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RESUMEN

La metéstasis es la principal causa de muerte por cancer debido a que una vez que el
tumor se disemina su eliminacién es practicamente imposible. Dentro de los primeros pasos
de la metastasis se encuentra la migracion y la invasion, siendo la transicion epitelio-
mesénquima (EMT) el principal mecanismo de diseminacion descrito para varios tipos de
tumor, entre ellos el carcinoma hepatocelular (CHC). Anteriormente, en nuestro y otros
grupos de estudio se ha demostrado los cambios que ocurren en la expresion genética durante
el desarrollo de la hepatocarcinogénesis; sin embargo, pocos genes han sido estudiados a
fondo. Uno de los genes que se reportaron altamente expresados en un modelo de
hepatocarcinogénesis quimica fue el CLICS (del inglés Chloride Intracellular Channel 5), no
obstante, su funcion no ha sido clarificada. Por lo cual en este trabajo se investigd la
participacion de CLICS en la EMT y el desarrollo del CHC. Nuestros resultados mostraron
que la proteina CLICS se encuentra sobreexpresada en lineas celulares derivadas de CHC,
asi como en biopsias de seres humanos; estos resultados han sido corroborados a través de
minerias de datos donde encontramos la sobreexpresion del gen en pacientes diagnosticados
con CHC. Se describe por primera vez en cancer de higado la ubicacion celular de CLICS,
tanto en citoplasma como en nticleo y su capacidad de interaccionar con proteinas asociadas
a citoesqueleto como Actina, Ezrina y Podocalixina. Finalmente se demostrd que CLICS esta
participando en los procesos de migracion e invasion, a través del mecanismo de la EMT
inducida por la citocina TGF-1. El presente trabajo ha contribuido a esclarecer la funcion
de CLICS en los tumores hepaticos y ofrece la propuesta de este gen como probable oncogén
en el CHC y presenta su sobreexpresion como una herramienta para el diagnodstico,

prondstico o tratamiento de la enfermedad.

11



ABSTRACT

Metastasis is the leading cause of cancer death because when tumor spreads, its
elimination is almost impossible. Within the first steps of metastasis, migration and invasion
are crucial steps in carcinogenesis, being the epithelial mesenchymal transition (EMT) the
main mechanism described to carry out these biological processes in hepatocellular
carcinoma (HCC). Previously, we and another research groups described changes in gene
expression during the development of hepatocarcinogenesis, however few genes have been
thoroughly studied. One of these highly expressed genes, reported and validated by our
research group due to its overexpression in a chemical hepatocarcinogenesis rat model was
CLICS (Chloride Intracellular Channel 5); however, its function has not been described.
Based on all above, the aim of this work was to investigate CLICS participation in human
HCC. Our results demonstrated that the protein CLICS is overexpressed in cell lines derived
from HCC, as well as in HCC of clinical biopsies; these results were corroborated by data
mining analysis from public micrroararay databases of patient cohorts diagnosed with HCC.
Additionally, it was described for first time the cellular location of CLICS in liver cancer at
cytoplasm as well as nuclear, and its ability to interact with cytoskeletal associated proteins
such as Actin, Ezrin and Podocalixin. Finally, CLIC5 was involved in migration and invasion
processes, probably through the EMT mechanism mediated by TGFB-1. The present work
contributed to clarify the role of CLICS as a probable oncogene in HCC and to propose the
study of others proteins that could function in molecular pathways of HCC, enriching the

tools for diagnosis, prognosis or treatment target of the disease.

12



INTRODUCCION

Un organismo multicelular es considerado como una sociedad que tiene como
principal caracteristica la colaboracion y especializacion de cada una de las células, con la
finalidad de llevar a cabo una funcion delimitada [1]. Para lograr la homeostasis en este
pequeiio ecosistema, existe una regla fundamental que consiste en el autosacrificio aceptado
por cada uno de los individuos que le conforman; este microecosistema mantiene su
equilibrio gracias al balance entre los fendmenos biologicos de sobrevivencia y de muerte
celular. No obstante, existen dentro de la gama de patologias descritas para el ser humano las
que presentan un disturbio en la armonia multicelular en donde se desencadena la
competencia por la sobrevivencia de un grupo de células aberrantes que se han sublevado a
la regla fundamental de equilibrio celular y por lo tanto culmina en la destruccion del
organismo [2]. A dicha enfermedad se le ha acunado el nombre de cancer, siendo una
patologia que pertenece al grupo de enfermedades no transmisibles y pertenece a las cinco

principales causas de muerte del ser humano a nivel mundial [3].

En cualquier tejido se puede desarrollar el cancer siendo la malignidad de esta
enfermedad variable dependiendo de la agresividad de las células tumorales, de las
caracteristicas bioldgicas de cada tipo tumoral y del individuo que lo padece. Hasta la fecha
se postula que el éxito del cancer depende de los principios de mutacion y seleccion debido
a la influencia de factores exdgenos y endogenos que influyen en el tumor [1]. Aunado a lo
anterior, nuestro conocimiento es que un bajo porcentaje del cancer se asocia directamente a
aberraciones genéticas heredables per se provenientes de mutaciones en células germinales,
mientras que aproximadamente el 90% de los casos de esta enfermedad se atribuye a
alteraciones genéticas en células somaticas inducidas o promovidas por infecciones por los
virus de hepatitis B (VHB) y C (VHC), virus del papiloma humano, entre otros asi como a la
alta exposicion a factores de riesgo como aflatoxina B1, contaminacion en general, productos
quimicos procedentes de la industria o al estilo de vida como el consumo de alcohol
exacerbado, el fumar, los habitos alimenticios, entre otros [4-8]. Por lo cual, se estima que

muchos tipos de cancer (entre el 30% y 50%) pueden ser prevenibles, siempre y cuando se
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modifique el estilo de vida, se eviten los factores ambientales asi como la exposicion a

carcinogenos [9].

CANCER

El cancer es una enfermedad determinada por una proliferacion celular incontrolada
que culmina con la formacion de una masa tumoral, adicionalmente posee la propiedad de
invadir las zonas adyacentes o bien diseminarse de forma incontrolada a otros tejidos del
organismo. A pesar de la gran gama de factores de riesgo que posee esta enfermedad, y de la
heterogeneidad en su comportamiento entre los diferentes tipos de cancer, o dentro de la
propia masa tumoral o entre los individuos que lo padecen, se le han atribuido una lista de
cualidades que permiten delimitarla. Hanahan y Weinber han denominado dichas
caracteristicas como “hallmarks” y corresponden a las siguientes: sefializacion proliferativa
sostenida, insensibilidad a factores inhibidores del crecimiento, evasion a la respuesta
inmune, escape a la apoptosis, replicacion ilimitada, angiogénesis, desregulacion energética,
inestabilidad y mutacion del genoma, inflamacion tumoral sostenida, invasion y metastasis

[10] (Fig. 1).

Figura 1. Esquema de las diez caracteristicas del cancer (Hanahan & Weinberg, 2011).
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El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo.
En 2012 se registraron alrededor de 14 millones de nuevos casos, mientras que para el 2015
se reportaron 8.8 millones de defunciones, por lo cual se concluye que una de cada seis
defunciones en el mundo se debe a esta enfermedad. Se prevé que el nimero de nuevos casos
aumentard aproximadamente un 70% en los proximos 20 afios [9, 11]. Asimismo, la
deteccion de varios tipos de cancer generalmente se da en una fase sintomatica, es decir, en
etapas avanzadas, dificultando asi el tratamiento adecuado de la enfermedad [12]. A
diferencia de una neoplasia no cancerosa, considerada como proliferacion incontrolada de
cierto grupo celular que puede ser removido y por lo tanto, eliminado; en el cancer un
subgrupo celular del tumor obtendra la capacidad de diseminarse. De manera conceptual y
operacional, entre mas se disemine el tumor mas dificil resulta su erradicacion, por lo cual el
proceso de diseminacion, conocido como metastasis, es la principal causa de la muerte del

paciente (~90% de los casos) [13].

La metastasis es la habilidad que posee un grupo de células tumorales para escapar
del tumor inicial a un tejido distante y formar un segundo tumor. Pese a que el descubrimiento
de la quimioterapia ha mostrado en algunos casos ser util para detener la proliferacion
incontrolada en el desarrollo tumoral, esta fue disefiada para dirigirse principalmente al tumor
primario y por ende, no afecta a aquellos tumores desarrollados por la metastasis. Debido a
que la metéstasis fue un aspecto no esperado en el desarrollo tradicional de terapias
antitumorales, su investigacion y desarrollo de drogas se encuentran todavia muy rezagadas
[14]. Por otro lado, varias preguntas surgen con respecto a este proceso bioldgico que alin no
ha podido ser resuelto, entre ellas ;existe alguna correlacion entre el tamafio del tumor
primario y los tumores metastasicos? ;en qué momento comienza la diseminacion? jpor qué
no todas las células tumorales tienen la misma capacidad de producir metastasis? y ;qué
cambios genéticos y epigenéticos se establecen en la célula para ganar la habilidad de migrar

e invadir? [15].

Actualmente existe consenso en los pasos necesarios para que se lleve a cabo la
metastasis, las modificaciones biolodgicas que ocurren en las células tumorales son: la pérdida

de la unién célula-matriz extracelular y union célula-célula, la ganancia y capacidad de
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migrar ¢ invadir a tejido adyacente y de introducirse a los vasos sanguineos o linfaticos, de
sobrevivir en las condiciones adversas de la circulacion y por ultimo, colonizar el tejido
blanco [16]. Dentro de la manera o forma descrita y altamente aceptada en que suceden los
pasos de la migracion e invasion, se encuentra: la migracion de tipo colectiva, la migracion
de tipo individual que incluye a la migracion ameboidea y la migracion por la transicion
epitelio-mesénquima. Para cada una de estas maneras de migrar e invadir se ha descrito lo

siguiente:

* Migracion e invasion celular colectiva (MIC). Se denomina al fenomeno biologico
en el cual grupos de células con apariencia heterogénea se movilizan de manera
coordinada y polarizada en hilera o en grupos celulares, variando desde unas pocas
c¢lulas a una gran masa celular. La MIC est4 presente en la morfogénesis, desarrollo
y reparacion de los tejidos, asi como en el cancer. En el cancer, la MIC ofrece las
ventajas de incrementar la migracion contra la resistencia del ambiente agresivo al
cual se enfrentan las células tumorales. Aunque se desconocen muchos aspectos de
este tipo de migracion celular, hay evidencia que en el grupo de células el
mantenimiento de los contactos intercelulares es por medio de moléculas de adhesion
como las cadherinas. Ademas, en la MIC se le ha descrito un frente celular que
mantiene un fenotipo mesenquimal o puntos intermedios epitelial-mesenquimal,
mientras que el resto de las células mantienen caracteristicas epiteliales, siendo las
Rho GTPasas las principales moléculas de sefializacion para su locomocion. Las
células del frente son consideradas las “lideres o guias” que son las que abririan el
camino a las células “seguidoras” través de la matriz extracelular (MEC) por medio
de secrecion de proteasas; por ultimo, se han descrito células “accesorias” como los
fibroblastos que podrian participar en la promocion de invasion y remodelacion de la

MEC [17-20].

% Migracion e invasion tipo ameboidea (MIA). Este tipo de migracion e invasion se
considera como la mas primitiva y mas eficiente para la migracion de una célula
individualizada. Las células malignas del tumor han demostrado adoptar una

morfologia que dependerd de la matriz extracelular que le rodea, por lo cual se le

16



considera una invasion independiente de la adhesion y degradacion de la MEC. Para
los movimientos y la reubicacion celular, se da una serie de ciclos sucesivos rapidos
de expansion y contraccion en la célula con el desarrollo de protrusiones celulares
tipo “ampollas” de la membrana ademas de la deformacion pronunciada del ntcleo
causada por la falta de la degradacion proteolitica de la matriz circundante. Debido a
esta reducida dependencia de interaccion célula-célula y célula-matriz algunos
autores consideran a MIA como el estado menos diferenciado dentro de los tipos
migracion, lo cual se ha corroborado con la ganancia de genes pluripotenciales como
Nanog y Oct4 en células de melanoma. La via de sefalizacion que se encuentra mas
involucrada en este tipo de locomocién es Rho/ROCK, PI3K vy varios reguladores de
actina como Formina FMNL2, Cdc42 y algunas proteinas de la familia ERM (ezrina-

radixina-moesina) [21-23].

¢ Transicion epitelio mesénquima (EMT). Este proceso es un factor clave de la
progresion del cancer que ha sido demostrado in vitro utilizando lineas tumorales
especificas, asi como modelos experimentales; no obstante, su estudio in vivo asi
como el establecimiento e identificacion de sus principales caracteristicas ha sido una
tarea compleja. Pese a la dificultad del estudio de este proceso biologico, se ha llegado
al consenso de lo que sucede en la EMT: las células epiteliales malignas pierden su
polaridad apical-basal debido a la interrupcion de las uniones estrechas y a la pérdida
de las moléculas de adhesion celular; el citoesqueleto de actina celular cambia y se
somete a una remodelacion con la formacion de fibras de actina, formando
protuberancias celulares especificas. Posteriormente, se produce la degradacion de la
membrana basal subyacente del epitelio, lo que otorga la capacidad de penetracion en
la matriz estromal circundante y comienzan la migracion activa. Las moléculas hasta
el momento descritas y que juegan un papel importante en la polarizacion durante la

transicion son las Rho GTPasas, Racl y Cdc42 asi como moléculas de adhesion [24].

Actualmente varios grupos de trabajo consideran que estos diferentes tipos de
migracion no son mutuamente excluyentes. Por lo cual, considerar la transicion de una

morfologia epitelial y apical a un fenotipo migratorio e invasivo como solo un paso lineal es
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considerado como algo utopico, debido a que abarca a un proceso gradual de pasos
intermedios, probablemente transitorios e interconvertibles dependiendo de las condiciones
extracelulares, particularmente la rigidez y la composicion de la MEC [25-27]. En este
proceso, las células cancerosas utilizan diferentes formas de migracién e invasion con la
participacion de células individuales o bien de agrupaciones celulares; entonces esta
flexibilidad y habilidad de adaptacion explica el por qué la metastasis es un punto

problematico en el cancer con una intervencion terapéutica limitada [28] (Fig. 2).

TEM

MIC MIA

Figura 2. Los diferentes tipos de migracion e invasion en cancer: transicion epitelio mesénquima
(EMT), migracién e invasion colectiva (MIC) y ameboidea (MIA). Se considera que no existe
exclusion entre ellas y se puede dar una interconversion celular durante el desarrollo tumoral. CAM:
invasion colectiva a mesenquimal; CAT: invasion colectiva a ameboidea; MAT: invasion ameboidea
amesenquimal; AMT: invasion mesenquimal a ameboidea (Imagen modificada de Brabek et al., 2010

[29D.

LA TRANSICION EPITELIO MESENQUIMA (EMT)

La EMT se presenta en una serie de procesos bioldgicos durante la vida de un
organismo multicelular como la embriogénesis, la reparacion de tejidos o en aspectos
patoldgicos como en la fibrosis o en los tumores. Si bien la interconversion entre el estado
epitelial y el mesenquimal fue descrita en 1908 por Frank Lilie y en 1960 Elisabeth Hay
proporcion6 una descripcion detallada de la formacion de una estructura que parecia un punto

intermedio entre las células epiteliales y mesenquimales [30], este proceso de EMT no fue
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reconocido hasta 1982, poco después de que Michael Stocker y Michael Perryman realizaran
experimentos del efecto del medio condicionado obtenino a partir de fibroblastos sobre
células epiteliales polarizadas de rinén denominadas MDCK y observaron la conversion de
estas células en fibroblastos migratorios, pero sin relacionar este fendmeno bioldgico con

malignidad [31].

Tomod mucho tiempo para que la EMT fuera reconocida como uno de los mecanismos
de la propagacion del carcinoma. Una de las principales razones para esto es que la EMT no
se puede seguir en el tiempo y el espacio en tumores de seres humanos. La gran diversidad
de organizacion celular, asi como el poco grado de diferenciacion que se observa en los
tumores de seres humanos hace que sea imposible reconocer la EMT sin ambigiiedad [32-
34]. Por otra parte, actualmente se reconoce un estado intermedio o parcial denominado EMT
parcial o hibrido y este estado celular se refiere a que las células ya han adquirido las
propiedades necesarias para una migracion exitosa, pero continuan reteniendo los contactos
célula-célula y se le asocian con movimientos colectivos de las células tumorales o bien las
células no llegan a modificar todos sus marcadores epiteliales a mesenquimales [35-37]. Es
importante resaltar que este fendmeno bioldgico de transicion es un estado temporal y estd
implicito en este proceso la plasticidad de reversion una vez que ha colonizado el nicho; es
decir se lleva a cabo una transicion mesénquima a epitelio (MET, del inglés mesenchymal

epitelial transition) [38-40].

APORTACIONES DEL ESTUDIO DE LA EMT AL CONOCIMIENTO DEL
CANCER

El estudio de la EMT ha ganado interés ya que su participacion en el cancer se le
relaciona estrechamente con la ganancia del prototipo de algunas -caracteristicas
anteriormente consideradas por Hanahan y Weinberg. Entre ellas se encuentran las

siguientes:

» Resistencia a la muerte celular y senescencia: Se ha descrito que la participacion de

algunos factores de crecimiento y el estado contextual celular ayudan al escape de la
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apoptosis, un claro ejemplo es TGF-B y células de cancer de mama; cuando se
encuentra presente el estimulo de la citocina y las células tumorales expresan Ras
activado mantienen un estado de EMT sostenido; ademas TGF-B es un potente
inductor de la expresion de Snail, una molécula que estéa relacionada con la resistencia
a la muerte celular [41]. La actividad de Snail puede tener la cooperacion de Twist y
este antagoniza el efecto proapoptdtico de c-Myc en neuroblastoma. Por otro lado,
Twistl y Twist2 previenen que las células experimenten senescencia inducida por
oncogenes inhibiendo pl6/inkda y p2l/cip [42]. De este modo, la expresion
constitutiva de los inductores de EMT puede mantener el fenotipo mesenquimatoso
invasivo y asegurar la supervivencia de las células que producen pequenias e iniciales
metastasis (micrometastasis), mediante la supresion de dos mecanismos de

salvaguardia contra el cancer: senescencia prematura y apoptosis [43, 44].

» FEvasion a la respuesta inmune: La modificacion que sufre la célula durante su
reprogramacion celular llevara a que los antigenos expresados en la superficie celular
se modifiquen a lo largo de este proceso celular por lo cual, para las células del
sistema inmune que se encuentran activadas por ciertos epitopes, les sera dificil
reconocer a aquellas células tumorales que en una etapa las expresaban y ahora no,
suceso al que se le conoce como inmunoedicidon [45]. La expresion de Snaill se
correlaciona con la recurrencia del tumor de mama y dicho factor transcripcional esta
asociado con la activacion de citocinas inmunosupresoras, células T reguladoras,
células citotoxicas, resistencia a los linfocitos T citotoxicos y a la generacion de
alteraciones en células dendriticas. Evidencia en varios estudios, sugiere que TGF-f3
inhibe la proliferacion y los efectos de células CD8+ efectoras, induce la
diferenciacion y activacion de las T reguladoras (Tregs), y Th17 inhibe la activacion
de la proliferacion y citotoxicidad de las natural killers (NKs) e incrementa la
quimiotaxis de macrofagos y neutréfilos, desencadenando un ambiente inflamatorio
propiciando un ciclo positivo de sostenimiento de la EMT [46]. Por lo tanto, durante
la EMT, hay multiples puntos donde puede darse la inmunosupresion, asi como los

mecanismos de inmunorresistencia, alterando la respuesta del huésped al tumor [47].
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» Invasion y Metastasis: El esquema aceptado del proceso de metastasis es que
reaccionando a un estimulo, una célula comienza la polarizacion y extiende las
protrusiones en la direccion de la migracion lo cual se origina con la extension del
borde delantero por protrusion de lamelipodios y/o filopodios, impulsada por la
polimerizacion de la actina y el alargamiento del filamento. Después de la protrusion,
se induce la adhesion entre la célula y el sustrato en el borde delantero en gran parte
por receptores de integrinas que se unen a dominios especificos de proteinas de matriz
extracelular. Enseguida, la contraccion mediada por la actomiosina produce el
movimiento hacia adelante de la célula, iniciado por fuerzas contractiles que se
generan cerca del borde delantero, acoplado con el desprendimiento del borde
posterior. Ademas, la célula en migracidon secreta las proteasas (metaloproteasas
principalmente) necesarias para romper las proteinas de la matriz extracelular,
abriendo un camino para la célula que avanza. Estas metaloproteasas degradan la
membrana basal y la matriz extracelular propiciando el paso entre el tejido adyacente
para favorecer la invasion. Curiosamente, las metaloproteasas también realizan una
retroalimentacion para sostener la EMT. Por ejemplo, MMP3 desencadena la EMT
mediante el aumento de los niveles celulares de especies reactivas de oxigeno, que a
su vez induce la expresion de Snaill. MMP13 también desencadena EMT después de
ser fuertemente inducido por FGF1. Por altimo, la periostina, una proteina de matriz
extracelular secretada por osteoblastos, interactia con integrinas y vias de
sefializacion principalmente PI3K/Akt para promover EMT, invasion y metastasis

[48-50].

Por otra parte, existen otros aspectos en los cuales la EMT aporta ventaja a las células

tumorales y que han sido ampliamente estudiados tales como:

» Ganancia de un fenotipo troncal: En varios estudios con diferentes tipos de células
tumorales el grado de reprogramacion llega a ser muy marcado y las células
comienzan a expresar genes involucrados en troncalidad que se encuentran apagados
o subexpresados en una célula diferenciada [51, 52]. Por ejemplo, hay un cambio en

la expresion de la proteina E-cadherina a N-cadherina, la primera pertenece al grupo
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de moléculas de un tejido establecido mientras que la ultima se ha caracterizado en
estadios embrionarios; ademas hay expresion de Vimentina, metaloproteasas y
factores transcripcionales como Snail [53]. Por otra parte, hay correlacion de la
ganancia de la EMT con la de marcadores superficiales de troncalidad como CD133

[54], CD44 [55, 56], CD90 [57], por mencionar algunos representativos.

» Resistencia a farmacos o drogas anticancerigenas: Debido a que las células pasan a
través de una reprogramacion celular (desdiferenciacion), se da un cambio no solo
morfologico sino molecular, llevando una modificacion en la expresion de sus
proteinas superficiales. Por lo cual, si un fairmaco o droga tenia la finalidad de
reconocer a cierto epitope y actua unicamente en esa poblacion celular, sera menos
probable que el farmaco actie en aquellas células que estan sufriendo una
transformacion a través de la EMT. Por ejemplo, en las lineas celulares epiteliales de
carcinoma ovarico existe una correlacion entre la resistencia a paclitaxel y la
adquisicion de marcadores EMT y por ende, a la pérdida del fenotipo epitelial. Se ha
reportado que inhibiendo a Twist, se puede revertir parcialmente la resistencia a
multiples fdirmacos en células de cancer de mama y que Snail también confiere
resistencia a paclitaxel, adriamicina y radiacion antagonizando la apoptosis mediada

por p53 [58, 59].

MODIFICACIONES DEL CITOESQUELETO Y POLARIDAD EN LA EMT

Durante la EMT en cancer, la integridad del tejido se ve alterada, se afectan aquellos
complejos proteicos que se especializan en las uniones adherentes, uniones estrechas, y
las uniones laterales como los desmosomas; dichas uniones sufren rearreglos en las
proteinas encargadas de la polaridad celular por relocalizacion o bien degradacion (Fig.
3). La disolucion de las uniones estrechas durante la EMT se acompafia de la disminucion
de la expresion de claudina y ocludina, y de zonula occludens 1 (ZO1, también conocido
como TJPI). En cuanto a la desestabilizacion de las uniones adherentes, la cadherina
epitelial (E-cadherina) se escinde en la membrana plasmatica y posteriormente se

degrada. En consecuencia, la f-catenina no puede interactuar mas con la E-cadherina
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pero puede protegerse de la degradacion (por ejemplo, en respuesta a la sefializacion de
WNT), de modo que puede actuar a nivel nuclear en la transcripcion. Durante la
iniciacion de la EMT también se alteran los desmosomas, y la integridad de las uniones
estrechas se ve comprometida por la disminucion de los niveles de Conexina. A medida
que la EMT progresa, la expresion de las proteinas de unidon se reprime
transcripcionalmente, lo que desestabiliza las uniones epiteliales. Otras proteinas
pertenecientes al complejo apical como el complejo PAR (PAR3 y PAR6) y CRB asi
como proteinas pertenecientes a la zona baso-lateral como Scribble (SCRIB), Disc large
(DLG) y LGL se ven suprimidas o disminuidas en su expresion. En consecuencia, la
disolucion de las uniones epiteliales durante EMT confiere una pérdida de polaridad
apical-basal que culminara en una reduccion de la adhesion celular e incrementara la

capacidad de movilidad [60].

MODIFICACIONES DEL CITOESQUELETO Y MOTILIDAD EN LA EMT

Durante la EMT las células reorganizan su citoesqueleto de actina cortical en uno que
permite el alargamiento dindmico de las células y la motilidad direccional. Se sintetizan
nuevas proyecciones de membrana ricas en actina. Estas proyecciones incluyen protrusiones
membranales, los lamelipodios y filopodios. Los invadopodios ricos en actina ejercen una
funcion proteolitica en la degradacion de ECM, facilitando asi la invasion celular. Por tltimo,
en la EMT hay un aumento de la contractilidad celular y la formacion de fibras de estrés de
actina. Estos cambios dinamicos en la organizacion de la actina son mediados probablemente
por las proteinas reguladoras tales como Moesina, pero los mecanismos moleculares que
controlan la dindmica de F-actina todavia no se aclaran. La conversion de la polaridad apical-
basal a la polaridad delantera-trasera implica la interaccion entre las GTPasas RHO vy las
proteinas que definen la polaridad apical-basal. Para lograr la polaridad direccional, los
complejos PAR y Scribble junto con PATJ del complejo Crumbs se relocalizan al borde
delantero de la célula, donde Racl y Cdc42 activan la polimerizacion de actina y la formacion
de protrusiéon de membrana. Por el contrario, RhoA se localiza en la parte posterior de la
célula y promueve el desmontaje de los complejos de adhesion y la retraccion celular. PI3K

juega un papel central en el inicio de la polaridad delantera-trasera de la célula y participa en
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la produccion de PiP3 y por ende la activacion cdc42 y Rac. La polaridad delantera-trasera
se mantiene a través de mecanismos de retroalimentacion que implican proteinas de polaridad

y GTPasas pequeias [61] (Fig 3).
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Figura 3. Modificaciones celulares durante transicion epitelio mesénquima (EMT). Desensamble de
uniones celulares (uniones estrechas, uniones adherentes, desmosomas y uniones comunicantes).
Reorganizacion del citoesqueleto, aparicion de fibras de estrés y estructuras como invadipodios o
lamelipiodios los cuales no solo aportan la adquisicién de motilidad, ademas permiten la degradacion
de la matriz extracelular y el proceso de invasion. El proceso de transicion EMT permite una
plasticidad celular en donde bajo ciertos estimulos puede darse un regreso al estado epitelial (Imagen
traducida de Lamouille ef al., 2014 [60]).

INDUCTORES DE LA EMT
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Si bien la EMT es un fendmeno que sucede en cierto grupo celular, existen varios
factores que permiten desencadenarlo o bien impulsar que se lleve a cabo. Dentro de los
estimulos o propiciadores de la EMT que mas se encuentran reportados son el estrés
oxidativo [62], la epigenética [63], algunas moléculas como metaloproteasas [64], molécula
de adhesion 1 [65], interleucina 6 (IL6) [66], podoplanina [67] y finalmente ciertos factores

de crecimiento [68], entre ellos el factor de crecimiento transformante beta o TGF-f [57].

FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE BETA

El factor de crecimiento transformante beta o TGF-B (Del inglés Transforming
Growth Factor Beta) es una citocina perteneciente a la familia de las TGF-f. Esta familia esta
subdividida en varios grupos, entre los cuales se encuentra los factores de crecimiento
transformantes beta (TGF-fs), las activinas e inhibinas, las proteinas formadoras de hueso
(BMPs), los factores de crecimiento y diferenciacion (GDFs), la hormona anti-Miilleriana
(AMH) y los factores neurotréficos derivados de la glia (GDNFs) [69]. Si bien estas
comparten el mismo flujo de activacion en su via de senalizacion, existen notables diferencias
entre ellas, desde las moléculas que participan en sus respectivas vias, asi como la funcion y
respuesta final [70]. Para el caso de TGF-B en particular, sus funciones fisiologicas y
fisiopatologicas son extensas; hasta la fecha no se ha demostrado que los blancos celulares
de la citocina se limiten a una linea o aun tipo celular especifico. Se conocen tres isoformas
en mamiferos de TGF-f: 1, 2 y 3. La citocina TGF-B1 es la mas estudiada y la isoforma
predominante. Las lineas celulares tumorales generalmente expresan altos niveles TGF-B1.
El TGF-B1 es secretado como un pequefio complejo, el cual consiste en la proteina asociada
a la latencia (LAP) y el TGF-B1 maduro, permaneciendo de manera asociada no covalente a
este precursor. La activacion del TGF-B1 latente ha sido estudiada intensamente in vitro,
donde varios factores como pH, calor, algunas proteasas o agentes caotropicos pueden causar

la liberacion de TGF-B1 activo del complejo latente [71].

La via de transduccion de TGF-f1, inicia cuando la citocina se une al receptor tipo II

(TBRII), permitiendo entonces que el ligando pueda interaccionar con el receptor tipo I
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(TBRI) formandose asi un complejo heterotetramérico. Posteriormente se da la
transfosforilacion del TBRI en el dominio GS (denominado asi debido a su riqueza en glicinas
y serinas). Esta fosforilacion permitira su activacion y transmision de la sefial extracelular al
interior de la célula por medio de la activacion de las proteinas SMAD (Mothers Against
Decapentaplegic homolog). Las SMAD (SMAD2, SMAD3 y SMAD4) son hasta ahora los
unicos sustratos identificados para los receptores I y son consideradas como las proteinas
transductoras citoplasmaticas, proteinas efectoras intracelulares o como mediadores
intracelulares de la via del TGF-B. Después de su translocacion en el nucleo, los complejos
SMAD activan genes especificos a través de interacciones cooperativas con elementos que
se unen a las SMADs, estos complejos formados a su vez se unen a las regiones promotoras
de los genes diana. Los factores de union al ADN actuardn entonces como coactivadores
transcripcionales o corepresores transcripcionales, permitiendo asi la afinidad y especificidad
para los genes dianas. La activacion de SMAD estd regulada negativamente por SMAD
inhibidoras (SMAD6 y SMAD7), que compiten con SMAD2 y SMAD?3 por su unién a los
receptores de tipo I [72, 73]. Ademas de la via de senalizacién canonica o de las SMAD,
TGF-B también activa diversas vias de sefializacion, denominadas no-SMAD o no canonicas
[74]. Entre ellas, se encuentra la activacion de Ras, proteinas cinasas mitdogeno-activadas
(MAPK), como ERK [75] y p38 MAPK [76], Rho GTPasas [77], la tirosina cinasa Axl [78]y
la via de sefializacion de PI3K/AKT [79]. Estas vias de sefalizacion también regulan
procesos distintos incluyendo la organizacion del ciclo celular, citoesqueleto, supervivencia

celular, migracion e invasion, entre otras. (Fig. 4).
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Figura 4. Via canonica y no candnica de TGF-f. La via canonica incluye a las proteinas SMAD y la
no canonica las proteinas que corresponden a otras vias de sefializacion como Ras, PI3K, entre otras.
Todas afectan a funciones importantes tales como arresto en el ciclo celular, apoptosis, inflamacion,
angiogénesis, proliferacion e invasion. SBE: elemento de union a SMAD (del inglés, SMAD binding
element) , TBE: elemento de union a la caja T (del inglés, T-box binding element), TF: Factor de
transcripcion (del inglés, transcription factor) (Imagen traducida de Neuzillet ef al., 2015 [80]).

Esta via de sefializacion ha resultado de gran interés al mostrar un comportamiento
dual, es decir actlia diferente en el contexto normal versus patologias como el cancer. En la
situacion de un tejido epitelial normal se sabe que la citocina TGF-p actia inhibiendo la
proliferacion celular descontrolada por medio de arresto celular y apoptosis por una parte via
c-myc. La regulacion de c-myc es importante para la induccién del inhibidor de Cdk
p15INK4B, que inhibe a Cdk4-CycD. El inhibidor p27Kipl también es afectado por TGF-3
para inhibir Cdk2-CycE. La supresion de Cdk previene la hiperfosforilacion de Rb,
manteniéndolo hipofosforilado, es decir en estado supresor del crecimiento. TGF- también
modula el control postranscripcional de la progresion del ciclo celular mediante la activacion

de la proteina fosfatasa 2A (PP2A), que a su vez inactiva p70s6k, una serina/treonina cinasa
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que induce la traduccion de los RNAm blanco y es esencial para la progresion de fase G1/S.
Mediante un mecanismo de sefializacion atn por definir, la sefializacion de TGF-f también
puede conducir a la inhibicion de la cinasa activadora de CDK (CAK) y la regulacion
negativa de la fosfatasa activadora de CDK Cdc25A. Un punto importante de esta via de
sefalizacion es la regulacion de la cinasa p160ROCK ya que directamente inhibe la actividad

de Cdc25A para inducir arresto celular en células epiteliales, pero no en fibroblastos [81].

En el contexto del tumor, la via de sefnalizacion de TGF-, actiia favoreciendo la EMT
debido a que los complejos SMAD activan y aumentan la actividad de los factores de
transcripcion relacionados a EMT. Ademas, TGF-f induce la expresion de SNAIL1 a través
de SMAD3, mientras que la expresion de SNAIL2 es inducida indirectamente por el factor
de transcripcion relacionado con miocardina (MRTF). SMAD3-SMAD4 también cooperan
con SNAIL1 al suprimir los genes que codifican E-cadherina y Ocludina. TGF- también
induce la expresion de ZEBI, que controla adicionalmente la sefializacion de MAPK, y los
complejos SMAD3-SMAD4 interaccionan con ZEB1 y ZEB2 para mediar la expresion
génica regulada por TGF-B. Los complejos SMAD3-SMAD4 también interaccionan con el
factor de transcripcion 3 dependiente de AMP-c (ATF3) para reprimir la expresion de la
proteina inhibidora de unién a ADN (ID1), aumentando asi la expresion y actividad de
TWIST. Ademas, otros cambios en la expresion génica durante la EMT ocurren sin la
necesidad de factores de transcripcion asociados a la EMT, pero si controlados por TGF-f3
via SMADs. Las SMADs activan directamente la expresion de algunos genes
mesenquimales; por ejemplo, los que codifican Fibronectina, Vimentina o coldgena al.
Ademas, la asociacion de los complejos SMAD inducidos por Nodal con la proteina motivo
de interaccion tripartita (TRIM33) media sus interacciones con las marcas de histonas, lo que
conduce a la activacion de la expresion de genes involucrados en destinos mesodérmicos

[82].

Otras modificaciones durante la EMT que no son a nivel genético sino epigenético,
es la regulacion por microRNAs. Se ha propuesto que la familia miR200 junto con miR205
son marcadores epiteliales y supresores de la EMT; en la EMT inducida por TGF-f son

reprimidos cinco de sus miembros, cuya funcion normal es reforzar el fenotipo epitelial y
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regular negativamente el proceso por regulacion negativa de los represores de E-cadherina,
ZEB1 y Sipl/ZEB2. A su vez, ZEBI1 reprime la expresion de esta familia miR200 creando
retroalimentacion negativa que induce la progresion de la EMT. Una retroalimentacion
negativa similar existe entre ZEB y miR34, Snail y miR34, miR203 y Snail; ademas, miR34
y miR200c son activados por p53 reprimiendo la EMT [63, 83]. La familia de let7 también
ha sido implicada en la EMT, especificamente let-7i, asi otro miRNA denominado miR10b,
ambos reguladas por Twist. También se ha descrito represion de Snail por miR29b y mir30,
de manera que su expresion aumentada puede revertir la EMT, mientras que miR143 y
miR 145 inhiben la migracion de las células metastasicas de cancer de prostata por induccion
de E-cadherina. En estas mismas células transfectadas con miR203 se observd aumento de
E-cadherina en la membrana y disminucion de SIP1/ZEB2, Vimentina y Fibronectina [84,

85].

Por practicidad la EMT ha sido estudiada in vitro, permitiendo la caracterizacion de
varias vias de sefalizacién, asi como el descubrimiento de la modificacion de los
denominados “genes maestros de la EMT” que son piezas claves para disparar este proceso
biologico dentro de los cuales se incluyen factores transcripcionales como Snail, Twist, Zinc-
finger E-box binding (Zeb) y E47. Su expresion es crucial mientras se da la activacion de la
EMT, y por lo tanto tienen un papel central en el desarrollo del cancer. Como estos factores
de transcripcion tienen perfiles de expresion distintos, su contribucion en la EMT depende
del tipo de células o tejidos implicados y las vias de sefalizacién que se activan. Con
frecuencia controlan la expresion de los genes blanco y factores de transcripcion adicionales
que conducen la progresion de la EMT. En conjunto, estos factores de transcripcion
coordinaran la represion de genes epiteliales y la induccion de genes mesenquimales [86, 87].
Dentro de los genes considerados como los sellos distintivos de la transicion epitelio
mesénquima y que se encuentran generalmente controlados por los factores transcripcionales

anteriormente mencionados, los més representativos se encuentran enunciados en la Tabla 1.

Tabla 1. Marcadores epiteliales y mesenquimales modificados durante la EMT.

Marcador Papel en el cancer
Epitelial
E-cadherina Adhesion célula-célula; se correlaciona inversamente con metastasis
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Claudinas Su alteracion esta en eventos tempranos de varios carcinomas
Ocludinas Decrementa su expresion durante la metastasis
Desmoplaquinas Ausente o distribucion alterada en cancer
Citoqueratinas Sus niveles de expresion se encuentran reducidos en lineas celulares de cancer
Mucina MUC4 promueve metastasis en cancer de ovario
Z0-1 Su decremento esta relacionado con mal prondstico
Mesenquimal
Fibronectina Se le ha relacionado a la progresion de varios carcinomas
Vimentina Expresion asociada con mal pronostico y tendencia a desarrollar metéstasis
FSP-1 Alta expresion se relaciona con incremento en la agresividad de varias lineas celulares
N-cadherina Promueve la motilidad e invasioén celular
Snail Involucrado en la induccion de la EMT, crecimiento, supervivencia y migracion
celular.
B-catenina Regula la adhesion celular, papel transcripcional en la progresion de la EMT
Slug Metastasis y recurrencia, metastasis a nddulos linfaticos
Twist Promueve invasion
SIP1 Represor de E-cadherina
DDR-2 Activa MMPs para degradar MEC
Zeb-1 Relacionado a pobre diagnostico y subexpresion de E-cadherina

CARCINOMA HEPATOCELULAR

De acuerdo a GLOBOCAN 2012 el carcinoma de higado es la tercera causa de muerte
por cancer en nuestro pais [11]. Es de los principales tipos de cancer con gran mortalidad y
con la tendencia a incrementar en los proximos afos. Dentro de los principales factores de
riesgo se encuentran la infeccion por virus de la Hepatitis B o C; y no menos importantes,
pero en menor grado, la cirrosis, el higado graso, la esteatosis, entre otros [88-90]. Dentro
de esta patologia el carcinoma hepatocelular (CHC) es el cancer de higado méas comun [91,

92].

El CHC tiene un pobre pronostico cuando hay un diagndstico tardio ademas de la
falta opciones de tratamiento efectivas. Mientras que varios tratamientos anticancerigenos
han tenido buenos resultados, en el CHC resultan poco efectivos ya que la poblacion de
células tumorales tiene una gran heterogeneidad y entre ellas varias células con un fenotipo

mesenquimal [93].

Existen alteraciones en la via de sefializacion de TGF-f, se ha visto su participacion

en varios procesos previos al CHC como inflamacion y cirrosis [94]. Existe una buena
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correlacion de la alta expresion de TGF-f en el suero de pacientes y el diagnéstico de CHC
en comparacion con pacientes que Unicamente presentan cirrosis, y estos niveles pueden
decrecer cuando los pacientes son sometidos a terapias y se logra obtener un buen resultado.
Por ejemplo, en el caso de algunos carcinomas hepaticos, el sorafenib ha mostrado buenos
resultados al inhibir STAT3 y a afectar a TGF-B cuando ambos se encuentran

sobreexpresados en la EMT [95, 96].

Dentro de las diversas maneras de invasion celular que se han reportado, para el caso
particular del CHC se le ha atribuido la EMT como el principal mecanismo involucrado
(Tabla 2), siendo la citocina TGF-P un factor que ayuda a propiciar la EMT [97, 98]. De
hecho, en condiciones normales los niveles de la citocina son bajos, y se ha reportado que
los hepatocitos no son los responsables en producirla; no obstante, en las etapas tardias de
cancer, los hepatocitos adquieren la habilidad de sintesis y al responder a TGF- B [94]; ya no
se van a apoptosis o arresto celular, sino que la sefializacion estd estrechamente relacionada
con ganancia de un fenotipo mas agresivo, disparar la EMT, metastasis y algunas

caracteristicas del cancer anteriormente citadas [37].

Tabla 2. Tipos de migracion e invasion en cancer (Traducida de Tang et al., 2012 [99]).

Tipo de migracion e invasion Tipo de cancer

Colectiva Carcinoma de células escamosas orales
Carcinoma colorectal

Melanoma

Cancer de mama

Carcinoma endometrial

Céncer de pancreas

Individual
Mesenquimal Fibrosarcoma
Glioblastoma
Melanoma

Ameboidea Cancer de mama

Linfoma

Carcinoma de células pequefias de pulmoén
Carcinoma de prostata

Melanoma

Sarcoma

Transicion epitelio mesénquima Carcinoma hepatocelular
Cancer de mama

Cancer colorectal
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Céncer de pulmon
Céncer de prostata
Céancer de pancreas

Invasion ameboidea a mesenquimal Fibrosarcoma
Carcinoma de mama
Melanoma

Invasion colectiva a ameboidea Melanoma

Es posible determinar la EMT en el CHC, en biopsias de pacientes mediante
inmunohistoquimica por medio de la expresion de las proteinas consideradas biomarcadores
caracteristicos de la EMT. Varios estudios han evaluado la correlacion entre la expresion de
la alfa-feto proteina en suero, la expresion por inmunohistoquimica de E-cadherina y
Vimentina y la presencia de invasion y metastasis. La correlacion de un pobre pronostico y
en una enfermedad mas avanzada cuando hay mayor pérdida de marcadores epiteliales,
mientras que un buen pronostico se refleja por la poca expresion de marcadores
mesenquimales [100, 101]. Los estudios de inmunohistoquimica nos sefialan un momento de
la historia celular, mas no los eventos o cambios que ocurren a lo largo de esta transicion.
Por lo cual muchos conceptos se basan en ensayos in vitro, especialmente con lineas celulares
[102]. Por ejemplo, en un estudio de cultivo primario de hepatocitos, la actividad de TGF-f3
inhibe la proliferacion celular; mientras que en células malignas o con mutaciones o
modificaciones en la expresion de ciertos genes TGF- promueve su crecimiento y ayuda a
impulsar la EMT [103-106]. En lineas celulares derivadas de cancer de higado desde las 24
horas muestran un cambio en la morfologia y una tendencia a la ganancia del fenotipo

mesenquimal que se sostiene durante el tratamiento con la citocina [107].

Coulouarn y colaboradores describe los perfiles de expresion genética, ocupando
microarreglos en muestras de pacientes, en lineas celulares y en un modelo animal de ratén
donde se encuentra afectada la via de sefializacion de TGF-3, [108]. El estudio llega a la
conclusion que TGF-f participa en el CHC y reafirma los términos firma temprana y firma
tardia de TGF- que corresponden con recurrencia, pobre sobrevivencia y alta probablilidad
de metastasis en pacientes; ademas encuadra un fenotipo mas agresivo, mayor capacidad de
invasion y caracteristicas mesenquimales en las lineas celulares. Todo esto se corrobora en

los animales en donde la via de sefalizaciéon de TGF-f3 se encuentra afectada. En ese estudio
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ellos registran una lista de genes modificados (subexpresados y sobrexpresados), siendo estos
de gran interés para posteriores estudios en el CHC. Dentro de estos resaltan unas proteinas
que pertenecen al grupo de las CLIC’s o canales intracelulares de cloro, especificamente
CLIC 1 y CLICA4. No obstante, otros estudios con microarreglos analizados en el laboratorio
indican otros genes que se modifican en CHC y su estudio no es exhaustivo y no incluye

otros integrantes de esta familia de proteinas.

33



ANTECEDENTES DIRECTOS

La familia de las CLICs (en inglés Chloride Intracellular Channels) incluye varios
miembros; en mamiferos se han reportado 6 [CLICI-CLIC6]. En el descubrimiento del
primer integrante de esta familia, p64, se us6 el inhibidor de canales de cloro IAA-96, en un
estudio de rifion de bovino [109]. La localizacion subcelular de estas proteinas es tejido
especifica debido a que se le ha descrito en membrana, citoplasma, nucleo, vesiculas
extracelulares secretadas, caveolas, aparato de Golgi, mitocondria y reticulo endoplasmatico,
ademas de participar en varias funciones como trafico membranal, citoesqueleto, apoptosis,
control del ciclo celular, tubulogénesis, angiogénesis, modulacion de receptores asi como su

participacion en vias de sefializacion y diferenciacion celular [110] (Tabla 3).

Esta familia posee un grado de identidad de aminoacidos entre el 60-70%; para el
caso particular de CLICS5 su identidad con CLIC1 es de 63% y de 75% con respecto a CLICA4.
La region carboxilo terminal es la zona mas conservada entre los integrantes de la familia de
CLIC’s, teniendo dos dominios transmembranales denominados TM1 y TM2. Un dominio
de interaccion proteina-proteina SH3BD, tres probables sitios de fosforilacion y un sitio de
sefal de localizacion nuclear (NLS) [110] (Figura 5). La regién amino terminal es la que
presenta la mayor diferencia entre las CLIC’s lo que permite diferenciarlas y probablemente
proveer diversas funciones especificas. Pese a la gran cantidad de funciones que se les han
atribuido a esta familia, su participacion como canales de cloro in vivo alin se encuentra en
controversia. Singh y colaboradores en un estudio in situ, demostraron la baja afinidad hacia
el ion CI', pero mayor hacia cationes como Na" y K" en CLICI, CLIC4 y CLIC5
recombinantes insertadas en bicapas planares; no obstante en este mismo estudio demuestran
que estas tres proteinas tienen capacidad de interaccionar con actina sugiriendo que la
actividad de CLIC1 y CLICS5 como canal no selectivo depende de su asociacién con actina

[111, 112]).

Para el caso de CLIC2, se le ha descrito un alto grado de similitud de secuencia con

CLIC1 y cierta similitud con la clase omega de glutatién transferasas (GSTO). Un modelo
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por homologia sugirio que CLIC2 pertenece a la familia estructural GST, pero a diferencia
de las GSTs, CLIC2 existe como un monémero. Ademas, pese a que presenta el motivo del
sitio activo CXXC, el cual se conserva entre CLIC2 y las glutaredoxinas, no se detectd
actividad tiol transferasa pero si una baja actividad de glutatiéon peroxidasa. Ademas, se
reporté que CLIC2 inhibe los canales de liberacion de Ca?* del receptor de rianodina cardiaca
en bicapas lipidicas. La inhibicion de los canales de rianodina (RyR) se revirtié eliminando
CLIC2 de la solucién o afiadiendo un anticuerpo anti-CLIC2. Los resultados sugieren que
una funcion de CLIC2 podria ser limitar la liberacion de Ca?* de las reservas internas en las
células [113]. Finalmente, con respecto a CLIC6, se le ha descrito a nivel de RNAm en el
plexo coroideo, la zona subventricular estrial, el cerebelo, la hipofisis y células de Purkinje
de los l6bulos IX y X [114]. En células HEK293 transfectadas, al sobreexpresar CLIC6 no
se observo ningun efecto en la concentracion de cloro intracelular; sin embargo, por medio
del ensayo de doble hibrido se observd que CLIC6 interactia con receptores de dopamina
(RD3), MUPP1 y radixina, sugiriendo que podria participar en un complejo con los receptores
RD3 no solo por su interaccion directa con su zona C-terminal de estos, sino que también a

través de interacciones con otras proteinas de andamiaje [115].

Aunque los patrones de expresion y las localizaciones difieren entre cada miembro
de la familia CLIC, se sabe que todas las proteinas CLIC se asocian con los orgéanulos
membranosos. Ademas, las proteinas CLIC tienen caracteristicas estructurales inusuales para
los canales i6nicos al describirse su localizacion intracelular en gran medida soluble y en
menor grado membranal [116]. No obstante, pese a la poca evidencia que existe en relacion
a su funcion como canal, no se ha descartado completamente la actividad como transportador
transmembranal; de hecho, varios autores sugieren considerar importante un cambio de la

nomenclatura mas adecuado para los integrantes de la familia de “CLIC”.

LA PARTICIPACION DE LA FAMILIA CLIC EN CANCER
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Si bien la importancia fisiologica de las proteinas del canal de cloro ha aumentado los
ultimos afos, su conexion directa con la patogénesis del cancer tiene aiin muchas incognitas.
Las células cancerosas deben desatar varios procesos intracelulares que le permitan
compensar y mantener las condiciones 6ptimas de viabilidad y proliferacion [117, 118]. Para
el caso de los integrantes de la familia de CLICs se les han correlacionado con capacidades
relacionadas a los hallmarks que se describen en el cancer; ademds varios miembros de la
familia se unen con proteinas relacionadas al citoesqueleto de actina; siendo la alteracion del
citoesqueleto de actina una caracteristica comin e importante en varios tipos de cancer.
Brevemente se enuncian a continuacion la participacion de los integrantes de la familia de

CLIC en cancer, resaltando especialmente en el CHC.

CLIC1. Se le ha reportado sobreexpresado y postulado como un biomarcador de pronostico
en varios tipos de cancer como: cancer gastrico [119], cancer colorectal [120], carcinoma
nasofaringeo [121], adenocarcinoma de pulmon [122], cancer de ovario [99, 123] y en células
metastédsicas intraperitoneales derivadas de cancer de ovario [124], cancer de endometrio
[125], gliomas [126] y especialmente en la subpoblacion de células troncales [127], cancer
de vesicula biliar [128], cancer de prostata [58], cancer de pancreas [129] y leucemia
linfoblastica aguda [130]. Para el caso en especial de CHC fue reportada su sobreexpresion
por primera vez en muestras de pacientes asi como en las lineas celulares HuH7 y PLCS5 [86,
87], ademas se le atribuye una importante participacion en proliferacion, invasion [131],
migracion via Anexina7, Gelsolina [132] y mapsina [133], en ascitis producida por CHC
[134], en metastasis linfatica [135], asi como relacion a un mal prondstico en pacientes que

presentan a CLIC1 sobreexpresado [136].

CLIC2. Hasta la fecha, no se ha reportado ninguna relacion entre esta proteina y algun tipo

de cancer.

CLIC3. La expresion de la proteina es necesaria para la migracion celular y se le asocia con
la sefalizacion de integrina activada tanto en un ensayo de microambientes 3D ex vivo, asi
como en tumores humanos de adenocarcinoma ductal pancreatico. Ademads, los niveles de

CLIC3 dictan metastasis a ganglios linfaticos y una pobre supervivencia del paciente, lo que
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destaca la importancia del trafico de integrinas para la progresion del cancer in vivo [137].
Ademéds, en cancer de mama se relaciona su sobreexpresion con resistencia a la droga
Neratinib, un inhibidor de tirosina cinasas [ 138], otro estudio indica la importancia de CLIC3
en el control del reciclaje de los endosomas tardios y por lo tanto dictan la invasion y
metastasis [139], ademas su secrecion promueve la progresion del cancer [140]. Sin embargo,

para el caso del CHC no se ha reportado ninguna participacion al respecto.

CLICA4. Es la proteina mas estudiada de todos los integrantes de la familia de CLICs [141].
Se ha descrito su participacion en fibroblastos de cancer de mama [142], en cancer de pulmon
se reporta que la alteracion podria estar restringido a una fraccion especifica de estas células
[143], en cancer de ovario se le describe como biomarcador [123], asi como su participacion
en la transdiferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos [144], en el citoplasma de células
tumorales pancréaticas y en el nticleo de los fibroblastos asociados al tumor [145], en células
tumorales del carcinoma de cabeza y cuello se encuentra sobreexpresado [146], en cancer
colorrectal [147]. En cancer de mama se ha visto la participacion de CLIC4 con TGF- en la
regulacion de fibroblastos asociados al cancer, contribuyendo a inducir un fenotipo
estacionario colectivo a miofibroblastos [ 148]. Ademas, CLIC4 se eleva durante la apoptosis
inducida por TNFa en lineas celulares de osteosarcoma humano. No obstante, en el
carcinoma de células cutdneas escamosas, CLIC4 participa como un supresor tumoral [149].
En un modelo de queratinocitos descubrieron que participa en la induccion de apoptosis
dependiendo de la participacion de las mitocondrias y consideran a CLIC4 un objetivo para
la terapia del cancer [150]. Se le ha reportado en las mitocondrias y el citoplasma de los
queratinocitos, participando en la respuesta apoptotica al estrés. Ademas, Kuh vy
colaboradores delimitan que esto es debido a su translocacion al nicleo en el mismo modelo
celular. Para el caso del CHC, se le report6 en las lineas celulares Hca-P y HcaF, donde
participa en la proliferacion, debido a que en el silenciamiento de CLIC4 por medio de

shRNA; las células son llevadas a apoptosis [151].
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Tabla 3. La familia de CLICs. Datos obtenidos de NCBI Protein, Uniprot, literatura obtenida en

PubMed. N.I. Indica informacién no disponible o no indicada hasta el momento (Ampliada de Suh
et al., 2005 [110]).

Miembro Localizacion Tamario Localizacion Células o tejidos Funcion Activacion,
de la cromosomal dela subcelular donde se caracteristicas y/o
familia proteina expresan enfermedad
CLIC1 6p21.33 27 kDa Extracelular Neutroéfilos, Ciclo celular, Biomarcador en
(294 kb) (241 22) vesiculas secretoras, macrofagos, diferenciacion, leucemia
citoplasma ntcleo y corazon, proliferacién, | Sobreexpresion en
membrana, . . . ., .
. microglia, migracion e varios tumores
citoesqueleto . . ., o L,
espermatozoide invasion solidos, activacion
ante estrés
oxidativo (GST)
CLIC2 Xq28 28 kDa Citoplasma y Higado, musculo Actividad de Modula la
(58 kb) (247 a2) posiblemente esquelético, canal actividad de
membranal pulmonl; bazo, | gependiente de | RYR2 e inhibe el
cerebro, pH y el estado flujo de calcio
corazon, d p ¢ I
placenta redox res§n e en lupus
eritematoso,
inflamosoma
CLIC3 9q34.3 24 kDa Citoplasma, ntcleo Placenta, Crecimiento Sobreexpresada en
(2 kb) (207 aa) pulmon, varios tipos de
corazon, fumores
rinon, pancreas Interacttia con
ERK ysele
relaciona con
formacion de
endosomas.
CLIC4 1p36.11 29 kDa Citoplasma, nucleo, Corazon, Division Sobreexpresada en
(46 kb) (253aa) | mitocondria, Golgi, placenta, celular, varios tipos de
ER, citoesqueleto ml%s.culo ] tubulogénesis, | tumores, regula el
esquelético, piel, L ..
. angiogénesis, sostenimiento de
espermatozoide j
arresto celular. la via de
sefializacion TGF-
B, inflamacién
CLIC5 6pl2.1 Dos Citoplasma, Corazén, Diferenciaciéon | Mantenimiento de
(179 kb) 1?3‘2;3‘;: membrana, musculo celular, estructuras
47 kDa mltoFondrla’lGOIgl’ esquelético, division celulares.
(410 aa) citoesqueleto rindn, celular. Sobreexpresado
CLIC5A espermatozoide en leucemias,
28 KDa participacion en
(250 aa) resistencia a
apoptosis
CLIC6 21q22.12 ~ Dos Citoplasma, Cerebro, Probablemente Interaccion con
(49 kb) 1?{‘;2;3;: membrana placenta, influye en la receptores de
73 kDa pancreas, higado secrecion dopamina DRD?2,
(700 aa) hormonal. DRD3, DRD4
CLIC6A
71 kDa
(686 aa)

38




A NM, 77 ™ [M2}—— coon o4
3Taa I_i
NH, [ T™1 ™2 | COOH CLICS
, , d1daa 2 |
NH, 77 —— ™ ™2} COOH CLIC6
. 2 45 an
NHy E [Tmz}——1 cooH cLIC#
NH; [Th1 [Tmz] | COOH CLICS
32 aa :
NH, | ™M1 E | COOH CLIC?
20 aa
NH, L ™1 @ 1 COOH CLICI
B _ —_ —
[l'l‘:- i'lr-ljr (F)
\ o] T I T 0 |
'kt Iyr-k FA

Figura 5. Integrantes de los miembros de la familia de CLIC’s, p64 es el primer integrante descrito
en bovino. A) Esquemas alineados de los integrantes de la familia CLIC’s. B) Dominios distintivos
de cada uno de los integrantes de la familia CLIC’s: la zona carboxilo terminal es la mas conservada
contiene dos dominios transmembranales (TM1 y TM2), una sefial de localizacién nuclear (NLS) y
sitios de probable fosforilacion (Imagen modificada de Suh ef al., 2005 [110])

CLICS

CLICS es una proteina que fue descrita en las vellosidades de la placenta asociada a
proteinas de citoesqueleto (entre las cuales se encuentran Actina, Ezrina, Gelsolina IQGAP1
y oa-actinina) [152]. Al igual que sus familiares CLIC’s, se le ha reportado con probable
funcién de canal, sin embargo, no se ha concluido de manera definitiva esta participacion
[112]. En dos estudios independientes Pierchala y Wegner respectivamente, demuestran que
en el glomérulo renal es importante para la formacion y estructura del podocito asi como para
la filtracién renal. En ambos grupos de trabajo demuestran que cuando la proteina es
suprimida afecta la formaciéon de prolongaciones celulares asi como la expresion e
interaccion fisica con otras proteinas relacionadas a andamiaje y citoesqueleto, tales como
Podocalixina y Ezrina [153-155]. Estas dos proteinas (Podocalixina y Ezrina) se les han
descrito independientemente en su participacion como proteinas de andamiaje y en la
formacion de estructuras celulares como lamelipodios, fibras de estrés y filopodios, en su
capacidad de interaccionar tanto directa como indirectamente entre ellas asi como en su

interaccion con diversas proteinas en diferentes modelos celulares [156-159]; ademas la

39



sobreexpresion de cada una de ellas esta asociada a un mal pronostico y mayor agresividad,

capacidad de migracion e invasion en diferentes tipos de cancer [160-162].

En el glomérulo renal, se ha reportado la importancia de CLICS para la activacion de
la proteina de andamiaje Ezrina, es decir su fosforilacion y por ende la asociacion con actina;
siendo una funcidon que puede ser compensada por CLIC4 ante su delecion [163]. Por otra
parte, Salles y Gagnon respectivamente han descrito su participacion en la formacion de
estereocilios en el oido interno, gracias a su interaccion con el citoesqueleto y
especificamente con la proteina Actina [164, 165]. En un modelo de osteoclastos de pollo se
le ha descrito que tiene la capacidad de interaccionar fisicamente con Src en SH3 y SH2,
siendo probablemente una interaccion que influye en la reabsorcion de las células [166]. Otro
estudio hecho por Li en fibroblastos 3T3, demostr6é que cuando se induce la sobreexpresion
de CLICS los fibroblastos no pueden pasar al estado de diferenciacion de adipocitos, por lo
cual la proteina podria estar asociada a otro tipo de funciones dependiendo del tipo celular y
probablemente difiriendo tanto en condiciones normales como patologicas [167]. Ademas,
en otro estudio con células C2C12 (mioblastos), se describid que la sobreexpresion de CLICS

participa en la proliferacion asi como en la diferenciacion miogénica in vitro [168].

Desde el momento del descubrimiento de CLICS, se han descrito dos isoformas de
aproximadamente 28 kDa y 47 kDa respectivamente siendo el sitio N-terminal el que permite
diferenciarlos. A pesar de que existe un modelo animal donde se elimin6 la expresion de
ambas isoformas hasta la fecha no se ha delimitado las posibles funciones diferenciales de
estas dos proteinas [152]. Los ratones KO a la proteina CLICS, denominados jitterbug o jbg,
presentan disfuncion auditiva y vestibular debido a que poseen estereocilios dimorficos y
degeneracion de células pilosas [165]. Ademas, en otro estudio se demostrd que las células
endoteliales glomerulosas del rifion pertenecientes a los ratones jbg presentan un
ensachamiento y modificacion estructural de los podocitos; lo cual se asocia a
microalbuminuria y problemas en el funcionamiento renal. Finalmente para el caso particular
del higado, la tnica evidencia que se reporta es la reduccidon en acumulacion de lipidos en
higados de ratones jbg ante una dieta alta en grasa y por lo tanto los autores concluyen que

la eliminacion de la expresion de CLICS permite una resistencia a la obesidad inducida [169].
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Por otra parte, en células de cancer de coldn, se le ha descrito a ambas isoformas no solo
ubicacion citoplasmatica sino también a nivel de aparato de Golgi asocidndose con
AKAP350 [170] y mitocondria en cardiomiocitos [171]. Aunado a todo lo anterior, los
miembros de la familia més cercanos CLIC1 y CLIC4 se han visto sobreexpresados en lineas
celulares derivadas de CHC influyendo en ciertas funciones importantes para el
mantenimiento del tumor como resistencia a apoptosis, metastasis linfatica, migracion e

invasion [132, 133, 151].

Anteriormente, en dos estudios, en cancer de mama y de prostata respectivamente, se
habia reportado la sobrexpresion del gen CLICS; no obstante, su validaciéon proteica nunca
fue realizada y qued6 como un gen tentativo para el prondstico [172, 173]. Por otra parte,
Torres Mena JE en 2010 describe un grupo de genes que se ven modificados en un modelo
de hepatocarcinogénesis quimica denominado modelo modificado del hepatocito resistente
(MMHR), entre ellos describe que la proteina CLICS se encuentra sobreexpresada y que
probablemente tenga la capacidad funcional de ser una proteina de andamiaje al predecir su
interaccion con proteinas como Ezrina y Actina [174, 175]. La sobreexpresion del gen CLICS
en CHC fue un dato que corroboraba con datos encontrados en el laboratorio en un analisis
previo, pero la expresion proteica o algin tipo de funcionalidad relacionada a este tipo de
tumor no fue validada. Finalmente, durante mi tesis de maestria se valido la sobreexpresion
reportada en microarreglos de CLICS en el MMHR en tiempos tardios seleccionando zonas
tumorales y no tumorales, se validd la sobreexpresion reportada por RT-qPCR asi como la
expresion proteica por medio de inmunohistoquimica y western blot [176]. Con base en todo
lo anterior nosotros proponemos estudiar a CLICS y definir si su sobreexpresion tiene algiin

papel funcional en el CHC humano.
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HIPOTESIS

La proteina CLICS5 se encuentra sobreexpresada en carcinoma hepatocelular humano y

participa en la transicion epitelio mesénquima como una proteina asociada al citoesqueleto.

OBJETIVOS

General
Determinar la participacion de CLICS5 en la transicion epitelio mesénquima durante la

progresion del carcinoma hepatocelular.

Particulares

1) Evaluar la expresion de CLIC5 en CHC humano.

2) Comprobar si hay interaccion de CLICS con proteinas de citoesqueleto in vitro.
3) Evaluar a CLICS durante la EMT in vitro.

4) Silenciar la expresion de CLICS y evaluar el efecto sobre EMT in vitro.
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MATERIAL Y METODOS

Material Bioldgico

Lineas celulares.

Las lineas celulares derivadas de carcinoma hepatocelular humano: HepG2 y HuH7,
ademas de la linea celular de mioblasto muscular C2C12 fueron crecidas de acuerdo a las
indicaciones dadas por ATCC. Brevemente, se crecieron en medio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% y antibidticos
(ampicilina y estreptomicina). Para el caso de la linea SNU387, fue cultivada en medio RPMI
(Roswell Park Memorial Institute) 1640 suplementado con SFB al 10% y antibidticos. Todas
las lineas celulares fueron crecidas en ambiente himedo a 37 °C y un 5% de COx. La linea
celular C2C12, fue ocupada como control positivo de CLICS de acuerdo a lo descrito por Li

en 2010 [168].

Macroarreglo de muestras de biopsias de pacientes

Biopsias hepaticas embebidas en parafina de casos de CHC (n=10) y otras patologias
del higado (esteatosis (n=8), cirrosis (n=10), fibrosis (n=3), entre otras (n=17)) fueron
donadas por la Dra. Rebeca Garcia Roman (Universidad Veracruzana). Todas las muestras
fueron previamente tefiidas con hematoxilina-eosina y evaluadas por diagnostico rutinario
histologico. En todos los casos las laminillas fueron revisadas siendo el diagnostico
confirmado por dos expertos patologos independientes. Este trabajo fue hecho de acuerdo
con la Declaracion de Helsinki (2000) del World Medical Assocation y bajo la Ley General
de Salud Mexicana (2011), La ley General de Regulacion de Investigacion de Salud (1987)
y la Ley de Salud del estado de Veracruz-Llave (2008) y evaluadas por el Comité Cientifico
y de Etica del Hospital (Centro de Especialidades Médicas del Estado de Veracruz, CEMEV)
(permiso 005/2011). Los parametros de nuestro andlisis fueron la intensidad de la sefial
observada en la inmunohistoquimica; dividida en alta, media, baja y negativa y la fraccion

de células positivas en el area de la imagen.

43



Metodologia

Inmunocitoquimica

Las células descritas con anterioridad se crecieron en cubreobjetos estériles, hasta el
dia correspondiente del analisis, se retir6 el medio de cultivo y se lavo 3 veces con PBS. La
fijacion se realizd con paraformaldehido (PA) a TA por 10-15 min, posteriormente se
procedi6 a realizar 3 lavados con PBS para eliminar detritos celulares. Se permeabilizé por
10 min con PBS-Triton al 0.1% y se realizaron los lavados con PBS. El bloqueo se realizd
con BSA 6% diluida en PBS, posteriormente los respectivos anticuerpos primarios se
incubaron toda la noche a 4° C, al dia siguiente se realizaron 2 lavados con PBS y
posteriormente se incubaron los anticuerpos secundarios peroxidados (a-Ms: anti-Raton, a-
Rb: anti-Conejo y a-Gt: anti-Cabra) por 1 h a TA. La reaccion fue realizada por DEAB y
censada en el microscopio Leica. Finalmente se detuvo la reaccion al obtener buena senal
con agua corriente por 5 min y se contratiiidé con hematoxilina para montarla finalmente con

resina sobre el portaobjetos.

El estimulo con TGF-f
Para el estudio de la transicion epitelio mesénquima se coloco el estimulo con la
citocina TGF-B diluida en medio DMEM a las 24, 48, 72 y 96 h respectivamente en una
concentracion de 2 ng/mL de acuerdo a lo descrito anteriormente. Finalmente se determin6
la EMT por medio del cambio morfoldgico celular, la aparicion de fibras de estrés de actina,
la ganancia del marcador Vimentina y la pérdida del marcador E-cadherina evaluados por

medio de inmunohistoquimica y western blot.

Inmunoprecipitacion
A partir de la misma concentracion de extracto proteico 30 pg/mL, se incubaron 400
ug en el rotador a 4 °C toda la noche, con los respectivos anticuerpos de interés. Al dia
siguiente se afiadieron 60 puL de proteina G-sephrosa® (diluida previamente en una relacién
1:5), se incubd en el rotador a 4 °C por 1 hora. Se centrifugaronn los tubos a 14,000 rpm por

1 min. Se descartd el sobrenadante y se lavo el pellet obtenido 3 veces con el buffer TNTE
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0.1%. Entre cada lavado se realizaron centrifugaciones por 10 s y se descart6 el sobrenadante.

Se resuspendieron las muestras en buffer Laemmli 3x para la preparacion de la muestra.

Analisis morfologico

Aquellas células que fueron sometidas al tratamiento con TGF- se obtuvieron las
iméagenes por fotodocumentacion en un microscopio invertido acoplado a una cdmara
NIKON. Como imagenes representativas en campo claro, para su andlisis se procedid a
realizar la fijacion de las células con PA en cajas de 35 mm. Brevemente, se retir6 el medio
de cada una de las cajas, se realizaron lavados con PBS y la fijacion se llevo a cabo por 10
min. La tincién fue realizada con cristal violeta, y posteriormente se hicieron 3 lavados con
agua MQ. La fotodocumentacion de estas se realizd en un microscopio Leica. El andlisis se
realiz6 por medio de la relacion largo/ancho de 50 células para cada grupo y tiempo; es decir

células control (sin estimulo) y células con estimulo a las 0, 24, 48 72 y 96 h respectivamente.

Rearreglos en el citoesqueleto de actina
Se sembraron 1x10° células en cubreobjetos estériles y fueron fijadas con PA al 4%
a TA durante 10-15 min, posteriormente fueron lavadas 3 veces con PBS, permeabilizadas
con PBS-Triton 0.1%, y posteriormente tefiidas con faloidina por 10 min, después de ser
lavadas 3 veces con PBS las muestras fueron tefiidas con DAPI por 10 min, lavadas 3 veces

con PBS y montadas con el medio de montaje Vectashield.

Inmunofluorescencia

Para la inmunoflurescencia 1x10° células fueron sembradas en los cubreobjetos,
colocados en cajas de 24 pozos, cuando correspondiera su andlisis, las células fueron lavadas
3 veces con PBS vy fijadas con PA al 4% durante 10-15 min, posteriormente se retir6 el PA'y
se procedio a 2 lavados con PBS. La permeabilizacion se realizé con PBS-Triton al 0.1% de
10-15 min, se realizaron los lavados y se realizé el bloqueo con BSA 6% y SFB 3% en PBS-
Triton 0.1% durante 2 h. La incubacion del anticuerpo se realizé toda la noche a 4° C. Al dia
siguiente, se procedid a realizar lavados con PBS para retirar el exceso del anticuerpo, y se
incubaron los anticuerpos secundarios durante 1 h 30 min protegiéndolos de la luz. Se

procedio a los subsecuentes lavados y la incubacion con los colorantes Faloidina (10 min) a
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TA y DAPI (15 min) a TA, cuando correspondiera, al final se realizaron 2 lavados con PBS
y uno con agua MQ. Se procedié a montar con medio de Vectashield y a fijar los cubreobjetos
en portaobjetos limpios. Las muestras fueron examinadas usando un microscopio confocal
Leica TCS-SP2 de escaneo laser. Dependiendo la linea celular se realizaron cortes Opticos

enunrango de 15a7.

Western blot

La obtencion de proteina total fue realizada con buffer de lisis RIPA y de
citoesqueleto respectivamente, conteniendo 100 uL/mL de un coctel de inhibidores de
proteasas COMPLETE (Roche Applied Science, Mainheim Germany) y 10 uL/mL de
inhibidores de fosfatasas. Cantidades iguales de proteina (30 pg/mL) fueron corridas en gel
10% SDS-PAGE a 60 V por 20 min en la primera fase de corrida y 2-3 h la segunda fase de
corrida. La integridad de las proteinas fue verificada por medio de tincidon con azul de
Coomassie. Después, el equilibrio de las membranas de polivinilidene fluoride (PVDF) fue
llevado a cabo por 10 min. La transferencia del gel a las membranas de PVDF fueron
realizada a 300 mA por 2 h, posteriormente la membrana fue tefiida con colorante de Ponceu
para corroborar la transferencia de las proteinas. El bloqueo de las membranas fue realizado
con leche baja en grasas en polvo diluida en TBS-Tween 0.05%, respectivamente. Y la
incubacion de los anticuerpos fue realizada toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente se realizaron
3 lavados con la solucion TBS-Tween 0.05%, para posteriormente incubarse con el
respectivo anticuerpo secundario 1 h a TA. Después de 3 lavados con la respectiva solucion
se procedio a realizar la incubacion de la membrana con luminol Santa Cruz o Millipore
respectivamente. La tabla 4 indica con mayor detalle los protocolos de los anticuerpos

utilizados en este trabajo.

Tabla 4. Lista de anticuerpos en donde se especifican marca, bloqueo y el protocolo de

incubacion.
Anticuerpo Marca Bloqueo Incubaciéon del | Incubacion del
Dilucién primario secundario
CLICS Abcam Leche 3% Toda la noche Leche 3%
1:1,000 BSA 2% BSA 2% a-Rb 1Th TA
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E-cadherina Abcam Leche 3% Toda la noche Leche 3%
1:1,000 BSA 2% BSA 2% a-Ms 1h TA
Vimentina Abcam Leche 5% Toda la noche Leche
1:1,000 Leche 3% a-Gt Th TA
GAPDH Cell Signaling | Leche 3% Toda la noche Leche
1:10,000 Tecnologies BSA 2% BSA 2% a-Rb 1h TA
Lamina-f3 Santa Cruz Leche 5% Toda la noche Leche
1:1,000 Leche 3% a-Gt Th TA
a-Tubulina Santa Cruz Leche 5% Toda la noche Leche
1:1,000 Leche 3% a-Ms 1h TA

Evaluacion de viabilidad por MTT

Dependiendo del tipo y tiempo de evaluacion, se sembraron de 50,000 a 100,000
células en 300 uL de DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium) en cajas de 24 pozos,
suplementado con 10% de SFB. Durante su incubacion las células se mantuvieron en
condiciones de humedad, a 37°C y con 5% de COx. La viabilidad se determin6 mediante la
reduccion metabolica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT),
realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto coloreado
de color morado (formazan). Las células se incubaron con 5 ug/mL de MTT a 37 °C durante
3 h. A continuacion, se retir6 el medio y se disolvio el formazdn precipitado en
dimetilsulfoxido (DMSO). La absorbancia se ley¢ a 460 nm. Se consideraron triplicados para

cada lectura.

Silenciamiento por shRNAs

El silenciamiento se realizd en 4 etapas: La evaluacion de la toxicidad con polibreno,
la evaluacion de toxicidad con puromicina, la determinacion de viabilidad celular y
finalmente la seleccion de aquellas células que lograron ser silenciadas. Con respecto a la
toxicidad con polibreno: brevemente, se sembraron 1x10° células dejandoles crecer toda la
noche. Se procedio a realizar curva de concentracioén con polibreno a 0, 1, 3,5, 7, 10, 13 y
15 pg/mL diluido en medio incubando por 12 h; posteriormente se evalu¢ la viabilidad celular
por MTT. Para el caso de puromicina, se procedié a sembrar 1x10° células dejandoles crecer
toda la noche, se adiciond puromicina diluida en medio siguiendo las mismas

concentraciones que en polibreno pero incubando 24 h y 48 h respectivamente, para
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posteriormente realizar MTT. La concentracion elegida fue aquella donde hay una eficiencia
del 100% de muerte celular. Respecto a la transduccion de particulas lentivirales ShRNA
(poner inserto), se siembran las células blanco 24 h antes de la infeccion viral. Se les deja
crecer durante toda la noche con la finalidad de obtener una confluencia del 50% al siguiente
dia que corresponde a la infeccion. La cantidad de células se ajustd de acuerdo a la zona de
crecimiento del pocillo o placa. Se prepard la concentracion adecuada de polibreno, se
eliminé el medio de los pocillos para posteriormente ser remplazado con medio adicionado
con polibreno. Previamente se descongelaron las particulas lentivirales a TA, se realizo la
infeccion de las células afiadiendo las particulas lentivirales de shRNA al cultivo. Se agito
con cuidado la placa para mezclar y se incub6 toda la noche. La cantidad de particulas virales
necesarias varian de acuerdo a las caracteristicas de las células, para este estudio se ocuparon
las condiciones reportadas en el inserto. Al dia siguiente se elimin6 el medio de cultivo y se
remplazo6 con 1 mL de medio completo sin polibreno y se incubaron las células durante toda
la noche. Al dia siguiente se seleccionaron las clonas que expresan de forma estable el
shARN, dividiéndolas en una relaciéon e 1:5 y se incubaron las células 24 h. La seleccion se
realiz6 con puromicina, de acuerdo a la curva de toxicidad de puromicina. Se reemplazo el
medio con puromicina fresca cada 3-4 dias hasta que las colonias resistentes pudieron ser
identificadas. Se seleccionaron las células por medio de la resistencia al antibiotico, se
crecieron y se analizo la expresion estable de shRNA. Los controles incluidos en el ensayo
fueron, células sin tratamiento con shRNA, células con shRNA scramble y células que

reciben GFP.

Ensayo de cierre de herida

Se sembraron las células a evaluar HuH7 (consideradas como control), shCLICS y
HuH7 estimuladas con TGF-$ en cajas de 10 mm y se dejaron crecer hasta confluencia
completa o a la formacién de una monocapa celular. Posteriormente las células fueron
colocadas en ayuno toda la noche para posteriormente colocarles mitomicina (40 ug por dos
horas) con la finalidad de descartar crecimiento celular. En el punto O se realiz6 la herida
trazando una linea recta con la punta de pipeta de 100 puL. Se lavaron las cajas con PBS con
la finalidad de eliminar aquellas células arrastradas o despegadas por la herida,

posteriormente se agregd medio nuevo. La evaluacion de la herida se realizo a diferentes
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puntos 24, 48, 72 y 96 h respectivamente. Se realiz6 la fijacion de cada una de las cajas del
ensayo de cierre de herida para posteriormente tefiirlas con cristal violeta. La

fotodocumentacion se llevo a cabo en el microscopio OLYMPUS IX70.

Ensayo de migracion por camaras de Boyden
Se siguieron las indicaciones del fabricante, brevemente se sembraron 1x10° células
en el inserto superior, en medio sin SFB, se les lleva a un volumen final de 500 pL. En la
parte inferior de la camara se colocaron 500 pL de medio con suero al 10%. La incubacion
se hizo durante toda la noche. Se retird el medio del inserto y se pasé a pozos que contenian
cristal violeta para la tincion. Se lavaron varias veces con agua MQ y con un hisopo estéril
se eliminaron las células que no migraron. Se disolvio el colorante con el buffer de extraccion

y se leyo en un rango de 560 nm.

Ensayo de invasion por camaras de Boyden
Se procedi6 a las indicaciones del fabricante, siendo las condiciones muy similares a
las de la de migracion con la cdmara de Boyden, teniendo como modificacidon que la camara

contiene un matrigel y el tiempo de incubacién de 48 h.

Analisis bioinformatico

El modelado de la estructura se realiz6 utilizando el servidor - TASSER, que permite
la prediccion de estructuras in silico 3-D https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
; con la finalidad de validar el modelo 3-D dado por I-TASSER; se evalué por medio del
grafico de Ramachandran en el servidor
http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php. Para el caso de andlisis de minerias de
datos de muestras de pacientes se ocuparon los servidores ONCOMINE
https://www.oncomine.org/resource/login.html y cBioportal http://www.cbioportal.org/,
ambos se basan en analisis realizados por diferentes grupos de investigacion que permiten el
acceso publico al comportamiento de la expresion de varios genes en diferentes tipos de
cancer. El andlisis de prediccion de secuencia de localizacion nuclear se realizd en los
servidores ctNLS Mapper http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS Mapper form.cgi y

NucPred http://www.sbc.su.se/. Para el caso del reporte de asociaciones proteicas
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funcionales, se ocupo6 el servidor https://string-db.org/ . Finalmente para el analisis de
alineamiento  se  ocuparon los  servidores  ClustalW2 y  ESPript 3.0
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ 'y http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/

respectivamente.

Analisis de datos y estadistica

Para el caso del analisis de los westerns blots, las imagenes fueron digitalizadas y la
intensidad de banda fue evaluada por medio del programa Imagel. Para el caso del analisis
de las muestras de pacientes (macroarreglo de tejidos) se ocupo el software Imagel, el cual
permitié determinar las caracteristicas de baja expresion, media expresion y alta expresion,
en el caso del analisis estadistico se realizd por medio de la prueba no paramétrica de
Sperman. El andlisis estadistico se realizd por medio del programa Graph Prism 6.0. Los
resultados se expresaron como la media +/- D.E. de al menos 3 experimentos independientes.
La prueba ¢ de Student fue usada para determinar la significancia estadistica. Considerando

el cohorte de 0.05.
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RESULTADOS

La proteina CLICS se encuentra sobreexpresada en el carcinoma hepatocelular

humano.

Previamente se demostré la sobreexpresion de la proteina CLICS en tejido tumoral
de ratas sometidas al Modelo Modificado del Hepatocito Resistente a los 9, 12 y 18 meses;
con la finalidad de verificar si los resultados obtenidos de un modelo de hepatocarcinogénesis
quimica en rata también acontecen en el CHC de ser humano, en el presente trabajo se
procedié a verificar este mismo patrén de sobreexpresion en un macroarreglo de tejido
proveniente de pacientes diagnosticados con diferentes patologias del higado. A partir de las
biopsias donadas por la Dra. Rebeca Garcia Roman, investigadora del Instituto de Salud
Publica en la Universidad de Veracruz y diagnosticadas con cirrosis, fibrosis, asi como CHC,
entre otras (hepatitis aguda, esteatosis, colecistitis cronica, absceso hepatico, hiperplasia
nodular regenerativa y quiste hepatico); se procedié a clasificar en alta, media, baja y nula
expresion de acuerdo a la intensidad de la sefial obtenida en el ensayo de
inmunohistoquimica. La sefial para CLIC5 se pudo observar principalmente a nivel
citoplasmatico y en algunas muestras de las biopsias de pacientes también se obtuvo sefial a
nivel nuclear en ciertos hepatocitos. Para el caso de las muestras correspondientes a CHC se
observé que mas del 50% caian en la clasificacion de alta intensidad, un 10% en intensidad
media y el resto en baja expresion; cabe resaltar que para todas las muestras de pacientes
ninguna presentd nula expresion de CLICS a comparacion del control negativo (higado sano).
Por otra parte, las otras patologias del higado mostraban menor porcentaje en la categoria de
alta intensidad de sefial para CLICS. Finalmente, realizando un analisis no paramétrico de
Spearman se obtuvo una correlacion del 0.8, indicando una buena correlacion entre CHC y
alta intensidad de sefal de la proteina CLICS a comparacion de las otras patologias (cirrosis,

fibrosis, otros) y el control (Fig. 6).
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CHC

Figura 6. CLICS se encuentra sobreexpresada en biopsias de pacientes diagnosticados con CHC. A)
Arriba, imagenes representativas de muestras de pacientes con CHC, la inmunohistoquimica va
dirigida contra CLICS (Paciente 1 y 2). Abajo, grafica de intensidad de sefial de CLICS en biopsias
de pacientes diagnosticados con CHC. B) Arriba, grafica que muestra la correlacion no parametrica
de Spearman (0.8) entre variable de alta expresion (intensidad de sefial) y las diferentes patologias
del higado: CHC, cirrosis, fibrosis, otros y control. Abajo, imagenes representativas de algunas
patologias de higado. N.H. Nodulo hepatico.

Debido al nimero limitado de biopsias disponibles para este analisis (n=10 para CHC)
y con la finalidad de aumentar el tamafio de la cohorte, se realiz6 una busqueda en dos
servidores que tienen a disposicidon y libre acceso bases de datos de microarreglos que
pertenecen a diferentes grupos de estudio denominados: cBioPortal y ONCOMINE; al elegir
nuestro gen de interés en la opcion cancer de higado, ambos servidores reportaron la
tendencia de sobreexpresion de CLICS en muestras de pacientes diagnosticados con CHC.
El servidor cBioportal muestra graficamente los tipos de alteracion genética (mutacion,
delecion, amplificacion y multiples alteraciones) con respecto a su porcentaje de frecuencia;
aunado a esto se desglosa un esquema lineal de la secuencia de aminoacidos de la proteina

considerada como canoénica, es decir CLIC5B e indica en que sitio se encuentran esas
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mutaciones. Para la base de datos denominada Inserm 2015 de cBioPortal, indica mutaciones
en dos pacientes; para el paciente CHC1714T se observa un cambio en un acido glutdimico
por lisina en la posicion 27 aa (E27K) y para el paciente CHC1154T un cambio de alanina
por serina en la posicion 265 aa (4265S), siendo sustituciones de un aminoacido alifatico por
uno acido y de un aminoacido hidrofobico por hidrofilico (Anexo 1). Por otra parte,
basandose en la informacion que existe en la literatura, asi como en los algoritmos de
prediccion de otros servidores o paginas web; el servidor cBioportal nos indica la probable
asociacion funcional que podria tener CLICS con otras proteinas. Los resultados de este
analisis indican que CLICS5 podria unirse o interaccionar principalmente con proteinas
relacionadas a citoesqueleto como ACTN1, ACTAL, IQGAP1, GSN y EZR; siendo proteinas
importantes para el anclaje, el andamiaje y la sefializacion (Tabla 5). En ONCOMINE, el
servidor proporciona los datos de expresion de los pacientes diagnosticados con CHC y de
sujetos control de cada uno de los estudios. De forma didéctica el servidor provee un mapa
de calor de acuerdo al grado de sobreexpresion de CLICS en las biopsias de los pacientes, asi
como una grafica donde se compara el comportamiento de las muestras de los sujetos control
versus los pacientes diagnosticados con CHC y permite en algunos casos desglosar la
informacion de acuerdo al estadio o etapa de la enfermedad (Anexo 2). Las gréficas
mostradas en el presente trabajo son muestra representativa de los datos estratificados que
proveen los microarreglos incluidos en este servidor (TCGA Liver, Chen Liver, Mass Liver
y Guichard Liver 2), en todos ellos se observa un cambio de expresion “Fold change” mayor
a 1 de las muestras problema (n=276) comparadas con las muestras control (n=310) con
valores estadisticamente significativos (p< 0.05) (Fig. 7). Como se puede observar existe una
tendencia en estas bases de datos de microarreglos de la sobreexpresion del gen CLICS en
pacientes diagnosticados con CHC, lo cual confirma nuestros resultados de validacion de la

sobreexpresion de CLICS realizada en el macroarreglo de biopsias humanas.
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Tabla 5. Posibles interacciones de CLICS con otras proteinas de acuerdo a cBioportal. Se
enlista el nombre de la proteina y sus funciones descritas por Uniprot.

Simbolo

Nombre de la proteina

Funcion

ACTNI1

Actinina 1

Proteina de entrecruzamiento de F-actina que
se ancla a actina y a una variedad de
estructuras intracelulares. Involucrada en la
regulacion del citoesqueleto de actina,
organizacion de uniones celulares 'y
adhesiones focales.

ACTA1

Actina alfa 1

Pertenece a wuna familia de proteinas
altamente conservadas que estan implicadas
en diversos tipos de motilidad celular y se
expresan de manera ubicua en todas las
células eucarioticas. En los vertebrados hay 3
isoformas: alfa, beta y gamma. Las alfa se
encuentran en los tejidos musculares y son un
componente principal del aparato contractil.
Las beta y gamma coexisten en la mayoria de
los tipos celulares como componentes del
citoesqueleto y como mediadores de la
motilidad celular interna.

IQGAPI

Motivo IQ que contiene la proteina

activadora de GTPasa 1

Se une a CDC42 activado pero no estimula su
actividad  GTPasa. Se asocia con
calmodulina. Podria servir como proteina de
andamio para la organizacion de complejos
multimoleculares 'y reorganizacion del
citoesqueleto, gracias a sefales
extracelulares.

GSN

Gelsolina

Proteina moduladora de la actina, regulada
por calcio que se une a los extremos + de los
monomeros o filamentos de actina, evitando
el intercambio de mondmeros (bloqueo
terminal). Puede promover el ensamblaje de
monoémeros en filamentos (nucleacion) asi
como cortar filamentos ya formados.

EZR

Ezrina

Proteina involucrada en las principales
estructuras de conexion entre el citoesqueleto
y la membrana plasmatica. En células
epiteliales, es necesaria para la formacion de
microvellosidades y otras estructuras de
membrana en el polo apical.
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C

Expresion Control CHC P value | Fold change
de mRNA [C] (Nufe“’ CHCvs C
(Numero de ©
muestras) muestras)
TCOGA Taver 115 07 S.02F-T** 1085
Chen Liver $3 114 (D 1.2491
Mass Taver 1) 39 | A -Gy 1. 166G
Cruichard 26 26 0.001= 1.065
Liver?
Toal 310 276 —_— ————

Figura 7. El mRNA CLICS se encuentra sobreexpresado en pacientes diagnosticados con CHC. A)
Informacion obtenida de cBioportal de Cancer Genomics, a la izquierda se observa grafica de
alteracion versus frecuencia de alteracion de las diferentes bases de datos; a la derecha superior se
indican las mutaciones reportadas en dos pacientes (E27K y A265S), en la parte inferior se indica las
probables interacciones funcionales de CLIC5 con otras proteinas (ACTA1, GSN, EZR, IQGAPI,
ACTNI). B) Analisis obtenido del servidor ONCOMINE. Gréaficas de cuatro bases de datos de
microarreglos (TCGA Liver, Chen Liver, Mass Liver y Guichard Liver 2). C) Tabla que enlista datos
correspondientes a los diferentes microareglos: nimero de muestras control [C], nimero de muestras
de pacientes diagnosticados con CHC, p-value y el Fold change. Se tiene un total de cohorte de 310
muestras control y 276 muestras de pacientes diagnosticados con CHC, el Fold-change para todos los
casos fue > 1 (*p<0.01; **p<0.0001). 1. Higados control, 2. CHC (Diagnosticados con Carcinoma
Hepatocelular).

Con la finalidad de evaluar la participacion biologica de CLICS en el CHC, se opto
por realizar los siguientes estudios in vifro, por medio de lineas celulares. En primera
instancia se procedio a evaluar la expresion de la proteina CLICS por medio de western blot
en las lineas celulares humanas derivadas de CHC denominadas como: HepG2, HuH7 y
SNU387 respectivamente. Siendo HepG2 y HuH7 consideradas como lineas con
caracteristicas menos agresivas, con baja capacidad de migracion e invasion y una morfologia
epitelial en comparacion con la linea celular SNU387, considerada como més agresiva y con
mayor capacidad de migracion e invasion, asi como con una morfologia de tipo mesenquimal.

La evaluacion por western blot fue a partir del lisado total de las células, asi como deteccion
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de la proteina en el medio condicionado (MC), es decir medio sin SFB. Para ambos casos en
el western blot se obtuvo una banda de ~47 kDa (peso que se ha reportado para la isoforma
B de CLICS), ademas de mostrar una clara tendencia de incremento de la expresion de la
proteina en la linea mas agresiva SNU387 en comparacion con las células con caracteristicas
menos agresivas, es decir HepG2 y HuH7. Realizando el anélisis densitométrico se encontrd
diferencias estadisticamente significativas de las lineas celulares HuH7 y SNU387 a
comparacion de HepG2 en el lisado total, pero no se obtuvo diferencia significativa entre
estas dos células. Para el caso del MC, se encontr¢ diferencia significativa de expresion entre
HepG2 y SNU387 asi como entre Huh7 y SNU387, pero no entre HepG2 y HuH7. Ademas,
es importante resaltar que la tendencia del incremento de la expresion de CLICS es mas
marcada en la proteina obtenida extracelularmente en comparacion con el lisado total (Fig.

8).
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Figura 8. CLIC5 se encuentra expresada en lineas celulares humanas derivadas de CHC. A)
Izquierda, imagen representativa de western blot de proteina total; como control de carga se ocup6
GAPDH. Derecha, analisis densitométrico. B) Izquierda, imagen representativa del analisis por
western blot de la proteina extracelular; como control de carga se ocup6 una banda del gel tefiido con
azul de Coomassie. Derecha, analisis de densitometria. Lineas celulares: HepG2, HuH7 y SNU387;
* p<0.05; ** p<0.005, n=3.
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Posteriormente se planted corroborar la expresion de la proteina CLICS y delimitar
su ubicacion subcelular en las lineas celulares derivadas de CHC. Con la finalidad de cumplir
este objetivo se realizaron inmunofluorescencias de cada una de las lineas celulares evaluadas
por western blot. Para detectar a la proteina de interés se ocupd un anticuerpo secundario
acoplado al fluréforo FITC el cual es visible en el canal verde del microscopio confocal. Para
la tincion del nticleo se utilizé el colorante DAPI que da sefal en color azul, y con la finalidad
de ver la distribucion del citoesqueleto de F-actina, se ocup¢ el colorante faloidina acoplado
con TRITC que es visible como color rojo. En el caso especifico de la tincidon con faloidina,
se observo un patron de distribucion diferencial entre las lineas celulares: para HepG2 y
HuH7 la distribucion de F-actina se observa de manera cortical, mientras que para la linea
celular SNU387 se aprecian fibras de estrés, caracteristicas que corroboran con la morfologia
y propiedades anteriormente descritas en la literatura (Fig. 9-11). Los resultados muestran
claramente la expresion de la proteina CLICS en las tres lineas celulares derivadas de CHC,
se puede observar un patron de distribucion nuclear y citoplasmatico en las tres lineas,
ademads de obtener muy poca colocalizacion entre el canal verde que indica sefal positiva a
la proteina CLICS y el canal rojo que indica la tincion con faloidina. Hasta ahora, no ha sido
reportada la expresion de CLICS a nivel nuclear y en este punto se considerdo que la
localizacion nuclear que se observa podia deberse a la sumatoria de las secciones Opticas
capturadas por el confocal en diferentes planos del eje Z, es decir son imagenes que

representan la maxima proyeccion.
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de isotipo. La primera columna es el canal verde que indica la expresion de la proteina CLICS, la segunda columna es la tincion con faloidina en rojo
que corresponde a la F-actina, la tercera columna es DAPI que corresponde a la tincion de los nucleos. En la pentltima columna se encuentra la
sobreposicion de las 3 imagenes capturadas anteriormente y la ltima columna muestra el acercamiento de la zona enmarcada en blanco de la
sobreposicion.
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FITC FALOIDINA DAPI MERGE  ZOOM

Figura 10. Expresion de CLICS en la linea celular humana HuH?7. La hilera superior est4 tefiida con el anticuerpo y la hilera inferior es el control de
isotipo. La primera columna es el canal verde que indica la expresion de la proteina CLICS, la segunda columna es la tincion con faloidina en rojo
que corresponde a la F-actina, la tercera columna es DAPI que corresponde a la tincion de los nucleos. En la pentiltima columna se encuentra la
sobreposicion de las 3 imagenes capturadas anteriormente y la ltima columna muestra el acercamiento de la zona enmarcada en blanco de la

sobreposicion.
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Figura 11. La expresion de CLICS en la linea celular humana SNU387. La hilera superior, muestras problemas y la hilera inferior es el control de
isotipo. La primera columna es el canal verde que indica la expresion de la proteina CLICS, la segunda columna es la tincion con faloidina en rojo
que corresponde a la F-actina, la tercera columna es DAPI que corresponde a la tincion de los nucleos. En la pentltima columna se encuentra la

sobreposicion de las 3 imagenes capturadas anteriormente y la tltima columna muestra el acercamiento de la zona enmarcada en blanco de la
sobreposicion.
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La proteina CLICS se expresa en el citoplasma y nucleo de lineas celulares

humanas derivadas de carcinoma hepatocelular.

Con la finalidad de corroborar si la proteina CLICS5 se expresa en el
compartimento nuclear en las tres lineas celulares derivadas de CHC, se procedi6 en
primera instancia a realizar una prediccion in silico para delimitar si la proteina posee en
su secuencia algln sitio de localizacion nuclear por medio del servidor cNLS Mapper
(http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS Mapper form.cgi). Este servidor tiene un
algoritmo que permite predecir sefiales de localizacion nuclear (NVLS; en inglés Nuclear
Localization Signal) que tengan la capacidad de interaccionar con importina-a. Se
seleccion6 este servidor debido a que anteriormente uno de los miembros de la familia
de las CLIC’s ha sido reportado con capacidad de interaccion con esta importina
(CLIC4) [177]. El servidor nos muestra la secuencia considerada canonica de CLICS; es
decir CLIC5B. En esta secuencia se resaltan en rojo a los aminoécidos de dos probables
zonas que podrian funcionar como secuencias de localizacién nuclear bipartita con
scores de: 5.6 y 5.5 respectivamente. Estos scores de acuerdo al logaritmo del cNLS
Mapper predicen que CLICS pertenece al grupo de proteinas con capacidad de
localizarse tanto en citoplasma como en nticleo; lo cual corrobora nuestros resultados
observados en las imdenes de microscopia por inmunofluorescencia y con lo descrito en
la literatura de la NLS en los integrantes de las CLICs asi como su distribucion subcelular
en el nicleo de CLIC4, CLIC1 y CLIC3; este ultimo pese a que no contenga la NLS
descrita en los integrantes de CLICs (Fig. 12). Se realiz6 otro analisis con un servidor
denominado NucPred, el cual nos muestra por medio de mapa de calor las zonas que
podrian funcionar como NLS, nuevamente se obtienen las mismas secuencias predichas
por el servidor cNLS obteniendo un score de 0.63. Realizando el andlisis con el miembro
de la familia mas estudiado (CLIC4) en NucPred, el algoritmo arroja un score de 0.22
siendo menor a comparacion del obtenido para CLICS, no obstante, experimentalmente
se ha comprobado que CLIC4 tiene la capacidad de translocarse al niicleo ante ciertos

estimulos (Anexo 3).
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cNLS Mapper Result
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Figura 12. Prediccion in silico de las regiones de localizacion nuclear de CLIC5B. A) En la
parte superior se encuentra la secuencia que codifica para la proteina y en rojo las secuencias
probables de localizacion nuclear, abajo se indica la secuencia, su posicion en aminoacidos y el
score respectivo a cada una (5.6, 5.5). B) Se muestra una estructura 3D de CLIC5B in silico
predichos por I-TASSER, en azul claro se sefiala el sitio de NLS, enmarcada esta la secuencia
de localizacion nuclear VVAKKYRN, en rojo se indican los aminoacidos que son considerados
como los esenciales para la interaccion con importina-a. C) Alineamiento de integrantes de la
familia CLIC, la NLS puede observarse conservada en todos los integrantes a excepcion de
CLIC3. D) Prediccion de la interaccion de la secuencia VVAKKYRN con ARM1 y 2 de la
importina- a.

Ademas de la prediccion in silico, para comprobar experimentalmente que
CLICS se encuentra ubicada en los compartimentos celulares nucleo y citoplasma, se
procedi6 a realizar una separacion subcelular, obteniendo asi la fraccion nuclear y la
fraccion citoplasmatica; las cuales fueron evaluadas por western blot ocupando sus
respectivos controles de carga y de pureza de la muestra: Laminina-f3 para el nucleo y o-
Tubulina para el citoplasma. Como se pueden observar en las imagenes de las tres lineas
celulares, se observa sefial de CLICS en ambos compartimentos celulares. Especialmente
en el nucleo, se puede observar un doblete o doble banda en HepG2 y HuH7, no obstante,
para SNU387 se observa este patron en ambos compartimentos celulares. Otro analisis

que se realizd para valorar la wubicacion subcelular de CLIC5 fue por
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inmunofluorescencia ocupando secciones opticas en XY o YZ con la finalidad de
delimitar si existia una verdadera localizaciéon de CLICS en la zona del canal rojo que
corresponde a la tincion para el citoesqueleto de F-actina o en la del canal azul que
corresponde a la tincion del nucleo. Las imagenes obtenidas por el microscopio confocal

corroboran esta distribucion, ya que se puede observar sefial de CLICS en el ntcleo, asi

como en el citoplasma (Fig. 13).
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Figura 13. CLICS se expresa en el citoplasma y en el nucleo de las lineas celulares derivadas de
CHC. A) Arriba, inmunofluorescencia representativa de la linea celular HepG2. Abajo, western
blot de la fraccion nuclear y citoplasmatica de la linea celular HepG2 B) Arriba,
inmunofluorescencia representativa de la linea celular HuH7. Abajo, western blot de la fraccion
nuclear y citoplasmatica de la linea celular HuH7 C) Arriba inmunofluorescencia representativa
de la linea celular SNU387. Abajo, western blot de la fraccion nuclear y citoplasmatica de la
linea celular SNU387 D) Graficas del analisis densitométrico de CLICS en las fracciones
citoplasmatica y nuclear de HepG2, HuH7 y SNU387. Se detectaron a las proteinas CLICS,
Lamina-p y a-Tubulina. Las inmunofluorescencias presentan cortes las secciones opticas YZ,
XZ de las muestras tefiidas con anticuerpo (Verde), y Faloidina asi como sus respectivos
controles (Isotipos). n=3; * p <0.05.



Actualmente, no se ha cristalizado la proteina CLICS, ni se han estudiado las
diferencias en su regulacion traduccional o postraduccional asi como la funcidén de
alguna de sus isoformas: A y B en particular. Aunado a lo anterior, otros servidores como
UniProt de andlisis de dominios proteicos solo mencionan a los dominios de glutation-
S-transferasa sin sefialar los dominios transmembranales (TM1 y 2), el NLS, la secuencia
de localizacion en aparato de Golgi o los probables sitios de fosforilacion que podrian
encontrarse en la secuencia; sin embargo, su estudio y validacion experimental ha
permitido delimitarles (Anexo 4). Se realizo el modelaje en 3-D in silico por medio del
servidor I-TASSER (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) con la
finalidad de obtener més informacion de la estructura de la proteina de interés: CLIC5B.
El programa muestra varias opciones de estructuras tridimensionales, de las cuales se
seleccionaron las dos que cumplen con la condicion de tener un C-score mas alto, para
el modelo 1 un C-Score de -2.65 y para el modelo 2 un C-Score de -2.78 respectivamente
(Fig. 14), I-TASER ademas sefiala que CLIC5B tiene una relacion mas estrecha en
alineacion estructural con CLIC2 que se le denomina forma cristalizada B en el
servidor(TM-score 0.570), CLIC4 (TM-score 0.568) y CLIC1 (TM-score 0.548), sin
embargo, la identidad y el porcentaje de cobertura es mayor con CLIC4 (IDEN 0.754,
Cov 0.585) a comparacion de las otras dos proteinas CLIC2 (IDEN 0.631, Cov 0.576 y
CLIC1 (IDEN 0.650, Cov 0.571) (Anexo 5). Se seleccion6 el modelo 1 para analizar a
mayor detalle, el -TASSER indica ademas los sitios probables de interaccion con ciertos
ligandos, enlistdindolos con un Score de mayor a menor; siendo los principales
pertenecientes a glutation, acido ascoérbico y L-gama-glutamil-S-[2-(4-nitrofenil)-2-
oxoetil]-L-cisteinglicina (Fig. 14). Finalmente, se procedi6 a evaluar la confiabilidad del
modelo obtenido en el ITASSER por medio del grafico de Ramachandran en el servidor
RAMPAGE (http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php), obteniendo un 77%
de residuos ubicados en regiones favorables, un 15% de residuos en regiones permitidas
y un 8.1% de residuos en regiones con valores atipicos. Finalmente, el servidor nos
provee una lista que desglosa los aminoacidos de la secuencia de CLIC5B que se

encuentran ubicados en estas tres categorias (Anexo 6 y Lista 1).
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Figura 14. Prediccion de la estructura CLIC5B en el servidor - TASSER. A) Ambas estructuras
tridimensionales obtuvieron C-scores de -2.78 y -2.65 respectivamente, a un lado se desglosan
sus perfiles de error de estructura local. B) Prediccion de sitios probables de interaccion con
diferentes ligandos arrojando informacion como PBD Hit, tipo de ligando y los residuos
probables de union a ligando. GSH: glutation; 1QYJB00; ASC acido ascorbico; 1R4.
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CLICS interacciona con proteinas del citoesqueleto in vitro.

En predicciones funcionales dadas por los programas String y cBioPortal basados
en reportes previos experimentales donde se describe la interaccion de CLICS5 con
proteinas de citoesqueleto como Ezrina, Gelsolina, Podocalixina, Actina asi como
AKAP350, nos indica que CLICS tiende a tener interacciones tejido especificas con estas
proteinas con importancia fisiolégica. Anteriormente Torres-Mena en el 2010 en un
modelo de hepatocarcinogénesis quimica describe no solo la sobreexpresion del gen
CLICS en nddulos preneoplésicos persistentes, tumores tempranos y tardios; ademas el
este estudio predice que CLICS podria participar en la red biologica de actina
relacionando su funcion con interacciones celulares de ensamblaje, organizacion celular,
sefializacion, entre otras. No obstante, la posible participacion de CLICS en la red de
actina en el CHC no fue validada en dicho estudio. En el presente trabajo se decidi
evaluar si CLICS interacciona con Ezrina, Podocalixina y Actina, proteinas que son
consideradas con funcionalidad de andamiaje y cuya expresion es modificada en el CHC.
Para ello se realiz6 co-inmunoprecipitacion (Co-IP) en la linea celular HuH7. En primera
instancia se realizaron Co-IPs contra Ezrina (Ezr), Podocalixina (Podxl) y Actina (Act),
para ser reveladas posteriormente por western blot contra CLICS, posteriormente se
realizo Co-IP contra CLICS y se reveld por western blot contra Ezr y Podxl obteniendo
sefal positiva para todas estas combinaciones (Fig. 15). Por otra parte, debido a que
obtuvimos que la proteina CLICS se encuentra en los compartimientos nuclear y
citoplasmico, se realizo Co-IP contra Actina en ambas fracciones subcelulares y se
reveld el western blot contra CLICS, obteniendo sefial en ambos compartimientos

celulares (Figura 16).
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Figura 15. CLICS interacciona con proteinas de citoesqueleto (Ezrina, Podocalixina y Actina).
Co-inmunoprecipitaciones de las proteinas Ezr, Podxl y Actina (Blots superiores) y CLICS
(Blots inferiores) en la linea celular HuH7, el revelado fue realizado contra CLICS (Blots
superiores) y Ezr y Podxl (Blots inferiores), respectivamente. Las coinmunoprecipitaciones se
realizaron con la misma cantidad de proteina total para todos los experimentos. Pesos
moleculares: Ezr 81 kDa, Podxl 55 kDa, CLIC5 47 kDa y Act 42 kDa.
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Figura 16. CLICS interacciona con Actina (Act) en nticleo y citoplasma. Coinmunoprecipitacion
contra actina en la linea celular HuH7 en ambas fracciones, el revelado fue realizado contra
CLICS por medio de western blot.

CLICS se sobreexpresa durante la transicion epitelio mesénquima.

Se ha demostrado que varias proteinas son modificadas durante la EMT y se
consideran como la firma distintiva de este fendémeno bioldgico. Anteriormente se
describi6 la correlacion de sobreexpresion de la proteina CLIC5 y menor grado de
diferenciacion en las lineas celulares 3T3 que se inducen a diferenciarse a adipocitos.

Por otra parte, en nuestro estudio se observa una correlacion entre la agresividad de las
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tres lineas celulares humanas derivadas de CHC y la expresion de CLICS; asi mismo
este tipo de correlacion la observamos en cBioportal y ONCOMINE; finalmente el
miembro de la familia CLIC4 se ha visto involucrado en la via de sefializacion TGF-§,
una de las mas importantes en el fendmeno de EMT; por lo cual, decidimos evaluar si
existia una relacion entre la expresion de CLICS con la EMT en CHC. En primera
estancia se realizd una evaluacion de la relacion de E-cadherina/Vimentina en las tres
lineas celulares HepG2, HuH7 y SNU387. Los resultados obtenidos corroboran lo
reportado anteriormente en la literatura. Las lineas HepG2 y HuH7 expresan E-cadherina
y poca Vimentina y se les ha incluido en el grupo de células pertenecientes a la firma de
tipo epitelial (cita), mientras que SNU387 no expresan E-cadherina y si Vimentina y
pertenece al grupo de la firma mesenquimal (Fig. 17). Sin embargo, cabe resaltar que
para HepG2 se puede observar una expresion mayor de E-cadherina a comparacion de
HuH?7, lo que hace deducir que esta linea celular estd mas inclinada en mantener su
estado epitelial mientras que HuH7 se encuentra en un punto intermedio entre el fenotipo

epitelial y mesenquimal (Fig. 17).
HepG2 HuH?  SNU387

E-caderina ‘ . ‘ .- u . 97 kDa
—————

CGAPDH GGG an oo S amam 37 kDa

E-caderina Vimentina

Figura 17. Patron de expresion de los marcadores de EMT en las tres lineas celulares HepG2,
HuH7 y SNU387. En la parte superior se muestran los western blots de E-cadherina y Vimentina,
GAPDH se ocupdé como control de carga. En la parte inferior se muestran imagenes
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representativas de inmunofluorescencias de los marcadores de EMT en la linea celular HuH7.
Rojo: Tincién nuclear; Cian: E-cadherina; Azul: Vimentina.

Con base en la relacion anterior de E-cadherina/Vimentina, se optd por
seleccionar a la linea celular HuH7 para someterla a tratamientos prolongados con TGF-
By llevarla a transicion epitelio mesénquima iz vitro con la finalidad de evaluar si existen
cambios en la expresion de la proteina CLICS durante este proceso bioldgico. Primero
se decidi6 evaluar si la EMT se estaba llevando a cabo por medio de los siguientes
parametros: a) modificacion en la morfologia celular, lo que se observa como un
alargamiento de las células pasando de un estado epitelial a una de tipo mesenquimal.
Esta modificacion se evalio como la relacion entre los parametros largo y ancho.
Obteniendo para todos los puntos de evaluacion (24, 48, 72 y 96 h respectivamente)
valores estadisticamente significativos a comparacion de las células control, aquellas
células que no fueron sometidas a tratamientos con la citocina TGF- (Fig. 18 A y B);
b) cambio en la distribucion de actina, modificandose la disposicidn cortical a formacion
de fibras de estrés (Fig. 18 C); y finalmente el ¢c) cambio en la firma de marcadores de
EMT que incluye la subexpresion de E-cadherina aunada a la sobreexpresion de

Vimentina, a partir de las 24 h y manteniéndose hasta las 96 h (Fig. 18 D).
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Figura 18. Evaluacion de la EMT en la linea celular HuH7 a las 24, 48, 72 y 96 h. A) Bloque de
imagenes que corresponde al cambio morfologico de células tefiidas con cristal violeta sometidas
a tratamientos de TGF-f. B) Grafica del cambio morfologico en relacion largo/ancho de células
con y sin estimulo, valores estadisticamente significativos para todos los puntos. C) Panel de
tincion con faloidina, se observa el reordenamiento de actina y la aparicion de fibras de estrés de
las 24 a las 96 h. D) Inmunohistoquimica que muestra los cambios de expresion de los
marcadores E-cadherina y Vimentina en los diferentes tiempos de la EMT. * p<0.002; n=50.

Otra caracteristica importante de la EMT por efecto de TGF-B en células
tumorales es la capacidad de sobrevida y evasion del arresto celular; por lo cual, se
evalu6 la viabilidad celular. Se observa claramente en la grafica que no hay una
diferencia significativa entre aquellas células mantenidas en condiciones normales de
crecimiento versus aquellas que fueron estimuladas con la citocina TGF- hasta las 72

h; no obstante, a las 96 h se observo una leve disminucion de la viabilidad pero
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estadisticamente significativa en las células estimuladas con la citocina (p<0.05) con

relacion al control (Fig. 19).
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Figura 19. Evaluacion de la viabilidad durante la EMT en las células HuH7. Se compar6 entre
aquellas células estimuladas con TGF-f desde las 24 a las 96 h con y sin estimulo (control
positivo de viabilidad). n=3; * p<0.05.

Finalmente, pero no menos importante durante la EMT se describe en varios
linajes celulares la ganancia de la capacidad migratoria e invasiva, en varios estudios se
ha reportado que TGF-f3 ademéas de desencadenar la EMT, se encuentra involucrada con
dichos procesos bioldgicos durante el progreso tumoral; por lo cual se evaluo la
migracion celular de HuH7 ante el estimulo con la citocina a las 24, 48 y 72 h por medio
del ensayo de cierre de herida. Como se puede observar en la figura 20-A representativa
del cierre de la herida ante el estimulo con TGF-f se da una migracién mas rapida en
comparacion con las células control; es decir sin la citocina. Aunado a lo anterior, el
borde del cierre de la herida sufre un cambio morfologico donde se aprecia que las
c€lulas tienen un alargamiento y un fenotipo mesenquimal a comparacion del control
que mantiene la morfologia poligonal o denominada eptitelial, corroborando estos

resultados con lo descrito anteriormente por la literatura (Fig. 20).
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Figura 20. TGF-f3 induce la migracion de la linea celular HuH7. A) Imagenes representativas
del cierre de herida en los diferentes tiempos 0, 24, 48 y 72 h. Las células con tratamiento tienen
una mayor capacidad de migracion y un cambio a morfologia mesenquimal a comparacion de
las células control. B) Gréfica del ensayo superior. n=4; * p<0.05.

Después de finalizar la valoracion de la EMT en HuH7 se procedi6 a realizar la
evaluacion de la expresion de CLICS durante este proceso biologico. Se observd la
sobreexpresion de la proteina desde las 24 h por medio de western blot (Fig. 21 Ay C)
y por medio de inmunofluorescencia se pudo apreciar un cambio en la distribucién de la
proteina CLICS, de su ubicacion celular en el compartimento nuclear al compartimento

citoplasmatico (Fig. 21).
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Figura 21. CLICS se sobreexpresa durante la EMT en HuH7. A) La sobreexpresion de CLICS
evaluada por western blot con base a la relaciéon E-cadherina/Vimentina. B) La gréafica del
analisis densitométrico del cambio de los marcadores de la EMT. C) La grafica del analisis
densitométrico de CLIC5 durante la EMT. D) Analisis del cambio de distribuciéon de CLICS en
HuH7 por inmunofluorescencia. F-actina tincion contra faloidina, CLIC5 por FITC. Los ensayos
se realizaron a las 24, 48, 72 y 96 h, respectivamente, n=2.

CLICS participa en los procesos de migracion e invasion en la linea celular HuH?7.

Debido a que la activacion de la via de TGF- por medio de la citocina modifica
a varios genes blanco durante la EMT, no es posible indicar que la sobreexpresion de
CLICS esta influyendo en los procesos bioldgicos de migracion e invasion. Por lo cual,
se procedio a realizar silenciamiento de la proteina CLICS por medio de particulas
lentivirales que contenian un shRNA dirigido contra el mensajero de CLICS, para
determinar su papel en migracion e invasion. Después de validar que hubo un
silenciamiento mayor al 40% (valores de densitometria, shCLIC5: 0.5 vs Control: 1.0)
de la proteina CLICS, las células se mantuvieron seleccionadas por medio de puromicina
y se les denomin6 shCLICS (Fig. 22 A y B). La primera evaluacion fue viabilidad celular
por medio de MTT en la cual se observo una disminucion de aproximadamente el 20%
en las células shCLICS a comparacion de las células control; es decir, las células HuH7
no silenciadas (Fig. 22C). Por otra parte, cuando se realiz6 el ensayo de migracion por
medio de cierre de herida se obtuvo una disminucion significativa en las células shCLICS
a comparacion de las células control, de echo la herida no llego a cerrarse a pesar de que
el experimento se dejo hasta las 94 h (Fig. 23). De la misma manera en el ensayo en las
camaras de Boyden se obtuvo una disminucion en la migracion (Fig. 24 A) asi como en
la invasion de las células shCLICS en comparacion de las no silenciadas, siendo

resultados estadisticamente significativos (Fig. 24 B).
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Figura 22. Silenciamiento de CLIC5 por shRNAs. A) Western blot representativo del
silenciamiento especifico de la proteina CLIC5 (shCLICS), shScramble indica un shRNA no
especifico y control significa células no silenciadas. B) Grafica de la evaluacion densitométrica
del western blot. C) Evaluacion de viabilidad por MTT. n=3; * p<0.05.
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Figura 23. El silenciamiento de CLICS afecta la migracion de las células HuH7. Arriba,

imagenes representativas del ensayo de cierre de herida a las 0, 24, 48, 72 y 96 h. Abajo, grafica
representativa del ensayo de cierre de herida. n=4; *p<0.05.
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Figura 24. El silenciamiento de CLICS5 afecta la migracion e invasion de las células HuH7. A)
En la columna de la izquierda se encuentran las imagenes representativas de la migracion de las
células control en comparacion con las células silenciadas (shCLICS) en camaras de Boyden; En
la imagen de la derecha se encuentra la grafica que representa el analisis colorimétrico del ensayo
de migracion. B) En la columna de la izquierda se encuentran las imagenes representativas de
invasion de las células control en comparacion con las células silenciadas (shCLICS) en camaras
de Boyden con Matrigel ®. En la imagen de la derecha se encuentra la grafica que representa el
analisis colorimétrico del ensayo de invasion. n=3; * p<(0.05.

Finalmente, se evalud este mismo patron de sobreexpresion de CLICS en la linea
celular HepG2 sometida a la EMT ante el tratamiento con TGF-3 en los mismos puntos
de tiempo (24, 48, 72 y 96 h); no obstante, no obtuvimos cambios significativos en la
expresion de la proteina. Sin embargo, cabe resaltar que cuando las células son sometidas

al tratamiento, pese a que se observod el aumento del marcador mesenquimal Vimentina
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a la par de la disminucion del marcador epitelial E-cadherina, la expresion de este tltimo
no logra ser abatida completamente como sucede en la linea celular HuH7 aun después

de someter a las células HepG2 a tratamientos prolongados con TGF- (Anexo 7).
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DISCUSION

Los datos obtenidos muestran que CLICS se encuentra sobreexpresado en el
modelo animal de hepatocarcinogénesis quimica denominado MMHR, situacion que se
reproduce en el CHC del ser humano. Este trabajo es pionero al demostrar por primera
vez la sobreexpresion de la proteina CLICS en muestras de pacientes diagnosticados con
CHC, en otros trabajos solamente mencionan la sobreexpresion del gen en estudios de
microarreglos de diferentes tumores (mama, rectal y CHC) sin llevar a cabo la validacion
de la expresion proteica [172, 173]. Ademads, nuestros resultados fueron confirmados
con los datos de dos sitios que ponen a disposicion varias bases de datos de microarreglos
de pacientes diagnosticados con CHC (ONCOMINE y cBioPortal) (Fig. 6 y 7), puesto
que en todas las bases de datos consultadas hubo una diferencia significativa entre la
expresion de CLICS en pacientes con CHC y los sujetos control. No obstante, una de las
desventajas de este tipo de analisis es que no brinda toda la informacién de cémo se llevo
a cabo el estudio; por ejemplo no se aclara que tipo de sonda se ocupd en los diferentes
estudios de microarreglos para evaluar a CLICS y si esta reconoce a las dos isoformas
reportadas (A y B) o si se estudid solo una isoforma en los diferentes estudios. Otra
desventaja es que los diferentes estudios de microarreglos no desglosan completamente
todos los datos de los pacientes (Anexo 1), por lo cual esto no permite poder comparar
otros parametros para otros estudios. Probablemente estos detalles no considerados
permitirian darnos resultados mas detallados y finos en estos servidores ONCOMINE y
cBioPortal. Un claro ejemplo de la importancia de las isoformas de CLIC5 en cancer es
lo descrito en leucemias donde reportan que la isoforma con modificacién en la
expresion es CLIC5A, mientras que la isoforma B no muestra cambios importantes en
su expresion y por ende deciden descartar su estudio [178]; en el presente trabajo pese a
que solamente se propone la isoforma B debido al peso observado en los western blots
de lisado total y MC de las lineas celulares derivadas de CHC, el anticuerpo utilizado en
este estudio tiene la capacidad de detectar ambas isoformas ya que reconoce la secuencia
N-terminal que se encuentra presente en la isoforma Ay B. Ademads, no se puede

descartar ninguna isoforma debido a los antecedentes de la literatura nos dan pauta para
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proponer que podriamos observar la isoforma A pero con modificaciones
postraduccionales que hagan tener ese patron de migracion. Es por ello que se propone
para estudios posteriores el disefio de sondas que delimiten ambas isoformas, ademas no
descartar su estudio con la finalidad de ahondar en la participacion de ambas isoformas
de CLICS en los tumores de higado; esta propuesta es debido a que en los disefios
actuales no se diferencia entre ambas isoformas, por ejemplo, existe un modelo de raton
“knockout” que no expresa CLIC5A y CLICS5B, por lo que no se ha podido estudiar
exhaustivamente como la ausencia de cada una de las isoformas afecta de manera
independiente la funcion de los diferentes 6rganos en un organismo sano. Finalmente, si
bien los microarreglos proveen robusta informaciéon del comportamiento y cambios
genéticos que ocurren en el CHC es importante validar la correlacion de la expresion a
nivel de RNA vy proteina, existen varias modificaciones postraduccionales que podrian
interferir en la sintesis de la proteina, su comportamiento y su funcién dependiendo del
contexto celular, especialmente en condiciones patologicas como en el cancer. Por lo
cual nosotros proponemos que es importante profundizar mas en el estudio de la proteina

CLICS.

Otra aportacion de esta tesis fue describir la localizacion subcelular de CLICS a
nivel citoplasmatico y nuclear en algunas células que se encuentran en el tumor en las
biopsias de los tumores. Al validar la expresion proteica de CLICS en lineas celulares
derivadas de CHC humano (HepG2, HuH7 y SNU387) pudimos observar nuevamente
este patron de distribucion subcelular ademas de identificarla en medio extracelular
cuando las células fueron incubadas en condiciones de ayuno. En estas lineas celulares,
asumimos que detectamos la isoforma CLIC5B debido al peso observado en la sefial de
los western blots (aproximadamente 47 kDa), ya que para CLIC5A se describe un peso
diferente (aproximadamente 28 kDa), no obstante para poder aclarar este punto
proponemos un analisis de secuenciacion (Fig 8). Si bien el estudio con lineas celulares
ha aportado mucha informacion y nos permite realizar estudios in vitro de manera mas
practica que in vivo; es importante recordar que el comportamiento celular es diferente,
por lo cual hasta este punto atin no descartamos la probable participacion de la isoforma

A en CHC. Pese a que solamente se ha reportado a CLICS ubicada en el citoplasma,
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aparato de Golgi [170], mitocondria [171] y membrana en funcion a su participacion
como proteina de andamiaje o como proteina soluble asociada a citoesqueleto [111, 152]
otras CLICs se han encontrado expresadas ubicuamente en la célula; incluyendo el
compartimento nuclear. Por ejemplo, en macrofagos activados con lipopolisacarido
(LPS); la translocacion de CLIC1 al nucleo y a la membrana celular es importante en la
activacion del inflamosoma NLRP3 y la sefalizacion de IL1B [179]. Por otra parte en
lineas celulares de seres humanos mielomonociticas se describié que CLIC1 nuclear en
condiciones basales presenta dos secuencias putativas de NLS en las posiciones 49-51 y
192-195 respectivamente; ademas de poseer otros sitios con probables modificaciones
postraduccionales como N-glicosilacion en asparagina 42, fosforilacion en treoinina 48,
49 y 77, serina 27 y 163 asi como probables sitios de N-nitrosilacion; todas estas
modificaciones postraduccionales podrian afectar su localizacion
citoplasmatica/membranal/nuclear. Para el caso de CLIC4, la proteina més estudiada de
la familia, se ha descrito su translocacion al ntcleo ante la activacion de la via de
sefalizacion TGF- B; Shukla indica que la expresion y translocacion nuclear de CLIC4
es afectada directamente por el estimulo con TGF-B en miofibroblastos [180]. En
queratinocitos se ha descrito que CLIC4 tiene capacidad de translocarse al nticleo gracias
a su union con la proteina Schnurri; interaccién que afecta el mantenimiento de la
fosforilacion y por lo tanto la ubicacion nuclear de las Smads; factores transcripcionales
que regulan la activacion de genes blanco rio debajo de la via de TGF- y a su vez esta
via actua como loop (rizo, bucle) positivo en la sobreexpresion de CLIC4 [180, 181].
Otro estudio indica que ante el contexto de estrés celular, especificamente el estado
redox, CLIC4 se transloca al nucleo ante una S-nitrosilacion afectando asi la
diferenciacion y apoptosis de queratinocitos [182, 183]. Finalmente en un estudio in
silico bioinformatico donde se resalta la importancia de la NLS presente en la mayoria
de los integrantes de la familia de CLIC’s; se predice la importancia aminoacidos KKY
para la interaccion con la importina-a [ 177], sin embargo en el caso especifico de CLIC4
la secuencia no se encuentra completamente expuesta o disponible en condiciones
normales, por lo cual no se descarta que la proteina sufra algun tipo de modificacion
postraduccional o bien se asocie a otras proteinas para translocarse al nucleo [181, 182].

En este trabajo, las predicciones en dos servidores arrojaron que CLICS cuenta con
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mayor probabilidad de ser translocada al nticleo por si sola (en base al score obtenido) a
comparacion de CLIC4 (Anexo 3). Esto coincide con el hecho de que se ha demostrado
que para la translocacion nuclear de CLIC4, ésta dependa de su unién a Schnurri o de la
N-nitrosolicacion y predice que probablemente CLICS no necesite de otra proteina o este
tipo de modificacion para su translocacion nuclear. Resulta interesante en este punto
mencionar a CLIC3. Este integrante de la familia CLIC’s no presenta la secuencia de
NLS no obstante se ha reportado su localizacion nuclear la cual depende directamente
de la capacidad de interaccionar en el dominio carboxilo terminal de la MAP cinasa
ERK?7 regulando asi su actividad, localizacion y funcion de esta cinasa [184]. Debido a
las diversas funciones que presentan los miembros de la familia de CLIC’s dependiendo
del contexto celular, tejido, asi como ubicacion subcelular (ntcleo [149, 184],
citoplasma [154], membrana [165, 185], mitocondria [171], aparato de Golgi [170],
vesiculas [127]), estudiar la participacion de CLICS en el nticleo resulta de gran interés;
por lo que se propone que podria estar influyendo en procesos biologicos importantes
como otras CLIC’s: apoptosis crecimiento celular, diferenciaciéon o bien en vias de
sefializacion. Gracias al silenciamiento por shRNA en HuH7 pudimos tener un
acercamiento de la participacion de CLICS5 en algunos procesos bioldgicos como
migracion e invasion; no obstante, podrian evaluarse otras funciones tanto en HuH7
como en diferentes lineas celulares derivadas de CHC con la finalidad de si presenta esta
misma tendencia o los procesos bioldgicos en los que participa CLICS son diferentes
entre las lineas celulares. Ademas, por otro lado realizar una construcciéon que nos
permita sobreexpresar la proteina asociandola a una etiqueta con la finalidad de rastrear
a detalle su ubicacion subcelular en diferentes contextos celulares: lineas celulares
derivadas de CHC asi como en lineas celulares hepaticas catalogadas normales como las
THLE-3, y poder complementar los resultados observados con el silenciamiento de

CLICS asi como otras funciones como el ensayo de tumorgenicidad.

Por otra parte, es interesante el resultado del doblete que observamos en la
evaluacion de proteina nuclear en las tres lineas celulares (HepG2, HuH7 y SNU387)
(fig. 13). Este mismo patrdn se observo anteriormente en un trabajo con cardiomiocitos

por Ponnalagu y colaboradores [171]; no obstante, no discuten en ese estudio a que se
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debe este patron de migracion. Una hipotesis es que el doblete que se observa en este
trabajo, se deba probablemente a algin tipo de modificacion postraduccional, debido a
que la secuencia en la seccion N-terminal presenta al menos tres sitios de fosforilacion
que se encuentran conservados en la familia CLIC’s (Anexo 5); ademés que para CLIC4,
se ha reportado la modificacion de S-nitrosilacion via TNF-a en la posicion de cisteina
234 que también se encuentra conservada en los integrantes de la familia (zona N-
terminal); por lo cual algln tipo de modificacion postraduccional podria dar un patréon
de migracion diferencial. Una manera de corroborar esta propuesta seria por medio de
un analisis en gel de dos dimensiones procesado para western blot con el anticuerpo
contra CLICS, asi se podria determinar si aparecen diferentes “spots” o puntos que
indiquen no solo diferentes pesos moleculares sino puntos isoeléctricos los cuales al ser
analizados por espectometria de masas, permitiria obtener informacion de
modificaciones postraduccionales en las proteinas. Finalmente, con la informacién
obtenida seria posible disefnar experimentos ocupando diferentes inhibidores de cinasas
o transferasas y observar si existe algiin cambio o desaparicion del doblete por medio de

western blot.

La ubicacion extracelular de CLICS resulta de gran interés debido a que podria
ser considerada como un biomarcador. Para poder corroborar esta hipotesis se tendria
que evaluar su presencia en el suero de pacientes diagnosticados con CHC bajo los
parametros de sensibilidad y especificidad, asi como su correlacion al tiempo de
aparicion de la enfermedad. En cuanto a la expresion extracelular que se encontro en este
trabajo, no hay reporte alguno en ningln tipo de 6rgano o linea celular estudiada hasta
el momento; no obstante, se ha descrito a CLIC5B expresada en vesiculas intracelulares
de osteoclastos de pollo; siendo probablemente importante para la reabsorcion del hueso
[166]. Otro miembro de la familia, CLIC1 se ha descrito en vesiculas extracelulares
provenientes de lineas celulares de glioblastoma siendo importante dicha localizacién
para la evasion de la muerte celular [126, 127]. En otro estudio en muestras de sangre de
pacientes diagnosticados con linfoma se identificd también a CLIC1 y se le ha propuesto
como un biomarcador de prondstico para este tipo de cancer [127] asi como de ovario

[99, 123]. En el caso de CLIC3, se ha descrito expresada en endosomas tardios de células
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de cancer de mama; su participacion ahi es importante debido a que regula el reciclaje
de la metaloproteasa MT1-MMP influyendo asi en la invasion y metastasis del tumor
[139]. Por otra parte, el miembro de la familia p64, que pertenece a bovino se encuentra
en vesiculas secretoras y se reportd en un estudio que se asocia a pS9(fyn); una tirosina
cinasa que pertenece a la familia de Src involucrada en una gran gama de eventos de
sefializacion intracelular [186]. Ya se habia descrito a CLIC5 en diferentes
compartimentos celulares dependiendo del tipo celular o tejido, pero es hasta este estudio
que se describe por primera vez, en nucleo y de manera extracelular. Pese a que se
desconoce en este momento el mecanismo de secrecion de CLICS, asi como la
importancia de su presencia en los diferentes compartimientos celulares, el presente
estudio da pauta para poder ahondar en la importancia de su ubicacion y asi postular
posibles funciones en el CHC, basdndonos en la informacion de los diferentes miembros
de la familia se las CLIC’s (apoptosis, su relacion con estrés oxidativo, sefializacion,

entre otras) [134, 163, 183] (Anexo 4).

Gracias al andlisis in silico se propone una estructura tridimensional de la
proteina CLIC5B con base en la prediccion del programa I-TASSER (Fig. 14); el cual
confirma la alta homologia que presenta esta proteina con CLIC4 y CLIC1, ahora a nivel
de estructura tridimensional. También predice que CLICS conserva la estructura de una
glutation-S-transferasa, por lo que podria tener esta funcion; asi como posibles sitios de
unidn a tres diferentes ligandos; no obstante, dichas funciones no han sido confirmadas
experimentalmente (Anexo 5), solamente para el caso de CLIC2 se le ha relacionado con
actividad no convencional de tipo glutation-transferasa. En varios servidores alin no se
visualizan los dominios reportados experimentalmente en CLIC5 y en los miembros de
la familia de CLIC’s tales como el NLS, la secuencia de localizacion del aparato de
Golgi, la region de union a Ezrina activa, los probables sitios de modificaciones
postraduccionales de nitrosliacion, y fosforilacion asi como los dominios de unién a Src
(Anexo 5). No obstante, muchos autores discuten sobre la importancia de que el dominio
C-terminal est4 altamente conservado en todos los integrantes de la familia de CLIC’s,
siendo la zona donde se ubican los sitios anteriormente descritos; esto podria indicar la

importancia de conservar el dominio C-terminal con base en la funcion proteica,
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probablemente la ausencia de algun CLIC de la familia podria inducir una compensacion
por otro miembro de la familia mas cercano debido a su alto grado de homologia. Esto
se demostrd en un estudio enfocado en el glomérulo renal en donde el modelo animal se
elimino la expresion de CLICS, y los autores muestran que existe una compensacion por
parte de CLIC4 en la funcién de CLICS para la activacion de la familia ERM para el
mantenimiento de la arquitectura de las células pertenecientes al glomérulo renal.
Cuando ambas proteinas se encuentran ausentes, se presentan cambios en la expresion
de ciertas proteinas de citoesqueleto que se asocian a CLICS, deplecion de la
fosforilacion de ERM, proteinuria, deposicion de matriz extracelular y proliferacion de
las células glomerulares del rifidon [163, 187]. La zona N-terminal es el sitio que permite
diferenciar entre las CLIC’s y de hecho, en esta zona la secuencia es diferente entre las
isoformas de la proteina CLICS, en este dominio se delimito la interaccion de CLIC5SB
con Src en osteoblastos de pollo [166]; lo que refuerza la importancia de ahondar en el
estudio de ambas isoformas de CLICS. Ademas, la secuencia que corresponde al
dominio N-terminal podria afectar en la estructura completa de CLIC5A y CLIC5B asi
como su disposicion espacial dentro de la célula; por ejemplo en UNIPROT se menciona
que los cambios de conformacion del dominio N-terminal expone las superficies
hidrofobas que podrian desencadenar la insercion de la proteina en membrana y como
se marcO anteriormente un cambio conformacional de CLIC4 permite o inhibe la S-
nitrosilacion [188]. En base a todo lo mencionado anteriormente, nosotros proponemos
que seria de gran interés cristalizar a la proteina en sus diferentes isoformas (A y B).
Pese a que las Unicas diferencias que encuentran en la secuencia de aminoacidos entre la
isoforma canodnica (B) y la isoforma A es la ausencia de los aminoacidos de las
posiciones 1-159 y la modificacion de 160-180 AEGLEEKEGAHMNPEIYLFVK —
MTDSATANGDDRDPEIELFVK, la estructura tridimensional asi como la disposicion de los
diferentes dominios en sus respectivas conformaciones terciarias podria indicarnos
realmente en que compartimentos celulares es viable encontrarlas, asi como las
probables asociaciones proteicas en las que participan. Por otro lado, la existencia de
ambas isoformas podria deberse a redundancia o compensacion de las funciones
celulares que ejerce cada una y la expresion de estas podria depender del contexto en el

que se encuentre el tejido o la célula. Aunque no se tiene aun algin reporte de que
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depende la expresion de una u otra isoforma de CLICS, esta podria deberse a la
regulacion que existe a nivel del promotor; cabe resaltar que hasta el momento no hay

alglin reporte de como se lleva esta a cabo.

Existen pocos estudios de CLICS en relacion a funcidon de canal especifico de
cloro; de hecho un estudio in situ indica que la proteina tiene baja afinidad a cloro a
comparacion de algunos cationes; en este estudio su analisis se enfoca en la isoforma A
y concluyen que su probable funcion de canal esta estrechamente relacionado a su
interaccion con Actina [112]. Ademas, desde su descubrimiento en placenta [152], se ha
visto que esta proteina interacciona con varias proteinas asociadas a andamiaje, a
estructuras celulares y relacionadas a la regulacion del citoesqueleto en los estereocilios
del oido interno [164, 165], en células del glomérulo renal [153, 154] y en el
espermatozoide [185]. La informacién previa de Torres-Mena [174], la informacion en
la literatura y resultados obtenidos por medio de servidores predicen posibles
interacciones proteicas como String, nuestro equipo de trabajo decidié seleccionar y
evaluar si las proteinas Ezrina, Podocalixina y Actina tenian capacidad de interaccionar
con CLIC5 (Fig. 15). El acercamiento por medio de coinmnuprecipitaciones arrojo
resultados positivos, este es el primer reporte de este tipo de interaccion en células
tumorales de CHC, en higado sano esta interaccion no se da en las células hepaticas
debido a que en condiciones basales no se encuentra expresado CLICS5 ni Ezrina.
Nosotros proponemos que para profundizar en la informacion del tipo de interacciones
que suceden en esta condicion patologica seria mejor el andlisis por espectometria de
masas; es previsible que con este estudio podriamos obtener informacién mas robusta
sobre los complejos proteicos que se estan llevando a cabo en la célula. E incluso a nivel
de los diferentes compartimentos en donde se encontré6 CLICS en primera instancia
nucleo y citoplasma, asi como en otros organelos celulares en donde se ha reportado la
ubicacion de CLICS5 como mitocondria, aparato de Golgi y vesiculas. Al obtener la
informacion de que proteinas interaccionan con CLICS se podria comprobar por medio
de inmunoprecipitaciones asi como otros ensayos por ejemplo: colocalizacion por
inmunofluorescencias o transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET)

experimento que nos ayudaria a demostrar interaccion celular que hay entre las proteinas
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ya que esta herramienta solo permite tener resultados positivos si la proximidad las
moléculas se encuentra dentro del rango de 10-100 A. Con base en la informacion
obtenida podriamos predecir en que otras funciones celulares en que participa CLICS,
aunado a delimitar si las interacciones son dependientes de algun tipo de estimulo o
factor extracelular. Un resultado controversial obtenido, fue no observar una buena
colocalizacion en las inmunofluorescencias de CLICS y la tincion con faloidina; no
obstante, en las co-inmunoprecipitaciones se obtuvo sefal positiva. Dicho resultado se
debe probablemente a que el anticuerpo contra actina reconoce a todas las isoformas de
actina (o, B y v) incluyendo aquella ubicada a nivel nuclear, mientras que la tincion con
faloidina solo reconoce a F-actina. Para poder discernir si existe alguna afinidad con
algun tipo especifico de actina se proponen ensayos como los de polimerizacion in vitro,
hidrolisis de ATP activada por F-actina, asi como la participacion de CLICS y otras
proteinas de unioén a actina en la polimerizacion /despolimerizacion y finalmente la

cuantificacion de la relacion G-actina /F-actina con CLICS.

La interaccion con actina nos abre un gran espectro de funciones en las que
CLICS podria estar involucrada (Fig. 16) ya que actina participa en una gran variedad
de ellas, por ejemplo en el citoplasma o citoesqueleto el mantenimiento de estructuras
celulares, formacion de organelos que participan en motilidad y/o movilidad, en
sefializacion, o trafico de otras proteinas, en endocitosis, en exocitosis, en secrecion,
entre otros; para el caso de la interaccidon nuclear incluye la transcripcion y la regulacion
de la transcripcion (al unirse con las RNA polimerasas 1, II y III), al procesamiento y a
la exportacion de RNA, al movimiento intranuclear y al mantenimiento de estructuras
[189, 190]. En cuanto a la participacion nuclear se pueden tomar ciertos ejemplos con
base en otras proteinas ubicadas en citoplasma que estan relacionadas a la funcion de
citoesqueleto y que se han descrito a nivel nuclear. Se ha reportado por ejemplo Miosina
VI, miembro de la familia de Miosinas que se expresa en el citoplasma y ejerce funciones
importantes en el citoesqueleto; en ensayos in vitro también se le ha determinado que se
asocia con la ARN polimerasa Il y con la transcripcion activa de genes. Es una proteina
que juega papeles muy importantes tanto en citoplasma como en ntcleo (Vreugde et al.,

2006, de Lanerolle et al., 2005; Grummt, 2006; Hofmann et al., 2006a; Percipalle and
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Farrants, 2006). Ademas, en cuanto a funcién de movimiento intranuclear, se ha descrito
que ciertas proteinas ocupan a actina para poder moverse al ntiicleo debido a que carecen
de NLS en su secuencia proteica [191]; un ejemplo son las proteinas de la capside del
virus del herpes 1 (SV-1). Feierbach en 2006 se demostraron que este virus del herpes
induce la formacion de filamentos de actina nuclear y que esta es necesaria para el
ensamblaje y posterior exportacion de las cépsides virales, a través de un complejo
Actina-Miosina V [192]. Por lo cual CLIC5 podria estar también facilitando el transporte
de ciertas proteinas al nucleo, cabe sefialar que para el caso de las otras proteinas que se
reportan en el presente trabajo, Ezrina y Podocalixina; hasta el momento no se ha

descrito localizacion nuclear ni algin tipo de participacion en el nucleo.

En 2010 Courcouman describi6 un estudio que denominé las firmas temprana y
tardia de TGF-PB donde reporta los cambios de expresion genética durante el desarrollo
del CHC con base en la via de sefializacion de TGF-f. En dicho trabajo se describe en la
firma tardia en base a un modelo animal que tiene afectada la via de sefalizacion en
correspondencia a un mayor grado de desdiferenciacion, metastasis, recurrencia y mal
prondstico en biposias de pacientes y sujetos control asi como la presencia de
caracteristicas mesenquimales en lineas celulares y su correlacion de mayor capacidad
de invasion y metéstasis; mientras que, en la firma temprana, a un menor grado de
desdiferenciacion se asocia un buen prondstico, menor probabilidad de recurrencia y
metastasis comparando pacientes y sujetos control asi como el mantenimiento de
caracteristicas epiteliales en las lineas celulares evaluadas. Si bien este trabajo reporta
una gran cantidad de genes modificados; solamente se indican cambios de expresion en
las proteinas CLIC1 y CLIC4 [108]; pero no muestran informacion acerca de CLICS.
Mientras que, en el presente trabajo, CLICS aumenta tras la exposicion de las células
con la citocina ademas esta en mayores concentraciones en células que pertenecen a la
firma tardia de TGF-f, como SNU387, cuando se le compara con HepG2 que es de firma
temprana. Una posible explicacion es que no se informa la isoforma de CLICS que se
reconoce en estos microarreglos, podria ser diferente a la encontrada en este trabajo; asi
como los parametros que eligen para el andlisis de sus microarreglos. A pesar de ello,

los datos de otras bases indican la tendencia de su sobreexpresion en pacientes
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diagnosticados con CHC (Fig. 7) (Anexo 2); confirmando la evaluacion que realizamos
en nuestro equipo de trabajo en muestras de pacientes por medio de inmunohistoquimica
(Fig. 6). Durante la EMT inducida in vitro en la linea celular HuH7 observamos un
aumento de CLICS (Fig. 21), no obstante, no obtuvimos el mismo cambio en la linea
celular HepG2 (Anexo 7). Es importante resaltar que para HepG2 no hay una transicion
completa hacia la firma mesenquimal debido a que hasta los 10 dias con el estimulo de
la citocina se puede observar que hay expresion remanente de E-cadherina atin ante la
ganancia de expresion de Vimentina; mientras que en la linea celular HuH7 si se observo
una clara correlacion entre sobreexpresion de CLICS y la completa EMT a lo largo de
los dias de tratamiento con TGF-f. En este estudio se delimit6 que la expresion de CLICS
podria estar influenciada por el grado de desdiferenciacion y agresividad que ganan las
células tumorales, pero también resultaria interesante evaluar si CLICS5 podria
influenciar directa o indirectamente sobre la EMT, asi como si tiene la capacidad de
inducirla como consecuencia de su sobreexpresion; ademas se podrian estudiar otros
factores que afecten la expresion de la proteina, como la hipoxia, inflamacion, estrés
oxidativo u otras citocinas (HGF, PDGF, IL-6, etc). También podria estudiarse cuales
vias de sefializacion se encuentran afectadas ante los cambios de expresion de CLICS,
por medio de microarreglos que muestran cambios en la fosforilacion en los integrantes
de las vias (PamChip de Tirosinas cinasas o Serinas/Treoninas cinasas). Ademas en este
trabajo se detectd un cambio en la distribucion subcelular de CLICS (Fig. 21) lo cual nos
sefiala que la proteina con base en estimulos externos, podria sufrir modificaciones que
la reubiquen en otros compartimientos celulares, en el presente trabajo no logramos
describir la importancia o el impacto funcional de este fendmeno biolégico pero nos
permite abrir una ventana para estudiar los mecanismos de cambio subcelular, las
modificaciones postraduccionales que influyen en CLICS5 y la asociacién a otras
proteinas en los diferentes compartimentos. Finalmente es importante resaltar que, pese
a tener resultados significativos no implica que solamente CLICS esté influyendo en la
migracion e invasion celular; el ensayo de silenciamiento del gen permiti6 excluir de

este efecto los otros genes probablemente alterados ante TGF-f.

Al silenciar la expresion de CLICS (silenciamiento parcial, 40%), obtuvimos
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diferencia en la viabilidad celular lo cual sugiere que la proteina afecta la proliferacion
(Fig. 22); sin embargo no delimitamos bajo que mecanismo o via de sefalizacion la
expresion de CLICS regula este proceso. Probablemente la disminucion de la viabilidad
celular no sea tan alta debido a que otras proteinas que se encuentran sobreexpresadas
podrian rescatar este tipo de habilidad, existiendo redundancia; este mismo patron de
disminucion de viabilidad celular se observa en otros estudios cuando se silencia CLIC1
y CLIC4 en CHC [132, 133, 151]. En el caso de los estudios de funcionalidad de
migracion e invasion en las células silenciadas para CLICS observamos una reduccion
significativa, lo que correlaciona que su sobreexpresion sea un indicador de un mal
pronostico para el paciente y preferentemente en etapas tardias del CHC donde se lleva
a cabo la transicion epitelio mesénquima, migracion invasion y metastasis de las células
tumorales. También proponemos que no se da una completa pérdida de la migracion e
invasion debido a que otras proteinas; ya sean integrantes o no de la familia de las CLIC’s
pudiese estar compensando la accion de CLICS5. Por ejemplo, un estudio reporta la
disminucion de la migracion e invasion en otras lineas celulares derivadas de CHC ante
el silenciamiento de CLIC1 [133]. Ademas en otros estudios indican que CLIC1 también
juega un papel importante en otros procesos importantes en el cancer como la apoptosis
y en la metastasis linfatica [134]. A pesar de que no se indago6 sobre la forma en que
CLICS participa en estos otros fenomenos bioldgicos, no descartamos su participacion
en otras situaciones como estrés oxidativo, hipoxia, angiogénesis, entre otras; seria
interesante demostrar si CLICS5 afecta otras funciones como se ha demostrado para
CLIC1 en los ultimos estudios [132, 133]. Ademas, alin queda mucho que ahondar en la
evaluacion de los demas miembros de la familia de CLIC’s y su probable participacion

en CHC.

A manera de resumen podemos concluir que en este trabajo se reporta por
primera vez la sobreexpresion de CLICS en el CHC asi como su ubicacion en diferentes
compartimentos subcelulares. Proponemos la hipdtesis de que CLICS podria funcionar
como un oncogen en el CHC debido a que observamos que el silenciamiento de su
expresion proteica afecta la proliferacion, migracion e invasion en lineas celulares; otros

experimentos como el de tumorgenicidad ayudarian a corroborar nuestra propuesta.
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También sugerimos que esta proteina probablemente al tener una estrecha relacion con
varias proteinas de citoesqueleto tales como: actina, ezrina y podocalixina; podria ser
esta la forma en que interviene en la capacidad de migracion e invasion, debido a que
estas proteinas mencionadas anteriormente se han visto involucradas a dichos procesos
biologicos en varios tumores de forma independiente y en algunos casos cuando
interaccionan entre ellas. Por primera vez también el presente trabajo describe que la
proteina esta involucrada en el proceso de transicion epitelio mesénquima, el cual se ha
reportado como el principal mecanismo para la migracion e invasion celular en CHC.
Con la finalidad de ahondar sobre la participacion de CLIC5 en CHC, resultaria
interesante delimitar a CLIC5 en todos los sitios subcelulares asi como si su capacidad

de interaccionar con otras proteinas depende de su ubicacion, funcion o contexto celular.
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CONCLUSIONES

» CLICS podria funcionar como oncoproteina, ya que se encuentra sobreexpresada
en el CHC ademas su silenciamiento disminuye la proliferacion, la migracion y

la invasion celular.

» CLICS codifica para dos isoformas A y B, lo que sugiere que podria existir una
expresion diferencial dependiendo del tipo y contexto celular; probablemente
esto se debe a que ejerce funciones diferentes en base a sus probables

interacciones proteicas.

» El analisis bioinformatico reafirma los dominios descritos para la familia de las
CLICs se encuentran conservados en CLIC5, ademas de indicar dos secuencias

con capacidad de interaccion con la importina-a.

» La ubicacion subcelular asi como la interaccion de CLICS con otras proteinas

podria estar asociada a diferentes funciones en el CHC.

» La sobreexpresion de CLICS y en especial su ubicacion extracelular permite

sugerirla como un biomarcador de progresion y mal prondstico del CHC.
» CLICS podria influir en otros procesos biologicos ademas de la EMT, migracion

e invasion; como lo ha demostrado sus otros familiares cercanos CLIC1 y CLIC4

en el CHC y otros tipos de cancer.
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PERSPECTIVAS

¢ Delimitar las diferencias funcionales que podrian existir entre CLIC5A vy

CLIC5B en CHC.

¢ Identificar otras proteinas que interactuan con CLICS en el CHC.

¢ Validar la funcion de oncogen de CLICS por medio de ensayos de tumorgénesis.

% Validar a CLIC5 como biomarcador sanguineo de diagnostico y pronodstico en

CHC.

% Definir si CLICS participa en alguna cascada de sefializacion.

¢ Caracterizar que otros estimulos extracelulares que disparan o regulan la

expresion de CLICS.

¢ Delimitar su funcién a nivel nuclear y citoplasma.

% Identificar el mecanismo por el cual CLICS se secreta fuera de la célula y si esto

afecta a la comunicacion celular del tumor con otros tejidos no tumorales y con

otros Organos.
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Anexo 1. Informacion desglosada de pacientes de la base de datos Inserm, 2015 de cBioportal.
A) Se indica las mutaciones que se reportan en esta base de datos, asi como los sitios con cambio
en aminoacidos (AA). B) Se desglosa la informacion de los pacientes CHC1154T y CHC1714T
respectivamente. En la parte superior, concierniente al paciente CHC1154T se pueden observar
los datos generales, la denominacion de la muestra, un esquema de las mutaciones que se
presentan en los diferentes cromosomas y las tablas de informacion de otros datos. En la parte
inferior, concierniente al paciente CHC1714T, se desglosa los datos generales, la denominacion
de la muestra y el esquema de mutaciones que se presentan en los diferentes cromosomas.
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Anexo 2. Mapas de calor que desglosan la informacion obtenida en el servidor ONCOMINE, se
presentan todas las bases de datos ocupadas en este estudio. Cada casilla representa un paciente
y es posible acceder a los datos del mismo. A) Informacién obtenida de la base de datos TCGA
Liver; 0—Higados control (n=115), 1-Higados con CHC (n=97). B) Informacién obtenida de la
base de datos Chen Liver; 0-Higados control (n=83), 1-Tumor primario (n=104), 2-Tumores
metastastasicos (n=10); C) Informacion obtenida de la base de datos Guichard Liver; 0-Higado
control (n=86), 1-Estadio 0 de Clasificacion de Barcelona (n=9), 2-Estadio A de Clasificacion
de Barcelona (n=13), 3-Estadio B de Clasificacion de Barcelona (n=13), 4-Estadio C de
Clasificacion de Barcelona (n=17). Abajo se indica la guia de color Least Expressed
(Subexpresion en azul), Most Expressed (Sobreexpresion en rojo).

99



cNLS Mapper Resuit

Predicted NLSs in query sequence

MALSMPLNGLKEEDKEPLIELFVKAGSDGESIGNCPFSQRLFMILWLEGY
VESVTTVDLEKRKPADLONLAPGTHPPFITFNSEVEKTDVNKIEEFLEEVLC
PPEKYLKLSPKHPESNTAGMDIFAKFSAY IKNSRPEANEALERGLLKTLQK
LDEYLNSPLPDEIDENSMEDIKFSTREFLDGNEMT LADCNLL PKLHIVEY
VAKKYRNFDIPKEMTGIWRYL TNAYSRDEFTNTCPSDEKEVEIAY SDVAKR

LTK

B
SBEauR

MNucPred

Authors: Amine Heddad, Andrea Krings, Markus Brameier and Bob Mact

The NucPred score for your sequence is 0.22 (see score help below)
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Positively and negatively influencing subsequences are coloured according to the following scale:

(non-nuclear) negative I

I positive (nuclear)

Anexo 3. Analisis in silico de la probable localizacidon nuclear a través de la identificacion de la
secuencia de localizacion nuclear (NLS) en CLIC4. A) Analisis con el servidor cNLS Mapper;
se obtuvo resultado negativo para CLIC4 arrojando cero secuencias de interaccion con
importina-a. B) Analisis con el servidor NucPred, la secuencia se presenta con base en el mapa
de calor para indicar la zona donde podria localizarse la NLS, el score obtenido es bajo para

CLIC4 (score: 0.22).
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Anexo 4. Alineamiento de los integrantes de la familia CLICS. Se toma como templado CLIC4
debido a que es la proteina mas estudiada. En naranja se sefiala los dominios transmembranales
descritos como TM1 y TM2; en punteado azul oscuro se resalta la secuencia de NLS; con
asteriscos morados se resalta el sitio de localizacion para aparato de Golgi; en verde se resaltan
el sitio de unioén a SH2 de Src; punta de flecha roja se indica la Cisteina (C) en la cual se ha visto
S-nitrosilacion para CLIC4; puntas flechas verdes son sitios de tirosina conservados (Y); circulo
azul claro se resaltan el sitio de fosforilacion descrito.
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Anexo 5. Proteinas que estructuralmente son mas cercanas a la probable estructura
tridimensional de CLICS5. A) Se enlista las proteinas con mayor Score por su clave en base la
libreria de PBD; siendo la primera CLIC1 (303T), la segunda CLIC4 (2D2Z) y la tercera CLIC2
(2R5G). No obstante, la identidad (IDEN) y cobertura (Cov) son mayores para CLIC4. B) Se
enlistan las tres proteinas con mejor Score, con caracteristicas que se han descrito en la literatura
y de manera in silico a la izquierda; a la derecha se observa representacion de la estructura

tridimensional.
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[m & GeneralPre-Pro/Proline Favoured  ®  +  General/Pre-Pro/Proline Allowed

. % Glycine Favoured x Glyeine Allowed
Mumber of residues in favoured region (~98.0% expected) : 314 (77.0%)
Number of residues in allowed region (~2.0% expected) : B1 {15.0%)
Murnber of residues in outlier region 1 33 (B.1%)

Anexo 6. Grafico de Ramachandran obtenido en el servidor SAVES.
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Lista 1. Evaluacion de los residuos del analisis del grafico de Ramachandran

Residue [A 4 :GLU] (-84.74, 43.79) in Allowed region
Residue [A 6 :TYR] (-152.96,-143.22) in Allowed region
7 :SER] (-173.45,-164.42) in Allowed region

Residue [A
Residue [A
Residue [A
Residue [A
Residue [A
Residue [A
Residue [A
Residue [A
Residue [A
Residue [A
Residue [A
Residue [A
Residue [A
Residue [A
Residue [A
Residue [A
Residue [A
Residue [A
Residue [A
Residue [A

12
14
17
18
19
22
28
46
52
53
56
60
63
65
70
80
83
&5
94

:THR] ( 53.30, -48.03) in Allowed region
:GLN] (-81.94, 23.20) in Allowed region
:ARG] (-70.71, 26.37) in Allowed region
:THR] (-75.21, 54.81) in Allowed region
:TYR] (-70.82, 96.54) in Allowed region
:PRO] (-74.43, 96.07) in Allowed region
:ASN] (-74.39, 14.76) in Allowed region
:LEU] ( -62.26, -69.04) in Allowed region
:ASN] (-123.69, 57.90) in Allowed region
:THR] ( -63.38, 61.91) in Allowed region
:TYR] (-173.55,-167.52) in Allowed region
:SER] (-141.43, 63.80) in Allowed region
:THR] (-143.90,-114.52) in Allowed region
:LYS] (-68.08, 66.55) in Allowed region
:SER] (-61.77, -75.41) in Allowed region
:GLY] ( 67.30, -64.90) in Allowed region
:LEU] (-52.85, 171.83) in Allowed region
:ASP] ( 51.87,-109.94) in Allowed region
:ALA] (-77.08, 50.66) in Allowed region

Residue [A 100 :GLN] ( -64.89, 41.21) in Allowed region
Residue [A 103 :ARG] ( -37.89, -45.74) in Allowed region
Residue [A 104 :GLY] ( 61.11, -56.00) in Allowed region
Residue [A 108 :GLU] ( 37.65, 32.83) in Allowed region
Residue [A 111 :TYR] ( 72.90, 35.25) in Allowed region
Residue [A 113 :SER] ( -39.16, -45.75) in Allowed region
Residue [A 135 :LEU] ( 175.60, 152.20) in Allowed region
Residue [A 138 :PRO] ( -82.55, -41.22) in Allowed region
Residue [A 141 :PHE] ( -63.68, 88.54) in Allowed region
Residue [A 145 :HIS] (-143.45, -84.41) in Allowed region
Residue [A 146 :SER] (-155.39,-164.45) in Allowed region
Residue [A 156 :CYS] (-127.16, 56.74) in Allowed region
Residue [A 164 :GLU] ( -67.60, 40.67) in Allowed region
Residue [A 169 :ALA] (-62.24, 93.79) in Allowed region
Residue [A 170 :HIS] (-131.73, 71.51) in Allowed region
Residue [A 171 :MET] ( -48.32, 155.38) in Allowed region
Residue [A 187 :SER] ( -56.82, 163.15) in Allowed region
Residue [A 190 :ASN] ( -47.24, 102.58) in Allowed region
Residue [A 191 :CYS] (-156.84, 109.25) in Allowed region
Residue [A 206 :VAL] ( -44.06, 143.84) in Allowed region
Residue [A 211 :THR] (-160.60, 104.87) in Allowed region
Residue [A 215 :LEU] ( 68.74, -45.26) in Allowed region
Residue [A 217 :ARG] (-158.00, 30.93) in Allowed region
Residue [A 218 :LYS] (-41.61, 118.33) in Allowed region
Residue [A 228 :GLY] ( 65.20, -95.35) in Allowed region
Residue [A 244 :VAL] ( -39.07, -39.65) in Allowed region
Residue [A 253 :GLU] ( -68.63, -73.11) in Allowed region
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Residue [A 255 :LEU] (-106.41, 46.82) in Allowed region
Residue [A 263 :LEU] ( -64.31, -71.87) in Allowed region

Residue [A 273 :

ALA] (-133.70,-133.88) in Allowed region

Residue [A 275 :ILE] ( -33.52, -51.48) in Allowed region

Residue [A 319 :ILE] (-136.01, 70.47) in Allowed region
Residue [A 323 :THR] ( 54.39, -57.75) in Allowed region
Residue [A 325 :GLY] ( 66.93, -48.75) in Allowed region
Residue [A 327 :ASP] ( -65.23, 94.66) in Allowed region

Residue [A 332 :

ARG] (-41.80, 147.08) in Allowed region

Residue [A 393 :ASP] ( -39.64, -46.02) in Allowed region
Residue [A 402 :ASP] (-71.64, -66.62) in Allowed region

Residue [A 409 :

ARG] (-39.50, 141.56) in Allowed region

Residue [A 8 :THR] ( -8.28, -53.34) in Outlier region

Residue [A
Residue [A
Residue [A
Residue [A
Residue [A
Residue [A
Residue [A
Residue [A
Residue [A
Residue [A
Residue [A

15
24
25
42
43
54
67
78
79
&4
98

:ASN] ( 54.47, -20.04) in Outlier region
:GLN] ( 64.13, -96.09) in Outlier region
:PRO] ( 24.89, -4.26) in Outlier region
:PRO] (-48.49, 98.08) in Outlier region
:GLU] ( 136.94, 150.24) in Outlier region
:HIS] (-169.64, -44.08) in Outlier region
:GLU] ( 45.25,-169.53) in Outlier region
:ASP] ( 46.26, -55.65) in Outlier region
:ARG] (-47.22, -88.88) in Outlier region
:PRO] (-31.92, 172.97) in Outlier region
:GLU] ( 50.56, 162.77) in Outlier region

Residue [A 105 :ILE] ( 108.50, -8.01) in Outlier region
Residue [A 106 :SER] ( -54.48, 87.32) in Outlier region
Residue [A 112 :SER] ( -55.52, 39.06) in Outlier region
Residue [A 136 :PRO] ( -58.70, 16.83) in Outlier region
Residue [A 137 :SER] ( -23.59, 91.80) in Outlier region
Residue [A 143 :ILE] ( 132.64, 116.00) in Outlier region
Residue [A 148 :ALA] (126.27, -78.40) in Outlier region
Residue [A 165 :GLU] ( 41.55, -47.28) in Outlier region
Residue [A 172 :ASN] (-138.24, 25.71) in Outlier region
Residue [A 173 :PRO] ( 38.77,-178.35) in Outlier region
Residue [A 180 :LYS] (-52.49,-175.61) in Outlier region
Residue [A 229 :THR] ( 39.32, 87.99) in Outlier region
Residue [A 243 :ASP] ( 54.21, 106.31) in Outlier region
Residue [A 256 :THR] ( 63.50, 133.93) in Outlier region
Residue [A 258 :GLU] ( 146.44, 177.55) in Outlier region
Residue [A 259 :LYS] (-61.86, 14.64) in Outlier region
Residue [A 262 :LYS] (-30.19, 140.45) in Outlier region
Residue [A 271 :ASN] ( 106.85, 62.11) in Outlier region
Residue [A 274 :GLY] ( 28.02, -80.21) in Outlier region
Residue [A 316 :PRO]J ( -62.51, 23.46) in Outlier region
Residue [A 324 :CYS] ( 47.92, 174.42) in Outlier region
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Anexo 7. La expresion de CLIC5 no se observa afectada durante la EMT parcial en la linea
celular HepG2. A) Imagen representativa de tincion con faloidina (F-actina) de las células
HepG2 estimuladas a diferentes tiempos con la citocina TGF-B; se observa cambio de la
distribucion cortical hacia la formaciéon de fibras de estrés desde las 24 h. B) Imagen
representativa de western blot donde se evaltian los marcadores de la EMT: E-cadherina y
Vimentina respectivamente; a la par de realizar la evaluacion de CLIC5 en diferentes tiempos:
24,48,72,96 hy 10 d (n=4).
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