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RESUMEN

Vinflunina es un nuevo farmaco anticancerigeno que causa
inhibicibn de microtubulos. Recientes investigaciones demuestran la
existencia de una relacion entre la dinAmica de los microtdbulos y las
uniones adherentes. Este trabajo tiene como objetivo estudiar el efecto de
la vinflunina sobre las uniones célula-célula que implican complejos E-
cadherina-catenina y la reversion del fenotipo mesenquimal al fenotipo
epitelial de lineas celulares tumorales de vejiga, proceso denominado
transicion mesénquima-epitelio.

Para ello se trataron cuatro lineas celulares de tumor de vejiga con
el farmaco a seis concentraciones (0, 2, 10, 20, 50 y 100 uM) y tres
tiempos diferentes (24, 48 y 72 horas). Se analizo el efecto del farmaco
sobre el fenotipo celular mediante microscopia de contraste de fases y
sobre marcadores de la transicion epitelio-mesénquima (EMT) mediante
analisis de los niveles de ARN mensajero y proteina. Los resultados
obtenidos muestran una reversion de fenotipo mesenquimal a epitelial a
bajas concentraciones de vinflunina, acompafnado de un aumento de E-
cadherina y reduccion de la proteina Hakai, sin embargo a altas
concentraciones se observa muerte celular. Asi, se abren nuevas vias de
investigacion para comprender el mecanismo por el cual la vinflunina

ejerce un efecto sobre la reversion de EMT.
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1. INTRODUCCION

1.1. Epitelio y cancer

El cancer es un grupo de patologias caracterizadas por un
crecimiento no regulado de células y la invasion y diseminacion de células
desde el sitio de origen a otras partes del organismo. Durante la
carcinogénesis, las células tumorales sufren mutaciones que les confieren
una serie de capacidades entre las que se incluyen: autosuficiencia
respecto a las sefiales de crecimiento, insensibilidad a las sefales
antimitogénicas, evasion de la apoptosis, pérdida de la limitacion
replicativa, angiogénesis y crecimiento invasivo y metastasis .

El tipo de cancer mas comun es el carcinoma, consecuencia de
transformaciones malignas en células epiteliales. La mayoria de los casos
de cancer de vejiga son carcinomas de células transicionales, el cancer
se origina en las células que conforman el urotelio, capa epitelial que
recubre el interior de la vejiga.

El epitelio se caracteriza por presentar elevada tasa de renovacion
celular, lo que favorece la aparicion de mutaciones que, ocasionalmente,
pueden dar lugar a tumores . Las células epiteliales desempefian una
importante funcion de barrera y forman uniones estrechas, desmosomas y
uniones adherentes que contribuyen a esa funcion. Muchas proteinas
estan implicadas en el establecimiento de contactos celulares, pero E-
cadherina es la mejor caracterizada y con mayor expresion en células
epiteliales. La E-cadherina forma las uniones adherentes, su dominio
extracelular establece interacciones homofilicas dependientes de calcio
responsables de los contactos celulares, y su dominio intracelular
interacciona con proteinas implicadas en sefializacién celular, como las
cateninas, a-catenina, B-catenina y pl20-catenina, y el citoesqueleto de
actina (Figura 1) ®. El desarrollo del cancer epitelial se ha asociado con la
pérdida de contactos celulares y de la funcién de E-cadherina, por lo que

esta proteina se considera supresora de tumores @),
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Figura 1. Complejo E-cadherina en las uniones adherentes. El dominio

Citoesqueleto
de actina

extracelular de la E-cadherina es responsable de las uniones célula-célula y el
dominio citoplasmatico interacciona con otras proteinas que estan en contacto

con el citoesqueleto de actina y estan implicadas en sefializacion celular.

1.2. Transicion epitelio-mesénquima (EMT)

La transicion epitelio-mesénquima  (epithelial-mesenchymal
transition, EMT) se ha relacionado con la desorganizacion de los
contactos célula-célula y con la pérdida de E-cadherina. E-cadherina es
considerada como un gen supresor de tumores y su pérdida es indicadora
de mala prognosis. Durante EMT, las células de carcinomas adquieren
mayor motilidad, invasividad y resistencia a la apoptosis . En este
proceso se produce pérdida de la adhesion por cadherinas en las uniones
adherentes, pérdida de marcadores de polaridad, reorganizacion del
citoesqueleto, que ocasiona disminucion de capas del epitelio, y

degradacién de la membrana basal (Figura 2) ©.
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Figura 2. La transicién epitelio-mesénquima. Las células epiteliales presentan
uniones adherentes. Durante la EMT, los represores transcripcionales ZEB-1,
Snail, Slug y Twist reclutan histonas desacetilasas a elementos E-box del
promotor de E-cadherina que reprimen su expresion. La pérdida de E-cadherina

favorece el fenotipo mesenquimal.

Se han descrito varios marcadores de EMT que caracterizan el
fenotipo epitelial, como E-cadherina y citoqueratinas (CK18, CK19 o
CK20) y el fenotipo mesenquimal, como vimentina, fibronectina, ZEB-
1(zinc finger E-box binding homeobox 1), Snail, Slug o Twist ©. E-
cadherina es regulada a nivel transcripcional por los represores ZEB-1,
Snail, Slug y Twist que reclutan histonas desacetilasas a elementos E-box
del promotor de E-cadherina, entre otros genes (Figura 2) . A nivel
postraduccional, la E-cadherina es regulada por la proteina Hakai. En
2002, Hakai fue identificada como una nueva E3 ubiquitin-ligasa, de la
familia Cbl de ubiquitin-ligasas, que actian sobre el complejo E-cadherina
mediando su ubiquitinizacion, endocitosis y posterior degradacion via
lisosomas, alterando asi las uniones adherentes (Figura 3) ® ©. La

excesiva internalizacién o degradacion de E-cadherina, como cuando
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Hakai esta sobreexpresado, se relaciona con el proceso de invasion y

metastasis, sugiriendo su participacién en carcinogénesis 0 @1 ¢2)

1
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Figura 3. Modelo propuesto para la funcion de Hakai. (1) Hakai media la
ubiquitinizacion de E-cadherina. (2) El complejo E-cadherina es endocitado y (3)

degradado en lisosomas.

1.3. Reversion de EMT: papel de la vinflunina

La reversion de estos cambios, denominada transicion
mesénquima-epitelio (mesenchymal-epithelial transition, MET) también
puede tener lugar, y es importante en el desarrollo normal de los tejidos.

Vinflunina es un nuevo medicamento contra el céancer,
perteneciente al grupo de alcaloides de la vinca. La vinflunina se utiliza
para el tratamiento de adultos con carcinoma urotelial de células de
transicion avanzado o metastasico cuando ha fracasado el tratamiento
previo con un medicamento contra el cancer que contenga platino. La
actividad antitumoral que presenta es superior a la de otros alcaloides de
la vinca y su mecanismo de accion reside en su capacidad para unirse a
la tubulina, impidiendo asi la formacioén de microtubulos y favoreciendo la
disolucién de los ya existentes, como consecuencia se detiene la mitosis

celular en la metafase, y se induce la apoptosis. Ademas, se ha
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observado que, a concentraciones no citotoxicas, puede afectar a la
migracion celular y a la diferenciacién de células endoteliales 2.
Recientes investigaciones demuestran la existencia de una
interrelacion entre la dindmica de microtubulos y los sitios de adhesién y
el citoesqueleto de actina ™. En base a ello, en este trabajo nos interesa
estudiar el posible efecto de la vinflunina sobre la adhesién célula-célula
mediante la posible reversion del fenotipo mesenquimal de las células
tumorales a un fenotipo epitelial. Para investigar esta posibilidad, hemos
examinado el fenotipo de lineas celulares de céncer de vejiga y la
expresion de marcadores EMT. Ademas, mediante ensayo de

citotoxicidad, determinamos el ICsq para vinflunina.
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2. HIPOTESIS

En base a la interrelacion entre la dinamica de microtubulos y los
sitios de adhesion, se plantea la hipétesis de que vinflunina, descrito
como inhibidor de microtubulos, pueda tener un efecto sobre la adhesién
celular mediante la reversién del fenotipo mesenquimal de las células

tumorales a un fenotipo epitelial.
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OBJETIVOS

Los objetivos del presente trabajo son:

- Determinar el ICso de vinflunina para las diferentes lineas celulares
de cancer de vejiga mediante ensayo MTT de citotoxicidad.

- Analizar posibles cambios fenotipicos inducidos por la vinflunina en
las lineas celulares de cancer de vejiga mediante microscopia de
contraste de fases.

- Examinar los efectos de vinflunina sobre la expresion de
marcadores de EMT en lineas celulares de cancer de vejiga
mediante andlisis de la expresién génica por PCR cuantitativa a
tiempo real.

- Examinar los efectos de vinflunina sobre la expresion de
marcadores de EMT en lineas celulares de cancer de vejiga
mediante analisis de niveles de proteinas por la técnica del
Western blot.

Efecto de la vinflunina sobre la EMT en cancer de vejiga
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1.Lineas celulares y cultivo celular

Se emplearon cuatro lineas celulares tumorales de epitelio de
vejiga. Las lineas HT1376 y HT1197 fueron obtenidas del ATCC vy las
lineas UM-UC-3 y SW780 fueron generosamente cedidas por PharmaMar.
Las células fueron cultivadas a 37°C con 5% de dioxido de carbono,
HT1376 y HT1197 en DMEM (Dubelcco’s modified Eagle’s medium,
Gibco®) suplementado con 10% de aminoacidos no esenciales, UM-UC-3
en DMEM y SW780 en Leibovitz's L-15 (Gibco®). Todos los medios fueron
suplementados con 10% de suero bovino fetal, 1% de L-glutamina y

penicilina/estreptomicina.

4.2.Ensayo de citotoxicidad

Las células HT1376, HT1197, UM-UC-3 y SW780 fueron cultivadas
con una densidad de 10* células por pocillo en placas de 96 pocillos. Tras
tratamiento de 24, 48 y 72 horas a diferentes concentraciones (0, 2, 10,
20, 50 y 100 uM) se realizo en ensayo MTT de citotoxicidad. Este ensayo
se basa en la reduccion metabdlica del bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazol o MTT realizada por la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color azul
(formazan), permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial de las
células tratadas. El ensayo se realizé segun lo descrito por el fabricante
(Sigma-Aldrich), con medicion de la absorbancia a 570nm después de 24
horas de la solubilizacion de los cristales de formazan. Para eliminar el
posible ruido de fondo de los medios de cultivo en la medida de la

absorbancia, se realizé un blanco con medio sin células.
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4.3. Microscopia de contraste de fases

Las células HT1376 fueron cultivadas en placas de 6 pocillos a una
concentracién inicial de 2,5-10° células/ml y tratadas con vinflunina a
diferentes concentraciones (2, 10, 20, 50 y 100 uM), estableciendo un
control negativo sin medicamento. La vinflunina fue obtenida de Pierre
Fabre Ibérica y diluida en el medio de cultivo. Tras 48 y 72 horas de
tratamiento, fueron lavadas con tampon fosfato salino dos veces y se
tomaron imagenes con microscopio de contraste de fases (Nikon Eclipse
Ti).

4.4. Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

Después de cultivar las células HT1376 en las condiciones
descritas en el epigrafe 4.3, fueron recogidas para a continuacion extraer
el ARN total con el reactivo TriPure® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La calidad del ARN se
midi6 con espectofotometro (NanoDrop®). EI ARN extraido fue
retrotranscrito a ADN complementario empleando el kit SuperScript™
First-Strand Synthesis System para PCR cuantitativa a tiempo real

(Invitrogen) con el método de los cebadores aleatorios.

4.5. PCR cuantitativa a tiempo real

La PCR cuantitativa a tiempo real fue llevada a cabo empleando el
kit LightCycler® 480 SYBR Green | Master (Roche Applied Science,
Mannheim, Alemania). Los cebadores empleados se indican en la Tabla I.

Las reacciones de PCR fueron realizadas en el aparato LightCycler® 480
(Roche) con las siguientes condiciones: fase de activacion, 95°C 10 min;
fase de amplificacion, 45 ciclos a 95°C 10 s, 62°C 10 sy 72°C 10 s; fase

Efecto de la vinflunina sobre la EMT en cancer de vejiga
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de enfriamiento, 40°C 10s. Los valores de HPRT (Hypoxanthine-guanine
phosphoribosyl transferase) se emplearon como control endégeno para
normalizar las diferencias en la cantidad de ARN mensajero. Se hicieron

dos réplicas de cada reaccion.

Tabla I. Secuencias de los cebadores para los genes estudiados.

Gen Secuencias
HPRT Directo 5 — TGACCTTGATTTATTTTGCATACC
Reverso 5 -CGAGCAAGACGTTCAGTCCT
Twistl Directo 5’- CCTCGGACAAGCTGAGCAAG -3’
Reverso 5- CCATCTTGGAGTCCAGCTCG -3’
Siu Directo 5’- CCTCAGCTCAGGAGCATACAGC -3
9 Reverso 5'- GGAGGTGTCAGATGGAGGAGG -3’
ZEB1 Directo 5’- TGAATGGGCGACCAAGAACA -3’
Reverso 5'- ACTGCCTGGTGATGCTGAAA -3’
Snail Directo 5’- GGATCTCCAGGCTCGAAAGG -3’
Reverso 5-GGCTTCGGATGTGCATCTTG -3’
Vimentina Directo 5’-CAGCCGGAGCTACGTGACTA-3
Reverso 5’- AGAGGAGCGCGTGGCATA-3’
N-cadherina Directo 5’- CCATACACCAGCCTGGAACG-3’
Reverso 5’- GTTGCTGTTTGGGTCGGTCT -3’
Hakai Directo 5> — CGCAGACGAATTCCTATAAAGC-3
Reverso 5’ - CCTTCTTCATCACCAGGTGG -3’
E-cadherina Directo 5’- AGTGTCCCCCGGTATCTTCC-3
Reverso 5’- CAGCCGCTTTCAGATTTTCAT -3
CK18 Directo 5’- GAGGGCTCAGATCTTCGCAA -3’

Reverso 5- AGCCCATGGATGTCGTTCTC -3’

4.6. Western blotting

Células HT1376, después de cultivarlas en las condiciones
descritas en el epigrafe 4.3, fueron recogidas y extraidas las proteinas
con tampon de lisis TX-100 [20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl y 1%
TX-100] suplementado con fenilmetilsulfonil fluoruro y combinado de

inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich). Las proteinas se cuantificaron
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empleando el método BCA, con albumina de suero bovino como estandar.
Cantidades iguales del los extractos proteicos (10ug) se resolvieron en un
gel al 10% de SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis) y se transfirieron a membranas de PVDF (Polivinilideno
de difluorido, Immobion-P, Millipore®). La inmunodeteccion se realizd
empleando como anticuerpos primarios anti-Hakai de conejo policlonal
(Hakai-2498), proporcionado por el Dr. Yasuyuki Fujita, anti-E-cadherina
de ratbn monoclonal (Invitrogen) y anti-o-Tubulina de raton policlonal
(Invitrogen). Los anticuerpos secundarios empleados fueron anti-conejo-
HRP y anti-raton-HRP (GE Healthcare). Todos los anticuerpos fueron
empleados a una dilucién 1:1000. Las proteinas inmunorreactivas se
visualizaron con el kit de deteccion quimioluminiscente (ECL kit) de GE
Health System.

Efecto de la vinflunina sobre la EMT en cancer de vejiga
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5. RESULTADOS

5.1.Efecto de vinflunina sobre la viabilidad celular de HT1376,
HT1197, UM-UC-3y SW780

Las caracteristicas morfolégicas de las lineas celulares empleadas
se presentan en la Figura 4. HT1376 y HT1197 forman colonias, donde se
establecen contactos celulares, aunque se observan células con aspecto
fibroblastico, posibilitando el estudio de la reversion de EMT mediante
marcadores epiteliales. UM-UC-3 y SW780 no forman colonias y
presentan un fenotipo mas fibroblastico que las dos lineas anteriores, lo
que facilitaria la observacién de la reversion de EMT por microscopia de
contraste de fases.

HT1376 HT1197 UM-UC-3

Figura 4. Fenotipo de las cuatro lineas celulares tumorales de vejiga empleadas.

La barra de escala equivale a 100 um.

Inicialmente investigamos la capacidad de la vinflunina de inducir
muerte celular. Determinamos la viabilidad celular en las cuatro lineas,
empleando el ensayo MTT de citotoxicidad y calculamos la concentracion
inhibitoria del 50% (ICsp), considerandose aquella concentracion de
vinflunina a la cual se alcanza el 50% del efecto citotoxico en estudio con
respecto al tratamiento control (OuM). Asi, determinamos un IC50 de 10
uM a 24, 48 y 72 horas para las lineas HT1376 y HT1197, de 20 uM a 24
horas y de 2 uM a 48 y 72 horas para UM-UC-3, y por ultimo, un IC50 de

Efecto de la vinflunina sobre la EMT en cancer de vejiga
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2 uM a 24 y 72 horas para SW780, siendo estas las menos resistentes al
farmaco (Figura 5 A).

En la Figura 5 B se observa mas claramente la disminucion de la
viabilidad segun aumenta el tiempo de los tratamientos. A
concentraciones bajas (2, 10 y 20 uM) y tiempo prolongado de 72 horas
se mantiene la viabilidad celular, no siendo asi bajo altas
concentraciones, donde se detecta una reduccion drastica de viabilidad

celular.

5.2.Reversion del fenotipo mesenquimal de células tumorales al

fenotipo epitelial por vinflunina

Para analizar el posible efecto de la vinflunina sobre la adhesion
célula-célula y su efecto sobre la reversion de EMT, las células HT1376
fueron tratadas con el medicamento a cinco concentraciones (2, 10, 20,
50 y 100 uM) durante 48 y 72 horas. Vinflunina induce reversion de EMT
a bajas concentraciones, de 2, 10 y 20 uM, donde las células se muestran
en monocapa unidas fuertemente mediante contactos celulares, de
acuerdo con un fenotipo epitelial y pierden las proyecciones citoplasmicas
gue se observan en las condiciones control. Tal y como se ha descrito
previamente, a altas concentraciones (50 y 100 uM para HT1376) se
produce muerte celular, las células se redondean, pierden adherencia al
substrato y se tornan apoptoticas. Estos cambios morfolégicos se

observan alas 48y 72 horas de tratamiento (Figura 6).
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Figura 5. Citotoxicidad de vinflunina. Ensayo MTT de células HT1376, HT1197, UM-UC-3 y SW780 después de 24, 48 y 72 horas de
tratamiento con vinflunina a distintas concentraciones. (A) Viabilidad celular segin la concentracion de vinflunina, (B) viabilidad segun el

tiempo de tratamiento. Cada punto representa la media de 8 réplicas + error estandar de la media.
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Concentracion de vinflunina

20pm

72h

Figura 6. Efecto sobre el fenotipo celular bajo el tratamiento por vinflunina. Imdgenes tomadas con microscopio de contraste de fases (10X)
de células HT1376 después de 48 y 72 horas del inicio del tratamiento con vinflunina a las concentraciones indicadas.. A concentraciones

de 50 y 100 uM, se observa muerte celular.
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5.3. Efecto de vinflunina sobre la expresion de marcadores EMT
en células HT1376

Para investigar el efecto de vinflunina sobre el proceso de EMT
estudiamos la expresion de diferentes marcadores descritos de este
proceso, atendiendo a aquellos marcadores de fenotipo epitelial y
mesenquimal mediante PCR cuantitativa a tiempo real (QRTPCR) y
Western blot en la linea celular HT1376.

En el estudio de los niveles de ARN mensajero, se obtuvo un
incremento significativo de la expresion de los marcadores epiteliales E-
cadherina y CK18 segun aumenta la concentracién de vinflunina (Figura 7
A). Para E-cadherina, el aumento se produce a concentracion de 2 uM,
manteniéndose sin variaciones significativas a 2, 10 y 20 uM. CK18
presenta un incremento de la expresion a 72 horas, aunque no se observa
regulacion por el tratamiento. Por otro lado, no se detectan cambios en la
expresion de marcadores mesenquimales Hakai y Slug (Figura 4B).
Finalmente, no se detecta expresion de los marcadores de Twistl, ZEB1,

Snalil, Vimentina y N-cadherina (Tabla II).

Tabla Il. Expresion relativa de marcadores de EMT. (+) Aumento de la expresion
respecto al tratamiento control, (=) expresion no regulada por vinflunina, (=) no

expresion.

Marcadores ~ E-cadherina *
epiteliales CK18 +
Hakai =

Slug =

Twistl -

Marcadores ZEB1 _

mesenquimales
Snai -

Vimentina -

N-cadherina -
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Figura 7. (A) Niveles relativos de ARNm de marcadores epiteliales (E-cadherina
y CK18) y (B) Niveles relativos de ARNm mesenquimales (Hakai y Slug). Cada

punto representa la media de 2 réplicas + desviacion estandar de la media.

A continuacion, se analiz6 el efecto de la vinflunina sobre los
marcadores E-cadherina y Hakai mediante Western blot. Como se
observa en las figuras 8 y 9, a 72 horas de tratamiento se detecta un
aumento de los niveles de E-cadherina de 0 a 10 uM que se correlaciona
con un descenso de la proteina Hakai de 2 a 10 uM. A concentraciones
altas, E-cadherina y Hakai disminuyen, lo que concuerda con los datos
obtenidos por microscopia de contraste de fases y de citotoxicidad. Estos

cambios no se detectan a 24 horas (Figura 8, panel superior). Todos
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estos datos en conjunto sugieren que el aumento de E-cadherina puede

ser debido a un descenso de los niveles de Hakai. La proteina de E-

cadherina no es degradada, ya que Hakai disminuye por efecto de la

vinflunina, y la falta de degradacion aumenta sus niveles.

Concentracion de vinflunina

OuM  2pM  10pM 20uM 50puM 100 uM

- i

24horas | | e SIS S — -

| ——— — C— —

e XK -

72horas | (W SEEED D S e

Hakai

E-cadherina

ao-Tubulina

Hakai

E-cadherina

o-Tubulina

Figura 8. Niveles de expresién de las proteinas E-cadherina y Hakai tras 24

horas y 72 horas de las concentraciones indicadas de vinflunina. a-tubulina fue

utilizado como control de carga.

180 -

[EEY

(o2}

o
1
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Nivel de expresion de proteina (%)

20 A

Opm 2um  10pum 20pum 50 pum

Concentracion de vinflunina

M E-cadherina/a-Tubulina

Figura 9. Cuantificacion mediante densitometria de los niveles de proteina E-

cadherina y Hakai a 72 horas de tratamiento con vinflunina.
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6. DISCUSION

6.1. Citotoxicidad de vinflunina: equilibrio entre dosis y tiempo de

tratamiento

Tal y como se ha descrito en el apartado de resultados, el ICsy de
vinflunina para las cuatro lineas celulares es alrededor de 10 uM. A esta
concentracidén solo sobreviven al tratamiento el 50% de las células. Este
dato es muy superior al descrito por Kruczynski et al. *® en células de
leucemia de ratén y por Bonfil et al. *® en células de cancer de vejiga de
raton, que ronda 400 nM.

El interés del céalculo del ICso es poder llegar a un equilibrio entre la
dosis y el tiempo de tratamiento. Se observa que una concentracion alta
(50 uM) poco tiempo (24 horas) induce muerte celular (Figura 6) y por el
contrario concentraciones bajas (2 uM) y largos periodos (72 horas) se
observa una reversion del fenotipo mesenquimal a epitelial, sin disminuir
significativamente la viabilidad. Esto sugiere que se podria determinar si
un tratamiento combinando las dos fases anteriores permitiria, en primer
lugar, inducir la muerte de las células cancerigenas a altas
concentraciones, y, en segundo lugar, a bajas concentraciones revertir el
fenotipo mesenquimal de aquellas células que mantengan capacidad

invasiva, inhibiendo asi su potencial de metastatizar.

6.2.Reversion de EMT: regulacion de E-cadherina

A la vista de los resultados mostrados en Figura 6 y Figura 9, se
produce reversion de EMT a las mismas concentraciones a las que
aumenta la expresion de la proteina E-cadherina. Esto sugiere que
vinflunina puede estar regulando la expresién de E-cadherina de un modo

directo o indirecto y producen consecuencia revirtiendo la EMT.
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Segun lo descrito en la bibliografia, E-cadherina es un marcador
epitelial que se pierde durante la EMT ®”. Se ha descrito que su
regulacion a nivel transcripcional esta mediada por los represores ZEB-1,
Snail, Slug y Twist . La baja expresién que se obtiene mediante
gRTPCR de ZEB-1, Snail y Twist, y la expresion sin variaciones de Slug
segun la concentracion de medicamento (Tabla Il y Figura 7) sugieren que
posiblemente vinflunina no regula la expresion de estos represores
transcripcionales, y que el incremento de E-cadherina debe estar
controlado por otros factores. Sin embargo, deberia confirmarse esta
premisa mediante analisis de los niveles de proteinas.

E-cadherina también es regulada a nivel postraduccional por la
proteina Hakai, que induce su ubiquitinizacién y consiguiente degradacion
via lisosomas ©. En la Figura 9 se observa, a 10 uM, un descenso en los
niveles de proteina Hakai y un mayor aumento de E-cadherina, lo que
sugiere que E-cadherina podria estar regulada a nivel postraduccional, y
por tanto, el descenso de Hakai por vinflunina evitaria la degradacion de
E-cadherina via lisosomas.

Recientes publicaciones @4 relacionan los complejos E-cadherina
con los microtubulos. De hecho se ha demostrado que la dinamica de los
microtubulos permite a las células concentrar E-cadherina en los
contactos celulares mediante la regulacion de la distribucién de E-
cadherina una vez alcanza la superficie celular 18 Por tanto, cabe la
posibilidad de que en nuestro sistema, vinflunina inhiba los microtibulos y
esto tenga un impacto sobre la localizacion de E-cadherina en uniones

adherentes.

6.3. Perspectivas
Es necesario validar los resultados obtenidos en el fenotipo

observado asi como en los niveles de marcadores de EMT en otras lineas

celulares de vejiga.
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La determinacion del ICso permitira estudiar la evolucion de los
marcadores de EMT a esa concentracion a diferentes tiempos de
tratamiento para evaluar aquellos que puedan estar implicados en rutas
de sefalizacion descritas en EMT. El estudio de los contactos celulares
mediante inmunofluorescencia podria mostrar datos sobre la pérdida de
E-cadherina en estas localizaciones por la inhibicion de microtubulos
debida a la vinflunina, asi como determinar la localizacion celular de
Hakai.

Finalmente, resultaria interesante profundizar en el estudio de la
apoptosis para determinar si existen diferencias en el porcentaje de

células en apoptosis a baja y alta concentracion de vinflunina.
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7. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten inferir las

siguientes conclusiones:

a.
b.

Vinflunina induce muerte celular a altas concentraciones.

A bajas concentraciones de vinflunina se observa un cambio de
fenotipo mesenquimal a epitelial.

Vinflunina incrementa la expresion ARNm y proteina de E-
cadherina.

Vinflunina reduce los niveles de proteina de Hakai
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