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RESUMEN

Los canales de cloro pertenecen a una familia de canales la cual la podemos encontrar
dividida en canales de cloro transmembrana, que acttan a nivel de la membrana celular,
o en canales intracelulares de cloro, los cuales se encuentran en el interior de la célula,
pero también pueden actuar a nivel de la membrana de los orgdnulos celulares. En los
ultimos afios, estos canales han ido ganando importancia debido a que se han
relacionado con numerosos procesos fisioldgicos donde por ejemplo destacan la
regulacion del ciclo celular, la proliferacion celular o la apoptosis. Ademas, en estudios
recientes, se ha comprobado que estos canales aparecen sobreexpresados o regulados
a la baja en determinados tipos de cancer, enfermedad que preocupa gravemente a la
poblacidn actual y que presenta una alta tasa de mortalidad. Por ello, en las ultimas
investigaciones, al igual que ocurrird en investigaciones futuras cercanas, se esta
tratando de estudiar con mas profundidad a esta familia de canales, asi como su relacion
con el céncer, para desarrollar moléculas frente a ellos, con el fin de que se proponga

como una importante diana terapéutica frente a esta enfermedad.

Aqgui es donde se centra el objetivo principal de esta revision, en estudiar los distintos
tipos de canales de cloro, su relacidon con determinados tipos de cadncer y en encontrar
moléculas quimicas que puedan actuar frente a estos canales para convertirse en un

nuevo tratamiento para el cancer.

Para hacer este trabajo de revisidn bibliografica se han utilizado distintas bases de datos

como: Scifinder, PubMed, Scopus y Google Scholar.

En lo que respecta al tratamiento actual, como se puede ver en el apartado de
resultados y discusion, existe algun farmaco que ya ha sido aceptado por la FDA u otros
gue estdn en estudio, ya que mayoritariamente lo que se esta realizando es un
reposicionamiento de farmacos, donde se utilizan farmacos ya comercializados frente a

nuevas dianas terapéuticas.

Palabras clave: canales de cloro, cdncer, diana terapéutica, inhibidores, potenciadores.



GLOSARIO DE ABREVIATURAS

AMPc - Adenosin monofosfato ciclico

ANO1 - Anoctamina-1

ARNip - Acido ribonucleico pequefio de interferencia

ASC - Proteina adaptadora asociada a la apoptosis

ATP - Adenosin trifosfato

Ca2+ - Catidn de calcio

CFTR - Regulador de conductancia transmembranal de la fibrosis
CLIC1 - Canal intracelular de cloro 1

CLIC2 - Canal intracelular de cloro 2

CLIC3 - Canal intracelular de cloro 3

CLIC4 - Canal intracelular de cloro 4

CLICs - Canales intracelulares de cloro

Co2+ - Cation de cobalto

FDA - Administracion de Medicamentos y Alimentos de los Estados Unidos
GAPDH - Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa

IARC - Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer
IL-18 - Interleucina 18

IL-1-beta - Interleucina 1 beta

K+ - Catién de potasio

NLRP3 - Dominio de unidn a nucleétidos rico en leucina con 3 dominios de pirina
OMS - Organizacién Mundial de la Salud

PKA - Enzima protein quinasa

TMEM16A - Miembro transmembrana 16A
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1. INTRODUCCION

1.1. Cancery canales de cloro

En la actualidad, los distintos avances cientificos que van apareciendo permiten conocer
con mayor profundidad las enfermedades que afectan a la poblacion. Aun asi, se sigue
teniendo una gran descompensacién en relacion con lo que se deberia saber sobre las
mismas. Hay que destacar con gran importancia el caso del cdncer, una de las
enfermedades graves que mas preocupa. La Agencia Internacional para Investigacion en
Cancer (IARC) estimé que en el afio 2002 hubo 10,9 millones de casos nuevos de cancer
y 6.723.887 muertes por cancer en todo el mundo. Estas cifras representan un 22% en
laincidenciay mortalidad por cancer en comparacién con las cifras del afio 1990, y segun
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) el nimero de casos se elevaria a 15 millones

para el pasado afio 2020 (Santisteban 2006).

El cancer es una enfermedad que aparece tras una cadena de factores tanto genéticos
como epigenéticos, que provoca que las células se multipliquen y crezcan sin ningun
control, lo que se conoce como proliferacién, evitando asi los procesos de muerte celular
o apoptosis. Este crecimiento descontrolado va a dar lugar a la formacion de grandes
masas de células, los denominados tumores. Los problemas fundamentales de la
enfermedad del cancer son explicar los mecanismos bioquimicos y genéticos que dan
lugar al crecimiento descontrolado de células cancerosas, asi como su capacidad para
invadir y metastatizar, y crear tratamientos exitosos que las destruyan, causando un

minimo dafio a las células normales (Murray et al. 2014).

Se esta trabajando con un mayor esfuerzo en el proceso de busqueda de nuevas dianas
terapéuticas como estrategia para combatir esta enfermedad. Entre estas dianas
terapéuticas caben destacar unas que estan ganando mayor peso en las ultimas
investigaciones, los canales de cloro (Tabla 1). Estos canales son un tipo de canal
aniénico que afectan y contribuyen a muchos procesos celulares, como pueden ser la
variacién del potencial de la membrana, el volumen celular, el transporte entre
membranas y la regulacién del pH intracelular. Por ello, cada vez hay mas evidencia de

gue una variacién en la conduccién de aniones cloruro puede afectar en muchos de



estos canales a etapas especificas del ciclo celular, siendo de gran importancia en la

proliferacion de células cancerosas (Duefas-Cuellar et al. 2020).

Tabla 1. Clasificacion de los canales de cloro. Adaptado de: (Kotsias 2019)

CANALES DE CLORO

Intracelulares Transmembranas
Activados | Activados | Activados
por Ca2+ por por voltaje

ligando
CFTR
CLICs

TMEM16A
J/ANO1

Los canales de cloro se pueden encontrar divididos en canales intracelulares, los cuales
también realizan funcion transmembranal la cual la hacen en las membranas internas
de las células, jugando un papel importante en la regulacion del transporte de agua y

sales de los orgdnulos de las mismas (Hille 2019); y en canales transmembranas.

Los canales intracelulares de cloro (CLICs) son los miembros con mas importancia de la
familia de los canales de cloro y han sido descubiertos recientemente, desempenando
un papel importante en muchos procesos fisioldgicos, entre los que se destacan la
regulacién del transporte a través de membranas, la regulacidon del volumen celular, la
regulacién del ciclo y la proliferacion celular. Debido a estas funciones, se han
caracterizado estos canales como oncogenes en canceres como el cancer de préstata, el
gastrico, el vesiculo biliar y el de colon y se ha comprobado que la sobreexpresidn de los

mismos puede llegar a ser un importante biomarcador (Lu et al. 2015).

Respecto los canales transmembranas, se encuentra en primer lugar al regulador de
conductancia transmembranal de la fibrosis (CFTR). Este es un canal estimulado por
AMP ciclico, cuya funcidén bioldgica aun no se sabe con exactitud, pero se conoce que

controla el flujo de iones como el cloro y bicarbonato, y que un fallo en el
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funcionamiento de este puede dar lugar a enfermedades de gravedad, como puede ser
el cancer de colon (Servicio et al. 2007). Por otro lado, aparece el miembro
transmembrana 16A (TMEM16A), también conocido como anoctamina-1 (ANO1), un
canal transmembrana que, aunque aun no se ha descrito una regidn de unidn al calcio,
es dependiente de este. La funcidén principal de este canal es su participacion en la
migracién celular, donde se ha relacionado por ejemplo con el cdncer de préstata al
encontrarse un aumento de la expresién del canal en tejidos de pacientes con cdncer
(Stutzin, 2016). Por ultimo, dentro de esta categoria se pueden encontrar los canales de
cloro activados por ligando y los activados por voltaje, sin estar ambos relacionados con

el cancer.

En el presente, el desarrollo de las terapias y de los procesos quirdrgicos presentan un
gran avance, pero, aun asi, la supervivencia de las personas que presentan cancer es
escasa. Ademas, existe una terapia mas interesante que ha surgido en estos ultimos
anos como son las inmunoterapias, dirigirse al sistema inmunoldgico para hacer frente
al cancer, lo que tampoco ha dado buenos resultados (Patel et al. 2019). Por ello, los
cientificos se ven obligados a innovar, y aqui es donde se encuentran los canales de cloro
como prometedoras dianas terapéuticas, centrandose esta revision en los CLICs, el CFTR

y el TMEM16A, debido a su importante papel en los procesos celulares.

1.2. CFTR
CFTR son las siglas del regulador de conductancia transmembranal de la fibrosis quistica.
Es un canal de cloro transmembranal que juega un papel crucial en el fluido
homeostatico a través de la membrana celular epitelial en el pulmdn, intestino y
pancreas (Wang et al. 2020). Este canal es dependiente de AMP ciclico (AMPc), ya que,
como se puede ver en la Figura 1, la apertura del canal se produce por la fosforilacién
de la enzima protein quinasa (PKA), la cual depende del AMPc, que se sintetiza a partir
del adenosin trifosfato (ATP). Cuando se aparece un aumento del AMPc, el PKA se activa,
fosforila al CFTR y aumenta la probabilidad de que el canal se mantenga abierto, con lo

gue asciende la salida de aniones de cloro (Nguyen et al. 2021).
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Figura 1. Funcionamiento del canal CFTR. Fuente: (Medicina 2007).

El CFTR presenta una posible repercusidn en el riesgo del desarrollo de un determinado
cancer, ya que participa en multiples vias moleculares que modulan la inflamacién
celulary la sefializacion apoptética (Peretti et al. 2015). Debido a ello, en el caso de que
se produzca alguna mutacién de este gen, desemboca en un aumento del riesgo de

padecer cancer, siendo el de mayor importancia el cancer colon.

La mutacién mds importante de la proteina CFTR relacionada con el proceso oncogénico
gue podemos encontrar es la mutaciéon “deltaF508”, que altera gravemente el
plegamiento y la estabilidad de la proteina CFTR (Pedemonte et al. 2020). Durante esta
mutacidn, el canal CFTR pasa a mantenerse en su estado abierto, en el cual se produce
la salida de iones de cloro y bicarbonatos, durante una cantidad minima de tiempo, lo
gue provoca graves problemas de secrecidn epitelial de estos iones. Por lo tanto, la falta
de expresidn de este canal va a dar lugar a numerosos problemas de tipo pulmonares,

intestinales y pancreaticos.

Normal CFTR Function Dysregulated CFTR Function
HCO3
CFTR Channel CFTR Channel q i
Mitochondria Mitochondria 2 B

Colon Cancer Cell Colon Cancer Cell

. /
/ \
D T — [:\

=
g

‘\E/

i
i

82
g
&

of C

Figura 2. Aparicion de cancer de colén por CFTR asociado a estrés alterado. Fuente: (Scott et

al. 2020).
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Cabe decir que, hasta la fecha, no se conoce con total exactitud como afecta este canal
en las células cancerosas, aun asi, se ha deducido de varios estudios, que un tipo de
cancer como el cancer de coldn, puede estar relacionado con la deficiencia de CFTR
(Figura 2). La pérdida de actividad de este canal provoca una disminucidn de las especies
reactivas de oxigeno, las cuales son de gran relevancia en las células cancerosas, ya que
estas estan sujetas a una continua muerte celular por estrés oxidativo. Al disminuir este
ultimo, desciende la muerte por apoptosis de las células cancerigenas de colon,
provocando asi una mayor supervivencia de estas células y un consiguiente aumento del

riesgo de cancer de colon (Scott et al. 2020).

1.3. TMEM16A/ANO1

El canal TMEM16A (Figura 3), también conocido como ANO1, es un canal de cloruro
activado por calcio con distintas funciones fisioldgicas que, segun estudios de las Ultimas
décadas, tienen importancia en distintos tipos de cénceres. Este canal presenta dos
poros de conduccidén idnica, contenidos dentro de una sola subunidad de proteina, los
cuales funcionan de forma independiente y se activan tras la unién de dos iones de calcio
(Lam and Dutzler 2018). Esto quiere decir que, a concentraciones altas de cationes de
calcio provenientes de otros canales, la probabilidad de que el canal se mantenga

abierto es muy elevada.

g \(ZCaCC/TMEMléA
|

T~ (EcrVi)
&
+100 mV
} 1 -60mV
-100 mV

Figura 3. Activacién del canal TMEM16A dependiente de calcio. Fuente: (Ferrera et al. 2010)

-13-



El canal TMEM16A ha sido relacionado con algunas funciones biolégicas donde destaca
la migracién celular, ya que en distintos estudios se ha detectado que este canal
favorece la proliferacién celular y la resistencia a la muerte celular de células
cancerigenas (Potos 2020). Se ha demostrado que la sobreexpresidon de este canal
contribuye a mantener o aumentar la vida de las células cancerosas y con ello a disminuir
el proceso de apoptosis de estas. Ademas, la sobreexpresion del canal también se ha
correlacionado con el tamano del tumor, la presencia de metastasis a distancia, la tasa
de recurrencia, la mejora de los resultados clinicos por la quimioterapia o el estadio
clinico del cancer (Crottes and Jan 2019), por lo que nos podriamos encontrar ante una
importante diana terapéutica con la que se podria actuar inhibiendo dicho canal y

reduciendo asi el crecimiento oncogénico.

Hoy en dia no se conoce con claridad cual es el funcionamiento que conlleva al canal
TMEM16A a una sobreexpresién, pero han sugerido varias hipétesis (Figura 4) siendo la
mas frecuente la de la amplificacién de una parte del gen del TMEM16A, el locus 11g13,
ya que este hecho ha aparecido en muchos tipos de canceres. Otra de los supuestos es
la hipermetilacién del promotor del gen del canal, que se relaciona en este caso con un
descenso de la expresion de TMEM16A, de lo que se puede sacar como conclusidon que
una hipometilacion del promotor podria conllevar a una sobreexpresion del canal y con
ello a una mayor supervivencia de las células cancerosas. En otros tipos de cancer como
el cdncer de prdstata, una histona, la histona desacetilasa 3 es la que da lugar a la
expresion del canal, por lo que seria otro punto para tener en cuenta en procesos

oncogénicos (Crottes and Jan 2019).

(HPV
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' [ Ampification 11q13 |

Promoter Mathylaton
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P

Figura 4. Regulacién y origen de la expresion del canal de cloruro activado por calcio

TMEM16A. Fuente: (Crottes and Jan 2019).
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1.4. CLICs
Los canales intracelulares de cloro (CLICs) son los canales de cloro que han adquirido
mas importancia en las ultimas investigaciones dentro de esta familia. Los CLICs son un
conjunto de canales que van a actuar como oncogenes, genes que permiten un
crecimiento sin control de determinadas células y una supervivencia de las mismas

cuando no deberian (Emory Winship Cancer institute 2019).

Este conjunto de canales intracelulares estd formado por cuatro miembros: CLIC1, CLIC2,
CLIC3 y CLIC4, apareciendo todos en humanos excepto CLIC2. Estas proteinas son Unicas,
ya que pueden existir tanto en forma de proteina integral de membrana (Figura 5) como
en forma de proteina soluble (Patel et al. 2019). Las funciones de los CLICs alin no estan
muy claras, pero son de gran relevancia ya que se conoce que participan en procesos
celulares como pueden ser la proliferacién celular, la regulacidon del ciclo celular,
regulacion de la secrecidn a través de membranas, la regulacién del pH intracelular y la

apoptosis (Anderson et al. 2019).

A. Canal cerrado B. Canal abierto C. Canal inactivado

it

Membrana (|
celular |

[

f (
P Bt 4 8
mj Desactivacion -

(
N

Recuperacion de Ays

Intracelular ==== +oes lainactivacion 0 e

Compuerta de
inactivicion

Figura 5. Estados de un canal intracelular de cloro como proteina integral de membrana.

Fuente: (Cocleares 2009)

Aunque las acciones que realizan los CLICs sobre el cancer se encuentran en pleno
estudio, asi como el funcionamiento de dicho canal, se puede decir que estos canales
van a tener influencia mayoritariamente en canceres de tipo gastrointestinal, debido a
la sobreexposicién que se ha encontrado en estos. En la siguiente tabla (Tabla 2)
podemos ver de forma resumida la relacion que tienen estos canales con un

determinados tipos de cancer.
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Tabla 2. Canales intracelulares de cloro en los canceres gastrointestinales. Adaptado de:

(Anderson et al. 2019).

Nombre del gen

Cancer

Papel

Actividad funcional

CLIC1

Colorrectal

Oncogén

Expresion al alza. Se
encuentra
sobreexpresado en

cancer de colon

Pancredtico

Oncogén

Expresién al alza.
Sobreexpresion en el
69% de los tumores y

asociado a un mal

prondstico del
paciente, asi como al
grado y tamafio del

tumor

Gastrico

Oncogén

Expresion al alza.
Sobreexposicién en el
68% de los canceres
gastricos,
correlacionado
también con
metastasis,
proliferacion,

apoptosis, etc

Hepatocelular

Oncogén

Expresion regulada al

alza

Vesicula biliar

Oncogén

Expresion regulada al

alza

CLIC3

Pancreatico

Oncogén

Expresion al alza.
Colabora para
promover la
progresion de la
terapia
anticancerigena

personalizada
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Nombre del gen Cancer Papel Actividad funcional
Expresién regulada a la
Gastrico Oncogén
baja.
Expresion al alza. Se
asocia con una pobre
Colorrectal Oncogén
supervivencia del
CLIC4
paciente a 5 afios
Expresién regulada a la
Rifidn Supresor del tumor

baja

Posteriormente en esta revision vamos a ver como los estudios cientificos actuales se

estan basando en obtener distintas moléculas o farmacos que vayan dirigidos a los

canales ya nombrados, con el fin de darles un enfoque de diana terapéutica para

disminuir con ello los casos de enfermedad de cancer en la poblacion.

2. OBJETIVOS

1. Explicar la importancia del cancer en la actualidad y con ello la urgencia del

desarrollo de nuevas moléculas frente a dianas terapéuticas como tratamiento.

2. Describir las caracteristicas de los canales de cloro (intracelulares y

transmembranas).

3. Estudiar la relacidn que presentan los canales de cloro con determinados tipos

de cancer para utilizarlos como futuras dianas terapéuticas.

4. Detallar las nuevas moléculas investigadas que se podrdn utilizar como

inhibidores o potenciadores de los canales para hacer frente al cancer.

3. METODOLOGIA

En la revisién bibliografica realizada se habla sobre los canales de cloro, mas

concretamente sobre los canales intracelulares de cloro, asi como su relacién con
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distintos tipos de cancer para utilizarlos como posibles dianas terapéuticas para futuros

tratamientos.

Para realizar esta revision se ha realizado una busqueda de numerosos articulos con la
ayuda de algunas bases de datos tanto de estilo quimico como médico, como han sido:
Scifinder, donde se ha centrado la mayor parte de la busqueda, PubMed, Scopus vy
Science Direct. Ademads, también se ha usado la herramienta de Google, Google Scholar,
conocida como Google académico. Las palabras utilizadas para la busqueda han sido
palabras claves en idioma inglés, donde destacan: ‘channels’, “chloride’, “intracellular’,
“therapeutic target’, “‘cancer’, ‘inhibition’, "'empowerment’, ‘correction’, ‘inhibitors’,
“treatment’, “colorrectal’, ‘pancreatic’, “gastric’, "hepatocellular’, "gallbladder’, kidney’.
Para combinar estos términos se han utilizado marcadores booleanos como AND, OR o
AND NOT, para asi poder centrar la busqueda en un determinado tema y encontrar con

ello los articulos mas adecuados para este.

Ademas, se han tenido en cuenta ciertos criterios de inclusién y exclusién a la hora de
realizar la busqueda en una determinada base de datos. Respecto al idioma, se han
buscado publicaciones tanto en idioma inglés como en espafiol, siendo estas
publicaciones posteriores a 2015. Si bien es cierto, se han incluido algunos articulos
anteriores a este afo que reflejaban algun estudio de gran importancia para la revision,
asi como también alguna figura destacada. También han sido documentos realizados
por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), asi como la pagina web de la Agencia
Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios (AEMPS) para la busqueda de

determinados farmacos.

Para el desarrollo de las moléculas quimicas que aparecen en la revisién, las cuales
pertenecen a estructuras de farmacos que pueden actuar en los distintos canales de
cloro haciéndolos importantes dianas terapéuticas frente al cancer, se han elaborado

con un programa informatico dedicado a la quimica organica denominado ChemDraw.

4. RESULTADOS Y DISCUSION
En este apartado de la revisidn se va a tratar con mas profundidad el estudio de los

canales intracelulares de cloro, asi como la modulacién tanto de estos como de los
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canales transmembranas, la cual ird enfocada segun el tipo de cancer, ya que en el que
los canales de cloro se encuentren sobreexpresados se necesitaran moléculas
inhibidores para contrarrestar las células tumorales, y en el que los canales de cloro se

encuentran infraexpresados, se necesitaran potenciadores.

4.1. Potenciacion o correccion de CFTR

Como ya se ha comentado anteriormente en esta revision, CFTR es un canal de cloruro
con un importante papel en el fluido homeostatico a través de distintas membranas
celulares. Una de las mutaciones mas importantes que afecta a este canal y que va a
desembocar en un aumento de la supervivencia de las células cancerosas es la mutacién
“deltaF508”, donde se produce una disminucion de la expresion del canal, que finaliza
con una bajada en el numero de las especies reactivas de oxigeno y con ello de la

apoptosis de las células ya nombradas (Shi et al. 2021).

Aunque aun no se tienen auin mecanismos claros, se habla de que esta mutacion puede
ser corregida por la unioén de distintas moléculas llamadas correctores o potenciadores,

los cuales pueden unirse directamente a la union “deltaF508-CFTR".

El Unico potenciador aprobado por la Administracién de Alimentos y Medicamentos de
los Estados Unidos (FDA) hoy en dia es el

Ivacaftor (Figura 6), molécula con la cual se il

ha demostrado un aumento de Ia 0 0

secreciones de aniones de cloro a través del

I=z

canal CFTR. Se ha realizado un estudio con
ninos que presentaban la mutacion N

“deltaF508”, a los cuales se le administraba  Figura 6. Estructura quimica del lvacaftor
Ivacaftor, en un centro de Londres. Se

determiné que este tratamiento mostraba una gran mejoria en los pacientes y
aumentaba con ello el tiempo de apertura del canal (Figura 7), lo que conllevaba a una
mayor salida de aniones cloruro, aumentando asi las especies reactivas de oxigeno y con
ello la apoptosis de las células cancerigenas. Ademas también, se confirmd la efectividad
y seguridad del Ivacaftor en situaciones clinicas que no se tienen en consideracion en

ensayos clinicos (Gomez-Pastrana et al. 2019).
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Figura 7. Mutacion F508del-CFTR corregida con lvacaftor. Fuente: (White et al. 2015)

Mas recientemente, la FDA ha aprobado una terapia combinada donde aparecen el
Ivacaftor ya nombrado y el
oH Lumacaftor (Figura 8), que en
este caso se trata de un

e z
corrector, una molécula cuyos
estudios iniciales evidenciaron

\
o]
F. O NH . s F4
>< una mejoria en la maduraciéon
F
o
de CFTR, lo que se acompaiio

. i con una mejoria cinco veces
Figura 8. Estructura quimica del Lumacaftor

mayor del transporte de cloro

(De la Hoz et al. 2019). Este ensayo se realizé en personas adultas con la mutacidn

“deltaF508-CFTR” presente, y al igual que en el andlisis anterior, la combinacién de estos

farmacos revelaron un aumento de aproximadamente el 30% en el transporte de cloruro

mediado por CFTR en comparacidn con no haber usado los farmacos (Kumar et al. 2014).

En dltimo lugar, la FDA ha dado validez a una terapia combinada con dos correctores
como son el Tezacaftor y el Elexacaftor (Figura 9), junto con un potenciador, de nuevo
el Ivacaftor. Esta combinacidon, conocida como TRIKAFTA, es una combinacidn
terapéutica muy novedosa que esta dirigida a trastornos gastrointestinales con la
posibilidad de una aplicacion futura al cancer, la cual parece tener un perfil de seguridad
mejorado en comparacion con el Lumacaftor, por lo que serd de gran importancia en

futuros métodos cientificos (Bear 2020).
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Figura 9. (A) Estructura quimica del Tezacaftor, (B) Estructura quimica del Elexacaftor

4.2. Inhibicién de TMEM16A/ANO1

Tras mencionar anteriormente a este canal, conocido como TMEM16A o ANO1, cabe
anadir que nos encontramos ante un canal de cloruro activado por calcio el cual se
expresa ampliamente en muchos tipos de células, tales como las vias respiratorias, el
estomago, el pancreas, etc, participando en la secrecidon de liquido epitelial, la
proliferacion celular, la excitabilidad neuronal y la transduccion de sefiales (Cil et al.
2019). Por ello, estamos ante una importante diana terapéutica sobre la que se puede

actuar para disminuir con ello distintos tipos de canceres.

Aunque este es un tema muy novedoso y aun no se sabe con certeza los procedimientos
gue pueden llevar a cabo una inhibicién del canal TMEM16A, se han estudiado algunas
moléculas que pueden influenciar notablemente en el funcionamiento de este,
intentando que se reduzca el riesgo del aumento de la proliferacién de las células

tumorales.

Uno de los tipos de cancer mas importante
estudiado en la actualidad es el adenocarcinoma
pulmonar, sobre el cual puede tener una influencia
importante el canal TMEM16A, que tras varias
N investigaciones se ha visto que se encuentra
sobreexpresado cuando tenemos esta enfermedad

o (Guo et al. 2019). Por ello, se ha descubierto y se
Figura 10. Estructura quimica de estd analizando una molécula, la matrina (Figura

la Matrina 10). Esta es un alcaloide natural de Sophora
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flavescences con actividades antiproliferativas y proapoptodticas, especialmente en
varios tipos de colon humano (Chang and Liu 2020). Es decir, puede actuar frente a
células cancerigenas disminuyendo la supervivencia de estas y provocando una muerte
celular. Cabe decir que como desventaja tenemos que la actividad de la matrina esta
limitada por la baja eficacia y su corta vida media (Qian et al. 2021). Tras un primer
experimento realizado con células de adenocarcinoma de pulmén de ratén se ha
detectado que la matrina puede actuar de inhibidor del TMEM16A, ya que la corriente
de TMEM16A disminuye al aumentar la dosis de matrina. Sin embargo, aun no se
conocen por completo los sitios sensibles a TMEM16A que puede tener esta nueva

molécula descubierta (Guo et al. 2019).

Otro de los estudios que se han realizado respecto a este canal ha sido un estudio
respecto al cancer de colon, en el cual se utilizaron lineas celulares de colon de ratén
infectado y estas se expusieron frente a cinco compuestos (Figura 11), los cuales

inhibieron las corrientes de cloruro activadas por calcio (Zhu et al. 2020).
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Figura 11. Cinco compuestos inhibidores de las corrientes de cloruro activadas por calcio.

Fuente: (Zhu et al. 2020)

Por ultimo, otra molécula descubierta capaz de mantener una interaccién con el canal
TMEM16A es el cobalto, en este caso un cation divalente. Este mecanismo es uno de los
gue parece estar mas claro. Por un lado, como ya se conoce, este canal es un canal
dependiente de una corriente de calcio, Ca2+. Por lo tanto, al ser un catién divalente al
igual que el cobalto, Co2+, este es capaz de unirse a los sitios de activacién del canal
donde deberia unirse el Ca2+, inhibiendo asi la unién de este, por lo que el canal queda
blogueado y con ello la corriente de aniones de cloro (Nguyen et al. 2020). Por otro lado,

si nos encontramos ante una saturacidn de cationes cobalto, se produciria un efecto de
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potenciacion del canal TMEM16A, lo que provocaria una apertura descontrolada del
canal, con la siguiente salida de aniones cloruro, aumentando asi la supervivencia de las

células cancerigenas (Nguyen et al. 2021a).

4.3.CLIC1
A sabiendas de apartados anteriores, CLIC1 es el primer canal intracelular de cloro de
esta familia que se identificd. Va a actuar como oncogén en distintos procesos celulares,
por lo que puede ser clave en investigaciones sobre futuras dianas terapéuticas frente
al cancer. Los primeros estudios realizados han demostrado el papel de este canal en la
invasion y metdstasis en varios tipos de tumores malignos como el cancer de higado, el
cancer colorrectal y el cancer de préstata, entre otros (Li et al. 2018). Los tipos de cancer

mas importantes donde va a tener un efecto este canal son los siguientes:

4.3.1. Cancer hepatocelular
Uno de los tipos de cancer que mas muertes provoca en el mundo es el cancer de higado,
conocido su subtipo mas importante como carcinoma hepatocelular. La mayoria de los
pacientes con este cadncer pasan por una cirrosis y finalizan con un cancer hepatico,
causado principalmente por distintos factores como pueden ser la edad, el sexo,
infeccidn por un virus o el alcohol. Este tumor se suele detectar cuando ya se encuentra
en etapas bastante avanzadas, lo que dificulta la mejoria de la enfermedad, asi como la
salud del paciente (Dominguez et al. 2009). Por ello, es importante estudiar y conocer
los mecanismos por los cuales se produce la progresion y la metastasis del cancer de
higado, donde podemos encontrar con un papel importante a CLIC1, con el fin de

obtener nuevos procesos de tratamiento.

Se realizé un estudio tanto con higados afectados como con tejidos hepaticos que no
eran tumorales, con el que se queria investigar sobre la expresién de CLIC1 en el
carcinoma hepatocelular (Wei et al. 2015). Se detectd que los niveles de CLIC1 se veian
aumentados en los tejidos que presentaban el tumor comparado con los higados
normales. Ademas, estos niveles también se encontraban elevados en los tumores

metastdsicos frente a los no metastdsicos, con lo que se concluia que CLIC1 presenta un
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papel importante tanto en el carcinoma hepatocelular como en la metastasis de este
(Wei et al. 2015). Por ultimo, también cabe destacar, como podemos ver en la Figura 12,
gue este canal de cloruro se relaciond con el grado del cdncer de higado, ya que, si
aumenta la cantidad de expresidon de CLIC1, se aumenta con ello el grado tumoral de

dicha enfermedad (Jiang et al. 2020).
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Figura 12. Grados tumorales del carcinoma hepatocelular relacionado con la expresidn

diferencial del canal CLIC1. Fuente: (Jiang et al. 2020).

Estos resultados obtenidos indican que CLIC1 es un factor critico en el desarrollo del
cancer de higado asi como en su metastasis, pero aun se necesitan mas investigaciones
para conocer con exactitud el mecanismo molecular en la aparicion y el desarrollo de

tumores (Peretti et al. 2015).

4.3.2 Cancer vesiculo biliar
Otro de los tipos de cancer donde va a presentar gran influencia el canal intracelular de
cloro CLIC1 es el cancer vesiculo biliar. Aligual que en otros estudios, se utilizaron células
tanto normales como tumorales de vesicula biliar humana. En este caso, el objetivo de
este estudio fue determinar si el silenciamiento del gen CLIC1 se veia reflejado en un
induccion de la apoptosis y con ello en una inhibicidn del proceso de proliferacion de las

células oncogénicas del cancer vesiculo biliar (He et al. 2018).

Para esta investigacion se eligio la técnica de Western Blot. Esta es una técnica utilizada
para identificar una proteina en una muestra que contiene varias proteinas mediante
una separacion de las mismas por su peso molecular y con un anticuerpo especifico que

detecta la proteina de interés (Veiga 2013). En nuestro estudio, la proteina de interés a
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encontrar va a ser CLIC1, utilizando como control una banda de beta-actina. Tras realizar
este andlisis, se obtuvieron unos resultados que mostraban que las proteinas CLIC1 se
encontraban en niveles altamente significativos en los tejidos con cancer vesiculo biliar
comparado con tejidos normales de la vesicula biliar, ya que como podemos comprobar
en la Figura 13, la expresion de CLIC1 en células oncogénicas en ascendencia se refleja

con una mancha mas oscura en la lectura de la técnica de Western Blot (Ding et al. 2015).

CLIC1

B-actin

Normal Tumor

Figura 13. Transferencia de Western de la expresidn de la proteina CLIC1 en comparacion con

tejidos normales de la vesicula biliar. Fuente: (He et al. 2018)

4.3.3. Cancer gastrico
El cancer gastrico también es uno de los tumores malignos comunes en la sociedad. Los
primeros estudios han demostrado que, aunque las vias de sefalizaciéon aun no estan
claras, CLIC1 esta involucrado en la invasidn y metastasis del cancer gastrico (Li et al.

2018).

Uno de los ensayos realizados mas frecuente ha sido el efectuado con pacientes con
cancer gastrico de un hospital, el cual tenia la finalidad de estudiar el silenciamiento de
CLIC1 (Qiu et al. 2021). Como se puede ver en la Figura 14, en este se certificd que, al
silenciar la expresiéon de CLIC1, disminuyeron las capacidades migratorias e invasivas de
las células tumorales (Qiu et al. 2021). En este estudio se informd ademas que estos
niveles de CLIC1 aumentaron 1,95 veces en comparacién con muestras de tejido no

canceroso (Zhao et al. 2015).
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Figura 14. Comparacion del grupo de células tumorales MGC-803 con el grupo de células

control tras el silenciamiento de CLIC1. Fuente: (Qiu et al. 2021).

4.3.4. Cancer colorrectal
El cancer colorrectal, también conocido como cancer de colon, es otro tipo de cancer
gue se relaciona con el canal de cloro CLIC1. Se realizé un estudio en el que se utilizaron
varias lineas celulares de cancer de colon humano, con el fin de conocer el papel de
CLIC1 en la metastasis de este cancer (Wang et al. 2012). En este, se ha demostrado que,
tras una regulacién positiva de CLIC1 en las muestras de los tumores colorrectales, este
canal deberia proporcionar una base frente a la que actuar en el desarrollo de

marcadores con relevancia clinica en el cancer colorrectal (Petrova et al. 2008).

En el experimento se llevé a cabo una supresion de la expresion de CLIC1, lo que dio
lugar a que disminuyeran notablemente la transferencia de las lineas celulares de cancer
de colon, comparados con los resultados normales o de control en gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (Figura 15), con lo que se deducia que el canal CLIC1

iba a tener una influencia en la propagacion del cdncer de colon (Wang et al. 2012).
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Figura 15. Eliminacion de la expresion de CLIC1 en dos lineas celulares de cancer de colon

4.3.5. Cancer pancreatico
El dltimo tipo de cancer donde va a tener un efecto el canal CLIC1 es el cancer de
pancreas, también conocido como adenocarcinoma pancredtico. Al analizar muestras
tumorales de pacientes, se identificd una expresién de CLIC1 mayor de gran importancia

(Patel et al. 2019).

Se realizé un estudio para comprobar el papel de CLIC1 en el cancer pancreatico en el
gue se utilizé la técnica de inmunohistoquimica (Ding et al. 2015), una herramienta que
se encarga de clasificar las neoplasias en categorias utilizando marcadores, facilitando
asi el diagnodstico y el prondstico de las mismas (Navarro and Castro 2018). En este caso
se hizo una tincién de inmunoperoxidasa estandar, con lo que se midié la expresion de
CLIC1 segun la intensidad de la tincién. La mayoria de los pacientes con céncer
pancreatico obtuvieron una tincidon CLIC1 positiva (Figura 16B), frente a los pacientes

control, los cuales muy pocos consiguieron esta tincion (Figura 16A) (Lu et al. 2015).
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Figura 16. Expresién de CLIC1 en cancer de pdncreas a través de una tincion de

inmunoperoxidasa. Fuente: (Ding et al. 2015).

4.3.6. Inhibicion de CLIC1
Como se ha comentado en este trabajo bibliografico, el canal intracelular de cloro 1
participa en el desarrollo de multiples tumores humanos agresivos (Wang et al. 2017),

donde se sobreexpresa en comparacién con el tejido normal (Barbieri et al. 2019).
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Los estudios actuales se encuentran en pleno proceso de busqueda y descubrimiento de
nuevas moléculas que se enfoquen a inhibir el CLIC1 convirtiéndolo en una novedosa
diana terapéutica. A través de un reposicionamiento, una busqueda de nuevas dianas
para fdrmacos ya existentes, se ha destacado a la familia de las biguanidas (Barbieri et
al. 2019). En primer lugar encontramos la metformina (Figura 17A), un farmaco de
primera linea en la diabetes mellitus tipo 2 (Agencia Espafiola de Medicamentos y
Productos Sanitarios 2017), la cual ejerce una importante actividad antitumoral (Gritti
et al. 2014). Se ha realizado un estudio con el objetivo de identificar si CLIC1 se involucra
en la inhibicidn de la proliferacidn de células tumorales a través de la metformina, en el
cual se trataba a ratones injertados con células cancerigenas con metformina, cuyos
resultados in vitro demostraron una inhibicién de las corrientes de cloruro en el canal

debido a la unién de la metformina al mismo (Gritti et al. 2014).
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Figura 17. Estructuras quimicas de la metformina (A) y la fenformina (B)

Por ello, se estan estudiando otro tipos de medicamentos similares a la metformina,
como por ejemplo la fenformina (Figura 17B), utilizada también en diabetes mellitus tipo
2 pero retirada del mercado (Hernandez Yero et al. 2011), y que ha ejercido actividad
antitumoral en modelos cientificos in vitro e in vivo (Barbieri et al. 2019), la cual al
compararla con la de la metformina se ha determinado que presenta mayor potencial
inhibitorio de CLIC1 que la propia metformina, por lo que se presenta como una
importante molécula para ser futura diana terapéutica frente al cancer (Barbieri et al.

2018).

En ultimo lugar, cabe decir que, actualmente se ha conformado un estudio en el que se
ha basado en la identificacidn de importantes inhibidores de CLIC1 a través de una

potente base de datos, del cual se han obtenido 6 candidatos a potentes inhibidores del
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canal (Figura 18), de lo que se espera que en futuras investigaciones los quimicos

médicos los desarrollen aun mas para el tratamiento de canceres (Wang et al. 2017).
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Figura 18. Compuestos candidatos a futuros inhibidores del canal CLIC1. Fuente: (Wang et al.

2017).

4.4, CLIC3
CLIC3 es otro canal perteneciente a la familia de los canales intracelulares de cloro. Este,
gue se encuentra distribuido en varios tejidos, se ha relacionado en los ultimos
experimentos con la apoptosis y la migracidn de celulares tumorales, teniendo un papel

importante en el desarrollo de tumores (Chen et al. 2020).

4.4.1. Cancer gastrico
En un presente estudio que se ha realizado, se investiga la importancia de la expresion
de CLIC3 en el cdncer gastrico humano, donde se han utilizado muestras de tumores de
pacientes con la enfermedad y en el cual se ha medido la expresidn del canal a través de

la intensidad de una tincién (Kawai et al. 2020). Se descubre que CLIC3 se secreta en
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células cancerosas, y que los niveles del mismo dan lugar a un resultado clinico
preocupante (Hernandez-Fernaud et al. 2017). Analizando los resultados del
experimento (Figura 19), cabe destacar con gran relevancia este caso excepcional, ya
gue al analizar las lineas celulares cancerosas, sélo se detectd CLIC3 en una de las lineas,
lo que se interpreta como que la expresidon disminuida de CLIC3 en el cancer gastrico

puede ser un mal prondstico para los pacientes (Kawai et al. 2020).
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Figura 19. Niveles de expresién de CLIC3 en cinco lineas celulares de cancer gastrico. Fuente:

(Kawai et al. 2020)

4.4.2. Cancer pancreatico
Por otro lado, la expresién del canal CLIC3 se ha visto aumentada en estudios de
neoplasias pancredticas, datos que muestran la importancia de CLIC3 en la invasion y
progresion de células tumorales pancredticas, pero alin no se conoce el papel del mismo

con exactitud (Patel et al. 2019).

4.4.3. Inhibicion o potenciacion de CLIC3
En lo que respecta a la inhibicidon o potenciacién de este canal, no se han encontrado
aun estudios que determinen algunas moléculas que puedan actuar sobre el mismo, por

lo que serd de gran relevancia en futuras investigaciones.
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4.5. CLIC4
El altimo canal intracelular de cloro que se encuentra es el CLIC4. Es una proteina
expresada de manera ubicua que esta involucrada en muchos procesos celulares como
el control del ciclo celular, la diferenciacion celular y la apoptosis (Patel et al. 2015). La
actividad bioldgica de CLIC4 ha sido estudiada extensamente (Suh et al. 2005), aun asi
es una proteina recién descubierta, por lo que queda un largo camino para entender sus

mecanismos que la involucran en la progresién tumoral (Peretti et al. 2015).

4.5.1. Cancer colorrectal
En estudios realizados se ha detectado una relacién entre CLIC4 y el cancer, donde por
un lado se sugiere que esta involucrado en el desarrollo de tumores, pero por otro lado
este canal inhibid el crecimiento de tumores, por lo que el papel del mismo aun sigue
sin estar claro (Yokoyama et al. 2021). Sin embargo, en un reciente experimento se
analizé el papel del canal a partir de células madre de cancer colorrectal metastasico,

obteniendo los resultados reflejados en la Figura 20 (Deng et al. 2014).
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Figura 20. Expresién de CLIC4 en distintas lineas celulares: células madre cancerosas
metastdsicas (Sph17), no metastasicas (Sph40) y células parenterales (SW480). Fuente: (Deng
et al. 2014)

4.5.2. Cancer de rifién
Sin embargo, en otro experimento en el que se estudiaba la expresion de CLIC4 en
distintas lesiones tumorales, se identificé la pérdida de la misma en muestras de cancer

de rifién, por lo que un aumento de esta puede inhibir el crecimiento de células
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cancerosas humanas, aumentando la apoptosis y disminuyendo la proliferacion celular

(Zou et al. 2016).

Aun asi, se sugiere que el aumento de CLIC4 seria el gran objetivo a revertir en la terapia
enfocada a este canal, incluyéndolo en la lista de grandes futuras dianas terapéuticas

frente al cancer (Suh et al. 2007).

4.5.3. Inhibicidn o potenciacién de CLIC4
El canal intracelular de cloro 4 es una proteina que esta relacionada con el ciclo celular
y los procesos de apoptosis, por lo que es un importante objetivo en nuevas

investigaciones para la terapia frente al cancer (Suh et al. 2005).

Un reciente estudio se ha basado en la idea de suprimir la expresion de CLIC4 a través
de un ARN de interferencia pequefio especifico (ARNip) con el fin de identificar el papel
del canal en la apoptosis de una linea celular de carcinoma (Xue et al. 2016), debido a la
capacidad del canal de promover la apoptosis cuando se encuentra regulado a la baja
(Yu et al. 2018). En el nombrado experimento, se realizdé un ensayo en el que se utilizé
ATP para detectar células apoptaéticas (Figura 21), donde se obtuvo un mayor porcentaje
de las mismas en las células de CLIC4 unidas a ARNip en comparacién con las del grupo

control (Xue et al. 2016).
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Figura 21. Porcentaje de células apoptdticas en la unién CLIC4-ARNip comparado con el grupo

control de ATP. Fuente: (Xue et al. 2016).
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5. CONCLUSIONES

1. El cdncer es una de las enfermedades de la actualidad que mas preocupa a la
poblacidn, presenta una elevada gravedad y un aumento cada vez mayor de la tasa de
mortalidad. Y, aunque los métodos cientificos que van apareciendo son cada vez mas
novedosos y nos permiten conocer nuevos detalles de ciertas enfermedades, segun los
datos recabados de los ultimos afios, es de urgencia obtener nuevos caminos para

hacerle frente.

2. Tras el estudio de los distintos tipos de canales de cloro y su relacion con el cancer,
asi como distintas moléculas que pueden actuar sobre ellos, cabe destacarlos como

importantes potenciales dianas terapéuticas frente al cancer.

3. El estudio de los canales de cloro como nuevas dianas terapéuticas, asi como la
investigacion de nuevas moléculas, se encuentra en las primeras etapas, por lo que,
aunque ya son de gran relevancia, iran ganando cada vez mas importancia en

investigaciones futuras.

4. La existencia de nuevas moléculas que estan siendo desarrolladas u otras que ya
existian, utilizando el método de reposicionamiento de farmacos, estan presentando
buenos resultados actuando sobre los canales de cloro y ejerciendo efecto sobre el

cancer, reforzando su papel como nuevas dianas frente al cancer.
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