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RELACIÓN ENTRE EL CANAL CFTR Y PROTEÍNAS SHROOM EN 

OVOCITOS DE XENOPUS LAEVIS 

Estudiamos el canal iónico CFTR y el canal de sodio ENaC en ovocitos de Xenopus 

laevis. Las corrientes iónicas se estudiaron con la técnica de voltage clamp y la  expresión 

de las proteínas analizada con técnicas corrientes de biología molecular. Los cuatro 

objetivos fueron: 1) evaluar la expresión y funcionalidad heteróloga  del canal de cloruro 

CFTR, 2) analizar el efecto de la inhibición de xShroom1 sobre el canal CFTR, 3) investigar 

los mecanismos por los cuales xShroom1 se relaciona con CFTR, 4) estudiar la relación 

entre CFTR, ENaC y xShroom1. Los principales resultados fueron: El canal CFTR se 

expresa y es funcional en los ovocitos de Xenopus laevis inyectados con su ARNc. La 

supresión de la proteína xShroom1 resultó en un incremento marcado en las corrientes de 

CFTR al promover un aumento en la vida media del canal en la membrana plasmática. Esto 

sería debido a una reducción en la vía degradativa, aunque no descartamos un cambio en 

la probabilidad de apertura de CFTR. Tanto el CFTR como la supresión de xShroom1 

produjeron una reducción en las corrientes de sodio sensibles al amiloride. La inhibición de 

ENaC por CFTR es mayor cuando xShroom1 es suprimido, debido al aumento en la 

corriente de CFTR. En conclusión, logramos conocer la relación y mecanismos involucrados 

del CFTR con la proteína Shroom en ovocitos de Xenopus laevis.  

Palabras claves: CFTR - Shroom - EnaC - actividad iónica- voltage clamp - ovocitos. 



CFTR AND SHROOM PROTEIN REATIONSHIP IN XENOPUS LAEVIS 

OOCYTES  

Ionic channel CFTR and the sodium channel ENaC were studied in Xenopus laevis 

oocytes. Ion channel activity was recorded with voltage clamp technology and the 

expression of the proteins was studied with current techniques of molecular biology. Four 

main objectives were planned: 1) to evaluate the expression and heterologous functionality 

of the chloride channel CFTR; 2) to analize the effect of xShroom1 downregulation on CFTR 

channel; 3) to investigate the mechanisms by wich xShroom1 is related to CFTR; 4) to study 

the relationship between CFTR, ENaC and xShroom1. The main results were: CFTR 

channel is expressed and functional in Xenopus laevis oocytes injected with CFTR cRNA. 

xShroom1 suppression results in the increment of CFTR currents by promoting the increase 

of the half-life of CFTR in the plasma membrane. This would be due to a reduction in the 

degradative pathway, although we do not discard a change in the openings of the CFTR 

channels. CFTR and the xShroom1 downregulation decrease amiloride sensitive sodium 

currents. ENaC inhibition by CFTR is higher when xShroom1 is suppressed, due to an 

increase in CFTR current. In conclusion we were able to know the relationship and the 

mechanisms between CFTR and Shroom protein in Xenopus laevis oocytes.   

Keywords: CFTR - Shroom – ENaC - ionic activity - voltage clamp – oocytes. 
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1. LOS CANALES IÓNICOS

Las membranas biológicas son impermeables a los iones, dada la naturaleza 

hidrofóbica de las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolípidos que las componen. 

Es por ello que los iones permean a través de glicoproteínas intrínsecas de 

membrana que configuran poros proteicos, denominados canales iónicos (Figura 

1). 

Canal de Na+

CARA EXTRACELULAR

CARA INTRACELULAR

Canal de Cl-

Na+

Cl-

Membrana
celular

Fosfolípido

Canal de Na+

CARA EXTRACELULAR

CARA INTRACELULAR

Canal de Cl-

Na+

Cl-

Membrana
celular

Fosfolípido

Figura 1. Esquema de una membrana celular (bicapa 

lipídica) en la que se encuentran insertos canales con 

distinta selectividad iónica. Se detallan un canal en el que 

ingresa Na+ a la célula, y un canal en el que sale Cl- (cortes 

transversales). 
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De este modo, los canales le confieren a las membranas biológicas alta 

permeabilidad a los iones que se desplazan a través de los canales en una dirección 

favorecida por el gradiente electroquímico (Hille 1992; Dubyak 2004). 

Todas las células requieren de los canales iónicos para su funcionamiento y 

defectos en estas proteínas tienen un impacto fisiológico importante. En la última 

década se han identificado numerosas mutaciones en genes que codifican para 

canales o moduladores de canales iónicos que están asociadas a enfermedades 

hereditarias llamadas canalopatías (Surtees 2000; Hübner y Jentsch 2002; Imbrici 

y col. 2016). 

En un sentido amplio las canalopatías representan una vasta variedad 

fenotípica del mal funcionamiento de los canales iónicos y transportadores, con 

aumento o disminución en la función. Aunque la mayoría de las canalopatías están 

asociadas a mutaciones hereditarias que modifican las propiedades de los canales 

iónicos, hay todo otro grupo de entidades que son debidas a pasos posteriores a la 

síntesis de la proteína. Por ejemplo, el plegamiento defectuoso de las proteínas 

pueden ocasionar formas de la fibrosis quística, entre ellas la ΔF508, más común, 

o arritmias cardíacas graves debida a mal funcionamiento de canales de Na+ o de

K+ como el síndrome del QT prolongado, por una defectuosa integración de canales 

como el canal de KATP con el citoesqueleto y otras proteínas, o ser blanco de 

autoanticuerpos como en la miastenia o enfermedades del sistema nervioso central 

debido al mal funcionamiento de canales de potasio voltaje dependientes (Imbrici y 

col. 2016). 
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1.1. Características generales de los canales iónicos 

 Poseen una elevada tasa de transporte, un canal abierto permite el pasaje

de 106 - 107 iones/seg provocando un cambio rápido en el potencial de 

membrana (Vm). Debido a la capacidad de transporte y a la alta capacitancia de 

membrana (1F/cm2), se requiere un número pequeño de canales para generar 

una señal eléctrica. 

 Son proteínas de membrana capaces de interaccionar con otras proteínas o

moléculas, el citoesqueleto y el entorno lipídico. 

 Una sola célula puede expresar diversos tipos de canales iónicos que, junto

a la actividad de bombas y receptores, determinan la permeabilidad celular. La 

presencia de canales iónicos no está restringida a células excitables, sino que 

están expresados en todas las células eucariotas y procariotas (Kotsias 2002). 

1.2. Clasificación de los canales iónicos 

Los canales iónicos se pueden clasificar según: 

 El tipo de ion que pasa a través del canal más fácilmente, y que permite

agruparlos en canales de sodio, potasio, calcio, cloruro y canales no-selectivos. 

 El estímulo que necesitan para la activación, dividiéndolos en: canales

dependientes de voltaje, canales sensibles a la distorsión mecánica, canales 

dependientes de ligandos intracelulares o extracelulares. 

 La región celular donde se localizan, por ejemplo, el canal de sodio epitelial

(ENaC), el receptor nicotínico de la placa terminal (nAchR). 
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 La sensibilidad a inhibidores, como los canales de sodio sensibles a

tetrodotoxina o a amiloride. Los canales iónicos poseen sitios de unión para 

drogas y toxinas. 

 Similitud en la secuencia de aminoácidos. Numerosos tipos de canales

pueden ser agrupados por homología estructural, por ejemplo, las proteínas de 

la familia ABC (ATP binding cassette), los canales dependientes de voltaje. 

1.3. Gating 

El gating es el proceso por el cual un canal se abre o cierra involucrando 

cambios conformacionales en la proteína y que se pueden medir en forma 

experimental. En muchos tipos de canales el gating se produce en respuesta a 

diferentes estímulos, los cuales son detectados por sensores que son parte de la 

proteína. Por ejemplo, los canales dependientes de ligando pueden sensar la 

presencia del agonista. Del mismo modo, los canales voltaje-dependientes poseen 

un sensor de voltaje y el gating ocurre en respuesta a un cambio en el campo 

eléctrico. En cada caso, un cambio en una parte de la molécula (sensor) produce 

un efecto en otra zona más alejada (apertura o cierre del poro). En los canales 

dependientes de voltaje, se postula al segmento S4, que posee entre 4 y 8 residuos 

cargados positivamente como el sensor de voltaje (Figura 2). El movimiento de las 

cargas del sensor en respuesta a un cambio de potencial se puede medir y se las 

denomina corrientes de gating o corrientes de compuerta. 
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1.4. Modulación de la actividad de los canales 

La actividad de los canales, independientemente del estímulo inicial que 

requieran para su apertura, puede ser modificada por diferentes agentes o 

procesos, llamados moduladores. Esta modulación puede ser ejercida por cambios 

en: la concentración externa o interna de calcio, neurotransmisores, segundos 

mensajeros, citoesqueleto, fosforilación - desfosforilación del canal, entre otros. 

Canal iónico 

Fluido extracelular 

Compuerta 

Proteína de anclaje Sensor de voltaje (S4) 

Filtro 

Fluido intracelular 

Poro acuoso 

Figura 2. Modelo hipotético de la estructura de un 

canal voltaje dependiente. Las regiones funcionales 

(filtro de selectividad, compuerta y sensor) se dedujeron 

a partir de estudios electrofisiológicos.  
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1.5. Funciones de los canales iónicos 

Los canales iónicos son los elementos excitables fundamentales de las 

membranas celulares, ya que producen y transducen las señales eléctricas. Los 

canales iónicos controlan numerosos procesos fisiológicos incluyendo la 

conducción del impulso nervioso, transmisión sináptica, iniciación de la contracción 

muscular, establecimiento y control del potencial de membrana, control del volumen 

celular, regulación del flujo de iones a través de células epiteliales de tejidos 

secretorios y reabsortivos, entre otros. Esta diversidad de funciones es un reflejo de 

la variedad de canales iónicos que se pueden expresar en una célula (Hille 1992; 

Kotsias 2002). En células no excitables se han identificado muchos de los canales 

iónicos caracterizados en el sistema nervioso y muscular, sugiriendo que los 

canales iónicos cumplen otros papeles diferentes a los establecidos en células 

excitables (ver más adelante). 

1.6.  Estudio de canales iónicos en ovocitos de Xenopus laevis 

Los ovocitos de la rana sudafricana de uñas Xenopus laevis (X. laevis) son 

ampliamente utilizados como un sistema de expresión heteróloga para el estudio de 

sistemas de transporte tales como transportadores de membrana, receptores y 

canales iónicos. 

En 1971, Gurdon y colaboradores demostraron que los ovocitos de X. laevis 

son capaces de sintetizar hemoglobina a partir de la inyección del ARN 

complementario (ARNc) correspondiente (Gurdon y col. 1971). Los ovocitos son 

adecuados para la expresión de proteínas a partir de la inyección de ARNc, ya que 

contienen depósitos acumulados de enzimas, organelas y proteínas que son 
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normalmente utilizados luego de la fertilización y que pueden ser reclutados para 

proteínas heterólogas (Gurdon 1973; Gurdon y col. 1971).  

En 1982, Miledi y colaboradores demostraron que los ovocitos de X. laevis 

pueden expresar varios canales iónicos (Miledi y col. 1982a). Estas células son 

excelentes para correlacionar la estructura de los canales iónicos con su función 

utilizando una combinación de técnicas de biología molecular y electrofisiológicas. 

La técnica de voltage clamp es a menudo aplicada para el estudio de canales 

iónicos expresados en los ovocitos de X. laevis. 

El ovocito de X. laevis es un huevo inmaduro que bajo la estimulación 

hormonal apropiada puede ser apto para fertilizarse. Son almacenados dentro de la 

cavidad abdominal de hembras adultas en ovarios que incluyen ovocitos, tejido 

conectivo, vasos sanguíneos y células foliculares. Pueden ser removidos por 

procedimientos quirúrgicos hasta tres veces de la misma hembra. Los ovocitos 

pasan a través de seis estadios de maduración (I-VI) de acuerdo a la clasificación 

de Dumont (Dumont 1972); los ovocitos de estadios V y VI son los más grandes 

(~1.2 mm de diámetro) y son generalmente utilizados para estudios 

electrofisiológicos. Son células con una región pigmentada negra llamada el polo 

animal y un polo vegetal blanco no pigmentado. La membrana plasmática del 

ovocito está rodeada de una membrana vitelina, que ayuda a mantener la forma del 

ovocito y hace al ovocito más resistente a las manipulaciones. La membrana vitelina 

no afecta los registros electrofisiológicos ya que es desprovista de canales y 

transportadores y tiene una red lo suficientemente amplia para permitir la 

permeabilidad de iones y moléculas pequeñas. Alrededor de la membrana vitelina 

hay una capa de células foliculares que separa al ovocito del medio externo (Figura 
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3). A diferencia de la membrana vitelina, las células foliculares expresan canales 

iónicos y transportadores (Miledi y Woodward 1989a; Miledi y Woodward 1989b), 

están eléctricamente acopladas entre si y al ovocito a través de gap junctions 

(Browne y Werner 1984) y por lo tanto pueden crear serias interferencias durante 

los registros electrofisiológicos. Por estas razones esta capa de células es eliminada 

antes de la inyección del ARNc a través de un tratamiento con colagenasa. 

 

 

 

 

Figura 3.  Estructura del ovocito de 

Xenopus laevis. 
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El ovocito de X. laevis es un sistema de expresión ideal al ofrecer varias 

ventajas experimentales. Es una célula relativamente grande (~0.8-1.3 mm de 

diámetro) conveniente para la microinyección de ARNc y para estudios de voltage 

clamp con dos electrodos (Figura 4). Además, la célula se encuentra en un estado 

silente relativo y por esto presenta una baja actividad de transportadores 

endógenos. Como está preparado para un alto volumen de síntesis proteica, el 

ovocito puede sintetizar proteínas de membrana a partir de ARNc exógeno 

microinyectado dentro del citoplasma (Gurdon y col. 1971), y múltiples especies de 

ARNc pueden ser inyectadas simultáneamente para estudiar complejos de 

proteínas formados por múltiples subunidades. Por otro lado, la rana X. laevis es 

fácilmente mantenida en cautiverio, haciéndola un animal de laboratorio de bajo 

costo, los ovocitos pueden ser fácilmente obtenidos y pueden sobrevivir por largos 

periodos de tiempo fuera del cuerpo de la rana. Por lo tanto, los ovocitos son un 

excelente sistema para el estudio de los canales iónicos de nuestro interés, como 

el regulador transmembrana de la fibrosis quística (CFTR) y el canal epitelial de 

sodio (ENaC).  
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1.6.1.  Parámetros eléctricos e iónicos básicos de la membrana del ovocito 

Los ovocitos de X. laevis pertenecen a las células más grandes del reino 

animal, y tienen una membrana plasmática altamente plegada con un área entre 18-

20 mm2 (Sigel 1990). Los parámetros eléctricos como resistencia, potencial de 

membrana y corriente son factores importantes que dan información sobre la calidad 

de los ovocitos. Estos parámetros difieren de ovocito en ovocito dentro de un mismo 

grupo provenientes del mismo animal y diferencias en estos parámetros pueden ser 

aún mayores en ovocitos provenientes de diferentes hembras. Los ovocitos que 

poseen una resistencia significativamente menor no deberían ser utilizados para 

microinyección y experimentos electrofisiológicos. Existen grandes diferencias entre 

los valores de potencial de membrana de los ovocitos que oscilan desde -27 a -90 

mV (Kusano y col. 1982; Costa y col. 1989), dependiendo de la concentración 

extracelular de K+, el diámetro y la manipulación correcta de los microelectrodos 

Figura 4. Expresión heteróloga 

de canales iónicos en ovocitos de 

Xenopus laevis. 
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utilizados. Las concentraciones intracelulares iónicas (Tabla 1) son muy importantes 

para la investigación de sistemas de transportadores pasivos y activos debido a que 

la tasa y/o dirección de los respectivos transportadores son determinadas por los 

gradientes electroquímicos. 

Ion Concentración [mM] 

K+ 76 - 148 

Ca2+ 3 x 10-6 - 400 x 10-6 

Na+ 4 - 23 

Cl- 24 - 62 

Mg2+ >0.5 

El gran tamaño y el alto grado de expresión de ARNm exógeno o ADNc hacen 

que los ovocitos sean una herramienta óptima para la expresión y caracterización 

funcional de proteínas de membrana. Sin embargo, los ovocitos poseen una gran 

variedad de transportadores de membrana endógenos y es de gran importancia 

distinguir los transportadores endógenos de los sistemas de transportadores 

expresados heterólogamente. 

Tabla 1. Concentraciones iónicas intracelulares 

del ovocito (Sobzack y col. 2010). 
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2. CFTR

El regulador transmembrana de la fibrosis quística, CFTR, es un canal que 

permite el paso principalmente de iones Cl- en la membrana apical de células 

epiteliales, así como en otros tipos de celulares, por ejemplo se lo ha encontrado en 

el trofoblasto (Marino y Kotsias 2014). Luego de la identificación de la secuencia de 

aminoácidos del CFTR (Riordan y col. 1989), se propuso una estructura para esta 

proteína de 150-170 kDa basada en datos electrofisiológicos y en su homología con 

la familia de proteínas ABC. Tiene dos dominios transmembrana (TM1 y TM2), un 

dominio regulatorio (R), y dos dominios de unión a nucleótidos (NBD1 y NBD2), así 

como dos N-glicanos. En el CFTR los motivos TM11-NBD1 están unidos al TM2-

NBD2 por el dominio R que posee múltiples sitios de fosforilación (Figura 5). Los 

dominios TM contribuyen a la formación del poro, los dominios NBD hidrolizan el 

ATP intracelular para regular el gating del canal y la fosforilación del dominio R por 

la proteína quinasa dependiente de AMPc (PKA) controla la actividad de mismo. 

Una vez que el canal es activado por fosforilación, las aperturas y cierres son 

regulados por la hidrólisis de ATP. Finalmente, la desfosforilación mediada por 

fosfatasas lleva a la inactivación del canal (Berger y col. 1993; Winter y Welsh 1997; 

Sheppard y Welsh 1999). En condiciones experimentales el canal es activado 

aumentando la concentración intracelular de AMPc por agentes farmacológicos. 
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2.1.     Características del CFTR  

Estudios electrofisiológicos permitieron establecer que el CFTR es un canal 

aniónico, con una relación corriente-voltaje lineal y con la siguiente secuencia de 

permeabilidad a aniones: Br- ≥ Cl- > I- > F- (Anderson y col. 1991a). El 

comportamiento del canal es independiente del tiempo y del voltaje. La forskolina, 

un activador de la adenilato ciclasa, lo activa en forma reversible (ver Assef y col. 

2003 y 2005 para referencias), y puede ser bloqueado por diferentes agentes 

incluyendo: diphenylamina-2-ácido carboxílico (DPC), ácido 4,4’-

Figura 5. Modelo topológico propuesto para el CFTR que muestra los dominios 

citosólicos terminales NH2 y COOH, dominios de unión a nucleótidos (NBD1 y NBD2) 

donde ocurre la hidrólisis del ATP, las 12 estructuras -hélice que atraviesan la 

membrana, agrupadas en dos segmentos (TM1 y TM2) y el dominio regulatorio (R), 

sujeto a regulación por PKA. La forskolina es un activador de la adenilato ciclasa que 

promueve en última instancia la activación de PKA. 
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diisotiocianoestilbeno-2-2’-disulfónico (DIDS), 5-Nitro-2-(3-fenillpropilamino) ácido 

benzoico (NPPB), y el hipoglucemiante oral glibenclamida. Recientemente se han 

desarrollado otros inhibidores que son específicos de este canal, como CFTRinh-

172 (Ma y col. 2002; Li y col. 2004; Hwang y Sheppard 1999; Zhang y col. 2000). 

2.2.     Síntesis, reciclado y degradación del CFTR 

Existe una forma glicosilada inmadura de CFTR que es producida cuando es 

sintetizada en el retículo endoplásmico (RE) y es transportada al complejo de Golgi 

donde se produce la forma madura N-glicosilada de CFTR que migra a la membrana 

plasmática. En el RE, el CFTR es sensado por el control de calidad del RE (ERQC) 

y se convierte en sustrato de la degradación asociada al RE. Aproximadamente el 

60 % del CFTR wild type recién sintetizado es retenido por ERQC y degradado por 

la vía ubiquitin-proteosoma. Sólo un tercio del precursor de CFTR es glicosilado de 

forma madura y expresado en la membrana plasmática. El CFTR una vez insertado 

en la membrana plasmática puede ser endocitado a endosomas tempranos y la 

mayoría es reciclado y enviado de vuelta a la membrana plasmática; una fracción 

es transferida a los endosomas tardíos y a los lisosomas para degradación (Cholon 

y col. 2010; Farinha y col. 2013) (Figura 6). 

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 número de 

canales en la membrana por una disminución en su degradación, o facilitan su 

maduración o corrigen el defecto de los codones de finalización, como el ataluren 

que se utiliza en las mutaciones que tienen su fundamento en este mecanismo. El 
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ivacaftor es un compuesto que aumenta la probabilidad de apertura del CFTR 

(estado abierto del canal) en los casos en que la fibrosis quística es causada por 

una mutación que provoca un bajo funcionamiento del canal (G551D). El ataluren 

es un aminoglicósido diseñado para promover la lectura en las mutaciones por 

codones de terminación como en la mutación G542X, restaurando la función del 

gen con resultados positivos en enfermos con fibrosis quística. El lumacaftor (VX-

809) ha demostrado utilidad en cultivos promoviendo el tráfico hacia la membrana 

del CFTR con la mutación ΔF508 (Boyle y col. 2013; Peltz y col. 2013) (Figura 6). 

Existen así tratamientos novedosos para los dos tipos de mutaciones más 

frecuentes en Argentina. 
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El citoesqueleto tiene un papel importante en la regulación de la actividad del 

CFTR. Los filamentos de actina (F-actina) son esenciales en la regulación de la 

actividad y expresión de CFTR en la membrana plasmática (Broadbent y col. 2015). 

Figura 6. Esquema de la síntesis, maduración, inserción y 

degradación del CFTR. El CFTR se sintetiza en el retículo 

endoplásmico (RE) y completa su maduración y glicosilación en el 

complejo de Golgi para luego insertarse en la membrana plasmática 

donde cumple su función de canal iónico. Gran parte del CFTR es 

reciclado en vesículas y luego vuelto a la membrana plasmática 

mientras que otra fracción es degradada en los lisosomas. 
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Tanto en la síntesis, como en el plegamiento y degradación del canal intervienen 

numerosas moléculas chaperonas y todo este conjunto de proteínas, más de 200, 

se conoce como “CFTR interactoma” (Chanoux y Rubenstein 2012; Monterisi y col. 

2013). El canal interactúa con diversas proteínas formando un complejo 

macromolecular que se encuentra anclado a F-actina que permiten regular tanto la 

inserción del CFTR en la membrana, su nivel de expresión como su funcionamiento 

y degradación (Figura 7) (Guggino y Stanton 2006). El extremo COOH terminal del 

CFTR posee un dominio de unión de 4 aminoácidos (DTRL) para proteínas con 

dominios PDZ como NHERF (Na/H exchanger regulatory factor). La unión del CFTR 

a la membrana plasmática involucra su interacción con su isoforma NHERF1. Esto 

requiere de la interacción de NHERF1 por medio de su extremo COOH terminal con 

la proteína ezrin, una proteína estructural relacionada tanto a la superficie celular 

como a los filamentos de actina. De esta manera se estabiliza todo el complejo, 

anclando el CFTR a la actina en un complejo inamovible. Además, ezrin puede 

actuar como una proteína de anclaje de PKA, permitiendo su compartimentalización 

próxima a CFTR, y que el AMPc generado por PKA se mantenga en la zona del 

complejo, promoviendo la fosforilación del canal (Monterisi y col. 2013; Palma y col. 

2014). Por el contrario, en las mutaciones ΔF508 esta estructura está desintegrada, 

el AMPc está diseminado por todo el citoplasma y el canal mutado es degradado 

(Monterisi y col. 2013). 

Así, proteínas del citoesqueleto forman una interacción dinámica con CFTR, 

participando en la regulación del transporte iónico, tráfico y degradación de CFTR 

(Monterisi y col. 2013; Edelman 2014; Marino y col. 2014; Palma y col. 2014). Hasta 

la fecha no se conoce como estas interacciones modulan la expresión de CFTR en 
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la superficie celular, aunque los datos disponibles indican que el CFTR está 

presente en la superficie celular y en compartimentos intracelulares, y sufre una 

endocitosis rápida acoplada a un reciclado altamente eficiente. 

Figura 7. Esquema de la interacción entre el CFTR y proteínas 

asociadas al citoesqueleto. El extremo C terminal del CFTR tiene 

un dominio de unión a los dominios PDZ (PDZBD) y de esta forma 

se une a la proteína NHERF1. A su vez NHERF1 por su extremo C 

terminal se une a EZRIN, una proteína estructural que se conecta 

tanto a la superficie celular como a los filamentos de actina que 

forman el citoesqueleto. Sólo se han dibujado los dominios TM2, R, 

NBD2 y PDZBD del CFTR. 
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2.3.      Funciones del CFTR 

1) En condiciones experimentales ha sido comprobado que tanto la proteína 

M2 del virus de la influenza, un canal protónico, así como la inflamación, hipoxia y 

factores oxidantes disminuyen la expresión y función del CFTR, sugiriendo un papel 

del CFTR en la fisiopatología de la influenza y en la enfermedad pulmonar 

obstructiva crónica (Londino y col. 2013; Rab y col. 2013).  

2) Tanto el CFTR como el ENaC y otros canales iónicos participan en la 

migración celular, proceso crucial en la defensa inmunológica, la implantación y 

morfogénesis embrionaria, la reparación de heridas y la regeneración de los tejidos. 

Es un fenómeno complejo que requiere de la integración de señales mecánicas y 

químicas que reprimen la expresión de moléculas de adhesión y producen cambios 

en el volumen y en el citoesqueleto celular. La regulación aberrante de los canales 

iónicos es un mecanismo que subyace en la invasión de los tumores malignos 

(Marino y Kotsias 2012, 2014).  

3) Además de su función como canal iónico de cloruro, el CFTR puede 

transportar HCO3
- y su defecto es muy importante en la fisiopatología de la fibrosis 

quística (Shcheynikov y col. 2004; Tang y col. 2009). 

4) El CFTR puede ser activado por estímulos mecánicos y se ha 

caracterizado así como un canal mecanosensible, particularidad importante en los 

cambios de volumen celular en los que participa el CFTR (Zhang y col. 2010).  

5) Existen numerosas pruebas acerca de que el CFTR regula la actividad de 

otros canales iónicos como canales de cloruro de rectificación saliente (ORCC), el 

ENaC y las conexinas (Kotsias y Peracchia 2005; Reddy y Quinton 2005; Kotsias y 

col. 2006). Ejemplo de ello se observa con la disminución en la conductancia a 
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través de las uniones gap por el CFTR activado por forskolina en ovocitos que 

expresan también la conexina 45, proteína formadora de las uniones gap. La 

actividad del CFTR altera la respuesta control. Aunque los detalles de esta 

regulación no se conocen, los mecanismos podrían involucrar cambios en la 

concentración de iones por la actividad de un canal que a su vez afectaría a otro 

canal o en el número de canales expresados. Una interacción física directa entre 

CFTR y ENaC se apoya en los resultados obtenidos en experimentos de 

electrofisiología de canales aislados, la coinmunoprecipitación de las dos proteínas 

y por la presencia del fenómeno FRET (transmisión de energía de resonancia de 

Förster) que requiere de una proximidad de las proteínas de 1-10 nm (Berdiev y col. 

2009; Qadri y col. 2011). 

En 1986 se publicó un artículo (Boucher y col. 1986) en el que se demostraba 

en la fibrosis quística una hiperabsorción de Na+ en el epitelio de las vías aéreas, 

sugiriéndose la participación del canal ENaC en el desarrollo de la enfermedad. A 

partir de ese momento se publicaron nuevas evidencias y contradicciones sobre la 

relación del ENaC con el CFTR y del papel regulador del CFTR sobre otros canales, 

que incluyeron modelos transgénicos de ratones con falta de CFTR y 

sobreexpresión de una de las subunidades del ENaC (Zeiher y col. 1995; Mall y col. 

2004). Como se comentó más arriba, faltan muchos detalles sobre esta interacción, 

en particular sobre sus efectos positivos y negativos dependiendo del tejido 

estudiado (Collawn y col. 2012; Hobbs y col. 2013). 

En líneas generales, la absorción 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 CFTR y el canal 
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ENaC en respuesta a cambios en la fuerza impulsora creada por la NaK-ATPasa. 

El movimiento de iones tiene por resultado el pasaje de agua por vía paracelular y 

transcelular (Frizzell y Hanrahan 2012; Reddy y Stutts 2013). 

2.4.    CFTR y fibrosis quística 

Mutaciones en el gen que codifica para el CFTR causan fibrosis quística, la 

enfermedad genética de mayor prevalencia en la población caucásica, alcanzando 

frecuencias de 1:2500 nacimientos vivos. Más de 1900 mutaciones diferentes se 

identificaron en pacientes con fibrosis quística. Muchas de ellas alteran diferentes 

propiedades del canal, pero la mutación más común (F508) resulta en un mal 

ensamblaje y en una falla en la maduración de la proteína, que imposibilita su 

inserción en la membrana plasmática (Ward y col. 1995). Esta mutación se observa 

en aproximadamente el 59 – 66 % de los pacientes con fibrosis quística en la 

Argentina (Palma y col. 2014). Este desorden se caracteriza por un defectuoso 

transporte de Cl- y de otros iones que afectan las funciones exocrinas de diferentes 

órganos como el páncreas, intestino, pulmón, árbol biliar y glándulas sudoríparas 

(Quinton y col. 1999). Las características clínicas de la fibrosis quística incluyen 

obstrucción de las vías respiratorias por acumulación de moco e infecciones 

bacterianas crónicas, ocasionando pérdida progresiva de la función pulmonar. 

2.5.  CFTR regula a otros canales iónicos 

El CFTR es una proteína multifuncional, es un canal de Cl- pero también un 

regulador de la actividad de otros canales iónicos como el ENaC, el canal de K+ 
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renal (ROMK2) y el canal de cloruro con rectificación saliente (ORCC), entre otros 

(Kunzelmann y Schreiber 1999; Schwiebert y col. 1995 y 1999; Rubenstein y col. 

2011). 

 

2.6.     Canal Epitelial de Sodio (ENaC)  

El ENaC es un canal iónico selectivo al sodio, no activado por voltaje, 

perteneciente a la superfamilia de las ENaC/Degenerinas (Pochynyuk y col. 2007). 

El canal es inhibido por el bloqueante amiloride y sus análogos (benzamil y 

triamterene), hecho que caracteriza a las corrientes que conduce (Garty y Palmer 

1997; Kellenberger y Schild 2003; Kashlan y col. 2005). El mismo media la entrada 

de sodio a las células desde el fluido luminal, ubicándose en la membrana apical de 

muchos epitelios absortivos de alta resistencia, representando el primer paso para 

el transporte transepitelial del ion. Participa en el mantenimiento del volumen 

extracelular y de la presión arterial, e indirectamente en la homeostasis del K+ y de 

H+. En la superficie del epitelio de las vías aéreas mantiene el volumen de líquido 

ayudando a la eliminación de las partículas y patógenos inhalados (Donaldson y col. 

2007). 

El ENaC se expresa en otros tipos celulares, tales como el túbulo colector 

renal, el colon distal, los ductos de las glándulas secretorias (salivales y 

sudoríparas), el epitelio respiratorio/pulmonar y la piel de anfibios (Garty y Palmer 

1997; Alvarez de la Rosa y col. 2000). También se lo ha detectado en las papilas 

gustativas, células de músculo liso vascular, en células epiteliales mamarias (Boyd 

y col. 2007), en el epitelio endometrial y tracto reproductor femenino (Yang y col. 

2004; Chan y col. 2007), en células endoteliales (Kusche-Vihrog y col. 2007), en 
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espermatozoides (Hernandez-Gonzales y col. 2006; Kong y col. 2008), en linfocitos 

humanos (Bubien y col. 2001), en glándula tiroides (Verrier y col. 1989), 

keratinocitos y folículos pilosos (Rossier y col. 2002), y en células BeWo y placenta 

humana (del Mónaco y col. 2006 y 2008ª; del Mónaco y col. 2009).   

2.6.1.  Estructura del ENaC 

El ENaC es un canal heteromérico, compuesto por tres subunidades 

homólogas (,  y ) que comparten una estructura terciaria común y las mismas 

poseen los dominios carboxilo y amino intracelulares cortos (50-100 aminoácidos) 

separados por dos dominios transmembrana y un largo dominio extracelular (450 

aminoácidos) (Figura 8).  

 

 

 

 

Figura 8. Estructura terciaria de las subunidades 

del ENaC. Esquema de una membrana celular en la 

que se observan las tres subunidades del canal de 

sodio y su distribución a través de la misma. 
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2.6.2.  Regulación del ENaC 

El ENaC es regulado por una variedad de estímulos, como aldosterona, 

vasopresina, insulina (Butterworth y col. 2009), glucocorticoides (Quesnell y col. 

2007), prostaglandinas, agonistas beta adrenérgicos y por las hormonas sexuales 

estrógeno y progesterona (Laube y col. 2011). Por otra parte, el mismo puede ser 

afectado por la concentración de sodio intracelular (Anantharam y col. 2006; Bize y 

col. 2007) y extracelular (Sheng y col. 2007), por estímulos mecánicos (Carattino y 

col. 2004; Wei y col. 2007) y por la tensión de oxígeno sanguínea (Otulakowski y 

col. 2006). El canal es sensible a fosfatidilinosítidos (Ma y col. 2002; Pochynyuk y 

col. 2007), estrés hipotónico (Taruno y col. 2008) y a la coexpresión con canales de 

cloro ClC-5 (Bachhuber y col. 2005).  

El CFTR regula al ENaC aunque el mecanismo por el cual ocurre esta 

interacción no es conocido. Se sugirió que el CFTR se asocia físicamente con el 

ENaC y que el CFTR suprime la proteólisis de los dominios extracelulares de ENaC 

impidiendo su estimulación (Gentzsch y col. 2010). En ovocitos de Xenopus laevis 

se observó que la coexpresión del ENaC y el CFTR disminuyó la probabilidad de 

apertura de ENaC, sin afectar su expresión en la superficie celular (Konstas y col. 

2003). También se propuso que el Cl- intracelular inhibe el ENaC como un 

mecanismo de regulación indirecto del CFTR (Konig y col. 2001; Bachhuber y col. 

2005). 

La hormona mineralocorticoide aldosterona es uno de los principales 

efectores (y el más potente) para el aumento de la actividad del ENaC, elevando las 

tasas de reabsorción de sodio a través de los epitelios. La hormona entra a las 

células y se une al receptor de mineralocorticoides (MR) en el citoplasma. El 
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receptor activado ingresa al núcleo, donde estimula la transcripción de genes 

(proteínas estimuladas por aldosterona, AIPs) y reprime la transcripción de otros 

(proteínas reprimidas por aldosterona, ARPs). Los tiempos de acción de la hormona 

presentan dos fases. La respuesta temprana, entre los 30 minutos y las 3 horas, 

caracterizada por un crecimiento en la absorción de sodio de 2 a 3 veces. En esta 

etapa el aumento de los niveles del ARNm del ENaC es escaso, por lo que el 

aumento de la corriente de sodio está relacionado con el tráfico del canal a 

membrana y la inhibición de las vías de ubiquitinación, aumentado la presencia del 

mismo en la superficie celular. La respuesta tardía, a partir de las 3 horas de 

estímulo y durando incluso hasta las 24 horas, se caracteriza por un aumento de la 

absorción de sodio de hasta 20 veces. La aldosterona estimula la transcripción de 

las subunidades del canal, con patrones de respuesta heterogéneos y tejido 

específicos (Alvarez de la Rosa y col. 2000). 

En etapas tardías la aldosterona estimula directamente la transcripción del 

ENaC, aumentando las copias del canal por célula y estimulando su presencia en 

la membrana plasmática. Una vez que el canal se encuentra en membrana, el 

mismo es modulado por estímulos postranscripcionales: 1) proteólisis de las 

subunidades del canal, mediante la cual las proteínas son clivadas por proteasas 

(mCAP-1, mCAP-2, tripsina, elastasa, prostasina, furina), aumentando la 

probabilidad de apertura (Narikiyo y col. 2002; Hughey y col. 2003; Caldwell y col. 

2004; Rossier 2004; Adebamiro y col. 2007; Harris y col. 2007).  2) metilación de la 

subunidad  del canal, aumentando la probabilidad de apertura (Rokaw y col. 1998; 
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Zhou y Bubien 2001; Edinger y col. 2006). 3) unión a fosfatidilinosítidos, que regulan 

la probabilidad de apertura del canal (Pochynyuk y col. 2007). 

Dado que la modulación principal del ENaC se produce regulando su tráfico 

en vesículas hacia la membrana plasmática, también existen proteínas del 

citoesqueleto (sintaxina 1A) y pequeñas GTPasas (RhoA, K-RasA, Rac1 y proteínas 

Rab) mediando la endo y exocitosis de dichas vesículas, participando así de los 

efectos hormonales descriptos (Condliffe y col. 2004; Malik y col. 2006; Pochynyuk 

y col. 2006; Saxena y Zaur 2006; Saxena y col. 2007). 

3. PROTEÍNA APICAL DE XENOPUS (APX) O SHROOM

El grupo de Staub y colaboradores describió en el año 1992, una proteína 

que denominaron Apx (Apical protein Xenopus) en células A6 derivadas de riñón de 

X. laevis. La misma fue clonada y su gen caracterizado. El gen de Apx se aisló de 

una genoteca de células A6 de riñón de X. laevis y se determinó que la proteína se 

expresaba en membranas apicales, modulando la expresión funcional del ENaC en 

la superficie celular, como una proteína regulatoria (Benos y col. 1986; Staub y col. 

1992). En ese mismo trabajo, la inhibición de la expresión de Apx por 

oligonucleótidos antisentido produjo una reducción de las corrientes sensibles al 

amiloride generadas en ovocitos de Xenopus inyectados con ARN poli (A)+ de 

células A6, y medidos con técnicas electrofisiológicas. No se generaban corrientes 

de sodio cuando se expresaba solamente Apx en los ovocitos. 
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Hace unos años, Apx se incorporó a la familia de proteínas Shroom (Shrm), 

asociadas al citoesqueleto de actina apical. En vertebrados, la familia Shroom 

consiste en cuatro miembros, Shroom1 - Shroom4, con similitudes en sus dominios, 

los cuales incluyen un dominio PDZ y dos dominios Apx/Shrm C-terminales (ASD1 

y ASD2) (Hagens y col. 2006) con el dominio ASD2 presente únicamente en estas 

proteínas y conservado evolutivamente para mantener la arquitectura celular (Dietz 

y col. 2006; Hagens y col. 2006). Estas proteínas comparten actividades celulares, 

como así también poseen actividades distintivas. Todas las proteínas Shroom 

examinadas se unen a F-actina a través del dominio ASD1 y controlan la morfología 

celular y la arquitectura tisular al regular la distribución subcelular del citoesqueleto 

de actina-miosina y utilizan esto para provocar constricción apical o contractibilidad 

cortical (Hildebrand 2005). Se predice que las proteínas Shroom funcionen como 

adaptadores regulando la actividad contráctil del citoesqueleto actina-miosina. Cada 

miembro está implicado en la regulación de varios eventos durante el desarrollo 

embrionario, incluyendo el cierre del tubo neural (Hildebrand y Soriano 1999), 

remodelado de la vasculatura (Farber y col. 2011), desarrollo del ojo (Fairbank y col. 

2006; Plageman y col. 2010), morfogénesis del intestino (Grosse y col. 2011; 

Plageman y col. 2011a), arquitectura y función neuronal (Hagens y col. 2006b; 

Taylor y col. 2008), función renal (Köttgen y col. 2009), hipertensión arterial (Sevilla-

Pérez y col. 2008), y heterotaxia en humanos (Tariq y col. 2011). Dentro de la familia 

se encuentran: Shroom3, una proteína de unión a actina requerida en el cierre del 

tubo neural de ratones y Xenopus, que controla la distribución del esqueleto de 

actina-miosina y la morfología celular durante la embriogénesis (Hildebrand 2005); 

y Kiaa1202 (Shroom4), también asociada a la organización del citoesqueleto de 
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actina, con un importante papel en el desarrollo embrionario de los vertebrados 

(Yoder y Hildebrand 2007). Apx, a partir de estos estudios se denominó Shroom1, 

y se encontró que a diferencia del resto de los miembros no posee un dominio PDZ 

(Figura 9). Posteriormente, se observó que Apx y ENaC estaban físicamente 

asociados en la membrana de las células A6, junto con proteínas del citoesqueleto 

(espectrina), en un complejo macromolecular y se confirmó su influencia en las 

corrientes sensibles al amiloride (Zuckerman y col. 1999). En nuestro laboratorio 

observamos que la regulación del canal ENaC por la proteína Shroom1 ocurre a 

través de un cambio en el número de canales insertos en la membrana, y no por un 

efecto sobre las propiedades cinéticas del canal (Assef y col. 2011). En resumen, 

esta proteína posee una actividad regulatoria sobre la forma y la arquitectura 

intracelular, tejido específica, dependiente del citoesqueleto de actina-

miosina/tubulina. 

Figura 9. Estructura de xShroom1. 

Organización de los dominios de la 

proteína xShroom1. 
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4. GENERALIDADES

4.1.  Ley de Ohm 

Para el estudio de los canales iónicos es importante recordar algunos 

conceptos de electricidad. La materia está constituida por moléculas cargadas, 

donde un mol de Hidrógeno contiene el número de Avogadro de protones (N = 6.02 

x 1023) y el mismo número de electrones. La carga de un protón (e), medida en 

Coulombs es, e = 1.6 x 10-19 C. Por lo tanto, la carga de un mol de protones queda 

determinada por la Ecuación 1 y se la conoce como constante de Faraday (F). 

F = N x e = 105 C/mol 

Un flujo de cargas es denominado corriente. La corriente se mide en 

Amperios (A), donde 1 A corresponde al flujo de un Coulomb por segundo. Si se 

colocan en solución salina un electrodo positivo y otro negativo, los cationes 

migrarán al polo negativo (cátodo) y los aniones al positivo (ánodo). Por convención, 

la corriente fluye a través de la solución desde el ánodo al cátodo. Según la ley de 

Ohm, la corriente eléctrica (I) está determinada por dos factores: la diferencia de 

potencial (V) entre los electrodos (trabajo necesario para mover una carga de un 

punto a otro, medida en Volts) y la conductancia (G) de la solución entre ellos 

(facilidad con que las cargas se mueven entre dos puntos, medida en Siemens). 

I = V x G 
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La ley de Ohm también puede escribirse en términos de resistencia, donde 

la resistencia (R) es la inversa de la conductancia y se mide en Ohm (). La ley de 

Ohm es central en la biofísica de membranas porque cada canal iónico constituye 

un conductor elemental que atraviesa la membrana lipídica. La conductancia total 

de la membrana es la suma de esas conductancias elementales en paralelo. De 

este modo, podemos estimar el número de canales abiertos y la facilidad con la que 

los iones pueden atravesar la membrana. 

4.2.  Relación corriente – voltaje 

Usualmente se caracteriza a los canales iónicos con curvas corriente-voltaje 

(curvas I-V), obtenidas de relacionar la amplitud de la corriente con el potencial 

aplicado a la célula. A partir de estos gráficos se puede estimar la conductancia que 

se define como el cociente entre la amplitud de corriente y el voltaje. 

En muchos casos, la conductancia no cambia en forma lineal con el voltaje y 

a esta propiedad se la conoce como rectificación. La rectificación puede ser 

consecuencia de un cambio en la probabilidad de apertura del canal, de 

mecanismos de bloqueo por iones o moléculas presentes en el medio intracelular y 

de diferente composición iónica de las soluciones a ambos lados de la membrana. 

El término de rectificación entrante se utiliza cuando el canal conduce corriente en 

forma más efectiva hacia el interior celular, con respecto al exterior. Lo opuesto 

corresponde a la rectificación saliente, y se denominan canales no rectificantes a 

aquellos que presentan una curva I-V lineal (Figura 10). 
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4.3.     Potencial de equilibrio y Ecuación de Nernst 

Un canal puede conducir corriente hacia adentro o afuera de la célula, y la 

dirección en que el movimiento de iones ocurre es gobernada por el gradiente 

electroquímico. El punto donde el gradiente químico es exactamente igual al 

gradiente eléctrico es llamado potencial de equilibrio.  

En las células, los iones se distribuyen en forma asimétrica a ambos lados de 

la membrana y la diferencia de potencial a través de la misma en el reposo es 
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Figura 10. Relación corriente – voltaje de dos canales 

iónicos distintos. Los símbolos llenos () representan 

a un canal de conductancia unitaria 10 pS y no 

rectificante. Los círculos vacíos (O) representan a un 

canal con rectificación saliente. 
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distinta de cero. El potencial de equilibrio para un determinado ion (Eion) queda 

determinado por la Ecuación de Nernst:  

 

 

 

donde, z es la carga del ion, F es la constante de Faraday, R es la constante de los 

gases, T es la temperatura en grados Kelvin y [S]o y [S]i, corresponden a las 

concentraciones del ion fuera y dentro de la célula, respectivamente. Conociendo 

las concentraciones iónicas a ambos lados de la membrana se puede determinar a 

partir de la ecuación de Nernst, el potencial de equilibrio para cada ion. De este 

modo, si se fija la diferencia de potencial de la célula al potencial de equilibrio del 

K+ (EK) por ejemplo, la ecuación predice que en estas condiciones no habrá flujo 

neto de K+ a través de la membrana. 

 

4.4.     Permeabilidad, conductancia y selectividad 

La permeabilidad es una propiedad de las membranas biológicas que se 

relaciona con la facilidad que posee un ion para atravesar la bicapa lipídica. En la 

mayoría de los casos es independiente de la concentración del ion a ambos lados 

de la membrana. La conductancia es una medida del número de canales insertos 

en la membrana que se encuentran abiertos a un determinado potencial. En líneas 

generales, la conductancia cambia en paralelo con la permeabilidad, pero la 

conductancia depende de las propiedades de la membrana y de las concentraciones 

de iones en las soluciones interna y externa. Si un canal permite el pasaje de más 

de una especie iónica, un valor análogo al potencial de equilibrio, llamado potencial 

E ion  = 
 [S] o 

 [S] i 

RT 
zF 

ln 
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de reversión (Er) puede ser calculado a partir de una ecuación de campo constante 

modificada:  

 

 

 

En este ejemplo se escribió la ecuación para el Cl-, donde [Cl] y [X], corresponden 

a las concentraciones de Cl- y de otro ion permeable, respectivamente y las 

permeabilidades se simbolizan como PCl y PX. Er corresponde al valor de potencial 

donde la corriente es cero y se puede obtener experimentalmente. De este modo, 

si las concentraciones iónicas en la solución intracelular y extracelular son 

conocidas, esta ecuación permite estimar el valor de permeabilidad relativa del ion 

X con respecto al Cl-, PX/PCl. 

Otra alternativa para obtener datos de permeabilidades relativas es mediante 

la determinación del cambio en el Er cuando un ion es reemplazado por otro en la 

solución extracelular. Por ejemplo se mide primero el Er con Cl- en la solución 

extracelular ([Cl]o) y luego con el anión X ([X]o) y se calcula PX/PCl utilizando la 

siguiente ecuación: 

 

 

 

Er =
PCl [Cl]i + PX [X]i

PCl [Cl]o + PX [X]o

RT

zF
ln

Er = ErX - ErCl =
PX  [X]o

PCl [Cl]o

RT

zF
ln
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Si se obtiene un valor de PX/PCl = 0.25, indica que el Cl- es 4 veces más permeable 

que X. 

La selectividad compara las permeabilidades de un canal abierto a diferentes 

especies iónicas. El fenómeno de selectividad tiene lugar en la región más angosta 

del poro conocida como filtro de selectividad, donde los aminoácidos localizados en 

esa zona determinan el tipo de ion que puede permear. La interacción de los iones 

con los grupos polares del filtro permite la deshidratación y entrada del ion por el 

poro del canal.  

 

5. MEDICIÓN DE CORRIENTES CELULARES 

 

5.1.    Técnica de voltage clamp 

5.1.1.  Fundamentos del voltage clamp 

 La técnica de voltage clamp, fue desarrollada por Cole y Marmont (1949) y 

Hodking y colaboradores (1952), y revolucionó el estudio de los canales iónicos. 

Con esta técnica electrofisiológica el flujo de iones a través de la membrana celular 

se detecta como corriente eléctrica, mientras que el potencial de membrana es 

mantenido bajo control experimental con un amplificador, haciendo posible medir 

las corrientes macroscópicas de una célula entera. La técnica de voltage clamp 

consiste en impalar la célula con dos microelectrodos de vidrio conectados a un 

amplificador, uno constituye el electrodo de voltaje para registrar el voltaje, y otro el 

electrodo de corriente para inyectar corriente desde el amplificador. El electrodo de 

voltaje puede capturar todos los iones que fluyen bajo su área después de la 

aplicación de un estímulo y así la corriente transportada por los canales iónicos, 
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puede ser determinada. Esto se denomina voltage clamp con dos electrodos (TEVC) 

y se utiliza para registrar la actividad de los canales de toda una célula manteniendo 

intacta la composición del medio intracelular (Figura 11).  

 

 

 

5.1.2.  Equipo de voltage clamp 

En una forma simple, el equipo de voltage clamp usado en nuestro laboratorio 

consiste en una cámara donde se colocan las células, ubicado sobre una mesa 

antivibratoria. Un amplificador de voltage clamp está conectado al electrodo de 

medida (pipeta) y dos micromanipuladores permiten posicionar los microelectrodos 

sobre la célula. Se requiere de otros aparatos para la adquisición de datos (ej. 

software pClamp 8.0, conversor analógico digital, osciloscopio, computadora, etc.), 

y se utilizan instrumentos para la fabricación de las pipetas, como el estirador de 

pipetas. 

  

Figura 11. Esquema de la técnica de 

voltage clamp con dos electrodos. 
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El CFTR se activa por el aumento de los niveles de AMPc intracelulares y por 

la fosforilación mediada por las proteínas quinasa C (PKC) y quinasa A (PKA). Otros 

factores adicionales influyen en la cantidad, estabilidad, vida media y la actividad de 

CFTR en la superficie celular (Broadbent y col. 2015). Las proteínas del 

citoesqueleto forman una interacción dinámica con el CFTR, participando en la 

regulación del transporte de iones del canal, en su tráfico y degradación, siendo F-

actina esencial para la regulación de la actividad y la expresión (Marino y Kotsias 

2014; Monterisi y col. 2013; Palma y col. 2014). Hasta el momento, no está claro 

cómo todas estas interacciones modulan la expresión de CFTR en la superficie 

celular, aunque los datos indican que el canal está presente en la superficie celular 

y en compartimentos intracelulares y sufre una rápida endocitosis acoplada con un 

eficiente reciclado (Ahner y col. 2013). 

En los epitelios, el canal de sodio ENaC se colocaliza con frecuencia con 

otros canales aniónicos, y se ha demostrado una compleja regulación por el canal 

de cloruro CFTR (Bachhuber y col. 2005). El CFTR además de ser un canal aniónico 

es un regulador de otros canales iónicos como el ENaC y el ORCC por varios 

mecanismos (Kunzelman y col. 1999; Hobbs y col. 2013). La relación entre CFTR y 

ENaC parece depender del tejido estudiado; así, en las vías aéreas, la presencia o 

activación del CFTR se asocia a una menor actividad del ENaC, mientras que en 

las glándulas sudoríparas el ENaC es activado. Mutaciones en los mismos están 

implicadas en la fisiopatología de cuadros nosológicos como hipertensión, 

preeclampsia y fibrosis quística entre otros. 

Shroom es una familia de proteínas involucradas en la regulación y 

mantenimiento de la arquitectura del citoesqueleto mediante la unión a actina 
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(Fairbank y col. 2006). En células A6 de riñón de anfibio, el ENaC se encontró 

físicamente asociado a Shroom1 (Zuckerman y col. 1999). Además, nuestro grupo 

ha demostrado que Shroom1 regula al ENaC a través del número de canales en la 

membrana y no por un efecto sobre las propiedades cinéticas del canal (Assef y col. 

2011). 

Dada la frecuente colocalización del ENaC y CFTR donde existe una 

interacción entre ambos y los efectos demostrados sobre ENaC por parte de 

Shroom1, nos indujeron a pensar que esta regulación podría extenderse hacia el 

CFTR. 

En base a estas evidencias y nuestros resultados, nuestra hipótesis de 

trabajo es que podría existir una relación entre el canal de cloruro CFTR y la 

proteína asociada al citoesqueleto Shroom. Esta relación podría estar dada 

por mecanismos regulatorios de Shroom sobre CFTR a través de alguna de 

las vías de tráfico intracelular del canal. 
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OBJETIVO GENERAL DEL TRABAJO 

Shroom es una familia de proteínas relacionadas con la regulación y el 

mantenimiento del citoesqueleto al unirse a actina. Uno de los miembros de la 

familia Shroom es la proteína xShroom1, la cual se expresa constitutivamente en 

ovocitos de Xenopus laevis y es necesaria para la expresión y funcionalidad del 

canal epitelial de sodio ENaC (Assef y col. 2011) 

Dada la información presentada hasta el momento expuesta en los capítulos 

de introducción e hipótesis, el objetivo general de este trabajo consiste en estudiar 

la relación y mecanismos involucrados del CFTR con proteínas Shroom en 

ovocitos de Xenopus laevis. Se emplean técnicas  electrofisiológicas (voltage clamp) 

y de biología molecular. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS DEL TRABAJO 

1. Evaluar la expresión y funcionalidad heteróloga  del canal de cloruro CFTR por

la técnica de voltage clamp en ovocitos de Xenopus laevis, estudiando las corrientes 

totales, analizando curvas corriente-voltaje, y su comportamiento luego de la utilización 

del bloqueante DPC. La expresión del canal se confirmará con técnicas de biología 

molecular, para conocer si los patrones de expresión se corresponden con el análisis 

funcional del mismo. 
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2. Analizar la relación entre xShroom1 y CFTR inhibiendo xShroom1 con

oligonucleótidos antisentido y midiendo la actividad y la expresión del canal por 

voltage clamp y biotinilización de las proteínas de membrana, respectivamente, en 

ovocitos de Xenopus laevis. 

3. Investigar los mecanismos por los cuales xShroom1 se relaciona con CFTR.

Se registrarán las corrientes de CFTR cuando el tráfico del canal a la membrana 

plasmática es bloqueado con brefeldina A para analizar su vida media, y cuando su 

degradación proteosomal es inhibida con MG-132. También cuando el lisosoma es 

inhibido con cloroquina o cuando la endocitosis del canal es inhibida con dynasore. 

Por otro lado se medirá la ubiquitinación de CFTR y su interacción con la chaperona 

Hsc70 por inmunoprecipitación. En todos los casos xShroom1 será inhibida con 

oligonucleótidos antisentido. 

4. Estudiar la relación entre CFTR, ENaC y xShroom1 analizando las corrientes

de sodio sensibles a amiloride por voltage clamp, cuando la proteína endógena de 

los ovocitos xShroom1 es inhibida y el canal CFTR es activado con un aumento 

intracelular de AMPc. 
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Obtención de los ovocitos de Xenopus laevis 

Ranas hembras adultas de Xenopus laevis se anestesiaron con 0.3 % de 

tricaína (MS-222) y un segmento del ovario fue extraído de la incisión abdominal. 

Este segmento fue colocado en medio ND96, que contiene (en mM): NaCl 96, KCl 

2, CaCl2 1.8, HEPES 5 (pH 7.4) suplementado con 1 µg/ml de gentamicina. Las 

células foliculares que rodean a los ovocitos se removieron mediante incubación 

con 1 mg/ml de colagenasa tipo IA por 40 minutos. Los ovocitos en estadio V-VI se 

separaron en forma manual y se mantuvieron a 18 ºC. 

Expresión heteróloga 

En los ovocitos de Xenopus laevis obtenidos se expresaron heterólogamente 

los canales CFTR o ENaC. Para ello se realizó la síntesis in vitro de los ARN 

complementarios (ARNc) utilizando el kit T7 mMessagemMachine kit (Ambion, 

Austin, EEUU), a partir de los ADNc de CFTR y ENaC. Luego a cada ovocito se le 

inyectaron 7 ng del ARNc de CFTR o ENaC solo o junto con 25 ng de los 

oligonucleótidos sentido o antisentido dirigidos contra xShroom1 diluidos en 50 nl 

finales de agua libre de RNAsas (ver mas abajo), o en algunos casos con 50 nl de 

agua libre de RNAsas como control. Para esto se utilizó un nanoinyector Drummond 

(Drummond, Broomall, EEUU). 
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Electrofisiología 

Los ovocitos se colocaron en una cámara de registro y visualizados por 

medio de una cámara digital montada sobre una mesa antivibratoria. Las distintas 

soluciones empleadas se perfundieron (0.6 ml/min) con una bomba peristáltica 

(Dynamax RP-1; Rainin Instruments, Woburn, MA) y la solución fue eyectada con 

una aguja ubicada arriba de la cámara que contiene el ovocito. Se midieron las 

corrientes ionicas utilizando la técnica de voltage clamp con dos microelectrodos de 

vidrio, utilizando un amplificador Warner Oocyte Clamp 0C 725C con un sistema de 

referencia bath probe (Warner Instruments, Hamden, CT). Los datos se adquirieron 

a través de Clampex 8.0 (Axon Instruments, Union City, CA) utilizando una interface 

DigiData 1220A a 1 kHz. Los microelectrodos de vidrio se construyeron con un 

estirador de pipetas horizontal con resistencias de 1-3 MΩ y se llenaron con 3 M 

KCl. Para la referencia se utilizaron dos cables de plata clorurados a través de 

puentes de agar 3 % en 3 M KCl. y posicionados cerca del ovocito. Para el análisis 

de los datos se utilizaron los programas de pClamp10. En la cámara con el ovocito, 

estimamos que la resistencia baño-fluido como la resistencia entre ambos 

electrodos (alrededor de 100-200 Ω). Sin el bath probe este valor se incrementa por 

un factor de 10 o 20 y de allí la utilidad del circuito bath probe para mantener esta 

resistencia en serie con la membrana y entre electrodos lo más baja posible. 

Luego de la inserción de ambos microelectrodos, se esperó 5 minutos antes 

de comenzar el experimento. Se corrieron dos sets de registros con una demora de 

5 minutos para asegurarse de que las corrientes fueran estables. La adición de 10 

μM de foskolina más 1 mM de 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) a la solución 
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extracelular produce un aumento intracelular de AMPc y fue usada para inducir la 

actividad de CFTR (Weber y col. 2005). De la resta entre la actividad basal y luego 

de la aplicación de este compuesto se extrajo la corriente de CFTR (Jiang y col. 

1998; Qadri y col. 2011). Luego de 15 minutos de exposición a las drogas las 

corrientes se registraron, tiempo suficiente para tener un efecto de activación 

estable del canal. Las corrientes de sodio de ENaC son aquellas sensibles a su 

inhibidor específico amiloride. Todos los experimentos se realizaorn a temperatura 

ambiente (20 - 24 ºC). Las corrientes y los potenciales se expresaron usando las 

convenciones usuales, donde un potencial negativo indica una polaridad negativa 

en el interior celular y una corriente entrante (mostradas en los gráficos como 

deflexiones hacia abajo) corresponden a un flujo de aniones saliendo de la célula o 

a un flujo de cationes entrando a la misma. 

El protocolo utilizado para la medición de las corrientes en los ovocitos 

consistió en la aplicación de pulsos de voltaje desde -160 a +40 mV, en incrementos 

de 20 mV, con una duración de 500 mseg y un intervalo de 10 mseg entre la 

aplicación de cada pulso. Las corrientes se midieron a los 400 mseg de iniciado el 

pulso a un potencial de 0 mV, y a partir de esos datos se obtuvieron las curvas de 

corriente en función del voltaje (curvas I-V). 
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Soluciones y reactivos 

Forskolina (Alomone Labs, Israel), 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX, Sigma, 

EE.UU.), difenilamino-2-carboxilato (DPC, Sigma) y dynasore (Sigma) se 

disolvieron en DMSO; brefeldina A (Sigma) en etanol y cloroquina en agua. 

Extracción de proteínas totales 

Grupos de 20-40 ovocitos inyectados se incubaron con 10 μM de forskolina 

junto con 1 mM de IBMX por 15 minutos. El medio fue removido y los ovocitos se 

lavaron dos veces con forskolina más IBMX. Luego las células se incubaron en 

buffer de homogenización (Tris 20 mM, Na2HPO4 5 mM, MgCl2 5 mM, EDTA 1 mM 

y sucrosa 80 mM, pH 7.4) (4 °C) con inhibidores de proteasas (0.01 X Protease 

Inhibitor Cocktail) a un volumen de 10 µl/ovocito. Se lisaron en hielo con inhibidores 

de proteasas pasándolos secuencialmente a través de una aguja de calibre 23 y 

luego a través de una aguja de calibre 27 y luego vortexeados. El homogenato se 

centrifugó 5 minutos a 1500 rpm (4 °C) y el sobrenadante se centrifugó 20 minutos 

a 12500 rpm (4 °C). Los pellets se resuspendieron en 25 µl de buffer de corrida 

(SDS 4 %, Tris-ClH 0.125 M - pH 6.8, ditiotreitol 0.2 M, bromofenol 0.02 % y glicerol 

20 %) y se calentaron a 70 °C durante 10 minutos antes de ser usados para western 

blot. La concentración final de proteínas en los sobrenadantes se determinó 

utilizando el método de Bradford y realizando una curva de calibración con 

seroalbúmina bovina. Las proteínas se detectaron por electroforesis en gel de 
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poliacrilamida y western blot como se describe a continuación. Cada experimento 

se repitió tres veces. 

Biotinilación de las proteínas de la superficie celular 

La expresión de la proteína CFTR en la superficie de los ovocitos de Xenopus 

laevis fue estudiada con el reactivo de biotinilación impermeable a la membrana 

(Pierce Chemical, Rockford, IL, USA). Grupos de 20-40 ovocitos inyectados se 

incubaron con 10 μM de forskolina junto con 1 mM de IBMX por 15 minutos. El 

medio fue removido y los ovocitos se lavaron dos veces con forskolina más IBMX. 

Luego cada grupo de ovocitos fue incubado con sulfo-NHS-SS-biotina (0.5 mg/ml 

en ND96; Pierce) y agitados por 60 minutos a 4 °C. El reactivo fue preparado en el 

momento de la incubación. Luego de la biotinilación, cada grupo se lavó e incubó 

con 1 ml de solución de quenching (192 mM glycine, 25 mM Tris-Cl [pH 7.4]) por 5 

minutos en hielo para asegurar el completo apagado de la sulfo-NHS-SS-biotina 

que no reaccionó. Posteriormente se incubaron los ovocitos con 1 ml de buffer de 

homogenización con 1 % de un cocktail de inhibidores de proteasas y se lisaron en 

hielo pasándolos secuencialmente a través de una aguja de calibre 23 y luego a 

través de una aguja de calibre 27 y luego agitados con un vortex. Se centrifugó el 

homogenato a 4.000 rpm por 10 minutos a 4 °C. Las proteínas biotiniladas se 

precipitaron con 100 µl de bolitas de NeutrAvidin-agarosa (Pierce Chemical). Estas 

se agregaron al sobrenadante para aislar las proteínas de la superficie celular y se 

incubaron toda la noche en un rotador. Las proteínas de la membrana plasmática 
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se disolvieron en buffer de corrida con 50 mM DTT. Las proteínas se detectaron por 

electroforesis en gel de poliacrilamida y western blot como se describe a 

continuación. Cada experimento se repitió cinco veces. 

Western blot 

Para la electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) se 

utilizaron entre 10 g y 50 g de proteínas por calle. Las proteínas se disolvieron en 

el buffer de corrida (duodecil sulfato de sodio (SDS) 4 %, Tris-ClH 1 M, ditiotreitol 

0.2 M, bromofenol 0.02 % y glicerol 10 %) con 50 mM de DTT. La preparación se 

calentó a 90 ºC durante 10 min y la electroforesis se realizó en geles de 

poliacrilamida al 6 %. Luego las proteínas se electrotransfirieron a membranas de 

nitrocelulosa (Hybond ECL; Amersham, GE Healthcare, Little Chalfont, UK). La 

eficiencia de la transferencia se controló realizando una tinción con Rojo Ponceau 

(Sigma). Las membranas se bloquearon por 1 hora con una solución de 2 % (p/v) 

de leche en polvo descremada en buffer TBS con Tween 0.1 % (T-TBS) a 

temperatura ambiente. Posteriormente se realizó la incubación con los anticuerpos 

primarios diluidos en buffer T-TBS suplementado con 0.5 % (p/v) de seroalbúmina 

bovina (BSA, Sigma). Para la identificación de la proteína CFTR se utilizó un 

anticuerpo monoclonal anti-CFTR dirigido contra su dominio R (MAB 1660, R&D 

Systems) a una dilución de 1:1000 durante toda la noche. La especificidad del 

anticuerpo fue demostrada previamente por Davidson y col. (2006). Las membranas 



Materiales y Métodos 

50 

tratadas con el anticuerpo anti-CFTR se lavaron con T-TBS y se incubaron por 1 

hora a temperatura ambiente con un anticuerpo secundario de cabra anti-ratón 

conjugado con la enzima peroxidasa HRP (1:5000) (Vector Lab, Burlingame, CA). 

Las membranas se lavaron y la inmunoreactividad se detectó utilizando el sistema 

de análisis para western blot ECL (Amersham, GE Healthcare). La reacción de 

quimioluminiscencia se visualizó con placas AGFA Medical X-Ray (Agfa-Gevaert). 

Los inmunoblots se cuantificaron por análisis densitométrico utilizando el software 

densitométrico ImageJ 1.37v.. Las intensidades de cada banda se normalizaron 

usando tinción con rojo ponceau para estimar la cantidad relativa de proteínas. Los 

valores se graficaron como la intensidad de CFTR con respecto a la proteína 

(cambio de porcentaje medio ± SE). 

Inhibición de xShroom1 endógena 

Los ovocitos de Xenopus laevis se inyectaron con oligonucleótidos sintéticos 

complementarios (antisentido) o idénticos (sentidos) a los nucleótidos +455 a +479 

del ARNm de xShroom1. Las secuencias fueron las siguientes: sentido, 5'-GCA TTA 

AGC AGA ATC GCC CTA ACC AC-3'; antisenstido, 5'-GTG GTT AGG GCG ATT 

CTG CTT ATG C-3', Integrated DNA Technologies (Assef y col. 2011). Los ovocitos 

se inyectaron con un volumen de 50 nl conteniendo: 7 ng de ARNc de CFTR o ENaC 

y 25 ng de oligonucleótidos antisentido de xShroom1, o 7 ng de ARNc de CFTR o 

ENaC y 25 ng de oligonucleótidos sentido de xShroom1 como control. Luego los 
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ovocitos inyectados se incubaron a 18 °C en solución control ND96 por 24 horas, 

previo a las mediciones electrofisiológicas. 

RT-PCR 

Se purificó el ARN total de los ovocitos por medio del reactivo Trizol 

(Molecular Research Center, Inc.), a partir de 10 células. La transcripción reversa 

se realizó como fue descripto anteriormente (Marino y Kotsias 2013) en 60 minutos 

a 37 ºC a partir de 5 μg de RNA total como templado, utilizando la enzima 

transcriptasa reversa proveniente del virus de la leucemia murina, primers Oligo 

(dT)18 y 2 mM de cada desoxiribonucleótido trifosfato (dNTP). La PCR comenzó en 

94 ºC por 3 min y luego se realizaron 28 ciclos a 94 ºC por 30 segundos, 58 ºC por 

30 segundos, y 72 ºC por 45 segundos, seguido de una extensión final de 20 min a 

72 ºC. Para la amplificación se utilizaron dos primers específicos que codifican para 

los nucleótidos 4131-4152 y 4527-4546 de la secuencia de xShroom1 (forward 5’-

TCTGGAGAAAGTGGTGAGCCTG-3’, reverse 5’-TCATTTGTAGCGGGTGGACG-

3’, para amplificar un fragmento de 416 pb de xShroom1). Para la amplificación de 

Ornithine Decarboxylase (ODC), usada como control interno utilizamos primers que 

amplifican un fragmento de 418 pb (forward 5’-GCAAGGAATCACCCGAATG-3’, 

reverse 5’-GCAACATAGTATCTCCCAGGCTC-3’) (Zuckerman y col. 1999). 

 Los productos de amplificación se sembraron en geles de agarosa al 2 % en 

buffer TBE teñidos con bromuro de etidio. Las imágenes de los geles luego de la 

electroforesis se adquirieron con el equipo Foto Analyst Investigator (Fotodyne Inc.). 
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Se realizó un control negativo donde no se agregó la enzima transcriptasa reversa, 

para evaluar la ausencia de ADN genómico en las muestras y ninguna banda se 

obtuvo en estas condiciones. También se realizó otro control negativo donde no se 

agregó el ADNc templado, para detectar contaminación o amplificación no 

específica en la reacción (ver resultados). 

Inmunoprecipitación 

Luego de lavar los ovocitos con PBS, los mismos se homogenizaron 

pasándolos a través de un tip en buffer de homogenización con inhibidores de 

proteasas. Los lisados se incubaron en hielo y se centrifugaron a 12000 rpm. Una 

cantidad equitativa de proteína se agregó al buffer de homogenización a un volumen 

final de 1 ml. El sobrenadante se pre-lavó con 0.1 volumen de bolitas de sefarosa 

unidas a proteína G (Pharmacia Biotech, Gaithersburg, MD). Los extractos limpios 

de 2-3 ovocitos se incubaron con el anticuerpo contra CFTR MAB1660 en un 

agitador a 4 °C, y en otro control separado, el anticuerpo contra CFTR se agregó al 

buffer de homogenización sin lisado. Las bolitas de sefarosa unidas a proteína G se 

agregaron, y las muestras se incubaron a 4 °C por 90 minutos adicionales. Las 

proteínas unidas a las bolitas se recolectaron por centrifugación y se lavaron tres 

veces con buffer de homogenización, se eluyeron calentando las muestras a 75 °C 

por 15 minutos en loading buffer, se analizaron por electroforesis en gel de 

poliacrilamida-SDS y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las 

membranas se incubaron con T-TBS con 0.5 % seroalbúmina bovina y con el 
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anticuerpo dirigido contra CFTR (H-182 de Santa Cruz Biotechnology), el anticuerpo 

monoclonal dirigido contra Hsc70 (clon BRM-22 de Sigma), o el anticuerpo policlonal 

dirigido contra ubiquitina (L-14 de Santa Cruz Biotechnology). 

Análisis estadístico 

Los datos se expresaron como la media ± error estándar (SE) (n = número 

de determinaciones realizadas). 

Para evaluar si la diferencia entre dos grupos de datos fue significativa se 

utilizó el programa GraphPad InstatTM, aplicando el test estadístico t de Student 

(apareado o no apareado, según el caso). La hipótesis nula plantea que no existe 

diferencia significativa entre el control y el tratamiento, siendo rechazada cuando se 

obtiene un p < 0.05. 
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1. EXPRESIÓN DEL CANAL CFTR EN OVOCITOS DE XENOPUS LAEVIS Y

MEDICIÓN DE LAS CORRIENTES DE CL-

1.1. Estudio de las corrientes de CFTR en ovocitos 

Se inyectaron ovocitos de Xenopus laevis con 50 nl de una solución que 

contiene 4 ng de ARNc del canal CFTR sintetizado a partir de su ADNc. Luego se 

incubaron por 24-36 horas en la solución control ND96, tiempo suficiente para 

permitir que la proteína CFTR sea sintetizada y transportada a la membrana 

plasmática, donde cumple su función como canal iónico. La actividad del CFTR se 

indujo por la aplicación extracelular de forskolina y 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) 

en la solución de baño. La forskolina, es un diterpenoide derivado del Coleus 

forskohlii, permeable a la membrana plasmática y un potente activador de la 

adenilato ciclasa, que explican la mayor parte de sus efectos biológicos (de Souza 

y col. 1983). El IBMX es un derivado de xantina metilado y un inhibidor de la 

actividad fosfodiesterasa (Beavo y col. 1970). 

A partir del análisis del curso temporal de los experimentos estimamos el 

tiempo de incubación con las drogas. Determinamos que entre 10 - 15 minutos de 

exposición a forskolina más IBMX, las corrientes permanecen constantes y en su 

nivel máximo de activación (Figura 12). 
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Luego de 15 minutos de equilibrio en la solución activadora con forskolina 

más IBMX, las corrientes activadas por AMPc pudieron ser registradas, mediante la 

técnica de voltage clamp, en respuesta a pulsos despolarizantes e hiperpolarizantes 

Figura 12. Activación dependiente de AMPc de canales CFTR 

en ovocitos de Xenopus laevis. Curso temporal de un 

experimento (representativo de 11) durante la exposición a 

forskolina 10 M más IBMX 1mM. La corriente total a -100 mV se 

graficó en función del tiempo. 
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de -160 a +40 mV durante 500 mseg en pasos de 20 mV, desde un potencial de 

mantenimiento de 0 mV. 

El potencial de membrana (Vm) de ovocitos que expresan CFTR se 

despolarizó ~13 mV respecto al Vm de ovocitos inyectados con H2O (-49.0 ± 1.3 

mV, n = 10), indicando que la expresión de CFTR aumentó la permeabilidad de Cl- 

despolarizando el Vm. La corriente activada por AMPc no se observó en ovocitos 

inyectados con H2O (Figura 13, n = 10). 

Figura 13. Registros representativos de corrientes de CFTR en los ovocitos. A. El 

protocolo de estimulación consistió en una serie de pulsos desde -160 a +40 mV en 

pasos de 20 mV desde un potencial de mantenimiento a 0 mV. B. Corrientes registradas 

en función del tiempo para cada pulso de voltaje aplicado. Los registros se midieron en 

ovocitos inyectados con H
2
O o con el ARNc de CFTR. Las corrientes entrantes (trazos

hacia abajo) y las corrientes salientes fueron mayores en ovocitos inyectados con CFTR 

que en ovocitos inyectados con H
2
O (p < 0.05). A la izquierda se muestra un esquema

de un ovocito con el principal componente de la solución extracelular utilizada. 
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En la figura 14 se muestra la curva de la corriente (µA) en función del voltaje 

(mV) (curva I-V) a partir de los registros mostrados en la figura 13. Las corrientes 

entrantes y salientes se observaron en ovocitos inyectados con el ARNc de CFTR. 

El potencial de reversión (Vrev) es el potencial aplicado en el cual no hay 

movimiento neto del ión a través del canal debido a que el potencial electroquímico 

es igual a ambos lados de la membrana. Es un valor específico para cada canal 

iónico y depende de las concentraciones del ión extra e intracelular. En nuestro caso 

el Vrev obtenido fue -30 mV. Este valor es consistente con el potencial de equilibrio 

de Nernst teórico para una corriente selectiva de Cl- en las concentraciones de Cl- 

usadas extracelularmente. 

Además, se muestran las corrientes de ovocitos inyectados con H2O y los 

valores medios obtenidos a -100 mV. 
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La figura 15 muestra las corrientes totales obtenidas en los ovocitos, antes y 

después de la activación por forskolina más IBMX. En los ovocitos con la solución 

control ND96 se observan corrientes endógenas, las cuales son pequeñas en 

comparación con las corrientes de canales sobreexpresados (Goldin 2006). Con 

forskolina más IBMX se obtuvieron corrientes mayores a las corrientes en solución 

control ND96. 

Figura 14. Relación corriente - voltaje del canal CFTR. El panel izquierdo muestra 

la curva I-V de estos experimentos en ovocitos inyectados con CFTR (n = 11) o con 

H
2
O (n = 10). Las corrientes tienen una curva I-V lineal. Los valores medios obtenidos

a -100 mV en ambas condiciones se muestran en el panel derecho. El asterisco indica 

una diferencia significativa en las corrientes de ovocitos inyectados con CFTR con 

respecto a los ovocitos inyectados con H
2
O.
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Con los datos obtenidos se construyó una curva I-V con la corriente promedio 

antes y después de la activación con forskolina más IBMX (Figura 16 A). 

Claramente, la curva I-V muestra que en presencia de forskolina más IBMX las 

corrientes aumentan significativamente. Los valores de corriente a -100 mV en 

condiciones control y luego de la exposición a forskolina + IBMX fueron: -0.01 ± 0.01 

µA y -0.22 ± 0.07 µA, respectivamente, p < 0.05, n = 11. 

La corriente neta activada por forskolina más IBMX, corriente de CFTR 

(ICFTR), se obtuvo por la substracción de las corrientes basales a aquellas tratadas 

con forskolina más IBMX y se graficó la corriente promedio en relación al voltaje 

aplicado (Figura 16 B). 

Figura 15. Registros representativos de corrientes en ovocitos en condiciones 

control y luego de la activación con 10 μM de forskolina más 1 mM de IBMX. En 

solución control se observan las corrientes endógenas del ovocito. En presencia de 

forskolina más IBMX se produce un aumento de las corrientes totales. 
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1.2.  Efecto del bloqueante DPC sobre la actividad del CFTR 

Para confirmar que las corrientes observadas se deben al movimiento de Cl-, 

utilizamos el inhibidor DPC en nuestro sistema. 

La difenilamina-2-carboxilato (DPC) es un inhibidor de los canales de Cl-, 

como el CFTR y ORCC. Inhibe a CFTR de forma reversible desde el lado 

citoplasmático del canal y ha sido utilizado en numerosos estudios de las corrientes 

de CFTR (Briel y col. 1998; Chan y col. 1999; Chen y col. 2008). El mecanismo de 

bloqueo es por oclusión del poro, aumentando el tiempo en que el canal se mantiene 

cerrado (Zhang y col. 2000). 

Figura 16. Relación entre la corriente y el voltaje en ovocitos 

inyectados con ARNc de CFTR. A. Curva I-V en condiciones control y 

luego de la activación con forskolina 10 M más IBMX 1 mM en ovocitos 

de X. laevis (n = 11, media  SD). Las diferencias entre las corrientes 

control y las obtenidas después del tratamiento fueron significativas a 

todos los potenciales (p < 0.05). B. Curva I-V donde se muestran las 

corrientes netas activadas con forskolina más IBMX (n = 11). 
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La figura 17 muestra el efecto de 1 mM de DPC sobre la ICFTR en el tiempo 

por la aplicación de un pulso de -100 mV. A los 15 minutos de exposición con DPC 

se alcanzó la inhibición máxima de las corrientes observadas. Estos datos nos 

permitieron estimar el tiempo de incubación de la droga para obtener el máximo 

efecto inhibitorio. 

Como se observa en la figura 18, 1 mM de DPC (15 minutos) disminuyó la 

corriente. La curva I-V promedio correspondiente se muestra en la figura 19. 

Comprobamos una disminución en las corrientes con respecto al control para cada 

pulso aplicado. En estos experimentos como en todos los demás, la droga se aplicó 

una vez estabilizadas las corrientes en su amplitud (p < 0.01, n = 4). 

Figura 17. Curso temporal del tratamiento con DPC con 

un pulso de -100 mV. El máximo de inhibición se alcanzó 

entre los 10-15 minutos de exposición al bloqueante. 
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Figura 18. Trazos de corrientes en condiciones control y en presencia de DPC 

1 mM. Registros representativos adquiridos con pulsos desde -160 a +40 mV que 

muestran el efecto del DPC 1 mM sobre la actividad del canal, en ovocitos 

inyectados con CFTR antes y después de 15 minutos de la incubación con el 

bloqueante. El experimento se repitió cuatro veces. 

Figura 19. Tratamiento con DPC en los ovocitos de Xenopus laevis. Relación 

entre la corriente (µA, media ± DS) y el voltaje (mV) en condiciones control y 15 

minutos después del agregado de DPC 1 mM en la solución de baño (n = 4, media 

± SD) (panel izquierdo). Los valores medios obtenidos a -100 mV en ambas 

condiciones se muestran en el panel derecho (p < 0.01, n = 4). El asterisco indica 

una diferencia significativa en las ICFTR en el tratamiento con DPC con respecto a 

las corrientes controles.  
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1.3. Presencia de la proteína CFTR en ovocitos de Xenopus laevis 

El CFTR fue clonado en 1989 por Riordan y colaboradores (Riordan y col. 

1989) y desde entonces es una proteína extensivamente estudiada y de la que 

disponemos de anticuerpos para su estudio. Para evaluar la expresión de la proteína 

del canal en la superficie celular de los ovocitos inyectados con el ARNc de CFTR, 

se realizaron experimentos de western blot, donde previamente se biotinilaron las 

proteínas de la membrana plasmática del ovocito. Los ovocitos se incubaron con 

biotina, la cual se une a las proteínas de la superficie celular, y luego lisados. A partir 

de estos extractos, se precipitaron las proteínas de la superficie celular unidas a 

biotina, y luego se separaron electroforéticamente. Como se esperaba, detectamos 

la proteína CFTR biotinilada sólo en los ovocitos inyectados con ARNc de CFTR, 

mientras que estaba ausente en los ovocitos inyectados con H2O (Figura 20). Se 

detectó una banda de 160-180 kDa correspondiente a la forma glicosilada del CFTR 

utilizando un anticuerpo monoclonal dirigido contra el dominio R de CFTR humano. 

El experimento se repitió tres veces en ambos casos. 
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En conclusión, nuestros resultados muestran que el canal CFTR se expresa 

y es funcional en los ovocitos de Xenopus laevis inyectados con su ARNc. Se 

registraron corrientes activadas por AMPc al aumentar el AMPc intracelular con 

forskolina más IBMX, utilizando la técnica de voltage clamp, las cuales son inhibidas 

con el inhibidor de canales de cloruro DPC. Además observamos la expresión del 

canal en la superficie celular de los ovocitos por western blot. 

Figura 20. Presencia de CFTR en ovocitos de X. laevis. La expresión de la proteína 

de CFTR fue medida en la membrana plasmática con una técnica de biotinilación de las 

proteínas de la superficie celular. Utilizamos un anticuerpo específico de CFTR dirigido 

contra el dominio regulatorio R. La expresión de CFTR fue detectada en ovocitos 

inyectados con CFTR (banda a un nivel de 160 - 180 kDa, n = 3) pero no fue observada 

en ovocitos inyectados con H2O.  
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2. BLOQUEO DE LA SÍNTESIS DE XSHROOM1 CON OLIGONUCLEÓTIDOS 

ANTISENTIDO Y EVALUACIÓN DE SU EFECTO SOBRE LAS CORRIENTES 

Y EXPRESIÓN DE CFTR 

 

Una vez caracterizada la corriente transportada a través del canal CFTR 

comenzamos una serie de experimentos para estudiar su regulación. Como se 

comentó en la Introducción, una primera línea de investigación fue la de utilizar 

oligonucleótidos antisentido dirigidos contra xShroom1. Esta proteína es endógena 

de ovocitos de Xenopus laevis, y posee una actividad regulatoria sobre la forma y 

la arquitectura intracelular, tejido específica, dependiente del citoesqueleto de 

actina-miosina/tubulina. En nuestro laboratorio observamos que la regulación del 

canal ENaC por la proteína Shroom1 ocurre a través de un cambio en el número de 

canales insertos en la membrana, y no por un efecto sobre las propiedades cinéticas 

del canal (Assef y col. 2011).  

 

2.1. Detección del ARNm de xShroom1 en los ovocitos 

Para corroborar si los oligonucleótidos antisentido disminuyen la expresión de 

xShroom1 en ovocitos de X. laevis coinyectados con CFTR y oligonucleótidos 

antisentido dirigidos hacia xShroom1, se extrajo el ARN total y se analizó por RT-

PCR utilizando oligonucleótidos específicos que amplifican un fragmento del dominio 

ASD2 de la proteína. Con los productos de amplificación obtenidos, se realizó una 

electroforesis en gel de agarosa al 1 % donde se obtuvo la banda esperada de 416 

pb correspondiente al producto de xShroom1, tanto con el tratamiento con 

oligonucleótidos antisentido como en el control (Figura 21, panel de arriba). Se 

observó una marcada reducción de la expresión de xShroom1 en los ovocitos 
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inyectados con CFTR y oligonucleótidos antisentido dirigidos hacia xShroom1 en 

comparación con los ovocitos control coinyectados con CFTR y oligonucleótidos 

sentido. Además se detectó la banda de 418 pb correspondiente a la proteína 

endógena de ovocitos ornitina decarboxilasa (ODC), utilizada en todos los casos 

como control positivo de integridad del ADNc (panel de abajo), la cual no cambió con 

el tratamiento con oligonucleótidos antisentido. No se detectó señal en el control 

negativo que se realizó sin el agregado de muestra templado de ADNc o en ausencia 

de transcriptasa reversa.  

  

 

Figura 21. Detección del ARNm de xShroom1 en ovocitos inyectados con 

oligonucleótidos sentido o antisentido dirigidos contra la proteína por RT-PCR. 

Las calles (de 1 a 4) corresponden a ovocitos inyectados con oligonucleótidos sentido; 

ovocitos inyectados con oligonucleótidos antisentido; muestras de ovocitos inyectados 

con oligonucleótidos sentido sin transcriptasa reversa como control negativo (ausencia 

de ADN genómico); control negativo de PCR (reacción en ausencia de muestra 

templado), respectivamente. Hubo una reducción marcada en el ARNm de xShroom1 

(416 bp; panel superior) en el tratamiento con oligonucleótidos antisentido (calle 2) con 

respecto al control (calle 1). La detección de ornitina decarboxilasa (ODC) (418 bp; panel 

de abajo) fue utilizada como control positivo de integridad del ADNc. El experimento fue 

repetido tres veces.  
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2.2. Efecto de xShroom1 sobre las corrientes de CFTR 

Para conocer la relación entre CFTR y xShroom1 se midieron registros de 

ovocitos coinyectados con CFTR y oligonucleótidos antisentido (antisense) o 

sentido (sense) dirigidos hacia xShroom1 (Figura 22). La inhibición de xShroom1 

con los oligonucleótidos antisentido produjo un aumento en las corrientes del canal 

CFTR, en comparación con los ovocitos control inyectados con oligonucleótidos 

sentido.  

 

 

 

 

En la figura 23 se muestran las curvas I-V para los ovocitos coinyectados con 

CFTR y oligonucleótidos sentido o antisentido dirigidos contra xShroom1, y también 

se muestran las corrientes entrantes promedio a -100 mV. La inhibición de 

xShroom1 produce un aumento en las corrientes de CFTR a todos los pulsos de 

voltaje aplicados. La despolarización observada en los ovocitos que expresan CFTR 

Figura 22. Corrientes totales en ovocitos coinyectados con ARNc de CFTR más 

oligonucleótidos antisentido y sentido de xShroom1. Registros de ovocitos 

coinyectados con ARNc de CFTR y oligonucleótidos antisentido (CFTR + antisense 

xShroom1) o sentido (CFTR + sense xShroom1) dirigidos contra xShroom1 donde se 

evidencia que con los oligonucleótidos antisentido, las corrientes fueron mayores que 

en los ovocitos inyectados con oligonucleótidos sense.  
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estimulados con forskolina más IBMX es mayor en los ovocitos co-inyectados con 

CFTR y oligonucleótidos antisentido dirigidos contra xShroom1 (los ovocitos con 

CFTR + oligonucleótidos sentido se despolarizaron  3.2 ±  0.8 mV, mientras que los 

ovocitos con CFTR + oligonucleótidos sntisentido se despolarizaron 8.1 ± 1.5 mV).  

 

 

 

 

La amplitud de las corrientes y el potencial de reversión en los ovocitos 

coinyectados con CFTR más oligonucleótidos sentido fueron similares a los 

obtenidos en los ovocitos inyectados sólo con el ARNc de CFTR (n = 15, figura 24). 

Estos resultados nos permitieron confirmar que xShroom1 ejerce un efecto 

Figura 23. Curvas I-V y corrientes entrantes a −100 mV cuando xShroom1 es 

inhibido. Los ovocitos fueron  inyectados con oligonucleótidos sentido (círculos llenos, n 

= 10) o antisentido (círculos abiertos, n = 8) dirigidos contra xShroom1. El asterisco indica 

una diferencia significativa en las ICFTR en el tratamiento con antisentido de xShroom1 con 

respecto al tratamiento con sense de xShroom1. 
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regulador negativo sobre la actividad del CFTR, por lo que la inhibición de la 

expresión de xShroom1 aumenta las corrientes por CFTR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Amplitud de las corrientes de ovocitos coinyectados con ARNc de 

CFTR, CFTR + xShroom1 sentido o CFTR + xShroom1 antisentido. No se 

observan diferencias significativas en ovocitos inyectados con CFTR + sense 

xShroom1 o sólo con el ARNc de CFTR. El asterisco indica una diferencia 

significativa en las ICFTR en el tratamiento con los antisentidos dirigidos contra 

xShroom1 con respecto al tratamiento con los sentido y al CFTR solo (n = 15, p < 

0.05). 
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2.3. Estudio de la expresión de CFTR cuando xShroom1 es inhibida 

Para evaluar si el incremento observado en la ICFTR estaba asociado con un 

cambio en la expresión del canal, se realizaron estudios de western blot en los 

ovocitos, cuando la expresión de xShroom1 es inhibida. Se generó un extracto de 

proteínas totales a partir de grupos de 20-40 ovocitos y se sembraron entre 10-50 

g de dicho extracto en geles de poliacrilamida 6 %. Las proteínas resueltas y 

transferidas a membranas de nitrocelulosa se expusieron toda la noche a un suero 

monoclonal de ratón dirigido contra el dominio R de la proteína CFTR humana. En 

la figura 25 puede observarse la banda resultante, correspondiente al tamaño 

esperado para CFTR.  Observamos una mayor expresión del canal en los ovocitos 

coinyectados con CFTR y oligonucleótidos antisentido dirigidos contra xShroom1 

con respecto a los ovocitos control coinyectados con CFTR y oligonucleótidos 

sentido (n = 3, p < 0.05). 
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Figura 25. Detección de la proteína CFTR en ovocitos de Xenopus laevis en 

presencia de oligonucleótidos sentido (CFTR + xShroom1 sense) o antisentido 

(CFTR + xShroom1 antisense) dirigidos contra xShroom1. Se utilizó la técnica de 

western blot. Se obtuvieron extractos de proteínas totales de los ovocitos los cuales 

fueron separados electroforéticamente en geles de poliacrilamida 6 %. Para detectar el 

canal, empleamos un anticuerpo específico monoclonal dirigido contra el dominio 

regulatorio R de CFTR. Las intensidades de las señales se normalizaron con tinción 

con Rojo Ponceau (RP). Se observa la banda compatible con CFTR de 160 kDa, más 

predominante en los ovocitos tratados con los oligonucleótidos antisentido dirigidos 

contra xShroom1 (n = 3, p < 0.05).   
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Para evaluar la presencia de la proteína CFTR en la superficie celular, se 

biotinilaron las proteínas de la membrana plasmática en ovocitos co-inyectados con 

CFTR y oligonucleótidos antisentido dirigidos contra xShroom1. Para detectar el 

canal CFTR se utilizó el anticuerpo mencionado anteriormente. En la figura 26 se 

observa una única banda esperada de 160-180 kDa, que corresponde al CFTR 

glicosilado maduro. El análisis de las señales por densitometría indican que la 

intensidad del CFTR biotinilado es mayor en los ovocitos coinyectados con CFTR y 

los oligonucleótidos antisentido dirigidos contra xShroom1 (aproximadamente el 

doble) que los ovocitos con los oligonucleótidos sentido. El valor relativo promedio 

obtenido de cinco experimentos se muestra  en el panel de abajo.  
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Figura 26. Detección de la proteína CFTR en ovocitos de Xenopus laevis en 

presencia de oligonucleótidos sentido o antisentido dirigidos hacia xShroom1. 

Expresión de la proteína CFTR en la membrana plasmática de los ovocitos. Las proteínas 

de la superficie celular de los ovocitos se biotinilaron previo a la lisis de los mismos. 

Inmunoblots representativos demuestran un incremento en la expresión de CFTR en la 

superficie celular en ovocitos coinyectados con CFTR y oligonucleótidos antisentido 

dirigidos hacia xShroom1 en comparación con ovocitos coinyectados con CFTR y 

oligonucleótidos sentido (CFTR) (panel de arriba). La expresión de CFTR  fue cuantificada 

por análisis densitométrico (panel de abajo). Las intensidades de las señales biotiniladas 

se normalizaron con tinción con Rojo Ponceau (RP). Los valores calculados para CFTR 

en el control se ajustaron a 1. Las barras representan el cambio medio en la expresión 

de CFTR biotinilado en el tratamiento con antisentidos comparado con el control. La 

expresión de la proteína CFTR aumentó por un factor de 2 en ovocitos coinyectados con 

CFTR y los oligonucleótidos antisentido (p < 0.05, n = 5). El asterisco indica una diferencia 

significativa en la expresión de CFTR en el tratamiento con antisentidos con respecto al 

control.  
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Estos resultados sugieren que un incremento en la expresión del canal en la 

membrana plasmática es responsable de las corrientes más grandes cuando 

xShroom1 se suprime. 

 

 

3. MECANISMOS INVOLUCRADOS EN LA RELACION ENTRE XSHROOM1 Y 

CFTR 

 

3.1.  Estudio del efecto de xShroom1 sobre la degradación proteosomal de 

CFTR 

El canal CFTR al mismo tiempo que es sintetizado en el retículo 

endoplásmico (RE) es sensado por la maquinaria de control de calidad del RE 

(ERQC), donde puede ser retenido, y desde allí degradado a través de la vía 

ubiquitin-proteosoma (Farinha y col. 2017). El CFTR que no es degradado es 

enviado a la membrana plasmática.  

Por lo tanto, para evaluar la hipótesis que xShroom1 aumenta la degradación 

de CFTR a través de la vía proteosomal, incubamos ovocitos coinyectados con 

CFTR y oligonucleótidos sentido o antisentido dirigidos contra xShroom1 con MG-

132 (10 µM), un potente bloqueante de la actividad proteolítica del sistema 

proteosomal, el cual aumenta la acumulación de CFTR. MG-132 aumentó las 

corrientes de CFTR en las dos condiciones, aunque las corrientes fueron mayores 

cuando los ovocitos se coinyectaron con oligonucleótidos antisentido dirigidos hacia 

xShroom1 que con los oligonucleótidos sentido (Figura 27). Estos experimentos 

sugieren que xShroom1 no aumenta la degradación de CFTR a través de la vía del 
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proteosoma. En la figura 28 se muestra el curso temporal del efecto de MG-132 

sobre las corrientes de CFTR en ovocitos coinyectados con oligonucleótidos sentido 

o antisentido dirigidos contra xShroom1. Se observa que en todas las horas 

registradas la corriente es mayor cuando xShroom1 es inhibida. 

 

 

 

 

 

Figura 27. Efecto de MG-132, un inhibidor del sistema proteosomal, sobre las 

corrientes de CFTR. Los ovocitos se coinyectaron con CFTR y oligonucleótidos sentido 

(CFTR + sense xShroom1) o antisentido (CFTR + antisense xShroom1) dirigidos contra 

xShroom1 e incubados con 10 μM de MG-132. MG-132 (6 hs) incrementó las corrientes de 

CFTR con ambos oligonucleótidos aunque las corrientes fueron mayores con 

oligonucleótidos antisentido que con los oligonucleótidos sentido (p < 0.05, n = 5). El 

asterisco indica una diferencia significativa en las ICFTR en el tratamiento con los 

oligonucleótidos antisentidos dirigidos contra xShroom1 con respecto al tratamiento con los 

oligonucleótidos sentido.  
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3.2. Análisis del efecto de xShroom1 sobre la vida media del CFTR en la 

membrana plasmática 

Para evaluar el efecto de xShroom1 sobre la vida media del CFTR en la 

membrana plasmática, utilizamos ovocitos coinyectados con oligonucleótidos 

antisentido dirigidos contra xShroom1 e incubamos con brefeldina A (BFA), una 

toxina fúngica que bloquea el transporte de proteínas por desensamblado del 

Complejo de Golgi en el retículo endoplasmático, y de este modo inhibimos el 

transporte de proteínas nuevas sintetizadas a la membrana plasmática. Dos días 

Figura 28. Curso temporal (2 - 6 hs) de los efectos de MG-132 sobre las corrientes de 

CFTR. Las corrientes de CFTR se registraron a las 2, 4 y 6 horas de incubación con 10 µM 

del inhibidor del proteosoma MG-132, en ovocitos coinyectados con CFTR y 

oligonucleótidos sense o antisense dirigidos contra xShroom1. El asterisco indica una 

diferencia significativa en  ICFTR en el tratamiento con los oligonucleótidos antisentidos 

dirigidos contra xShroom1 con respecto al tratamiento con los oligonucleótidos sentido.  
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después de la coinyección de los ovocitos con ARNc de CFTR y oligonucleótidos 

sentido o antisentido dirigidos hacia xShroom1, se midió el decaimiento de las 

corrientes cada 2 horas en presencia de 5 μM de BFA, una concentración similar a 

la utilizada por Carattino y colaboradores en ovocitos de Xenopus laevis (Carattino 

y col. 2003).  Las corrientes se normalizaron al tiempo 0 horas. La curva en la figura 

29 nos dio un estimado de la vida media de los canales CFTR en la membrana 

plasmática. Así, la inhibición de xShroom1 incrementó la vida media de los canales 

en la membrana plasmática de 1.66 ± 0.24 a 6.97 ± 1.84 horas (n = 3). Estos datos 

sugieren que la ausencia de xShroom1 incrementa la expresión de CFTR en la 

superficie celular probablemente a través de un incremento en la retención o el 

reciclado del canal en la membrana plasmática. 
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Figura 29. Efecto de BFA sobre las corrientes de CFTR. El experimento 

comenzó luego de 48 horas de la coinyección de los ovocitos con CFTR y 

oligonucleótidos sentido (círculos llenos) o antisentido (círculos abiertos) 

dirigidos hacia xShroom1. Para las mediciones de las corrientes, los ovocitos 

se perfundieron continuamente con 5 μM de BFA y las corrientes relativas 

se normalizaron al tiempo 0 hs a un potencial de 0 mV y medidas cada 2 

horas. La vida media de ICFTR fue calculada utilizando el software SigmaPlot 

(Systat Software). Los datos se ajustaron a una exponencial simple.  
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3.3. Estudio de la vía endocítica/lisosomal y su relación con el efecto de 

xShroom1 sobre el canal CFTR 

Los canales CFTR entran en la vía de degradación a través de la endocitosis 

mediada por clatrina (Bradbury y col. 1994) y luego son degradados a través de la 

vía lisosomal (Cheng y col. 2013). 

Examinamos el efecto de inhibir la vía endocítica/lisosomal con dynasore y 

cloroquina. Dynasore es una molécula pequeña permeable a la membrana 

plasmática que inhibe no competitivamente la actividad GTPasa de dinamina. La 

dinamina es esencial para la formación de vesículas dependiente de clatrina, y su 

inhibición impide la endocitosis dependiente de dinamina en las células (Macia y col. 

2006). Ovocitos coinyectados con CFTR y oligonucleótidos sentido o antisentido 

dirigidos contra xShroom1 se incubaron con 80 µM de dynasore, y las ICFTR se 

registraron a las 24 horas. La inhibición de la endocitosis por dinamina abolió el 

efecto de los oligonucleótidos antisentido (Figura 30). 
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Cloroquina es una base débil que bloquea los endosomas tardíos/lisosomas 

inhibiendo la proteólisis en estos compartimentos (Staub y col. 1997), previniendo 

el tráfico de vesículas derivadas desde la membrana plasmática hacia el lisosoma 

y otras vías de degradación (Jones y col. 2004), aunque su mecanismo de acción 

es más complejo (Butterworth y col. 2005). La adición de 50 µM de cloroquina 

produjo un incremento significativo en las corrientes de CFTR en ovocitos co-

inyectados con CFTR y oligonucleótidos sentido, pero no en ovocitos coinyectados 

con CFTR y oligonucleótidos antisentido dirigidos hacia xShroom1, comparados  

Figura 30. Efecto de dynasore sobre las ICFTR en ovocitos coinyectados con 

oligonucleótidos antisentido dirigidos contra xShroom1. La incubación con 

dynasore (80 µM) bloqueó completamente el efecto de los oligonucleótidos 

antisentido dirigidos contra xShroom1. El asterisco indica una diferencia 

significativa en  ICFTR en el tratamiento con los oligonucleótidos antisentido con 

respecto al tratamiento con los oligonucleótidos sentido (n = 5, p < 0.05). 
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con aquellos sin tratar (Figura 31). En la figura 32 se muestra el curso temporal del 

efecto de cloroquina sobre las corrientes de CFTR en ovocitos coinyectados con 

CFTR y oligonucleótidos sentido o antisentido dirigidos contra xShroom1. Se 

observa que a partir de las dos horas de incubación con cloroquina el efecto de 

xShroom1 sobre CFTR es inhibido.  

 

 

 

 

Figura 31. Efecto de cloroquina (50 μM), un inhibidor de los endosomas 

tardíos/lisosomas, sobre las corrientes totales. Los ovocitos se coinyectaron con CFTR 

y oligonucleótidos sentido (CFTR + sense xShroom1) o antisentido (CFTR + antisense 

xShroom1) dirigidos contra xShroom1 e incubados durante 6 horas con cloroquina. Se 

muestran los efectos de cloroquina sobre los valores medios de las corrientes obtenidas 

a un pulso de −100 mV, donde se observa un incremento significativo en las corrientes de 

los ovocitos coinyectados con CFTR y oligonucleótidos sense pero no en ovocitos 

coinyectados con CFTR y oligonucleótidos antisentido (p = 0.1, n = 14). El asterisco indica 

una diferencia significativa entre los grupos de datos indicados. 
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3.4. Ubiquitinación de CFTR 

El CFTR presente en la membrana plasmática puede ser endocitado a 

endosomas tempranos, reciclado y enviado de vuelta a la membrana plasmática; 

una pequeña cantidad es transferida a los endosomas tardíos y a los lisosomas para 

degradación (Cholon y col. 2010; Farinha y col. 2013), remoción asociada a la 

ubiquitinación del canal (Farinha y col. 2017). Para evaluar si la disminución 

observada en la vía endocítica/lisosomal en los experimentos con dynasore y 

cloroquina está asociada con una disminución en la ubiquitinación de CFTR, se 

realizaron estudios de coinmunoprecipitación en los ovocitos de Xenopus laevis.  

Figura 32. Curso temporal del efecto de cloroquina sobre las corrientes de 

CFTR. Los ovocitos se incubaron con 50 µM del inhibidor de los endosomas 

tardíos/lisosomas cloroquina y se registraron las corrientes de CFTR a las 2, 4 y 

6 horas de incubación. El asterisco indica una diferencia significativa entre los 

grupos de datos indicados. 
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El CFTR ubiquitinado fue detectado en el complejo proteico 

inmunoprecipitado tanto en los ovocitos control (sense) como en los inyectados con 

oligonucleótidos antisentido dirigidos contra xShroom1 (antisense), con el 

anticuerpo anti-ubiquitina (Figura 33). Cada protocolo se repitió tres veces en 

distintos grupos de ovocitos. Se observó mayor abundancia de CFTR ubiquitinado 

en células tratadas con los oligonucleótidos antisentido en comparación con las 

células control. Observamos,  sin embargo que la cantidad de CFTR ubiquitinado 

relativa a la cantidad de CFTR inmunoprecipitado fue similar en ambos grupos. El 

hecho que una reducción de xShroom1 no disminuye la cantidad relativa del CFTR 

ubiquitinado es consistente con la observación que xShroom1 no está involucrado 

en la ubiquitinación de CFTR. De haberlo estado relacionado, tendría que haber 

menor cantidad de canal ubiquitinado en presencia de los oligonucleótidos 

antisentido dirigidos contra xShroom1. 
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Figura 33. Ubiquitinación de CFTR cuando xShroom1 es inhibido. Los ovocitos se 

inyectaron con ARNc de CFTR y se incubaron con 50 µg/ml de cicloheximida por seis horas 

para degradar los canales recién sintetizados desde el retículo endoplásmico y así 

determinar la ubiquitinación de CFTR en compartimentos post-Golgi. El canal fue aislado por 

inmunoprecipitación usando el anticuerpo anti-CFTR MAB1660 (IP: CFTR). Un anticuerpo 

de ratón IgG fue utilizado como control (IP: IgG) mientras que se utilizaron el anticuerpo H-

182 para detectar CFTR y el anticuerpo anti-ubiquitina para detectar el CFTR ubiquitinado. 

Se muestran western blots representativos (panel izquierdo) y un resumen de los 

experimentos (panel derecho) demostrando que la inhibición de xShroom1 incrementó la 

expresión de CFTR en el lisado celular total pero no disminuyó la abundancia del CFTR 

ubiquitinado (Ub). El CFTR ubiquitinado fue calculado dividiendo la señal por arriba de 130 

kDa del marcador de peso molecular obtenida con el anticuerpo anti-ubiquitina por la señal 

obtenida en western blots con el anticuerpo anti-CFTR H-182 en muestras 

inmunoprecipitadas con el anticuerpo anti-CFTR MAB1660. Las proteínas se separaron por 

SDS-PAGE usando geles 6 %. Se realizaron tres experimentos por grupo. Estos datos 

sugieren que CFTR es ubiquitinado en presencia o ausencia de xShroom1. Barras de error, 

S.E. p = 0.9334. 
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3.5. Estudio de la interacción entre CFTR y Hsc70 

Para investigar mecanismos relacionados en la regulación de CFTR mediada 

por xShroom1, examinamos la interacción entre CFTR y Hsc70 (heat shock cognate 

of 70 kDa), una chaperona que reconoce a CFTR en la membrana plasmática, 

llevándolo a ubiquitinación y degradación lisosomal (Okiyoneda y col. 2010). En 

ovocitos de Xenopus laevis, que expresan endógenamente la proteína Hsc70 

(Mandell y Feldherr 1990), inyectamos el ARNc de CFTR y usamos la técnica de 

coinmunoprecipitación para demostrar interacción especifica proteína-proteína. La 

inmunoprecipitación de complejos con el anticuerpo anti-CFTR MAB1660 que 

contienen Hsc70 (Figura 34) sugieren que CFTR y Hsc70 se asocian en un complejo 

proteico. No se observó inmunoprecipitación con IgG totales, utilizadas como control 

negativo.  

La cantidad de Hsc70 que coinmunoprecipita con CFTR es similar en células 

tratadas con los oligonucleótidos antisentido en comparación con las células control, 

sugiriendo que xShroom1 no está involucrado en la unión de CFTR con la 

chaperona Hsc70.  
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Así, podemos concluir la expresión de CFTR funcional no es incrementada 

con el tratamiento con dynasore o cloroquina cuando la expresión de xShroom1 es 

inhibida con oligonucleótidos antisentido, sugiriendo la participación de la vía 

endocítica/lisosomal en el efecto de xShroom1. 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Coinmunoprecipitación de CFTR y Hsc70. Ovocitos de Xenopus laevis se 

coinyectaron con ARNc de CFTR y oligonucleótidos sentido (sense) o antisentido 

(antisense) dirigidos contra xShroom1 y preincubados con 50 µg/ml µM de cicloheximida 

por seis horas. Luego los extractos de ovocitos se sometieron a coinmunoprecipitación 

(IP) de CFTR o IgG y el complejo proteico analizado por western blot usando un 

anticuerpo anti-Hsc70 o anti-CFTR. El experimento se repitió dos veces obteniéndose 

datos similares. 
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4. RELACIÓN ENTRE EL CANAL EPITELIAL DE SODIO (ENAC), EL CANAL 

REGULADOR DE LA FIBROSIS QUÍSTICA (CFTR), Y LA PROTEÍNA 

XSHROOM1 

 

En los epitelios, el canal de sodio ENaC se colocaliza con frecuencia con 

otros canales aniónicos, y se ha demostrado una compleja regulación por el canal 

de cloruro CFTR (Bachhuber y col. 2005). Como se mencionó más arriba, el CFTR 

además de ser un canal aniónico es un regulador de otros canales iónicos como el 

ENaC y el ORCC por varios mecanismos (Kunzelman y col. 1999; Hobbs y col. 

2013). Además, nuestro grupo ha demostrado que Shroom1 regula al ENaC a través 

del número de canales en la membrana y no por un efecto sobre las propiedades 

cinéticas del canal (Assef y col. 2011), sugiriendo que esta proteína estaría 

relacionada en la regulación entre CFTR y ENaC. De esta manera decidimos 

estudiar la regulación de CFTR sobre las corrientes de sodio cuando Shroom1 esta 

inhibido.  

 

4.1. Coexpresión de CFTR y ENaC 

Se registraron corrientes de sodio del canal ENaC en ovocitos coinyectados 

con CFTR y ENaC, en respuesta a pulsos despolarizantes e hiperpolarizantes.  

En la figura 35 A se muestra el protocolo aplicado. Se consideró que las 

corrientes por el ENaC, corrientes de sodio sensibles a amiloride (INa(amil)), son 

aquellas que resultan de sustraer las corrientes en presencia de amiloride de las 

corrientes en su ausencia (Qadri y col. 2011).  

El ENaC es inhibido por el diurético amiloride y sus análogos (Garty y col. 

1997; Alvarez de la Rosa y col. 2000) y en nuestros estudios utilizamos                        
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10 M, la misma concentración utilizada en otros estudios (Assef y col. 2011). La 

coexpresión de ENaC y CFTR en los ovocitos generaron corrientes totales que se 

inhibieron con amiloride (10 µM, figura 35 B). La curva I-V correspondiente se 

muestra en la figura 36. En ovocitos que coexpresan CFTR y ENaC en ausencia de 

forskolina más IBMX (n = 6), el amiloride redujo las corrientes desde -1.97 ± 0.60 a 

-0.64 ± 0.31 µA. Por lo tanto, las corrientes de sodio sensibles a amiloride están 

presentes en los ovocitos. 

Figura 35. Expresión de CFTR y ENaC en ovocitos de Xenopus laevis. A. Se aplicaron 

pulsos desde -140 a +60 mV en pasos de 20 mV desde un potencial de mantenimiento a 

0 mV y las corrientes medidas durante 500 mseg en cada pulso de voltaje. B. Ejemplos 

representativos del bloqueo de las corrientes con 10 µM de amiloride  sobre las corrientes 

totales observadas en un ovocito coexpresando CFTR y ENaC. 
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4.2. Corrientes sensibles a amiloride en ovocitos que coexpresan CFTR y 

ENaC 

Para evaluar las corrientes de sodio sensibles a amiloride INa(amil) en 

presencia del CFTR activado, se examinaron ovocitos que coexpresan ENaC y 

CFTR en presencia de forskolina más IBMX para activar al CFTR. En la figura 37 A 

se muestra un experimentos representativo de un solo ovocito, donde es evidente 

que las INa(amil) son atenuadas en presencia de forskolina más IBMX en ovocitos 
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Figura 36. Curvas corriente-voltaje (I-V) obtenidas en ovocitos coinyectados 

con CFTR y ENaC. Las corrientes se registraron antes y después de la incubación 

de los ovocitos con 10 µM de amiloride.  Curva I-V correspondiente a los 

experimentos mostrados en la figura 35 B. N = 6. 
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que coexpresan CFTR y ENaC (figura 37 B). El promedio de estos resultados se 

grafica en la figura 38. Las INa(amil) disminuyeron en presencia de forskolina más 

IBMX (pulso -100 mV: -1.33 ± 0.54 µA versus -0.69 ± 0.52 µA, n = 6, p < 0.01).  

Por lo tanto, nuestros resultados demuestran que la activación de CFTR por 

forskolina más IBMX produce una inhibición de las INa(amil) en ovocitos que 

coexpresan CFTR más ENaC.  

 

 

Figura 37. Ejemplos representativos y curvas I-V de corrientes totales observadas 

en ovocitos coexpresando CFTR y ENaC. A. Estimulación de CFTR con 10 µM de 

forskolina más 1 mM de IBMX, e inhibición de ENaC por 10 µM de amiloride en presencia 

de forskolina más IBMX. B. Curvas I-V correspondientes a los experimentos mostrados 

en A (n = 6). 
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4.3. Efecto de la inhibición de xShroom1 sobre las corrientes sensibles al 

amiloride 

Para estudiar si la proteína xShroom1 se encuentra involucrada en la 

regulación observada entre CFTR y ENaC, coinyectamos ovocitos con ambos 

canales y oligonucleótidos antisentido dirigidos hacia xShroom1. 

En la figura 39 se muestran las curvas I-V y las corrientes promedio a -100 

mV, para los ovocitos coinyectados con CFTR, ENaC y oligonucleótidos sentido o 

antisentido dirigidos hacia xShroom1. 

 La inhibición de xShroom1 produce una disminución en las INa(amil) a todos 

los pulsos de voltaje aplicados. 

Figura 38. Corrientes de sodio sensibles al amiloride en ovocitos 

coinyectados con CFTR y ENaC. A. Curva I-V de los resultados promedios de 

las corrientes sensibles a amiloride obtenidas en solución control o cuando el 

CFTR es activado. B. Promedio de las corrientes registradas a -100 mV, cuando 

los ovocitos se coinyectaron con CFTR y ENaC (n = 6, p < 0.01). 
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Luego el amiloride fue lavado con solución control y los ovocitos coinyectados 

con CFTR, ENaC y los oligonucleótidos antisentido se incubaron con forskolina más 

IBMX para inducir la actividad del canal CFTR (ver Estudio de las corrientes de 

CFTR en ovocitos). La activación de CFTR produce una disminución en las INa(amil) 

mayor que la obtenida con la inhibición de xShroom1 (-0.52 ± 0.03 versus -0.16 ± 

0.07 µA, n = 3, p < 0.05) (Figura 40).  

 

Figura 39. Curvas I-V y corrientes a −100 mV cuando xShroom1 es inhibida. A. 

Curva I-V de los resultados promedios de las corrientes sensibles a amiloride obtenidas 

en condición control o cuando xShroom1 es inhibido. B. Promedio de las corrientes 

registradas a -100 mV, cuando los ovocitos se coinyectaron con CFTR, ENaC y 

oligonucleótidos sentido o antisentido dirigidos contra xShroom1 (n = 6, p < 0.01). Se 

observa una disminución de las INa(amil) en los ovocitos coinyectados con CFTR, ENaC 

y oligonucleótidos antisentido dirigidos contra xShroom1. 
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La figura 41 muestra la inhibición inducida por CFTR sobre las INa(amil) 

cuando xShroom1 es inhibida. Se observa que la inhibición fue mayor en ovocitos 

coinyectados con oligonucleótidos antisentido dirigidos hacia xShroom1 respecto a 

los ovocitos control coinyectados con los oligonucleótidos sentido, sugiriendo que el 

aumento en las ICFTR debido al bloqueo de xShroom1 produce una inhibición mayor 

en las INa(amil). 

Figura 40. La activación del CFTR produjo que las corrientes sensibles al amiloride 

disminuyan aún más en ovocitos coinyectados con CFTR y ENaC más 

oligonucleótidos antisentido dirigidos contra xShroom1. A. Curva I-V de los 

resultados promedios de las corrientes sensibles al amiloride obtenidas de los registros 

de 3 ovocitos. B. Promedio de las corrientes registradas a -100 mV, cuando los ovocitos 

se coinyectaron con CFTR y ENaC más oligonucleótidos dirigidos contra xShroom1 (n = 

3, p < 0.05).  
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Figura 41. Inhibición de CFTR sobre las corrientes de sodio sensibles al amiloride. 

La inhibición de CFTR sobre las INa(amil) fue mayor en ovocitos coinyectados con CFTR 

y ENaC más oligonucleótidos antisentido dirigidos contra xShroom1 (CFTR + ENaC  + 

antisense xShroom1) que en ovocitos control coinyectados con CFTR y ENaC más 

oligonucleótidos sentido (CFTR + ENaC + sense xShroom1). 
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En el presente trabajo de tesis utilizamos técnicas de biología molecular y 

electrofisiológicas para estudiar el canal CFTR, responsable de una porción 

significativa del transporte de cloruro, y la proteína xShroom1 involucrada en la 

reorganización del citoesqueleto celular. A medida que se fueron ejecutando los 

experimentos decidimos además estudiar la regulación existente entre el CFTR y el 

canal epitelial de sodio (ENaC) junto con xShroom1. 

1. EXPRESIÓN DEL CANAL CFTR EN OVOCITOS DE XENOPUS LAEVIS Y

MEDICIÓN DE LAS CORRIENTES DE CL- 

 

Identificación del CFTR 

Debido a la colocalización e interacción entre CFTR y ENaC (ver 

Introducción), nos interesó analizar la regulación de CFTR por la proteína 

xShroom1, en la que habíamos demostrado que era un factor regulador de la 

actividad del canal ENaC (Assef y col. 2011). 

En primer lugar inyectamos ovocitos con el ARNm de CFTR y los incubamos 

con forskolina más IBMX. Aunque el CFTR presenta actividad espontánea, la misma 

aumenta con el agregado de forskolina más IBMX. La forskolina es una droga 

derivada de la planta Coleus forskohlii, y es un activador de la adenilato ciclasa 

(Souza y col. 1983). El IBMX es un derivado de xantina metilado y un inhibidor de 

la actividad fosfodiesterasa (Beavo y col. 1970). La activación del CFTR implica la 

fosforilación dependiente de AMPc en múltiples sitios de la región reguladora R del 

canal por PKA. La fosforilación provoca un cambio en la conformación de CFTR que 
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permite la asociación de los dominios de unión a nucleótidos (NBD1 y 2) que se 

dimerizan, y esta asociación permite la unión y la hidrólisis de ATP para impulsar la 

activación del canal (Liang y col. 2012; Stahl y col. 2012). 

Dos criterios se emplean para identificar al CFTR. Uno es su activación 

incrementando los valores de AMPc y el otro es la inhibición de las corrientes con 

algunos de bloqueantes de canales de cloruro (Kunzelmann 2011). En nuestros 

experimentos la forskolina junto con el IBMX aumentaron las corrientes totales y 

para  corroborar que se trataba del CFTR, empleamos el  inhibidor DPC (Chen y 

col. 2008). Aunque el bloqueante puede ser agregado del lado extracelular, el DPC 

permea la membrana siendo su efecto reversible. El mecanismo de bloqueo de DPC 

se produce cuando el bloqueante alcanza su sitio de unión dentro del poro del canal 

y produce su oclusión, bloqueando el estado abierto de CFTR (Zhang y col. 2000). 

Nuestros experimentos muestran que las corrientes netas activadas por forskolina 

más IBMX se inhiben a todos los potenciales aplicados con el DPC. 

Proteínas Shroom y el efecto sobre el canal de sodio ENaC 

Shroom es una familia de proteínas involucrada en la regulación y 

mantenimiento de la arquitectura del citoesqueleto uniéndose a la actina del 

citoesqueleto con varias funciones en el desarrollo celular. Hasta el momento se ha 

estudiado la participación de Shroom en células endoteliales, en procesos de 

vasculogénesis y angiogénesis que requieren de un remodelado de la estructura 

celular. En la vasculatura, Shroom puede funcionar regulando la actividad de la 

miosina II y por lo tanto la permeabilidad endotelial (Dietz y col. 2006). Por otra parte, 

Shroom también se expresa en el epitelio pigmentado de la retina humana, generando 
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la acumulación del pigmento en melanosomas maduros, el desarrollo de estas células 

y la localización del pigmento. Para ello controla el ensamblaje del citoesqueleto de 

actina y tubulina. Las proteínas shroom mas caracterizadas son xShroom3 y 

mShroom3, las cuales son esenciales para la morfogénesis del tubo neural en 

Xenopus y en ratón (Dye y col. 2009). Otro miembro de la familia Shroom es xShroom1, 

el cual ha sido asociado con proteínas de membrana plasmática. Se encontró una 

relación física entre la proteína xShroom1, el canal epitelial de sodio ENaC y proteínas 

del citoesqueleto, en la membrana de las células A6 de riñón de Xenopus laevis. Las 

mismas conformaban un complejo macromolecular a partir del cual pudo probarse una 

relación funcional, siendo xShroom1 regulador de corrientes sensibles al amiloride 

cuando se coexpresaban estas proteínas en ovocitos de anfibio (Staub y col. 1992; 

Zuckerman y col. 1999). Ya habíamos comprobado que xShroom1 es requerido para 

la expresión funcional de ENaC en ovocitos de X. laevis debido a una regulación en el 

número de canales insertos en la membrana plasmática (Assef y col. 2011). En esos 

experimentos se obtuvieron dos evidencias. Una,  con oligonucleótidos antisentido 

dirigidos contra xShroom1 se reducen las corrientes de ENaC en ovocitos 

coinyectados con ENaC. Dos, se observaron canales ENaC marcados por 

inmunofluorescencia en la membrana plasmática de ovocitos expresando α, β y γ 

ENaC y oligonucleótidos sentido xShroom1, pero no en ovocitos coinyectados con el 

ARNc de ENaC y oligonucleótidos antisentido. 

xShroom1 y CFTR 

La actividad del canal es regulada por filamentos de actina (Guggino y col. 

2006; Monterisi y col. 2013) y posee un sitio de unión de 4 aminoácidos (DTRL) para 



Discusión 

100 

proteínas con dominios PDZ como NHERF (Na/H exchanger regulatory factor). Así, 

por ejemplo, la isoforma NHERF1, por medio de su extremo C terminal se une a 

EZRIN, una proteína estructural relacionada tanto a la membrana celular como a los 

filamentos de actina, estabilizando todo el complejo. Esto permite una 

compartimentalización celular y que el AMPc generado por PKA se mantenga en la 

zona del complejo. Por el contrario, en las mutaciones ΔF508 esta estructura está 

desintegrada, el AMPc está diseminado por todo el citoplasma y el canal mutado es 

degradado (Monterisi y col. 2013). De esta forma el citoesqueleto funciona como ancla 

para los canales iónicos en la membrana plasmática, y participa en el tráfico vesicular 

de los mismos hacia la superficie celular. 

Debido a todos estos antecedentes surge con bastante claridad la posibilidad 

que la presencia de xShroom1 asociada a la actina, como proteína regulatoria del 

citoesqueleto de actina-miosina/tubulina y del transporte de sustancias a la membrana 

plasmática, tenga también una relación funcional/estructural con el CFTR. 

Para estudiar la relación entre xShroom1 y CFTR, utilizamos los mismos 

oligonucleótidos antisentido dirigidos contra xShroom1 publicados por Zuckerman y 

col. (1999) y Staub y col. (1992). Los últimos autores encontraron que más del 90 % 

del ARNm de xShroom1 fue degradado por la ARNasa H endógena en presencia de 

oligonucleótidos antisentido pero no con oligonucletidos sentido. Pudimos observar 

que los ovocitos expresan el ARNm de xShroom1. Como esperábamos, cuando los 

ovocitos se coinyectaron con oligonucleótidos antisentido dirigidos contra xShroom1, 

la abundancia de su ARNm fue menor. 

Observamos un incremento marcado en las corrientes de CFTR y en su 

expresión total y en la superficie celular en ovocitos coinyectados con 
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oligonucleótidos antisentido dirigidos contra xShroom1 (Figuras 22, 23, 25 y 26) un 

resultado que indica una acción dual de xShroom1 en la expresión y el nivel de 

actividad de ENaC y CFTR. Los factores principales en controlar la expresión o 

actividad de CFTR incluyen la regulación de la síntesis del canal, el tráfico 

intracelular, la inserción en la membrana plasmática, degradación y probabilidad de 

apertura (Ahner y col. 2013). Cualquiera de estos factores podría ser responsable 

del incremento en la corriente y expresión observada en nuestros experimentos. Los 

siguientes experimentos se diseñaron para explicar esta regulación.  

 

Mecanismos posibles en el efecto de xShroom1 sobre la actividad del 

CFTR 

Como se verá a continuación nuestros resultados sugieren que la inhibición 

de la expresión de la proteína xShroom1 resultó en mayores corrientes de CFTR 

por un incremento en los canales CFTR en la superficie celular posiblemente al 

reducir su transporte a la vía endolisosomal (Palma y col. 2016).  

(1) MG-132, un inhibidor proteosomal (Wilke y col. 2012), no inhibió el 

incremento en las corrientes de CFTR cuando xShroom1 fue suprimido con 

oligonucleótidos antisentido; 

(2) cuando BFA fue utilizado, un compuesto que inhibe el transporte de 

proteínas recién sintetizadas a la membrana plasmática (Chardin y col. 1999), 

obtuvimos una vida media de CFTR mayor en la membrana plasmática de ovocitos 

coinyectados con CFTR y oligonucleótidos antisentido dirigidos hacia xShroom1;  

(3) con cloroquina, un inhibidor de los endosomas tardíos/lisosomas 

(Butterworth y col. 2005), y dynasore, un inhibidor de la endocitosis dependiente de 
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dinamina (Macia y col. 2006), el incremento en las corrientes de CFTR no fue 

observado en ovocitos coinyectados con CFTR y oligonucleótidos antisentido 

dirigidos contra xShroom1 en comparación con ovocitos controles coinyectados con 

CFTR y oligonucleótidos sentido. Debe mencionarse sin embargo que el Dynasore 

puede tener otros efectos además del canónico sobre la endocitosis (Hofmann y col. 

2017).  

 

Efectos del BFA 

El número de canales en la superficie celular es determinado por un balance 

entre la inserción de canales nuevos en la membrana plasmática y la endocitosis y 

degradación de los canales desde la membrana plasmática. La BFA disminuye las 

corrientes de CFTR, lo cual concuerda con Weber y col. (2001) quienes 

demostraron que la BFA redujo la activación de las corrientes de CFTR de una 

manera dependiente del tiempo y también redujo la capacitancia en ovocitos, 

indicando un bloqueo del transporte de los canales a la membrana plasmática. Los 

valores de la vida media de CFTR en la membrana plasmática varían ampliamente 

desde pocas horas hasta 2 días (Heda y col. 2001), lo cual podría ser debido al uso 

de diferentes líneas celulares, sistemas de expresión y protocolos experimentales 

realizados a diferentes temperaturas. Con BFA, se notó un incremento en la vida 

media de CFTR en la membrana plasmática en ovocitos co-inyectados con CFTR y 

oligonucleótidos antisentido dirigidos contra xShroom1 (Figura 29). Esta vida media 

refleja la tasa de endocitosis y el reciclado de CFTR. Los resultados obtenidos son 

consistentes con la idea que la inhibición en la expresión de xShroom1 aumentó el 
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número de CFTR en la superficie celular por un incremento en la retención o en el 

reciclado del canal en la membrana plasmática.  

 

Efecto de la cloroquina y dynasore 

La ubiquitinación es conocida por regular negativamente receptores y 

transportadores desde la membrana plasmática de levaduras y células de 

mamíferos (Nabhan y col. 2010; Hyun y col. 2013; Babst 2014). La ubiquitinación 

inducida por ligando (por ejemplo, EGF) o constitutiva (por ejemplo, ENaC) de 

proteínas de membrana requiere reconocimiento del sustrato por enzimas de 

conjugación de la ubiquitina y por proteínas ligasas de ubiquitina (E2/E3s; Pickart 

2001). El reciclado de las proteínas de membrana protege los polipéptidos de su 

degradación y les permite que tengan repetidos ciclos de endocitosis y exocitosis 

(Ghosh y Maxfield 1995). Por otro lado, los canales ubiquitinados son 

selectivamente tomados desde el reciclado y redirigidos para su degradación en los 

lisosomas (Farinha y col. 2017). El proceso de selección en los endosomas 

tempranos confiere un mecanismo eficiente para prevenir la acumulación de 

proteínas de membrana mal plegadas en la superficie celular.  

Los canales CFTR entran en la vía de degradación a través de la endocitosis 

mediada por clatrina (Bradbury y col. 1994) y luego son degradados a través de la 

vía lisosomal (Cheng y col. 2013). Cuando analizamos la vía endolisosomal, tanto 

dynasore como cloroquina promovieron un incremento significativo en las corrientes 

de CFTR en ovocitos coinyectados con CFTR y oligonucleótidos sentido de 

xShroom1, en comparación con ovocitos control (sin cloroquina). Dynasore, al ser 

un inhibidor de la endocitosis mediada por clatrina, tuvo el efecto previsto sobre 
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CFTR, disminuyendo la internalización de la proteína desde la membrana 

plasmática significativamente. Los experimentos con cloroquina coinciden con otros 

resultados obtenidos en canales Kir2.1 donde hay un incremento en las corrientes 

IK1 en presencia de cloroquina (Jansen y col. 2008). Los tratamientos con dynasore 

y cloroquina no produjeron un incremento significativo en las corrientes de CFTR 

cuando la expresión de xShroom1 fue inhibida, sugiriendo la participación de 

xShroom1 en la vía endolisosomal, y no en el reciclado de CFTR.  

 

Expresión del CFTR 

El silenciamiento de xShroom1 aumentó la expresión celular total de CFTR 

al reducir la cantidad de CFTR que es degradado en el lisosoma. Para investigar si 

este cambio en la degradación del canal se correlaciona con un cambio en su 

ubiquitinación, evaluamos los niveles de ubiquitinación de CFTR cuando xShroom1 

es suprimido. Detectamos CFTR ubiquitinado tanto en los inmunoprecipitados de 

los ovocitos coinyectados con CFTR y oligonucleótidos antisentido dirigidos contra 

xShroom1 como en los ovocitos control coinyectados con CFTR y oligonucleótidos 

sentido. La conjugación de ubiquitina es promovida por el mal plegamiento del canal 

e involucra superficies hidrofóbicas expuestas de la proteína (Sharma y col. 2004). 

Sin embargo, el CFTR wild type también es ubiquitinado y degradado luego de su 

desplegado fisiológico al finalizar su tiempo de vida medio en la superficie celular.   

También observamos que los oligonucleótidos antisentido dirigidos contra 

xShroom1 no disminuyeron la cantidad relativa de CFTR ubiquitinado, sugiriendo 

que xShroom1 facilita la endocitosis de CFTR mediante un mecanismo 

independiente de ubiquitina, y luego es degradado en el lisosoma.   
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Unión de CFTR y Hsc70  

El reconocimiento del CFTR en la membrana plasmática es mediado por la 

chaperona Hsc70, llevando el canal a ubiquitinación y degradación lisosomal 

(Okiyoneda y col. 2010). Los ovocitos expresan constitutivamente por lo menos dos 

isoformas de Hsc70 (Mandell y Feldherr 1990), y obtuvimos que la chaperona Hsc70 

de ovocitos coinmunoprecipita con CFTR. Cuando xShroom1 fue suprimido, no se 

observó un cambio en la unión entre CFTR y Hsc70, sugiriendo que el efecto de 

xShroom1 no ocurre a través de la chaperona. 

Nuestros ensayos de western blot indican que las células expresan la 

proteína CFTR. Utilizando un anticuerpo específico pudimos detectar una banda de 

aproximadamente 160 - 180 KDa que corresponde a la forma glicosilada del canal 

(Avella y col. 2011). La adquisición de los oligosacáridos por el extremo N-terminal 

del CFTR se produce en el retículo endoplasmático y el polipéptido glicosilado se 

exporta al aparato de Golgi, y una vez completada allí la glicosilación por enzimas 

glicosiltransferasas, el transporte del CFTR progresa a la membrana plasmática. 

Además, las mediciones de la expresión de la proteína total de CFTR y en la 

superficie celular mostraron una expresión y consecuente aumento de la densidad 

de la proteína de CFTR por tratamiento con oligonucleótidos antisentido dirigidos 

contra xShroom1. Esto concuerda con los estudios funcionales presentados más 

arriba, sugiriendo la posibilidad que un incremento en el número de canales insertos 

en la membrana plasmática es responsable por el aumento en las corrientes cuando 

la expresión de xShroom1 es inhibida.  
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En conclusión, pensamos que la inhibición de la expresión de xShroom1 

resultó en mayores corrientes de CFTR por un incremento de los canales CFTR en 

la superficie celular. Esto puede ser debido a una disminución hacia el tráfico 

endocítico que dirige CFTR su degradación.  

 

 

2. RELACIÓN ENTRE EL CANAL EPITELIAL DE SODIO (ENAC), EL CANAL 

REGULADOR DE LA FIBROSIS QUÍSTICA (CFTR), Y LA PROTEÍNA 

XSHROOM1 

 

Como se comentó más arriba, la inhibición en la expresión de xShroom1 

resultó en una disminución en la función de ENaC (Assef y col. 2011) mientras que 

lo opuesto fue encontrado en estos experimentos respecto al  CFTR. Los detalles 

de esta acción dual son pobremente comprendidos pero es interesante notar que 

en algunos tejidos el CFTR inhibe la conductancia de ENaC y no la activa (ver 

sección 2). Así en el epitelio respiratorio la activación del CFTR suprime la 

proteólisis de los dominios extracelulares de ENaC impidiendo su estimulación 

(Gentzsch y col. 2010) en tanto que en ovocitos de X.laevis la coexpresión del ENaC 

y el CFTR disminuye la probabilidad de apertura de ENaC, sin afectar su expresión 

en la superficie celular (Konstas y col. 2003). Como se puede apreciar un efecto 

opuesto al de la estimulación del ENaC que se observa en las glándulas sudoríparas 

y de allí que el efecto de la actividad del CFTR sobre el ENaC es tejido dependiente 

(Berdiev y col. 2009; Collawn y col. 2012; Hobbs y col. 2013).  
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Para estudiar la regulación de ENaC por CFTR y la proteína xShroom1, 

registramos corrientes de sodio sensibles al amiloride (INa(amil)) en ovocitos 

coinyectados con ambos canales y oligonucleótidos sentido o antisentido dirigidos 

contra xShroom1.  

Cuando ambos canales se coexpresaron en los ovocitos, encontramos que 

CFTR produjo una reducción en las INa(amil). Aunque los detalles de esta regulación 

no son conocidos y mencionamos algunos de los posibles mecanismos.  

1. En células de la vía aérea se ha demostrado que el CFTR altera el tráfico 

de ENaC desde su sitio de síntesis hacia la membrana celular y produce cambios 

en la probabilidad de apertura del canal (Rubenstein y col. 2011).  

2. También se propuso que el incremento del Cl- intracelular inhibe el ENaC 

como un mecanismo de regulación indirecto del CFTR (Konig y col. 2001; 

Bachhuber y col. 2005; Briel y col. 1998). 

Nosotros comprobamos que en los ovocitos coinyectados con ENaC y 

oligonucleótidos antisentido dirigidos hacia xShroom1 la INa(amil)  es menor que en 

los ovocitos control coinyectados con ENaC y oligonucleótidos sentido. En nuestro 

laboratorio comprobamos que esta inhibición se debe a un cambio en el número de 

canales insertos en la membrana plasmática (Assef y col. 2011).  

Por otro lado, observamos que la inhibición de ENaC por CFTR es mayor en 

ovocitos coinyectados con ambos canales y oligonucleótidos antisentido dirigidos 

contra xShroom1. Este resultado indicaría que el aumento en la corriente de CFTR 

debido a la supresión de xShroom1 con los oligonucleótidos antisentido produce 

que la inhibición de ENaC por CFTR sea mayor en comparación con la inhibición 

producida en ovocitos control coinyectados con ambos canales y oligonucleótidos 



Discusión 

108 
 

sentido. Aunque las inhibiciones de ENaC por CFTR y xShroom1 sean por vías 

diferentes, la supresión de xShroom1 también produce una inhibición de ENaC a 

través de un aumento en la corriente de CFTR.  

No conocemos el mecanismo por el cual ocurre esta inhibición. xShroom1 

genera un cambio en la cantidad de canales CFTR en la membrana plasmática, 

produciendo también un cambio en la corriente de cloruro total, por lo que no se 

puede descartar que la expresión o la corriente del canal sean la causa de la 

inhibición sobre ENaC, uno de los mecanismos propuestos para esta regulación (ver 

arriba). Por otro lado, también se detectó, utilizando las técnicas de 

coinmunoprecipitación y FRET, que los canales se encuentran muy cercanos 

sugiriendo que la inhibición producida por CFTR ocurriría a través de una interacción 

directa entre ambos (Berdiev y col. 2007)  aunque no  se puede descartar que en 

esta regulación intervenga otra molécula o el movimiento iónico. 

 

Canales CFTR, ENaC y fibrosis quística 

Conocer la relación entre ambos canales es de particular importancia por ser 

dos proteínas que se coexpresan en distintos epitelios regulando la homeostasis de 

los iones cloruro y sodio, y su desregulación produce un desbalance iónico como en 

la fibrosis quística. Aunque el CFTR es principalmente un canal aniónico (Welsh y 

Smith 1993; Gadsby y col. 2006; Aleksandrov y col. 2007), los síntomas de la fibrosis 

quística no son debidos solamente a deficiencias en la secreción del anión. La 

absorción de sodio a través de la membrana apical de los epitelios también 

contribuye con la enfermedad aunque sólo el CFTR es afectado por las mutaciones 

genéticas. La regulación del ENaC por el CFTR depende del tipo de epitelio 
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estudiado. En los epitelios secretores (vías aéreas, páncreas), la activación del 

CFTR disminuye la actividad del ENaC mientras que el efecto opuesto se observa 

en los epitelios absortivos (riñón, glándulas sudoríparas y colon) con aumento en la 

actividad del ENaC. El mecanismo de esta regulación es poco conocido, pero brinda 

una explicación sencilla para el hecho que la concentración de Na+ en el sudor de 

los enfermos con fibrosis quística es elevada respecto a las personas sanas (Figura 

42). En las células de personas con fibrosis quística se observa un potencial 

transpitelial más negativo que en condiciones normales. Una posibilidad sería que 

la célula está despolarizada por la entrada de Na+ sin el acompañamiento del Cl- 

produciendo una disminución de la fuerza impulsora para el Na+, su menor entrada 

y el consiguiente aumento en el líquido extracelular. Esto llevaría en el organismo 

enfermo a un aumento en la concentración de Na+ en el sudor. 
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Figura 42. Esquema que relaciona la actividad del CFTR y ENaC en epitelio de 

glándula sudorípara. El potencial transepitelial (Vt) es potencial en cara basolateral, 

(VBL) - potencial en cara apical (VA). En las células de pacientes con fibrosis quística 

la actividad del CFTR está disminuida o ausente y esto se traduce en una menor 

activación del ENaC y un Vt más negativo que en las células sanas. Esto se traduce 

en un aumento de Na+ en el sudor de los enfermos. 
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Nuestros resultados sugieren que el CFTR regula negativamente la función 

de ENaC, restringiendo la absorción y cambiando el balance del fluido a través de 

los epitelios a favor de una secreción neta. En la fibrosis quística ocurre el proceso 

inverso: ENaC no es inhibido por CFTR, el cual no es funcional o no está presente 

en la fibrosis quística, causando un incremento en la absorción de sodio a través 

del epitelio de las vías aéreas. Esto resulta en deshidratación de los fluidos en la 

superficie de las vías aéreas en los pacientes con fibrosis quística (Palma y col. 

2014). 
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Shroom es una familia de proteínas relacionadas con la regulación y el 

mantenimiento del citoesqueleto al unirse a actina. Uno de los miembros de la 

familia Shroom es la proteína xShroom1, la cual se expresa constitutivamente en 

ovocitos de Xenopus laevis y es necesaria para la expresión y funcionalidad del 

canal epitelial de sodio ENaC (Assef y col. 2011).  

En este trabajo estudiamos la relación entre la proteína xShroom1 y el canal 

transmembrana de la fibrosis quística (CFTR), expresándolo heterólogamente en los 

ovocitos de Xenopus laevis.  

En primer lugar se confirmó la funcionalidad heteróloga del canal de cloruro 

CFTR por la técnica de voltage clamp en los ovocitos inyectados con el ARNc del 

canal. Se registraron corrientes totales activadas por AMPc, las cuales se inhibieron 

con el bloqueante de corrientes de cloruro DPC. La expresión del canal se confirmó 

con la técnica de western blot.  

Se detectó el ARNm de la proteína xShroom1, proteína ligada a 

morfogénesis, mantenimiento y/o funcionalidad del citoesqueleto de actina-

miosina/tubulina (Fairbank y col. 2006; Hagens y col. 2006). Debido a las funciones 

asociadas a esta proteína, se considera que también puede influenciar en la 

actividad de proteínas de transporte apicales, como intermediaria de la modulación 

que ejerce el citoesqueleto de actina sobre las mismas (Cantiello 1995). Analizamos 

el efecto de la inhibición de xShroom1 sobre el CFTR midiendo su actividad en los 

ovocitos. Se observó que la supresión de xShroom1 incrementó la corriente de 

CFTR. Inferimos que el efecto de xShroom1 sobre CFTR también podría cumplir su 

papel relacionando funcionalmente a la actina y los demás componentes del 

citoesqueleto. Esto es particularmente importante en este canal, cuya actividad se 
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encuentra regulada por el citoesqueleto. Los filamentos de actina (F-actina) son 

esenciales en la regulación de la actividad y expresión de CFTR en la membrana 

plasmática (Broadbent y col. 2015). 

Se estudió la expresión del canal total y en la superficie celular utilizando la 

biotinilización de las proteínas de la membrana plasmática. Las mediciones de la 

expresión de CFTR mostraron un aumento de la densidad de la proteína de CFTR 

por tratamiento con oligonucleótidos antisentido dirigidos contra xShroom1. Los 

patrones de expresión se corresponden con el análisis funcional de CFTR cuando 

xShroom1 es inhibida. 

Posteriormente se investigaron los mecanismos por los cuales xShroom1 se 

relaciona con CFTR. Se registraron las corrientes del canal cuando la degradación 

proteosomal de CFTR se inhibió con MG-132. Se obtuvo que el efecto de xShroom1 

sobre CFTR no es a través de la degradación proteosomal. El tráfico de CFTR a la 

membrana plasmática se bloqueó con brefeldina A para analizar su vida media. Con 

BFA obtuvimos un incremento en la vida media de CFTR en la membrana 

plasmática de los ovocitos cuando xShroom1 fue inhibido. Esta vida media refleja la 

tasa de endocitosis y el reciclado de CFTR, y los resultados obtenidos son 

consistentes con la idea que la inhibición en la expresión de xShroom1 aumentó el 

número de CFTR en la superficie celular por un incremento en la retención o en el 

reciclado del canal en la membrana plasmática. Cuando el lisosoma se inhibió con 

cloroquina o cuando la endocitosis del canal se inhibió con dynasore, se observó la 

participación de la vía endolisosomal en el efecto de xShroom1 sobre CFTR. 

Por otro lado se midió la ubiquitinación de CFTR y su interacción con la 

chaperona Hsc70 por inmunoprecipitación. Cuando xShroom1 fue suprimido, no se 
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observó un cambio en la ubiquitinación de CFTR ni en la unión entre CFTR y Hsc70, 

sugiriendo que xShroom1 facilita la endocitosis de CFTR mediante un mecanismo 

independiente de ubiquitina y de la chaperona, y luego es degradado en el lisosoma.  

Se estudió la relación entre CFTR, ENaC y xShroom1 analizando las 

corrientes de sodio sensibles a amiloride por voltage clamp, cuando la proteína 

endógena de los ovocitos xShroom1 fue inhibida y el canal CFTR fue activado con un 

aumento intracelular de AMPc. La regulación del ENaC en los tejidos donde se detectó 

su expresión (riñón, colon, pulmón) es compleja, siendo estimulado por una serie de 

hormonas (aldosterona, vasopresina, insulina, estrógeno, progesterona, etc.) e 

inhibido por el diurético amiloride (Garty y Palmer 1997; Álvarez de la Rosa y col. 

2000). El  CFTR regula el ENaC por varios mecanismos (Kunzelman y col. 1999; 

Schwiebert y col. 1995, Bachhuber y col 2005; Berdiev y col. 2009; Hryciw y Guggino 

2000). Se encontró que tanto CFTR como xShroom1 producen una reducción en las 

corrientes de sodio sensibles a amiloride. Además, la inhibición de ENaC por CFTR es 

mayor cuando xShroom1 es suprimido, debido al aumento en la corriente de CFTR. 
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Podemos concluir que la supresión de xShroom1 se traduce en un 

incremento en las corrientes de CFTR por un aumento del canal en la 

superficie celular. Posiblemente esto se deba a una reducción hacia los 

etapas tardías de la vía endocítica que lleva al CFTR a la vía de degradación, 

pero no podemos descartar que la inhibición de la expresión de xShroom1 

afecte la probabilidad de apertura de CFTR. Nuestros datos sugieren que 

xShroom1 juega un papel importante en regular la expresión de CFTR y así 

su función, así como también en la relación entre CFTR y ENaC. Esto podría 

ser relevante en el entendimiento del mal funcionamiento del canal en varias 

enfermedades, en especial en la fibrosis quística.  
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