un gen constitutivo (MRNA de ACTB) frente al gen problema de cada
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muestra por duplicado. ElI cambio de pliegue en AdipoR1 y AdipoR2 se normalizé frente
alos genes de referencia expresados constitutivamente y luego se comparé con controles

no tratados como sigue:

2 'AACT, donde AACT = AACT = (CT—probIema — CT-referencia) muestra tratada — (CT—probIema— Cr-

referencia) muestra calibradora.

La muestra calibradora se refiere al nivel de expresion (1 x) del gen diana normalizado
para el gen constitutivo. El calibrador se eligié del grupo de control de cada linea celular

y se le dio un valor de expresion relativo de 1 [140 -142].

Cultivo de Lineas
Celulares (MCF-7,MDA-
I MB231 y HCC1937)

*Expresion de:
AdipoR1 y
AdipoR2
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Los estudios moleculares se llevaron a cabo en el Laboratorio de Hemato-oncologia del

Hospital del nifio del IMIEM, Toluca México.

4.6 Andlisis Estadistico

Para analizar los resultados de las curvas de viabilidad de cada linea celular se realizé
ANOVA de dos factores, utilizando un P valor > 0.05 para establecer una relacion entre

el tiempo de incubacidn y las concentraciones de Leptina.

Para el analisis de los resultados de la expresion de AdipoR1y AdipoR2 primero se probé
la hipbtesis de normalidad utilizando la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Posteriormente
se utilizaron la Prueba t de Student para variables paramétricas y la Prueba U de Mann-

Whitney para variables no paramétricas utilizando un P valor > 0.05 para cada una.

El analisis estadistico se realiz6 con el software GraphPad Prism 6.
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1. Abstract

The development of breast cancer is influenced by the adipose tissue through the
proteins leptin and adiponectin. However, there is little research concerning AdipoR1
and AdipoR2 receptors and the influence of leptin over them. The objective of this work
was to analyze the expression of AdipoR1 and AdipoR2, modulated by differential
concentrations of leptin in an obesity model (10 ng/mL, 100 ng/mL, 1000 ng/mL)

associated to breast cancer in MCF-7 and HCC1937 cell lines. Each cell line was



EXPRESION DE LOS RECEPTORES ADIPOR1 Y ADIPOR2 COMO MECANISMO DE REGULACION LEPTINA-CANCER DE MAMA

characterized through immunohistochemistry and the expression of AdipoR1 and
AdipoR2 was analyzed by PCR in real time using TagMan® probes.

Leptin induced an increase in cell population of MCF-7 (23.8%, 10 ng/mL, 48 h) and
HCC1937 (17.24%, 1000 ng/mL, 72 h). In MCF-7, the expression of AdipoR1
decreased (3.81%, 1000 ng/mL) and the expression of AdipoR2 increased by 13.74
times (10 ng/mL) with regard to the control. In HCC1937, the expression of AdipoR1
decreased by 86.28% (10 ng/mL), as well as the expression of AdipoR2 (50.3%, 100
ng/mL).

In regard to the results obtained, it could be concluded that leptin has an effect over
the expression of AdipoR1 and AdipoR2 mRNA.

Key Words: Breast cancer, MCF-7, HCC1937, leptin, AdipoR1, AdipoR2

2. Introduction

Over the last 20 years, the development of breast cancer has been associated to
lifestyle changes, primarily to obesity [1]. Considered an excess in the accumulation
of adipose tissue produced when caloric intake exceeds energy consumption [2].
Besides storing excess calories in the form of lipids, the adipose tissue participates
through diverse forms in the development of cancer due to the fact that it also acts as
an endocrine gland, liberating the adipocytokines leptin, adiponectin and pro-

inflammatory molecules [3].

Leptin is a protein produced from the OB gen or “gen of obesity’ [4]. The expression
of the genis restricted to adipose tissue and its levels are closely related to the storage
of triglycerides and the mass of adipose tissue [5]. It is a pleiotropic adipocytokine
which regulates the ingestion of foods, energy consumption, immunity, inflammation,

hematopoiesis, cell differentiation and proliferation [6, 7].

Adiponectin is a protein produced exclusively in white adipose tissue [8] and is
considered as a protection hormone, carrying out an important role in the regulation of

glucose through a potent sensitizing effect towards insulin, which affects the uptake of
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glucose in muscle and participates in the homeostasis of lipids [9]. lts plasmatic
concentration has an inversely-proportional relationship towards obesity, body mass
index, accumulation of visceral fat and insulin resistance [10, 11]. It carries out its
function through two specific receptors, AdipoR1 and AdipoR2, which are receptors
coupled to G proteins with six transmembrane domains. AdipoR1 is predominantly
expressed in striated muscle, while AdipoR2 is mainly expressed in the liver [12]. The
bonding of adiponectin to its receptors increases the activity of the AMP (AMPK)-
dependent proteinkinase and the peroxisome proliferator-activated alpha receptor
(PPAR-a), favoring the oxidation of fatty acids and the entrance of glucose into tissues
[13]. The activated AMPK system plays a vital role in the regulation of the energetic

metabolism and cell quiescence [14, 15].

The pathologies which modify the biology of adipose tissue, such as obesity, and
produce an alteration in the secretion of these adipocytokines, increasing the liberation
of leptin, VEGF, IL-6 and TNF-a and decreasing the secretion of adiponectin could be
linked to different carcinogenic mechanisms including cell differentiation, apoptosis,

cell proliferation, angiogenesis and alteration of steroidal sex hormone levels [9].

This variation in the secretion of adipocytokines by the adipose deposits may explain
the relationship between obesity and the development of breast cancer, since obese
subjects present a decrease in the levels of circulating adiponectin and increase in the

plasmatic concentration of leptin [5, 16].

The aforementioned has been observed in diverse in vitro experiments, in which the
promoting activity of proliferation in breast cancer cell lines by leptin is mediated
through different signal pathways; on one hand, it acts inducing the P13K/Akt survival
pathway, activating the phosphorylation of Akt, stimulating protein expression of PKC-
alfa, activating the MAPK pathway, and stimulating ERK1 and ERK2 [17-20]. It
activates the STAT3 pathway and induces upregulation of c-myc at an mRNA level,
as well as at a protein level. Likewise, it upregulates genes of the cell cycle (cyclin D1),
reduces the expression of p53 and the production of Bax [21-23]. Some studies
suggest that leptin may promote angiogenesis in breast cancer through the signaling

of VEGF [24]. In this manner, it can be deduced that the pro-carcinogenic effect of
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leptin derives from the activation of signaling pathways implicated in the cell

proliferation process and a downregulation of the apoptotic response [25. 26].

Likewise, the anti-proliferative action of breast cancer cells by adiponectin is mediated
by an inactivation of protein 1 and 3 expression in MAPK p44/42, a stimulation of
AMPK activity and a decrease in phosphorylation of Akt, associated with an increased
expression of LKB1, reducing the activity of mTOR and a leading to a decrease in the
production of reactive oxygen species [19, 27-29]. Studies suggest that adiponectin
modulates the cell cycle of breast cancer cells, decreasing the expression of cyclin D1
[30, 31]. In diverse studies, it has been detected that adiponectin induces cell
apoptosis when stimuli is given to cell lines with an incubation period longer than 48 h
[32. 33]. Also, an increase of PPAR in estrogen-positive cell lines, the downregulation
of Bcl2 and the activation of p53 and Bax, have been detected [34. 35]. Finally, it is
suggested that an interaction of adiponectin and estrogen pathways exists, since it is

capable of reducing aromatase and the expression of the receptor [36].

For the identification of the pro-carcinogenic mechanisms of leptin, the breast cancer
cell lines MCF-7, MDA-MB-231 and T47D have been characterized for the protein and
its receptor [Ob-R), studying its effect over cell growth in the MCF-7, SK-BR-3, T47D
and ZR-75-1 cell lines. An increase in cell proliferation when the cells receive a single
stimuli of leptin and are incubated between 24 and 96 h, has been observed [21, 27,
28, 37, 38].

In order to better understand the potential involvement of Leptin in the expression of
Adiponectin receptors, AdipoR1 and AdipoR2, in cells of breast cancer, the main
objective of this research was to demonstrate that AdipoR1 and AdipoR2 were
expressed in MCF-7 and HCC1937 breast cancer cell lines, as well as to determine
and analyze the expression of these receptors modulated by differential
concentrations of Leptin. [27].

3. Materials and methods

3.1Cell culture
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For this study, cell lines MCF-7 and HCC1937 were employed and were obtained from
the American Type Culture Collection (ATCC). They were cultivated at 37° C in an
atmosphere of 5% CO2 and 85% humidity, with culture medium (RPMI 1640 medium,
Gibco® Thermo Fisher Scientific™, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Caisson
Labs, USA) supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco®, Thermo Fisher
Scientific™, USA), inactivated by heat (30 min at 57° C; water bath), with medium
exchange every third day.

3.2Inmunohistochemistry

The expression of estrogens (RE), progesterone (RP), Her2 and Ki67 was determined
through immunohistochemistry. Once a confluence of 70% of cells was reached, they
were washed with PBS (Phosphate-Buffered Saline, Gibco® Thermo Fisher
Scientific™, USA) and were suspended with 0.05% trypsin (Gibco® Canada). The
recuperated cells were centrifuged for 3 min at 1500 rpm and the cell pellet was then
used to prepare slides fixed with acetone. Posteriorly, the recuperation of epitopes
was done, utilizing 0.1% sodium citrate (Dako, USA, pH 6.2), inactivating endogenous
peroxidase with 0.9% hydrogen peroxide. The slides were washed with distilled water
and were placed in PBS for 5 minutes [41]. The cells were then incubated during 45
minutes with the following antibodies: RE 1:35 (Dako USA), RP 1:50 (Dako USA),
Her2 1:50 (Biocare USA) and Ki67 1:100 (Biocare USA).

Next, a two-step detection system was incorporated (Mach 1 Universal HRP-Polymer
Detection, Biocare USA) during 30 minutes each. The reaction was visualized with
3,3’ diaminobenzidine (Leica Biosystems, USA) and was stained with Hill's
hematoxylin [41].

3.3Proliferation assay

The study of cell proliferation was carried out through the crystal-violet assay. For this
purpose, two groups of 5,000 MCF-7 and HCC1937 cells were inoculated in 96-well
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culture plates and were left to grow during 24 h (Group 1) and 48 h (Group 2).
Afterwards, each group was washed every 24 h, during 96 h, with PBS and fresh
culture medium (supplemented with 5% SFB) with leptin stimuli, which was added
(Recom Hu Leptin Active, Sino Biological, Thermo Fisher Scientific™, USA) in
concentrations of 0 ng/mL (negative control), 10 ng/mL, 100 ng/mL and 1000 ng/mL
[27]. The decrease of SFB was done to reduce the growth factors that could interfere

with the action of leptin [42].

Cell proliferation in each cell line was determined in triplicate for every concentration
evaluated. After 24 h of stimulation, the cells were fixed with 1.1% glutaraldehyde
(Merck, Germany) during 15 minutes and then PBS was added until the 96 h of
stimulation with leptin was concluded for each group. At the end of stimulation, the
fixed cells were stained with crystal-violet for 15 minutes, the plate was washed with
water and 10% acetic acid was placed in each well. Immediately after, the plate was
read at an excitation wavelength of 490 nm and an emission wavelength of 630 nm in

a microplate reader (Stat Fax 2100 Microplate Reader, Awareness Technology, Inc.)

3.4 Analysis of microassays

The regulation of gene expression of adiponectin receptors AdipoR1 and AdipoR2 was
evaluated by means of the addition of leptin to the cell lines following the methodology
proposed by Jardé et al., 2009 [27], with slight modifications. 2000 MCF-7 and

HCC1937 cells were cultured in 24-well culture plates, allowing them to grow during 48
h.

After 24 h, 48 h, 72 h and 96 h, the cells were washed with PBS and fresh culture
medium (supplemented with 5% SFB) with leptin stimuli (O ng/mL, 10 ng/mL, 100 ng/mL
and 1000 ng/mL), was added. At the end of the stimulation, the culture medium was
removed and 400 puL of TRIzol® reagent was added to carry out the mRNA extraction,

in accordance with the protocol of use (Ambion™).
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Once the mRNA was obtained, the acquisition of the complementary DNA was carried
out (cDNA) from 2 pg of mRNA through the reverse transcriptase reaction, in
accordance with the protocol of use (High Capacity RNA to cDNA kit, Applied
Biosystems), obtaining 20 pL of cDNA.

The cDNA of the controls of each cell line were used to determine, through endpoint
PCR (HotStarTag DNA Polymerase, QIAGEN, Germany), the presence of AdipoR1
mRNA (Fw: 5 AATTCCTGAGCGCTTCTTTCCT-3’, Rv: 5-CATAGAAGTG
GACAAAGGCTGC-3') and AdipoR2 mRNA (Fw: 5-TGCAGCCATTATAG
TCTCCCAG-3’, Rv: 5-GAATGATTCCACTCAGGCCTAG-3’), using the ACTB control
gen (Fw: 5-GCACCACACCTTCTACAAAG-3',Rv: 5’GGTCTCAAACATGATCTGGTC-
3’).

Likewise, the cDNA obtained through the stimuli was used to determine the gene
expression of AdipoR1 and AdipoR2 through real-time PCR (TagMan Universal Mmix
Il, with UNG), utilizing TagMan® probes (Gene Expression Assays, Applied
Biosystems) for AdipoR1 (Hs 01114951 ml) and AdipoR2 (Hs 00226105 _ml), using
the ACTB gene as a control (Hs 99999903 ml), following the instructions of the
LightCycler® 2.0 thermocycler (Roche Diagnostics). The program utilized to carry out
the PCR was 50° C for 2 minutes, 95° C for 10 min, 40 cycles at 95° C for 15 seconds
and 60° C for 1 min.

For the determination of relative levels of AdipoR1 and AdipoR2 gene expression, the
Pfaffl method of relative quantification, based on the comparison of the threshold cycle
of a constitutive gene (MRNA of ACTB) with the test gene of each sample in duplicate,
was carried out. The change in fold of AdipoR1 and AdipoR2 was normalized with
regard to the reference genes expressed constitutively, and were then compared with
the non-treated controls as follows: 2 —~2ACT where AACT = AACT = (Ct-Target — CT-
reference Jtreated sample — (CT-Target— CT-reference)calibrating sample. “Calibrating sample” refers to the

level of expression (1 x) of the target gene normalized for the constitutive gen. The

50



EXPRESION DE LOS RECEPTORES ADIPOR1 Y ADIPOR2 COMO MECANISMO DE REGULACION LEPTINA-CANCER DE MAMA

calibrator was chosen from the control group of each cell line and was given a value
of 1 for relative expression [43-45].

4. Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 6 software. To analyze the
results of the growth curves of each cell line, a two-factor ANOVA was performed with
a P value > 0.05, to establish the relationship between incubation time and Leptin
concentrations.

For the analysis of gene expression results of AdipoR1 and AdipoR2 we first tested a
normality hypothesis using the Kolmogorov-Smirnov test. Subsequently, the Student's
t test was performed for the parametric variables and the Mann-Whitney U-Test for the

non-parametric variables with a P value > 0.05 for each one.

5. Results

5.1Characterization by immunohistochemistry

The selection of the cell lines employed in this experiment was done in accordance with
the molecular classification of breast cancer; in other words, in accordance with the

hormonal receptors that are found expressed by the cells.

Using the immunohistochemistry technique, each cell line was characterized according
to the molecular classification “triple positive” (MCF-7) and “triple negative” (HCC1937),
evaluating the presence of Ki67, estrogens (RE), progesterone (RP) and Her2 (Figure
1).

Insert Figure 1
MCF-7, a cell line identified as “triple positive”, had an expression positive for Ki67 at

78% (78 cells out of 100), RE at 45% (45 cells out of 100), RP at 5% (5 cells out of
100) and Her2, with 14% (14 cells out of 100).
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In contrast to MCF-7, HCC1937 breast cancer cells presented an expression negative
for RE, RP and Her2. For Ki67, they presented an expression positive at 7% (7 cells
out of 100), as is shown in Figure 1.

5.2Expression of leptin, adiponectin, AdipoR1 and AdipoR2in breast cancer cell
lines

The mRNA of leptin and adiponectin was detected in MCF-7 breast cancer cells
through endpoint PCR, observing a greater expression of leptin mRNA when
compared to adiponectin mRNA, in accordance with the bands obtained in the
electrophoretic gel, as shown in Figure 2. With regard to HCC1937, a triple-negative
cell line with a mutation in BRCA1 [46], it was also possible to determine the

expression of these genes (Figure 2).

Insert Figure 2

As far as AdipoR1 and AdipoR2 mRNA is concerned, it was detected in MCF-7 and
HCC1937 cells through endpoint PCR. In MCF-7, two adiponectin, AdipoR1 and
AdipoR2 receptors were found to be expressed, just as Jardé et al. had reported [27].
As in the case of leptin and adiponectin, HCC1937 expresses these two receptors, a

line that was not found to be reported “positive” in literature (Figure 3).
Insert Figure 3
In both cell lines, the expression of AdipoR2 mRNA is greater with regard to BACT and

AdipoR1 mRNA expression, in agreement with the bands obtained in the

electrophoretic gel, as can be seen in Figure 3.
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Once it was proven that the three cell lines studied express AdipoR1 and AdipoR2
MRNA, the quantitative determination of the expression of these receptors through

real-time PCR, utilizing BACT as a control, went underway.

5.3Effect of leptin over cell proliferation of MCF-7 and HCC1937 breast cancer cells

In the cells which were subjected to the leptin stimuli 24 h after culture (Group 1), a
negative effect was observed (anti-proliferative) in cell proliferation with relation to
leptin concentrations. With regard to MCF-7 cells, the cell population decreased
64.71% (1000 ng/mL, 96 h), except at 1000 ng/mL, where it increased 30.77% after
72 h of stimulation. The cell growth of HCC1937 decreased at all concentrations, up
to 57.14% (1000 ng/mL, 24 h) (Figure 4).

Insert Figure 4

In relation to the cells that were subjected to the leptin stimuli 48 h after culture (Group
2), a positive effect was observed in cell proliferation with relation to leptin
concentrations. With regard to MCF-7, the effect of this protein over cell proliferation
was positive, increasing by 28.57% (10 ng/mL, 48 h); this effect was maintained until
72 h, at a concentration of 1000 ng/mL, where there was an 3.45% increase with
regard to the control. It was observed that for the concentration that corresponds to
normal weight (10 ng/mL), the positive effect of leptin was maintained until 48 h and
decreased by 6.90% with the third stimuli (72 h), and posteriorly presented an increase
in the cell population once again at 96 h; not so for the concentration of 100 ng/mL,
where at 72 h of stimulation, the cell population decreased by 26.68%. The cell growth
of HCC1937 decreased by 23.46% (1000 ng/mL, 24 h), except after 72 h, at which all
the concentrations presented an increase in the cell population, up to 17.24% (1000
ng/mL), maintaining themselves until 96 h, where there was an increase of 0.49% at
10 ng/mL, 0.25% at 100 ng/mL and 10.31% at 1000 ng/mL with regard to the control,

indicating that the higher the concentration of leptin, the higher the increase in cell

53



EXPRESION DE LOS RECEPTORES ADIPOR1 Y ADIPOR2 COMO MECANISMO DE REGULACION LEPTINA-CANCER DE MAMA

population. It was observed that, despite the fact that the cell population was
maintained above the control at all times and concentrations after 48 h of stimulation,

there was a gradual decrease of cells, as can be seen in Figure 4.

5.4Expression of AdipoR1 and AdipoR2 mediated by leptin in breast cancer cell
lines

The mRNA of AdipoR1 and AdipoR2 was detected in MCF-7 and HCC1937 cell lines
through real-time PCR. The expression of AdipoR1 and AdipoR2 in mRNA was
determined in cells that were stimulated with leptin at differential concentrations (0
ng/mL, 10 ng/mL, 100 ng/mL and 1000 ng/mL) in both cell lines.

In MCF-7, the expression of AdipoR1 had a decrease of 3.81% (1000 ng/mL) in the
cells treated with leptin with regard to the control, except for 100 ng/mL, where there
was a 64.03% increase in the expression of the gene. However, the expression of
AdipoR2 increased considerably in the cells treated with leptin (up to 13.74 times; 10
ng/mL), with regard to the control (Figure 5).

Insert Figure 5

Analyzing the normalized values of treated cells in the MCF-7 line, no statistically-
significant differences were found in the expression of AdipoR1 between the controls
and the cells treated with differential concentrations of leptin: 10 ng/mL (p = 0.0945),
100 ng/mL (p = 0.760) and 1000 ng/mL (p = 0.7840). However, upon analyzing the
normalized values of treated cells for the expression of AdipoR2, statistically-
significant differences were found between the controls and the cells treated with
differential concentrations of leptin: 10 ng/mL (p = 0.0022), 100 ng/mL (p = 0.0022)
and 1000 ng/mL (p = 0.0022) (Table 1).
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In HCC1937, the expression of AdipoR1 decreased in cells treated with leptin with
regard to the control, as much as 86.28% (10 ng/mL), while the expression of AdipoR2
had a decrease in the cells treated with leptin with regard to the control, as much as
50.3% (100 ng/mL), which can be seen in Figure 5.

Analyzing the normalized values of treated cells in the HCC1937 line, statistically-
significant differences were found with regard to the controls for the expression of
AdipoR1 in the cells treated: 10 ng/mL (p =0.0043) and 1000 ng/mL (p =0.0130). For
the cells treated with 100 ng/mL of leptin, no statistically-significant differences were
found for the expression of AdipoR1. As for the expression of AdipoR2, upon analyzing
the normalized values of treated cells, no statistically-significant differences were
found between the controls and the cells treated with differential concentrations of
leptin: 10 ng/mL, 100 ng/mL and 1000 ng/mL (Table 1).

Insert Table 1

6. Discussion

It has been determined that obesity and excess weight are a risk factor for the
development of breast cancer in women (occidental and Asian) [47, 48]. The pro-
carcinogenic effect of leptin and the anticarcinogenic effect of adiponectin is mainly
due to two mechanisms: 1) modulation of signaling pathways implicated in the

proliferation process and 2) subtle regulation of the apoptotic response [4].

The characterization of each cell line through the immunohistochemistry technique
was carried out according to the molecular classification “triple negative” (MCF-7) and
“triple negative” (HCC1937), which allowed for the observation that in MCF-7, the
estrogen receptor presented an expression 9 times greater than the progesterone
receptor and up to 3.21 times greater than Her2. HCC1937 presented a negative
expression for RF, PR and Her2, which corresponds to that reported in literature [49],

in addition to the 7% Ki67 expression.
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The effect of leptin over cell growth has been determined in MCF-7, MDA-MB231, SK-
BR-3, T47D and ZR-75-1 breast cancer cell lines, mediated by diverse signaling
pathways when a single stimuli of the protein is applied and is incubated between 24
and 96 h [21, 27, 37, 38, 50, 51]. In this study, protein stimuli was applied every 24 h
in order to emulate the constant secretion of said protein by adipose tissue in a
condition of normal weight (10 ng/mL), excess weight-obesity (100 ng/mL) and a very

high concentration of leptin (1000 ng/mL).

In Group 1 of the MCF-7 breast cancer cells, it was observed that the effect of leptin
over cell proliferation was anti-proliferative, decreasing up to 64.71%. It was also
observed that this anti-proliferative effect is due to the sensibility of the cells while
being re-cultured (period of cellular adaptation) and to the immediate administration of
an exogenous agent, since despite that there was a decrease in the cell population
during the first stimulation with leptin (24 h), in the posterior stimulations (48 and 72
h), there was a gradual increase in cell population with regard to the population
obtained at 24 h of stimulation. For the concentration of 10 ng/mL at 48 h, an increase
of 0.65% and at 72 h, of 9.50%; for 100 ng/mL at 48 h, an increase of 12.04% and at
72 h, of 69.23%; for 1000 ng/mL at 48 h, an increase of 12.04% and at 72 h, of
139.74%, were observed, which indicate that the greater the concentration of leptin,
the greater the increase in cell population. Likewise, the cells to which 4 stimuli of leptin
were administered (96 h) showed a major decrease in cell population with regard to
the control (10 ng/mL: 45.09%; 100 ng/mL: 56.86%; 1000 ng/mL: 64.71%), possibly
due to a saturation of the cell receptors by leptin.

In the MCF-7 breast cancer cells of Group 2, the effect of leptin over cell proliferation
was positive, increasing up to 28.57%, except for the concentration of 100 ng/mL, in
which at 72 h of stimulation, the cell population decreased up to 26.68% (10 ng/mL,
48 h) and was maintained until 72 h at the concentration of 1000 ng/mL, where there
was a 3.45% increase with regard to the control. This effect could be due to the

elimination of the cellular adaptation period, since the cells were left to grow for another
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24 h before the addition of exogenous agent (leptin) to the medium, allowing the cells

to grow stronger, so as to not be damaged by the protein.

In the HCC1937 breast cancer cells of Group 1, the effect of leptin over cell
proliferation was negative at all concentrations evaluated (57.14%). As in the case of
the MCF-7 breast cancer cells, it was observed the this anti-proliferative effect is due
to the sensibility of the cells while being re-cultured and the immediate administration
of leptin, since despite a decrease inthe cell population during the first stimulation with
leptin (24 h), in the second, there was a small increase in the population with regard
to the cells obtained at 24 h of stimulation: for the concentration of 10 ng/mL, an
increase of 60%; for 100 ng/mL, an increase of 40% and for 1000 ng/mL, an increase

of 28.33%. However, this effect was not maintained with posterior stimulations.

The aforementioned results demonstrate that the period of cellular adaptation
interferes with the effect of leptin over MCF-7 and HCC1937 proliferation, in which the
period of cellular adaptation posterior to culture is between 2-3 days. In these cell lines,
there was a positive effect over cell proliferation at all concentrations administered,
when the first stimuli was administered 48 h after cell culture. Based on these results,

it was decided that a cell stimulation be done with leptin 48 hours after cell culture.

An important find from the detection of leptin, adiponectin, AdipoR1 and AdipoR2
MRNA in breast cancer cells through endpoint PCR was that in HCC1937, a triple-
negative cell line with a mutation in BRCAL [46], these proteins and receptors are also
found to be expressed, information that had not been reported in literature. The
aforementioned means that, indistinctly of the molecular classification of breast
camcer to which the cell lines belong, they can express leptin, adiponectin and its
receptors, allowing for the possibility of a future treatment for triple-positive breast
cancer patients, patients with negative breast cancer and patients with triple-negative

breast cancer with mutations in BRCA1.
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As for the expression assay, in MCF-7 breast cancer cells, the expression of mRNA of
AdipoR2 (2.423 + 2.35) was greater than the expression of AdipoR1 (1.679 + 1.76).
For the stimulations with leptin, it was found that the expression of AdipoR1 mRNA
decreased with regard to the control in the cells that received 100 ng/mL and 1000
ng/mL of up to 3.81%, while the cells that received a stimuli of 10 ng/mL showed a
64.03% increase in expression. Surprisingly, the expression of AdipoR2 mRNA was
dramatically increased at all concentrations of leptin: 10 ng/mL (13.75 times), 100
ng/mL (9.23 times) and 1000 ng/mL (11.39 times). Once again, at the concentration
at which there was a greater increase in the expression of the adiponectin receptor
was at the “normal weight” concentration (10 ng/mL), which could indicate that in a
condition of normal weight (10 ng/mL), at a high level of AdipoR1 and AdipoR2, the
adiponectin could successfully carry out its anti-proliferative activity of cancer cells

and, in this manner, generate a form of protection for the patient.

The reduction in the expression of AdipoR1 in MCF-7 breast cancer cells correspond
with that proposed in the hypothesis of the present work, since in cells that received
higher concentrations of leptin (100 ng/mL = excess weight-obesity; 1000 ng/mL), a
decrease in the expression of mRNA of the gen was observed with regard to the
control, while the cells that received stimulation with a concentration corresponding to
normal weight showed an increase in the expression of both receptors. On the other
hand, the increase in the expression of AdipoR2 mRNA and the decrease in the cell
population at all concentrations at 96 h of stimulation, could indicate that the effective
receptor for the in vivo signaling of adiponectin in the breast cancer tissue is AdipoR2;
this corresponds to that found in 2009 by Jardé et al. [27].

Despite this evidence, the notion of the effective receptor for Adiponectin is uncertain,
since it has been found that when sSiRNA was used against AdipoR1, the anti-
proliferative activity of adiponectin in T47D cells was annulated [30]. Likewise, studies
have established a relationship between the presence of AdipoR1 and a better

diagnosis in gastric and colon cancers [52. 53].
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With regard to the expression of AdipoR1 and AdipoR2 mRNA in HCC1937 breast
cancer cells, as in the case of MCF-7 cells, the expression of AdipoR2 mRNA (1.336
+0.905) was greater than the expression of AdipoR1 (1.181 + 0.67). However, contrary
to that found in MCF-7, there was a decrease in the expression of AdipoR1 mRNA of
up to 86.26% (10 ng/mL), when stimulated with leptin, and up to 50.3% (100 ng/mL)
for the expression of AdipoR2 mMRNA. These results correspond to that found in cell
viability curves (Fig. 4), where it can be seen in a much more marked manner, that
there is a positive stimulation over cell proliferation at all concentrations of leptin
employed due to the lack of anti-proliferative activity offered by adiponectin through its
receptors, generated from the decrease in the mRNA expression of these.

For HCC1937 cells, a part of the hypothesis proposed was corroborated for AdipoR1
and AdipoR2, due to the fact that there was a decrease in the expression of mMRNA in
both cell receptors in the cells that received stimulation from leptin every 24 h. Contrary
to that expected, a greater decrease of expression was found in concentrations
corresponding to normal weight (10 ng/mL) and excess weight-obesity (100 ng/mL),
which could indicate that in a condition of excess weight and obesity, there is a
blockage in the expression of these receptors, which leads to adiponectin not being
able to carry out its protective (antiproliferative) action during the development of

breast cancer.

In our study one of the limitations found was that the effect of Leptin on cell proliferation
and expression of AdipoR1 and AdipoR2 was modest, due to the range of Leptin
concentrations used to perform the cellular stimulus was very wide, which did not allow
to identify exactly the effect that this protein has on the gene expression of these
receptors in a state of obesity. On the other hand, it is impossible to extrapolate the
results obtained from Leptin stimulation in the cell lines with the results of expression
that could be obtained directly from obese patients with breast cancer due to the

complexity of the metabolic environment of the tumor in vivo.

7. Conclusion
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In this study, the effect of leptin over cell proliferation and genic expression of AdipoR1
and AdipoR2 in MCF-7 and HCC1937 cells was modest. Indistinctly of the molecular
classification of breast cancer of the cell lines used, they all express leptin,
adiponectin, AdipoR1 and AdipoR2. It was determined that the period of cell
adaptation generates an interference with the effect of leptin over the proliferation of
MCF-7 and HCC1937 cells. During the development of breast cancer, the capacity of
proliferation (23.68% for MCF-7 and 17.24% for HCC1937), explained by the
deregulation of leptin in obesity, could be very relevant at the moment of prescribing
a treatment to the patient. The concentration of leptin that generated an increase in
the expression of both receptors of adiponectin was that corresponding to normal
weight (10 ng/mL), indicating that in said condition, adiponectin can successfully carry
out its anti-proliferative activity over cancer cells and, in this manner, generate a form

of protection for the patient.
The reduction in the expression of AdipoR1 mRNA and the increase in the expression
of AdipoR2 mRNA could indicate that the effective receptor for the in vivo signaling of

adiponectin in breast cancer tissue is AdipoR1.
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