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REGULACION POR PROTEASAS DEL
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Resumen EIl ENaC es un canal que permite el movimiento de Na* desde el liquido luminal hacia las célu-
las en numerosos epitelios reabsortivos y también en otros tejidos como la placenta. ENaC
juega un papel crucial en la homeostasis de los electrolitos y volumen de liquido extracelular. Es regulado
por numerosas hormonas, incluyendo la aldosterona y bloqueado por el diurético amiloride. EI ENaC esta
formado por tres subunidades homologas o, B y y que forman el poro por el cual se mueven los iones Na*.
Dos factores regulan la actividad del ENaC. 1) el nimero de canales insertos en la membrana celular y 2) la
probabilidad de apertura o tiempo en que se encuentra abierto el canal. El nimero de canales es el resultado
de un balance entre su sintesis y degradacién. La probabilidad de apertura depende de la protedlisis de zonas
especificas de las subunidades o y y por miltiples proteasas dentro de la célula y en el espacio extracelular.
Entre las proteasas mas estudiadas se encuentran la furina, prostasina, elastasa, plasmina y tripsina. Exis-
ten sustancias enddégenas que bloquean la actividad de estas proteasas como la aprotinina, la bikunina y la
nexina-1y la expresion de las proteasas y sus inhibidores es regulada a su vez por la aldosterona, la tasa de
movimiento de Na y el TFGB. En este trabajo presentamos algunos ejemplos de esta regulacion y su potencial
papel en condiciones normales y en ciertas enfermedades como la fibrosis quistica, renales e hipertension.
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Abstract  Amiloride sensitive sodium channels (ENaC) and their regulation by proteases. ENaC is a
channel that mediates entry of Na+ from the luminal fluid into the cells in many reabsorbing epithelia
and it is also expressed in human placenta. ENaC is crucial in the control of electrolyte and extracellular volume ho-
meostasis. ENaC is regulated by several hormones, including aldosterone and blocked by amiloride and its analogs.
ENaC channels are composed by three homologous subunits, o,  and y that form the pore where Na ions are
transported. Two factors regulate the activity of ENaC channels: 1) the number of channels inserted in the mem-
brane and 2) the open probability of the channels or time that the channel is open. The number of channels is
the result of a balance between the synthesis and degradation of ENaC channels. The open probability depends
on the proteolysis of specific segments in the o and y subunits of ENaC by multiple proteases inside of the cell
or in the extracellular space. Among the most studied proteases are furin, prostasin, elastase, plasmin and tryp-
sin. There are endogenous substances that block the activity of these proteases such as aprotinin, bikunin and
nexin-1 and the expression of both, proteases and their inhibitors are controlled by the rate of Na* movement,
aldosterone and TFG-p levels. In this work we present some examples of this regulation and the potential role
that this process may play under normal and pathological conditions such as cystic fibrosis, kidney diseases and
hypertension.
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El contenido total de Na* es el principal determinante
del volumen del liquido extracelular debido a que la Na-K
ATPasa impone una baja concentracion de Na* intrace-
lular, mientras que la concentracién extracelular de Na*
es mantenida en un valor constante por movimientos de
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agua. Uno de los principales mecanismos de transporte de
Na* es el canal de sodio sensible al amiloride (ENaC).

El canal epitelial de sodio sensible
al amiloride

El ENaC presente en la cara apical de las células princi-
pales de los tubulos colectores corticales de mamiferos
es el regulador del movimiento del catién desde el liquido
tubular hacia el citoplasma. En la superficie del epitelio de
las vias aéreas mantiene el volumen de liquido ayudando
a la eliminacion de las particulas y patégenos inhalados'.
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El ENaC se expresa en otros tipos celulares y en nuestro
laboratorio hemos demostrado su presencia estructural y
funcional en las células BeWo derivadas del trofoblasto
humano?%. El mal funcionamiento del ENaC es importante
en enfermedades humanas como el pseudohipoaldoste-
ronismo tipo I, sindrome de Liddle® y la fibrosis quistica’.
De esto se infiere su importancia, y conocer su regulacion
lleva a entender mejor los mecanismos fisiopatogénicos
cuando el canal no se expresa, o su densidad en la mem-
brana celular esté alterada o falla su regulacién.

Estructura del ENaC

Hasta hace pocos afios la mayor cantidad de evidencias
parecian indicar que el ENaC estd compuesto por cuatro
subunidades homélogas en la relacion 2a., B, y, formando
un tetramero, lo que ahora se considera erréneo. En 2005
Staruschenko et al.® con técnicas electrofisioldgicas ha-
bian mostrado que las subunidades formadoras del ENAC
eran tres y no cuatro, lo que fue también demostrado en
2007 por Jasti et al.® al publicar sus resultados sobre la
estructura del canal iénico sensible al acido (ASIC). El
ASIC, aligual que el ENaC, pertenece a las degenerinas,
una superfamilia que codifica proteinas que intervienen
en procesos biolégicos como la nocicepcién, sentido del
gusto salado y tactil, homeostasis del Na* y mecano-
transduccion'®. La estructura del ASIC se estudié con una
resolucién de 1.9 A, concluyendo que el canal al igual que
el ENaC esta formado por tres subunidades homdlogas, a,
B, v; en otras palabras, un trimero alrededor del poro por
el cual se mueven los iones Na* (Fig. 1). Cada subunidad
posee extremos amino y carboxilicos en la superficie
extracelular de la membrana, un largo loop extracelular
y dos hélices transmembrana M1 y M2.

Regulacion del ENaC

La regulaciéon del ENaC es compleja, activado por la
aldosterona y la vasopresina, es sensible al amiloride
y sus analogos que se unen en forma simultdnea a las
tres subunidades del ENaC bloqueando el poro idnico™'.
Los cambios en la presién hidrostética y el estiramiento
regulan el ENaC2 y por su relacién con el citoesqueleto
podria ser el nexo entre determinados estimulos me-
canicos y la migracién celular®. Uno de los principales
reguladores del ENaC son las proteasas que escinden
al ENaC y lo activan' ™,

El ENaC es un canal que en condiciones fisiolégicas
permite el pasaje de Na* en forma continua a diferencia
de los canales de Na* que dependen de un estimulo
eléctrico para activarse. Su actividad es regulada por
dos mecanismos: 1) cambios en el tiempo en que es-
tan abiertos (probabilidad de apertura), y 2) nimero de
canales insertos en la membrana, un balance entre su
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sintesis y degradacién'®. Existe una protedlisis de sitios
especificos extracelulares de las subunidades a. y y por
las proteasas incluyendo la furina en el sistema Golgi, la
prostasina localizada en la membrana celular del rifién,
pulmén y préstata entre otros drganos, las elastasas
tripsina y plasmina entre otras™. La eliminacion de estos
péptidos inhibitorios —identificados por medio de mutacio-
nes en los canales— es especifica para cada una de las
proteasas estudiadas, produciendo un cambio estructural
en el canal, aumentando la probabilidad de apertura y
permitiendo el paso de los iones Na*. Completando estos
datos, Carattino et al.'® han comprobado una inhibicidn
de ENaC en células renales cuando son expuestos a un
péptido sintético similar al fragmento inhibitorio eliminado
luego de la accion de la proteasa. La gran variabilidad en
la probabilidad de apertura de ENaC que se comprueba
en los distintos tejidos seria una consecuencia del grado
de protedlisis que experimentan estos canales de acuerdo
a las necesidades funcionales.

La Fig. 1 (derecha) muestra la regulaciéon del ENaC
por proteasas y sus inhibidores. Debido a la accién de la
prostasina se elimina una secuencia de aminoacidos inhi-
bitorios de cada una de las subunidades (lineas cortadas)
activando el ENaC y permitiendo el movimiento de Na*
por el poro del canal. La prostasina cliva las subunidades
oy v con la eliminacion de un péptido inhibitorio de cada
una de las subunidades (lineas cortadas) permitiendo el
movimiento de Na* por el canal.

Las proteasas son a su vez reguladas por inhibidores
enddgenos como la aprotinina, la bikunina y la nexina-1,
y su expresion es influenciada por la aldosterona'”: '8 y
por la tasa de movimiento de Na* por el ENaC y la con-
centracion intracelular de Na*'®.

La furina cliva la subunidad o en dos sitios y en uno
a la subunidad y. Los ENaC que carecen de estos seg-
mentos inhibitorios en las subunidades o,y y se expresan
en ovocitos de Xenopus laevis tienen una probabilidad de
apertura cercana a 1, es decir permanecen casi siempre
activos en contraste con los ENaC control que presentan
una probabilidad de apertura diez veces menor?. Diakov
et al.?2! han demostrado que el clivaje de la subunidad
y por la tripsina parece ser el paso esencial en la acti-
vacion, aunque la actividad proteolitica ocurre en las
subunidades a. y y. Los canales insertos en la membrana
y que no han sido sometidos a este fendmeno pueden
ser activados por proteasas extracelulares, asi que la
modulacién de la actividad del ENaC se considera de
importancia en diversos estados patolégicos incluyendo
la injuria glomerular, la reduccion en el volumen de liquido
extracelulary en la fibrosis quistica. Nos detendremos en
forma breve en esto y veremos que el balance entre las
proteasas y sus inhibidores son reguladores claves en la
actividad del ENaC.

Se ha demostrado una hiperactividad de elastasa du-
rante los estados inflamatorios y como consecuencia un
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Fig. 1.— Regulaciéon del ENaC por proteasas y sus inhibidores.
Se esquematizan sélo las subunidades o y y del ENaC,
cada una con los segmentos transmembrana 1y 2 y los
extremos amino (N) y carboxilos (C). Debido a la accién
de la prostasina se eliminan secuencias de aminoacidos
inhibitorios de cada una de las subunidades (lineas cor-
tadas) permitiendo el movimiento de Na+ por el canal. La
prostasina es bloqueada por la nexina-1. Tanto el TGF-$
como la aldosterona aumentan la expresion de la nexina-1
y prostasina de modo que del balance entre estos factores
depende el grado de activaciéon del ENaC.

incremento en la absorcion de Na* al activarse los canales
ENaC. Debido a esto se deshidratan las vias aéreas con
disminucién de la actividad ciliar, un fenédmeno importante
en la patogénesis de la fibrosis quistica’. El plasminégeno
esta ausente en la orina pero se detecta en el sindrome
nefrético al atravesar el glomérulo dafiado, transformado
a plasmina por la urokinasa secretada por las células
tubulares. La plasmina activa la subunidad y del ENaC
en dos formas, dependiendo de su concentracion. A altas
concentraciones (> 10 ug/ml) activa en forma directa al
ENaC mientras que a baja concentracion lo hace a través
de la prostasina asociada a la membrana celular. De las
dos formas hay un aumento en la reabsorcién de Na*y
expansioén del volumen extracelular'* 22, También se ha
demostrado una excesiva activacion de ENaC en los
segmentos distales del nefron sensibles a aldosterona en
modelos animales de hiperaldosteronismo, baja dieta en
sodio y proteinuria®*2% asi como en el sindrome de Liddle,
una forma hereditaria de hipertensién®.

La nexina-1 forma una union covalente con la prosta-
sina inhibiendo en forma irreversible su accion, mientras
que el bloqueo de su expresion en células derivadas de
tubulos corticales de rifidn de ratén lleva a un aumento
en las corrientes de sodio sensibles al amiloride. La
aldosterona y el TGF-p regulan en forma coordinada la
expresion de prostasina y nexina-1 en células renales, la
aldosterona aumentando la de prostasina y el TGF-p la
de la nexina-1 y de su balance resultaria una retencién
de sodio o0 una natriuresis®. Es importante sefalar que
hace afios que Ying et al.?” demostraron que TGF-B1 es
sintetizado en los glomérulos y tubulos renales y que su
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produccién aumenta en los animales sometidos a una
dieta alta en sodio, siendo la natriuresis la respuesta a la
sobrecarga del mismo.

Las proteasas pueden activar el ENaC por un mecanis-
mo no proteolitico. Bengrine et al.?® han demostrado que la
exposicion a concentraciones bajas de tripsina, del orden
de los nanomololes, lleva a la activaciéon del ENaC por un
mecanismo indirecto, no proteolitico, con la participacion
del sistema de la proteina G activado a través de un me-
canismo no bien dilucidado. La Fig. 2 muestra registros
tipicos de corrientes sensibles a amiloride utilizando la
técnica de Voltage-Clamp de ovocitos de Xenopus Laevis
gue expresan el canal ENaC. La Fig. 3 muestra el aumento
en la corriente de Na* por el ENaC en ovocitos de Xenopus
laevis al incubarse por una hora en 20 ng/ml de tripsina
y se verifica que es una corriente sensible al amiloride al
ser bloqueada por 10 uM del diurético.

LA EXPRESION DE LAS TRES SUBUNIDADES DE ENaC EN OVOCITOS
INDUCEN CORRIENTES QUE SON BLOQUEADAS POR AMILORIDE (INa
(AMIL).

Pulso

[100mv
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Comiente CONTROL

|5 pa
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Fig. 2.— Registros de corriente en ovocitos inyectados con el
ARNmM de cada una de las tres subunidades del ENaC. La
aplicacion de pulsos desde —160 mV hasta +40 mV genera
corrientes del orden de los microamperes en los ovocitos
inyectados con ENaC que son bloqueadas incubando los
ovocitos por 3-5 minutos con 10 pM de amiloride. De la
resta entre los registros antes y después del amiloride
se extrae la corriente sensible al amiloride (INa (amil)),
el dato que se mide en forma habitual en los estudios
funcionales del ENaC.

LA TRIPSINA EN BAJAS CONCENTRACIONES INDUCE UN AUMENTO EN LA
CORRIENTE GENERADA POR LOS OVOCITOS QUE ES BLOQUEADA POR EL
AMILORIDE

CONTROL
20 NG/ML TRIPSINA (60 MINUTOS) I
} 20 pA
L I &=

10 uM AMILORIDE

Fig. 3.— Registros de corriente en ovocitos de Xenopus laevis esti-
mulados con un pulso de -100 mV. Los trazos corresponden al
registro control, luego de 60 minutos de exposicion a 20 ng/ml
de tripsina y luego de 5 minutos en 10 pM de amiloride.
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Dada la importancia de este sistema regulatorio del

ENaC por las proteasas enddgenas y sus inhibidores, se
estan estudiando potenciales inhibidores de la elastasa
como agentes terapéuticos en la fibrosis quistica’ y en
el control de la presion sanguinea de varias proteasas al
inhibir la actividad del ENaC en el rifion®.
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