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FUNCIONES DE LOS CANALES IONICOS CFTR Y ENAC
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La fibrosis quistica se debe a la ausencia o defecto del canal transmembrana regulador de la fibrosis
quistica (CFTR), un canal de cloruro codificado en el gen cftr que juega un papel clave en la ho-
meostasis del agua e iones. El CFTR es activado por el AMPc y se localiza en las membranas apicales y baso-
laterales de las vias aéreas, intestino y glandulas exocrinas. Una de sus funciones primarias en los pulmones
es mantener la capa de liquido superficial a través de su funcion de canal y regular el canal epitelial de sodio
sensible al amiloride (ENaC). Se han identificado mas de 1900 mutaciones en el gen cftr. La enfermedad se
caracteriza por secreciones viscosas en las glandulas exocrinas y por niveles elevados de cloruro de sodio en
el sudor. En la fibrosis quistica el CFTR no funciona y el ENaC esta desregulado; el resultado es un aumento
en la reabsorcién de sodio y agua con la formacion de un liquido viscoso. En las glandulas sudoriparas tanto el
Na* como el CI- se retienen en el lumen causando una pérdida de electrolitos durante la sudoracién y el NaCl
se elimina al sudor. Asi, los niveles elevados de NaCl son la base del test del sudor inducido por pilocarpina,
un método de diagndstico para la enfermedad. En esta revision se discuten los movimientos de Cl'y Na* en las
glandulas sudoriparas y pulmén asi como el papel del ENaC en la patogénesis de la enfermedad.
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Abstract CFTR and ENaC functions in cystic fibrosis. Cystic fibrosis is caused by dysfunction or lack
of the cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR), a chloride channel that has
a key role in maintaining ion and water homoeostasis in different tissues. CFTR is a cyclic AMP-activated
Cl- channel found in the apical and basal plasma membrane of airway, intestinal, and exocrine epithelial cells.
One of CFTR’s primary roles in the lungs is to maintain homoeostasis of the airway surface liquid layer through
its function as a chloride channel and its regulation of the epithelial sodium channel ENaC. More than 1900
CFTR mutations have been identified in the cftr gene. The disease is characterized by viscous secretions of
the exocrine glands in multiple organs and elevated levels of sweat sodium chloride. In cystic fibrosis, salt
and fluid absorption is prevented by the loss of CFTR and ENaC is not appropriately regulated, resulting in
increased fluid and sodium resorption from the airways and formation of a contracted viscous surface liquid
layer. In the sweat glands both Na* and CI- ions are retained in the lumen, causing significant loss of electro-
lytes during sweating. Thus, elevated sweat NaCl concentration is the basis of the classic pilocarpine-induced
sweat test as a diagnostic feature of the disease. Here we discuss the ion movement of CI- and Na* ions in two
tissues, sweat glands and in the air surface as well as the role of ENaC in the pathogenesis of cystic fibrosis.
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Debido a la falla en el canal ionico CFTR (cystic fi-
brosis transmembrane conductance regulator) y a sus
consecuencias en el canal de sodio sensible al amilo-
ride (ENaC), se altera el transporte idnico en la fibrosis
quistica. Por un lado, la disminucién en la entrada de
Nat*y CI en los conductos de las glandulas sudoriparas
aumenta el Na*y Cl- en el sudor y es la base de la prueba
diagnostica mas utilizada para la fibrosis quistica. Por otro
lado, la hiperabsorcién del Na* y la falta de secrecién de
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HCO, en el epitelio de las vias aéreas son responsables
de la deshidratacion del mucus y la consecuente casca-
da de fendmenos patoldgicos. Tratar de entender estos
movimientos idnicos es el fundamento de este articulo.

La fibrosis quistica es la enfermedad monogénica de
caracter multisistémico mas frecuente en la poblacién
mundial (1/3 000). Se hereda de manera autosomica
recesiva. El defecto basico consiste en mutaciones en el
gen que codifica la proteina CFTR, un canal anidnico ex-
presado en células epiteliales y endoteliales del corazon,
de la sangre y de placenta, entre otros. Ademas, el ENaC
también juega un papel importante en la fisiopatologia de
la enfermedad.

El gen cftr se localiza en el cromosoma 7 (posicion
7931) y fue descubierto en 1989. Lo componen 300 000
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pares de bases y 27 exones, estd muy conservado entre
las diferentes especies y por su tamafio ofrece un extenso
blanco mutacional. Es asi que se han detectado cerca de
1900 mutaciones en el gen que afectan el plegamiento,
la localizacion o la actividad del canal. Dependiendo de
la zona geografica, el 25-90% de ellas consiste en la
eliminacion de un residuo de fenilalanina en la posicidon
508 dentro del dominio NBD1 (mutacién AF508) que
previene la insercion del canal en la membrana celular.
En la Argentina, esta mutacion se observa en el 59-66%
de los afectados’. La segunda mutacion mas frecuen-
te es la G542X, una mutacién sin sentido que resulta
en una proteina no funcional*. El elevado numero de
mutaciones dificulta la practica de su identificacion con
métodos genéticos y es la razén por la cual todavia el
“test del sudor” mediante iontoforesis de pilocarpina siga
siendo un método de diagndstico para la deteccion de la
fibrosis quistica®.

El transporte idnico defectuoso provoca una falla mul-
tiorganica en érganos como pulmon, intestino y pancreas.
En las vias aéreas, la pérdida del clearance mucociliar
con el movimiento ciliar y la disminucion de la capa de
liquido de superficie favorece las infecciones recurrentes
que llevan a una grave infeccion pulmonar responsable del
90% de la morbilidad y mortalidad. Hasta hace muy poco
tiempo el tratamiento estuvo dirigido a las complicaciones
de estos procesos patoldgicos, pero en los ultimos anos
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se han probado tratamientos en humanos con agentes
que corrigen el funcionamiento del CFTR en enfermos
con determinados tipos de mutaciones, ultima causa de
la enfermedad (ver mas adelante).

En forma experimental el CFTR se activa con drogas
como la forskolina, un activador de la adenilato ciclasa,
e inhibidores de la fosfodiesterasa, como el IBMX que
aumenta los niveles de AMPc (Fig.1). El canal es inhibido
por bloqueantes de canales de cloruro como el DPC y
CFTR,,-172° (Fig. 2).

Tanto en la sintesis, como en el plegamiento y de-
gradacion del canal intervienen numerosas moléculas
chaperonas y todo este conjunto de proteinas, mas de
200, se conoce como “CFTR interactoma”” 8. El CFTR
interacciona con diversas moléculas formando complejos
macromoleculares anclados al citoesqueleto subcortical
que permiten regular tanto la insercion del CFTR en la
membrana, su nivel de expresién como su funcionamiento
y degradacion®. Un ejemplo esta expuesto en la Fig. 3. El
extremo C terminal del CFTR posee un dominio de unién
de 4 aminoacidos (DTRL) para proteinas con dominios
PDZ como NHERF (Na/H exchanger regulatory factor).
Asi, por ejemplo, la isoforma NHERF1, por medio de su
extremo C terminal se une a EZRIN, una proteina estruc-
tural relacionada tanto a la membrana celular como a los
filamentos de actina, estabilizando todo el complejo. Esto
permite una compartamentalizacion celular y que el AMPc

Extracelular

Intracelular

Forskolina ..f.?.} PKA

Fig. 1.— EI CFTR es una glicoproteina con 1480 aminoacidos y un peso molecular de 180 KDa. Tiene 5 dominios, dos trans-
membranales (TM), cada uno con seis pasos de membrana alfa hélices unidos al dominio de unién a nucleétido (NBD)
citoplasmatico. El NBD1 esta a su vez conectado a un sitio regulatorio R. El CFTR es activado por fosforilacion de su
dominio regulatorio intracelular R por la proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA) que es activada por la forskolina®’.
Una vez que el canal es activado por la fosforilacion, las aperturas y cierres son regulados por la hidrdlisis del ATP en los
dominios TM1 y TM2 y por el ATP intracelular que se une a los sitios NBD, siendo inactivado por fosfatasas.
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generado por PKA se mantenga en la zona del complejo.
Por el contrario, en las mutaciones AF508 esta estructura
esta desintegrada, el AMPc esta diseminado por todo el
citoplasma y el canal mutado es degradado®.
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Fig. 2.— Cambios en la conductancia (amplitud de corriente/
amplitud del potencial) en un ovocito de Xenopus laevis
inyectado 48 horas antes con el ARNm del CFTR. La célula
es estimulada cada 30 segundos con pulsos despolarizan-
tes de 60 mV de amplitud. La incubacion del ovocito con
forskolina aumenta la conductancia debido a la activacién
del CFTR y esto no se observa si se incuba a la célula
con el bloqueante DPC. Por otro lado el DPC per se no
tiene efecto sobre la conductancia basica de la célula. Las
barras indican el tiempo de aplicacién de las drogas y el
valor de conductancia se relativiza respecto al valor basal.
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Como todas las proteinas, el CFTR se sintetiza y gli-
cosila en el reticulo endoplasmico transportado al aparato
de Golgi, donde finaliza la glicosilacion y es secretado
hacia la membrana celular. Una vez en la membrana, el
CFTR es reciclado en endosomas proximales y vueltos a
la membrana celular y una pequefa fraccion es transferida
para su degradaciéon a endosomas terminales, cuerpos
multivesiculares y lisosomas (Fig. 4).

Los potenciadores como el ivacaftor son compuestos
de quinolinacarboxamida que mejoran la funcionalidad del
canal insertado, mientras que los correctores brindan sus
beneficios mediante el aumento del numero de canales
en la membrana por una disminucion en su degradacion,
o facilitan su maduracién o corrigen el defecto de los
codones de finalizacidon, como el ataluren que se utiliza
en las mutaciones que tienen su fundamento en este
mecanismo. El ivacaftor es un compuesto que aumenta
la probabilidad de apertura del CFTR (estado abierto del
canal) en los casos en que la fibrosis quistica es causada
por una mutacion que provoca un bajo funcionamiento
del canal (G551D). El ataluren es un aminoglicésido di-
sefiado para promover la lectura en las mutaciones por
codones de terminacion como en la mutacion G542X,
restaurando la funcion del gen con resultados positivos en
enfermos con fibrosis quistica. El lumacaftor (VX-809) ha
demostrado utilidad en cultivos promoviendo el trafico hacia
la membrana del CFTR con la mutacion AF508'" 2 (Fig. 4).
Existen asi tratamientos novedosos para los dos tipos de
mutaciones mas frecuentes en Argentina.

- membrana plasmatica
Ylnnl&&..mooqocﬁotecc

Fig. 3.— Esquema de la interacciéon entre el CFTR y proteinas asociadas al citoesqueleto. El extremo C terminal del CFTR
tiene un dominio de unién a los dominios PDZ (PDZBD) y de esta forma se une a la proteina NHERF1. A su vez NHERF1
por su extremo C terminal se une a EZRIN, una proteina estructural que se conecta tanto a la membrana celular como a
los filamentos de actina que forman el citoesqueleto. Sélo se ha dibujado el TM 2, R, NBD2 y PDZBD del CFTR.
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Fig. 4.— Esquema de la sintesis, maduracion, insercion y degradacién del CFTR. El CFTR se sintetiza en el reticulo endotelial
(RE) y completa su maduracion y glicosilacion en el sistema de Golgi para luego insertarse en la membrana plasmatica
donde cumple su funcién de canal iénico. Gran parte del CFTR es reciclado en vesiculas y luego vuelto a la membrana
plasmatica mientras que otra fracciéon es degradada en los lisosomas.

Funciones del CFTR

1) En condiciones experimentales ha sido comprobado que
tanto la proteina M2 del virus de la influenza, un canal pro-
ténico, asi como la inflamacion, hipoxia y factores oxidantes
disminuyen la expresion y funcion del CFTR, sugiriendo un
papel del CFTR en la fisiopatologia de la influenza y en la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica' 4.

2) Tanto el CFTR como el ENaC y otros canales i6nicos
participan en la migracion celular, proceso crucial en la
defensa inmunoldgica, la implantacion y morfogénesis
embrionaria, la reparacion de heridas y la regeneracion
de los tejidos. Es un fendmeno complejo que requiere
de la integracion de sefiales mecanicas y quimicas que
reprimen la expresion de moléculas de adhesion y produ-
cen cambios en el volumen y en el citoesqueleto celular.
La regulacion aberrante de los canales i6nicos es un
mecanismo que subyace en la invasiéon de los tumores
malignos'® 16,

3) Ademas de su funcidon como canal iénico de cloruro,
el CFTR puede transportar HCO, y su defecto es muy
importante en la fisiopatologia de la fibrosis quistica (ver
mas adelante)'” '8

4) El CFTR puede ser activado por estimulos mecani-
cos y se ha caracterizado asi como un canal mecanosen-
sible, particularidad importante en los cambios de volumen
celular en los que participa el CFTR™.

5) Existen numerosas pruebas acerca de que el CFTR
regula la actividad de otros canales iénicos como canales
de cloruro de rectificacion saliente (ORCC), el ENaCy las
conexinas®-22, Ejemplo de ello se observa en la Fig. 5 con
la disminucién en la conductancia a través de las uniones
gap por el CFTR activado por forskolina en ovocitos que
expresan también la conexina 45, proteina formadora
de las uniones gap. La actividad del CFTR altera la res-
puesta control. Aunque los detalles de esta regulaciéon no
se conocen, los mecanismos podrian involucrar cambios
en la concentracion de iones por la actividad de un canal
que a su vez afectaria a otro canal o en el numero de
canales expresados. Una interaccion fisica directa entre
CFTR y ENaC se apoya en los resultados obtenidos en
experimentos de electrofisiologia de canales aislados,
la coinmunoprecipitacion de las dos proteinas y por la
presencia del fendomeno FRET (transmision de energia
de resonancia de Foérster) que requiere de una proximidad
de las proteinas de 1-10-nm22* (Fig. 5).

En 1986 se publicé un articulo® en el que se demos-
traba en la fibrosis quistica una hiperabsorcion de Na* en
el epitelio de las vias aéreas, sugiriéndose la participacion
del canal ENaC en el desarrollo de la enfermedad. A
partir de ese momento se publicaron nuevas evidencias
y contradicciones sobre la relaciéon del ENaC con el CFTR
y del papel regulador del CFTR sobre otros canales, que
incluyeron modelos transgénicos de ratones con falta de
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CFTR y sobreexpresion de una de las subunidades del
ENaC?% 27, Como se comentd mas arriba, faltan muchos
detalles sobre esta interaccion, en particular sobre sus
efectos positivos y negativos dependiendo del tejido
estudiado. El lector es referido a dos revisiones comple-
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Fig. 5.— Interacciéon entre CFTR y la conexina 45 en pares
de ovocitos acoplados para que se formen las uniones
gap y que expresan 1) la conexina 45 o 2) el CFTR mas
la conexina 45. La estimulacion del CFTR con forskolina
disminuye el cociente del valor estacionario de la con-
ductancia (sts) respecto a la del pico de la misma (G, )
cuando uno de los ovocitos es estimulado (transjunctional
voltage, Vj) con pulsos positivos y negativos de 0 a 80 mV.
(Modificado de Kotsias y Peracchia, 2005)22.
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tas sobre el tema?®2°, Aqui nos detendremos en uno de
es0s mecanismos que podrian explicar los dos puntos
mencionados en la primera parte de este trabajo como
el aumento en el Na* y CI- en el sudor de los enfermos
con fibrosis quistica y la hiperabsorcion de Na* en las
vias aéreas enfermas.

En lineas generales, la absorcion de los iones y agua
depende de los efectos del transporte activo de Na* en las
membranas basolaterales. El Cl'y el Na* se transportan
al interior celular por varios mecanismos, incluyendo el
CFTRYy el canal ENaC en respuesta a cambios en la fuer-
za impulsora creada por la NaK-ATPasa. El movimiento
de iones tiene por resultado el pasaje de agua por via
paracelular y transcelular®® 3!,

En la Fig. 6 se muestra un diagrama de esta interaccion
en las glandulas sudoriparas. En condiciones normales
tanto el Cl-como el Na* se reabsorben siguiendo el gra-
diente electroquimico. Cuando la funcién del CFTR es
defectuosa o no esta presente como en la fibrosis quistica,
el CI-del lumen en los conductos no se reabsorbe y este
exceso de cargas negativas en el exterior celular despo-
lariza la membrana apical dificultando la reabsorcion de
Na* por la atraccion entre cargas opuestas. Como conse-
cuencia tanto el ClI-como el Na* se acumulan en la luz de
los conductos y de alli la mayor concentracion de ambos
en el sudor de los enfermos, y la base del test del sudor.

En las vias aéreas la concentracion intracelular de
Cl- es mas elevada que la determinada por el potencial
electroquimico debido a su entrada por un cotransportador
de la membrana basolateral que utiliza los gradientes de
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Fig. 6.— Principales formas de transporte de Na* y CI- en glandulas sudoriparas y via aérea. El Na* y el Cl- se movilizan por
los canales ENaC y CFTR en la membrana apical (MA) y basolateral (MBL). El transporte activo (TA) de la NaK-ATPasa
crea el gradiente para la movilizacién de los iones y el cotransportador Na-K-2Cl es una de las fuentes de entrada que
permite que la concentracion de Cl-esté por encima de su potencial electroquimico. Los inhibidores de las proteasas del
liquido de superficie y la proteina SPLUNC1 tienen un efecto negativo sobre el ENaC, disminuyendo su pasaje al interior
celular y el cambio en el potencial de membrana influye sobre el pasaje de CI- por el CFTR. La interaccién positiva que
se observa en la fibrosis quistica entre el defecto del CFTR y el ENaC esta simbolizada por el signo positivo. Ver texto

para mas detalles.
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Na*, K+ y CI- generados por la NaK- ATPasa. Ademas,
las células del epitelio respiratorio poseen una mayor
permeabilidad al agua que en las glandulas sudoriparas
y pueden alternar entre la secrecion y la reabsorcion del
CI dependiendo del gradiente electroquimico; para esto
se utilizan canales CFTR ubicados tanto en la membrana
apical como en la basolateral y una regulacion del ENaC
por factores extracelulares muy importantes:

- En primer lugar la presencia de una proteina secre-
tada, SPLUNC1 (short palate lung and nasal epithelial
clone 1) que inhibe la funciéon del ENaC cuando el pH
extracelular es cercano a la neutralidad®. En la fibrosis
quistica el transporte de HCO, esta afectado y el pH ex-
tracelular es mas acido y esta acidez es responsable de
que SPLUNC1 no bloquee el ENaC con la consiguiente
hiperabsorcion de Na* y consiguiente deshidratacion.

- En segundo lugar, la presencia de inhibidores de pro-
teasas en el liquido superficial de la via aérea debido a que
las proteasas activan al ENaC?3. Una de las proteasas es
la elastasa, con una mayor actividad durante los estados
inflamatorios causando un incremento en la absorcion de
Na* al activarse los canales ENaC. Debido a este fendme-
no se deshidratan las vias aéreas con disminucion de la
actividad ciliar®. Cuando la capa de liquido disminuye por
algun factor, por ejemplo en la deshidratacion, aumenta la
concentracion de los inhibidores de proteasas y el trans-
porte de Na* disminuye. Este exceso de cargas permite
que el CI se secrete tratando de recomponer el liquido.

En la fibrosis quistica por la falla en el CFTR estas
regulaciones en el transporte de CI- no ocurren con una
hiperabsorcion de Na* y pasaje de agua con afectacion
en la composicion y cantidad del liquido de la superficie
aérea®. La funcion del CFTR y su consecuencia en el
transporte de Na* puede ser estudiada in vivo en los
enfermos midiendo la diferencia del potencial nasal, un
método de diagndstico clinico®.

Es importante mencionar que existen todavia pregun-
tas y contradicciones sin respuestas ni explicaciones. Por
ejemplo, atendiendo al papel clave de la hiperabsorcion
de Na* en la fisiopatogenia de la enfermedad pulmonar,
han fracasado los intentos terapéuticos utilizando blo-
queantes del ENaC como el amiloride®. Por otro lado,
un modelo de ratdon con la mutacién mas frecuente en
humanos, la AF508, produce una enfermedad intestinal
pero no pulmonar?, mientras que en el modelo de ratén
transgénico con sobreexpresion del ENaC la enfermedad
pulmonar se desarrolla aun cuando el CFTR enddgeno
esta presente?.

A partir de nuestros estudios in vitro tenemos suficien-
tes evidencias que el ENaC y el CFTR expresados en la
placentay en lalinea celular BeWo derivada del trofoblas-
to, participan en la migracion de las células placentarias'™
'6. El ENaC es un canal mecanorreceptor, regulado princi-
palmente por la aldosterona, se coexpresa con el CFTR,
e interactua y esta en relacion directa con proteinas del
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citoesqueleto. Su desregulacion o menor expresion, como
hemos demostrado en placentas preeclampticas® al igual
que con el CFTR®* podrian ser importantes para explicar
uno de los mecanismos alterados en la preeclampsia,
como es la menor migracion e invasion del trofoblasto.
Cuando el gen responsable se aislo en 1989 se pen-
s6 que el tratamiento de la enfermedad estaba cercano.
Ahora sabemos, a un cuarto de siglo de este hallazgo,
que la enfermedad ha contribuido mas al conocimiento
cientifico que la ciencia a la cura de la enfermedad. Mas
de 1900 mutaciones sobre el mismo gen, la compleja
fisiopatogenia por la participacion del canal ENaC, la
diferencia entre los modelos animales con la enfermedad
y las complejas regulaciones e interacciones entre los
canales ionicos son algunos de los factores responsables
para el retardo experimentado en el tratamiento dirigido
a la base de la enfermedad y no a sus consecuencias.

Conflictos de intereses. Este trabajo fue financiado con
subsidios del Ministerio de Ciencia Tecnologia e Innovacién
Productiva, Universidad de Buenos Aires, Fundacién A. Roe-
mmers y Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y
Técnicas.
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