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RESUMEN

El cancer es una enfermedad que presenta una elevada tasa de mortalidad a nivel
mundial, y su incidencia se esta incrementando progresivamente afo tras afio. El
carcinoma, el mas comun de todos los cénceres, es el resultado de una serie de
transformaciones en células epiteliales. Durante esta transformacién, las células
alteran varias caracteristicas fenotipicas incluyendo un aumento de la proliferacién, y
una disminucion de las adhesiones célula-célula y célula-sustrato adquiriendo
capacidad motil e invasiva. La E-cadherina es el miembro prototipo mejor
caracterizado de las uniones adherentes y con mayor expresion en células
epiteliales. La pérdida de funcién o expresion de E-cadherina es un marcador de un
proceso denominado transicion epitelio-mesénquima lo que favorece la motilidad y la
capacidad invasiva y es indicador de pronéstico malo. En 2002, se identifico la
proteina Hakai como una E3 ubiquitina-ligasa, cuyo sustrato especifico es E-
cadherina, y actua mediando su ubiquitinizacion y posterior degradacion, debilitando
asi las uniones célula-célula y favoreciendo la motilidad celular. En este contexto,
por un lado, se estudié el efecto de un alcaloide la vinca, la vinflunina, farmaco
comunmente utilizado en pacientes que padecen un carcinoma de vejiga
metastasico en estadio avanzado, y que no responden al tratamiento con cisplatino.
La vinflunina actda inhibiendo la dinamica de microtubulos, y dado que recientes
publicaciones ponen de manifiesto la relacién entre la dinamica de microtubulos y las
uniones adherentes se analizé mediante experimentos in vitro su efecto sobre las
uniones adherentes dependientes de E-cadherina, y sobre Hakai. Se observé que la
vinflunina es capaz de inducir diferenciacion epitelial, y fortalecer las uniones célula-
célula mediadas por E-cadherina, regulando a su vez la expresion de Hakai. Por otro
lado, se analiz6 el papel de la proteina Hakai in vitro e in vivo. Para ello, se empled
en una linea celular epitelial no transformada (MDCK) a la que se le sobreexpresé
de forma estable la proteina Hakai (Hakai-MDCK), y se corroboré que Hakai induce
la transicion epitelio-mesénquima, incrementa la proliferacién y la invasividad celular,
lo que se acompana de una disminucién de los sustratos especificos de dicha
proteina, E-cadherina y Cortactina. Para el estudio in vivo, se utilizaron ratones
atimicos desnudos a los que se inyectaron dichas células MDCK y Hakai-MDCK, y
se confirmé que Hakai induce la formacion de tumores, incrementa su tasa de
proliferacion, y regula los marcadores de transicidon epitelio-mesénquima in vivo,
observandose tumores muy desdiferenciados, altamente agresivos, y con

micrometastasis en pulmaon.






RESUMO

O cancro é unha enfermidade que presenta unha elevada tasa de mortalidade a
nivel mundial, e a sua incidencia estase incrementando ano tras ano. O carcinoma, o
mais comun de todos os cancros, € o resultado dunha serie de transformacions en
células epiteliais. Durante esta transformacién, as células alteran varias
caracteristicas fenotipicas incluindo un incremento da proliferacion, e unha
diminucioén das unidns célula-célula e célula-substrato adquirindo capacidade motil e
invasiva. A E-cadherina € o membro prototipo mellor caracterizado das uniéns
adherentes e con maior expresion en células epiteliais. A perda de funcion ou
expresion de E-cadherina € un marcador dun proceso denominado transicion
epitelio-mesénquima, o que favorece a motilidade e a capacidade invasiva, e é
indicador de prondéstico malo. En 2002, identificouse a proteina Hakai como unha E3
ubiquitina-ligasa, cuxo substrato especifico é E-cadherina, e actia mediando a sua
ubiquitinizacidon e posterior degradacién, debilitando asi as uniéns célula-célula e
favorecendo a motilidade celular. Neste contexto, por un lado, estudouse o efecto
dun alcaloide da vinca, a vinflunina, farmaco comunmente utilizado en pacientes que
padecen un carcinoma de vexiga metastasico en estadio avanzado, e que non
responden ao tratamento con cisplatino. A vinflunina actda inhibindo a dinamica de
microtubulos, e dado que recentes publicacidons pofien de manifesto a relacién entre
a dinamica de microtubulos e as unions adherentes, analizouse mediante
experimentos in vitro o seu efecto sobre as unions adherentes dependentes de E-
cadherina e sobre Hakai. Observouse que a vinflunina é capaz de inducir
diferenciacion epitelial, e fortalecer as uniéns célula-célula mediadas por E-
cadherina, regulando a sua vez a expresion de Hakai. Por outro lado, analizouse o
papel da proteina Hakai in vitro e in vivo. Para elo, empregouse unha linea celular
epitelial non transformada (MDCK) a que se lle sobreexpresou de forma estable a
proteina Hakai (Hakai-MDCK), e corroborouse que Hakai induce a transicion epitelio-
mesénquima, incrementa a proliferacion e a invasividade celular, o que se
acompana dunha diminucion dos sustratos especificos de dita proteina, E-cadherina
e Cortactina. Para o estudo in vivo utilizaronse raténs atimicos desnudos aos que se
lles inxectaron ditas células, MDCK e Hakai-MDCK, e confirmouse que Hakai induce
a formacion de tumores, incrementa a sua tasa de proliferacion, e regula os
marcadores de transicion epitelio-mesénquima in vivo, observandose tumores moi

desdiferenciados, altamente agresivos, e micrometastases en pulmoén.






ABSTRACT

Cancer is a disease with a high mortality rate worldwide, and its incidence is
increasing steadily. Carcinoma, the most common type of cancers, is the result
of transformations in epithelial cells. During this transformation, cells acquire
various phenotypic characteristics including increased cell proliferation, loss of
cell-cell and cell-substrate adhesions, increasing motility and invasiveness. E-
cadherin, the best characterized and prototype member of the adherens
junctions, is expressed in epithelial cells. Loss of function or expression of E-
cadherin protein is considered as a hallmark of epithelial-to-mesenchymal
transition, favouring cell motility and invasiveness and being a poor prognosis
predictor. In 2002, Hakai protein was identified as an E3 ubiquitin-ligase for E-
cadherin substrate. Hakai induces E-cadherin ubiquitination and subsequent
degradation, thus altering cell-cell junctions and increasing cell motility. In this
context, firstly it was studied the possible role of a vinca alkaloid, vinflunine, on
cell-cell contacts. Vinflunine is commonly used in patients with advanced stage
metastatic bladder carcinoma that do not respond to cisplatin treatment.
Vinflunine is an anti-microtubule agent, and since recent publications show a
relationship between microtubule dynamics and adherens junctions, vinflunine
effect on E-cadherin-dependent junctions and on Hakai was analyzed by in
vitro studies. It was observed that vinflunine induces epithelial differentiation, E-
cadherin dependent cell-cell contacts. Moreover, it regulates Hakai protein
expression. On the other hand, the role of the Hakai protein was analyzed in
vitro and in vivo. For this purpose, it was used Hakai overexpressing MDCK
cells (Hakai-MDCK) and it was corroborated that Hakai induces epithelial-to-
mesenchymal transition, increases proliferation and cellular invasiveness,
which is accompanied by a decrease in its specific substrates, E-cadherin and
Cortactin. For the in vivo study, an athymic nude mouse model was used by
injecting MDCK and Hakai-MDCK cells into the flanks. Hakai induces tumor
formation, increases its tumour growth, and regulates the epithelial-to-
mesenchymal transition markers in vivo. Undifferentiated and highly aggressive
tumors are formed and micrometastasis are detected in lung of Hakai-MDCK

injected mice.
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Introduccion

1. Incidencia y epidemiologia del cancer

El cancer constituye una enorme carga mundial que tiene previsiones de ir en
aumento debido al incremento de la poblacién, al envejecimiento de la sociedad y
a la adopcion de un estilo de vida en el que existen factores de riesgo
ampliamente descritos como el habito de fumar, la inactividad fisica diaria, una
alimentacion deficiente, la obesidad o cambios en los patrones de reproduccion,
que se han incrementado considerablemente en las ultimas décadas. Los ultimos
datos a nivel mundial sobre incidencia, mortalidad y prevalencia del cancer
publicados por GLOBOCAN en el afio 2012 han recogido 14.1 millones de nuevos
casos de cancer diagnosticados y 8.2 millones de muertes causadas por cancer
en ese mismo afo. El principal motivo de muerte por cancer se origina por
tumores de pulmén en varones (Figura 1) y de mama en mujeres (Figura 2). Otros
tumores diagnosticados frecuentemente a nivel mundial tienen su origen en
higado, estdmago y colon en el caso de varones, y estbmago, utero y colon entre
las mujeres (1). El cancer de pulmoén fue el mas diagnosticado y la principal causa
de muerte en varones durante el afio 2012, aunque la estimacion de prevalencia
de tumores en varones esta ocupada en primer lugar por el cancer de préstata
seguido de intestino grueso, vejiga, pulmén y riidn, en este orden. La
contaminacion ambiental, la exposicion a carcinogénicos ambientales como radon
o hidrocarburos aromaticos, y el habito de fumar son los principales factores de
riesgo que hacen a este tipo de cancer uno de los mas prevenibles. Ademas,
segun ha publicado la Organizacién Mundial de la Salud, 1 de cada 3 muertes
ocasionadas por cancer se deben a causas evitables, como el factor de riesgo del
tabaco, entre otros. En el grupo de las mujeres, el diagndstico de cancer de mama
presenta es el mas frecuente. Existe una gran variabilidad en la incidencia del
cancer de mama entre paises, que pone de manifiesto las diferencias en la
disponibilidad y el acceso a un diagnéstico precoz entre paises. El cancer
colorrectal es el tercero mas diagnosticado en varones y el segundo en mujeres.
En algunos paises como Estados Unidos se ha observado una disminucién de la
incidencia de cancer colorrectal atribuida al incremento de analisis de cribado y
extirpacion de adenomas pre-cancerosos, acompafiados del manejo de los
factores de riesgo como fumar, obesidad y dieta con elevado consumo de carne

roja y procesada (2).
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Otros Pulmén
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307 481 (6.6%) 373 639 (8%)

Figura 1. Estimacion de la mortalidad en varones a nivel mundial durante el afo
2012. Datos recogidos en el proyecto GLOBOCAN 2012, llevado a cabo por la Agencia
internacional de investigacion sobre el cancer. Imagen obtenida y adaptada de Global
Cancer Observatory.

Mama
521907 (15%)

Otros

1043 066 (29%)
Pulmén
491 223 (14%)
Esofago
118 952 (3.4%)
Ovario Colorrectal
151 917 (4.3%) 320 294 (9%)
Péncreas Utero
156 564 {4.4%) 265 672 (7.5%)

Estomago

Higado 254 103 (7.2%)

224 492 (6.3%)

Figura 2. Estimacion de la mortalidad en mujeres a nivel mundial durante el afo
2012. Datos recogidos en el proyecto GLOBOCAN 2012, llevado a cabo por la Agencia
internacional de investigacion sobre el cancer. Imagen obtenida y adaptada de Global
Cancer Observatory.

El conocimiento del mecanismo etioldgico del cancer ha permitido concluir
que ademas de las alteraciones genéticas que se producen en las células a lo
largo de la vida, gran parte de los tumores estan asociados a factores externos
denominados carcindgenos, que son asimilados y provocan alteraciones celulares

que derivan en la formacion de un tumor. Ademas, la incidencia del cancer
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también podria disminuir si se ponen en marcha medidas de control que han sido
ampliamente establecidas y descritas, como son el control del habito de fumar,
deteccion precoz, actividad fisica y patrones de dieta sana. En muchos otros
casos, la prevencion no es suficiente ya que el riesgo de padecer un tumor
también esta asociado a diferencias hormonales y por tal esta ligado al sexo, y
por supuesto a diferencias genéticas inherentes a cada persona. Por ello, una vez
que se diagnostica un cancer es importante recibir el tratamiento adecuado para
cada tipo de tumor en funcion de sus caracteristicas moleculares.
Tradicionalmente, se consideraba el cancer como un proceso auténomo, donde el
genotipo celular era el Unico causante de todos los aspectos del fenotipo celular, y
por ello responsable de las caracteristicas propias de cada tumor. Sin embargo,
actualmente se abarca como una sinergia entre el genotipo celular, y el
microambiente tumoral, en el que toman parte muchos aspectos y factores siendo
un proceso complejo. El estudio de este proceso complejo en su totalidad es
dificil, mientras que extraer etapas mas sencillas del mismo y estudiarlas por
separado, permite obtener conclusiones parciales, que en conjunto facilitan el
estudio del proceso inicial objeto de estudio. Actualmente, la tendencia se centra
en adquirir la capacidad de proporcionar un tratamiento adecuado a cada
paciente, lo que se denomina medicina personalizada o de precision, asumiendo
que la biologia que encierra cada tumor es uUnica para cada caso. Esto permitira
desarrollar farmacos dirigidos a dianas especificas en las células tumorales,
evitando danar las células no tumorales, disminuyendo o evitando los efectos

secundarios.

Los resultados arrojados por el ultimo estudio de GLOBOCAN en el afio
2012 reflejan que los tumores con mayor incidencia en la sociedad espafola
estan encabezados por el cancer de colon, seguido del cancer de préstata,
pulmén, mama y vejiga. La edad es un factor que influye sobre la incidencia de
forma directamente proporcional, es decir, a medida que aumenta la edad
también lo hace la probabilidad de padecer cancer. Por tanto, el mayor factor de
riesgo de esta enfermedad es el envejecimiento. No obstante, la supervivencia de
los enfermos de cancer se ha incrementado durante los ultimos afios en los
paises europeos, probablemente debido a la mejora y avances en los

tratamientos y al diagndstico precoz.
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2. Estrategias de clasificacion de la progresion tumoral

La clasificacion del estadio tumoral se puede establecer en base al sistema TNM,
segun el Instituto Nacional del Cancer, que recoge el tamafo del tumor y la
extension del mismo (3, 4). El TNM hace referencia a tres aspectos: A) T, tamano
del tumor. También indica hasta donde se ha diseminado en el tejido adyacente.
Puede ser valorado como 1, 2, 3y 4. B) N, nédulo. Hace referencia a la ausencia
o presencia de células tumorales en los nodulos linfaticos. Estd comprendido
entre 0, no invasidon de ndédulos linfaticos, y 3, elevado numero de nddulos
linfaticos con presencia de células tumorales. C) M, metastasis. Describe la
posible diseminacion del tumor primario hacia otros tejidos del cuerpo. El valor 0

indica ausencia de diseminacion, y el valor 1 presencia.

La definicion del estadio tumoral mediante las caracteristicas descritas por
TNM se complementa con la clasificacion en un sistema numérico (5) que se
divide en: A) Estadio 0 o carcinoma in situ: existencia de células anormales en un
tejido, que no se han diseminado al tejido cercano. No es un cancer, pero podria
convertirse en cancer en un futuro. B) Estadio |, Estadio Il y Estadio Ill: cuanto
mas alto es el estadio, mayor es el tamafo del tumor y mas se ha extendido hacia
los tejidos cercanos, pudiendo existir invasion del tejido adyacente y presencia de
células tumorales en los nddulos linfaticos. C) Estadio 1V: el tumor ha conseguido
alcanzar el torrente sanguineo, extravasarlo y colonizar otro érgano del cuerpo,

formando un tumor secundario o metastatico.

El tratamiento que recibe un paciente oncolégico varia en funcién de la
localizacion del tumor. En general, si se trata de un adenocarcinoma o de un
carcinoma in situ, un tratamiento local como la cirugia o la radioterapia pueden ser
suficientes. Si el tumor se ha diseminado, llegando al torrente sanguineo y
alcanzando otros tejidos del cuerpo diferentes al tejido originario, es necesaria la
aplicacién de tratamientos sistémicos como son la quimioterapia, la terapia

hormonal y las terapias biolégicas.

El grado y la diferenciacion de las células anormales que forman el tumor
son otros aspectos de gran relevancia clinica, y muy utiles para el diagndstico y la

administracion del tratamiento mas adecuado a cada caso concreto.
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Generalmente, los tumores se clasifican en tres grados: A) Grado 1: las células
tumorales son muy similares a las células normales, y su crecimiento es bajo. B)
Grado 2: las células tumorales pierden similitud morfolégica con las células
normales, y su tasa de crecimiento es mayor que en condiciones normales. C)
Grado 3: las células tumorales adquieren morfologia anormal, alejada de las
células normales, y presentan una elevada tasa de division celular. Ademas, otros
factores clinico-patolégicos del paciente pueden influir en el desarrollo de la

enfermedad.
3. Alteraciones fisiolégicas de las células tumorales

La progresion tumoral es un proceso complejo en el que estan implicadas
multiples alteraciones genéticas que conducen a las células normales a
malignizarse, a través de un proceso de transformacion progresivo. El genotipo
celular alterado tiene sus manifestaciones fisiolégicas, que derivan en un
crecimiento maligno, iniciando asi el proceso tumoral, y su posterior progresion.
Tradicionalmente, se han descrito seis alteraciones fisiolégicas caracteristicas de
las células tumorales, comunes en la mayoria de los tumores, que son: 1)
autosuficiencia de las sefales de crecimiento, 2) insensibilidad a las sefiales
inhibidoras de crecimiento, 3) evasion de la muerte celular programada o
apoptosis, 4) potencial replicativo ilimitado, 5) capacidad de angiogénesis, y 6)
capacidad invasiva y metastatica (6) (Figura 3). Posteriormente, se han
incorporado dos nuevas caracteristicas fisiologicas de las células tumorales, que

son reprogramacion del metabolismo energético, y la evasion del sistema inmune

7).
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Figura 3. Manifestaciones fisiolégicas adquiridas por las células tumorales. Estas
competencias malignas son producto de las alteraciones genéticas que ocurren desde el
inicio del tumor y durante la progresion tumoral. Imagen obtenida de Hanahan et al, 2011.

¢ Autosuficiencia de las sefales de crecimiento: las células normales o no

transformadas necesitan sefiales de crecimiento para poder dividirse y proliferar,
que son captadas del medio extracelular a través de receptores transmembrana
de la célula, y que les permiten modificar su estado de quiescencia hacia uno de
proliferacion. Por su parte, las células tumorales son capaces de generar sus
propios estimulos de crecimiento (sefales autocrinas), reduciendo la dependencia
de los estimulos del microambiente celular. Uno de los mecanismos celulares que
capacitan a las células con autosuficiencia de las sefiales de crecimiento se
encuentra en la desregulacion de los receptores transmembrana. Durante el
proceso tumoral, algunos receptores de factores de crecimiento, generalmente
aquellos con actividad tirosina quinasa en su dominio citoplasmatico, estan
sobreexpresados, lo que conlleva una respuesta excesiva a los factores de
crecimiento, induciendo a las células a un estado de divisién activa, que en
condiciones normales no desencadenarian proliferacion. Adn asi, las células
normales adyacentes a las células tumorales, y que forman parten del tumor,
juegan un papel importante en la proliferacion mediante sefiales paracrinas y

endocrinas (8).
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¢ Insensibilidad a las sefiales inhibidoras de crecimiento: la homeostasis de los

tejidos se mantiene mediante un balance entre las sefales de crecimiento y las
senales antiproliferativas. Las sefales antiproliferativas bloquean la proliferacion
mediante dos mecanismos: A) Arresto de las células en un estadio de quiescencia
(Go) reversible, y alteracion del ciclo celular a través del control de la fase G1. Por
ejemplo, la proteina de retinoblastoma bloquea la proliferacion celular
secuestrando aquellos factores de transcripcién que controlan la expresion de los
genes principales para la progresién desde la fase G1 a la fase S (9). B)
Diferenciacién a un tipo celular concreto, a través de un proceso irreversible. Por
ejemplo, en adenocarcinoma de colon, la inactivaciéon de la via APC/p-catenina
bloquea la diferenciacion de las células epiteliales de las criptas del intestino,

manteniendo asi su capacidad proliferativa (10).

4 Evasion de la muerte celular programada o apoptosis: la progresion tumoral

depende del balance de la capacidad proliferativa de las células, y del porcentaje
de muerte celular. El balance 6ptimo para un avance tumoral rapido es una
elevada capacidad proliferativa, y una minima muerte celular programada. Para
ello, las células tumorales han adquirido la capacidad de evasién de apoptosis a

través de diferentes vias (11).

4 Potencial replicativo ilimitado: una poblacion celular posee un numero limitado

de divisiones tras el cual no es capaz de seguir multiplicandose, y alcanza un
estado de senescencia (12). Esta incapacidad para seguir dividiéndose se explico
con el descubrimiento de los teldmeros, unas secuencias cortas presentes en los
extremos de los cromosomas. Los teldmeros se acortan en cada ciclo replicativo
debido a la incapacidad de las acido desoxirribonucleico (ADN) polimerasas para
replicar los extremos 3" de los cromosomas. En las células tumorales no se ha
observado un acortamiento de los telémeros, debido a un incremento de la
expresion de la enzima telomerasa que anade repeticiones de hexanucleoétidos en

los extremos de los cromosomas (13).

4 Capacidad de angiogénesis: el acceso al oxigeno y a los nutrientes presentes

en el torrente sanguineo es fundamental para la funcionalidad y la supervivencia
celular. Las senales que inducen o bloquen la formacion de nuevos vasos

sanguineos se transmiten como factores solubles que son captados por los
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receptores de membrana de las células endoteliales que recubren el interior de
los vasos sanguineos (14). Durante el desarrollo tumoral se activa el proceso
angiogénico al cambiarse el balance homeostatico entre los inductores
angiogénicos y los inhibidores. En muchos casos, el factor de crecimiento
endotelial vascular incrementa sus niveles de expresién induciendo angiogénesis,
en comparacion con los inhibidores enddgenos del proceso como f-interferon o

trombospondina-1 que disminuyen (15).

4 Capacidad invasiva y metastasica: algunas de las células presentes en el tumor

primario son capaces de desprenderse del mismo, invadir el tejido adyacente y
viajar por el torrente sanguineo hasta sitios distantes donde son capaces de
colonizar y formar tumores secundarios metastaticos. Dado que las metastasis
son las responsables de alrededor del 90% de muertes por cancer, este campo de
investigacion se ha incrementado y consolidado en los ultimos anos (16). El tipo
mas frecuente de todos los canceres es el carcinoma, que se origina en células
epiteliales. En las células tumorales transformadas, se encuentran alteradas las
proteinas implicadas en las uniones célula-célula y célula-matriz. La E-cadherina
es el prototipo mejor caracterizado y el principal componente de las uniones
adherentes en células epiteliales. La union de dos células epiteliales adyacentes a
través de E-cadherina media la traduccién de sefiales intercelulares, como puede
ser la transmision de sefnales inhibidoras de crecimiento o la activacion de rutas
intracelulares mediante la interaccion de su dominio citoplasmatico con la proteina
B-catenina (17). Estudios previos, mediante ensayos in vitro e in vivo empleando
ratones, han demostrado que la expresion forzada de E-cadherina disminuye la
capacidad invasiva y metastatica en un modelo de carcinogénesis, de la misma
forma que al disminuir su expresion se incrementan dichas capacidades. Por lo
tanto, E-cadherina funciona como un supresor tumoral, y su pérdida es un
marcador de presencia de invasién y la metastasis en células epiteliales. Como se
ha comentado, las uniones célula-matriz extracelular medidas por integrinas
también juegan un papel fundamental en el proceso de invasion y metastasis.
Durante la progresion tumoral, las células epiteliales cambian la expresion de
ciertas integrinas presentes en el tejido epitelial normal por otras integrinas que se
unen preferentemente a los componentes degradados del estroma generados por
las proteasas extracelulares (18). Ademas, existen otras proteinas implicadas en

la adquisicion de capacidad invasiva y metastasica como son las proteasas que
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degradan la matriz extracelular. Se ha observado que en muchos tipos de
carcinomas, las proteasas no son sintetizadas por las propias células epiteliales
tumorales, si no por las células estromales o inflamatorias que rodean al tumor
(19). A lo largo del presente trabajo nos vamos a centrar en el estudio de las
uniones adherentes, uniones dependientes de E-cadherina, particularmente en la
regulacion de la expresién de dicha proteina que forma parte de las uniones
célula-célula, y cuya pérdida es un marcador de prondstico clinico malo en
carcinomas, asi como marcador de presencia de invasion y metastasis de

carcinomas.

4. Células epiteliales: carcinomas

El epitelio es un tejido formado por una o varias capas de células unidas entre si
que recubren las superficies externas o internas del organismo. El tejido epitelial
normal presenta una estructura caracteristica formada por las capas de células
epiteliales unidas entre si mediante contactos celulares, entre los que se incluyen:
uniones estrechas, uniones adherentes, uniones tipo gap y desmosomas (20). A
su vez, las células estan en contacto con la membrana basal, a través de
contactos célula-sustrato, que las separa de las células del tejido conectivo
denominado estroma (Figura 4). La polaridad apico-basal es un rasgo
caracteristico de las células epiteliales, que presentan su superficie apical hacia el
lumen, y su superficie basal hacia la membrana basal. Esta polarizacién conlleva
una localizacion asimétrica del nucleo celular sobre la superficie basal, y una
mayor superficie apical donde estan presentes proteinas de superficie celular,
mediante las que se establecen los diferentes tipos de uniones con células

epiteliales adyacentes.
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Figura 4. Diagrama de células epiteliales de intestino delgado con polaridad apico-
basal. Las células epiteliales adyacentes estan unidas entre si mediante contactos
celulares (complejo de unién), presentes en la region lateral de las células, que actuan
como barrera entre el lumen (luz) y el espacio intercelular. Ademas, las células epiteliales
mantienen una polaridad apico-basal hacia el lumen, y una region basal hacia la membrana
basal. Imagen obtenida de The biology of cancer. Weinberg, 2007.

Los carcinomas son los mas comunes de todos los canceres, y tienen su
origen en células epiteliales. Presentan una gran complejidad estructural
observada mediante la caracterizaciéon histolégica del tejido, donde se observan
diferentes tipos celulares, incluyendo células normales o no neoplasicas, que
constituyen el estroma y que representan alrededor del 90% de la masa tumoral, y
las células tumorales o transformadas. Algunos ejemplos de tipos celulares que
forman el estroma son fibroblastos, células endoteliales, células de musculo liso,
adipocitos, macrofagos y linfocitos, entre otras. La comunicacion entre los
diferentes tipos celulares que forman el estroma y el epitelio es fundamental para
mantener la arquitectura y estructura del tejido, y su funcién. Esta comunicacion
se denomina heterotipica. Las células estromales y epiteliales colaboran en la
formacion de la matriz extracelular (MEC), que se denomina especificamente

membrana basal o lamina normal en los tejidos epiteliales (21).

4.1. Invasion y metastasis de carcinomas

Los carcinomas comienzan en la zona epitelial mas proxima a la membrana basal,
y se consideran benignos mientras las células que lo forman se mantengan en la

capa epitelial. Tarde o temprano, algunos carcinomas adquieren la capacidad de

34



Introduccion

romper la membrana basal, y son capaces de invadir el estroma y metastatizar,
cuando alcanzan este punto se denominan malignos. Este tumor original o
primero se considera un tumor primario. La invasion local del estroma requiere la
secrecion de proteasas que degradan la matriz extracelular para generar espacios
a través de los cuales pueden avanzar las células tumorales. En algunos tipos de
canceres, las propias células tumorales secretan sus propias proteasas, mientras
que en otros tipos de tumores, son las células estromales las que secretan dichas
proteasas (22). Para que un tumor primario crezca, necesita que se desarrolle una
red de vasos linfaticos y sanguineos que cubran las necesidades metabdlicas de
las células, obteniendo de estos ultimos nutrientes y oxigeno. Esta nueva
formacion de vasos se denomina linfangiogénesis y angiogénesis,
respectivamente, y permite la diseminacion de las células tumorales y su entrada
en los vasos linfaticos y sanguineos mediante un proceso denominado
intravasacion, accediendo asi al torrente circulatorio (23). Algunas veces, estas
células tumorales presentes en el sistema circulatorio pueden penetrar en un
tejido distal al tumor primario mediante un proceso denominado extravasacion, y
donde pueden dar lugar a micrometastasis. Las células que forman parte de la
micrometastasis pueden crecer, dividirse y formar una metastasis macroscépica o
macrometastasis para alcanzar el estadio de colonizacion, y dar lugar a lo que se
denomina tumor secundario (24). La probabilidad de que una célula complete
todos los pasos descritos, desde la invasion hasta la formacion de metastasis, es
muy baja. Los primeros pasos son ejecutados con elevada eficiencia por las
células metastaticas, no asi los pasos finales que implican colonizacion (25). Aun
asi, el hecho de que células neoplasicas circulen por el torrente circulatorio
corporal se considera un factor de prondstico malo para el paciente (26) (Figura
5). Como se ha mencionado anteriormente, las metastasis son responsables de
alrededor del 90% de las muertes por cancer, de ahi la importancia de un
diagndstico precoz y el estudio de nuevas terapias que bloqueen los estadios

tempranos del proceso de invasién y metastasis.
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Figura 5. Progresion tumoral en carcinomas. Los carcinomas comienzan en el tejido
epitelial, en la zona mas proxima a la membrana basal. Las células tumorales son capaces
de invadir el estroma, y acceder a los vasos linfaticos y sanguineos mediante un proceso
denominado intravasacion. Una vez han alcanzado el torrente sanguineo, pueden penetrar
en un tejido epitelial de un érgano distal al tumor primario, a través de vasos mediante un
proceso denominado extravasacion. Una vez en el érgano distal, las células tumorales
pueden crecer, colonizar y formar metastasis que daran lugar al tumor secundario. Imagen
obtenida de The biology of cancer. Weinberg, 2007.

5. Transicion epitelio-mesénquima

5.1. Transicion epitelio-mesénquima fisiolégica y patolégica

La progresion tumoral de carcinomas se caracteriza por la capacidad de invasion
de tejido epitelial adyacente al tumor por parte de las células tumorales epiteliales
que sufren multiples alteraciones al someterse a un proceso denominado
transicion epitelio-mesénquima (TEM) que tiene lugar en estadios tempranos de la
invasion y la metastasis. Durante la TEM en cancer, las células epiteliales pierden
su fenotipo polarizado y epitelial (27, 28). Este proceso esta acompafado de una
reorganizacion del citoesqueleto celular y una pérdida de adhesion célula-célula y
célula-sustrato que dan lugar a una morfologia fibroblastoide o mesenquimal, y
que proporciona a las células una capacidad invasiva al tejido epitelial adyacente,
y capacidad de metastatizar, pudiendo migrar por el torrente sanguineo a érganos

distales diferentes al del tumor primario (29-31).
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Originariamente, la TEM fue descrita por primera vez por Elisabeth Hey
durante el desarrollo embrionario, como una paso clave en la formacién de
organos y tejidos (32). Posteriormente, se observo el proceso de TEM en los
proceso de regeneracion tisular y fibrosis, y por ultimo, tal y como se ha
mencionado, se describid la TEM durante el cancer asociada la progresion
tumoral y la metastasis. La TEM asociada a cancer se considera un proceso
patolégico, a diferencia de las otras dos descritas como procesos fisioldgicos
normales para el correcto funcionamiento del organismo. De esta forma, el
proceso de TEM se ha descrito en tres marcos bioldgicos muy diferentes, donde
la generacién de células mesenquimales es comun para todos ellos, mientras que
el proceso biolégico a través del cual se adquiere el fenotipo mesenquimal es muy
diferente. La primera propuesta para la clasificacion de la TEM tuvo lugar en el
“Third international symposium on the Epithelial-Mesenchymal Transition”
celebrado en Polonia en el afio 2007 (28). Actualmente, se aceptan los siguientes

tres tipos de TEM propuestos en funcién del proceso bioldgico (Figura 6):

a) TEM tipo I. Asociada con la implantacion, la formacion embrionaria y el
desarrollo de érganos. Todos estos procesos precisan generar diferentes

tipos celulares, que comparten fenotipos mesenquimales comunes.

b) TEM tipo Il. Asociada con la cicatrizacion de heridas, regeneracion tisular,
inflamacion y fibrosis. El proceso de regeneracion genera fibroblastos y
otros tipos celulares relacionados para regenerar el tejido danado

después de un trauma o una inflamacién.

c) TEM tipo lll. Asociada a la conversién de células epiteliales en células
mesenquimales, que pueden migrar e invadir tejidos, favoreciendo la

progresion tumoral.
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Figura 6. Tipos de transicion epitelio-mesénquima: fisiolégica y patolégica. A, Tipo |,
asociada con la implantacion y la gastrulacion embrionaria, que da lugar al mesodermo y
endodermo, y a las células moviles de la cresta neuronal. B, Tipo Il, ligada a procesos de
inflamacion y fibrosis. Finalmente, puede dafar érganos si el proceso inflamatorio primario
se prolonga en el tiempo. C, Tipo lll, las células epiteliales pueden sufrir una
transformacion maligna hacia células tumorales, capaces de migrar, invadir tejidos
adyacentes, y metastatizar 6rganos distales. Imagen adaptada de Kalluri et al, 2009.

5.2. Transicion epitelio-mesénquima y cancer

La adquisicién de capacidades propias de células mesenquimales por parte de las
células epiteliales implica una progresion maligna de las mismas, a través de un
proceso biolégico en el que se suprimen los marcadores celulares epiteliales, las
células pierden su polaridad, y las uniones célula-célula también se ven alteradas.
Esto provoca cambios en la morfologia celular y en el citoesqueleto, lo que hace
que las células pierdan el fenotipo epitelial y adquieran una morfologia similar a
fibroblastos, ademas de inducir capacidades de migracion e invasion celular (33).
Estos cambios estan acompafiados por la pérdida de marcadores epiteliales en
las células, tales como E-cadherina, Zonula Occludens-1 (Z0O-1), y citoqueratinas,
asi como por un incremento de los marcadores mesenquimales que incluyen N-
cadherina, Vimentina, actina de musculo liso, y proteina-1 especifica de
fibroblastos, ademas de la produccion de componentes de matriz extracelular

como colageno tipo | y fibronectina (34). Por otro lado, también cabe destacar que
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la la desestabilizacion del complejo E-cadherina/p-catenina deriva en la
acumulacion citoplasmatica de la proteina p-catenina, que es capaz de
translocarse al nucleo donde actua como activador de Tcf-1/LEF, y por tanto
comienzan a expresarse genes que codifican proteinas con un importante papel
como oncogeénico, tales como Ciclina D1 y c-Myc, que como resultado final

pueden inducir un proceso de TEM (35).

El conjunto total de senales que contribuyen al proceso de TEM asociado
al cancer no esta perfectamente definido. Una de las hipétesis plantea que las
alteraciones genéticas y epigenéticas, que sufren las células tumorales durante el
proceso de formacién de tumor primario, se inducen mediante las comunicaciones
heterotipicas originadas por las células del estroma asociado al tumor. Ademas,
las células estromales también pueden secretar factores de crecimiento, como el
factor de crecimiento hepatico (HGF) (36, 37), el factor de crecimiento epidérmico
(EGF) (38), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (39), y el factor
de crecimiento transformante beta (TGF-f) (40), que pueden inducir la expresion
de los factores de transcripcion Snail, Slug, ZEB-1, ZEB-2 y Twist (41-44). Estos
factores de transcripcion actuan como represores transcripcionales de la proteina
E-cadherina, disminuyendo la expresién de la misma en la membrana celular, lo
que implica la pérdida de uniones célula-célula y de la polaridad apical. También
se ha observado que la pérdida de E-cadherina durante la progresion tumoral va
acompanada de la expresion de novo de las cadherinas mesenquimales N-
cadherina, P-cadherina, cadherina-6, cadherina-11. Asi por ejemplo, la
sobreexpresiéon de N-cadherina en diferentes tipos de cancer como cancer de
préstata o mama promueve la motilidad y la migracion celular, y sustituye a la E-
cadheria en los contactos célula-célula provocando un efecto opuesto en el
mantenimiento de los contactos celulares, denominado “cadherin switch” (45). En
cancer colorrectal se ha observado un incremento significativo de la expresion de
N-cadherina con respecto al tejido sano adyacente, y se ha relacionado con una
baja diferenciacion tumoral que se traduce en una baja supervivencia y baja tasa
de supervivencia libre de enfermedad (46). De la misma forma, en cancer epitelial
de vejiga se ha propuesto el intercambio de E-cadherina por N-cadherina como un
factor de malignidad que capacita a las células tumorales epiteliales de vejiga de
un fenotipo invasivo (47). Ademas, se ha observado una asociacion entre N-

cadherina y diferentes miembros de la familia del factor de crecimiento de
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fibroblastos (FGF) en multiples tumores, lo que facilitaria el mantenimiento de la
fosforilacion de E-cadherina en los residuos de tirosina y su subsecuente
endocitosis y desaparicion de los contactos celulares. P-cadherina y cadherina-11
se expresan en tumores de mama invasivos, y cadherina-6 se encuentra
sobreexpresado en carcinoma renal, lo que se correlaciona con mal pronéstico
(48).

Las vias de sefalizacion intracelular donde estan implicadas dichas
proteinas, al igual que la expresion de proteinas de membrana caracteristicas,

son necesarias para completar el programa de TEM (Figura 7).
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Figura 7. Transicion epitelio-mesénquima y progresion tumoral. Las células epitealiles
(izquierda) estan unidas entre si mediante uniones adherentes a través de la proteina E-
cadherina, que esta unida al citoesqueleto de actina mediante la interaccion con diferentes
cateninas. El proceso de TEM se caracteriza por la disminucion de los niveles de expresion
de E-cadherina; a nivel transcripcional, se han descrito diferentes represores
transcripcionales como Snail, Twist y Zeb-1/Zeb-2. Esta disminuciéon del marcador epitelial
E-cadherina se completa con la induccidon de marcadores mesenquimales como vimentina,
N-cadherina o fibronectina, y la translocacién de B-catenina al nucleo, que en conjunto
inducen un fenotipo mesenquimal (derecha). Imagen modificada de Aparico et al, 2013.
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5.3. Plasticidad epitelial: implicaciones clinicas

Generalmente, la TEM es un proceso transitorio y reversible, es decir, las células
epiteliales que han adquirido capacidades y fenotipos mesenquimales pueden
revertir el proceso y volver a su estado inicial epitelial diferenciado si se someten
a proceso inverso denominado transicion mesénquima-epitelio (TME). Este
proceso transitorio y reversible recibe el nombre de plasticidad epitelial (49).
Ademas, es un proceso dinamico en el que las células se mueven por diferentes
estados intermedios a lo largo de todo el espectro epitelio-mesénquima, pudiendo

existir TEM parcial.

A nivel clinico, el proceso de TEM tiene lugar en el carcinoma primario, en
estadios tempranos de la invasién y la metastasis, y cuando las células han
alcanzado o6rganos distales y forman micrometastasis, tiene lugar el proceso
inverso denominado TME. El papel de la TEM en la progresion tumoral esta en
debate porque la identificacion y deteccion de células tumorales circulantes
(CTCs) que sufren un proceso de TEM en el torrente sanguineo de pacientes
oncoldgicos es muy dificil debido a que estan presentes en muy bajo numero. Las
CTCs son células tumorales que se desprenden del tumor primario y viajan por el
torrente sanguineo hasta alcanzar otras partes del cuerpo originando metastasis
tumorales (50) (Figura 8). Las metastasis tumorales son las causante de la
mayoria de muertes por cancer, aunque el proceso bioldgico de la metastasis es
muy poco eficiente, dado que menos del 0.01% de las células presentes en el
tumor primario son capaces de acceder al torrente sanguineo y dar lugar a
metéstasis (51). En algunas ocasiones, alrededor de 4-5% de las metastasis
clinicas ocurren incluso antes de detectar el tumor primario, lo que sugiere que el
proceso de TEM ha tenido lugar antes de que el tumor crezca en el 6rgano
primario (52). Existen diferentes abordajes planteados para frenar las metastasis
a través de la accién sobre la TEM: 1) Inhibir la induccion de la TEM, 2) Promover
la TME, o 3) Eliminar o inhibir funcionalmente a las células tumorales
mesenquimales (53). Uno de los primeros abordajes planteados para bloquear la
metastasis fue inhibir el proceso de TEM para prevenir la diseminacion de células
tumorales desde el tumor primario. Sin embargo, aunque la aplicacién de esta
estrategia es efectiva en algunos tipos de cancer especificos, como el carcinoma

de ovario (54), se ha observado que este abordaje podria favorecer la formacion

41



Introduccion

de tumores secundarios al inducir la TEM, que favoreceria la colonizacién del
tejido y el crecimiento del tumor secundario o micrometastasis (55). Por otro lado,
aparte de la importancia del proceso de TEM en la invasion y la metastasis, se ha
observado una relacion directa entre TEM vy resistencia a quimioterapia.
Actualmente, existen multiples ensayos clinicos que testan compuestos cuya
diana terapéutica son genes implicados en el proceso de plasticidad epitelial. Por
ejemplo, la deteccibn de altos niveles de Zeb-1 y Twist, represores
transcripcionales de E-cadherina, y la reduccion de E-cadherina y otros
marcadores epiteliales se relaciona con la resistencia al tratamiento con diferentes
drogas, como son 5-fluorouracilo, gemcitabina o cisplatino (56). Ademas, la
disminucién en la expresion de E-cadherina se utiliza en el ambito clinico como
factor de mal pronéstico, ya que se relaciona con una baja diferenciacion epitelial
de las células tumorales y se asocia a procesos de invasion y metastasis que
implican baja supervivencia en diferentes tipos de cancer como el cancer de

mama o cancer colorrectal (57, 58).
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Figura 8. Plasticidad epitelial. Las células epiteliales normales pueden sufrir alteraciones
fisiolégicas que inducen un cambio de fenotipo epitelial a mesenquimal, lo que conlleva al
aumento de expresion de marcadores mesenquimales en detrimento de los marcadores
epiteliales, durante un proceso de TEM que induce caracteristicas motiles e invasivas en el
tumor primario. Entonces, las células tumorales son capaces de migrar e invadir el tejido
adyacente, alcanzar al torrente sanguineo y finalmente extravasarse y colonizar érganos
distales, momento en el que sufren el proceso reverso de transicion mesénquima-epitelio
(TME) y forman asi un tumor secundario o micrometastasis. El proceso de TEM esta
asociado a las células madre tumorales (CSCs) que circulan por el torrente sanguineo, y su
deteccién en sangre periférica de pacientes oncoldgicos puede ayudar en la evaluacién de
la progresion tumoral y la metastasis. Imagen obtenida de Aparico et al, 2015.

6. Uniones adherentes: E-cadherina

Tal y como se ha descrito anteriormente, la E-cadherina es el miembro prototipo
mejor caracterizado de las uniones adherentes en células epiteliales de
mamiferos. E-cadherina es un supresor de tumores y su pérdida de expresion es
un marcador de TEM, y esta asociada a estadios tempranos de invasion y
metastasis, a un menor grado de diferenciacién, y a un prondstico clinico malo.
Por ello, el estudio de la regulacién de la E-cadherina en las uniones adherentes
es importante, dado que su pérdida marca los estadios tempranos de cancer,

antes de que las metastasis se produzcan.
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Las células epiteliales se mantienen unidas entre si para estructurar el
epitelio que formara parte de un tejido polarizado e integro. Los animales
vertebrados poseen cuatro tipo de uniones intercelulares (59) que en conjunto
reciben el nombre de complejo de unién celular, (Figura 9) y son: 1) Uniones
estrechas, mantienen la barrera epitelial evitando el transito de moléculas
pequefias de una capa a otra, 2) Uniones adherentes, asociadas con el
citoesqueleto de actina, 3) Uniones gap, canales intercelulares que permiten el
transporte directo célula-célula de iones y pequefias moléculas, y 4)
Desmosomas, un tipo especializado de uniones célula-célula mediado por

cadherinas, que se une a los filamentos intermedios.

Microvellosidad
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Uniones
estrechas

Uniones
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Figura 9. Uniones celulares en tejido epitelial de vertebrados. A, Detalle de células
epiteliales intestinales de vertebrado donde se observa el complejo de unién formado por
uniones estrechas, uniones adherentes, uniones gap, y desmosomas, que en conjunto
mantienen unidas las células epiteliales del epitelio. B, Observacién de las uniones
celulares en una muestra de epitelio intestinal de ratéon analizadas mediante microscopia
electrénica de trasmision. Imagen adaptada de Tsukita et al, 2001.

Las uniones adherentes son estructuras adhesivas dependientes de
cadherina, que estan ligadas a los filamentos de actina del citoesqueleto celular.
Las cadherinas fueron identificadas por primera vez en los laboratorios de
Takeichi, Kemler y Jacob, como una superfamilia de glicoproteinas de membrana
que median la adhesién célula-célula dependiente de calcio. Dentro de esta

superfamilia, se han descrito los cinco subgrupos de cadherinas siguientes:
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cadheridas clasicas, cadherinas atipicas, cadherinas demosomales, cadherinas
flamingo, y protocadherinas. Las primeras que se descubrieron y en las cuales se
han realizado los principales estudios son las cadherinas clasicas (60). Las
cadherinas clasicas se clasificaron originariamente en funcidn del tejido en el que
se expresaban mayoritariamente: epitelial (E), neural (N), vascular-endotelial (VE),
placental (P), retinal (R), y de rifdn (K) (34), aunque estos patrones de expresion
no son exclusivos, y las cadherinas se pueden localizar en diferentes tipos de

tejidos.

Las uniones adherentes estan formadas por glicoproteinas que presentan
una regién transmembrana y median la unién a la superficie extracelular de
células epiteliales adyacente a través del dominio extracelular, ademas de ser
responsables de la respuesta inter- e intracelular, ya que las proteinas citosodlicas
asociadas a su dominio citosdlico estan unidas estructuralmente al citoesqueleto,
permitiendo asi a las células individuales que conforman el epitelio funcionar
como un tejido coordinado que mantiene la organizacion del epitelio y la
comunicacién con el microambiente. La alteracion de las uniones adherentes es
un rasgo asociado a los procesos tumorales, por lo que en este trabajo se
profundizara en la descripcion de las uniones adherentes, y su implicacién en los

procesos tumorales (61).

6.1. Estructura de la E-cadherina

La E-cadherina es el miembro prototipo mejor caracterizado de la familia de
cadherinas. Se expresa en todos los epitelios presentes en mamiferos, y
funcionalmente se ha relacionado con el mantenimiento de la polaridad apico-
basal, la preservacion de la supervivencia, y el control de la proliferacién celular
(62). Esta proteina esta codificada por el gen cadherin 1 (CDH1) presente en el

brazo largo del cromosoma 16.

El precursor de la proteina E-cadherina es un polipéptido de secuencia
corta que es importado al reticulo endoplasmatico, donde es procesado primero
en un pro-péptido de 130 aminoacidos (aa), y un polipéptido maduro de 728 aa
(63). La forma madura de la E-cadherina presenta un dominio transmembrana de
un solo paso, un dominio citoplasmatico de aproximadamente 150 aa, y un

dominio extracelular dimérico de 550 aa (64) (Figura 10).
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Figura 10. Representacion esquematica de la estructura de E-cadherina. A, La
proteina E-cadherina presenta un dominio intracelular, una regién transmembrana y una
dominio extracelular. B, Las células epiteliales adyacentes se mantienen unidas, en parte,
mediante uniones adherentes en las que se establecen interacciones entre los dominios
extracelular de la E-cadherina de cada una de las células (panel derecho). Imagen
modificada de Biswas et al, 2017.

4 Dominio extracelular

El dominio extracelular dimérico de 550 aa esta formado por cinco dominios
repetidos en tandem que unen calcio, y permiten el establecimiento de
interacciones homofilicas a través de los dominios extracelulares de E-cadherina
presentes en la superficie de las células adyacentes, formando asi los contactos
célula-célula. De los cinco dominios, cuatro de ellos se denominan repeticiones de
cadherina extracelular, y el quinto dominio se designa como dominio extracelular
proximal a membrana (65). Cada una de las cinco repeticiones extracelulares
estan formadas por aproximadamente 110 aa, cuya estructura es similar a una
inmunoglobulina. Esta estructura del dominio extracelular se altera por la unién de
iones Ca’* a cuatro regiones situadas entre las cinco repeticiones de E-cadherina
(66) (Figura 11).
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Figura 11. Complejo E-cadherina/cateninas en las uniones adherentes. El dominio
extracelular de la E-cadherina es un homodimero, donde cada uno de los mondémeros esta
formado por cinco dominios repetitivos (EC1, EC2, EC3, EC4 y EC5) que se mantienen
unidos entre si mediante iones de calcio (Ca2+). El dominio intraceluar de la E-cadherina es
capaz de interaccionar con la proteina p120 en la regién de juxtramembrana, y con (-
catenina en la region distal que activa la unidon de a-catenina. Esta proteina es capaz de
unirse a actina, estableciendo asi una relacion entre las uniones adherentes y el
citoesqueleto celular, y a otras proteinas de unién a actina como son a-actinina, vinculina y
formina-1. Imagen adaptada de Gumbiner et al, 2005.

4 Dominio citoplasmatico

El dominio citoplasmatico se divide en los dominios: 1) Dominio de
juxtamembrana, y 2) Dominio de unién a p-catenina (63). A través de este ultimo
dominio establece conexiones con diferentes cateninas, como p-catenina o y-
catenina (placoglobina), que van a jugar un papel fundamental en la sefalizacion
celular. La proteina -catenina o y-catenina (placoglobina), ambas son homdlogas
a la proteina armadillo de Drosophila melanogaster, presentan varios dominios de
repeticion de 42 aa. y-catenina es un homodlogo de f-catenina, y pueden
intercambiarse bajo ciertas circunstancias, aunque y-catenina esta mas ligada con

su asociacion a desmosomas (60).

La union de p-catenina a través de 12 repeticiones de 42 aa al dominio

citoplasmatico de E-cadherina implica un cambio estructural en la conformacion
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de la proteina, critico para el transporte de la E-cadherina recién sintetizada en el
citoplasma hacia la membrana celular, responsable de formar los contactos
célula-célula (67). La estructura E-cadherina/pB-catenina se asocia con la proteina
a-catenina a través de la regién amino-terminal de p-catenina. a-catenina es un
homodimero cuando se encuentra en solucién, pero se disocia para unirse al
complejo E-cadherina/p-catenina a la membrana celular como monémero. Esta
proteina estabiliza al complejo E-cadherina/p-catenina mediante su union directa
a la proteina F-actina, que forma parte de los filamentos de actina del
citoesqueleto, un proceso fundamental para la estabilizacion de las uniones
intercelulares, para la estabilidad mecanica de la célula, y para el mantenimiento
de la polaridad epitelial a través del citoesqueleto de actina. También puede
mediar la unién al citoesqueleto de actina de forma indirecta a través de proteinas
como vinculina, a-actinina y ZO-1. La asociacion de las uniones adherentes con el
citoesqueleto tiene que ser dinamica, para poder adaptarse a los cambios
intercelulares que ocurren durante los multiples procesos bioldgicos vy fisiolégicos

del organismo como la morfogénesis, y la homeostasis tisular, entre otros.

6.2. Uniones adherentes y microtubulos: Vinflunina

6.2.1. Relacién entre uniones adherentes y microtubulos

Los microtubulos son el componente principal del citoesqueleto celular, estan
formados por filamentos de tubulina (Figura 12A), y proporcionan soporte
estructural en el transporte de vesiculas u organulos ademas de jugar un papel
importante en la morfogénesis celular y la mitosis. Los microtubulos tienen un
comportamiento dinamico en respuesta a la sefalizacion celular, y son
fundamentales en el proceso de mitosis, donde son responsables de la formacién
del huso mitétito implicado en la segregacion de los cromosomas durante la
mitosis celular. Debido a la importancia de los microtubulos en la mitosis, la
proliferacion celular, la angiogénesis, la migracién celular y el transporte
intracelular se han propuesto como diana terapéutica para el disefio de

compuestos antitumorales (67).

Generalmente, en un tejido epitelial, los microtubulos de las células

epiteliales se situan de forma paralela a la superficie lateral de las células con su
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extremo positivo hacia la membrana basal. Pero, en ocasiones, algin grupo de
microtubulos se extienden de forma radial para alcanzar las uniones célula-célula
mediadas por E-cadherina (68), y cuya union sugiere una regulacién directa sobre
las uniones adherentes (Figura 12B). De esta forma, la despolimerizacion de los
microtubulos rompe dichas uniones célula-célula (69), de la misma forma que la
inhibicion de la dinamica de microtubulos, mediante el uso de compuestos
estabilizadores de microtubulos, también rompe las uniones adherentes. Se ha
propuesto que el mecanismo molecular que podria conectar los microtubulos con
las cadherinas podria ser a través de la interaccion de p-catenina, proteina que se
ancla al dominio citoplasmatico de E-cadherina, y con la proteina motora dineina
asociada a microtubulos. También, la proteina p120, localizada en la region
juxtamembrana de E-cadherina que facilita su acoplamiento en la membrana
celular, puede interaccionar directamente con los microtubulos o con las proteinas

kinesinas, que facilitan el transporte vesicular a través de los microtubulos (68).

Cadherin
B-Tubulin ¢
a-Tubulin @

Plasma membrane

Cytoplasm

N
#————p120 catenin
B-catenin

Microtubule

Figura 12. Microtubulos y uniones adherentes. A, Estructura de un microtubulo formado
por filamentos de tubulina (B-tubulina y a-tubulina), que presenta un extremo positivo (+
end), y un extremo negativo (- end). B, Los microtubulos establecen contactos con las
uniones célula-célula mediadas por E-cadherina a través de proteina intermedias, como
son p120 y p-catenina, y ejercen una regulacion directa sobre dichas uniones adherentes.
Imagen adaptada y modificada de Takeichi, 2014.

Estudios previos han demostrado que la inhibicién de la dinamica de
microtubulos no se traduce en la disminucidn de los niveles de E-cadherina que
median las uniones célula-célula, lo que sugiere que los microtubulos actuan

previniendo la dispersion y pérdida de E-cadherina presente en las uniones
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adherentes. Uno de los mecanismos propuestos para la regulacion del
mantenimiento de E-cadherina en las uniones célula-célula es a través del
bloqueo de la interaccidon de miosina Il, proteina motora dependiente de actina,

con E-cadherina evitando asi su dispersion (70).

6.2.2. Inhibidores de microtibulos y transicion epitelio-
mesénquima

El citoesqueleto celular, que en su conjunto esta formado por el citoesqueleto de
actina, los filamentos intermedios y la red de microtubulos, juega un papel
fundamental en el proceso de TEM, ya que la reorganizacion del citoesqueleto de
actina durante la progresion tumoral es un paso clave en la adquisiciéon de
capacidades migratorias e invasivas de las células tumorales que promueven la
metastasis celular. También se ha observado una sustitucién de la citoqueratina
presente en los filamentos intermedios por Vimentina durante la TEM (71). La red
de microtubulos proporciona la fuerza motora necesaria para la migracion celular
durante la progresién tumoral. Los microtubulos se distribuyen uniformemente en
el citoplasma celular de células epiteliales no transformadas, mientras que las
protusiones en la membrana celular, caracteristicas de la pérdida de polaridad
apico-basal en células epiteliales sometidas a procesos de TEM, son estructuras

asociadas a microtubulos (72).

A nivel biolégico, el impacto de los microtubulos sobre el crecimiento y la
proliferacion celular esta ampliamente descrito, hasta el punto de que in vivo se
emplean compuestos que inhiben la polimerizacion y la dinamica de los
microtubulos para el tratamiento de pacientes con cancer (73). Los compuestos
antimitéticos que se unen a microtubulos se clasifican en dos grupos: 1) Agentes
estabilizadores de microtubulos, y 2) Desestabilizadores de microtubulos que
actuan inhibiendo la polimerizacién. Algunos ejemplos son la vinflunina y el
nocodazole. Ademas, el compuesto quinolin-6-yloxyacetamides identificado
inicialmente como un fungicida frente a un amplio rango de fitopatégenos (74), se
ha descrito como un desestabilizador de microtubulos con propiedades
antiproliferativas en células tumorales de pulmén y ovario resistentes al

tratamiento con otras drogas (75).

50



Introduccion

Dada la relevante asociacién entre las uniones adherentes dependientes
de E-cadherina y el citoesqueleto, se ha planteado la posibilidad de que las
drogas que actuan inhibiendo la dinamica de microtubulos, principal componente
del citoesqueleto formado por filamentos de tubulina, puedan tener un impacto

sobre las adhesiones celulares (76).

6.2.3. Vinflunina y su papel en cancer de vejiga

Los alcaloides de la vinca son un conjunto de agentes anti-mitéticos y anti-
microtubulos que se llevan utilizando en clinica desde hace 40 afos. Sus
miembros de origen natural, la vinblastina y la vincristina, se aislaron de las hojas
de la planta Catharanthus roseus, comunmente conocida como vinca de
Madagascar, y se utilizan con fines medicinales desde el siglo XVII. Sin embargo,
no fue hasta finales de 1950 cuando se descubrieron sus propiedades como
antimitéticos, y su potencial uso como antitumorales con efectos beneficiosos en
los procesos tumorales hematolégicos (77). A partir de entonces, su eficacia
clinica en combinaciéon con otros compuestos promovié el desarrollo de nuevos

analogos quimicos semi-sintéticos, entre los que se incluye a la vinflunina (VFL).

La VFL es un alcaloide de la vinca semi-sintético que inhibe la dinamica
de microtubulos in vitro e in vivo (78). Actia despolimerizando los microtubulos e
inhibiendo la formacion del huso mitético, lo que bloquea la mitosis celular e
induce la apoptosis de las células tumorales (73). En el 2009, esta droga fue
aprobada por la Agencia Europea de Medicamentos como tratamiento para
pacientes con carcinoma urotelial resistente al tratamiento quimioterapico de
primera linea con cisplatino. Ademas, se han observado que la VFL presenta
propiedades anti-angiogénicas, anti-vasculares y anti-metastaticas in vitro e in
vivo (79). En base a la acciéon de la VFL como inhibidor de microtubulos y su
funcién anti-metastasica, es posible que pueda tener un efecto sobre las uniones
celulares mediadas por uniones adherentes, en base a la comunicacion descrita
entre la red de microtubulos y las uniones célula-célula, lo que tendria un gran

impacto sobre la organizacion celular, la polaridad y la motilidad celular (80).
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7. Regulacion de E-cadherina

Mediante multiples estudios clinicos y experimentales se ha demostrado que la
pérdida de E-cadherina es frecuente en la mayoria de los canceres humanos de
origen epitelial (81, 82). Los niveles totales de E-cadherina expresados en las
células dependen del balance entre la sintesis y la degradacion, y son
fundamentales para mantener la adhesion celular. La adquisicién de fenotipo
maligno altamente invasivo se define por la pérdida de E-cadherina, y
generalmente esta asociado con dispersion metastatica de las células tumorales
(83). En algunos tumores diferenciados de pacientes se detecta expresion de E-
cadherina, pero en general existe una correlacion inversa entre los niveles de E-
cadherina, el estadio tumoral y la tasa de mortalidad del paciente (81, 84)
Ademas, también se ha observado que el re-establecimiento de los complejos
formados por la interaccion de E-cadherina con B-catenina, y-catenina y p120, da
lugar a una reversion del fenotipo mesenquimal hacia fenotipo epitelial de células

tumorales en cultivo (85).

7.1. Reguladores de E-cadherina

Dada la gran importancia de la pérdida de E-cadherina en el proceso de TEM y en
la progresion tumoral, se han estudiado extensamente los reguladores de E-

cadherina (Figura 13), entre los que se encuentran:

4 Reguladores genéticos o epigenéticos

En varios tipos de tumores se han identificado alteraciones genéticas del gen
CDH1, que codifica para E-cadherina, y que causan la pérdida de su
funcionalidad. Por ejemplo, alteraciones somaticas de CDH17 se han observado en
canceres de mama, ovario, y endometrio. Ademas, se han identificado
mutaciones en la linea germinal en pacientes con predisposicién de sufrir cancer
gastrico (86). Otro factor que provoca la pérdida de expresion de E-cadherina en
células tumorales es la metilacion aberrante o hipermetilacion de la regién del
promotor de CDH1 que corresponde con islas CG, como ocurre en canceres de

higado, de prostata y colorrectal.

¢ Reguladores transcripcionales
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Existen diferentes moduladores de E-cadherina a nivel transcripcional. En
concreto, la accion de diferentes represores transcripcionales de E-cadherina
durante la TEM, como Snail, Slug, Twist, ZEB-1, y ZEB-2, estda muy bien
establecida. La unién de estos factores de transcripcién al promotor del gen de E-

cadherina da lugar a la pérdida de expresién de esta proteina (43, 87).

4 Reguladores post-traduccionales

Existen diferentes niveles de regulacion a nivel post-traduccional, entre los que se
encuentran la fosforilacion, la glicosilacion o la proteolisis. La fosforilacion de los
residuos de tirosina de E-cadherina esta mediada por receptores tirosina quinasa,
como son EGF y FGF, y el no receptor tirosina quinasa c-Src, que son
responsables de la fosforilacion de E-cadherina, lo que resulta en la pérdida de E-
cadherina en los contactos célula-célula, y en la pérdida de polaridad celular (88).
Del mismo modo, la proteina caseina quinasa 1 (CK1) es una serina/treonina
quinasa que también actia como un regulador negativo de E-cadherina mediando
la fosforilacién de residuos de su dominio citoplasmatico (89). Otro ejemplo bien
establecido es la degradacidon proteolitica de E-cadherina por diferentes
metatoproteasas de matriz (MMP) como son MPP2, MPP9 y MPP14. El resultado
de la degradacion de la longitud completa de la E-cadherina es una forma soluble
de 80 kDa, que se encuentra con frecuencia en células tumorales en cultivo y en

muestras de biopsias tumorales (90).

En el afio 2002, se describio el primer regulador post-traduccional de la
estabilidad de la proteina E-cadherina. Este regulador, denominado Hakai por su
significado de destruccién en japonés, se describio como una E3 ubiquitina-ligasa
que media la ubiquitinizacion y la degradacién de E-cadherina de un modo
dependiente de fosforilacion, lo que provoca su desaparicion de los contactos
celulares, y por tanto la alteracién de las uniones celulares (91). La regulacién y
accién de Hakai sobre los niveles de expresion de E-cadherina se desarrollaran

en profundidad mas adelante.
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Figura 13. Mecanismos moleculares de regulaciéon de los niveles de expresiéon de E-
cadherina. La proteina E-cadherina esta codificada por el gen CDH1 que se localiza en el
brazo largo del cromosoma 16 (16g22.1), una regién que presenta una elevada tasa de
heterocigosis en diferentes tipos de carcinomas humanos. La regulacion de los niveles de
expresion de E-cadherina puede ocurrir a nivel genético con mutaciones que inactivan su
expresion, a nivel epigenético mediante la metilacion del promotor del gen de E-cadherina,
a nivel transcripcional mediante la unién de represores transcripcionales que impiden su
transcripcion, y a nivel post-traduccional mediante fosforilizacién, glicosilacion, proteolisis u
otras modificaciones. Imagen modificada de van Roy et al, 2008.

7.2. Sintesis, endocitosis, reciclaje y degradacion de E-cadherina

La cantidad de E-cadherina presente en la superficie celular pone de manifiesto
un complejo mecanismo que implica su transporte, acomplejada con f-catenina
desde el citoplasma, donde es sintetizada por el aparto de Golgi, hasta la
membrana celular (92). La E-cadherina presenta un motivo dileucina en la region
de juxtamembrana que es critico para el reconocimiento de la membrana
plasmatica, y su posterior uniéon a la misma (93). En la membrana celular, la E-
cadherina de una célula es capaz de interaccionar con la E-cadherina de células
adyacentes formando uniones célula-célula. Alternativamente, la E-cadherina

libre, que no forma interacciones, es endocitada formando vesiculas endociticas.
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Las vesiculas endociticas se dirigen hacia un érgano endocitico denominado
endosoma temprano, donde se determina el reciclaje de E-cadherina hacia la
membrana plasmatica o su transporte irreversible hacia los lisosomas para su
degradacion (94) (Figura 14).
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Figura 14. Ruta de sintesis, endocitosis, reciclaje y degradacion de la proteina E-
cadherina. La proteina p-catenina se asocia con E-cadherina en etapas muy tempranas de
su sintesis en el aparato de Golgi. Este complejo B-catenina/E-cadherina es transportado
hacia la membrana basolateral donde interacciona con las proteinas p120 y a-catenina, lo
que provoca su ensamblaje funcional, pudiendo establecer interacciones con el dominio
extracelular de E-cadherina de células adyacentes. Una vez en la membrana, la E-
cadherina puede sufrir un proceso de endocitosis, por el cual es transportada hacia los
endosomas tempranos, desde donde puede ser reciclada de nuevo hacia la membrana
celular por los endosomas de reciclaje, o dirigirse hacia los endosomas tardios para
finalmente degradarse en los lisosomas. Imagen adaptada de van Roy et al, 2008.

Como se ha mencionado, aunque la pérdida de E-cadherina en los
contactos célula-célula se ha propuesto como un pre-requisito para la invasion
celular de los tumores y la formacion de metastasis, parece que Unicamente la
pérdida de E-cadherina no es suficiente para promover la invasion celular, si no

que se requieren otras sefales adicionales, como la activacién de la ruta de Wnt,
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mediada por -catenina que se transloca al nucleo donde actua como factor de
transcripcion activando la expresion de onocogenes, o bien mediante la
estimulaciéon de GTPasas, como Rho, Rac y Cdc42 que estan implicadas en

migracion celular mediante la modulacion del citoesqueleto de actina (95).

El gen del virus aviar del sarcoma de Rous (v-Src) fue el primer oncogén
definido, y que codifica para la primera tirosina quinasa citosolica reconocida
capaz de anclarse a la membrana celular, independiente de receptor, y que
pertenece a la familia de no-receptor tirosina quinasa. La proteina quinasa v-Src
se encuentra activada de forma aberrante en la mayor parte de canceres, debido
a la sobreexpresion o desregulacion de receptores de factores de crecimiento
presentes en la membrana plasmatica , como son el receptor de factor de
crecimiento epitelial (EGFR), el receptor 2 del factor de crecimiento epitelial
humano (HER2), el receptor de factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGFR), el receptor de crecimiento fibroblastico (FGFR), el receptor de factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), integrinas o la quinasa de adhesién focal
(FAK). La sobreexpresion de estos receptores, de sus ligandos, o de ambos, es
comun en muchos tipos de tumores, y concurren con la desregulacion de la
actividad de la tirosina quinasa de v-Src (96), que se transloca del citoplasma a la
membrana plasmatica, donde se activa mediante fosforilacién del residuo tirosina
Y416 actuando como un promotor tumoral que regula procesos oncogénicos. El
incremento de la actividad de v-Src favorece la formacion de adhesiones célula-
matriz y su union a integrinas, receptores de superficie celular que interaccionan
con la matriz extracelular, facilitando la motilidad celular (97). Multiples estudios
han demostrado que la actividad de v-Src se incrementa durante la progresion en
diversos tipos de canceres, adquiriendo un papel fundamental en el desarrollo de
metastasis, ya que facilita la migracién e invasion de las células tumorales del
tumor primario, al disminuir la expresion de E-cadherina en los contactos célula-
célula a través de su fosforilacion en residuos de tirosina, e incrementar la
expresion de proteasas que degradan la matriz extracelular. Todo ello induce un
proceso de TEM en el que se reducen los niveles de expresion de E-cadherina, y
también se incrementa su endocitosis y degradacién via protesoma y/o lisosoma.
Esto se demostrado en la linea celular Madin-Darby canine kidney (MDCK), un
modelo celular epitelial no transformado utilizado clasicamente para el estudio de

TEM, en el que tras la fosforilacibn de E-cadherina por v-Src, ésta es
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ubiquitinizada y endocitada, proceso que es mediado por la union de la E3

ubiquitina-ligasa Hakai (91, 96).
8. Ubiquitinizacion: E3 ubiquitina-ligasa Hakai

8.1. Proceso de ubiquitinizacion

El proceso de ubiquitinizacion consiste en la adicion de una o varias moléculas de
ubiquitina, una proteina pequefia, de manera covalente a una proteina diana. Este
marcahe puede tener diferentes consecuencias. Aunque la mas estudiada es la
degradacion de la proteina diana via subunidad 26S del proteasoma, pueden
también alterar su ubicacién celular, afectar su actividad, y promover o prevenir

las interacciones de proteinas (98, 99).

La ubiquitina es una proteina ubicua muy conservada de 76 aa, con una
glicina en el extremo carboxilo terminal por donde se une al nitrdgeno epsilon de
una lisina del sustrato. La ubiquitinizaciéon es un proceso post-traduccional en el

que participan tres enzimas (100, 101) (Figura 15):

4 E1, Enzima activadora de ubiquitina. Esta enzima se encarga de activar a la

ubiquitina mediante la hidrélisis de ATP, estableciéndose un enlace tioéster entre

la enzima E1 y la ubiquitina.

4 E2, Enzima conjugadora de ubiquitina. Se transfiere la ubiquitina del centro

activo de E1 a E2 a través de la reaccion de transtioesterificacion.

4 E3, Enzima ubiquitina-ligasa. Miembro terminal de la cascada de enzimas que

reconoce el sustrato, y por tanto marca la especificidad del sustrato elegido a
ubiquitinizar. Las enzimas E3 ubiquitina-ligasas son capaces de interaccionar

tanto con la enzima E2 como con el sustrato.

Ademas, existen otras enzimas denominadas deubiquitinasas que
reconocen e hidrolizan el enlace entre el residuo de glicina de la molécula de
ubiquitina y la lisina del sustrato, por lo que deubiquitinizan los sustratos. Estas

enzimas reciclan ubiquitina para mantener una fuente de dichas moléculas libres,
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y editan los conjugados con ubiquitina. La ubiquitinizacion es un proceso

enormemente regulado (102-104).
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Figura 15. Proceso de ubiquitinizacion. Proceso mediado por tres enzimas: E1, Enzima
activadora de ubiquitina; E2, Enzima conjugadora de ubiquitina; y E3, enzima ubiquitina-
ligasa. La enzima E3 ubiquitina-ligasa media la etapa final de ubiquitinizaciéon de sustratos
fosforilados en residuos de tirosina induciendo su degradacion via lisosoma o proteasoma.
Tanto la fosforilacion como la ubiquitinizaciéon son procesos reversibles regulados por la
actividad de fosfatasas y DUBs, respectivamente. Imagen obtenida de Murata et al, 2009.

La ubiquitinizacidon es, en general, un proceso muy regulado en el que
frecuentemente la fosforilacién de las proteinas sustrato constituye la sefal de
reconocimiento de las E3 ubiquitina-ligasas especificas, o bien permite la re-
localizacion celular del sustrato (102). En la reaccion de ubiquitinizacion, las
enzimas E3 ubiquitina-ligasas son las responsables de conferir la especificidad de
sustrato. Cada vez existen mas evidencias en la literatura que muestran la
existencia de desregulacion de E3 ubiquitina-ligasas en cancer. De hecho,
algunas E3 ubiquitina-ligasas se encuentran sobreexpresadas en canceres
humanos, lo cual se relaciona con un aumento a la quimioresistencia y un

prondstico clinico malo (105, 106).
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La degradacién de proteinas via ubiquitina-proteasoma es un mecanismo
esencial en multiples procesos celulares, incluyendo la regulacion de la expresion
génica, la respuesta a estrés o el ciclo celular. El descubrimiento de este proceso
fue tan importante que el Dr. Aaron Ciechanover, el Dr. Avram Hershko y el Dr.
Irwin Rose fueron galardonados con el Premio Nobel de Quimica en el afio 2004
(107, 108) dado que la degradacion de proteina abria una nueva ruta para el

descubrimiento de nuevos farmacos contra el cancer.

8.2. E3 ubiquitina-ligasa Hakai

En el afno 2002, se identific6 un nuevo regulador post-traduccional de la
estabilidad de la E-cadherina, que se denominé Hakai, que en japonés significa
“destruccién”, ya que induce la ubiquitinacion y posterior degradacion de E-
cadherina que implica su pérdida de los contactos célula-célula, fundamentales
para el mantenimiento de la cohesién y la integridad de los tejidos (91). Desde
entonces, numerosas publicaciones de impacto han descrito nuevas funciones
biolégicas de Hakai senalando su influencia en la progresién tumoral (109-111).
La excesiva degradacion de E-cadherina, como la producida cuando Hakai esta
sobreexpresada, se relaciona con el proceso de invasion y metastasis, sugiriendo
su participaciéon en la progresion tumoral (112). El gen Cbl proto-oncogene like 1
(CBLL1) codifica para la proteina Hakai que actia como una enzima E3
ubiquitina-ligasa, y que reconoce E-cadherina como sustrato especifico cuando
dicha proteina esta fosforilada en los residuos de tirosina Y753 e Y754 del tallo
citoplasmatico tras la activaciéon de la tirosina quinasa v-Src. Se ha demostrado
que la fosforilacién del residuo de tirosina Y754 es critica para el reconocimiento
de E-cadherina como sustrato de Hakai (113). En los siguientes apartados, se

profundizara sobre la estructura molecular de Hakai y sus funciones descritas.

8.3. Estructura de la E3 ubiquitina-ligasa Hakai

Aunque el proceso de ubiquitinizacion esta altamente regulado, se sabe que son
las enzimas E3 ubiquitina-ligasas las que reconocen el sustrato especifico a
ubiquitinizar. Actualmente, se ha establecido la existencia de tres clases de E3
ubiquitina-ligasas que median la ubiquitinizacién de proteinas con residuos de
tirosina fosforilados: miembros de la familia CBL, Hakai y familia de SOCS (102).

Ademas, la mayor parte de las E3 ubiquitina-ligasas se dividen en dos categorias
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en funcién del disefio estructural de sus dominios: 1) dominio HECT, donde la
enzima E3 recibe la ubiquitina de E2 y la transfiere directamente al sustrato, y 2)
dominio RING finger, en el que la enzima E3 posiciona a E2 cerca del sustrato
para facilitar la transferencia de la molécula de ubiquitina (103, 104). En general,
esta establecido que la ubiquitinizacion de las proteinas solubles, citosdlicas o
nucleares, son degradas via proteasoma, mientras que la ubiquitinizacién de las
proteinas receptoras de membrana son degradadas via lisosomas. No obstante,
existen casos en los que no es asi, como por ejemplo el receptor c-Met en el que

su ubiquitinizacion da lugar a una degradacion proteasomal (114).

Originariamente, la E3 ubiquitina-ligasa c¢c-Cbl fue identificada como
homodloga del oncogen v-Cbl en el retrovirus de ratén. Los miembros de esta
familia de E3 ubiquitina-ligasa (c-Cbl, Cbl-b y Cbl-3) presentan un dominio central
que une zinc denominado RING finger rodeado de los siguiente motivos: 1)
dominio altamente conservado de unién de tirosina fosforilada (pTyr-B) en el
extremo N-terminal y compuesto por un bucle de cuatro hélices, 2) dominio de
unién a calcio denominado “EF hand”, y 3) un dominio atipico SH2 (Src homology
2) (105). Teniendo en cuenta que Hakai esta relacionado con c-Cbl a nivel
estructural y funcional, se establecieron tres dominios: dominio tipico RING-finger
en la regidén amino-terminal, dominio corto pTyr-B, y dominio rico en prolina en el

extremo carboxilo-terminal.

Sin embargo, un reciente estudio publicado en 2012 ha descrito un nuevo
dominio pTyr-B presente en la proteina Hakai, que se denominé Hakai pTyr-b
(HYB) (Figura 16), y que consiste en un homodimero, donde cada mondmero esta
formado por un dominio RING finger, y por otro dominio corto pTyr-B. Por lo tanto,
el dominio HYB presenta cuatro dominios que unen zinc, y que participan en la

union de residuos fosforilados en tirosina rodeados de aminoacidos (115).
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Figura 16. Diagrama esquematico del dominio HYB de la proteina Hakai. El nuevo
dominio identificado como HYB, de sus siglas en inglés Hakai pTyr-binding, esta formado
por dos mondmeros unidos mediante una configuracion antiparalela. Cada mondmero
presenta dos dominios zinc-finger. un dominio RING finger, y el domonio HYB que
incorpora un motivo zinc-finger atipico. Ambos dominios son importantes para la
dimerizacion. Imagen obtenida de Mukherjee et al, 2012.

La dimerizacidon de los mondémeros facilita la formacion del dominio HYB,
que reconoce residuos especificos de tirosina fosforilados. Por ello, la
dimerizacion de Hakai es el Unico pre-requisito para la unién a sustrato, y ocurre a
través de la regidén carboxilo-terminal de Hakai (106-206 aa). Numerosos
miembros de la familia de ubiquitina-ligasas con RING finger necesitan
dimerizacion para ser funcionales (116). Principalmente, la formacién de dimero
es necesaria para la interaccion de la enzima E2 conjugadora de ubiquitina con el
dominio RING finger. En el caso de Hakai, el proceso de dimerizaciéon parece ser
un mecanismo unico para el reconocimiento especifico de sustrato, mas que para
la asociacion con el RING finger. La importancia de la conformacién dimérica para
la formacién del dominio HYB en el reconocimiento de sustrato fosforilado en
residuos de tirosina, hace que este dominio HYB sea estructuralmente diferente
de otros dominios de unidon a residuos de tirosina fosforilados, y por ello se
propone como una buena diana terapéutica para el disefio de inhibidores como

potenciales compuestos terapéuticos contra el cancer (116).

8.4. Funciones in vitro e in vivo

La induccion de TEM como respuesta a diferentes rutas de senalizacion y su
influencia sobre la disminucion de los niveles de E-cadherina mediado por la
accion de Hakai ha sido ampliamente estudiada. Tras la expresién de Src, la E-
cadherina es internalizada y transportada al lisosoma donde se degrada, en lugar
de ser reciclada de nuevo hacia la membrana lateral, lo que sirve como un medio
para asegurar que las células no formen contactos célula-célula, adquiriendo

motilidad. Se ha descrito que esta degradacion via lisosomas de la E-cadherina
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esta mediada por v-Src, Hrs (Sustrato tirosin-fosforilado regulado por HGF), y la
activaciéon de las GTPasas Rab5 y Rab7 (117). Aunque se ha demostrado que la
expresion de Src regula la ubiquitinizacion de E-cadherina via lisosoma (118), no
fue hasta el afio 2008 cuando se describid la ruta completa. Tras la deplecion de
Ca®, Cdc42 (proteina Rho GTPasa) se activa y en consecuencia también lo hace
Src, que también se puede activar por la ruta de EGFR. La activacién de Src
induce la fosforilacidon de los residuos de tirosina del dominio citoplasmatico de E-
cadherina induciendo su ubiquitinizacion mediada por Hakai (119). Ademas,
también se ha descrito la proteina Rack1, que actia como sustrato e inhibidor de
Src (120), promueve las uniones célula-célula estabilizando E-cadherina mediante
el bloqueo de la fosforilacion de los residuos de tirosina en su dominio
citoplasmatico (Figura 17A) (121). Por otro lado, la ruta de TGF-f juega un papel
importante en la TEM y la progresion tumoral (122, 123). Se ha demostrado que
TGF-B y Raf cooperan en la induccion de ubiquitinizacion de E-cadherina, y este
efecto se explica, al menos en parte, por la induccién transcripcional de ARNm de
Hakai en presencia de ambos inductores, TGF-f y Raf. Los autores demuestran
que en estadios tempranos de la TEM inducida por TGF-p y Raf se produce una
regulacion post-traduccional de E-cadherina, mientras que la pérdida de E-
cadherina via represion transcripcional se produce en estadios tardios de la TEM
(124) (Figura 17B).

La ruta Slit-Robo también parece estar relacionada con la degradacién de
E-cadherina debida a la accién de Hakai. Algunos tumores solidos, como el
carcinoma colorrectal humano, secretan la proteina Slit que se une a receptor
transmembrana Roundabout (Robo) expresado por las células endoteliales del
tejido vascular y linfatico para estimular la angiogénesis y la formacién de vasos
linfaticos (125). La ruta de sefalizacién inducida por la interaccién Slit-Robo
recluta Hakai hacia E-cadherina promoviendo su ubiquitinizaciéon y degradacion
via lisosoma, no observandose regulacion transcripcional de E-cadherina mediada
por represores como Snail, Slug, Twist, ZEB-1 o ZEB-2 (Figura 17C). Esta
disminucion de los niveles de E-cadherina mediado por Hakai induce un cambio
fenotipico de epitelial a mesenquimal en carcinoma colorrectal humano modulado
de forma autocrina por Slit-Robo (126). También se ha demostrado que un pH
acido, caracteristico en el microambiente tumoral, activa Src quinasas que dan

lugar a la fosforilacién de los residuos de tirosina del tallo citoplasmatico de E-
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cadherina, lo que contribuye a la inestabilidad de E-cadherina en las uniones
adherentes (127, 128).
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Figura 17. Regulacion de vias de sefalizacion mediadas por Hakai. A, La deplecion de
Ca2+ activaCdc42 para iniciar la activacion de EGFR y Src, que fosforilacion los residuos
de tirosina del tallo citoplasmatico de E-cadherina, que facilita su reconocimiento por parte
de la E3 ubiquitina-ligasa Hakai que media su ubiquitinizaciéon y degradacién. La inhibicion
de Rack 1 en las uniones adherentes de células epiteliales induce endocitosis de E-
adherina. B, Las rutas de sefalizaciéon de TGF-f y Raf regulan la TEM mediante un
mecanismo post-traduccional que media la ubiquitinizacion y degradacion de E-cadherina.
C, La ruta de sefalizacién Slit-Robo induce la transformacién maligna de las células
epiteliales a través de la degradacion de E-cadherina mediada por Hakai. Imagen adaptada
de Aparicio et al, 2012.
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Las funciones de Hakai in vivo fueron descritas por primera vez en
Drosophila melanogaster (129). Se observé que los dobles mutantes de Hakai
morian durante las etapas larvales, lo que sugiere que Hakai es necesaria para la
supervivencia. Sin embargo, Hakai no era indispensable para la proliferacion y la
diferenciacion de la célula en el epitelio del disco del ala, aunque se observaron
defectos en la especificacion y en la migracion celular. No se demostré una
interaccién directa entre Hakai y el dominio citoplasmatico de E-cadherina,
poniendo de manifiesto que, en Drosophila melanogaster, Hakai no juega un
papel directo ni fundamental en la regulacion de los niveles de expresion de E-
cadherina, y sugiriendo que la asociacidon entre ambas proteinas necesita
componentes intermedios capaces de unir a la proteina citoplasmatica Hakai con
el dominio extracelular o transmembrana de E-cadherina. Ademas, cuando Hakai
se sobreexpresa no se detecta en los contactos célula-célula, pero si co-localiza
con E-cadherina en vesiculas intracelulares no identificadas aun pero que difieren
de las descritas previamente como compartimentos endosomales asociados a
Rab5, Rab7 o Rab11 (117). Ademas, la expresion de Hakai es esencial durante el
desarrollo embrionario en Drosophila melanogaster, observandose elevados
niveles de ARNm de Hakai en el blastodermo y en endodermo (tejido que no
expresa E-cadherina) donde se distribuye por el citoplasma, la regién perinuclear
y la membrana plasmatica (129). Existen otros tejidos humanos que expresan
Hakai pero no contienen E-cadherina como son el bazo, el musculo esquelético o
los centros germinales de los ganglios linfaticos (91, 109). Estos datos sugieren la
posibilidad de que existan nuevos y multiples sustratos de Hakai en estos tejidos
humanos, y en la morfogénesis embrionaria temprana de Drosophila
melanogaster (129). En este sentido, se ha descrito que Hakai es capaz de
regular la proliferacion de un modo independiente de E-cadherina. Se ha
demostrado que Hakai interacciona con la proteina PSF de uniéon a ARN en
células que no contienen E-cadherina, aunque no se ha demostrado que Hakai
induzca su ubiquitinizacion. La proteina PSF se une a moléculas de ARN y esta
implicada en procesos celulares tales como transcripcion, procesamiento de
ARNmMm, retencién nuclear o procesos de empaquetamiento de ADN (130). Hakai
altera la unién de PSF a los ARNm diana que codifican para proteinas asociadas
con cancer (109, 110). Asi, se ha propuesto que Hakai regula la proliferacion
celular de una manera independiente a la modulacion de los niveles de expresion

de E-cadheirna. La sobreexpresion de Hakai promueve la proliferacién celular de
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varias lineas celulares en cultivo, mientras que al reducir sus niveles de
expresion, empleando técnicas de ARN pequefio de interferencia (ARNSsi), se
inhibe la proliferacién a través de su accion sobre PSF y Ciclina D1. Ademas,
Hakai colocaliza en el nucleo con PSF, lo que sugiere un papel funcional de Hakai
en el nucleo. Se ha demostrado que Hakai tiene funciones nucleares en células
tumorales de mama, donde Hakai actia como co-represor de receptor de
estrégenos a (ERa), observandose que Hakai compite por los sitios de union de
co-activadores de ERa, como son el co-activador del receptor esteroide-1, o la
proteina de interaccion del receptor de glucocorticoides-1, inhibiendo mediante
unién directa la actividad transcripcional de ERa. Para ejercer este efecto como
co-represor, no se requiere el dominio ubiquitina-ligasa de Hakai. Ademas, la
sobreexpresién de Hakai reprime la activacion de ERa, disminuyéndose la
proliferacion y la migracion celular en cultivo in vitro de la linea celular MCF-7 de
cancer de mama dependiente de ERa (131). Estos datos contrastan con
numerosos estudios previos donde se demuestra que el incremento de expresion
de Hakai induce proliferacion celular en las células MDCK (109). Por otro lado,
también se ha identificado que a través de su dominio RING-finger, Hakai
interacciona, junto con otras proteinas como RBM15, KIAA0853 o
BCLAF1/THRAP3, con la proteina asociada al tumor de Wilms (132). Dicho
complejo de proteinas es necesario para la proliferacion celular. Por todo ello, es
posible que Hakai pueda ejercer un control negativo o positivo sobre la
proliferacion celular en funcion de las condiciones, siendo necesario una mayor
comprension sobre la funcion de Hakai en el crecimiento celular dependiente de
estrogeno. Finalmente, mencionar que la sobreexpresion de Hakai reduce las
adhesiones célula-sustrato e incrementar la capacidad invasiva de células
epiteliales in vitro. Se ha visto que Paxilina, una proteina importante del complejo
de adhesion célula-matriz, desaparece completamente al sobreexpresar Hakai en
células epiteliales normales no transformadas MDCK de un modo independiente a
la via de proteasoma. Ademas, la expresion de Paxilina se regula por un

mecanismo independiente al proteasoma (111).

Recientemente se han elucidado dos nuevas funciones de Hakai
independiente a su funcion como E3 ubiquitina-ligasa. En primer lugar, se ha

observado que Hakai media la estabilizacion de la proteina d-catenina, la cual se
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une a la region de juxtamembrana de E-cadherina. Hakai estabiliza la expresion
de Src, lo que impide la unién entre la glucégeno sintasa quinasa 3-p y la &-
catenina, y en consecuencia se produce una menos ubiquitinizacién y
degradacion de d-catenina via proteasoma. Estos resultados sugieren que la
estabilizacién de d-catenina por Hakai es dependiente de Src (133). Por otro lado,
se ha sugerido una nueva funcién de Hakai in vivo independiente de su actividad
E3 ubiquitina-ligasa durante el procesamiento de ARNm en la planta Arabidopsis
thaliana (134). En este modelo, la disminucion de la expresién proteica de Hakai
provoca alteraciones en el patron de desarrollo de la planta, como por ejemplo
una formacion vascular aberrante en la raiz. Estas alteraciones o defectos durante
el desarrollo de la planta se han asociado con proteinas como Hakai, MTA, MTB,
FIP37 y VIR. Estas proteinas, en su conjunto, regulan uno de los procesos mas
importantes de modificacion de ARNm que ocurren en eucariotas denominado
N6-metiladenosina (m6A) (135-137). mPA esta implicada en multiples procesos
biolégicos como la exportacion de ARNm desde el nucleo, regulacion de su
procesamiento y estabilidad, eleccién de un sitio alternativo de poliadenilacion y
otros mecanismos de maduracion de ARNm (138-141). Por ello, la m®A es
esencial en los estadios iniciales del desarrollo de plantas, y se ha asociado a
enfermedades humanas incluyendo la alteracion del ciclo circadiano y la
diferenciacion de células madre hacia una linea celular concreta. Hakai juega un
papel en el complejo m°A junto con las proteinas MTA, MTB, FIP37 y VIR. En
Arabidopsis thaliana, Hakai se localiza principalmente en el nucleo, al igual que en
Drosophila menalogaster y en humanos. Debido a la letalidad embrionaria por la
inhibicidn total de la expresion de Hakai, y la extrema severidad observada en los
fenotipos de crecimiento de los mutantes de la planta en los que el porcentaje de
metilacion esta por debajo del 10%, se concluyé que Hakai es un miembro
funcional esencial en la formacién del complejo m°A, por lo que la alteracién de su
expresion provoca cambios en el proceso de metilacion m°A, proponiéndose la
posibilidad de que tenga un papel similar en mamiferos. Ademas, el
establecimiento de mutantes de Arabidopsis thaliana para cada una de las
proteinas asociadas con el complejo m®A ha permitido estudiar sus respectivos
efectos sobre el desarollo post-embrionario (134), elucidandose nuevos

mecanismos de acciéon de Hakai, independiente de su actividad como E3
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ubiquitina-ligasa, pudiendo tener un importante papel en procesos fisioldgicos y/o

patolégicos.

Finalmente, mencionar que otras publicaciones sugieren nuevas
funciones bioldgicas para Hakai. Mediante un cribado de ARN de interferencia
para genes humanos asociados a la infeccion del virus del Nilo Occidental, se
identifico a Hakai, proponiéndose que a través de la ubiquitinizacién de E-
cadherina se favorecia el proceso de infeccion mediado por Listeria
monocytogenes, causante de la listeriosis. Sin embargo, estos resultados no
fueron corroborados, y estudios posteriores indican que Hakai no es
indispensable durante la entrada del flavivirus (142, 143), por tanto nuevos
estudios deberian profundizar en el posible efecto de Hakai sobre la
internalizacion de los virus. Por otro lado, se ha observado una modulacién de los
niveles de expresiéon de Hakai durante la diferenciacién eritroide de células
murinas de eritroleucemia, proponiendo a Hakai como un marcadores de
eritropoyesis (144). También se ha propuesto como un marcador para
inmunosupresion, abriéndose la posibilidad de que pueda ser un mecanismo de
accién de inmunosupresores quimicos (145). No obstante, todos estos resultados
son muy preliminares, y es necesario su validacion y nuevos estudios para

corroborar la implicacién de Hakai en otros procesos bioldgicos.

8.5. Hakai como diana terapéutica

En base a las diversas funciones descritas ejercidas por Hakai en diferentes
situaciones fisiolégicas y patoldgicas, y su impacto sobre diferentes rutas de
senalizacion celular y sobre la TEM, se comenzé a proponer a Hakai como una
potencial diana terapéutica contra el cancer. Se ha demostrado que la expresion
de Hakai esta marcadamente incrementada en adenocarcinoma humano gastrico
y de colon, comparado con los tejidos normales adyacentes, reforzando su
potencial como diana terapéutica (109, 146, 147). En la actualidad, existen pocos
datos sobre los mecanismos de regulacion de Hakai. EI micro-ARN (miARN) 203
se ha descrito como un regulador post-transcripcional de Hakai (147). Los
miARNs son hebras de ARN monocatenarias no codificantes de
aproximadamente 22 nucleétidos de longitud, que juegan un papel en el

desarrollo y progresion tumoral mediante la regulacion post-transcripcional del
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ARNm diana, bien induciendo su degradacién o reduciendo su traduccion a
proteina. Generalmente, los miARNs se unen a la region 3" no traducida (3'-UTR)
del ARNm diana (148, 149). Los miARNs juegan un papel fundamental en la
carcinogénesis, ya que se ha observado una expresion aberrante o funcién
alterada durante el desarrollo y la progresion tumoral (150, 151). Mediante
transfecciones transitorias del miARN-203 se ha demostrado que es un regulador
negativo de la expresion de Hakai, ya que se une a las secuencia 3"-UTR del
ARNm de Hakai disminuyendo asi la expresién proteica de Hakai, y en
consecuencia rediciendo la proliferacion celular (147). Sin embargo, el bloqueo
total de la expresion de Hakai no parece ser la mejor estrategia terapéutica, ya
que mediante estudios in vitro e in vivo, empleando Drosophila melanogaster y
modelos de ratdon, se ha demostrado que Hakai es una proteina importante para
la supervivencia celular, de modo que la ausencia total de la misma resulta letal
(109, 129). Todo ello sugiere que una mejor estrategia en el disefio de farmacos
seria bloquear el sitio de union especifico de Hakai a sus sustratos fosforilados,

como el de la E-cadherina.

La ruta ubiquitina-proteasoma es el proceso mas habitual para la
degradacion selectiva de proteinas a nivel celular. Este sistema se ha propuesto
una via para regular los niveles o la actividad de sustratos especificos. Desde que
se identifico la ruta ubiqutina-proteasoma, numerosos estudios la han propuesto
como buena diana terapéutica, y se han disefado compuestos contra dianas
moleculares especificas implicadas en dicha ruta. De hecho, la Agencia
Reguladora del Medicamento de Estados Unidos (Food and Drud Administration,
FDA) ha aprobado diversos farmacos especificos disefiados contra subunidades
del proteasoma, como son el bortezomib (2003), el carfilzomib (2012), y
recientemente el ixazomib (2015). El bortezomib se aprobd para el tratamiento de
pacientes con mieloma multiple o con linfoma de células del manto; el carfilzomib
esta indicado para el tratamiento en segunda linea con mieloma multiple, en
aquellos pacientes en los que la enfermedad no ha evolucionado bien despufies
de ser tratada con otros farmacos, como bortezomib y talidomida. Finalmente, el
ixazomib se aprobd para el tratamiento de pacientes con mieloma multiple en
combinacion con otras drogas. Sin embargo, aunque muchos pacientes con
neoplasias malignas hematopoyéticas responden a dichos inhibidores, los

ensayos clinicos en tumores soélidos han sido decepcionantes hasta ahora (152,
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153). De acuerdo con estos datos, una reciente publicacién demuestra que en las
células epiteliales se produce una disminucion de la actividad del proteasoma
durante la TEM y que, de hecho, los inhibidores del proteasoma inducen la TEM
(154). Los resultados que los autores también sugieren es la posibilidad de que la
inhibicidon farmacolégica del proteasoma puede no sdélo inducir TEM en las células
de cancer de mama, si no también puede dotarlas de una mayor capacidad de
supervivencia. Ademas, un reciente estudio protedmico publicado por nuestro
grupo, empleando células epiteliales que sobreexpresan Hakai, ha demostrado
que dichas células presentan una profunda disminucion de la expresion de
diversas subunidades de proteasoma 26S durante la TEM mediada por Hakai
(155). Estos hallazgos apoyan los ensayos clinicos llevados a cabo en tumores
solidos, elucidandose el riesgo potencial del empleo de inhibidores de proteasoma
como estrategia trapéutica en el carcinoma, ya que las células epitelailes podrian

desarrollar estrategias de escape a esta degradacion.

Por tanto, se han propuesto otras enzimas de la ruta ubiquitina-
proteasoma como son las E3 ubiquitina-ligasas como mejores dianas terapeuticas
en tumores solidos. Ademas, pensar que la inhibicion de las subunidades del
proteasoma daria lugar a la inhibicion de numerosas proteinas que son degradas
via proteasoma, proceso que ocurre de forma natural en las células para
mantener la homeostasis celular, lo que provocaria una mayor citotoxicidad. Dado
que las E3 ubiquitina-ligasas son las que confieren la especificidad a sustrato, y
por tanto sélo degradan un subconjunto de proteinas especificas en la célula,
cabe esperar que el efecto de dicha inhibicion provoque una menor toxicidad,
incrementandose la posibilidad de uso terapéutico en clinica. Ademas, en el caso
de la E3 ubiquitina-ligasa Hakai, la identificacion del dominio HYB como un
dominio estructuralmente unico, la convierte en una potencial diana terapéutica
excelente, que permitiria bloquear Unicamente la actividad E3 ubiquitina-ligasa,
responsable de la degradaciéon de E-cadherina, lo que bloquearia la induccion de
la TEM. Por todo ello, se ha propuesto a la E3 ubiquitina-ligasa Hakai como una
excelente diana terapéutica eficaz en aquellos subtipos de tumores donde tiene
lugar la TEM, pudiendo tener un gran impacto en el tratamiento de carcinomas en

los estadio iniciales de la enfermedad.
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Hipodtesis y Objetivos

Dada la crucial importancia de la pérdida de la proteina E-cadherina y su
regulador post-traduccional, Hakai, durante el proceso de transicion epitelio-
mesénquima (TEM), y en base a los antecedentes descritos anteriormente, se

plantea como hipoétesis global:

- Que la accion del inhibidor de microtubulos, vinflunina, tiene un efecto
in vitro sobre la diferenciacion celular a través de las uniones
adherentes dependientes de E-cadherina, y de su regulador post-

traduccional Hakai.

- Que la proteina Hakai juega un papel crucial in vitro e in vivo en la

progresion tumoral.

Para demostrar nuestra hipétesis, se han planteado los siguientes objetivos:

1. Testar el efecto de un farmaco inhibidor de microtubulos, vinflunina (VFL),
como posible modulador de la transicién epitelio-mesénquima utilizando

células tumorales epiteliales de vejiga.

1.1. Analizar el efecto de la vinflunina (VFL) sobre la induccion de posibles

cambios fenotipicos, y la diferenciacion epitelial.

1.2. Evaluar el efecto de la vinflunina (VFL) sobre los contactos célula-
célula mediados por E-cadherina, sobre su regulador post-

traduccional Hakai, y sobre la transicién epitelio-mesénquima (TEM).

2. Testar el efecto de la E3 ubiquitina-ligasa Hakai en un modelo in vitro e in

vivo sobre la progresion tumoral.

2.1. Evaluar el efecto de la sobreexpresiéon de Hakai en células epiteliales
no transformadas (MDCK) sobre la transicion epitelio-mesénquima
(TEM), la proliferacion, la apoptosis, la invasion celular y el potencial

oncogeénico.

2.2.Evaluar el efecto de la linea celular MDCK que sobreexpresa Hakai
(Hakai-MDCK) sobre la progresion tumoral utilizando un modelo in

vivo de ratones atimicos desnudos.
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2.2.1. Determinar el efecto de la sobreexpresion de Hakai en células
epiteliales no transformadas (MDCK) sobre la capacidad
tumorogénica, la proliferaciéon y los marcadores de transicidon

epitelio-mesénquima (TEM).

2.2.2. Determinar el papel de Hakai sobre la capacidad invasiva y

metastasica in vivo.
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Material y métodos

1. Cultivos celulares

Las lineas celulares epiteliales humanas de cancer de vejiga (HT1376, UMUCS,
SW780, 5637, T24) fueron utilizadas para el desarrollo del presente trabajo. La
linea celular HT1376 fue obtenida de American Type Culture Collections (ATCC).
UMUC3 y SW780 fueron cedidas por el Dr. Garcia F (PharmaMar), y las lineas
5637 y T24 por el Dr. Real F (Centro Nacional de Investigaciones Oncolégicas,
CNIO). Las lineas celulares HT1376 y UMUC3 fueron cultivadas en medio
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), la linea celular 5637 fue cultivada
en Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640, SW780 fue cultivada en
Leibovitz's L-15, y la linea T24 fue cultivada en McCoy's 5A, todos los medios de

cultivo fueron suministrados por Thermo Fisher Scientific.

La linea celular epitelial MDCK fue suministrada por ATCC. La linea
celular MDCK que sobreexpresa de forma estable la proteina Hakai fue cedida
por el Dr. Fujita Y (MCR Laboratory for Molecular Cell Biology). Para obtenerla,
las células MDCK se transfectaron con el plasmido pcDNA-HA-Hakai, cedido por
el Dr. Birchmeier W (Max Delbriick Center for Molecular Medicine), utilizando
Lipofectamina® 2000 (Thermo Fisher Scientific), y seleccionadas en DMEM
(Thermo Fisher Scientific) suplementado con el antibiético G418 (Sigma-Aldrich) a
una concentracion de 800 ug/ml. A partir de dos transfecciones independientes,
se obtuvieron mas de 10 clones estables con sobreexpresion de Hakai que
presentaron fenotipos comparables (109). Para la realizacién de esta tesis se
seleccionaron dos clones representativos, a los que se denominaron Hakai-MDCK
clon 4 y Hakai-MDCK clon 11 en base a sus caracteristicas genotipicas
(sobreexpresiéon de la proteina Hakai respecto a la linea parenteral MDCK) y
fenotipicas (cambio en la morfologia celular hacia un fenotipo mesenquimal
caracterizado por la presencia de protrusiones de la membrana celular,

comparado con el fenotipo epitelial clasico de las células MDCK).

Todos los medios de cultivo utilizados fueron suplementados con 10%
suero bovino fetal (SBF), 1% penicilina 5000 U/ml y estreptomicina 5000 ug/ml y

1% GlutaMAX™ (Thermo Fisher Scientific), y los cultivos de las lineas celulares
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utilizadas se mantuvieron en un incubador a 37°C, con 5% de CO, y humedad a

saturacién.
2. Reactivos y anticuerpos

El farmaco VFL, que actia como inhibidor de microtubulos, fue cedido por el
laboratorio Pierre Fabre que lo comercializa bajo el nombre de Javlor®. Partiendo
de un stock de 25 mg/ml, se realizaron diluciones en medio de cultivo para
administrar la concentracion de farmaco descrita para cada uno de los ensayos

celulares in vitro descritos mas adelante.

La linea celular MDCK se transfecté con el plasmido pcDNA 3.1 (+) donde
se clond la secuencia que codifica para la proteina Hakai bajo el mismo promotor
que el epitopo hemaglutinina (HA) para diferenciar entre la expresion proteica

endogena y exégena.

El inhibidor de proteasoma MG132 (Sigma-Aldrich) se utilizd a una
concentracion de 20 uM durante 2 horas (h). La tripsina utilizada en el desarrollo
de este trabajo vario en funcion de las lineas celulares empleadas. Para las lineas
tumorales epiteliales de vejiga HT1376, UMUC3, SW780, 5637 y T24, y para la
linea Hakai-MDCK clon 4 y Hakai-MDCK clon 11 se utilizd una solucién 0.05%
tripsina con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (Thermo Fisher Scientific).
Para la linea celular MDCK se utilizéd una dilucién 2X a partir del stock 10X (5
gramos (g) de tripsina porcina y 2 g EDTA por litro) de tripsina (Thermo Fisher

Scientific).

Las diluciones realizadas con el farmaco VFL se llevaron a cabo en medio
de cultivo celular, por lo que la condicion control de los experimentos realizados

con VFL no se traté con ningun vehiculo.

Los anticuerpos, asi como su especie animal de origen y dilucién,
utilizados en las técnicas de western-blot, inmunofluorescencia e

inmunohistoquimica se detallan en tabla 1, tabla 2 y tabla 3, respectivamente.
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Tabla 1. Anticuerpos utilizados en western-blott.

. Casa comercial Animal de Dilucion
Anticuerpo .
origen
Anti-E-cadherina BD Bioscience Raton 1:1000
Anti-Hakai TherrTloF_|§her Conejo 1:1000
Scientific
Anti-Cortactina Millipore Ratén 1:1000
Anti-Ciclina D1 Santa Cruz Ratén 1:1000
Anti-N-cadherina Abcam Raton 1:1000
Anti-Vimentina Cell Signalling Conejo 1:1000
Anti-GAPDH ThermoFisher Raton 1:10 000
Scientific
Anti-Tubulina Sigma-Aldrich Mouse 1:1000
Anti IgG de raton-HRP GE Healthcare Oveja 1:2000
Anti IgG de conejo-HRP GE Healthcare Asno 1:2000
Tabla 2. Anticuerpos utilizados en inmunofluorescencia.
. Casa comercial Animal de Dilucion
Anticuerpo .
origen
Anti-Ecadherina BD Bioscience Raton 1:100
Anti-IgG de ratén-Alexa Fluor®- ThermoFisher Cabra 1:200
488 Scientific
Tabla 3. Anticuerpos utilizados en inmunohistoquimica.
. Casa comercial Animal de Dilucion
Anticuerpo .
origen
Anti-Ki67 Dako Raton 1:150
Anti-N-cadherina Abcam Raton 1:200
Anti-Cortactina Millipore Ratén 1:50
Anti-Hakai - Conejo 1:250
Anti-E-cadherina Cell Signalling Conejo 1:400

3. Ensayos de viabilidad celular

La viabilidad celular se analizé utilizando un ensayo colorimétrico de bromuro de
3-(4,5 dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich). La reduccion

metabdlica de la sal MTT a través de

la enzima mitocondrial succionato

deshidrogenasa uUnicamente tiene lugar en las células vivas, y el producto de

reaccion resultante es un compuesto coloreado e insoluble denominado formazan,

de forma que la cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de
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formazan producido. Este método fue desarrollado por Mosmann en 1983 (156)

siendo modificado en 1986 por Francois Denizot y Rita Lang (157).

Para llevar a cabo el estudio de la viabilidad celular, las células se
cultivaron en placa de cultivo de noventa y seis pocillos (Corning) a una
concentracion de 1x10* células/pocillo. Transcurridas 24 h desde la siembra, las
células se trataron durante 48 h con las concentraciones de farmaco indicadas
para cada caso, excepto la condicién control que se traté con el vehiculo

correspondiente.

Transcurridas 48 h tras la administracion del farmaco, las células se co-
cultivaron con 5 mg/ml de MTT, y se incubaron a 37°C durante 2 h. La sal de
formazan se disolvio con 200 ul de dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich)
durante 20 minutos (min) a temperatura ambiente, y se midi6 la absorbancia a la
longitud de onda (\) de 570 nanémetros (nm), y tomando el valor a 630 nm como
referencia en el espectrofotémetro NanoQuant Infinite M200 (Tecan). La medida
del control negativo se llevé a cabo en medio de cultivo con ausencia de células,
durante el mismo tiempo de incubacién. Se calculé el valor de IC50 que permite
determinar la concentracion de farmaco necesaria para reducir el crecimiento de
la poblacion celular en un 50%, y su valor se corresponde con la concentracién de
farmaco a la cual se obtiene la mitad de la maxima respuesta del farmaco sobre el
cultivo celular utilizado (158). El valor de IC50 se obtuvo a través de curvas dosis-

respuesta mediante el software GraphPad Prism.
4. Caracterizacion fenotipica

Se cultivaron 2x10° células/pocillo en placa de cultivo de seis pocillos (Corning) en
DMEM al 10% SBF. Tras 24 h de crecimiento en estufa, se trataron durante el
tiempo y las concentraciones de farmaco indicadas, excepto la condicion control
que se tratd con el vehiculo. Tras el tiempo de tratamiento, las células se lavaron
con tampon fosfato salino (PBS) (MP Biomedicals), se fijaron con 4%
paraformaldehido (PFA) en PBS (USB Corporation) durante 10 min. Se lavaron
con suero salino para eliminar los restos de PFA, y se mantuvieron en PBS para
tomar imagenes con el microscopio invertido de contraste de fases (Nikon

Eclipse-Ti). Las imagenes adquiridas se contrastaron con el soffware Photoshop.
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5. Extraccién y analisis de proteinas mediante western-blot

5.1. Extraccidén y cuantificacion de la concentracion de proteinas

Las células se cultivaron en placa de cultivo de seis pocillos (Corning) con una
densidad celular de 2x10° células/pocillo. Tras el tratamiento con los compuestos
a las concentraciones crecientes y tiempos indicados, se realizé un lavado de las
células con suero salino, se anadié 1 ml de PBS en cada pocillo de la placa de
cultivo celular, se levantaron las células con la ayuda de una espatula, y se
recogioé la suspension celular a un tubo de 1.5 ml (Eppendorf). Los precipitados
celulares obtenidos se incubaron durante 20 min con 100 ul de tampdn de lisis 1%
TritonX-100, cuya composicion se indica en la tabla 4, a 4°C, suplementado con
1mM fluoruro de fenilmetilsulfonil (PMSF), y una dilucién 1X de céctel inhibidor de

proteasas (Sigma-Aldrich) cuyo stock 100 X esta compuesto por:
a) 104 mM de hidrocloruro de 4-(2-Aminoetil) benceno sulfonil fluoruro que
inhibe serina proteasas.

b) 80 uM de aprotinina, un inhibidor natural de proteinasa obtenido de los

pulmones bovinos.

c) 4 mM de bestatina, un inhibidor competitivo de union lenta para la

mayoria de las aminopeptidasas.
d) 1.4 mM de E-64, un inhibidor de las cisteina proteasas.

e) 2 mM de leupeptina, que inhibe plasmina, tripsina, papaina, calpaina y

catepsina B.

f) 1.5 mM pepstatina A, inhibidor de aspartico proteasas tales como

pepsina, catepsina D y E.

Tabla 4. Composicion del tampén de lisis utilizado para la extraccion de proteinas.

Tampén lisis 1% TritonX-100 Volumen

20mM Tris-HCI pH 7.5 (Sigma-Aldrich) 1 ml stock 1M
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150mM NaCl (Sigma-Aldrich) 1.5 ml stock 5 M
1% TritonX-100 (Sigma-Aldrich) 0.5 ml stock 100%
H,O 47 ml

A continuacion, los lisados se centrifugaron a 12000 revoluciones por
minuto (r.p.m.) durante 10 min a 4°C. Se recogi6 el sobrenadante, y se midid la

concentracion de proteina.

La concentraciéon de proteina se determind mediante el método
colorimétrico basado en acido bicinconinico (BCA). Este método de basa en que,
en un medio alcalino, los enlaces peptidicos de las proteinas reducen el i6n Cu™
a Cu”. Los iones Cu” producidos, se unen a dos moléculas de BCA vy al hacerlo,
varian su estructura electrénica absorbiendo luz a 562 nm. En las condiciones de
la reaccién, la absorbancia del compuesto es proporcional a la concentracion de
proteina presente. Se siguid el protocolo segun las indicaciones del kit Pierce
BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific). Para ello, en una placa de 96
pocillos se realizé una curva patron con concentraciones de proteina albumina
sérica bovina (BSA) conocidas, en un rango de 0 a 10 mg/ml. En la misma placa,
se introdujeron por duplicado 2 ul de cada una de las muestra a analizar. Se
preparé una mezcla de los reactivos A y B suministrados por el kit en proporcion
50:1, se anadieron 200 ul a cada uno de los pocillos, incluido los pocillos de la
recta patrén, y se incubaron a 37°C durante 30 min. Tras el tiempo se incubacion,
se midio la absorbancia a una A de 570 nm en el espectrofotdmetro NanoQuant
InfiniteM200 (Tecan). A continuacion, se obtuvo la ecuacion de la recta de la
curva patron, al representar en el eje X la concentracion conocida de BSA para
cada punto, y en el eje Y los valores de absorbancia. Las absorbancias de las
muestras se analizaron y se interpolaron en la ecuacién de la recta, obteniéndose

la concentracion (ug/ul) de cada una de las muestras.
5.2. Preparacion de las muestras para Western-Blot

Tras realizar la cuantificacion de proteinas de las muestras, se tomaron 20 ug de
proteina por muestra, y se afiadié tampon de carga Laemmli 5X (Sigma-Aldrich),
cuya composicion se detalla en la tabla 5, a una concentracion final de 1X. Las

muestras se calentaron a 95°C durante 10 min para desnaturalizar las proteinas.
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La desnaturalizacion proteica implicod la pérdida de conformacion tridimensional,
adquiriendo Unicamente estructura primaria, lo que permitié resolver las proteinas
en un gel unidimensional segin su tamafo molecular. De esta forma, las
muestras quedaron listas para cargarlas en un gel, o bien para ser congeladas a

-20°C y usarlas posteriormente.

Tabla 5. Composiciéon del tampén de carga Laemmli 5x.

Tampoén de carga Laemmli 5x

10% de dodecilsulfato sédico (SDS)

50% de glicerol

10% de B-mercaptoetanol

0.1% de azul de bromofenol

200mM de Tris-HCI pH 6.8

5.3. Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato
sédico (SDS-PAGE)

Para analizar el patrén de expresion de las proteinas se utilizé la electroforesis
unidimensional en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE). SDS-PAGE es
un tipo de electroforesis desnaturalizante, en la que las proteinas se
desnaturalizan en presencia de calor por la accion combinada de beta-
mercaptoetanol y SDS. Por un lado, el p-mercaptoetanol actua reduciendo los
puentes disulfuro entre dos residuos de cisteina. Por otro lado, el SDS rompe las
interacciones no covalentes responsables de la estructura terciaria y cuaternaria,
desnaturalizando por completo las proteinas. Las proteinas desnaturalizadas y
acomplejadas con el SDS adquieren carga negativa, de forma que los complejos
SDS-proteina migran desde el anodo hasta el catodo proporcionalmente a la
masa, pudiéndose determinar el peso molecular de la proteina si lo comparamos

con un marcador de tamafo molecular.

La electroforesis se llevo a cabo en la cubeta de electroforesis (BioRad),
con tampén de electroforesis (Trizma base 0.25 M, glicina 1.92 M y 1% de SDS),
utilizando como condiciones de carrera 80 voltios (V) durante 20 min y 200 V

durante 1 h.

Los geles utilizados para realizar las electroforesis fueron de

poliacrilamida al 10%. Cada uno de los geles tiene dos partes diferenciadas, que
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se denominaron gel concentrador y gel separador, cuya composicion se

especifica en la tabla 6.

Tabla 6. Composicion de los geles de poliacrilamida utilizados en SDS-PAGE.

Reactivo Casa comercial Gel Gel
concentrador separador
0.5M Tris-HCI pH 6.8 Sigma-Aldrich 625 pl -
1.5M Tris-HCI pH 8.8 Sigma-Aldrich - 2.5ml
40% acrilamida/bisacrilamida NZYTech 2.5 ml
(29:1) 250 pl
10% SDS Sigma-Aldrich 25 ul 100 pl
Tetrametiletilendiamina Sigma-Aldrich 254l 15 pl
(TEMED) )
Persulfato de amonio (APS) BioRad 25 pl 30 ul
50% de glicerol Sigma-Aldrich - 2ml
H20 1.6 ml 3ml

5.4. Transferencia de las proteinas a Ila membrana de
inmunodeteccion

Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas migradas en el gel se
transfirieron a membranas de polivinilideno de difluorido (PVDF) (Millipore),
previamente activadas con metanol y humedecidas en agua. Para llevar a cabo la
transferencia se siguieron las indicaciones de uso descritas por el fabricante del
equipo Mini Trans-Blot (BioRad), utilizando tampén de transferencia (Trizma base
0.25 M, glicina 1.92 M y 20% de metanol en agua), y 200 miliamperios (mA)

durante 1 h como condiciones de transferencia.

Para la inmunodeteccién de las proteinas, se incubaron las membranas
en la solucion de bloqueo [5% de leche en tampdn Tris-salino (TBS)], durante 1 h
a temperatura ambiente. En primer lugar, se incubaron las membranas con el
anticuerpo primario, especifico frente a las proteinas de interés que se quisieron
detectar en cada caso (Tabla 1), diluido en la soluciéon de bloqueo durante 1 h a
temperatura ambiente. Tras la incubacion de las membranas con los anticuerpos
primarios, se realizaron 3 lavados de 5 min a las membranas con tampén de
lavado Tris-salino con detergente Tween 20 (Sigma-Aldrich) (TBS-T) al 0.05% en

agitacion.
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Posteriormente, las membranas se incubaron con el anticuerpo
secundario, adecuado para cada caso, diluido 1:2000 en la solucion de bloqueo
durante 45 min a temperatura ambiente. Los anticuerpos secundarios estan
marcados con la peroxidasa de rabano (HRP). Tras la incubacién de las
membranas con el anticuerpo secundario, se realizaron 3 lavados de 5 min en
agitacion con el tampon de lavado TBS-T. Por Jltimo, la proteinas
inmunoreactivas se detectaron con el kit de revelado de quimioluminiscencia
Amersham ECL™ Western Blotting Analysis System (GE Healthcare). La reaccién
se fundamenta en que la peroxidasa de rabano ligada al anticuerpo secundario,
unido a la membrana, es capaz de transformar el sustrato luminol en 3-
aminoftalato. Este producto enzimatico emite luz a 428 nm, lo que permite su

visualizacion utilizando la camara de revelado LAS3000 (Fujifilm).
6. Microscopia electrénica

El analisis del efecto del farmaco VFL sobre los contactos célula-célula se realizd
por microscopia electronica de transmision. La linea celular 5637 se cultivd en
insertos con tamano de poro de 0.4 micras (um) (Corning), que se colocaron en
una placa de cultivo de veinticuatro pocillos (Corning) con una densidad de 5x10*
células/inserto durante 24 h. Posteriormente, las células se trataron con una
concentracion de 5 uM de VFL durante 48 h. Tras este tiempo de incubacién, las
células se fijaron en una solucién de 2.5% glutaraldehido (Panreac) en 0.1 M de
tampén cacodilato sédico pH 7.4 (Sigma-Aldrich) durante 16 h a 4°C.
Posteriormente, los insertos se fijaron por segunda vez, durante 1 h y a
temperatura ambiente, en una solucién de 1% de tetradxido de osmio en 0.1 M de
tampén cacodilato sédico pH 7.4, seguido de multiples lavados con tampén de
cacodilato sodico y agua destilada. Los insertos fueron deshidratados en
concentraciones crecientes de acetona, y embebidos en resina Spurr (Tabb).
Finalmente, se realizaron ultra-cortes con un grosor de 70-80 nm con el ultra-
microtomo Ultracut-E (Leica). Los cortes se depositaron sobre una malla de
rejillas de cobre, y se examinaron en el microscopio electrénico de transmisiéon
JEM 1010 (Jeol) a 80 kV.

Los estudios ultraestructurales y morfométricos se realizaron en el Servizo

de Apoio a Investigacion (SAl) de la Universidade da Corufia (UDC).
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7. Ensayos de apoptosis

7.1. Deteccion por TUNEL

El ensayo TUNEL se utilizo el kit Click-it TUNEL Alexa Fluor® 594 Imaging Assay
para evaluar el efecto de VFL sobre la apoptosis celular. Este método se basa en
la incorporacién del nucleétido modificado desoxiuridina trifosfato (dUTP) por la
enzima deoxinucleotil transferasa terminal en los extremos 3-OH del ADN
fragmentado. EI ADN fragmentado es caracteristico de las células apoptdticas,
por lo que el nucledtico modificado Unicamente se incorporara, y sera detectado
en las mismas mediante la excitacion de la muestra a una A de 591 nm, y

recogiendo la emision de fluorescencia a una A de 614 nm.

Para ello, se sembraron 3x10* células/pocillo en una placa de cultivo
desmontable de 8 pocillos (Millipore) durante 24 h. Transcurrido este tiempo, las
células fueron tratadas con el farmaco VFL a una concentracion de 5 uM durante
48 h, excepto la condicién control a la Unicamente se le cambioé el medio de
cultivo. Finalizada la incubacién, se realizaron dos lavados con PBS, y las células
se fijaron en una solucion de PFA 4%-PBS durante 15 min. A continuacion, se
llevaron a cabo dos lavados con PBS, se incubd con tampdn de bloqueo BSA 3%-
PBS durante 1 h, y se permeabilizé6 con una solucién de 0.5% Triton X-100-PBS
durante 15 min. Posteriormente, se evaludé la muerte celular siguiendo las
instrucciones del fabricante. Finalmente, se incubaron con el anticuerpo primario
anti-E-cadherina durante 1 h a temperatura ambiente. Se hicieron tres lavados de
5 min con PBS, y se incubd durante 1 h a temperatura ambiente en oscuridad con
el anticuerpo secundario Alexa Fluor®-488. Tras el tiempo de incubacién, la
preparacion se lavdé con PBS y se incubé con una dilucién 1:1000 de 4°,6-
diamino-2-fenilindol (DAPI) (Thermo Fisher Scientific) en PBS durante 10 min en
oscuridad para marcar los nucleos de las células. Por ultimo, se realizé un lavado
con PBS y se mont6é en medio de montaje Prolong Gold Antifrade (Thermo Fisher
Scientific). Los resultados se observaron en el microscopio de fluorescencia
Monitorized reflected Fluorescence System (Olympus), realizando fotografias

representativas de cada una de las muestras.
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7.2. Deteccion por Anexina V-FITC

La deteccién de apoptosis temprana se realiza mediante la localizacion de
fosfatidilserina en la membrana plasmatica. La fosfatidilserina es un tipo de
fosfolipido que en las células viables se mantiene en la monocapa interior de la
membrana celular, mientras que en el proceso de apoptosis, migra a la capa
externa donde se puede detectar mediante su unidén especifica a anexina V en
una reaccion dependiente de calcio. La anexina V es una proteina de union a
fosfolipidos dependiente de calcio, que tiene afinidad por fosfatidilserina, y por lo
tanto se une a los restos de las células apoptéticas ya que la fosfatidilserina esta
accesible en el exterior de la membrana celular, permitiendo discriminar entre

células viables y células apoptéticas.

Por otro lado, en los estadios tardios de apoptosis, cuando la membrana
plasmatica pierde su integridad, y el nucleo es accesible, se emplea ioduro de

propidio (IP) que actia como agente intercalante de ADN de doble cadena.

Para evaluar el porcentaje de muerte celular se utilizé el kit Annexin V-FITC
Apoptosis Detection (Inmunostep), donde la anexina V esta conjugada con
isotiocianato de fluoresceina (FITC), permitiendo detectar esta fluorescencia por
citometria de flujo. Las células se cultivaron en placa de cultivo de seis pocillos
(Corning) con una concentracién de 2x10° células/pocillo en DMEM 10% SBF
durante 72 h. Como control positivo de apoptosis, las células se incubaron en
presencia de estaurosporina (Sigma-Aldrich) a una concentracion de 2 uM
durante 2 h. La estaurosporina actia mediando la inhibicion de la proteina
quinasa C, induciendo asi apoptosis celular. Finalizado el tiempo de incubacion de
las células, se retird el medio de cultivo, y tras lavado con suero salino las células
se tripsinizaron. Tras parar la reaccion con DMEM 10% SBF, la suspension
celular se centrifugd en tubos de citdmetro (Corning) a 1500 r.p.m. durante 5 min.
Trascurrido el tiempo, el precipitado celular se resuspendié en 100 ul de tampdn
de anexina V al 1X en suero salino (partiendo de un stock comercial al 10X), se
afiadieron 5 ul de Anexina V-FITC y 5 ul de IP. Posteriormente, se incubaron
durante 15 min a temperatura ambiente y en oscuridad, tras lo cual se afadieron
400 ul de tampodn de anexina V al 1X. Las muestras se analizaron utilizando un

citometro de flujo FACScalibur (Becton Dickinson). Por condicién experimental se
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analizaron 10x10° células excitando la muestra de forma simultanea a 495 nm
para Anexina V marcada con FITC, y 536 nm para IP, y recogiendo la emisién de
fluorescencia a 519 nm mediante el canal FL-1 y 617 nm mediante el canal FL-3
respectivamente, utilizando el software CellQuest (Becton Dickinson). El marcaje
simultdneo de las células con anexina V-FITC y IP permite discriminar cuatro
estadios celulares diferentes: 1) células intactas, negativas para anexina V-FITC y
IP; 2) células apoptéticas tempranas, positivas para anexina V-FITC y negativas
para IP; 3) células apoptdticas tardias, positivas para anexina V-FITC y para IP; 4)
células necréticas, positivas para IP. Los resultados se expresaron como
porcentaje de células positivas para cada marcaje, y se representd la media de

tres experimentos independientes (media+DS).

8. Extraccion de ARN y PCR en tiempo real

8.1. Extraccion y cuantificacion de la concentracion de ARN

Las células se cultivaron en placa de cultivo de seis pocillos (Corning) con un
numero inicial de 3x10° células/pocillo. Transcurridas 24 h desde la siembra, las
lineas celulares 5637, HT1376, y UMUC3 se trataron a una concentracion 5 uM
de VFL, y se incubaron durante 48 h. Pasado este tiempo, se inici el protocolo de

extraccion de ARN.

La extraccion de ARN se realizé con el reactivo TriPure [solation
(Roche). Este reactivo consiste en una solucion a base de fenol e isotiocianato de
guanidina, que estabiliza el ARN e impide su degradacion por accion de
ARNasas. Se anadié 1 ml de PBS en cada pocillo de la placa de cultivo celular, se
levantaron las células con la ayuda de una espatula, y se recogio la suspension
celular a un tubo de 1.5 ml (Eppendorf). Siguiendo las recomendaciones del
fabricante, se afiadié 1 ml de TriPure en cada tubo, se incubaron durante 5 min a
temperatura ambiente, y se afnadieron 300 ul de cloroformo a cada tubo. Tras una
centrifugacion a 12 500 r.p.m. durante 15 min a 4°C, se obtuvieron dos fases, una
fase superior acuosa, y una fase inferior organica, con una interfase. Para la
extraccion de ARN se recogio la fase superior acuosa incolora que contiene ARN
a un nuevo tubo de 1.5 ml. Se anadieron 500 ul de isopropanol por tubo, y las

muestras se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente,
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se centrifugaron a 12 500 r.p.m. durante 10 min a 4°C para precipitar el ARN, y se
realizé un lavado con etanol al 70%. El precipitado que contiene el ARN se dej6
secar, y se resuspendio en 15 ul de agua destilada tratada con dietil pirocarbonato

(DEPC) (Applied Biosystems), un agente inhibidor de ARNasas.

Una vez extraido el ARN, se realiz6 una cuantificacién en el equipo
NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific) para determinar su concentracién,
utilizando una A de 260 nm. Al mismo tiempo, se evalud la pureza de la extraccion
de ARN, asi como el nivel de degradacion de la muestra, que viene determinado
por el ratio entre la absorbancia 260/280 nm y 260/230 nm respectivamente,
seleccionando aquellas muestras cuyos ratios fueron =1.7 para su posterior

retrotranscripcion.

8.2. Retrotranscripcion

El ARN extraido se sometié a un proceso de retrotranscripcién para obtener ADN
complementario (ADNc), y analizar los niveles de expresién de ARN mensajero

(ARNm) en las condiciones experimentales indicadas en cada caso.

Para llevar a cabo la retrotranscripcion, se utilizaron 500 ng de ARN de
cada una de las muestras, calculados a partir de los valores obtenidos en las
cuantificaciones, y se utilizé el kit First-Strand cDNA Synthesis (NZYTech), para
obtener el ADNc utilizando oligos denominados hexameros aleatorios (random

hexamers).

En primer lugar, se preparo la mezcla de la reaccién segun se indica en
la tabla 7. Las muestras se incubaron a 25°C durante 10 min, produciéndose la
desnaturalizacion del ARN. Después, se incubaron 30 min a 50°C, produciéndose
la retrotranscripcion. Tras este tiempo, la reaccién se detuvo mediante
inactivacion de la enzima transcriptasa reversa (Enzyme Mix) a 85°C durante 5
min. Las muestras se mantuvieron en hielo, y se afiadié 1ul de ARNasa H por
tubo, y se incub6 20 min a 37°C, para conseguir eliminar el ARN que no habia
sido retrotranscrito. EI ADNc obtenido se conservo a -20°C hasta el momento de
su utilizacién para realizar la reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa
(gPCR).
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Tabla 7. Reactivos y volumenes de la mezcla de reaccion para llevar a cabo la
retrotranscripcion de las muestras de ARN.

Reactivo Volumen por reaccién
NZYRT 2x Master Mix 10 wl
NZYRT Enzyme Mix 2 ul
ARN (500 ng) -
H,O-DEPC hasta 20 ul

8.3. PCR cuantitativa (QPCR)

La cuantificacion de los niveles de expresion de los genes a estudio se realizé con
el kit LightCycler 480 SYBR Green | Master (Roche) en el termociclador
LightCycler 480 Il (Roche) siguiendo las recomendaciones del fabricante. El
SYBR Green | Master contiene el tampdn, desoxinucleétidos trifosfato (ANTPs),
una ADN polimerasa termoestable, y SYBR® Green. Los reactivos y volumenes
de la mezcla para cada reaccion de qPCR, se detallan en la tabla 8. El SYBR®
Green es un colorante fluorescente capaz de unirse al surco menor de la doble
cadena de ADN, emitiendo 1000 veces mas fluorescencia que cuando esta libre
en solucién. El producto de reaccion de cada ciclo completo de PCR es una
nueva molécula de ADN de doble cadena, a la que se une SYBR® Green, por lo
que el incremento de la intensidad de fluorescencia es proporcional a la cantidad
de ADN recién sintetizado como producto de PCR. La cuantificacién se basa en
los valores de ciclo umbral (Ct de sus siglas en inglés cycle threshold) de las
muestras, que se define como el numero de ciclos necesarios para que la sefial
de fluorescencia sea superior a la fluorescencia de fondo (background). Cuanto
menor sea el valor de Ct, indicara un menor niumero de ciclos necesarios para
captar la fluorescencia emitida por el SYBR® Green, lo que supone un mayor
numero de moléculas de ADN de doble cadena presente en la muestra a analizar.
Los datos obtenidos se analizaron, y se calcularon los niveles relativos de

expresion por el método 2 (159).

Tabla 8. Reactivos y volumenes de la mezcla de reacciéon para qPCR a partir de
ARNm.

Reactivo Volumen por reaccion
Master Mix (2x) 5ul
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Oligo sentido (5 uM) 0,7 ul
Oligo antisentido (5 uM) 0,7 ul
ADNCc 1ul
H,O-DEPC hasta10 pl

Puesto que el SYBR® Green se une a cualquier molécula de ADN de
doble cadena, fue necesario llevar a cabo las curvas de melting o fusién, que son
caracteristicas del producto de PCR, ya que dependen del tamafo y de la
composicién del amplicén. Para ello, se llevé a cabo una desnaturalizacion a 95°C
durante 5 segundos (seg), seguida de otra etapa a 65°C durante 1 min para
permitir de nuevo la hibridacién de todas las hebras, alcanzando asi el maximo
de fluorescencia. A continuacién, se subid la temperatura hasta 97°C, para
obtener la temperatura a la que la mitad de las hebras de ADN se encuentren
disociadas, lo que se denomina temperatura de melting o fusiéon (Tm). La Tm
debe mantenerse constante para cada uno los genes utilizados. Las variaciones
en los valores de Tm pueden deberse a uniones inespecificas de los oligos y
dimeros de oligos, entre otras causas, y aquellas muestras que presenten estas
variaciones deben ser descartadas ya que el producto de amplificaciéon es

diferente al amplicén de interés.
Las condiciones de gPCR fueron las siguientes:

a) Activacién de la ADN polimerasa: 95°C durante 10 min.

b) Amplificacion. Se llevaron a cabo 40 ciclos de amplificacién que incluyen

las siguientes etapas:

O Desnaturalizacion: 95°C durante 10 seg para permitir la

desnaturalizacion de la doble cadena de ADNc.

O Anillamiento: bajada de la temperatura a 60°C para
permitir el anillamiento de los oligos con la secuencia

diana de ADNc de cadena sencilla.

O Extension: 72°C durante 10 seg en los que la ADN
polimerasa lleva a cabo la sintesis de una nueva hebra de
ADN.
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c)

d)

Curvas de fusion o melting. Debido a que el SYBR® Green se une a
cualquier molécula de ADN de doble cadena como se describio
anteriormente, fue necesario llevar a cabo las curvas de melting o fusion,
que dependen del tamafio y la composicién del amplicon, y son
caracteristicas del producto de PCR. Para ello, se llevd a cabo una
desnaturalizacion a 95°C durante 5 seg, seguida de 1 min a 65°C para
que todas las hebras hibridasen de nuevo, alcanzandose asi el maximo
de fluorescencia. A continuacién, se elevd progresivamente la
temperatura hasta alcanzar los 95°C, de forma que a medida que
aumenta la temperatura y la muestra va desnaturalizandose, el equipo
capta la fluorescencia del SYBR® Green (A absorcion 480 nm, y A
emision 520 nm) (160). Todo esto, nos permite calcular la Tm, que tiene
que ser la misma para cada uno de los genes analizados, permitiendo asi
el descarte de aquellas muestras donde se haya obtenido una

amplificacion diferente a la del amplicon de interés.

Enfriamiento: 1 ciclo de 40°C durante 10 seg.

Para analizar los niveles de expresion tanto del gen de interés (Hakai)

como del gen de referencia Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase (HPRT) se

utilizaron los oligos detallados en la tabla 9, que fueron disefiados con la

herramienta informatica Universal ProbeLibrary (Roche), y fueron manufacturados

por Sigma-Aldrich. El disefio fue optimizado para longitudes comprendidas entre

los 18 y 22 nucleétidos y unas temperaturas de anillamiento de 59-60°C, con un

contenido en guanina/citosina de aproximadamente 50%, y una longitud de

amplicdn no superior a 120 nucledtidos.

Tabla 9. Oligos utilizados para el analisis de los genes de interés.

Nombre Especie Oligo sentido (5°-3) Oligo antisentido (5°-3°)
Hakai Humana cgcagacgaattcctataaagc ccttcttcatcaccaggtgg
HPRT Humana tgaccttgatttattttgcatacc cgagcaagacgttcagtcct
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9. Inmunofluorescencia

Para realizar inmunofluorescencias, las células se sembraron en placas de cultivo
desmontables de 8 pocillos (Millipore) con una densidad de 3x10* células/pocillo
tanto de células MDCK como Hakai-MDCK clon 4. Transcurridas 72 h, se
realizaron dos lavados con PBS, y se fijaron las células en una solucién de PFA
4%-PBS durante 15 min. A continuacion, se realizaron dos lavados con PBS y se
incubaron con tampén de bloqueo BSA 3%-PBS durante 1 h. Tras eliminar el
tampén de bloqueo, se incubaron con el anticuerpo primario (Tabla 2) durante 2 h
a temperatura ambiente. Se realizaron tres lavados de 5 min con PBS, y se
incubaron durante 1 h a temperatura ambiente y en oscuridad con el anticuerpo
secundario marcado con fluoréforo adecuado para cada caso en funcién de la
reactividad entre especies (Tabla 2). Tras el tiempo de incubacion, las
preparaciones se lavaron con PBS y se incubaron con una dilucién 1:1000 de
Hoechst 33342 (Thermo Fisher Scientific) en PBS durante 10 min en oscuridad
para marcar los nucleos de las células. Finalmente, se realizé un lavado con PBS
y se montd en medio de montaje Prolong Gold Antifrade (Thermo Fisher
Scientific). Los resultados se observaron en el microscopio de fluorescencia
Monitorized reflected Fluorescence System (Olympus), realizando 5 fotografias
representativas de cada una de las muestras. La intensidad de fluorescencia se
cuantific6 mediante el software Imaged, y se representd la media de tres

experimentos independientes (media+DS).
10.Ensayos de proliferacion celular

La cuantificacion de la proliferacion celular se realizé6 mediante la incorporacion de
analogos de nucledsidos en el ADN recién sintetizado. Tradicionalmente, se utilizé
como analogo la molécula 5-Bromo-2’-Deoxiuridina (BrdU), que es capaz de
incoporarse al ADN de nueva sintesis tras someter a la muestra a un proceso de
desnaturalizacion de la doble cadena de ADN, obteniendo como producto dos
cadenas monocatenarias de ADN. La estructura helicoidal del ADN se mantiene a
través de interacciones no covalentes: 1) interacciones hidrofébicas entre bases
adyacentes, y 2) puentes de hidrégeno entre bases complementarias. La
desnaturalizacion del ADN conlleva la ruptura de estas interacciones no

covalentes, que se puede realizar mediante diferentes métodos: 1) temperatura:
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alrededor de 90°C se produce la ruptura de los puentes de hidrogeno
intercatenarios, y por lo tanto la desnaturalizacion del ADN bicatenario, 2) pH:
valores de pH>11 son capaces de romper los puentes de hidrégeno, y
desestabilizar la estructura helicoidal del ADN, 3) agentes quimicos: urea y
formamida, entre otros. El proceso de desnaturalizacién es intenso y de larga
duracion, lo que puede disminuir la integridad y la calidad de las muestras,
afectando negativamente a los resultados obtenidos. Actualmente, y para evitar
los problemas derivados del proceso de desnaturalizacion del ADN, existe un
meétodo alternativo para la cuantificacion de la proliferacién celular que utiliza la
molécula 5-etinil-2'-desoxiuridina (EdU) como analogo de la timidina, acoplado a
el colorante Alexa Fluor® 488 que nos permite detectar la fluorescencia emitida

por la muestra en el canal FL-1 mediante citometria.

Las principales ventajas de utilizar EAU frente a BrdU son las siguientes:
1) eficacia: no es necesario llevar a cabo la desnaturalizacion de estructura
helicoidal del ADN, basta con una permeabilizacion con detergente y una fijacién
suave para que la molécula EdU sea capaz de acceder al ADN, 2) preservacion
de la morfologia celular, 3) integridad del ADN, y 4) digestidon enzimatica con
ADNasa.

Por todas las razones anteriores, el analisis del estado de proliferacion
celular se completé con el kit Click-iT EdU Alexa Fluor® 488 (ThermoFisher
Scientific) en lugar de utilizar el marcaje con BrdU. Para ello, 2x10° células/pocillo
se cultivaron en placas de cultivo de seis pocillos (Corning) en DMEM 10% SBF
durante 72 h. Transcurrido este tiempo, se trataron con EdU a una concentracion
final de 5 uM, y se incubaron durante 2 h en un incubador a 37°C, con 5% de CO,
y humedad a saturacion. Tras el tiempo de incubacién, se retir6 el medio de
cultivo, y tras lavado con suero salino se tripsinizaron las células. Se detuvo la
reaccion con DMEM 10% SBF, y la suspension celular se centrifugdé en tubos de
citometro (Corning) a 1500 r.p.m. durante 5 min. Posteriormente, las células se
resuspendieron en 100 ul de 4% PFA en PBS, incubandolas durante 15 min a
temperatura ambiente. Se centrifugaron a 1500 r.p.m durante 5 min para eliminar
los restos de PFA, y se incubaron durante 20 min en 200 ul de 0.5% Tritén X-100

en PBS. Transcurrido este tiempo, se incubaron durante 30 min, y protegido de la
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luz, en 100 ul de tampdn de reaccién por muestra, cuya composicion se refleja en
la tabla 10.

Tabla 10. Tampén de reaccién para analizar la proliferacion celular.

Compuesto Volumen
Agua 75.8 ul
Tampdn de reaccién (10 X) 10 wl
Solucién de catalisis 4 ul
Azida (10 mM) 0.2 ul
Tampon aditivo (10x) 10 ul
Volumen total 100 pl

Posteriormente, se centrifugaron a 1500 r.p.m durante 5 min, y tras
descartar el sobrenadante, se realizé un lavado con 200 ul de 3% BSA-PBS.
Finalmente las células se resuspendieron en 300 ul de PBS, y fueron analizadas
utilizando un citdmetro de flujo FACScalibur (Becton Dickinson). Por muestra se
analizaron 10x10° células excitando la muestra a una longitud de onda de 485 nm
y recogiendo la emison de fluorescencia a 519 nm mediante el canal FL-1,

utilizando el programa CellQuest (Becton Dickinson).

Los resultados se expresaron como porcentaje de células positivas para
la incorporacion de EdU en el ADN de nueva sintesis, y se representé la media de

tres experimentos independientes (media+DS).
11. Ensayo de invasion celular

La capacidad de invasion celular se evalué con el kit QcM™ ECMatrix Cell
Invasion Assay (Millipore). El fundamento de esta técnica se basa en el principio
de Boyden (161), en el que cada inserto tiene un membrana de policarbonato
recubierta con ECMatrix™ con un tamafio de poro de 8 um, que Unicamente son
capaces de atravesar aquellas células con capacidad de migrar e invadir,
pudiendo degradar la estructura analoga a la matriz extracelular presente en los
tejidos in vivo. Se cred un gradiente de SBF entre la parte superior del inserto,
donde se utiliz6 medio DMEM al 2%, y la parte inferior, en la que se utiliz6 DMEM

al 30%, para favorecer la quimio-atraccion celular.
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Las células se cultivaron en placa de cultivo de seis pocillos (Corning) con
una concentraciéon de 2x10° células/pocillo en DMEM 1% SBF durante 24 h.
Después de este tiempo, se lavaron las células con suero salino, se tripsinizaron,
y se paré la reaccion con DMEM 10% SBF. La suspension celular se centrifugd en
tubos de polipropileno (Falcon) a 1100 r.p.m. durante 5 min, el precipitado celular
se resuspendié en medio DMEM 2% SBF, y se realiz6 el contaje celular utilizando
una camara de Neubauer. Se cultivaron 3x10° células/inserto en medio DMEM
2% SBF en el interior del inserto de invasion. En el pocillo de la placa de cultivo
de 24 pocillos (Corning) donde se coloca el inserto de invasion, se puso medio
DMEM 30% SBF, de modo que se genera un gradiente de SBF que sirve a las
células de atrayente, y se incubaron durante 16 h. Transcurrido este tiempo, se
retird el medio del interior del inserto, y las células que no fueron capaces de
atravesar la membrana del inserto, se eliminaron con la ayuda de un algodén. Las
células que atravesaron la membrana del inserto, presentes en la cara inferior del
inserto, se tifieron con cristal violeta (Merck) durante 20 min. A continuacion, se
lavé el exceso de cristal violeta con PBS, se dejaron secar a temperatura
ambiente durante 30 min, se recorté la membrana de los insertos, y se coloco
sobre un portaobjetos, en el que se monté en medio Glycergel (Dako). Las
preparaciones se observaron en el microscopio Olympus BX61 (Olympus
Biosystem) con la camara digital DC100 Leica (Leica Microsystems) acoplada al

mismo, donde se llevo a cabo el recuento de células capaces de invadir.

Los resultados se expresaron como el numero de células que invadieron
el analogo a la matriz extracelular en cada una de las condiciones experimentales

para tres experimentos independientes (media+DS).

12.Ensayo de capacidad de formacion de colonias en agar
blando

Para evaluar el potencial oncogénico de las células se utilizd el ensayo de
capacidad de formacion de colonias en agar blando. Para ello, se prepardé medio
DMEM suplementado con 20% SBF, 2% penicilina 5000 U/ml estreptomicina 5
000 pg/mly 2% GlutaMAX™/ al que se denominé medio DMEM-2X. Se preparé
una solucién de agar (BD Biosciences) al 1.6% en medio DMEM sin implementar

(0% SBF, 0% penicilina-estreptomicina, 0% GIutMAX™) que se esterilizé en el
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autoclave para mantener las condiciones de esterilidad requeridas para su uso
posterior en cultivo celular. La solucién de agar se calenté por encima de los 40°C
para facilitar la disolucion del agar, que se diluye en DMEM-2X en proporcién 1:1,
para obtener una solucién final compuesta por 0.8% agar en medio DMEM 10%
SBF, 1% penicilina 5000 U/ml estreptomicina 5000 ug/ml y 1% GlutaMAX™. Se
depositd 1.5 ml de este medio en placas de cultivo de doce pocillos, manteniendo
la solucién a 40°C para evitar la solidificacion de la solucidn, y evitando la
formacion de burbujas. La placa de cultivo se dejé a temperatura ambiente

durante 2 h para la completa solidificacion del agar.

Por otro lado, se prepard una solucién de agar al 0.8% en medio DMEM
sin suplementar, que también se esterilizd, y posteriormente, se calenté a 40°C
para facilitar su disolucién en medio DMEM-2X en proporcién 1:1, para obtener
una solucién final de 0.4% agar en medio DMEM 10% SBF, 1% penicilina 5000
U/ml estreptomicina 5000 ug/mly 1% GlutaMAX™.

Se prepard una suspension celular en la solucién de 0.4% agar preparada
anteriormente, con una concentracion celular de 1x10* células/ml. Se depositaron
0.5 ml de suspensién celular sobre la base de 0.8% agar ya solidificada en la

placa de cultivo de doce pocillos.

Las células fueron cultivadas durante tres semanas, tiempo necesario
para que las células sean capaces de formar colonias sobre agar blando.
Después de las tres semanas de tratamiento, se afadid 1 ml/pocillo de una
solucién de cristal de violeta (Merck) al 0.05% preparada en PBS, y se incubaron
durante toda la noche a temperatura ambiente, con el objetivo de tedir las
colonias formadas y facilitar su observacion y contaje. El contaje del numero de
colonias formadas se realizé con el microscopio invertido de contraste de fases
Nikon Eclipse Ti. Los resultados se expresaron como la media del niumero de
colonias formadas para cada una de las condiciones experimentales de tres

experimentos independientes (media+DS).

97



Material y métodos

13.Ensayos de formaciéon de tumores en ratones
inmunodeprimidos

13.1. Animales, grupos experimentales y desarrollo del
modelo: estudio piloto

Para llevar a cabo los experimentos de formacion de tumores en ratones, se
emplearon ratones atimicos desnudos hembra con un peso medio de entre 19-24
g, vy de 2 meses de edad (Harlan Interfauna Ibérica). Debido a la
inmunodeficiencia que presentan estos animales, el cuidado, tratamiento y
seguimiento se realizé en condiciones de esterilidad. Los animales permanecieron
estabulados en el animalario del Centro Tecnoldgico de Formacion de la Xerencia
de Xestion Integrada A Corufia (CTF-XXIAC) en condiciones libres de patégenos
bajo ciclos de luz/oscuridad de 12h/12h con agua estéril (B. Braun) suplementada
con oxilabiciclina retard 200 mg/ml (Labiana) a una concentracion de 0.8 mg/ml, y
dieta normal (SAFE) ad libitum, con temperatura 22°C+2°C y humedad 70-80%.

Todos los procedimientos realizados en el estudio cumplen la normativa
vigente en la Union Europea (2010/63/EU) y Espafia (RD 53/2013), y han sido
aprobados por el Comité Etico de Experimentacién Animal de la CTF-XXIAC
(Codigo CEEA 15002/2015/04).

Desde la llegada de los animales a las instalaciones, se esperdé una
semana, en la que nos animales se aclimataron a las nuevas condiciones de
estabulamiento, antes de realizar cualquier manipulacion o experimento. Los
ratones atimicos desnudos fueron distribuidos en diferentes grupos
experimentales en funcion de la linea celular inyectada, y del tratamiento recibido
(Tabla 11).

Los grupos experimentales fueron inyectados subcutaneamente con las
lineas celulares MDCK y Hakai-MDCK clon 4, resuspendidas en 100 ul de DMEM
sin suplementar (0% SBF, 0% penicilina-estreptomicina) en el flanco. En la tabla
11 se detalla la linea celular, el nUmero de células inoculadas, y los dias de
tratamiento. Los ratones atimicos inoculados con MDCK y Hakai-MDCK clon 4 se
mantuvieron durante 19 dias (d) para evaluar el potencial oncogénico in vivo de la

sobreexpresién de la proteina Hakai. Los ratones que se inocularon con una
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densidad celular de 1x10° (para evaluar otra densidad celular y establecer el
numero 6ptimo de células para inyectar) se mantuvieron durante 47 d para
evaluar la progresién tumoral y metastasis, y la supervivencia en un periodo de

tiempo mas largo.

Tabla 11. Nomenclatura y condiciones del modelo animal. Se detalla la linea celular
utilizada asi como el numero de células, y el tiempo de experimento expresado en dias.

. NUMERO TIEMPO
LINEA CELULAR X
CELULAS (Dias)
. 19
MDCK 5x10
19
19
19
Hakai-MDCK clon 4 5x10°
19
. . 47
Hakai-MDCK clon 4 1x10
47

El tamafio del tumor se midié con un calibre digital (ATM Enterprises) una
vez a la semana durante el tiempo que duré el experimento, tomando como ultima
medida del tamafio del tumor el dia del sacrificio. EI volumen del tamano del
tumor, expresado en centimetros cubicos (cms), se calculd con la férmula
(n*anchoz*longitud)/(i (162). Durante todo el periodo de duracién del experimento,
se llevd a cabo un control semanal de los ratones con el objetivo de mantener el
bienestar animal, en el que se procedié a su pesado, y la mediciéon del tamafo de
los tumores. Si durante el experimento, el tamafo del tumor superé un volumen

comprendido entre 0.52-1.77 cm®, el raton se eutanasio.
13.2. Sacrificio y recogida de muestras

Los ratones se eutanasiaron por dislocacion cervical, que causa lesiones a nivel
del tronco encefélico y causa la muerte instantanea. Inmediatamente después del
sacrificio se extrajeron las piezas, y se procesaron tal y como se detalla a

continuacion:
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b)

d)

Tumor en los ratones inoculados con células Hakai-MDCK clon 4, y lesion
subcutanea en aquellos inoculados con MDCK. EIl tumor se dividié en tres
secciones para su posterior procesado en inclusion en parafina (Merck),
congelaciéon en optimum cutting temperature (OCTTM) (Sakura) y RNA later
(Ambion).

Pulmones. Se incluyeron en parafina.

Higado. Se dividid en tres secciones para su posterior procesado en inclusion

en parafina, congelacion en nitrégeno liquido y RNA later.

Rifiones. Se incluyeron en parafina.

Las técnicas de procesamiento de las muestras que se utilizaron variaron en

funcién de la técnica de estudio posterior a la que se sometidé cada una de las

piezas, y se detallan a continuacién:

a)

d)

Inclusién en parafina. Las muestras se fijaron durante 24h en un volumen de

formol al 4% (Panreac) +20 veces superior al de la pieza. Después de 24h, las
piezas se tallaron, y se introdujeron en una solucién de etanol al 70%
(Alcomon) hasta su inclusién en parafina en el inclusor Myr (Leica), siguiendo
el protocolo descrito (Tabla 12). El resultado final es el tejido de interés

incluido en un bloque de parafina.

Congelaciéon en Tissue-Tek® OCT™. Las piezas se incluyeron en medio

ocTt™, cuya composicion es <11% de alcohol de polivinilo, <5% de
CARBOWAX™, y >85% de compuestos no reactivos. Seguidamente, se
congelaron en nitrégeno liquido, y se almacenaron a -80°C hasta su empleo

en técnicas histoldgicas.

Congelacién en nitrégeno liquido. Las muestras se introdujeron en crioviales,

y se congelaron directamente en nitrégeno liquido. Se almacenaron a -80°C

hasta su procesado.

Solucién para almacenaje y estabilizacion de ARN (RNA later®). La pieza se

mantuvo a 4°C en la solucion de RNA later® (Ambion) durante 24h.
Transcurrido este tiempo, se descartd la solucién, y las muestras se

almacenaron a -80°C.
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Tabla 12. Programa utilizado por el inclusor de parafina Myr.

REACTIVO TIEMPO
Etanol 70% 1h
Etanol 96% 1 h 30 min
Etanol 96% 1 h 30 min
Etanol 100% 1h
Etanol 100% 1 h 30 min
Etanol 100% 1 h 30 min
Xilol 1h
Xilol 1h
Xilol 1h
Parafina 3h
Parafina 3h
13.3. Analisis histopatolégico

13.3.1.Procesamiento histolégico de las muestras incluidas en
parafina

Para el estudio histopatolégico se realizaron cortes de los bloques de parafina en
secciones seriadas de 4 um de grosor en un microtomo Leica RM2155 (Leica
Biosystems). Los cortes obtenidos se colocaron sobre portaobjetos pretratados
adhesivos con carga positiva Superfrost plus (Thermo Fisher Scientific), y se
almacenaron en una estufa a 37°C, al menos durante una semana, para secar el
corte y lograr su completa fijacion al portaobjetos. En el momento de su
utilizacion, los cortes se colocaron en la estufa a 37°C la noche anterior, y al dia
siguiente, se realizd el desparafinado y rehidratacion de los tejidos, que consiste
en los siguientes pasos: 1) Desparafinado por calor durante 30 min a 60°C en
estufa, 2) Xilol 10 min, para eliminar completamente los restos de parafina, 3)
Hidratacion en soluciones decrecientes de alcoholes (100° 10 min y 96° 10 min), y

4) Hidratacion final en agua destilada durante 10 min.
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Una vez completados los procesos de desparafinacion y rehidratacion del

tejido, los cortes estan listos para ser utilizados en las tinciones histoldgicas.

13.3.2.Tinciones histolégicas: Hematoxilina-Eosina (H&E)

La hematoxilina es una sal neutra de origen natural que se considera como
colorante basico, ya que su componente cromoégeno reside en el complejo
catiénico o basico. Este producto de caracter basofilo se utiliza en histologia para
tefir los componentes acidos de los tejidos, proporcionandoles una color morado.
TiAe los nucleos de las células, ya que éstos contienen acidos nucleicos. La
eosina, por su parte, es un colorante acido de origen artificial, que tifie las
estructuras basicas de los tejidos proporcionandoles una coloracién rosa. Tife el
citoplasma de las células, y se utiliza como colorante de contraste de la
hematoxilina en las tinciones hematoxilina-eosina. La tincion hematoxilina-eosina
permite, por lo tanto, valorar la estructura y morfologia general de los tejidos.

Ademas, también permite identificar y diferenciar las partes de los mismos.

Una vez que los tejidos se desparafinaron y se rehidrataron, se
sumergieron 5 min en hematoxilina de Harris (Panreac), seguido de un lavado con
un flujo de agua corriente hasta obtener el viraje cromico que intensifica la
coloracion morada de la hematoxilina. La hematoxilina de Harris es una tincién
regresiva, en la que se sobretifie la muestra, y después con los lavados se elimina
el exceso de color. A continuacion, se realizé la contratincion con eosina (Merck)
durante 5 min, seguida de la deshidratacion del tejido en pases por soluciones
crecientes de alcohol (96°, 100°), y el paso final por xilol denominado aclarado,
donde se eliminan los restos de alcohol absoluto. Las preparaciones se montaron
con la resina sintética DePex (VWR), se dejaron secar y se observaron en el
microscopio. Las fotos de las tinciones histoquimicas se realizaron en un
microscopio Olympus BX61 (Olympus Biosystem) con la camara digital DC100
Leica (Leica Microsystems) acoplada a este mismo. El contaje del numero de
mitosis se realizé en 10 campos de alta magnificacion (400X) por cada condicién

experimental analizada, tal y como se describié en publicaciones previas (163).
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13.3.3.Tinciones inmunohistoquimicas

Los cortes histoldgicos obtenidos de desparafinaron y rehidrataron segun se
describid previamente. A continuacion, las muestras se sometieron a un
pretratamiento térmico en una olla a presion (Retriever 2100) con tampén citrato
pH 6 (Dako) o tampon Tris/EDTA pH 9 (Dako) siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Este proceso se llevdo a cabo para desenmascarar el antigeno, y
permitir el reconocimiento y el acceso para la unién antigeno-anticuerpo. Tras el
pretratamiento térmico, las muestras de dejaron enfriar y se lavaron con agua
destilada, y se les realiz6 un lavado con tampén de lavado (PBS/Tween-20 0.1%)
durante 10 min, antes de tratarlas con un inhibidor de la accion de la peroxidasa
endégena (Dako) durante 10 min. Posteriormente, se realizé un lavado con el
tampoén de lavado durante 10 min, y después las muestras se bloquearon con una
solucién de BSA/0.1% TX-100 durante 30 min para evitar uniones inespecificas
del anticuerpo primario. Finalmente, las preparaciones se incubaron durante toda
la noche con los anticuerpos indicados. Finalizada la incubacién, se realizaron
tres lavados de 10 min con el tampdn de lavado, seguido de la incubacion con el
anticuerpo secundario policlonal conjugado con peroxidasa (Dako) durante 30
min. Después de tres lavados de 5 min con tampén de lavado, se incubé con una
dilucion 1:50 del cromégeno diaminobencidina (DAB) (Dako), que actia como
sustrato de la peroxidasa (conjugada con el anticuerpo secundario), dando un
producto de color marrén que pone de manifiesto la presencia de anticuerpo
secundario unido, y por lo tanto la presencia de proteina en los cortes de tejido
estudiados. La reaccion enzimatica de la DAB se frené con agua destilada. Por
ultimo, para ubicar las reacciones anticuerpo-proteina dentro del contexto celular,
se realizé una contratincion con hematoxilina de Gill Ill (Merck) durante 2 min. La
hematoxilina de Giil Ill es una tincién progresiva, en la que se juega con el tiempo
de incubacién para definir la coloracion final, para evitar que la tincién de los
nucleos no interfiera con el marcaje de los marcadores analizados mediante la
inmunohistoquimica. Las preparaciones se deshidrataron, y se montaron con
resina DePex (VWR).

La cuantificacion de las preparaciones se realiz6 con el programa
informatico Imaged, analizando cinco fotos representativas de cada una de las

preparaciones histolégicas, donde se cuantific6 el porcentaje de tejido que
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presentaba sefial positiva (marrén) en relacién al area total del tejido estudiado.
Los resultados se representaron como la media de cuantificaciones de los cinco

campos analizados de cada una de las preparaciones analizadas (mediazDS).

14. Cuantificacion de micrometastasis en pulmén en un modelo
de ratén in vivo

Para la deteccidon de células tumorales en pulmén se extrajo el ADN del tejido
pulmonar, fijado en formol y embebido en parafina, con el kit QlAamp DNA Mini
Kit (Qiagen). Para ello, en primer lugar se llevd a cabo un proceso de
desparafinado, a partir de cinco cortes de 5-10 um de cada una de las muestras,
utilizando aceite mineral (Sigma-Aldrich) que se calentd a 95°C durante 2 min, tras
lo que se centrifugd a 12 000 r.p.m. durante 3 min, y se eliminé el sobrenadante
compuesto con la mezcla de parafina-aceite mineral. A continuacién, se comenzé
la extraccion de ADN, segun las recomendaciones del fabricante (164),
sometiendo a las muestras a un proceso de lisis anadiendo 180 ul del tampdn
ATL, seguido de una centrifugacion a 12 000 r.p.m. durante 3 min, que permitié
eliminar la capa superior formada por la mezcla parafina-aceite mineral. Se
afadieron 25 ul de proteinasa K, y las muestras se incubaron a 450 r.p.m. a 56°C
durante toda la noche. Transcurrido este tiempo, se afadieron 500 ul del tampdn
de lisis AL, y el ADN se precipité con 500 ul de etanol (96-100%). Posteriormente,
las muestras se cargaron en el dispositivo de columna-reservorio del kit, que
presenta una membrana de silica que permite la retencién del ADN. Finalmente,
se llevaron a cabo lavados con los tampones AW1 y AW2 que permiten eliminar
posibles impurezas retenidas en la membrana de la columna. EI ADN retenido en

la membrana de silica se eluyé con 150 ul de agua estéril.

Una vez extraido el ADN, se realiz6 una cuantificacién en el equipo
NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific) para determinar su concentracion,
utilizando una A de 260 nm. Al mismo tiempo, se evalué la pureza de la extraccion
de ADN, asi como el nivel de degradacion de la muestra, que viene determinado
por el ratio entre la absorbancia 260/280 nm y 260/230 nm respectivamente,
seleccionando aquellas muestras cuyos ratios fueron =1.7 para su posterior

amplificacion por gPCR.
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Una vez obtenido el ADN, para determinar la presencia de células
tumorales en el pulmén de los ratones del modelo animal, se analizaron los
niveles de expresion de HA-Hakai, dado que Hakai ectépico se encuentra ligado a
HA en las células Hakai-MDCK, y Apolipoproteina B de ratén se utilizé como
control endégeno (165) (tabla 13). Los oligos fueron disefiados con la herramienta
informatica Universal ProbelLibrary (Roche), y fueron manufacturados por Sigma-
Aldrich. El disefio fue optimizado para longitudes comprendidas entre los 18 y 22
nucleétidos y unas temperaturas de anillamiento de 59-60°C, con un contenido en
guanina/citosina de aproximadamente 50%, y una longitud de amplicon no

superior a 120 nucleotidos.

Tabla 13. Oligos utilizados para el analisis de los genes de interés.

Nombre Especie | Oligo sentido (5°-3") | Oligo antisentido (5°-3")

HA-Hakai Canina | tctgggacgtcgtatgggta ttcttcatcaccttgcggg

Apolipoproteina B Murina cgtgggctccagcattcta tcaccagtcatttctgcctttg

La cuantificacidon de los niveles de expresion de los genes a estudio se
realiz6 con el kit LightCycler 480 SYBR Green | Master (Roche) en el
termociclador LightCycler 480 Il (Roche) siguiendo las recomendaciones del
fabricante (165). Los reactivos y volumenes de la mezcla para cada reaccion de

gPCR, se detallan en la tabla 14.

Tabla 14. Reactivos y volumenes de la mezcla de reacciéon para qPCR a partir de

ADN.

Reactivo Volumen por reaccién
Master Mix (2x) 5ul
Oligo sentido (5 uM) 0,7 ul
Oligo antisentido (5 uM) 0,7 ul
ADN 1ul
H,O-DEPC hasta10 pl
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Las lineas celulares MDCK y Hakai-MDCK se utilizaron como control
negativo y positivo, respectivamente. Los datos obtenidos se analizaron, y se

calcularon los niveles relativos de expresion por el método 20 (159).

15. Analisis estadistico

El analisis estadistico de todos los experimentos se realizé mediante un test ¢-
Student no pareado y paramétrico para evaluar las diferencias entre las
condiciones experimentales para los niveles de significancia indicados. Los datos
se analizaron utilizando el programa estadistico GraphPad PRISM versién 6
(GraphPad Software). Los analisis con p<0.05 se consideraron estadisticamente

significativos.
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A. PAPEL DE LA VINFLUNINA SOBRE LAS UNIONES
CELULARES EN CELULAS TUMORALES EPITELIALES
DE VEJIGA

1. Efecto de la vinflunina sobre la viabilidad celular de células
epiteliales humanas de cancer de vejiga

La VFL es un farmaco que actia como inhibidor de microtubulos, y que se utiliza en
la practica clinica para el tratamiento de carcinoma avanzado o metastatico de
células transicionales del tracto urotelial resistente a un tratamiento de primera linea
con derivados de platino. Dado que existen importantes evidencias cientificas en las
que se relaciona la red de microtubulos con los contactos de adhesion célula-célula
(68), se decidio investigar el posible impacto de la VFL sobre los contactos celulares
en células tumorales epiteliales de vejiga. Para ello, primero se analizé su efecto
sobre la viabilidad celular mediante el ensayo MTT que permitié determinar el valor
de IC50 definido como la concentracion necesaria de farmaco para reducir el
crecimiento de la poblacién celular en un 50%. De esta forma, se establecieron las
concentraciones de VFL que se tomaron en consideracion para el tratamiento de las

lineas celulares en los ensayos posteriores.

El efecto de la citotoxicidad de VFL se estudié en diferentes lineas celulares
de cancer de vejiga: HT1376, 5637, SW780, UMUC3 y T24, que se corresponden
con diferentes estadios tumorales de cancer de vejiga y presentan diferentes
fenotipos celulares (Figura 18). Las células HT1376 provienen de un carcinoma
grado lll, 5637 es un carcinoma grado I, mientras que SW780, UMUC3 y T24 se
obtuvieron a partir de un carcinoma en estadio muy temprano, que todavia no habia

invadido el musculo adyacente.
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T24

Figura 18. Fenotipo de las lineas celulares HT1376, 5637, SW780, UMUC3 y T24.
Imagenes de contraste de fases de las lineas celulares indicadas. Aumento 200 X. Barra de
escala 100 um.

Dichas lineas celulares se trataron con concentraciones crecientes del
farmaco en un rango de 0-100 uM durante 48 h. Los resultados obtenidos se
expresaron en porcentaje de viabilidad celular para cada una de las concentraciones
testadas, y su analisis permitié determinar una curva de inhibicidon dosis-dependiente
del crecimiento celular en todas las lineas celulares estudiadas. El analisis de la
representacion grafica de los datos de porcentaje de viabilidad celular frente a las
concentraciones de farmaco testadas en escala logaritmica, permitié establecer el
valor de IC50 para cada linea celular (Figura 19). El valor de IC50 para HT1376 fue
de 4.677 uM (Figura 19A), para 5637 fue de 3.478 uM (Figura 19B), para SW780 fue
de 1.734 uM (Figura 19C), para UMUC3 fue de 0.277 uM (Figura 19D), y para T24
fue de 0.068 uM (Figura 19E), siendo estas dos ultimas lineas epiteliales las que

presentan una mayor sensibilidad al farmaco.

Los valores de IC50 variaron notablemente en funcion de la linea celular
testada. Tal y como se observd, en las lineas correspondientes a estadios
tempranos se necesité una menor concentracion de farmaco para reducir el
crecimiento de la poblacion celular en un 50%, mientras que en aquellas lineas que
se corresponden con desarrollo tumoral en grado Il y lll presentaron un valor de
IC50 mucho mayor, ya que las células son mas resistentes a bajas concentraciones

del farmaco.
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Figura 19. Efecto de la vinflunina sobre la viabilidad celular de lineas tumorales de
vejiga. A, HT1376. B, 5637. C, SW780. D, UMUC3. E, T24. Las cinco lineas humanas
epiteliales de cancer de vejiga se trataron con concentraciones crecientes de VFL (0-100 uM)
durante 48 h. Los datos representados se corresponden con la mediazDS de tres
experimentos independientes realizando en cada caso seis medidas. Se representd en el eje
X las concentraciones de farmaco en escala logaritmica (log [VFL] uM), y en el eje Y el
porcentaje de viabilidad celular (%). El valor de IC50 y el intervalo de confianza al 95% (IC
95%) se indicaron para cada una de las lineas celulares.

2. La vinflunina induce un fenotipo epitelial en las células
tumorales de vejiga

Una vez determinados los valores de IC50 para cada una de las lineas celulares
epiteliales de cancer de vejiga, se analizé el efecto de la VFL sobre el fenotipo
celular. Para ello, las lineas celulares se trataron durante 48 h con tres
concentraciones diferentes de VFL, elegidas considerando cada valor de IC50. Se
analizé el efecto de la VFL sobre el fenotipo en las lineas celulares HT1376, 5637 y
UMUCS3, estando asi representados diferentes estadios de progresiéon tumoral. Las
células HT1376, con un valor IC50 mas elevado, se trataron con concentraciones de
2, 10 y 20 uM, mientras que las lineas celulares 5637 y UMUC3 se trataron con

dosis mas bajas de 1,2y 10 uM.

El analisis de las imagenes de microscopia de contrate de fases permitid

observar que todas las lineas celulares presentan, en la condicién control (sin
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tratamiento con el farmaco), un fenotipo mesenquimal con débiles contactos célula-

célula, y presencia de protrusiones de la membrana celular (Figura 20).

Tras el tratamiento con VFL durante 48 h, las lineas celulares HT1376 y
5637 sufrieron un importante cambio fenotipico caracterizado por una morfologia
mas epitelial y unos contactos célula-célula mas estrechos (Figura 20), comparado
con la condicién control. Sin embargo, no se observé ningin cambio fenotipico en la
linea celular UMUCS tras el tratamiento con VFL, pero si una elevada muerte celular
incluso a bajas concentraciones de farmaco (Figura 20). Estos resultados indican
que la VFL ejerce un efecto sobre el fenotipo fibroblastico en las lineas celulares
HT1376 y 5637 pero no en la linea UMUCS3.

VFL (uM)

Figura 20. Efecto de la vinflunina sobre el fenotipo celular de las lineas celulares
HT1376, 5637 y UMUC3. Imagenes de contraste de fases de las lineas celulares tras 48 h de
tratamiento con el farmaco a concentraciones crecientes comparadas con la condicién control.
Las flechas muestran la presencia de protrusiones. Aumento 200 X. Barra de escala 100 um.

3. Efecto de la vinflunina sobre la expresiéon de marcadores de
transicion epitelio-mesénquima

Dado el importante efecto de la VFL observado sobre los contactos celulares, se

decidi6 examinar si estos cambios iban acompafiados por la regulacion de
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marcadores de TEM como son E-cadherina, N-cadherina y Vimentina en las lineas
tumorales de vejiga HT1376, SW780, UMUCS3, T24 y 5637. La linea celular HT1376
expresa el marcador epitelial E-cadherina, y sin embargo no expresa los marcadores
mesenquimales N-cadherina y Vimentina (Figura 21A). Las lineas SW780 y 5637
expresan bajos niveles del marcador epitelial E-cadherina, y altos niveles del
marcador mesenquimal N-cadherina (Figura 21A). Las lineas celulares UMUC3 y
T24 no expresan el marcador epitelial E-cadherina, pero si expresan marcadores
mesenquimales (Figura 21A). De modo interesante, en las lineas celulares que
expresan E-cadherina (HT1376 y 5637) (Figura 21A), se observdé un cambio a
fenotipo epitelial mas importante en presencia de VFL (Figura 20), mientras que las
lineas UMUC3 y T24, que no expresan E-cadherina (Figura 21A), son mas sensibles
(Figura 19D y 19E), y no sufren cambio fenotipico con el tratamiento (Figura 20).
Estos resultados sugieren que las lineas epiteliales tumorales de vejiga que
expresan E-cadherina son mas resistentes a la VFL, y responden mejor a los

cambios de fenotipo mesenquimal a epitelial inducidos por el farmaco.

La VFL presenta propiedades antimetastasicas in vitro e in vivo. Se ha
demostrado, mediante ensayos de invasion in vitro que la VFL ejerce un efecto
inhibitorio de la capacidad de invasion en células transicionales de carcinoma de
vejiga. Ademas, se ha observado un potente efecto antitumoral de la VFL en
modelos murinos artopicos utilizando células transicionales de carcinoma de vejiga
(166). Dado que durante la progresion de carcinomas, la TEM tiene lugar en
estadios tempranos del proceso de invasion y metastasis, se estudio si la VFL era
capaz de regular la expresiéon de marcadores de TEM. Uno de los cambios clave en
el proceso de TEM es el intercambio de cadherinas, donde la expresion normal del
marcador epitelial E-cadherina es reemplazada por la expresion anormal del
marcador mesenquimal N-cadherina (167, 168). Al analizar el efecto de la VFL sobre
la expresion proteica de los marcadores de TEM en diferentes lineas celulares, se
observé que en la linea celular HT1376, que unicamente expresa E-cadherina y no
marcadores mesenquimales como N-cadherina o Vimentina, se incrementaron los
niveles de expresion de E-cadherina (Figura 21B). Este incremento iba acompafiado
de una reduccién de los niveles de la proteina E3 ubiquitina-ligasa Hakai (Figura
21B). Dado que previamente se demostré que Hakai induce la ubiquitinizacién y
posterior degradacion de E-cadherina, estos resultados sugieren que la desapariciéon
de la proteina Hakai podria influir sobre la recuperacién de los niveles de expresion

de E-cadherina.
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Por otro lado, el tratamiento con VFL durante 48 y 72 h de la linea celular
5637, a una concentracion de 5 uM indujo una ligera recuperacion de los niveles de
expresion de E-cadherina, acompanada de una reduccién drastica de Hakai y N-
cadherina (Figura 21C). Dado que Hakai, ademas de estar imlicada en la modulacion
de los contactos celulares, ejerce un control sobre la proliferacion celular, se decidio
extender el andlisis del efecto de la VFL sobre los niveles de Ciclina D1, miembro de
la familia de proteinas implicadas en la regulacién del ciclo celular, y descrita como
una proteina efectora a través de la que Hakai modula la proliferacion celular (109).
Los niveles proteicos de ciclina D1 disminuyen tras el tratamiento con VFL a 48 y 72
h (Figura 21D). Finalmente, el tratamiento con VFL de la linea celular UMUC3, que
no expresa E-cadherina pero si N-cadherina y Vimentina, mostré una disminucién de
los niveles de expresion de Hakai, N-cadherina y Vimentina a dos concentraciones
de VFL diferentes (Figura 21E). En conclusion, todos estos resultados sugieren que
la VFL induce diferenciacion celular epitelial en las lineas celulares tumorales

epiteliales de vejiga analizadas.

114



Resultados

A B
HT1376
E-cadherina | M. o — E-cadherina | mmmm—.
N-cadherina -— = W UL —
Vimentina GARDR
£ +_ VFL(5pM)
GAPDH | i o L SN *h
HT1376 SW780 UMUC3 T24 5637
c 5637 P 5637
E-cadherina |-... B —-l Ciclina D1 I-—- — — l
-
Hakail-rﬁ — l"'l GAPDHl__-—I
+ - +
N-cadherina I— - — —-'I s —_ VELIS M)

Vimentina | Gl e -_l

GAPDH | e s s --l
G + % + VFL (5 pM)
48h 72h

umMucs

E-cadherina

Hakai

-
N-cadhering | e
—-—

Vimentina -

ceot | (D D =D
- 2um 5 uM  VFL (uM)
48h

Figura 21. Efecto de la vinflunina sobre la expresion de marcadores de transiciéon
epitelio-mesénquima. A, Niveles de expresién enddégenos de los marcadores de transicion
epitelio-mesénquima indicados en las lineas celulares epiteliales de cancer de vejiga HT1376,
SW780, UMUC3, T24 y 5637. B, Efecto del tratamiento con 5 uM de VFL durante 48 h sobre
la expresion de E-cadherina y Hakai en la linea celular HT1376. C, Efecto del tratamiento con
5 uM de VFL durante 48 y 72 h sobre la expresion de marcadores indicados en la linea celular
5637. D, Efecto del tratamiento con 5 uM de VFL durante 48 y 72 h sobre la expresién de
Ciclina D1 en la linea celular 5637. E, Efecto del tratamiento con 2 uM y 5 uM de VFL sobre la
expresion de los marcadores indicados tras 48 h de tratamiento en la linea celular UMUC3.
Todos los experimentos fueron analizados mediante western-blot, y las imagenes son
representativas de tres experimentos independientes. GAPDH se utiliz6 como control de
carga.

4. Efecto de la vinflunina sobre las uniones célula-célula
mediante microscopia electrénica de transmision

A continuacion, se decidid analizar mediante microscopia electrénica de
transmision el efecto de la VFL sobre las uniones célula-célula. Para ello, se empled

la linea celular 5637, que respondia a un cambio fenotipico inducido por VFL, y se
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tratdé con una concentracién de VFL de 5 uM durante 48 h. Como se observa en la
imagen de microscopia electrénica, en presencia de VFL se reducen los espacios
intercelulares amplios y laxos presentes en la condicién control, observandose unas
uniones célula-célula mas estrechas (Figura 22). Estos resultados sugieren que la
VFL podria fortalecer las uniones célula-célula a través del incremento de la

expresion de E-cadherina.

ctl VEL (5 pM)

Figura 22. Analisis del efecto de la vinflunina sobre los contactos célula-célula
mediante microscopia electronica de transmision. La linea celular 5637 tratada con 5 uM
de VFL durante 48 h (panel derecho) en comparacién con las células sin tratar (panel
izquierdo) se analizaron mediante microscopia electrénica de transmision. Nucl: nucleo
celular, Cit: citoplasma. Ctl: control (sin tratamiento con el farmaco). Los puntos de contacto
célula-célula se indicaron con flechas. Barra de escala, 2 um.

5. Efecto de la vinflunina sobre la diferenciacién epitelial y la
apoptosis

En base a los resultados previos obtenidos sobre el efecto de la VFL en la expresion
del marcador epitelial E-cadherina, se decidié determinar si el incremento de dichos
niveles de expresion se detectaba en los contactos célula-célula. Para llevar a cabo
este analisis, se empled la linea celular HT1376, en la que mediante western-blot se
observo un ligero incremento de la expresién proteica de E-cadherina tras el
tratamiento con la VFL, en comparaciéon con la condicién control (Figura 21B).
Ademas, dado que se ha descrito que la VFL ejerce un efecto sobre la apoptosis
celular (169), se decidioé determinar si el incremento de la proteina E-cadherina tenia
lugar en contactos celulares, y si dicho incremento se observaba o no en aquellas

células en las que la VFL causaba muerte celular.
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Para ello, se llevé a cabo el anadlisis de la apoptosis mediante un ensayo
TUNEL con el fin de observar in situ las células apoptéticas, y se combiné con la
inmunofluorescencia de E-cadherina, permitiendo analizar paralelamente el efecto
de la VFL sobre la diferenciacion epitelial y la apoptosis, en la linea tumoral de vejiga
HT1376. El analisis de las imagenes de inmunofluorescencia realizadas tras el
tratamiento durante 48 h de la linea celular HT1376 a una concentracién de 5 uM de
VFL permitidé observar un incremento de la expresion del marcador epitelial E-
cadherina en los contactos célula-célula en comparacién con las células en la
condicion control (Figura 23A). Ademas, al realizar el ensayo TUNEL se detectaron
células apoptéticas tras la administracion del farmaco, en contraposicién a la
condicidon control donde no se detectd apoptosis. La tincion de las células
apoptéticas junto con la inmunofluorescencia de E-cadherina y la tincidon nuclear con
DAPI permitié determinar que el incremento de los niveles de E-cadherina en los
contactos celulares tuvo lugar en células viables, mientras que se observé una
reduccion de dichos niveles en las células apoptéticas (Figura 23B), sugiriendo que
la VFL induce muerte celular programada y diferenciacion epitelial en células

epiteliales tumorales de cancer de vejiga que expresan E-cadherina.
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Figura 23. Efecto de la vinflunina sobre diferenciacion epitelial y la apoptosis. A, Analisis
mediante inmunofluorescencia de la expresion de E-cadherina en la linea celular HT1376
tratada con 5 uM de VFL durante 48 h. Barra de escala, 200 um. B, Ensayo TUNEL para
analizar apoptosis (rojo) se realiz6 tras la inmunofluorescencia con E-cadherina (verde) en las
células tratadas durante 48 h con 5 uM de VFL. Tincién nuclear con DAPI (azul). Barra de
escala, 50 um.

6. La vinflunina promueve la degradacion de Hakai mediada por
proteasoma

Los resultados descritos anteriormente reflejaron que el tratamiento de las lineas
celulares HT1376, 5637 y UMUC3 con VFL durante 48 h reduce los niveles de
expresion proteica de Hakai. Para determinar si la VFL afecta a los niveles de ARNm
de Hakai, se analizaron sus niveles de expresion génica llevando a cabo una

transcripcion reversa seguida de una PCR cuantitativa a tiempo real.

Para ello, las lineas celulares HT1376, 5637 y UMUC3 se trataron con una
concentracion de 5 uM de VFL durante 48 h. El analisis de los niveles de expresion
relativa del ARNm de Hakai de las células tratadas con VFL permitié determinar que
los niveles de ARNm no disminuyeron por accion del farmaco en las células 5637,

HT1376 y UMUC3 con respecto a la condicidon control (Figura 25). Estos datos
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indican que la VFL disminuye los niveles de proteina Hakai sin disminuir sus niveles
de ARNm (Figura 21B-E y 24).
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Figura 24. Efecto de la vinflunina sobre los niveles de expresion de ARNm de Hakai. Los
niveles de ARNm de Hakai en las lineas celulares 5637 (panel superior izquierdo), HT1376
(panel superior derecho) y UMUC3 (panel inferior) se analizaron tras el tratamiento con VFL a
5 uM durante 48 h mediante qPCR. Los niveles de ARNm de HPRT se emplearon para
normalizar la expresion relativa de Hakai. Los datos representados se corresponden con la
mediazDS de tres experimentos independientes(*p<0.05).

Estudios previos demuestran que la mayoria de las proteinas intracelulares
se degradan principalmente via ubiquitin-proteasoma (170). Sin embargo, las
proteinas extracelulares y algunas proteinas de superficie celular se internalizan por
endocitosis y son degradadas via lisosoma. Dado que Hakai es una proteina
intracelular, y sus niveles de ARNm no varian por accién de la VFL pero si se
modula su expresién proteica, se estudid si la disminucidn de sus niveles de
expresion proteica tras la administracion de VFL podria ser debida a un incremento
de la degradacion via proteasoma de dicha proteina. Para ello, se empleé la linea
celular 5637 que se traté con una concentracion de 5 uM de VFL durante 48 h, y
durante 2 h con 20 uM de MG132, un inhibidor de proteasoma. Se observé una
reduccion de los niveles proteicos de Hakai por accién de la VFL, que se
recuperaron con la administracion de MG132 (Figura 25). Ademas, con esta
recuperacion de los niveles de Hakai, se produjo una disminucién de los niveles de

E-cadherina (Figura 25). Estos resultados sugieren que la disminucion de los niveles
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de expresion proteica de Hakai mediado por VFL puede estar controlado, al menos

en parte, por un mecanismo dependiente de proteasoma.
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Figura 25. La vinflunina induce la degradacion de Hakai via proteasoma en la linea
celular 5637. Efecto del inhibidor de proteasoma, MG132, sobre los niveles de expresion a
nivel de proteina de E-cadherina y Hakai tras el tratamiento con 5 uM de VFL durante 48 h.
Tras el tratamiento con VFL, las células se incubaron en presencia o ausencia del inhibidor de
proteasoma (MG132) a 20 uM durante 2 h, y los lisados celulares se analizaron mediante
western-blot (panel superior). Se utiliz6 GAPDH como control de carga. Los datos
representados para la densitometria se corresponden con la media=DS de tres experimentos
independientes (panel inferior) (*p<0.05, **p<0.01).
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B. ANALISIS DEL EFECTO DE LA PROTEINA E3 UBIQUITINA-
LIGASA HAKAI IN VITRO E IN VIVO

En el afio 2002 se descubrid el primer regulador post-traduccional de la proteina E-
cadherina, que se denominé Hakai por su significado de “destruccién” en japonés, ya
que Hakai es una E3 ubiquitina-ligasa que media la ubiquitinizacién y su posterior
degradacion via lisosoma de la proteina E-cadherina fosforilada en los residuos de
tirosina tras la activaciéon de la proteina quinasa Src (91, 117). La E-cadherina es el
prototipo mejor caracterizado de las uniones adherentes que mantienen a las células
epiteliales adheridas entre si mediante uniones célula-célula, lo que en
consecuencia influye en el mantenimiento de la polaridad apico-basal y la
estratificacion por capas, caracteristicas propias del tejido epitelial (67). Ademas, se
ha demostrado que la degradacion y desaparicion de E-cadherina en los contactos
célula-célula esta asociada a la transicion de adenoma a carcinoma, y es marcador
de TEM, lo que implica que las células adquieren una morfologia fibroblastoide,
sufren una reorganizacion del citoesqueleto perdiendo su polaridad apico-basal,
expresan marcadores mesenquimales en detrimento de marcadores epiteliales, y
adquieren capacidad de migracién e invasion (81). Por otro lado, se ha demostrado
mediante ensayos in vitro que la sobreexpresion de Hakai no solo induce un fenotipo
mesenquimal en células epiteliales, si no que también induce la proliferacion celular
e incrementa el potencial oncogénico y la capacidad invasiva en células epiteliales
no transformadas (109, 111). Ademas, en adenocarcinomas gastrico y de colon se
observo un incremento de los niveles de expresion de Hakai con respecto al tejido
sano adyacente (109, 147). Basandose en las funciones descritas para Hakai, y su
importante papel durante la progresién tumoral, se empezé a proponer como una
potencial diana terapéutica contra el cancer. Con todos estos antecedentes, en
primer lugar, se decidié profundizar en el papel de Hakai sobre la progresion tumoral
in vitro, y analizar el efecto in vivo empleando como modelo animal ratones atimicos
desnudos (Nu/Nu).

1. Efecto de la sobreexpresion de Hakai en células MDCK in vitro

Previamente, se demostro el efecto de la sobreexpresién de la proteina Hakai en la
linea epitelial MDCK sobre la reduccion de los niveles de expresion de su sustrato

especifico E-cadherina y su implicacién en la pérdida de contactos célula-célula y de
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la polaridad apico-basal de la célula (109), que se traduce en un cambio de fenotipo
epitelial en MDCK a mesenquimal en las células que sobreexpresan Hakai (Figura
26). Recientemente, la Cortactina se ha identificado como un nuevo sustrato de la
accion de la proteina E3 ubiquitina-ligasa Hakai. Dicha proteina regula la formacion
de microtubulos de actina del citoesqueleto celular (171), y es un sustrato de la
tirosina quinasa Src (172). Tras la fosforilacién por Src, la E3 ubiquitina-ligasa Hakai
interacciona con la Cortactina fosforilada, y media su ubiquitinizacion y degradacion
(115).

Figura 26. Efecto de la sobreexpresion de Hakai sobre el fenotipo celular. Imagenes de
contraste de fases. A, MDCK. B, Hakai-MDCK clon 4. Aumento 200X. Barra de escala, 100
um.

Por lo tanto, se decidid llevar a cabo una caracterizacién de la expresion
proteica de los sustratos de Hakai, y marcadores de TEM en el modelo celular
MDCK establecido de sobreexpresion de Hakai, denominado en este trabajo Hakai-
MDCK. Mediante western-blot confirmamos que, tal y como se esperaba, Hakai se
encuentra incrementado en células que sobreexpresan Hakai respecto a la linea
control MDCK, confirmado mediante el empleo de los anticuerpos de Hakai y HA
(epitopo unido a la proteina sobreexpresada), y esto iba acompafiado de una
disminuciéon de E-cadherina y Cortactina (Figura 27A), y un incremento de N-
cadherina (Figura 27C), lo que sugiere que, tal y como se ha demostrado
previamente, Hakai puede estar actuando como una E3 ubiquitina-ligasa sobre E-

cadheirna y Cortactina, induciendo la degradacion de dichos sustratos.

En base a estos resultados, se decidié llevar a cabo mediante
inmunofluorescencia una caracterizacion de la expresion y la localizacién subcelular

del marcador E-cadherina a nivel basal en dichas lineas celulares. Se observo la
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localizacion de E-cadherina en los contactos célula-célula de la linea celular MDCK,
ya que no se observa marcaje para E-cadherina en aquellas células que se
encuentran en los margenes de la colonia, donde no hay presencia de células
adyacentes (Figura 27B). En la linea celular Hakai-MDCK clon 4 se observa una
desaparicion total del marcaje de E-cadherina con respecto a MDCK (Figura 27B).
Estos resultados sugieren que la sobreexpresion de Hakai induce la degradacién de

E-cadherina y su desaparicion de contactos celulares.
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Figura 27. Caracterizacion proteica de marcadores en las lineas celulares MDCK y
Hakai-MDCK. A, Imagenes de western-blot para los marcadores E-cadherina, Cortactina,
Hakai y HA en células MDCK y en dos clones de MDCK que sobreexpresan Hakai (clon 4 y
clon 11). B, Expresion y localizaciéon de E-cadherina mediante inmunofluorescencia. Aumento
200X. Barra de escala, 100 um. C, Imagenes de western-blot para el marcador N-cadherina
en células MDCK y Hakai-MDCK clon 4. D, Cuantificacién relativa de la expresion proteica de
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E-cadherina. E, Cuantificacion relativa de la expresion proteica de Cortactina. F,
Cuantificacion relativa de la expresion proteica de Hakai. Los datos representados para la
densitometria se corresponden con la mediaztDS de tres experimentos independientes
(*p=<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). Se utiliz6 GAPDH como control de carga.

Debido a que en la linea celular Hakai-MDCK clon 4 se observé una
desaparicion total de E-cadherina presente en los contactos celulares (Figura 27B),
se quiso analizar si existia una localizacion citoplasmatica de la misma. Para
corroborar que el marcaje citoplasmatico era especifico para E-cadherina y no se
correspondia con punteado inespecifico, se realiz6 una prueba en la que no se
permeabilizé la membrana celular con el detergente Triton X-100, de tal forma que el
anticuerpo no alcanzé la regién intracelular y no se observé ningun tipo de marcaje
(Figura 28, panel izquierdo), en comparacion con la muestra en la que si se
permeabilizé la membrana celular con detergente (Figura 28, panel derecho). Por lo
tanto, el analisis de las imagenes de inmunofluorescencia para E-cadherina permitié
observar un punteado citoplasmatico especifico que se corresponde con la
distribucion citoplasmatica de E-cadherina tras la endocitosis de la misma de la

membrana celular en la condicién control.

Hakai-MDCK clon 4

E-cadherina

Triton X-100

Figura 28. Especificidad de marcaje citoplasmatico para E-cadherina mediante
inmunofluorescencia. Condiciones de no permeabilizacién (panel izquierdo), frente a la
permeabilizacién con Triton X-100 (panel derecho). Aumento 400X. Barra de escala, 50 um.

Anteriormente, se habia descrito que la sobreexpresion de la proteina Hakai
incrementa la proliferacion celular en la linea celular NIH3T3 que no expresa E-
cadherina endégena, sugiriendo que la regulacion de la proliferacion celular mediada
por Hakai es independiente de E-cadherina. La relacion directa entre los niveles de
expresion de Hakai y Ciclina D1 en comparacion con otras proteinas implicadas en

la regulacién del ciclo celular, sugirieron a la Ciclina D1 como una proteina efectora a
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través de la que Hakai modula la proliferacion celular. También se describié que el
mutante de Hakai en este dominio reducia fuertemente la proliferacion celular,
sugiriendo que la actividad E3 ubiquitina-ligasa de Hakai juega un papel importante
en la proliferacién celular (109). Por ello, se corroboré mediante citometria de flujo
que la sobreexpresion de la proteina Hakai incrementa la proliferacion celular de
forma estadisticamente significativa respecto a la linea MDCK control (Figura 29).
Estos resultados indican que la sobreexpresion de la proteina Hakai incrementa la

proliferacion celular.

% Relativo células positivas EdU
[p%]

MDCK Hakai-MDCK
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Figura 29. Efecto de la sobreexpresion de la proteina Hakai sobre la proliferaciéon
celular. El porcentaje de células positivas para el marcaje de EdU en Hakai-MDCK clon 4 se
relativizaron a la condicién control de MDCK. Los datos representados se corresponden con la
media =DS de tres experimentos diferentes (**p<0.01).

La evasion de apoptosis es un rasgo caracteristico de las células tumorales que les
permite dividirse continuamente y seguir proliferando. El mecanismo de accion de
algunos de los tratamientos quimioterapicos que se utilizan actualmente en clinica
consiste en inducir apoptosis celular desencadenando sefales de induccién de
muerte celular, causando dafio en el ADN o creando situaciones de estrés celular
(6). Por esta razon, se decidié analizar el efecto la sobreexpresion de Hakai sobre la
apoptosis celular en las lineas celulares objeto de estudio. El analisis de los
porcentajes de apoptosis temprana y tardia (apoptosis total) de la poblacion celular
de cada una de las muestras, mostré que el la sobreexpresion de Hakai no ejercié

ningun efecto sobre la apoptosis celular en las condiciones estudiadas (Figura 30).
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Figura 30. Efecto de la sobreexpresion de Hakai sobre la apoptosis celular de las lineas
celulares MDCK y Hakai-MDCK clon 4. Se represento la suma de la apoptosis temprana y la
apoptosis tardia. Los datos representados se corresponden con la mediazDS de tres
experimentos independientes.

Tal y como se ha comentado, algunas de las células presentes en el tumor
primario son capaces de desprenderse del mismo, invadir el tejido adyacente y viajar
por el torrente sanguineo hasta sitios distantes donde son capaces de colonizar y
formar tumores secundarios metastaticos. Dado que las metastasis son las
responsables de alrededor del 90% de muertes por cancer, este campo de
investigacion se ha incrementado y consolidado en los ultimos afios (16). Por ello, se
decidié analizar si la sobreexpresion de Hakai era capaz de proporcionar la
capacidad de invasién a las células MDCK no transformadas. El anadlisis de
invasividad permiti6 demostrar que las céluas Hakai-MDCK clon 4 son capaces de
invadir la matriz extracelular de una forma estadisticamente significativa, en
comparacién con la linea celular MDCK (Figura 31). Estos resultados indican que la
sobreexpresién de Hakai es capaz de inducir la capacidad invasiva en las células
MDCK.
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Figura 31. Efecto de la sobreexpresion de Hakai en la linea celular MDCK sobre la
invasion celular. Las celulas que sobreexpresan Hakai (Hakai-MDCK clon 4) son capaces de
invadir, mientras que las células MDCK no son invasivas. Aumento 200 X. Barra de escala,
100 um (panel superior). Los datos representados se corresponden con la media+zDS de tres
experimentos independientes realizados por triplicado (panel inferior) (***p<0.001).

Las lineas celulares epiteliales necesitan adhesion a sustrato para poder
crecer, mientras que el crecimiento de las células tumorales es independiente de
adhesioén a sustrato. EI mejor modelo in vitro para evaluar el potencial oncogénico es
mediante el ensayo de formacién de colonias en agar blando, que se realiza en un
sustrato semi-liquido en el que sdélo pueden crecer las células tumorales, capaces de
crecer independientemente del anclaje al sustrato (109, 111). Para evaluar la posible
accion de Hakai sobre el potencial oncogénico se llevé a cabo el contaje de las
colonias que crecieron sobre el sustrato de agar blando. Tal y como se demostro
previamente (109), las células Hakai-MDCK fueron capaces de crecer y formar
colonias, mientras que la linea epitelial MDCK (no transformada) no fue capaz de
crecer y formas colonias sobre un sustrato blando de agar (Figura 32). Estos

resultados corroboran que Hakai es un potenical oncogén.
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Figura 32. Efecto de la sobreexpresion de Hakai en la linea celular MDCK sobre la
formacion de colonias en agar blando. La linea celular Hakai-MDCK clon 4 es capaz de
formar colonias sobre un sustrato de agar blanco, con respecto a las células MDCK que no es
capaz de crecer (panel superior). Los datos representados se corresponden con la mediazDS
de tres experimentos independientes realizados por triplicado (panel inferior) (***p<0.001).

2. Hakai induce la formacion de tumores in vivo

Para evaluar el posible efecto de Hakai sobre la capacidad de formacién de tumores
in vivo, se emplearon las lineas celulares MDCK y Hakai-MDCK clon 4, previamente
descritas, que se inyectaron de forma subcutanea en el flanco de ratones atimicos
desnudos (Nu/Nu). Primero se llevd a cabo un analisis piloto para establecer las
condiciones de numero de células inoculadas, para lo que los ratones atimicos
desnudos fueron inoculados subcutdneamente en el flanco con dos concentraciones
diferentes de la linea celular Hakai-MDCK clon 4: 1x10° y 5x10° células. De este
modo, se estudid el tiempo que tardaron en aparecer los tumores, asi como el
crecimiento de los mismos. La linea celular MDCK no es capaz de formar tumores in
vivo, mientras que la inyeccién subcutanea de las células Hakai-MDCK clon 4 forma
tumores en ratones inmunodeprimidos (Figura 33A). Con la inoculacién de 5x10°
células de Hakai-MDCK clon 4 se evidenci6 la formacién de tumores
macroscopicamente alrededor de los 19 d, y su tamafo fue incrementado
progresivamente a lo largo del tiempo, siendo la diferencia de volumen
estadisticamente significativa con respecto a las células MDCK. Sin embargo, la

formacion de tumores observables macroscopicamente tras la inoculacion de 1x10°
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células de Hakai-MDCK clon 4 tardé6 mas tiempo, alrededor de 22 d, y su tamafo no
experimenté grandes cambios a lo largo del tiempo analizado en el experimento
(Figura 33B). Estos resultados indican que la sobreexpresion de la proteina Hakai es

capaz de inducir la formacién de tumores in vivo, actuando como oncogén.

El analisis de la supervivencia mediante el estimador de Kaplan-Meier,
expresado como porcentaje de animales libres de tumor con respecto al tiempo,
determiné que el 100% de los ratones inmunodeprimidos inoculados con la linea
celular MDCK estuvieron libres de tumor durante los 40 d de duracién del
experimento. Los ratones inoculados con 1x10° células Hakai-MDCK clon 4 tardaron
aproximadamente 22 d en formar tumores en comparacion con los inoculados con
5x10° de Hakai-MDCK clon 4 que tardaron unos 19 d. A los 40 d todos los ratones

inoculados con células Hakai-MDCK habian formado tumores (Figura 33C).
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Figura 33. Formacién de tumores en ratones atimicos desnudos (Nu/Nu). A, Capacidad
tumorogénica in vivo de las células Hakai-MDCK clon 4 (panel derecho), en comparacién con
la linea celular epitelial no transformada MDCK (panel izquierdo). B, Incremento del volumen
del tumor (cm ) con respecto aI tiempo % ias) tras una inoculacién con 5x10° células de la
linea celular MDCK, vy 5x10° y 1x10° células para Hakai-MDCK clon 4. Los datos
representados se corresponden con la mediazEE (*p<0.05). C, Curva Kaplan-Meier para la
supervwenma (%) con respecto al tiempo (dlas) de los ratones inumnodeprimidos inoculados
con 5x10° células de la linea MDCK, y 1x10° y 5x10° células para Hakai-MDCK clon 4.
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3. Hakai incrementa la proliferacion, la invasiéon y modula marcadores
de transicioén epitelio-mesénquima in vivo

Una vez analizada la formacion de tumores in vivo, los ratones se sacrificaron y se
extrajeron los tumores, ademas de diferentes drganos como el higado, el pulmén y
el riidn, que se sometieron a un analisis microscoépico de la estructura de los tejidos
mediante la tincibn de hematoxilina-eosina (H&E). Como se puede observar
mediante H&E, los tumores originados por las células Hakai-MDCK clon 4 (para la
densidad celular de 5x106) presentan un fenotipo muy desdiferenciado,
caracterizado por la disminucion del tamafio del citoplasma como consecuencia del
incremento del tamafio del nucleo, y una elevada desorganizacion celular adyacente
a la capa muscular subcutanea, asi como una morfologia fusiforme (Figura 34). Al
analizar los ratones inoculados con las células MDCK no transformadas, se pudo
observar, en algunos ratones inoculados con 5x10° células, la formaciéon de un
teratoma monodérmico renal adyacente a la piel, observandose tubulos renales que
recuerdan a la estructura de un rifidn, adyacente a la piel en los ratones inoculados
con la linea celular MDCK no transformada (Figura 34). Ademas, al analizar los
tumores originados por las células Hakai-MDCK clon 4 se observo la extravasacion
de las células desde el tumor primario hacia vasos sanguineos que estan totalmente
infiltrados de células tumorales (Figura 35A), asi como infiltracion tumoral del
musculo (Figura 35B), y metastasis local (Figura 35C). Por otro lado, el analisis
macroscopico mediante H&E permitié observar una estructura y morfologia celular y
del tejido totalmente normal, sin ningun tipo de alteraciones ni lesiones metastasicas,
en los pulmones (Figura 36A), el higado (Figura 36B) y los rifiones (Figura 36C) de
los ratones inoculados tanto con células MDCK como Hakai-MDCK clon 4. Estos
resultados indican una elevada agresividad de los tumores generados por la
inyeccion de las células Hakai-MDCK clon 4, y su capacidad de migracion e

invasion.

131



Resultados

MDCK Hakai-MDCK
5x10° células clon 4
5x10° células

Tumor

Figura 34. Analisis mediante tincién de hematoxilina-eosina de los tumores extraidos de
ratones atimicos desnudos inoculados con las lineas celulares MDCK y Hakai-MDCK

clon 4. Aumento 100X. Barra de escala, 500 um.

Figura 35. Analisis mediante tincion de hematoxilina-eosina del tumor extraido de
ratones atimicos desnudos inoculados con células Hakai-MDCK clon 4. A, Infiltracion
celular en un vaso sanguineo del tumor, indicado con flechas. B, Infiltraciéon tumoral de
musculo (indicado con flechas). C, Metastasis local. Tumor primario indicado con flechas, y
tumor secundario sefialado con asteriscos. Aumento 100X. Barra de escala, 500 um.
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Figura 36. Analisis mediante tincion de hematoxilina-eosina de los tejidos extraidos de
ratones atimicos desnudos inoculados con las lineas celulares MDCK y Hakai-MDCK
clon 4. A, Pulmén. B, Higado. C, Rifion. Aumento 100X. Barra de escala, 500 um.

A continuacién, se decidid6 analizar mediante inmunohistoquimica la
expresion de diferentes marcadores de interés. En este caso, se seleccionaron: 1)
Ki67 como marcador de crecimiento tumoral, cuyo uso esta estandarizado y se
utiliza de rutina en la practica clinica como factor prondstico en cancer, en base al

papel descrito de Hakai sobre la proliferacion celular in vitro (173, 174), 2) N-
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cadherina y E-cadherina, marcadores del proceso de TEM. La TEM es un proceso
clave en la progresion tumoral que se caracteriza por la disminucion en la expresion
de las proteinas de adhesion como E-cadherina (sustrato de Hakai), y la re-
expresion de proteinas mesenquimales, como N-cadherina (45), 3) Cortactina, otro
de los sustratos especificos descritos para la E3 ubiquitina-ligasa Hakai, aparte de E-
cadherina. Hakai media su degradacién tras la fosforilacién por la activacion de la

quinasa Src (115).

Tal y como se esperaba, se observo un incremento de la expresion de Hakai
(Figura 37A), y una disminucion de la expresion de su sustrato especifico, E-
cadherina (Figura 37B), con la inoculacién de células Hakai-MDCK clon 4 con
respecto a la inoculacion de la linea celular MDCK. Ademas, también se observo un
incremento de N-cadherina (Figura 38A), una disminucion de la expresion de
Cortactina (Figura 38B), y al analizar el marcador de proliferacion Ki67, un
incremento de la expresién con la inoculacion de Hakai-MDCK clon 4, con respecto a
la inoculacién con la linea celular MDCK (Figura 38C). Puesto que se observo un
incremento de la proliferacion celular, se decidié analizar el nUmero de mitosis en los
tejidos del tumor mediante tincion de H&E, lo que permitié observar un incremento
de la mitosis celular en las muestras correspondientes a ratones atimicos desnudos
(Nu/Nu) inoculados con las células Hakai-MDCK clon 4, en comparacién con la linea
celular MDCK donde no se observaron mitosis (Figura 39). Todos estos resultados
sugieren que Hakai forma tumores de una elevada agresividad como consecuencia
de una alta tasa de proliferacion celular, y un incremento del marcador mesenquimal
N-cadherina y una disminucion de E-cadherina, caracteristicos de TEM,

acompanados de la disminucién del sustrato de Hakai, Cortactina.
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Figura 37. Expresion del marcador epitelial E-cadherina, y Hakai en ratones atimicos
desnudos inoculados con las lineas celulares MDCK y Hakai-MDCK clon 4. A, Hakai. B,
E-cadherina. Aumento 200X. Barra de escala, 500 um.
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Figura 38. Expresion de los marcadores de transicion epitelio-mesénquima y de
proliferacion en ratones atimicos desnudos inoculados con las lineas celulares MDCK y
Hakai-MDCK clon 4. A, N-cadherina, 200X. B, Cortactina, 200X. C, Ki67, 400X. Barra de
escala, 500 um.
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Figura 39. Efecto de la sobreexpresion de Hakai sobre la mitosis celular en tejido
tumoral de ratones atimicos desnudos mediante tincion de hematoxilina-eosina. Células
mitéticas (indicadas con flechas) en imagenes representativas. Aumento 400X. Barra de
escala, 500 um (panel superior). Cuantificacién del nimero de mitosis por campo en tejido
tumoral de ratones inoculados con la linea celular Hakai-MDCK clon 4, en comparacién con
aquellos inoculados con las células MDCK. Los datos representados se corresponden con la
mediazEE (panel inferior) (***p<0.001).

4. Hakai induce micrometastasis en pulmoén in vivo

Tal y como se ha descrito anteriormente, mediante el analisis con tincion de H&E del
pulmén, el higado y el rifidn, no se observaron lesiones metastasicas distantes en
ninguno de estos tejidos analizados de los ratones atimicos desnudos inoculados
con la linea celular Hakai-MDCK ni con las células MDCK (Figura 36). Este resultado
se debe probablemente al corto tiempo de analisis del estudio in vivo, solamente 38
d tras la inoculacién de células puede no ser suficiente para permitir a las células
establecerse y formar metastasis. Por ello, se decidio llevar a cabo un método de
deteccion mas sensible, gqPCR, para determinar la posible presencia de
micrometastasis en pulmén. Con esta finalidad, se utilizaron dos oligos especificos
para llevar a cabo la deteccion: uno de ellos disefiado para el epitopo HA, y el

segundo oligo para Hakai. Después de 38 d tras la inyeccién de las células, se
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detectaron micrometastasis en el pulmén de los ratones atimicos desnudos
inoculados con la linea celular Hakai-MDCK clon 4, mientras que no se observaron
micrometastasis en pulmoén de aquellos inoculados con células MDCK (Figura 40),
confirmando asi la induccidén de micrometastasis en pulmén por las células Hakai-

MDCK.
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Figura 40. Efecto de la sobreexpresion de Hakai sobre micrometastasis en tejido
pulmonar de ratones atimicos desnudos mediante PCR cuantitativa. Tras 38 d de la
inoculacién de 5x10° células de las lineas celulares MDCK y Hakai MDCK clon 4, se analiz6 la
expresion del epitopo HA y de Hakai mediante PCR cuantitativa en tejido pulmonar de ratones
atimicos desnudos. Los datos representados se corresponden con la media+DS (***p<0.001).
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A. ACCION DE LA VINFLUNINA SOBRE LAS UNIONES
ADHERENTES DE CELULAS EPITELIALES TUMORALES
DE VEJIGA: IMPLICACION SOBRE LA TRANSICION
EPITELIO-MESENQUIMA

Los carcinomas de células transicionales de vejiga que invaden el musculo se
asocian con una elevada tasa de metastasis y, como ya se ha mencionado, dichas
metéstasis son las causantes de alrededor de un 90% de muertes por cancer.
Actualmente, cuando estos pacientes progresan tras el tratamiento quimioterapico
con platino, se les administran drogas que inhiben la dinamica de microtubulos,
siendo ésta la opcidn mas recomendada en la practica clinica. Uno de los farmacos
mas empleados para el tratamiento de dichos pacientes es la VFL, que actua
despolimerizando los microtubulos e inhibiendo la formacién del huso mitético, lo
que bloquea la mitosis celular e induce la apoptosis de las células tumorales (73).
Dada la relevante asociaciéon descrita entre los microtubulos y las uniones
adherentes dependientes de E-cadherina, y el papel bien establecido de la E-
cadherina en la TEM durante la progresién tumoral y la metastasis en cancer de
vejiga, se decidio analizar la posible accion de la VFL sobre las adhesiones celulares
mediadas por E-cadherina empleando células epiteliales tumorales de vejiga. Los
resultados muestran que el tratamiento con VFL induce la muerte celular en las
células tumorales de vejiga, y activa la diferenciacién epitelial en las células
remanentes, induciéndose en éstas ultimas células un aumento de los niveles de E-
cadherina, acompafiado de una reduccién de marcadores mesenquimales, como
son N-cadherina o Vimentina. Ademas, se ha demostrado que Hakai, regulador post-
traduccional de la estabilidad de E-cadherina, reduce drasticamente los niveles de
expresion tras el tratamiento de VFL en la linea celular 5637, y se observé que la via
de proteasoma esta implicada, al menos parcialmente, en dicha disminucién. En
conclusién, se ha demostrado un nuevo mecanismo molecular por el cual la VFL

podria influir en su efecto anti-invasivo.

Las lineas epiteliales tumorales de vejiga empleadas en este estudio
(HT1376, 5637, SW780, UMUC3 y T24) presentan diferencias en su valor de IC50
(concentracion de VFL necesaria para reducir el crecimiento de la poblacion celular
en un 50%), lo cual era de esperar dado que cada linea celular presenta diferentes

caracteristicas. Asi por ejemplo, las lineas celulares HT1376 y 5637, con el valor
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IC50 mas alto, derivan de un carcinoma grado Il y I, respectivamente, mientras que
las células SW780, UMUC3 y T24 se corresponden con carcinomas de células
transicionales en estadio muy temprano, que todavia no habian invadido el musculo
adyacente. Ademas, se ha demostrado que el proceso de TEM juega un papel
importante en el desarrollo de resistencia a drogas (175). En los ultimos afnos, se ha
propuesto la induccion de la diferenciacibn como una estrategia terapéutica
adecuada en el tratamiento del cancer. Este enfoque se basa en el concepto de que
las células cancerosas surgen de las células madre del tejido en el que se originan,
compartiendo capacidad embrionaria y presentado gran plasticidad (176, 177). La
mayoria de los agentes de diferenciacion celular pueden inhibir la prolferaciéon e
inducir a las células a diferenciarse para luego sufrir apoptosis (178, 179). Esta bien
establecido que la VFL bloquea la mitosis en la transicion de metafase a anafase,
induciéndose la apoptosis (180). Sin embargo, aun es necesario elucidar cémo
podria modular la diferenciacion de las células epiteliales y la muerte celular; dado
que parece ser una estrategia terapéutica importante en los carcinomas de células
transicionales dada la influencia en estos procesos. Por ello, profundizar sobre los
mecanismos de diferenciacién y el destino de las células tratadas podria ahondar

sobre los beneficios de la terapia del cancer basada en la diferenciacion.

Tal y como se ha descrito, la evasion de la apoptosis es un rasgo
caracteristico de las células tumorales (6). La alteracion de la apoptosis se traduce
en una descompensacion entre la mitosis y la muerte celular que cambia totalmente
la homeostasis del tejido promoviendo un exceso de células desreguladas que
contribuyen a la aparicion de procesos tumorales (181). Ademas, la apoptosis
también puede bloquear el proceso de metastasis en aquellas células diseminadas
en el torrente sanguineo desde el tumor primario (182). De ahi la importancia de
tratamientos capaces de inducir muerte celular para intentar recuperar, al menos en
parte, la homeostasis del tejido. Los resultados obtenidos en el trabajo con VFL van
en la linea de los datos obtenidos por otros autores (169), sugiriendo que el farmaco
induce apoptosis celular, y activa la diferenciacion epitelial en las células que
permanecen vivas, incrementando los niveles de E-cadherina presente en los
contactos célula-célula. Pourroy et al han descrito que a bajas concentraciones de
VFL se observd una sobreexpresion de p53 y p21 acompafado de su translocacion
al nucleo en células de neuroblastoma (SK-N-SH), que se traduce en activacién de
apoptosis y arresto de la mitosis en fase G1. Mientras que a elevadas

concentraciones ocurre un despolimerizacion que suprime completamente la

142



Discusion

dinamica de microtubulos y se bloquea directamente la mitosis (183). Otros
compuestos de origen natural como la quercetina es capaz de inducir apoptosis
celular in vitro utilizando lineas celulares tumorales humanas al igual que in vivo
(184). Seria por tanto interesante estudiar el posible efecto de otros farmacos sobre

la modulacion de la apoptosis y la diferenciacion celular.

El cambio fenotipico que sufren las células epiteliales polarizadas normales
durante los procesos tumorales, de un fenotipo epitelial a un fenotipo mesenquimal,
es caracteristico en las primeras etapas de la progresion tumoral. Por ello, revertir el
proceso de mesenquimal a epitelial en etapas tempranas seria una buena diana
para evitar procesos de migracion, invasion y finalmente metastasis. Tal y como se
ha descrito, la administracion de VFL revierte el proceso de TEM en lineas celulares
que todavia expresan E-cadherina, aunque hayan sufrido un proceso de
desdiferenciacion, mientras que las lineas que Unicamente expresan marcadores
mesenquimales no son capaces de adquirir una morfologia mas epitelial, y son mas
sensibles a la toxicidad provocada por el farmaco. Las cadherinas son mediadores
clave de la adhesion célula-célula en tejidos epiteliales. El papel de estas proteinas
en la TEM durante la progresion tumoral en vejiga ha sido enormemente investigado.
En el urotelio normal, P-cadherina, pero no N-cadherina, se expresa en la capa
basal. Sin embargo, durante la TEM, la expresion de P-cadherina en las células
cancerosas se regula positivamente junto con al expresion de N-cadherina; estos
eventos ocurren independientemente o de modo sincrénico. La expresién de E-
cadherina en las células de cancer de vejiga se pierde después de cambios en los
niveles de expresion de P-cadherina y/o N-cadherina, evento asociado a una mayor
invasion y metastasis. Aunque el cambio de cadherinas es un proceso tardio que
tiene lugar durante la progresion tumoral del cancer de vejiga, se desconoce aun el
mecanismo molecular preciso implicado en su regulacion (47). Por otro lado, la
Vimentina, marcador mesenquimal asociado a filamentos intermedio, a menudo
aumenta su expresion en células de carcinoma que han sufrido TEM. Sin embargo,
bajo el tratamiento con VFL, la disminucién de la Vimentina se observa en la linea
celular UMUCS3, pero no en las células 5637, poniendo de manifiesto que los niveles
de Vimentina no se ven siempre alterados durante la TME. De hecho, se ha visto
que el tratamiento con determinados farmacos en algunos canceres metastasicos
tiene lugar una TEM parcial. Por ejemplo, la silibinina, nutracéutico que induce la
TEM, no siempre revierte los niveles de Vimentina, y lo hace en funcién del tipo de

células tumorales epitealiles de prostata del que se trate (185-187). La induccién de
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la TEM esta asociada a una mayor agresividad, recurrencia, progresion y metastasis
del cancer de vejiga, poniéndose de manifiesto la importancia de TEM como diana
terapéutica para el tratamiento de esta enfermedad. Ademas, en el cancer de vejiga,
la pérdida de expresiéon de E-cadherina es un marcador de mala respuesta al
cetuximab, que bloquea al receptor de EGF y reprime la proliferaciéon de dichas
células, resaltandose asi la importancia de la busqueda de terapias complementarias
que regulen el proceso de TEM (188, 189). Ademas, los niveles de E-cadherina
podrian representar un marcador predictivo de respuesta a la terapia con VFL. Por
otro lado, se ha observado una correlacién inversa entre la expresion proteica de E-
cadherina y sus represores ZEB-1, ZEB-2 en células humanas tumorales de cancer
urotelial y tumores primarios humanos, que se relacion6 con invasion tumoral a nivel
de musculo (190). El analisis de la expresion de los reguladores transcripcionales de
E-cadherina como ZEB-1, ZEB-2, Slug, Snail y Twist podrian realizarse en un futuro
para describir mas concretamente el mecanismo molecular por el cual VFL ejerce su
funcion sobre la TEM. Del mismo modo, tras la administracion de VFL se observé
una disminucion de los niveles proteicos de Hakai (191), asi como de los niveles de
la proteina Ciclina D1, cuya expresién se encuentra modulada por Hakai (109, 110).
Por otro lado, la homeostasis celular, y el balance entre regulacion y sintesis de
proteinas, estd regulada mayoritariamente mediante la ubiquitinizacién y
degradacion via proteasoma para las proteinas citosdlicas. Se comprobd que la
regulacion de los niveles de E-cadherina por VFL podria estar regulada, al menos en
parte, por la induccion de la degradacion via proteasoma de Hakai, aunque seria
necesario llevar a cabo nuevos abordajes para corroborarlo. Teniendo en cuenta
todo esto, la VFL es capaz de revertir el proceso de TEM ademas de modular el ciclo
celular, resultados que concuerdan con la funcion de VFL en el bloqueo de la mitosis

en la transicion metafase-anafase y la induccién de apoptosis (180).

Diversos estudios han demostrado la influencia de los microtubulos sobre las
adhesiones célula-célula dependiente de E-cadherina (192). En primer lugar, la
funcién de E-cadherina en las uniones célula-célula se altera con la administracion
de drogas inhibidoras de microtubulos, como VFL y nocodozole. En segundo lugar,
también existen proteinas diana de unién a microtubulos que alteran la expresion,
funcién y localizacion de la E-cadherina. Asi, por ejemplo la proteina Nezha se une
al extremo negativo de los microtubulos facilitando su unién a las uniones

adherentes, ya que media la unién de los microtubulos con p120 que forma un
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complejo de unién con E-cadherina y p-catenina. Mediante estudios in vitro,
deplecionando Nezha en células epiteliales de mamifero se impide la localizacion de
E-cadherina en los contactos celulares (193). Ademas, puesto que los microtubulos
estan implicados directamente en el transporte intracelular de vesiculas, se plantea
la posibilidad de que regule la biologia de las cadherinas mediante este mecanismo
molecular. Sin embargo, la influencia de los microtibulos sobre la biologia de las

cadherinas es compleja y poco comprendida hasta el momento.

En base a los interesantes estudios publicados, ha surgido un nuevo
enfoque para el tratamiento del cancer con los denominados nutracéuticos sobre la
TEM. EIl término nutracéutico fue acufiado en 1989 por el Dr. Stephen DeFelice
como una combinacién de “nutricion” y “farmacéutico”, y que se definen como
alimentos o partes de alimentos que proporcionan beneficios para la salud. Asi por
ejemplo, la silibinina, un flavonoide que se extrae del cardo, es efectivo en el
tratamiento de cancer de préstata. Ademas, se ha descrito que la silibinina esta
implicada en el proceso de TEM, en la induccion de apoptosis, y en bloqueo de la
proliferacion en células tumorales de cancer de vejiga (194). Los estudios
publicados sobre silbinina demuestran un incremento de E-cadherina en la
membrana plasmatica, una inhibicién de la localizacién nuclear de p-catenina, una
disminucién de los niveles de Hakai y de la forma fosforilada de Src, en lineas
celulares metastaticas tras su administracién a concentraciones no toxicas (186).
Otros autores han descrito en la linea epitelial tumoral de cancer de vejiga T24-L,
altamente metastasica, que la silibinina reduce la migracion e invasion celular in
vitro. Ademas, estudios in vivo demuestran que la silibinina produce una disminucién
de las metastasis pulmonares y un incremento del porcentaje de supervivencia del
animal inyectado con células tumorales, inhibiendo la translocacién al nucleo de p-
catenina y la expresiéon de ZEB-1, regulador transcripcional de E-cadherina,
bloqueandose asi el proceso de TEM (195). La curcumina, otro compuesto de origen
natural, bloquea la proliferaciéon provocando el arresto el ciclo celular en la fase
G2/M, e induciendo apoptosis, tanto en modelos in vitro utilizando las células T24,
como in vivo utilizando un modelo animal de rata (196). El bloqueo de la proliferacién
celular por curcumina es tiempo- y dosis-dependiente, tal y como se pone de
manifiesto en las lineas celulares T24 y 5637; ademas también revierte el proceso
de TEM al incrementar los niveles de expresion proteica de E-cadherina, y reducir

los marcadores mesenquimales N-cadherina y Vimentina (197). Por ello, se propone
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el potencial uso de la curcumina como un agente protector frente a la progresion del
cancer de vejiga, y como un quimioterapico frente al cancer de vejiga. Todos estos
estudios ponen de manifiesto el importante efecto de diferentes nutracéuticos sobre

el proceso de TEM.

La diferenciacion epitelial se propone como una posible diana terapéutica,
puesto que las resistencias a los tratamientos quimioterapicos estandarizados en la
practica clinica, y la progresion tumoral que puede derivar en metastasis, se asocian
con las células madre tumorales caracterizadas por su plasticidad y su capacidad de
auto-regeneraciéon. Por ello, las terapias basadas en la diferenciacion pretenden
reducir la capacidad de renovacion y proliferacion de dichas células para conseguir
disminuir su potencial agresivo (198). La mayoria de los compuestos que inducen
diferenciacion epitelial median induccién de apoptosis e inhibicién de la proliferacion
celular mediante arresto de ciclo celular (199, 200). La administracion de farmacos
capaces de revertir el proceso de TEM fortaleciendo las uniones celulares seria util
en estadios iniciales de la enfermedad, ya que cuando las células acceden al
torrente sanguineo y colonizan érganos distales sufren un proceso reverso, TME,
para formar micrometastasis o tumores secundarios (201). Por un lado, la TEM como
diana puede ser util como medicina complementaria al tratamiento convencional con
quimioterapia del cancer de vejiga. Sin embargo, la induccion de TME seria
contraproducente cuando ya existen metastasis, al activar la proliferacion de células
ya diseminadas. Por tanto, es posible que los enfoques terapéuticos dirigidos contra
la TEM puedan beneficiar a pacientes con cancer diagnosticados en estadios
tempranos de la enfermedad inhibiendo procesos de invasion y diseminacion,
mientras que los medicamentos anti-TME beneficiarian a los pacientes que ya ha
desarrollado metastasis. De todos modos, una mejor comprensién sobre los
mecanismos implicados en la TEM-TME en el cancer de vejiga es crucial para el

desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas contra este tipo de cancer (30, 202).
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B. EFECTO DE HAKAI in vivo

1. La sobreexpresion de Hakai induce transicion epitelio-
mesénquima in vitro

Las células epiteliales MDCK presentan un fenotipo polarizado, con caracteristicas
que se asocian a funciones tipicas del epitelio tubular renal, y que han sido
ampliamente utilizadas para el estudio de la TEM durante la progresién tumoral. Tal
y como se ha descrito previamente en la literatura cientifica, la sobreexpresion de
Hakai en células MDCK transforma el fenotipo epitelial normal hacia una morfologia
mesenquimal (109). Como era de esperar, se observdé un cambio fenotipico
mesenquimal en las células que sobreexpresan Hakai, ya que las células pierden las
adhesiones célula-célula, lo que es consistente con la accion descrita de Hakai
sobre la degradacion de su sustrato especifico, E-cadherina (91). Por otro lado,
mediante western-blot se ha confirmado la pérdida de expresién del marcador
epitelial E-cadherina, y un incremento del marcador mesenquimal N-cadherina, en
las células MDCK que sobreexpresan Hakai (Hakai-MDCK). Este intercambio de
cadherinas, entre E-cadherina y N-cadherina, inducido por la sobreexpresion de
Hakai en las células MDCK, es un evento clasico que tiene lugar durante la TEM
asociada a cancer. Ademas, la capacidad de las células Hakai-MDCK de invadir,
proceso clave durante la TEM, junto con el potencial oncogénico, dada su capacidad
para crecer sobre un sustrato blando de agar, confirman el papel de Hakai sobre la
progresion tumoral. Todos estos resultados sugieren que Hakai es responsable de la
induccion del proceso de TEM durante la progresion tumoral. Por otro lado, se han
llevado a cabo intentos para obtener una linea celular epitelial estable que no
exprese Hakai, sin embargo no se ha conseguido hasta ahora, lo que pone de
manifiesto su importancia clave en la supervivencia celular. De hecho, analizando el
papel funcional de la proteina homéloga Hakai en Drosophila melanogaster, Kaido et
al han demostrado que aquellos mutantes que no expresan Hakai no llegan a

desarrollarse totalmente, bloqueando el desarrollo en el estadio larvario (129).

2. Hakai induce la formacion de tumores y la proliferacién
celular in vivo

Para evaluar el posible efecto de Hakai durante la progresién tumoral in vivo, las

linea celulares MDCK y Hakai-MDCK clon 4, se inocularon en el flanco de ratones
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atimicos desnudos. Tal y como se ha descrito, la inyeccién de células MDCK no es
capaz de inducir la formacién de tumores, mientras que todos los ratones inoculados
con Hakai-MDCK clon 4 presenten un tumor local. Mediante el analisis histolégico
del tejido tumoral con tincion de H&E, se analizd6 el efecto bioldgico de la
sobreexpresién de Hakai. De modo interesante, la inyeccién de 5x10° células MDCK
indujo la formacion de un teratoma, mientras que para la densidad celular de 1x10°
células no se observé el mismo resultado. Estos resultados estan en la linea de
estudios previos en los cuales la linea celular MDCK mantiene la habilidad de
regenerar estructuras similares a tubulos renales in vivo utilizando ratones atimicos

desnudos, manteniendo las uniones celulares y la diferenciacion celular (203).

El potencial de crecimiento de los tumores se evalué mediante el analisis
inmunohistoquimico del marcador Ki67, y del indice mitético, un marcador utilizado
comunmente en el diagnéstico clinico, mediante la tincion de H&E. El incremento de
ambos marcadores de proliferacidon en los tumores originados por la inoculacion de
las células Hakai-MDCK, sugiere que la sobreexpresion de Hakai induce tumores
con una tasa de proliferacion extremadamente elevada. Nuestro grupo, ha publicado
previamente que la disminucion de la expresion de Hakai, utilizando ARNSsi, bloquea
la proliferacion en las lineas celulares MCF7 y HEK-293, acompanado de una
reduccion de la expresion de la proteina reguladora del ciclo celular, Ciclina D1.
Ademas, utilizando un mutante del dominio RING-finger para la proteina Hakai
(Hakai-ARING), necesario para la actividad E3 ubiquitina-ligasa, se demostré que
este dominio es necesario para el efecto de Hakai sobre la proliferacion celular. Con
el fin de demostrar el papel de la actividad E3 ubiquitina-ligasa de Hakai sobre la
proliferacion in vivo, se estudid la expresion de Hakai en dos tipos de tejidos
humanos diferentes donde el proceso de proliferacion es clave. De esta forma, el
incremento de la expresion de Hakai se detectd en los centros germinales del nédulo
linfatico, donde los linfocitos proliferan activamente, y en la fase proliferativa del
endometrio, mientras que en la fase secretora se detectdé una baja expresion (109).
Ademas, se ha publicado que la proteina asociada al tumor de Wilms (WTAP) forma
un complejo con multiples proteinas, incluyendo Hakai, corrobordndose que es
necesaria para la progresion del ciclo celular. De hecho, el silenciamiento de la
expresion de Hakai en este modelo, empleando un ARNSsi, reduce la proliferacién en
esta fase G2/M (132).
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3. Hakai induce invasion local observandose un fenotipo
mesenquimal en las células tumorales

Para evaluar el papel de Hakai in vivo durante la invasion y la metastasis, se llevo a
cabo la tincion de H&E sobre secciones del tejido tumoral, que pusieron de
manifiesto su capacidad invasiva al observarse células tumorales en el interior de
vasos sanguineos y en tejido muscular adyacente el tumor, asi como una extensién
local del tumor primario, lo que pone de manifiesto el comportamiento
extremadamente agresivo de las células Hakai-MDCK, ya que los ratones con
invasion tumoral local son mas susceptibles de desarrollar metastasis, y tienden a
tener un peor pronéstico. Ademas, se estudio la influencia de Hakai sobre el proceso
de TEM in vivo, fundamental en la invasion y metastasis celular. Tal y como se ha
descrito, se observo una desaparicion de la expresion de E-cadherina en ratones
inoculados con células Hakai-MDCK, siendo la pérdida de expresion de E-cadherina
un requisito clave y un marcador del proceso de TEM, ademas de ser critico para la
adquisiciéon de un fenotipo maligno e invasivo (85, 204). Ademas, los tumores
expresan fuertemente el marcador mesenquimal N-cadherina. La observacién de
este intercambio de cadherinas confirma que el programa de TEM también tiene
lugar in vivo. De modo interesante, se ha sugerido que la proteina Hakai puede ser
relevante en estadios tempranos del la TEM. Janda et al publicaron que la
cooperacioén entre Ras y TGB-f para activar la TEM incrementa la endocitosis de E-
cadherina y su degradacion lisosomal. Demostraron que los niveles de expresiéon de
E-cadherina disminuyen en las fases iniciales de la TEM a través de un mecanismo
post-traduccional, mientras que la pérdida de E-cadherina via represion
transcripcional es un evento mas tardio durante la TEM (124). Por otro lado, en
Drosophila melanogaster, se ha demostrado que la funcion de Hakai es vital en los
estadios tempranos de la embriogénesis, y su contribucidon disminuye en los estadios
tardios (129), y en Arabidopsis thaliana, Hakai es necesaria para la metilacién de
ARNmM (m6A) (134), descrito como un proceso esencial para el patron de formacion
en estadios tempranos de plantas (140, 205, 206). Todas estas publicaciones ponen
de manifiesto que Hakai podria actuar en estadio tempranos de la TEM durante la
progresion tumoral mediante su accion como un regulador post-traduccional de E-
cadherina. Sin embargo, son necesarias nuevas investigaciones para determinar si
Hakai podria actuar sobre otros sustratos nuevos no identificados hasta ahora, o
como un regulador post-transcripcional por su influencia sobre la estabilidad de

ARNmMm, el procesado de m6A u otros, dado que Hakai se localiza principalmente en
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el nucleo en diferentes modelos de estudio (109, 129, 134). Por lo tanto,
investigaciones futuras relativas al mecanismo molecular por el cual Hakai influye
sobre la progresion tumoral contribuirian a abrir una via de investigacion para

determinar su posible uso como diana terapéutica contra el cancer.

Finalmente, se analizé la expresion de otro sustrato descrito in vitro de
Hakai, Cortactina. Tal y como se esperaba, la expresion de Cortactina se reduce en
los tumores de aquellos ratones inoculados con Hakai-MDCK clon 4, en
comparacién con los teratomas formados al inocular las células MDCK, lo que
corrobora in vivo los datos previos descritos in vitro de la accion de Hakai sobre la
ubiquitinizacion y degradacion de Cortactina (115). De modo interesante, Cortactina
se localiza unicamente en el citoplasma de las células presentes en los tumores
inducidos por las células Hakai-MDCK, mientras que en los teratomas inducidos por
la inyeccion de células MDCK muestran una localizacién de Cortactina enriquecida
en el nucleo. Cortactina es una proteina del citoesqueleto y uno de los principales
sustratos de la quinasa Src. Es necesria para la migracion celular, y esta presente en
las estrcutras asociadas a movilidad celular como son lamelipodios e invadopodios,
abriendo asi un gran interés en el estudio de la invasion tumoral. Aunque Cortactina
esta sobreexpresada en muchos tipo de canceres, como el carcinoma escamoso de
cabeza y cuello, carcinoma escamoso oral, cancer de mama o melanoma (207-210),
se ha descrito que su localizacién subcelular y su actividad es determinante para la
migracion celular mediada por Cortactina. De hecho, se ha demostrado que
Cortactina esta regulada por varias modificaciones post-traduccionales, tales como
acetilaciéon. Ito et al demostraron que la forma acetilada de Cortactina se localiza
principalmente en el nucleo, y que dicha acetilacién disminuye la migracion celular al
bloquear la unién de Cortactina con la proteina Keap1 en el citoplasma (211, 212).
Estos resultados ponen de manifiesto, por primera vez, el efecto opuesto sobre la
migracion celular en funcién de la localizacion subcelular de la Cortactina. Por lo
tanto, es posible que Hakai pueda influir sobre la capacidad de migracion celular, un
proceso importante para la diseminacion de las células tumorales, a través de la

regulacion de la localizacion de Cortactina durante el proceso de TEM.

4. Hakai induce micrometastasis en pulmoén in vivo

Se detectd presencia de micrometastasis en el tejido pulmonar de ratones atimicos

desnudos inoculados con la linea celular Hakai-MDCK clon 4, después de 38 d tras
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la inoculacién de dichas células, mientras que no se observaron micrometastasis en
los pulmones de ratones atimicos desnudos inoculados con las células MDCK. Los
resultados ponen de manifiesto el papel clave de Hakai durante la la TEM vy la
metastasis in vivo. Debido al importante papel que juega la E3 ubiquitina-ligasa
Hakai durante la TEM, y la metastasis tumoral in vitro e in vivo, el desarrollo de
nuevos inhibidores contra la E3 ubiquitina-ligasa Hakai se postula como una via
estratégica para su posible utilizacion terapéutica. De hecho, la Agencia Reguladora
del Medicamento de EE UU (Food and Drud Administration, FDA) ha aprobado la
utilizacion de multiples drogas que actuan inhibiendo la ruta de ubiquitinizacion,
como por ejemplo inhibidores de proteasoma tales como Bortezomib, Carfilzomib y
Ixazomib. Sin embargo, la aplicacién de estas drogas se encuentra limitada al
tratamiento de alteraciones malignas hematopoyéticas. Sin embargo, los ensayos
clinicos que testaron la eficacia de dichas drogas para el tratamiento de tumores
sélidos han resultados fallidos (152, 153). Ademas, una publicacién reciente ha
demostrado que las células epiteliales sometidas a un proceso de TEM disminuyen
la actividad de proteasoma, y que la administracion de inhibidores de proteasoma
induce el proceso de TEM (154). Por otro lado, de acuerdo con estos resultados,
nuestro grupo ha demostrado recientemente una regulacion especifica de la pérdida
de actividad de multiples subunidades de proteasoma en las células que
sobreexpresan Hakai (Hakai-MDCK), en comparacion con las células no
transformadas MDCK (155). Todos estos resultados, junto con el incremento de
expresion de la proteina Hakai detectada durante la progresion tumoral en
adenocarcinoma de colon humano, apoyan la teoria de que los inhibidores de
proteasoma podrian no ser un tratamiento efectivo para tumores sélidos de origen
epitelial que sufren el proceso de TEM, y por ello se propone a la E3 ubiquitina-
ligasa Hakai como una buena diana para el desarrollo de terapias contra el cancer
en aquellos subtipos moleculares definidos especificos de cancer colorrectal donde
la TEM tiene lugar (213, 214).
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10.

11.

12.

Vinflunina (VFL) induce un fenotipo fibroblastico en las lineas celulares

epiteliales tumorales de vejiga HT1376 y 5637, pero no en las células UMUC3.

Vinflunina (VFL) induce muerte celular programada y diferenciacién epitelial en

células epiteliales tumorales de vejiga que expresan E-cadherina.

Vinflunina (VFL) fortalece las uniones célula-célula e incrementa la expresién de

E-cadherina.

Vinflunina (VFL) disminuye los niveles proteicos de Hakai sin disminuir sus
niveles de ARNm, al menos en parte, mediante un mecanismo dependiente de

proteasoma.

La sobreexpresion de Hakai en células epiteliales MDCK induce un fenotipo

mesenquimal.

La sobreexpresion de Hakai en células MDCK reduce la expresién de E-
cadherina en contactos célula-célula, favoreciendo su distribucion

citoplasmatica.

La sobreexpresion de Hakai en células MDCK incrementa la proliferacién celular.

La sobreexpresion de Hakai en células MDCK no tiene efecto sobre la apoptosis

celular en las condiciones testadas.

La sobreexpresion de Hakai en células MDCK induce capacidad invasiva y

potencial oncogénico.

Hakai induce formacién de tumores y proliferacién in vivo.

Hakai induce invasion local, y las células tumorales presentan un fenotipo

mesenquimal.

La presencia de micrometastasis pulmonares se detectd in vivo en un modelo

animal de ratén inyectado con células MDCK que sobreexpresan Hakai.

155






CONCLUSIONS






Conclusions

10.

11.

12.

Vinflunine (VFL) induces a fibroblast phenotype in HT1376 and 5637 epithelial
bladder tumor epithelial cells, but not in UMUCS3 cells.

Vinflunine (VFL) induces programmed cell death and epithelial differentiation in

bladder tumor epithelial cells expressing E-cadherin.

Vinflunine (VFL) forms strong cell-cell junctions and increasses E-cadherin

expression.

Vinflunine (VFL) decreases Hakai protein levels without decreasing mRNA

levels, at least in part, by a proteasome-dependent mechanism.

Hakai overexpression in epithelial MDCK cells induces a mesenchymal

phenotype.

Hakai-overexpressing MDCK cells reduce E-cadherin expression at cell-cell

contacts, favoring its cytoplasmic distribution.

Hakai-overexpressing MDCK cells increases cell proliferation.

Hakai-overexpressing MDCK cells have no effect on apoptosis under the tested

conditions.

Hakai-overexpressing MDCK cells induce invasive capacity and oncogenic

potential.

Hakai promotes tumor formation and proliferation in vivo.

Hakai induces local invasion, and tumour cells exhibit a mesenchymal

phenotype.

Lung micrometastasis is detected in a mouse model in vivo injected by Hakai

overexpressing MDCK cells.
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