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1-Resumen

El cancer de mama es el mas frecuente en mujeres sobre todo en los paises desarrollados,
de ahi la intensa lucha para mejorar los sistemas que permitan un diagndstico precoz, asi
como la busqueda de estrategias para mejorar la calidad de vida de las mujeres que lo
padecen.

Se ha encontrado una estrecha relacion entre la progresion del cdncer y la leptina,
observandose que la leptina favorece el crecimiento tumoral, proliferaciéon, supervivencia y
angiogénesis. Ademds se han encontrado indicios de que la leptina podria potenciar la
capacidad de las células tumorales para captar proteinas séricas, a fin de satisfacer la
elevada demanda plastica de las células cancerigenas.

Se quiere aprovechar esta capacidad como herramienta para potenciar el efecto de agentes
antineoplasicos que utilicen dichas proteinas séricas como vehiculo, haciendo asi que sean
captadas con mayor avidez por las células tumorales y de esta forma reducir la dosis de
farmaco consiguiendo una mejor respuesta con menores efectos secundarios.

Este trabajo se centra en comprobar el efecto de la leptina en la captacidon de proteinas
séricas (albumina y a-2-HSglicoproteina), que podria establecer una base para futuras
investigaciones dirigidas a desarrollar su uso como adyuvante en los tratamientos del cancer
de mama.
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2-Introduccion

2.1. Cancer de mama

El cdncer de mama es el crecimiento anormal de células malignas en el tejido mamario, es el
tumor maligno mas frecuente en las mujeres de paises desarrollados siendo la primera causa
de muerte por cancer del género femenino.

En Espafia se diagnostican alrededor de 22000 nuevos canceres de mama al afio, lo que
representa casi el 30% de todos los tumores del sexo femenino. Tanto el nimero de casos
como las tasas de incidencia aumentan lentamente en Espafia y en el mundo,
probablemente debido al envejecimiento de la poblaciéon. Se estima que el riesgo de

padecer cdncer de mama a lo largo de la vida es, aproximadamente, de 1 de cada 8 mujeres.
[1]

Los principales factores de riesgo de contraer cancer de mama incluyen una edad avanzada
(post-menopadsicas), la primera menstruacion a temprana edad, edad avanzada en el
momento del primer parto o nunca haber dado a luz, antecedentes familiares de cancer de
mama, el hecho de consumir hormonas, tales como estrégenos y progesterona, el consumo
de alcohol. Solo el 5-10% de los casos de cdncer de mama son causados por mutaciones
genéticas heredadas. 1%

2.2. Obesidad y cancer de mama

La obesidad que se asocia con una gran variedad de desdrdenes metabdlicos es también uno
de los factores de riesgo del desarrollo de cancer de mama en mujeres de edad avanzada,
sobre todo mujeres post-menopausicas con obesidad androide (el tejido adiposo predomina
en la parte superior del cuerpo). Esta clase obesidad se asocia con una mayor agresividad del
tumor asi como un peor prondstico. Se sugiere que mujeres post-menopausicas que tienen
cinturas mas pequefias tienen un 39% menos riesgo de padecer cancer de mama en
comparacion con las de mayor cintura. 3]

El nexo entre la obesidad y el cdncer de mama se encuentra en que la obesidad se potencian
numerosas vias proliferativas, y consecuentemente los pacientes obesos tienen tumores
mas agresivos, en este mismo sentido altas concentraciones de insulina se relacionan con el
incremento de las recurrencias asi como el descenso de supervivencia en el cancer de
mama. Ademds a las pacientes obesas se les suministra dosis mas bajas de quimioterapia

debido a que son mas sensibles a la toxicidad del tratamiento. !

El tejido adiposo no es solo un componente clave en la progresién del cancer de mama,
también parece afectar en las etapas tempranas de la carcinogénesis y en la respuesta al
tratamiento de un tumor ya establecido. B Se sabe qgue el tejido adiposo actia como un
tejido endocrino, por tanto, tiene la capacidad de secretar una serie de hormonas, factores
de crecimiento, factores del complemento, componentes de las cascadas de coagulacion y

fibrinoliticos asi como varias citoquinas como TNFa, interleucinas y leptina. (6]
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2.3. Leptina y cancer de mama

La leptina es una hormona descubierta en 1994, se trata de una proteina de 16 kDa
secretada principalmente por los adipocitos blancos 7] se expresa en una gran variedad de
tejidos como la placenta, ovarios, epitelio mamario, estémago, médula désea y tejidos
linfoides. Actla a través de receptores especificos (ObRs) que se encuentran en el
hipotalamo para modular el peso corporal y el gasto energético pero también se pueden
encontrar en tejidos periféricos donde ejerce su funcién de forma directa. (8]

Esta hormona ha demostrado tener efectos sobre el crecimiento, supervivencia, apoptosis y
capacidad metastdsica en diversas lineas celulares del cancer de mama asi como en modelos

animales, segun diversos estudios (6191 [10] {12]

. Existen evidencias que sugieren que la leptina
juega un papel muy importante en la regulacion de la proliferacidon del tejido epitelial
mamario en condiciones normales (durante el embarazo hay incrementos de Ia
concentracion de leptina en suero tanto en roedores como en humanos) y en condiciones

malignas durante el desarrollo de un tumor mamario. (9]

2.3.1. Mecanismo de accion de la leptina

La forma en que la leptina induce la proliferacién epitelial comprende una serie de
mecanismos celulares complejos (61191 | 4 leptina potencia la supervivencia y la proliferacién
celular mediante la inhibicién de la apoptosis (induciendo la expresién de genes anti-
apoptéticos y reduce la expresion de genes apoptéticos), promoviendo la invasién celular,
modulando la matriz extracelular e inhibiendo factores que suprimen la proliferacién
epitelial (Fig.1).

Leptin
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Fig.1- Vias de sefializacion de la leptina en el cancer de mama. La leptina al

unirse a su receptor promueve una serie de vias de transduccidon que se
[9]

encargan sobretodo de promover la malignidad e invasividad del cancer.
Los receptores de leptina (ObRs) se encuentran en el sistema nervioso central y en
numerosos tejidos periféricos, este receptor actia mayoritariamente mediante la via de
transduccién JAK/STAT. &
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Ademas parece que la leptina activa las vias de sefalizaciéon STAT3, MAPK, la glucégeno
sintasa quinasa 3 (GSK-3), y el factor de transcripcidon JUN durante la proliferacion celular del
epitelio mamario. También se observa una disminucién de la apoptosis gracias a la inhibicidn
de la Caspasa-9 y aumenta la supervivencia celular a través de la via PI3K. I

Un estudio similar ', observo que la linea celular MCF-7 expresaba los receptores de leptina
y respondia a leptina humana recombinante, activdndose las vias STAT3 y MAPK
incrementando asi la proliferacién celular. También se sugiere que la leptina actua in vivo
como un factor de crecimiento a través de las células epiteliales mamarias contribuyendo a
explicar por qué la obesidad es un riesgo en el desarrollo de cancer de mama.

Experimentos in vitro muestran que la actividad proliferativa de la leptina esta mediada por
diferentes vias de sefializacion. Cuando se incubd la linea MCF-7 durante 24 horas con
leptina, hubo una reduccién significativa de la expresion de p53, asi como de Bax, y ademas
hubo un aumento de la expresién de genes anti-apoptéticos. % La leptina también favorece
la sobrexpresién de Cdk2 y la ciclina D1 (genes que promueven el ciclo celular) de esta forma
se produce la proliferacién celular debido una alteracion en los puntos de regulacién del
ciclo celular. %

Recientemente, estudios protedmicos 2 han mostrado que la leptina puede inducir la
captacién de proteinas séricas en las células tumorales de cancer de mama, posiblemente
con la finalidad de aportar combustible metabdlico y pldstico para su crecimiento acelerado.
Por tanto, la leptina juega un papel en multiples mecanismos que pueden conducir a la
progresion del tumor mamario.

2.4. Proteinas séricas y cancer de mama

Los primeros indicios de que las proteinas del plasma podrian estar implicadas en la
nutriciéon del tumor fueron reportados en 1948 y se llegd a la conclusion que los tumores
actian como trampas de nitrégeno después de comparar el metabolismo proteico del tejido
normal y el tejido tumoral 1%,

También se han considerado de importancia la identificacién de las proteinas séricas
implicadas en este proceso, para ser usadas como biomarcadores para la deteccion del
cancer de mama . La mayoria de estas proteinas son importantes constituyentes del suero
en humanos como la albumina que representa entre un 50-70% de la reserva proteica.

Tanto la albumina, como la a-2-HSglicoproteina (AHSG) son proteinas séricas que se
encargan de transportar sustancias insolubles en el plasma como hormonas liposolubles,
vitaminas, etc. Se ha propuesto que una exposiciéon prolongada a factores de crecimiento y
hormonas contribuye a la patogénesis del cancer de mama, puesto que el tumor tiene

grandes demandas metabdlicas (151,
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2.4.1. Albumina

La albdmina tiene una serie de caracteristicas que la hacen un vehiculo atractivo en la
oncologia ya que actia como un transportador endégeno de diversas moléculas hidrofébicas
que tanto pueden ser nutrientes para el tumor, como farmacos contra é| '),

El transporte que realiza la albUmina comprende una serie de componentes, por una parte
cuando una sustancia hidrofébica viaja unida a la albumina por la sangre, ésta interactia con
el receptor de glicoproteinas de 60 kDa (GP60) que se encuentra en la superficie celular del
endotelio vascular. El receptor a su vez se encuentra asociada a la caveolina-1 (proteina
transmembranal), por lo que una vez que la albumina interactua con su receptor resulta en
la invaginacion de la membrana endotelial, atrapando a su paso los constituyentes
plasmaticos en estructuras vesiculares, las caveolas. Estas internalizan la albumina a través

del endotelio hasta llegar al tejido que la necesite. "2

La osteonectina (conocida como una proteina secretada rica en cisteina, SPARC) se une a la

0 [21]

albdmina a través de una secuencia homdloga con GP6 . La SPARC es la que se encarga

de asociarse a la albimina una vez ésta ha atravesado en endotelio vascular, con lo que

(18] "Esta proteina se

participa en el proceso de internalizacidon de la albumina en la célula
encuentra implicada en la calcificacién del hueso pero también en la sintesis de la matriz
extracelular asi como en la promocién de cambios en la forma celular. Se la relaciona con
neoplasias por los cambios de forma que pueden promover la invasidn celular, con que se
explica por qué la albumina se acumula en algunos tumores y facilita su acumulacion
intratumoral 2%,

En general entre un 50-60% de los canceres de mama sobreexpresan SPARC y su aumento se
relaciona a un mal prondstico, puesto que quiere decir que el tumor consume material
metabdlico con mayor afinidad mediante la captacion de albimina. Se sugiere que SPARC
juega un papel en la concentracién de albumina en eras del tumor (23] por tanto cuando hay
una acumulacidon de albumina en los tumores resulta en una acumulacién intratumoral

preferencial de los nutrientes que eran transportados por la albumina.

[24] gue manifiesta que la leptina regula la SPARC, y a su vez la SPARC regula

Hay un estudio
la expresion del gen de la leptina en pre-adipocitos de ratdn, lo que explica los niveles altos
de leptina observados en ratones knock-out para la SPARC. Ademas que cuando se
administra leptina a un explante primario de pre-adipocitos se observa un aumento

significativo de los niveles proteicos de SPARC.

2.4.2. a-2-HSglicoproteina (AHSG)

Se ha observado en distintos canceres que suele haber una expresion de proteinas fetales,
puesto que existe una similitud entre el rapido crecimiento celular en las etapas fetales y en
el cancer. El andlogo de la albumina en el feto es la AHSG. La AHSG se ha identificado como
un antigeno tumoral incrementado en la orina en pacientes con cdncer de mama (251,

Ademas, se determind que esta proteina estaba incrementada en la linea celular MCF-7
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(1 |os anticuerpos contra esta proteina pueden ser

cuando fue tratada con leptina
detectados selectivamente en la sangre de pacientes con cdncer de mama en comparacion a
mujeres sanas, se expone que podria ser un biomarcador tanto en el screening como
diagndstico del cancer de mama 1.

2.5. Utilizacion de la albumina en el tratamiento del cancer de mama

Dado que en células cancerosas muestran un aumento de la captacion de proteinas
transportadoras séricas = hay interés en utilizarlas como vehiculos de farmacos para llegar
con mayor avidez al tumor. De tal forma que se puede permitir reducir las dosis evitando
mejor los efectos secundarios. Un ejemplo de dichos farmacos es el Abraxane©, que se trata
de un tratamiento para el cdncer de mama metastdsico basado en el uso del paclitaxel unido
a nanoparticulas de albumina. 27118

El mecanismo propuesto para el transporte de dicho farmaco (paclitaxel) implica a la GP60 y
la acumulacién del mismo en el area del tumor mediante la unién de la albumina con SPARC
(Fig.2) *®\. El paclitaxel promueve la asociacion de los microtdbulos de los dimeros de
tubulina y los estabiliza de tal forma que previene la despolimerizacion. Esta estabilidad
inhibe la dinamica normal de la reorganizacidn de la red de los microtubulos que es esencial

para la funcidén mitética celular. Por tanto, el paclitaxel interfiere con la mitosis, resultando

en la muerte celular de las células tumorales. %
Albumin-drug complex
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Fig.2- Proceso por el cual GP60 media la transcitosis de la albumina a través del endotelio vascular. ol

El Abraxane®© transporta el paclitaxel a través de la captacion pasiva del complejo albumina-
paclitaxel al tumor, ademds este medicamente supera con creces al Taxol© en la lucha
contra el cancer de mama. Las principales ventajas de utilizar la albumina en este
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medicamento radica en su abundancia, ademas contiene un sitio de unién especifico para

[27]

acidos grasos y dos sitios de unién para medicamentos ", y es soluble en agua con lo que se

evita la combinacién del paclitaxel con CremophorEL (solvente téxico responsable de los
efectos secundarios de la terapia con taxanos). [29]

El uso de este medicamento se ha extendido al tratamiento de otros tumores, como el
cancer de pancreas, melanoma y el cancer de cuello y cabeza, a menudo en combinacién con
la quimioterapia convencional. %

Tal y como se ha visto, la compresiéon de como la leptina estimula la captacién de proteinas
transportadoras contribuye al futuro desarrollo de nuevas estrategias para mejorar la

terapia del cdncer de mama.

El objetivo del trabajo es evaluar si la leptina in vitro incrementa la captacién de proteinas
séricas en la linea de cancer de mama MCF-7 mediante técnicas de biologia molecular.
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3-Diseino experimental

A modo de comprobar que la leptina induce captacion de proteinas séricas mas
concretamente de la albumina y la AHSG en la linea celular MCF-7 se procedid a una serie de
experimentos:

- Analisis de la captaciéon de albumina-FITC mediante: fluorimetria, microscopia
confocal y citometria de flujo.

- Confirmacién de los resultados mediante Western Blot.

- Andlisis de proteinas claves en el mecanismo de captacién de albimina (SPARC)
mediante Western Blot.

En estos experimentos las células fueron sembradas 24 horas antes, tratadas con 50 y 100
ng/mL de leptina durante 24-48h y se afiadieron 200 pg/mL de albimina-FITC. De esta forma
se podra valorar a través de la fluorescencia la cantidad de albumina que haya podido captar
la célula tumoral. De igual manera se marcaran con reactivo Hoechst los nucleos celulares
para normalizar los datos por numero de células, evitando asi diferencias debidas al efecto
proliferativo que induce la leptina. Esta determinacion se analizara mediante microscopia de
confocal y citometria de flujo.

Posteriormente, se realizd la determinacion y cuantificacion de la albumina sérica y SPARC
mediante Western Blot.
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4-Materiales y métodos

4.1. Cultivo celular

El medio de rutina para el mantenimiento de la linea celular MCF-7 es Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM) de GIBCO (Pailsey, UK) suplementado con 10% de suero fetal
bovino (FBS) y 1% de antibidtico (penicilina y estreptomicina) a 37°C, 5% de CO,. Para la
realizaciéon de los experimentos se sustituyd el medio por DMEM sin rojo fenol y 1% de
antibidtico suplementado con 10% de FBS Charcoal-striped. Con este medio se reduce los
niveles de estrégenos que tiene un potente efecto proliferativo sobre la linea MCF-7
enmascarando los efectos de la leptina.

El medio con FBS Charcoal es una preparacion comercial de suero bovino que ha sido
tratado con carbdn vegetal para reducir los niveles de hormonas lipofilicas. El uso de este
suero representa una alternativa al medio convencional a la hora de determinar los efectos
de tratamientos hormonales. Ademas, el medio Charcoal puede ser utilizado para
reemplazar el medio convencional en el estudio de las respuestas estrogénicas y el control
de la proliferacion en células MCF-7 de cancer de mama. Y

4.2. Fluorometria

Se cultivaron 7000 células MCF-7 por pocillo, en una placa de 96 pocillos y se trataron con 0,
50 y 100 ng/mL de leptina (Sigma-Aldrich®) durante 24 h. De esta manera se verifica cual es
la mejor concentracién de respuesta de la leptina en las células MCF-7. Transcurrido ese
tiempo, se incorpora 200 pg/mL de albimina marcada con el fluorocromo FITC (Sigma-
Aldrich®), como control negativo se dejaron pocillos sin albumina-FITC, y se incuba hasta el
dia siguiente a 37°C al 5% CO,, el cual serad el dia de lectura de la fluorescencia. Cinco
minutos antes de leer la fluorescencia se afiade 1 pg/uL de reactivo Hoechst.

Para realizar la lectura de fluorescencia se retira el medio para eliminar la albimina-FICT no
incorporada, se leva con PBS y se lee la fluorescencia de la albumina-FITC a una longitud de
onda de 490 nm excitacidon y 519 nm emisién y el Hoechst a 405 nm en el BIO-TEK (Winooski,
Vermont, USA).

4.3. Analisis de la captaciéon de albumina-FITC por microscopia confocal

Se coloca un cubre en la base de la placa de cultivo de 60 mm y se siembra las células MCF-7
y se incuban hasta llegar al 60% de confluencia con medio DMEM sin rojo fenol y 1% de
antibidtico suplementado con 10% de FBS Charcoal-striped, que provienen del cultivo en
mantenimiento. Al dia siguiente se inicia el tratamiento con 50 ng/mL de leptina durante 24
horas. Transcurrido ese tiempo, se procede a la preparacién de las células para su andlisis en
el confocal, para ello se elimina el medio de la placa, se lava con PBS, se afiade medio DMEM
sin rojo fenol y 1% de antibidtico y se incuba durante 10 minutos a 37°C (de esta forma
mejorar la viabilidad de las células durante su andlisis). Se afiade 200 pug/mL de albumina
durante una horay en ultima instancia se afiade 10 pg/mL del reactivo Hoechst. Se elimina el
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medio, se lava tres veces con PBS, se afade el medio DMEM sin rojo fenol y 1% de
antibidtico y se procede a la observacién de las células en el microscopio confocal.

La captacion de las imagenes se lleva a cabo mediante el software Leica Application Suite ®©
que lleva incorporado el microscopio Confocal. Se excita con el laser de 405 nm el Hoechst y
el de 488 nm para la albumina-FITC. La emisidn del Hoechst se recogié en el rango de 438-
472 nm, y la de FITC 510-520 nm. Se captaron 8 campos representativos de cada tratamiento
y se analizd la relacién FITC/Hoechst asi como el nimero de células positivas mediante
inspeccidn visual de cada imagen.

4.4. Citometria de flujo

Las 1x10° células MCF-7 fueron sembradas en una placa de 60 mm con medio DMEM sin rojo
fenol y 1% de antibidtico suplementado con 10% de FBS Charcoal-striped. A las 24 h se
trataron con 100 ng/mL de leptina y se incubaron por 24 horas mas. Una hora antes de la
citometria, el medio fue reemplazado por medio sin suero y se afiade 200 pg/mL albumina-
FITC y se incuba a 37°C. Transcurrido este tiempo se lava tres veces con PBS y se recogen las
células con Tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich ®), se colocan las células en los tubos de citdmetro,
se centrifuga 1600 rpm durante 5 minutos, y se resuspenden en 2 mL de PBS. Las muestras
fueron analizadas usando el citémetro de flujo “Coulter Epics XLMICL” (Beckman Coulter,
Miami, FL, USA) a una longitud de onda de excitacidon de 497 nm y 515 nm de emisién.

4.5. Determinacidn proteica: Analisis por Western Blot

Para la preparacion de las células para la determinacién por Western Blot se parte de un
cultivo de células MCF-7 que han sido previamente tratadas o no con leptina, y se recogen
las células por tripsinizacién. Las células recogidas se lisaron con tampdn de solubilizacién
(50 mM Tris-Base pH 8,8, 1 mM EDTA, 1% Igepal, 10 mM iodoacetamida, 1 mM PMSF, 1 mM
pepstatin en agua bidestilada). Se mantienen en rotacion durante una hora a 4°C.
Finalmente se vuelve a centrifugar a 15000 rpm durante 30 minutos y el sobrenadante es el
gue se utilizara para la determinacion de proteina total mediante el método del BCA. Para el
analisis por Western Blot, 35 pg de proteina del lisado celular fue fraccionada por SDS-PAGE
(12% gel de poliacrilamida) y electrotransferida a membranas de nitrocelulosa. Estas
membranas fueron incubadas y bloqueadas en una solucién de 5% de leche descremada en
20 mM Tris-HCl, 0,13 mM NaCl y 0,1% Tween 20. El anticuerpo primario de BSA (1:1000) y
también el anticuerpo primario de SPARC (1:1000) provenientes ambos de Santa Cruz
Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA). Las bandas de la proteina fueron visualizadas por el kit
Immun-Star Western C (Bio-Rad Laboratories) Western blotting dectection system. La seiial
guimioluminiscente fue capturada con el densitémetro Chemidoc XRS (Bio-Rad Laboratories)
y analizada con el software Quantity One (Bio-Rad Laboratories).

En cuanto al analisis por Western Blot de la SPARC en el medio de cultivo, se concentra la
muestra mediante el liofilizador. La liofilizacion es el proceso en el que se congela la muestra
y posteriormente se introduce en una camara de vacio para realizar la separacion del agua
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por sublimacién. De esta manera se elimina el agua desde el estado sdlido al gaseoso del
ambiente sin pasar por el estado liquido.

A estas muestra liofilizadas, se le aflade tampdn de solubilizacién (50 mM Tris-Base pH 8,8, 1
mM EDTA, 1% lIgepal, 10 mM iodoacetamida, 1 mM PMSF, 1 mM pepstatin en agua
bidestilada) hasta tener una concentracién de 1/20 de las muestras. Tres cantidades
diferentes de muestra (10, 20, 30 fueron fraccionadas por SDS-PAGE (12% gel de
poliacrilamida) y electrotransferida a membranas de nitrocelulosa. Estas membranas fueron
incubadas y bloqueadas en una solucion de 5% de leche descremada en 20 mM Tris-HCl,
0,13 mM NaCl y 0,1% Tween 20. El anticuerpo primario de SPARC (1:1000) provenientes
ambos de Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA). Las bandas de la proteina fueron
visualizadas por el mismo kit nombrado con anterioridad.

4.7. Analisis estadistico

Todos los andlisis estadisticos se hicieron con el software Stadistical Program for the Social
Sciences para Windows (SPSS, version 18.0; SPSS Inc. Chicago, IL). Los datos presentados son
la media y error estdndar de la media (SEM). Las diferencias estadisticas entre control y
tratados con leptina se analizaron por el test T-Student. La significancia estadistica fue de
P<0,05.

Yazmine Bejarano Condezo 13



Memoria del Trabajo de Fin de Grado Curso 2013-2014

5-Resultados

5.1. Efecto de la leptina en la captacion de albumina por Fluorimetria

Tal como se observa en la Figura 3, la concentracion éptima para el tratamiento con leptina
a 48 horas fue de 100 ng/mL. Por otra parte se observa que a 50 ng/mL la respuesta no es la
esperada, es mas parece ser que hay una disminucién de la fluorescencia de la albumina a
esta concentracién. Se establecid la concentracion del tratamiento éptima con leptina a 100
ng/mL para las futuras determinaciones.

Pese a que los resultados no son significativos, se observa una fuerte tendencia a que en una
concentracién de 100 ng/mL hay una mayor captacién de albumina por parte de las células
MCF-7 con respecto al control.

160 -

» Cuantificacion Albumina-FITC

120 -

100 - #
2 80 - /
-4

40 -

20 -

0 . 55
Control Leptina 50 Leptina 100

Figura 3. Cuantificacidon de fluorescencia de Albumina-FITC corregido
por Hoechst. Se sometieron a las células MCF-7 a diferentes
concentraciones del tratamiento con leptina (50 ng/mL y 100 ng/mL)
durante 48h y la albumina-FITC durante 24h.

5.2. Andlisis de la captacién de albumina-FITC por microscopia confocal

Una vez establecida la concentracion dptima para el tratamiento de leptina (100 ng/mL), se
procedid al andlisis del confocal para tener unos resultados mas visibles del efecto de la
leptina sobre la captacidn de albimina por parte de las células MCF-7.

Al principio mantuvimos las mismas condiciones experimentales que en el experimento de
fluorimetria, no obstante, no se observaba la albumina-FITC en las células. Debido a posibles
diferencias de sensibilidad entre una técnica y la otra, hicimos una busqueda bibliografica de
métodos para mirar captacion de albumina-FITC mediante microscopia confocal. Esto nos
permitié adaptar el método y poder obtener células que presentaban un marcaje aloumina-
FITC positivo, no obstante, como se puede apreciar en las imagenes (Fig.4), las células que
mostraban captacién eran una minoria en cada campo.
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Las adaptaciones metodoldgicas consistieron basicamente en eliminar el suero para evitar
competencia de la albumina no marcada y aiadir la albumina marcada solo 1 hora antes del

ensayo.

CONTROL

LEPT'NA . . -
Figura 4. Imagenes de las células MCF-7 mediante microscopia confocal. A, B, C y D
corresponden con el control (sin leptina). E, F, G y H corresponden con el tratamiento con 100

ng/mL de leptina. La fluorescencia azul corresponde a los nucleos que se han tefiido con el
reactivo Hoechst y la albumina-FITC se corresponde con la fluorescencia verde.

La albumina-FITC cuando se internaliza aparece de forma localizada en el citoplasma celular
(Fig.5), indicando que es avidamente incorporada y seguramente serd utilizada como
nutriente en la célula cancerigena de cancer de mama, aunque hay pocas células positivas.

CONTROL T LEPTINA

Figura 5. Imagen en detalle de las células MCF-7 mediante microscopia confocal. /magen en
detalle de la Figura 4 (B, F).
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La captacién de albumina aparentemente es mayor con la leptina (Fig.6, izq.), cabe destacar

que la determinacién de la fluorescencia estd corregida por la fluorescencia del reactivo

Hoechst por lo que en la determinacidn se tiene en cuenta la cantidad de células para evitar

el efecto proliferativo de la leptina en las células de cancer de mama.

Se decide repetir esta determinacién ya que pese a haber una mayor captacién de albumina

no podemos estar seguros de ello debido al error estadistico producido (Fig.6, der.) y tal

como se observa, en este caso podemos observar que no se ven diferencias entre el control

y las tratadas con 100 ng/mL de leptina, por tanto no podemos afirmar que haya una mayor

captacidn de albumina por parte de las células MCF-7 tratadas con leptina.

Confocal Albumina-FITC

0,25 ~
0,20 -

0,15 -

RFU

0,10 -

0,05 -

0,00 -
Control

Leptina

Confocal Albumina-FITC
0,2 -
0,15 -
2 01 -
[-'4
0,05 -
% ]
. Y
Control Leptina

Figura 6. Cuantificacion de fluorescencia de la albimina por microscopia confocal.

Tratamiento con 100 ng/mL de leptina durante 48 horas.

5.3. Efecto de la leptina en la captacidon de albumina por Citometria de flujo

Citometria de flujo
45 -+
40 -
35
30
25 -
20
15 -
10

RFU

Leptina

Figura 7. Determinacion de Albumina-FITC
mediante Citometria de flujo.

Teniendo en cuenta el bajo numero de

células que se analizan mediante Ia
microscopia confocal, decidimos analizar las
células mediante Citometria de flujo que
permite el andlisis individual de miles de
células. Ademas, el Citdmetro de flujo dara
un resultado mas acurado puesto que
corrige la fluorescencia por numero de
células o eventos y no por fluorescencia del
Hoechst, la cual puede ser variable también
entre células (fase del ciclo, plano confocal,
artefactos) vista en resultados anteriores

(Fluorimetria y microscopia de confocal).
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Tal como se aprecia en la Fig. 7 no hay diferencias significativas entre la situacién control y el
tratamiento con 100 ng/mL de leptina. Por tanto, los resultados no permiten validar la
hipdtesis de partida de que la leptina induzca la captacién de albumina.

5.4. Determinacidn y cuantificacion de albiimina sérica y SPARC (de las células y el medio)
Para descartar que la posible falta de efecto de la leptina estuviese relacionada con
problemas para captar la albumina-FITC, es decir, que la presencia del fluoréforo en la
estructura de la proteina pudiese suponer un impedimento para su captacion, se realizo la
determinacién de albumina mediante Western-Blot en células MCF-7 tratadas durante 24
horas con 100 ng/mL de leptina.

C L c 1L C L

BSA—> m..ﬁ.aammw g

1

Figura 8. Analisis de la presencia de albimina sérica en las células
MCF-7. La proteina BSA tiene un peso de 67kDa.

En la Fig.8 se representa el Western Blot de la albumina, aparentemente no hay cambios
entre el tratamiento control y el de 100 ng/mL de leptina. Pero si que se aprecia un leve
aumento de la presencia de albumina con el tratamiento de leptina, mediante la
cuantificacién de la imagen se puede observar con mas precision esta valoracion.

En la cuantificacién (Fig.10, A), parece ser que hay un aumento de la captacién de albumina
en las células MCF-7 debido al tratamiento con leptina pese a que los resultados no fueron
estadisticamente significativos.

En cuanto a la determinacidon de SPARC mediante Western Blot (Fig.9) se realiza en paralelo
a la albimina sérica ya que tal como se ha explicado en la introduccién la SPARC juega un
papel importante en el mecanismo de transporte de la albumina en las células tumorales.
Aungue en este caso no se observan diferencias entre las células control y las tratadas con
leptina. Ni en la determinacion de SPARC celular ni SPARC del medio celular.

C L C L C L C L

SPARC— -if,--—--——-—
a

K
celular 37 kDa '

cLCLCL
SPARC—> b e

. 37 kDa
medio

Figura 9. Analisis de la presencia de SPARC en las células MCF-7 y en el medio de cultivo.
La proteina SPARC tiene un peso de 43 kDa.
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En cuanto a la cuantificacion de la SPARC (Fig.10, B, C) no parece que haya un aumento de

SPARC en las células MCF-7. Por lo que son resultados no concluyentes.

A. Cuantificacién BSA (%) B. Cuantificacién SPARC C. Cuantificacion SPARC
140 - medio (%) celular (%)
120 - 200 ~ 150 -
100 A y 150 - .
2 60 - % S 100 - ) %
40 % 50 / >0 7 %
20 - % % %
Control Leptina Control Leptina Control Leptina

Figura 10. Cuantificacion de BSA y SPARC celular y en el medio (%) en las células MCF-7.

5.5 Andlisis de la captacion de AHSG marcada
El analisis de la captacion de AHSG por parte de las células MCF-7 se realizé en paralelo a los

experimentos con la albumina. Al tratarse de una proteina menos comun que la albimina

comercialmente no se encontraba disponible ya marcada con un fluoréforo. Por tanto,

utilizamos el Kit DyLight Microscale Antibody Labeling (Thermo Scientific) para marcar esta

proteina. Hubo una serie de problemas para conseguir una cantidad suficiente de proteina

marcada por lo que no se pudo realizar el ensayo de captacion. Se requiere una mayor

optimizacidn de los resultados, no obstante también se realizaron ensayos por Western Blot

para intentar probar que las células MCF-7 captaban esta proteina, pero tampoco se pudo

validar esta hipétesis.
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6-Discusion

Este estudio se basaba en corroborar los resultados previos observados en el estudio de
proteémica (121" donde un tratamiento de 50 ng/mL de leptina aumentaba significativamente
la captacidn de albumina y AHSG. Por lo que se intentaba relacionar esta captacién con una
mayor demanda metabdlica de las células tumorales, y utilizar este mecanismo como una
trampa para el tumor y en lugar de transportar nutrientes, transportar farmacos especificos
para su completa eliminacion.

Otros estudios afirman que la leptina induce la secrecién de SPARC [24]

en el tejido adiposo
blanco, y sabiendo que la SPARC participa activamente en el mecanismo de transporte de la
albdmina hacia los tejidos, y que hay una sobreexpresién de la misma en diversos tumores,

[23]

entre ellos en cancer de mama se puede presumir que la leptina puede inducir la

captacién de proteinas séricas en el cancer. Considerando que la albumina se utiliza como

estrategia en farmacos contra el cancer [°

, mas especificamente el Abraxane© que ha
conjugado la albumina con el paclitaxel en nanoparticulas, aprovechando el mecanismo de
endocitosis de la albumina, con lo que consigue llegar al tejido tumoral a través de la sangre
2711281130) sa considerd importante evaluar si la leptina es capaz de inducir la captacién de la

proteinas séricas como la albumina o la AHSG (forma fetal de la albimina).

Los resultados iniciales de la fluorimetria mostraron una cierta tendencia a que con 100
ng/mL de leptina se induce la captacion de albumina (Fig.3), fue sorprendente que a dosis de
50 ng/mL no se observara esta captacion ya que fueron las condiciones utilizadas en los

estudios de proteémica ™.

El ensayo de fluorimetria tiene limitaciones importantes
(marcaje de los nucleos, fluorescencia residual) por las que se decidid utilizar un método que
nos permita comprobar esta captacion de forma mads visual, mediante el microscopio

confocal.

Al principio se tuvo problemas para observar células positivas (que habian incorporado la
albumina de forma localizada), por lo que se procedié a eliminar todo el suero y tratar con
200 pg/mL de albumina-FITC durante una hora para su observacion tal como habia
especificado un estudio, donde se encontraron los mismos problemas a la hora de la
visualizacién de células positivas 32l De esta forma conseguimos ver mas células positivas en
el campo, aunque realmente fueron una pequefia parte las que resultaron positivas (Fig.5).

Este ensayo parecia que habia una mayor captacién de albumina pero no fue reproducible
puesto que el nimero de células positivas fue bajo, por lo que se recurrié a una técnica que
analiza un mayor nimero de células, la Citometria de flujo que es capaz de analizar 10*
células en cada tratamiento).

Los resultados no mostraron diferencias significativas (Fig.7). Teniendo en cuenta que la
presencia del fluordforo podria afectar de alguna forma a la dindmica de captacion de
albdmina, tal y como habian descrito en un estudio anterior 331 Concretamente en este
estudio, concluian que el mecanismo de transporte en presencia de FITC en la linea celular
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epitelial RLE-6TB, tenia menos afinidad para el receptor de albumina y posiblemente el
transporte estaba mediado por una macropinocitosis, ademas que una vez incorporada
parte de la albumina-FITC era degrada gradualmente por los lisosomas.

Teniendo en cuenta estos precedentes, se decidié analizar la captacién de albamina por
Western Blot donde la albumina no se encuentra marcada. Tal como se observa en la Fig.8
esta determinacidon nos permite observar cierta tendencia pero no fue estadisticamente
significativa, por lo que tampoco permitié confirmar la hipétesis inicial. De la misma manera
el Western Blot de la SPARC que se encuentra implicada en el mecanismo de captacién de la
albdmina no se observaron resultados concluyentes ni en el interior celular ni en el medio de
cultivo (Fig.9).

Por otra parte, se describid que la leptina es inestable cuando se encuentra libre en el medio
de cultivo mientras que en los seres vivos se estabiliza por la forma secretada del receptor

B4 Esto podria contribuir también a que

que le confiere cierta proteccién a la degradacién
los experimentos presenten problemas de reproducibilidad dependiendo de factores

variables como puede ser, por ejemplo, el lote del suero.

Una forma de solventar los problemas padecidos en los experimentos, seria volver a emular
las condiciones utilizadas en el estudio de protedmica (2l yonde se utilizaba un tratamiento
de 50 ng/mL de leptina y utilizando el suero completo. No se realizaron de esta forma desde
un principio ya que habian dudas razonables sobre el efecto de la leptina, ya que se observé
gue en medio completo los ensayos de proliferacion eran bajos ya que los estrégenos
podrian estar enmascarando el efecto de la leptina, en cambio con el medio libre de
estrégenos habia mas proliferacion con leptina respecto a las células control.

Se ha de tener en cuenta que cualquier hormona que puede potenciar de manera selectiva
la efectividad de un farmaco, en este caso, farmacos que utilicen como vehiculo proteinas
séricas, son altamente interesantes para la generacidén de nuevas estrategias terapéuticas
(Abraxane®©) ®. por este motivo se realizardn un mayor ndmero de experimentos
ampliando las condiciones de estudio antes de descartar totalmente la hipdtesis inicial.
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