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RESUMEN

Los canales de sodio epiteliales (ENaC), también conocidos como canales de sodio
sensibles a amilorida, son canales i6nicos localizados en la membrana celular que
permiten el transporte de sodio por difusion facilitada. Estos canales estdn ampliamente
distribuidos, encontrdndose entre otros dOrganos en pulmon, colon, riidn, endotelio
vascular y placenta. El objetivo del presente trabajo es realizar una revision bibliografica
de las implicaciones del ENaC en diversas patologias como fibrosis pulmonar,
hipertension, sindrome de Liddle, pseudoaldosteronismo primario, preeclampsia y
cancer. Es resefiable destacar que el ENaC también se ha podido relacionar con la
degeneracion neuronal(1l), aunque hemos descartado estos estudios ya que han sido
realizados en C.elegans y es dificil extrapolar sus resultados a neurodegeneracion en otros
organismos por las condiciones fisiologicas en las que se han obtenido, aunque se han
descrito genes humanos homologos a los C. elegans y que pertenecen a una nueva familia

de canales de sodio relacionados con el ENaC(2)
INTRODUCCION Y ANTECEDENTES
Canales ionicos, qué son y para qué sirven

Los canales i6nicos son proteinas trasmembrana que permiten el paso de iones a
través de la membrana plasmatica, de forma selectiva y a favor de gradiente
electroquimico. Estos canales son responsables del mantenimiento del potencial de
membrana, y participan en diversas vias de sefalizacion implicadas en procesos de

control del volumen celular, proliferacion y apoptosis, entre otros(3).

La membrana lipidica es impermeable al paso de iones y moléculas polares, la
permeabilidad es conferida por tres clases de proteinas de membrana: bombas,
transportadores (carriers) y canales. Los canales proporcionan un poro a la membrana a
través del cual pueden fluir los iones rapidamente en direccion termodindmica contraria.

La accion de los canales ilustra el transporte pasivo o la difusion facilitada(2).

No se tuvo evidencia directa de la existencia de los canales ionicos hasta el
desarrollo de la técnica de patch-clamp(4). Mediante este método es posible medir la
conductancia de un solo canal ionico, asi se pudo medir la actividad de una sola

biomolécula en accion.

La capacidad de apertura y cierre del canal se conoce como “gating”. Es importante

determinar el tiempo en que el canal se encuentra abierto y el tiempo en que esta cerrado.
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La probabilidad de apertura (Po) del canal viene definida por la fraccion de tiempo que el
canal esta abierto. Se obtiene diviendo la suma del tiempo abierto y el total de la medicion.
Una Pode 0.5 indica que el canal esté el 50% del tiempo en estado abierto(5).

La corriente derivada del paso de los iones a través del canal viene determinada por:
1.- la concentracion de iones a ambos lados de la membrana; 2.- el potencial de membrana

y 3.- la permeabilidad del canal al ion.
1.-y 2.- Potencial electroquimico.

En una célula tipica, la concentracion de iones Na" es 143 mM en el exterior de la célula
y 14 mM en el interior celular. Sin embargo, el sodio no entra libremente en la célula ya
que los iones cargados no pasan a través de la membrana hidrofébica, sino que pasan a

través de canales especificos (difusion facilitada y transporte pasivo)(2)

El “potencial de equilibrio de un ion” es aquel valor de potencial en que el gradiente
eléctrico del 16n equilibra al gradiente de concentracion y, por tanto, el ion no se mueve.

Se determina mediante la ecuacion de Nerst:

RT . XL
In

= ™

Ex, es el potencial de equilibrio del ion (en voltios), R es la constante universal de los gases ideales
(8.314 JK-1 mol-1), T es la temperatura absoluta (en grados Kelvin), z es la valencia del ion, y F es
la constante de Faraday (96.500 C mol-1). [X]o y [X]i son las concentraciones exteriores ¢ interiores
del ion X, respectivamente(5).

3.-Permeabilidad

La permeabilidad que presente un canal a los iones depende de varios factores:

- Tamaio relativo del poro y del ion, los iones grandes tendran un impedimento
fisico para entrar en canales i0nicos pequefios.
Discriminacion por el tipo de iones que dejan entrar. Generalmente se asume que
la selectividad de un canal reside en una regién conocida como filtro de
selectividad, una region de aminoécidos dispuestos de forma que permiten

discriminar entre iones, facilitando la entrada de unos e impidiendo la de otros(5).

Modulacion de canales

Los canales i6nicos pueden aumentar la Po debido a cambios en el potencial de

membrana; a este tipo de canales se les denomina canales ionicos dependientes de voltaje,
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mientras que los que no se vean afectados por cambios en el potencial se denominan

canales ionicos independientes de voltaje(5).

Por otro lado, se puede modular un canal mediante la union de ligandos
extracelulares o intracelulares (canal operado por receptor o por ligando). La union del
ligando a sitios especificos del canal produce un cambio conformacional que
alostéricamente abre el poro. Muchos canales sufren un fenémeno de desensibilizacion:
en presencia de una gran concentracion de agonista el canal queda en un estado
permanentemente cerrado a pesar de la presencia del ligando unido. Aunque la mayoria
de ligandos producen la apertura del canal i6nico, también hay casos en los que producen

su cierre(5).

OBJETIVOS
- Descripcion de los canales de sodio y ENaC.

- Descripcion de las patologias asociadas a mutaciones en el ENaC. Revision de
las implicaciones del ENaC en patologias: fibrosis pulmonar, hipertension,

sindrome de Liddle, pseudoaldosteronismo primario, preeclampsia y cancer.

- Revision de la utilizaciéon de ENaC como posible diana terapéutica; efectividad

de dichos tratamientos.
METODOLOGIA
La base del presente estudio es el libro “Ion Channel and Disease”(5).

Se realizaron busquedas bibliograficas en la base de PubMed (NCBI) con las

99 ¢¢

palabras clave “channelopaties” “epithelial sodium channel”. y se consultaron revistas
mediante PLOS (Public Library of Science), asi como otras disponibles a través de la
Biblioteca Nacional de Ciencias de la Salud o bien se solicitaron a los autores a través de

la plataforma ResearchGate.

RESULTADOS Y DISCUSION

Canal de Na" epitelial sensible a amilorida (ENaC)

El canal ENaC media el transporte de sodio a través de la membrana apical de las
células epiteliales. Las células epiteliales estan polarizadas y sus proteinas se distribuyen
asimentricamente entre la zona apical y la basolateral de la membrana. El transporte de

sodio a través del epitelio requiere de dos mecanismos de transporte: un canal que
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introduce sodio en el interior de la célula (ENaC), que se localiza en la zona apical; y una
bomba Na'/K" ATPasa que se sitta en la zona basolateral. La bomba Na"/K" ATPasa se
encarga de generar un gradiente de concentracion en el interior de la célula que permita

al Na" entrar por difusion pasiva.

P +
— ——»Na
5 o \
—=>Na* b (ATP
ERaG Na/K ATP-ase
—
Apical Basolateral

Figura 1. Modelo de transporte epitelial de Na*. El transporte de Na” a través del epitelio esta
mediado por la combinacion de la actividad de la bomba Na'/K*-ATPasa basolateral y los canales
ENaC en la membrana apical (5).

1. Propiedades basicas

Esta familia de canales se distinguen del resto por 1.- su sensibilidad a la amilorida,
son bloqueados por bajas concentraciones de este farmaco; 2.- su sensibilidad al Na'; y

3.- su conductancia unitaria o “single-channel conductance” (6)

No presentan una marcada actividad voltaje dependiente, aunque si que aumenta
levemente su probablidad de apertura con la hiperpolarizacion. ENaC puede ser

modulado por hormonas, proteinas de uniéon a GTP, proteinas y metabolitos lipidicos(5).
1.1. ENaCy el sentido del gusto

Se ha detectado expresion de ENaC en el epitelio de la lengua y en las células
receptoras del gusto (TCRs)(7,8). Estos estudios sugieren que ENaC en TRCs juega un

papel esencial en el sistema del gusto para el sabor salado(7,9).
2. Estructura

El canal de sodio epitelial es un hetéromero con tres subunidades homologas
generalmente: a, B3, y; aunque en algunas ocasiones presenta una subunidad . Las graficas
de representacion de la hidrofobicidad predicen que cada una de las diferentes
subunidades de ENaC tiene dos dominios transmembrana (TM) unidos por un bucle de ~
500 aminoacidos que contienen dominios ricos en cisteina, regiones susceptibles de
glicosilacion y regiones de union a amilorida. Hay evidencias de que tanto la region amino

como la carboxiterminal son intracelulares(5).

-5-
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Figura 2. Ilustracion esquematizada de la localizacion transmembrana de una subunidad de ENaC(15).

Las subunidades ENaC tienen una topologia similar, con una regioén extracelular

conectada mediante dos dominios transmembrana (TM1 y TM2) (10)

En la regién intracelular se encuentra el dominio PY, un elemento regulador que
acta reduciendo la Po y aumenta la tasa de eliminacion del canal de superficie de la
membrana. El dominio PY es una region altamente conservada rica en prolinas (PPPxY)
localizada en el extremo C-terminal del ENaC. Ademas, esta involucrada en la interaccion

con proteinas que regulan la actividad del ENacC.

La estequiometria de las subunidades ENaC aun no estd definida definitivamente.
Se han propuesto estequiometrias 2a:1B:1y y 3a:3B:3y. Estudios recientes mediante
Fluorescence Resonance Energy Tranfer (FRET) e inmunoblot concluyen que la

estequiometria mas probable es la segunda(11)
3. Bases genéticas para comprender las mutaciones que dan lugar a enfermedades

Las secuencias homologas son aquellas similares entre si por provenir de un mismo
origen evolutivo. Esto incluye secuencias entre distintas especies, conocidas como
ortélogas o copias multiples de la secuencia en el genoma de una sola especie, llamadas

pardlogas y que pueden dar lugar a distintas isoformas.

Las tres subunidades que componen los canales ENaC a (6 ), B y v, son esenciales
para el correcto ensamblaje de los canales. Estos tres paradlogos se encuentran muy
conservados en todos los vertebrados. Este alto grado de conservacion evolutiva
proporciona evidencia de lo esencial de estos genes para el ensamblado heterotrimérico

de estos canales(12-14).
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El filtro de selectividad del canal ENaC, que le permite ser selectivo para los iones
Na'", esta constituido por un motivo G/S-X-S que se encuentra en la region TM2. Ademas,
en esta region TM2 hay tres residuos cargados que se encuentran conservados entre las
especies, las mutaciones en estos residuos acidicos reducen la conductancia del canal y

afectan a su selectividad(15).

ENaC en patologias pulmonares

Edema cardiogénico pulmonar

La secrecion activa de iones a nivel del pulmon causa multiples patologias, como
el edema cardiogénico pulmonar que conlleva una acumulacién de liquido en los
pulmones. En esta patologia, la activacion de canales i6nicos endoteliales
mecanosensibles aumenta la permeabilidad vascular, lo que provoca una incapacidad de
las células alveolares epiteliales para la limpieza de los espacios distales del exceso de

fluido.

En el pulmén sano, el transporte activo de Na' desde el alveolo al espacio
intersticial a través del ENaC es la fuerza que induce el aclaramiento del fluido alveolar.
Este proceso se ve favorecido por la salida basolateral de Na" a través de la bomba Na'-
K'/ATPasa. Para mantener la electroneutralidad del sistema se debe producir una salida

paracelular de CI" y agua.

Los mecanismos celulares del edema pulmonar conllevan la actuacion de CFTR
(Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) que permite el paso bidireccional
de Cl" dependiendo del gradiente electroquimico. Otro transportador implicado en

patologias pulmonares es el cotransportador Na"™-K™-2Cl (NKCC1)(16).

El movimiento vectorial de iones Na" y CI” crea un gradiente osmotico que provoca
que el fluido de revestimiento alveolar se mueva pasivamente desde el espacio aéreo hacia
el intersticial (Fig. 2), esto produce el aclaramiento del fluido alveolar. Este proceso es
crucial para la reabsorcion del edema alveolar, aumentando la permeabilidad del epitelio

y permitiendo un intercambio gaseoso mas eficiente(17)
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Figura 3. Mecanismo propuesto para la formacién del edema pulmonar.

Izquierda, pulmén sano: la entrada apical de Na* a través de ENaC y el intercambio de iones basolateral de la Na*/K* -
ATPasa produce el aclaramiento del fluido alveolar; el Cl-fluye para mantener la electroneutralidad.

Derecha, edema cardiogénico pulmonar: ENaC estd inhibido, lo que genera un gradiente de Na* via basolateral. Mediante
NKCC1 CI- entra, co-transportado con el Na*, y sale de la célula impulsado por el gradiente electroquimico a través de
CFTR apical. La salida de Cl- produce una secrecién activa de fluido (Hz0) en el espacio alveolar que promueve la
formacion del edema.

(Chloride transport-driven alveolar fluid secretion is a major contributor to cardiogenic lung edema) (16).

ENaC en las patologias pulmonares por defecto de liquido

La composicion de iones regula los niveles de agua y el pH para el intercambio
eficiente del liquido mucociliar. Se ha visto que disminuciones de la expresion de CFTR
y ganancia de la funcion de ENaC generan mayor absorcion de Na+, y consecuentemente
producen deshidratacion y defectos en el aclaramiento. Este fenotipo de bronquitis
crénica puede verse en patologias como la fibrosis quistica y en el trastorno pulmonar
oclusivo cronico; favoreciendo la instauracion de infecciones bacterianas, inflamacion vy,

eventualmente, disminucion de la funcion pulmonar(17).

En modelos de raton, la inhibicién de a-ENaC en el pulmoén de adulto por ARN de
silenciamiento (siARN), disminuye el aclaramiento basal de fluido. La eliminacion por
completo de a-ENaC mediante “Complete Knockout” (KO) es mortal, ya que los ratones
no son capaces de limpiar el fluido pulmonar al nacer. Esto es debido a que se produce
una significativa regulacion positiva de ENaC en el dominio apical de las células del
tejido epitelial del pulmoén, aumenta el transporte de Na*, que es critico para la reabsorcion

de fluido fetal y el establecimiento de un intercambio gaseoso 6ptimo en el pulmon.

Por otro lado, una sobreexpresion de las subunidades f-ENaC en modelos de raton
produce una patologia parecida a la fibrosis quistica debido a un exceso de absorcion de

fluido(17).

Efectos del estrés oxidativo en la actividad de los canales de Na*
La relacion entre glutation (GSH) y glutation disulfuro (GSSG) es un indicador de
la capacidad de los pulmones para soportar oxidaciones. Algunos estudios demuestran

que GSSG, forma oxidada del GSH, inhibe la actividad del ENaC en las células

-8-
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alveolares; por tanto, el potencial redox del pulmon afecta directamente al equilibrio de
fluidos a través de la modulacion de la actividad de ENaC. Si se disminuyera la forma
oxidada GSSG mediante antioxidantes se regularia el potencial redox, esto podria

aplicarse en terapia, ya que dejarian de inhibirse los canales ENaC(17).

Regulacion colinérgica de los canales de Na*

Los receptores muscarinicos (M2 y M3) de las células alveolares se activan por
agonistas colinérgicos como carbacol y oxotremorina. Su estimulacion produce una
mayor expresion de ENaC. Esto se debe a que la activacion de los receptores muscarinicos
actua sobre RhoA que a su vez actia a nivel de citoesqueleto promoviendo el
desplazamiento de ENaC a la membrana plasmatica. Este efecto atenta la hipersecrecion
que se da en patologias como en la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC)
donde la regulacion colinérgica es dominante en las vias aéreas, por lo que esta activacion
de ENaC estimula la reabsorcion de Na* y agua en el espacio alveolar para compensarlo

parcialmente(17).

Efectos del plasminégeno en canales de Na*

La uroquinasa (uPA), es una serin-proteasa que convierte el plasmindégeno en
plasmina, desencadenando una cascada proteolitica que fomenta la fibrin6lisis. La uPA
se expresa en las vias aéreas y esta implicada en la regulacion de ENaC. Los ratones KO
para uPA (-/-) muestran menor proporciéon de canales ENaC basales. Ademads, estos
ratones KO tienen mas del doble de peso de fluido alveolar que los ratones control. Si a
estos ratones uPA (-/-) afiadimos de forma externa uPA y plasmindgeno veremos que los
efectos se revierten parcialmente. Al parecer, uPA produce protedlisis de la cadena vy del
ENaC y la regulaciéon de la actividad de la bomba Na*/K*-ATPasa, esto produce un
incremento en el liquido de la superficie de las vias aéreas, y la composicion del fluido se

ve alterada, exacerbando los dafios pulmonares(17).

Efectos de las hormonas esteroideas en el aclaramiento del fluido alveolar

Las diferencias de sexo pueden afectar a las patologias pulmonares. Algunas
afecciones pulmonares, como la fibrosis quistica, son mas comunes y tienen mayor riesgo
en pacientes mujeres que en hombres. Mediante un estudio del efecto del estradiol en
células alveolares de rata se establecio que éste y no la progesterona aumenta la actividad

del ENaC por un aumento de Py y un aumento también en el nimero de canales. Cuando

-9.-
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los niveles de estradiol son altos (“proestro”) los niveles de ENaC en la membrana
plasmatica son mayores ya que el estradiol actia a través de un receptor de estrogenos
acoplado a proteinas G promocionando la activacion del canal de Na'. En ratas hembra
se ha visto que Haemophilus influenzae produce un estado constante de “diestro”, es
decir, niveles bajos de estradiol. Se ha propuesto, a vista de los resultados, que los bajos
niveles de estradiol en pacientes hembra que padecen H.influenza, reduce el aclaramiento

del fluido alveolar(17).
Infecciones bacterianas y actividad ENaC

La expresion de ENaC se ve aumentada por los glucocorticoides y disminuida por
interleucina-1p, interleucina-4, y factor de crecimiento transformante § (TGF- ). Hubo
ciertas discrepancias con respecto a los efectos del factor de necrosis tumoral o (TNF-a)
ya que algunos estudios indicaban que producia inhibicion de ENaC mientras que otros
aseguraban que producia su activacion. Finalmente se ha determinado que hay zonas de
uniodn del receptor que inhiben al ENaC y dominios similares a lectina que activan al

ENaC.

En las células de los alveolos epiteliales, un inductor de estrés celular,
cicloheximida, y lipopolisacaridos de respuesta inflamatoria (LPS) presentes en la
membrana externa de las bacterias Gram negativas, inhiben la expresion de a-ENaC,
disminuyendo los niveles de su mARN. La actuacion de estas dos moléculas se produce
a través de las rutas metabolicas ERK y p38 MAPK. Los LPS inhiben al promotor de a-
ENaC, mientras que la cicloheximida actia a través de efectos postranscripcionales. Los
efectos de los LPS podian ser el resultado de una respuesta proinflamatoria, mientras que
la respuesta a la cicloheximida es debida a una respuesta no especifica que no involucra
especies reactivas de oxigeno (ROS), pero que aparentemente afecta a las citocinas
proinflamatorias. Una diferencia entre estos dos efectos estd clara: la inhibicion de
cualquiera de las rutas metabdlicas es suficiente para bloquear los efectos de la
cicloheximida, mientras que es necesaria la inhibicion simultdnea de ambas rutas para

bloquear los efectos de LPS(17).

Proteina cinasa C (PKC) y actividad de ENaC

La proteina cinasa C regula la actividad de ENaC de tal forma que: la activacion de

PKC inhibe ENaC, y la inhibicion de PKC aumenta la actividad del ENaC, aunque se

-10 -
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presentan variaciones dependiendo de las isoformas (PKCa, PKC6, PKCC...) y de las vias

de sefializacion.

Se ha visto que algunas isoformas de PKC juegan un papel esencial en la inhibicién
del ENaC por el virus influenza. La infeccion de las células epiteliales de las vias
respiratorias distales murinas produce una inhibicion de la funcion ENaC que puede

revertirse mediante el tratamiento con inhibidores de la PKC(17).
Inhibicion de ENaC y aumento de la hidratacion alveolar

El humo del cigarro disminuye la funcién de CFTR y esto aumenta la actividad del
ENaC. Se ha formulado la hipotesis de que la inhibicion del ENaC podria utilizarse para
rehidratar cultivos de las vias aéreas que han sido expuestos al humo del tabaco y, con
ello, retomar un normal aclaramiento mucociliar. Para confirmar esta hipotesis, se empled
un inhibidor ENaC (componente A) con una larga vida media (més de 20 horas) en ratas
con el fin de revertir el dafio del humo de cigarro en las células del epitelio pulmonar. Los
resultados demostraron que el pretratamiento con el componente A bloquea la induccién
de deshidratacion del liquido de revestimiento alveolar por el humo del cigarro en cultivos
epiteliales bronquiales y que el incremento del peso de las vias aéreas se correlacionaba

con un incremento del aclaramiento mucociliar in vivo.

A la vista de los resultados se ha evaluado el uso de inhibidores de ENaC para
tratamiento de la bronquitis crénica, pero hay cierta preocupacion al respecto ya que la
amilorida, inhibidor reconocido, presenta un tiempo de actuacion demasiado corto. Por
otro lado, los inhibidores también podrian producir efectos adversos a nivel renal donde
también hay presentes receptores ENaC. Es por ello que, hasta el dia de hoy, no se ha

evaluado el componente A como terapia(17).
Presion arterial y ENaC en células vasculares y de rifion

La hipotesis de Guyton permite explicar la regulacion de la presion arterial en base
al equilibrio entre el tono vascular y el manejo de fluidos del rifion. Mediante este modelo
podemos comprender el desarrollo de patologias como hipertension e hipotension en base
a desequilibrios en la integracion del tono vascular, la perfusion renal y la regulacion de

reabsorcion de sodio renal.

-11 -
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Veremos, por tanto, el papel central de ENaC en el sistema vascular y epitelial para
mantener la homeostasis. Los canales ENaC, expresados en el sistema vascular, son
activados por un incremento de las concentraciones de Na® externas, dando lugar a

cambios en las propiedades mecanicas y funcionales de las células endoteliales(18)
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Expresion de ENaC y regulacion de su actividad en la nefrona distal

Los canales ENaC se encuentran ubicados en la membrana apical de las células
epiteliales del tubulo colector y reabsorben entre un 3-5% del Na™ que procede del filtrado
glomerular(18). La reabsorcion de Na' regula el volumen y la presion sanguinea(6). El
balance Na"y K* y la regulacion de la presion sanguinea se logran a través de un control
hormonal (aldosterona, ADH/vasopresina, angiotensina, insulina, bradicinina,

endotelina, etc.) del transporte en la nefrona distal y el tibulo colector (19).

La hormona més importante en la regulacion de ENaC es la aldosterona. Las células
de la zona glomerular de la corteza adrenal secretan aldosterona -el mineralocorticoide
mas potente- en respuesta a angiotensina Il o a un incremento de las concentraciones
séricas de K. Ademas, como parte del sistema renina-angiotensina, la aldosterona
produce una disminucién del volumen circulatorio, lo que provoca un aumento de la
actividad del ENaC(11,18). La aldosterona incrementa la expresion de la subunidad o-
ENaC mediante la produccion de la isoforma 3 de Ras que potencia la expresion

superficial de canales(19).

El papel de estos canales en el control de la presion sanguinea viene apoyado por

estudios de mutaciones con ganancia de funcion -sindrome de Liddle- y mutaciones con
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Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la in

pérdida de funcién -pseudohipoaldosteronismo tipo I- y su asociacion con incrementos y

descensos de la presion arterial, respectivamente(19).

El sindrome de Liddle se produce como resultado de una mutacién que origina la
activacion constitutiva del ENaC como veremos mas adelante. Las mutaciones de
inactivacion conducen a pseudohipoaldosteronismo tipo I, caracterizado por pérdida de

Na' en orina, baja presion sanguinea, hipercalemia y acidosis metabolica(20).

La aldosterona produce sus efectos en el ENaC mediante la activacion del receptor
de mineralocorticoide (MR). EI MR unido a aldosterona se trasloca al nucleo y modula
la expresion génica (ARNm), por ello aumenta la expresion de ENaC. Las mutaciones

que producen inactivacion del MR producen pseudohipoaldosteronismo tipo I. (11,18).

Sindrome de Liddle

En 1963, Liddle describi6 una extrafia forma de hipertension sensible a sal, presente
en los miembros de una familia que se desarrollaba incluso antes de cumplir los veinte
afios y que se denomind sindrome de Liddle. Se caracteriza por un exceso de reabsorcion
de Na' a nivel renal, a pesar de presentar bajos niveles de aldosterona. Como

consecuencia los individuos desarrollan hipertension, hipocalemia y acidosis metabdlica.

El desorden se puede tratar mediante trasplante renal, o mediante tratamiento con

amilorida o triamtereno, ademas de restringir el consumo de Na" de la dieta (5).

El motivo mas conservado de la region C-terminal del ENaC es el denominado PY,
su secuencia consenso del motivo es PPPXYXXL, se localiza a 65-70 residuos después
del extremo TM2 de las subunidades a, B y y. En las cadenas 6 de ENaC no se encuentran

motivos PY conservados.

Este motivo PY es reconocido por el dominio WW de una E3 ubiquitin-proteina
ligasa. La ubiquitinacién del ENaC provoca su internalizacion y eventualmente su

degradacion(21).

Las mutaciones en un aminodcido del motivo PY en la subunidad B o vy, o las
truncaciones que conducen a la pérdida de este motivo, provocan el sindrome de Liddle.
Esta mutacion o delecion del motivo PY reduce la ubiquitinacion del ENaC y, por tanto
su internalizacion, lo que hace que la expresion del ENaC est¢ aumentada en la

membrana(22) y produzca un aumento del volumen de sangre y la presion sanguinea(23).
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Expresion y regulacion de los canales de Na™ sensibles a amilorida en el tejido
vascular

Se considera que la respuesta a la concentracion de Na* extracelular del ENaC es
diferente a la de los canales de Na" que se expresan en las células endoteliales, por lo que
se les denomina “EnNaC”. La expresion de EnNaC también aumenta a nivel endotelial
en presencia de aldosterona. El mecanismo de accion del EnNaC y ENaC es diferente,
como veremos a continuacion, aunque no hay atin evidencias moleculares suficientes para

concluir que son canales distintos.
Mecanismo de accion de EnNaC

El EnNaC no juega un papel importante en el transporte neto de Na a través de la
pared vascular, sino que interviene mas en el control de las propiedades mecénicas de las

células endoteliales.

Larigidez endotelial mediada por un incremento de la actividad EnNaC parece estar
relacionada con una interaccion entre C-terminal de a-EnNaC y F-actina del citoesqueleto
de las células endoteliales. Se ha postulado que la interaccion de EnNaC con F-actina y
otras proteinas del citoesqueleto induce el desarrollo de una red que determina la rigidez
mecanica de la membrana plasmatica. En este contexto se ha visto que F-actina forma
una especie de gel en el cortex celular endureciéndolo, mientras que G-actina forma una
solucién también en el cortex celular que lo suaviza. Un incremento de la actividad
EnNaC en la membrana plasmatica mejora el flujo de Na" al interior celular y éste parece
estabilizar la F-actina a través de un fortalecimiento de los contactos entre las subunidades

de la proteina.

Larigidez mecanica refleja el estado fisioldgico del endotelio vascular. La actividad
de la 6xido nitrico sintasa (NOS) endotelial estd estrechamente unida al estrés por
cizallamiento (shear stress) ejercido por el flujo pulsatil de sangre. Se ha descrito que la
liberacion de o6xido nitrico (NO) disminuye drasticamente cuando las células del
endotelio se endurecen, siendo el descenso de la liberacion de NO una senal de disfuncion
endotelial. E1 Na" que entra via EnNaC influye a la actividad de la NOS y la produccion
de NO, posiblemente via ruta metabolica PI3K/Akt.

La sensibilidad del endurecimiento del endotelio a pequefios cambios en la

concentracion extracelular de Na“, especialmente en presencia de aldosterona, y su
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Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la in

subsecuente amortiguacion de la vasodilatacion mediada por NO sugiere que los canales

EnNaC participan en la patogénesis de la hipertension arterial en humanos.
Hipertension asociada a EnNaC

Las concentraciones plasmaticas de Na™ estin cronicamente aumentadas de 1-3mM
en pacientes hipertensos o con aldosteronismo primario. Usando un microscopio de
fuerzas atémicas (AFM) como nanosensor, se probaron las propiedades mecanicas de las
células endoteliales en presencia de aldosterona y de los cambios agudos en la
concentracion extracelular de Na* dentro de los rangos fisiologicos (135-145 Mm)(5). Si
las concentraciones de Na" aumentan de 135 mM a 145 mM la rigidez del endotelio
aumenta. Se vio, ademas, que la exposicion a 150 mM de Na* dobla la expresion de
EnNaC en la superficie del endotelio. Con esto se demostrd que la actividad EnNaC esta
controlada por un mecanismo ‘“feed-foward”, presumiblemente por algin tipo de sensor
extracelular de Na". Este fenomeno es el opuesto al que se observa en la nefrona, donde
incrementos de la concentracion de Na* reducen la actividad de ENaC. Las propiedades
electrofisiologicas de EnNaC no han sido caracterizadas, lo que podria ser importante

para definir su selectividad catidnica y la sensibilidad a amilorida en el estado activo.

El mecanismo subyacente por el que EnNaC inducido por Na’ se inserta en la
membrana no ha sido definido. La combinacion de aldosterona y un aumento agudo de la
concentracion de Na*en el ambiente de 135 a 145 mM parece desencadenar una insercion
rapida en la membrana de complejos preformados de EnNaC. Por analogia de la
regulacion de la expresion superficial de ENaC y su actividad, el aumento de la expresion
de subunidades aENaC asi como de otras proteinas como SGKI1, GILZ1 inhibe la
actividad de Nedd4. Al inhibir Nedd4, se inhibe la ubiquitinacién de ENaC y con ello se

puede aumentar la expresion superficial de complejos EnNaC (19)
Farmacoterapia basada en ENaC

Se han desarrollado andlogos a la amilorida, antagonistas no-esteroideos del
receptor de mineralocorticoides, y se han realizado estudios para disminuir la dosis de
bloqueantes del receptor de mineralocorticoides que bloquean e inhiben periféricamente
ENaC extra-renal y los receptores de mineralocorticoides. La esperanza es conseguir que
estos antagonistas actiien en el ENaC de manera especifica en el rifion evitando los efectos

adversos asociados a la inhibicion de ENaC periférico.
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Los estudios clinicos demuestran que la aldosterona y/o altos niveles de ingesta de
sal son responsables del desarrollo de hipertension arterial y de enfermedades
cardiovasculares. La inhibicion competitiva de los receptores de aldosterona por una
espironolactona o eplerenona, bloqueando la entrada de Na" en ENaC por amilorida, y
datos recientes en modelos animales, apoyan la hipdtesis de la implicacion de EnNaC en

el desarrollo de enfermedades cardiovasculares(19).
Preeclampsia

La preeclampsia se caracteriza por el desarrollo de hipertension a las 20 semanas
de gestacion. Es una patologia severa que compromete la salud materna y fetal. Se sabe

que la placenta juega un papel central en el desarrollo de esta patologia.

Una pobre placentacion puede resultar en una insuficiente diferenciacion e invasion
de las células trofoblasticas de la placenta; lo que impedira la remodelacion de la espiral

arterial, resultando en una restriccion sanguinea y una hipoxia de la placenta materna.

El ENaC se expresa en las células trofoblasticas de la placenta. Estudios recientes
demuestran una reduccion en la expresion de ENaC en las placentas a término con
preeclampsia comparadas con las de embarazos normales. La inhibicion o la disminucion
de la expresion de la subunidad a-ENaC se ha visto que inhibe la migracién de células
BeWo, (una linea celular trofobléstica), lo que destaca el papel de ENaC en la migracion

de las células trofoblasticas y la placentacion.

La invasion de la placenta en el endometrio es superficial en las pacientes con
preeclampsia comparado con las pacientes con un embarazo normal. En estas pacientes
la invasion trofoblastica de las arterias del ttero se detiene en el limite decidual y
miometrial; lo que provoca que la perfusion de la placenta sea deficitaria. La invasion
fisiologica de las células trofoblasticas es similar a la del desarrollo de tumores celulares,
habiéndose descrito que los iones Na®, K*, Ca?" y CI" estan involucrados en el desarrollo

de tumores celulares y en la diferenciacion.

Por otro lado, se ha demostrado que, si se utilizan pequeios fragmentos de ARN
para bloquear la expresion de ENaC, se puede inhibir la capacidad de invasion de la linea
de células trofoblasticas, lo que demuestra que ENaC compromete la invasion
trofoblastica de las arterias uterinas en condiciones patoldgicas, siendo importante en el

desarrollo de la preeclampsia.
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Ademas, se ha encontrado que so6lo la subunidad  de ENaC estd expresada en
placentas a buen término, mientras que en placentas con preeclampsia su expresion esta

reducida.

Durante el primer término, la placenta y las células trofoblésticas presentan gran
cantidad de subunidad a, en lugar de B. No se sabe si la preeclampsia produce el descenso
de la subunidad B o si es el descenso de la subunidad B lo que ocasiona la preeclampsia.
Igualmente, el cambio dindmico de la expresion de las subunidades ENaC y el papel de
las subunidades ENaC en la invasion trofoblastica indican que los canales ENaC

desarrollan un papel central en el desarrollo de esta patologia(24).

Cancer

E190% de los canceres humanos es producido por el desarrollo anormal de las
funciones de las células epiteliales. Por lo tanto, el ENaC expresado en las células
epiteliales tendra relacién directa con la carcinogénesis. Las cuatro subunidades
ENaC estan codificadas por los genes Scnnl, implicados en la oncogénesis.

Ultimamente se han intentado establecer relaciones entre ENaC en cancer.

a-ENaC

Diversos estudios vieron un incremento de la conductancia de Na* en células
con carcinoma hepatocelular HepG2 bajo diferentes niveles de estrés hiperténico. Se
vio que se podia disminuir este aumento de la conductancia mediante el empleo de
farmacos como flufenamato y amilorida, y que estos farmacos producirian una

disminucién en la proliferacion celular del HepG2(25).

Al igual que con estos dos farmacos, se comprob6 que utilizando pequenos
fragmentos de ARN de interferencia se puede actuar de la misma manera sobre

ENaC reduciendo el estrés hiperténico producido por las corrientes de Na*(25).

Analisis FACS (Fluorescence-activated cell sorting) muestran que silenciando
a-ENaC se inhibe la proliferacién celular a la par que aumenta la fase G2/M y

disminuye la fase G1 del ciclo celular, por lo que aumenta la apoptosis.

La subunidad a-ENaC, ademas de intervenir en la proliferacién celular y la
apopstosis, estd involucrada en la migracion celular del cancer. Pese a que su

expresion estd notablemente elevada en las regiones limitantes de las heridas,
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parece no guardar relacion directa con la migracién celular en la cicatrizacién. Si

inhibimos a-ENaC, con amilorida o con oligonucle6tidos “no-sense”, se podrian

revertir los efectos de la migraciéon inducida por aldosterona, que este estudio

pretendia simular a la que se produce en lesiones cancerosas. (25).

0-ENaC

Se descrito que 8-ENaC puede guardar relacién con el desarrollo de melanoma. Se

ha localizado en células humanas G-361 usando la transcripcién inversa de la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y técnicas de hibridaciéon celular “in

situ”. La expresion de 6-ENaC ha sido documentada usando inmunocitoquimica en

células de melanoma humano. Por lo que se podria considerar diana terapéutica en

el tratamiento del melanoma (25)

CONCLUSIONES

Aunque la funcion principal del ENaC es conocida: permitir el paso de Na'; la
estructura completa del canal se desconoce, y los estudios sobre €l se basan en
homologias. Tanto es asi que no se puede saber si el canal ENaC y EnNaC es el
mismo, pese a su claras diferencias funcionales.

El ENaC, al ser un paradlogo muy conservado en vertebrados, permite su estudio
en diversos modelos: murino, Xenopus laevis, humano...

Las modificaciones que sufre el ENaC en las patologias pueden ser:

a. Mutaciones directas de las proteinas del canal.

b. Mutaciones que afectan a la actividad. Como el ENaC es un canal siempre
activo cualquier mutacion en su expresion afectard a la actividad neta y
por tanto a la patologia.

Los estudios de las mutaciones en el ENaC han permitido relacionarlo con
diversas patologias, pese al desconocimiento completo de su estructura.

La ubicuidad del canal dificulta su utilidad como diana terapéutica, ya que la
relacién beneficio/riesgo se ve disminuida por su accidon en otros tejidos (p. ej.
nefrotoxicidad).

Se esta intentando relacionar ENaC con cancer pese que a los estudios presentados

no son muy concluyentes.
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