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CFTR: Mas que un canal de cloro
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Resumen

Los avances en torno al conocimiento de la proteina de regulacién de transmembrana de la fibrosis
quistica (CFTR) han permitido entender mejor la fisiopatologia de ésta enfermedad y la compleja
relacién genotipo-fenotipo. Hoy se han reportado mas de 1710 mutaciones distintas de ésta proteina;
sin embargo, sélo algunas de ellas se asocian a enfermedad respiratoria. Se reconoce que CFTR es
responsable de la adecuada secrecién y absorcién de electrolitos a través del epitelio (no sélo
respiratorio); y por ello, la enfermedad se caracteriza por una secrecién defectuosa de Cl- epitelial
y una absorcion de Na+ aumentada. Estudios recientes muestran que el CFTR interacttia con otras
proteinas a través de los dominios PDZ. El rol de la proteina CFTR en muchas condiciones especificas

es motivo de investigacion actualmente.
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La Fibrosis Quistica (FQ) es la enfermedad autosémica
recesiva letal mas frecuente en la raza caucasica. Su evolucién
crénica, progresiva y compromiso multisistémico presenta
grandes variaciones fenotipicas entre individuos afectados. Si
bien es cierto que existe un incremento en el nimero de
casos reportados en Chile en la Ultima década, el promedio
de sobrevida alin no es ni siquiera la mitad de lo reportado
en Estados Unidos o Europa(). Un avance importante en el
entendimiento de la FQ fue sin lugar a dudas la clonacion del
gen en 19892, Este gen se encuentra localizado en el brazo
largo del cromosoma 7 y codifica una proteina de 1480
aminoacidos denominada CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
Regulator) situada en la porciéon apical de la membrana de las
células epiteliales, que se expresa en las células secretorias,
senos paranasales, pulmones, pancreas, higado y tracto
reproductivo (Figura ).

La proteina CFTR fue descrita inicialmente como un canal
de cloro (CI") regulado por AMPc y la proteinquinasa A (PKA).
Se reconoce que CFTR es un regulador de otros canales
i6nicosG-) (Figura 2). En células epiteliales normales sin FQ
y en células recombinantes que sobreexpresan CFTR, las
grandes corrientes de CI-, a través de la membrana, son
activadas con el incremento en el AMPc intracelular. En
registros de canales individuales con la técnica patch-clamp
(pinzamiento), se observan corrientes de CI~ dependientes
de CFTR de baja conductancia que no pueden ser detectadas
en células epiteliales provenientes de pacientes con FQ. La
proteina CFTR se expresa en la porciéon luminal de las
membranas de epitelios secretores y de absorcidn, y cumple
un rol predominante en la secrecion de electrolitos activada
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Figura |.- Representacion grafica de la proteina
CFTR en la membrana celular
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FIGURA 2.- Modelos celulares de secrecion de electrolitos y absorcion de electrolitos en las vias aéreas y epitelio intestinal. A) En las células secretoras,
el CI- es captado por el lado basolateral (sangre) por el cotransportador Na*-K*-2CI. EI K™ se recicla mediante los canales K™ basolaterales y el Na™
es bombeado fuera de la célula por la Na*-K*-ATPasa. EI Cl- abandona la célula a través de los canales Cl- luminales de CFTR (apical), y el Na™ es
secretado mediante el shunt paracelular. El K+ también es secretado al lado luminal a través de canales K+. Dependiendo del tejido, el cAMP intracelular
es aumentado y la secrecién es activada por adenosina o prostaglandina E2 (PGE2). B) En células epiteliales de absorcion, el Na™ es captado por canales
Na™ epiteliales luminales (ENaC). El ClI- es transportado mediante el shunt basolateral y probablemente a través de los canales Cl- CFTR. El Na™ es
bombeado fuera de la célula por la Na™-K*-ATPasa basolateral, mientras que el Cl" y K* abandonan la célula a través de los canales CI* y K™,
respectivamente. En estas células epiteliales de absorcién que coexpresan CFTR y ENaC, la estimulacion del CFTR lleva a la inhibicion del ENaC.

por AMPc y calcio (Ca?*) intracelular. CFTR constituye la via
de salida luminal para CI7, el que ha sido captado por el
cotransportador Na*-K*+-2CI-®). Ademas de su funcion se-
cretora, el CFTR también regula la funcidn de electrolitos al
controlar la actividad del canal de Na* epitelial (ENaC) en
células epiteliales de absorcién del colon, vias aéreas y
conductos sudoriparos (Figura 2). Al contrario del colon y las
vias aéreas, en los cuales el CFTR tiene un efecto inhibidor
sobre la activacién de ENaC con la activacion por PKA, el
CFTR es necesario para la activacion de ENaC en los con-
ductos sudoriparos(®),

Secrecién defectuosa de Cl y absorcién de Na* aumentada
en FQ

La forma de interaccién de CFTR con ENaC y otros canales
i6nicos aln es desconocida y continlia bajo investigacién(),
Dado que los defectos en CFTR llevan a una regulacion
defectuosa del canal ENaC, la FQ se caracteriza por altera-
ciones en la secrecién y absorcién de electrolitos. En relacion
con la enfermedad pulmonar de riesgo vital en pacientes con
FQ, se han descrito dos mecanismos fisiopatoldgicos impor-
tantes: 1) la secrecion alterada de CI7, la cual se localiza de

Figura 3.- Actividad de la proteina CFTR en la membrana celular del humano
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preferencia en las glandulas submucosas y 2) la absorcion
aumentada de Na® y la consecuente hiperabsorcién de
electrolitos, la cual ocurre en el epitelio superficial (Figura 3).
En las vias aéreas normales, el transporte iénico cambia desde
una absorcidn neta bajo condiciones de reposo a una secrecién
neta cuando se expone a secretagogos. Sin embargo, las vias
aéreas en pacientes con FQ son incapaces de aumentar su
transporte secretor con estimulacién. Por el contrario, la
conductancia de Na* epitelial aumentada en membranas
apicales, en forma paralela a una permeabilidad paracelular
para CI” y la elevada permeabilidad al agua no permite
gradientes osmdticos transepiteliales mayores, lo que lleva
a hiperabsorcién en los epitelios FQ®), Por lo tanto, la capa
de liquido superficial de la via aérea (ASL) disminuye, las
glandulas mucosas ya no son despejadas del mucus y el
clearance mucociliar se ve fuertemente alterado en las vias
aéreas con FQ. La expresion clinica de la FQ es causada por
una gran cantidad de mutaciones distintas que afectan la
funcién del CFTR en diferentes vias® 19, El objetivo de muchas
nuevas terapias apunta a contrarrestar el efecto deletéreo de
estas mutaciones recuperando al menos la actividad parcial
del canal CI~ dependiente de CFTR.

Existe algo que no sea afectado por CFTR?

La FQ se caracteriza por una variedad de sintomas. La razén
de ello es explicada por el hecho que todos los tipos de
tejidos epiteliales son afectados (Tabla |). Algunos sintomas
y defectos celulares se deben a una regulacion defectuosa de
otros procesos (diversos) de transporte de membranas y
proteinas celulares independientes de CFTR(), Hasta ahora,

el mejor ejemplo estudiado es el impacto negativo del CFTR
en la conductancia del Nat epitelial. La regulacion de los
canales ENaC por CFTR ha sido estudiada en detalle en
tejidos epiteliales del intestino y traquea, al igual que en células
renales. Se ha demostrado que el primer pliegue de unién
de nucleétidos funcional (NBF1) es un requisito para la
regulacion de ENaC por CFTR('D. De acuerdo a este con-
cepto, otras interacciones de CFTR también se basan en un
NBF I intacto (Tabla I). Se han presentado diversas hipétesis
sobre la forma en que CFTR podrfa controlar la actividad de
los canales ENaCQ). Existen hallazgos que sugieren que el
transporte de CI™ causado por la actividad CFTR, o finalmente,
los cambios locales de la concentracion de CI™ en la proximidad
inmediata a la membrana plasmética, estan causando la
inhibicién del canal de Na*. Dicho mecanismo recuerda la
llamada retroalimentacion de Na* en epitelios que absorben
Na', la cual ha sido conocida durante largo tiempo vy para la
cual los detalles moleculares se encuentra actualmente bajo
investigacion(!2), En forma alternativa, podrfa ser la captacion
celular de Na™, la cual estd fuertemente unida a la de CI7, lo
que esta causando la inhibicién.

Cabe destacar que la inhibicién de ENaC por CFTR no
estd presente en el epitelio de los conductos sudorfparos(®).
Al contrario del colon y vias aéreas, el conducto sudoriparo
se dedica exclusivamente a la absorciéon de electrolitos e
incluso requiere el CFTR para la activacion de ENaC. Por lo
tanto, las conductancias de ClI"y Na* son bajas en la membrana
apical del conducto sudoriparo de pacientes con FQ. Esta
diferencia esencial entre ambos tipos de epitelios podria
reflejar una expresion diferencial de proteinas accesorias
necesarias para la interaccion CFTR/ENaC. Las respectivas
proteinas finalmente interactéan mediante los dominios PDZ.

Tabla .- Resumen de las interacciones del regulador de conductancia transmembrana de fibrosis quistica con
otras proteinas transportadoras
Proteina transportadora afectada Interaccion NBE | requerido
EnaC Inhibicién de EnaC Si
Intercambiador Na*/H* Inhibicion del intercambiador de Nat/H™* !
Intercambiador HCO3*/Cl Activacion del intercambiador de HCO3-/Cl- !
Canales CI- ICOR Activacién de ICOR, otorgando sensibilidad S
a glibenclamida
Canales Cl- activados por Activacién/inhibicion de canales Cl- activados S
Ca?* y volumen por Ca?* e inflamacién
ROMKZ, Kiré. | Otorga sensibilidad a glibenclamida a Si
ROMK2 y Kiré. |
KLQTI Activacion de KLQTI en ovocitos Si
AQP3 Activacién de AQP3 Si
Canales de empalme de hendiduras Activacion de empalmes de hendiduras !
Secrecién de mucus Exocitosis y secrecion de mucus !
Transporte de ATP Liberacion de ATP por células epiteliales Si
Transporte de glutation Activacion del flujo de glutation !

NBFI: dominio de unién a nucledtidos; ENaC: canal Na™ epitelial; ICOR: canal CI” rectificador externo de conductancia intermedia; ROMK2: canal H*

de nefrona distal de rata; KLQTI: canal N™ dependiente de voltaje de activacién retardada; AQP: canal de agua o aquaporina.
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El CFTR se comunica mediante los dominios PDZ

Recientemente algunos investigadores mostraron gran interés
en una extension breve de aminoacidos en el extremo terminal
COOH de CFTR. Estos cuatro aminoacidos forman un grupo
comun para interaccién proteica denominada dominio de
unién a PDZ(13), Respecto a esto, habfa controversia sobre
si CFTR funciona como un mondémero, formando de esta
manera canales de CI~ individuales, o si la unidad conductora
estd compuesta de dos o incluso més proteinas CFTRU4),

Durante los Ultimos afios se ha obtenido informacion
consistente con el modelo CFTR como canal monomérico.
Otras observaciones implican una posible interaccién CFTR-
CFTR homomérica y la formacién de dimeros de proteinas.
La hipdtesis del dimero fue reforzada recientemente mediante
la clonaciéon de la proteina de unién a CFTR multivalente
CAP70, una proteina asociada a CFTR de 70 kDa que se
expresa principalmente en rindn e intestino delgado. Se
observé ademas que CAP70 se localiza en membranas
celulares de células cultivadas de epitelio de vias aéreas(!).,
La CAP70 contiene cuatro dominios PDZ y podria usar dos
de estos dominios, PDZ3 y PDZ4, para unir entre sf las dos
proteinas CFTR.

De manera interesante, la dimerizacién del CFTR por
CAP70 no tuvo impacto en la conductancia de canales
individuales pero aumentd la probabilidad abierta del canal
ClI~ dependiente de CFTRy por lo tanto potencio la corriente
Cl- de este canal (Figura 4). En consecuencia, el canal CFTR

podria formar dimeros de transicion con mayor actividad del
canal Cl-, lo que representa una novedosa forma de regular
la actividad de los transportadores cassette de unién a ATR
Existe escasa evidencia que demuestre si dicha interaccion
reguladora realmente ocurre en el epitelio en estado natural.

Los estudios futuros tendran que demostrar ademas la
forma en que CAP70 compite con otras proteinas del dominio
PDZ para la unién al terminal COOH de CFTR. La fosfopro-
teina 50 de unién a ezrina (EBP50) fue la primera proteina
informada en unirse al terminal COOH de CFTRU®), La
EBP50 esté localizada en membranas apicales de células
epiteliales de la via aérea junto con CFTR. Aunque todavia
no se entrega una prueba experimental definitiva para la
funcién in vivo, la ezrina podria actuar como una proteina de
anclaje de quinasa A.

De esta forma, se ha atribuido un rol crucial a estas
proteinas del dominio de unién PDZ en la translocacion de
PKA a la membrana plasmatica y en la proximidad inmediata
al CFTR (Figura 4). Esta red de proteinas permitiria la activacion
eficiente de CFTR mediante un aumento en el cAMP intra-
celular y la fosforilacion dependiente de PKA(6-18). Serg
interesante observar el impacto cuantitativo de estas proteinas
en el dominio de unién a PDZ sobre la activaciéon de CFTR
dependiente de PKA. Al menos en los ovocitos de Xenopus,
se observé que la PKA es capaz de activar el CFTR, incluso
en ausencia de este dominio de unién a PDZ(19).,
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FIGURA 4.- Funcién postulada de las proteinas del dominio PDZ en regular la actividad CFTR y la participacion en la regulacion de ENaC dependiente
de CFTR. Se muestra el ordenamiento hipotético de CFTR, ENaC y proteinas accesorias del dominio PDZ. Proteinas del dominio PDZ tales como
CAP70, factor de regulador de intercambio Na+/H+ (NHERF), proteina 50 de unién a ezrina (EBP50), o bien la proteina reguladora de quinasa A
tipo 3 de intercambio Na+/H+ (E3KARP) podrian estar involucradas en la regulacién de la actividad CFTR mediante la formacién de dimeros CFTR-
CFTR, anclaje citoesquelético de CFTR o bien fosforilacién de CFTR dependiente de la proteinquinasa A (PKA). La interaccién con otras proteinas de
membrana como el ENaC podria estar mediada por quinasas no de receptores que se unen a estas proteinas del dominio PDZ. NBF: pliegue de unién

de nucledtido; YAP: proteina asociada a Yes.



|4

Vega-Bricefio L.

Interaccién del CFTR con otros canales iénicos via dominios
PDZ

Se ha observado que otras proteinas PDZ relacionadas con
EBP50 se unen a CFTR, por ejemplo el factor regulador de
intercambio Na+/H+ (NHERF) y la proteina reguladora de
quinasa A tipo 3 intercambiadora de Na+/H+. Se ha de-
mostrado que, ademas de su capacidad para reclutar ezrina
y probablemente PKA a la membrana apical, estas proteinas
estructurales anclan el CFTR a la membrana apical via ezrina
y la interaccién con el citoesqueleto de actina®'9), Es intere-
sante observar que algunas proteinas de receptor, como el
receptor (32-adrenérgico o el receptor P2Y| purinérgico,
también se unen a las proteinas del dominio PDZ. Por lo
tanto, estas proteinas portadoras de PDZ representan una
familia de proteinas adaptadoras multifuncionales que estan
potencialmente involucradas en muchos aspectos de la
sefalizacién intracelular(29),

En este sentido, las proteinas estructurales portadoras de
PDZ podrian ofrecer una forma de explicar el modo en que
CFTR controla la actividad de otros canales iénicos como el
ENaC (Figura 4). Se ha observado que EBP50 interactta con
la protefna asociada a Yes YAP65 que recluta c-Yes a la
membrana plasmética apical. La tirosinoquinasa no de receptor
c-Yes y otras quinasas de la familia Src son conocidas por
regular la actividad de canales iénicos?).

La regulacion del ENaC (y otros canales iénicos) podria
ocurrir mediante la fosforilacion por dichas quinasas y no de
receptores. Sin embargo, en la actualidad no existe evidencia
que estos mecanismos reguladores estén presentes en células
intactas. La activacion de CFTR fue sélo levemente estimulada
después de la coexpresion con NHERF y ezrina en ovocitos
de Xenopus('8). Ademés, los datos sugieren que el reconoci-
miento de membranas v la activacion de CFTR dependiente
de cAMP ocurre en ovocitos de Xenopus, incluso con un
CFTR truncado en el terminal COOH y no es alterado
cuando NHERF I o NHERF2 (mutados) son coexpresados
junto con CFTR y ENaC en ovocitos de Xenopus(!?),

Un modelo atractivo serfa el de agrupaciones de proteinas
funcionalmente relacionadas organizadas en microdominios
de membrana. Estas agrupaciones incluirfan todos los ele-
mentos requeridos para el transporte de membranas y
transduccién de sefiales, y por lo tanto la regulaciéon e
interaccion de canales idnicos y receptores. La expresion
diferencial de proteinas del dominio PDZ y la unién preferencial
a ciertos grupos PDZ podria permitir la posibilidad de regu-
lacion diferencial en diversos tipos celulares. Esto podria
explicar el tipo distinto de interaccién entre CFTR y ENaC
en Vias aéreas/colon y conductos sudoriparos. En consecuencia,
faltan mas investigaciones para comprender la contribucion
de estas proteinas del dominio PDZ a la regulacién depen-
diente de CFTR, especialmente en la célula epitelial en estado
natural.
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