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Resumen

Los canales de Cl activados por Ca?* (CaCCs) son un grupo
heterogéneo de canales de CI- que pueden ser activados por
calcio intracelular o por despolarizacion. Estos canales se pue-
den encontrar en casi todas las especies desde invertebrados a
mamiferos (Ji et al., 2019).

Un subtipo de estos canales CaCCs fue el primero que se des-
cribi® en Xenopus oocytes y su identificacion no se realizd hasta
el aflo 2008 cuando varios laboratorios reportaron que en la pro-
teina transmembrana 16A (TMEM16A) subyace la base mole-
cular de un subgrupo de canales CaCCs (Caputo et al., 2008).
La familia TMEM16x esta formada por 10 miembros que pueden
funcionar bien como canales de CI- activados por Ca?* (CaCCs)
(TMEM16A Y TMEM16B), como canal catiénico activado por
Ca?* (TEMEM16F) o como escramblasas de fosfolipidos (enzi-
mas que mueven los lipidos de forma aleatoria entre las capas
interna y externa de la membrana plasmatica para equilibrar su
composicion) (TMEM16C-K). La TMEM16A fue la primera que
se descubrié como canal de CI- activado por Ca?* y esta ubica-
da en muchos territorios entre los que se encuentran las células
epiteliales de las vias aéreas e intestinales, las células acinares
de glandulas exocrinas salivares y pancreéticas, el musculo liso
de las vias aéreas, las células endoteliales, las células intersti-
ciales de Cajal y las neuronas de las raices dorsales de los gan-
glios raquideos. Observando esta amplia distribucion celular, se
puede decir que participa en muchos roles fisioldgicos como la
secrecion de las células epiteliales, la contraccion del misculo
liso, la transmision de sefales nociceptivas y la motilidad gas-
trointestinal.

Los canales de ClI- activados por Ca?* (CaCCs) codificados por
el gen de la proteina TMEM16A son una clase de canales anio-
nicos activados por el incremento de calcio intracelular provoca-
do por la activacién de una proteina Gq acoplada a receptores
(GgPCRs). El canal TMEM16A une dos moléculas de calcio de
forma que se modifica la actividad eléctrica celular controlando
el musculo liso vascular, el tono de los pericitos pericapilares, y la
regulacion de la secrecion de las células epiteliales.

Se han realizado muchos estudios para determinar la estructura
del canal TMEM16A y asi poder identificar sitios de unién para
ligandos enddgenos, sintéticos o productos naturales y poder
explicar el papel de este canal en los distintos territorios en los
que se encuentra distribuido. Se estan realizando diversos estu-
dios para descubrir compuestos tanto inhibidores como activa-
dores del canal.

Los inhibidores del canal TMEM16A tienen potencial terapéutico
en enfermedades como hipertension (pulmonar y sistémica), ic-
tus isquémico y vejiga hiperactiva, mientras que los activadores
se podrian utilizar para el tratamiento farmacoldgico de enferme-
dades asociadas con la disfuncion epitelial tales como fibrosis
quistica, enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), sin-
drome de Sjégren y sindrome del 0jo seco.
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Summary
THE TMEM16A CHANNEL AS A PHARMACOLOGICAL TAR-
GET

Ca?*activated CI channels (CaCCs) are a heterogeneous group
of CI- channels that can be activated by intracellular calcium or
by depolarization. These channels can be found in almost all
species from invertebrates to mammals (Ji et al., 2019).

A subtype of these CaCCs channels was the first to be de-
scribed in Xenopus oocytes and its identification was not made
until 2008 when several laboratories reported that the molec-
ular basis of a subgroup of CaCCs channels (Caputo et al.,
2008).

The TMEM16x family consists of 10 members that can function
either as Ca** activated CI channels (CaCCs) (TMEM16A and
TMEM16B), as a Ca?* activated cation channel (TEMEM16F),
or as phospholipid scramblases (enzymes that move lipids ran-
domly between the inner and outer layers of the plasma mem-
brane to balance their composition) (TMEM16C-K). TMEM16A
was the first to be discovered as a CI- channel activated by Ca?
and is located in many territories, including the epithelial cells
of the airways and intestines, the acinar cells of exocrine sali-
vary and pancreatic glands, smooth muscle of the airways, the
endothelial cells, the interstitial cells of Cajal, and the neurons
of the dorsal roots of the spinal ganglia. Observing this wide
cellular distribution, it can be said that it participates in many
physiological roles such as epithelial cell secretion, smooth
muscle contraction, transmission of nociceptive signals, and
gastrointestinal motility.

Ca?-activated CI- channels (CaCCs) encoded by the TME-
M16A protein gene are a class of anion channels activated by
the increase in intracellular calcium caused by the activation of
Gq protein-coupled receptors (GgPCRs). The TMEM16A chan-
nel binds two calcium molecules in a way that modifies cellular
electrical activity, controlling vascular smooth muscle, the tone
of pericapillary pericytes, and the regulation of epithelial cell se-
cretion.

Many studies have been carried out to determine the structure
of the TMEM16A channel in order to identify binding sites for
endogenous ligands, synthetic or natural products and to ex-
plain the role of this channel in the different territories in which it
is distributed. Various studies are under way to discover com-
pounds that are both inhibitors and activators of the channel.

TMEM16A channel inhibitors have therapeutic potential in dis-
eases such as hypertension (pulmonary and systemic), isch-
emic stroke and overactive bladder, while activators could be
used for the pharmacological treatment of diseases associated
with epithelial dysfunction such as cystic fibrosis, obstructive
pulmonary disease (COPD), Sjogren’s syndrome and dry eye
syndrome.
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El canal de CI modulado por Ca?* TMEM16A, participa en diversas funciones fisiolégicas vitales tales
como el control del tono vascular, el flujo sanguineo local y el transporte epitelial de solutos, por lo que
se podria utilizar farmacolégicamente en enfermedades como hipertension sistémica y pulmonar, ictus

isquémico y fibrosis quistica entre otras.

LA FAMILIA DE CANALES TMEM16x.

La familia de canales (TMEM16x) tiene una se-
cuencia similar en células eucariotas, los 10 pa-
ralogos TMEM16x tienen funciones diferentes:

- TMEM16A y TMEM16B forman canales CI
activados por Ca?* (CaCCs).

- TMEM16C-K funcionan como escramblasas
que facilitan el movimiento bidireccional de
lipidos (sobre todo fosfatidilserina) a través
de las membranas celulares y podrian tener
actividad no selectiva sobre canales i6nicos
(Agostinelli et al., 2022).

-  TMEM16F funciona como canal catiénico ac-
tivado por Ca2* (Pedemonte y Galietta, 2014).

En un principio las proteinas TMEM16x se lla-
maron “anoctaminas” ya que TMEM16A es un
canal anibnico selectivo primario que tendria
una topologia de ocho dominios transmembrana
TM, sin embargo, las proteinas TMEM16x tienen
también otras funciones ademas de ser canales
aniénicos y se ha demostrado la existencia de
10 dominios TM, por eso el térmico anoctamina
ahora se considera incorrecto, por tanto, se debe
usar la nomenclatura TMEM16x.

ESTRUCTURA DEL CANAL TMEM16A

La topologia de TMEM16A canal de CI- activado
por Ca?* es de diez hélices transmembrana (TM)
observadas por microscopia crioelectronica en
la que se revela una arquitectura homodimérica
donde cada mondmero contiene un poro con-
ductor i6nico independiente y dos sitios de union
al calcio. El poro esta rodeado por las proteinas
TM3-7, asumiendo una forma de reloj de arena
con una amplia cavidad intracelular y una peque-
na extracelular conectadas por una region que
seria el cuello. Sobre las TM3-7 se han identifica-
do diez residuos que revisten los poros que son
importantes para la selectividad aniénica de los
canales TMEM16A. Los sitios de unién de calcio
estan formados por cinco aminoacidos (E654,
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E702, E705, E734 Y D738) sobre las proteinas
TM6-8, lo que concuerda con las observaciones
obtenidas con electrofisiologia y con datos de
estudios genéticos, los sitios de union de calcio
se localizan en el extremo del citosol donde esta
el poro dentro de la membrana. Por microscopia
crioelectronica se han observado los mecanis-
mos por los que el calcio estimula los canales
TMEM16A de forma que induce una reestructu-
racion conformacional de la proteina TM6. En el
estado cerrado sin unién de calcio, el borde ci-
tosolico de TM6 rodea el residuo glicina (G644)
estrechando el poro, cuando ocurre la union de
calcio, el borde citosotlico de TM6 se endereza
y dilata el poro, lo que se traduce en un estado
abierto del canal (Dang et al., 2017 y Paulino et
al., 2017).

La secrecion de ClI- en el organismo tiene mucha
relevancia en diferentes procesos fisioldgicos,
asi, las funciones fisiologicas del canal TMEM16A
dependeran de la direccion del flujo de CI, si éste
sale de la célula, conlleva una despolarizacion,
como consecuencia la célula se activara. Si el CI
entra en la célula, ésta se hiperpolarizara lo que
se asocia a una disminucién de la actividad.

VISION GENERAL DE LOS MODULADORES
FARMACOLOGICOS DEL CANAL TMEM16A

Para validar este canal como diana farmacolé-
gica se requieren moduladores especificos que
puedan servir como instrumentos esenciales
para la comprension de su farmacologia, por eso
existe la necesidad de descubrir moduladores
selectivos y potentes que puedan tener como
diana farmacolégica el canal TMEM16A.

Durante mucho tiempo no se ha podido determi-
nar el sitio de unién de los agentes moduladores
pero con técnicas nuevas como mutagénesis de
punto Unico, electrofisiologia y modelos molecu-
lares se ha llegado a identificar un posible sitio de
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unién para moduladores sintéticos como el A9C y
endogenos como el fosfatidilinositol 4,5- bifosfato
(PIP,). La estructura tanto del canal TMEM16F y
del canal TMEM16A ha podido ser determinada
con el estudio de dos compuestos, el 1PBC (1-hi-
droxi-3-(trifluorometil) piridol [1,2] bencimida-
zol-4-carbonitrilo, que es un potente inhibidor con
propiedades antitumorales y la niclosamida, tam-
bién inhibidor del canal. Las moléculas se unen
al borde proximal extracelular de TM6 (puerta
estérica) de los canales TMEM16F y TMEM16A,
region descrita también para el compuesto A9C
en el canal TMEM16A (Al-Hosni et al., 2022).

Los inhibidores del canal ibnico pueden ser blo-
queadores del canal en estado abierto o mo-
duladores de su apertura, si son bloqueadores
directos dan lugar como resultado a un bloqueo
directo del paso de iones a través del poro lo
que se manifiesta por cambios en la corriente
del canal. Por otro lado, los modificadores de la
apertura del canal se uniran a otras regiones del
canal distintas a la via de permeabilidad i6nica y
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modularan la apertura o cierre del canal de forma
alostérica. (Figura 1)

Los activadores son normalmente modificadores
de la apertura del canal, por ejemplo, el antrace-
no-9-acido carboxilico (A9C), muestra un efecto
bifasico sobre el canal TMEM16A, inhibe el ca-
nal actuando como un bloqueante del poro y de
forma alostérica activa el canal estableciendo el
estado abierto, esto es una accion contradictoria
activando e inhibiendo efectos (Dinsdale et al.,
2021). Esto demuestra que el canal TMEM16A
puede ser diana farmacoldgica para el disefio de
agentes bloqueantes y activadores. (Figura 1)

Los activadores del canal TMEM16A que activan
la despolarizacion, serian mas eficaces en las
células excitables como en las neuronas de las
raices dorsales de los ganglios raquideos, mien-
tras que los inhibidores del canal pueden preve-
nir la activacion del canal en células no excita-
bles como en células del masculo liso vascular.
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Figura 1. Mecanismos de apertura y cierre del canal TMEM16A y su modulacion farmacolégica. La parte superior
muestra el canal cerrado y abierto cuando se unen dos moléculas de Ca?* que produce la apertura de la proteina
transmembrana TM6 y la parte externa del poro (mostrado como basculacion hacia la derecha).). Los modificadores de
la apertura pueden actuar cerrando el poro (A) (inhibidores) o abriendo el poro (B) (activadores). Los inhibidores pueden
actuar como bloqueantes que se unen al poro para ocluir la permeabilidad i6nica ( C). Realizado con el programa

Biorender
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FARMACOS CON ACTIVIDAD INHIBITORIA
SOBRE EL CANAL TMEM16A

Desde la identificacion del canal TMEM16A se
han descrito distintos inhibidores sintéticos como
compuestos de la familia del fenamato que son
bloqueantes efectivos de este canal a concentra-
ciones micromolares, otros bloqueantes del ca-
nal CaCC tales como acido estilbenedisulfénico
2,2’- diisotiociano 4,4’ (DIDS) y acido disulfénico
2,2’- 4-acetamido-4’- isotiocianostilbeno (SITS)
son menos potentes.

El compuesto MONNA (&cido 5- nitroantranilico
N- [(4’-metoxi)-2’nafitilo]), un inhibidor sintético,
produce relajacion de arterias aisladas de roe-
dores (donde el canal TMEM16A se expresa de
forma abundante) en presencia de diferentes
concentraciones de CI- extracelular (Al-Hosni et
al., 2022).

El Ani9 (2-(4-cloro-2-metoxifenoxi)-N-[(2-metoxi-
fenil) metilideneamino]- acetamida) parece tener
alta selectividad por el canal TMEM16A (Al-Hosni
et al., 2022).

EI'TM,_.-23 es el inhibidor identificado mas poten-
te del canal TMEM16A que produce una inhibi-
cion del 50% (Cl,,) con una concentracion de -30
nM para corrientes heterologas del canal TME-
M16A (Al-Hosni et al., 2022), sin embargo, falta
describir un perfil detallado de selectividad.

Se ha observado que existen bastantes produc-
tos naturales de diferentes plantas que son capa-
ces de inhibir el canal TMEM16A, como el acido
tanico que hay en el té verde y el vino tinto que es
capaz de inhibir el canal TMEM16Ay TMEM16B,
mostrando consecuentemente un efecto inhibito-
rio sobre la contraccién del musculo liso arterial y
sobre la secrecion intestinal, por tanto, se ha usa-
do como herramienta farmacologica para investi-
gar las caracteristicas biofisicas y las funciones
fisiologicas del canal TMEM16A. Otros productos
naturales o sus analogos sintéticos han demos-
trado inhibir el canal TMEM16A como la idebeno-
na con actividad anticancerigena, la plumbagina
con actividad antidiarréica y la matrina con acti-
vidad anti adenocarcinoma pulmonar (Liu et al.,
2021). Otras sustancias naturales como los ga-
llotaninos, la evodiamina y la rutaecarpina tienen
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baja potencia inhibitoria sobre los canales TME-
M16A (Al-Hosni et al., 2022) (Tabla 1).

También se han descrito recientemente otros
farmacos capaces de tener efectos inhibitorios
sobre el canal TMEM16A entre ellos la claritro-
micina, antibiético sobre el que se ha reportado
que disminuye la expresion del canal TMEM16A
inducida por IL13 en las células caliciformes de
modelos de asma experimental. La benzbroma-
rona, farmaco utlilizado en el tratamiento de la
gota, muestra efecto antiasmatico inhibiendo la
secrecion de mucina inducida por IL13 e inhibien-
do la contraccién del musculo liso de la via aérea
producida por metacolina debido a su efecto inhi-
bitorio sobre el canal TMEM16A. La niclosamida
y la nitazoxamida son farmacos antihelminticos
que muestran una potente capacidad como inhi-
bidores del canal TMEM16A, pueden bloquear la
contraccién y despolarizacién del masculo liso de
las vias aéreas. Las avermectinas ampliamente
usadas contra gusanos en humanos y animales,
muestran un efecto inhibitorio sobre la prolifera-
cion de células cancerigenas a través de la in-
hibiciébn del canal TMEM16A (Liu et al., 2021).
También se han descrito efectos inhibitorios para
la cefarantina (farmaco antiinflamatorio) (Zhang
et al., 2021) y zafirlukast (farmaco antiasmatico)
(Shi et al., 2022). Quiza estos farmacos podrian
tener potencial terapéutico para enfermedades
en las que existe una disfuncién del canal TME-
M16A tales como asma e hipertension (Tabla 1)

FARMACOS CON ACTIVIDAD ACTIVADORA
DEL CANAL TMEM16A

Se han descrito varios activadores de los cana-
les TMEM16A, Fact (N-(4-bromofenil)-3-(1H-te-
trazol-1-il) benzamida) y Eact (3,4,5-trime-
toxi-N-(2-metoxietil)-N-(4-fenil-2-tiazolil)
benzamida) que actuan por mecanismos distin-
tos. El Eact es un activador que induce la corrien-
te sobre el canal TMEM16A en ausencia de cal-
cio intracelular, aunque varios estudios indican
que podria activar el canal aumentando de forma
indirecta el calcio intracelular. El Fact es un po-
tenciador que aumenta la corriente de calcio en
el canal TMEM16A (Liu et al., 2021).

Recientemente se ha identificado ETX001 como
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Tabla 1. Farmacologia del canal CaCC/TMEM16A: Inhibidores, activadores.

INHIBIDORES SELECTIVIDAD EFECTO
Acido NIFLUMICO Canal CaK (+) ANTICANCER
Canal 4Vk (-) ANTIASMA
VRAC (-)
ANOB/TMEM16F (-)
[Ca*] (+)
Acido FLUFENAMICO Canal CaK (+) NO REPORTADO
[Ca*] (+)
DIDS Canal 4Vk (-) ANTICANCER
VRAC (-) ANTINOCICEPTIVO
[Ca*], (+)
TRPV1 (+)
MONNA VRAC (-) ANTICANCER
ANO2/TMEM16B (-) ANTIPRURIGINOSO
ANTIHIPERTENSION
Ani9 TMEM16A (-) ANTICANCER
™ -23 TMEM16A(-)
NICLOSAMIDA ANOB(-) ANTIASMA
[Ca*] (-)
BENZBROMARONA ANO2/TMEM16B(-) ANTIASMA
IDEBENONA ANO2 TMEM16B/(-) ANTICANCER
ANTIQUISTE RENAL
PLUMBAGINA CFTR(-) ANTICANCER
ANTIDIARREA
AVERMECTINAS NO REPORTADO ANTICANCER
ACIDO TANICO HBest1(-. 15 micromollL)  ANTINOCICEPTIVO
ANO2/TMEM16B( (-) ANTICANCER
ANTIASMA
ACTIVADORES SELECTIVIDAD EFECTO
Eact TRPV1 (+) DOLOR
TRPV4 (+) CONTRACCION DE MUSCULO LISO
[Ca*] (+)
ANOB/TMEM16F(+)
Fact NO REPORTADO NO REPORTADO
RESVERATROL NO REPORTADO CONTRACCION DE MUSCULO LISO
CINAMALDEHIDO NO REPORTADO MUSCULO LISO
OLIGOSACARIDOS DE CITOSAN NO REPORTADO CONTRACCION DE MUSCULO LISO
ETX001 [Ca®] (/) (no efecto) ANTIFIBROSIS QUISTICA
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potenciador del canal TMEM16A con una dosis
eficaz 50% (DE,,) de 0.1microM. La activacion de
la corriente del canal heter6logo TMEM16A pa-
rece ser lenta lo que podria indicar que ETX001
atravesaria la membrana plasmatica para actuar
sobre un sitio intracelular del canal o bien sobre
otras dianas que lo modularian de forma indirecta
(Rumaitha et al., 2022). ETX001 aumenta la flui-
dificacion de la secrecion en células epiteliales
de bronquio humano procedente de pacientes
con fibrosis quistica e incrementa el aclaramiento
del moco de las vias aéreas en modelos de ove-
jas con fibrosis quistica (Liu et al., 2021).

Existen compuestos naturales utilizados amplia-
mente como el resveratrol, el ginsenosido, el
cinamaldehido y oligosacaridos de citosan que
recientemente se han descrito como activadores
de los canales TMEM16A, aunque su mecanismo
de accion no esta totalmente dilucidado, éstos
pueden servir para validar este canal como diana
terapéutica para el tratamiento de enfermedades
en las cuales esta disminuida su funcion, como
el Sindrome de Sjdégren, fibrosis quistica y el sin-
drome del ojo seco (Liu et al., 2021). (Tabla 1)

Dada la amplia distribucién del canal TMEM16A
hace dificil la terapia especifica pero el desarrollo
de nuevos sistemas de distribucion con nanopar-
ticulas que tengan dianas o tejidos especificos
o su liberacion controlada, podrian disminuir las
complicaciones derivadas de su administracion
(Li et al., 2019), ademas se pueden hacer nuevas
formulaciones de los farmacos como preparacio-
nes tépicas o administracion via sublingual, bucal
y rectal.

Actualmente se realizan estudios de la estructura
y funcion del canal TMEM16A y sus paralogos
por medio de criomicroscopia electrbnica/rayos
X lo que facilitara disefar farmacos que actuen
sobre una estructura mas especifica del canal
(Falzone et al., 2018).

CONTROL FARMACOLOGICO DEL CANAL
TEMEM16A SOBRE LAS VIAS AEREAS Y LOS
VASOS SANGUINEOS.

Ambos territorios tienen interés en la investiga-
ciébn académica e industrial como sitios de actua-
cion para los moduladores del canal TMEM16A.
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CELULAS EPITELIALES DE LAS VIAS
AEREAS

En este territorio TMEM16A tiene un papel de
mantenimiento del liquido superficial de la luz de
las vias aéreas, los canales TMEM16A en las cé-
lulas epiteliales se abren en respuesta a un au-
mento del calcio intracelular producido por vias
paracrinas y autocrinas, lo que da lugar a un eflu-
jo de CI hacia la membrana apical, seguido de
un flujo de sodio paracelular y transcelular. Esta
secrecion general de CINa conduce al transporte
de agua transepitelial (Figura 2). La fibrosis quis-
tica (FQ) y EPOC se caracterizan porque existe
una congestidbn mucosa de las vias aéreas, au-
mento de la secrecibn mucosa por las células
caliciformes, inflamacién duradera del tracto res-
piratorio y deterioro general de la funcion pulmo-
nar. La secrecion de fluido y electrolitos en las
vias aéreas y glandulas submucosas promueve
el aclaramiento de moco, por eso, agentes que
favorezcan la secrecion fluida podrian tener un
efecto beneficioso en la fibrosis quistica y en la
EPOC. El canal TMEM16A se ha propuesto como
posible diana que facilita este proceso (Liu et al.,
2021; Ferrera et al., 2011).

Tanto en la FQ como en la EPOC parece que el
moco tiene alteradas sus propiedades reoldgicas,
es decir, sus caracteristicas fisicas, como visco-
sidad o adhesividad, lo que tendria importancia
en la funcion ciliar y el aclaramiento del moco que
estarian disminuidos y tendria como consecuen-
cia un recambio gaseoso pobre, inflamacion y
aumento de las infecciones bacterianas (Ferrera
et al., 2011). Por otro lado, la secrecion de bicar-
bonato (CO,H") en las células epiteliales promue-
ve la fluidificacién de fluidos (por un mecanismo
de flujo de glicoproteinas mucosas) (Quinton et
al.,, 2010) (Figura 2). La alta permeabilidad del
canal TMEM16A al CO,H" sugiere que tiene un
papel importante en el flujo de moco. Finalmente,
el canal TMEM16A es muy permeable al tiociana-
to que en las vias aéreas reacciona con peroxi-
do de hidrogeno dando lugar a hipotiocianito que
es un compuesto con actividad antimicrobiana
(Agostinelli et al., 2022).

El potenciador ETX001 promueve la secrecion
fluidica en las células epiteliales de bronquio-
lo humano de pacientes con FQ y aumenta el
aclaramiento del moco en las vias aéreas de

aft - ACTUALIDAD EN FARMACOLOGIA Y TERAPEUTICA



modelos de FQ en modelos de ovejas, la activa-
cion farmacologica de TMEM16A produce como
consecuencia, potenciales de membrana (Vm)
que despolarizan las células epiteliales hacia
un potencial de equilibrio para CI, lo que para-
dojicamente disminuye la secrecion de CI. La
secrecion enddgena de agonistas abre los ca-
nales de cloro y potasio, la activacion de los ca-
nales de potasio en la membrana basolateral hi-
perpolariza la célula y mantiene una apropiada
fuerza de conduccion hacia el eflujo de CI. Por
esta razon se podria esperar que la efectividad
de ETX001 aumentaria si se acompanara de la
activacion de los canales de K* de la zona baso-
lateral de la membrana (Danahay et al., 2020).

El ETX001 se ha disehado como potenciador de
TMEM16A inhalado, para garantizar una acciéon
directa sobre el canal en el epitelio de las vias
aéreas y asi minimizar la exposicién sistémica,
también se conoce como ETD002 y ha entrado
en un ensayo clinico en Fase 1 (ClinicalTrials.
gov identifier: NCT04488705). Se han debatido
los posibles efectos adversos de los activadores
de los canales TMEM16A en su potencial uso cli-
nico, el canal TMEM16A se expresa en roedores
y humanos en arterias pulmonares y se regula
al alza en arterias de pacientes con hipertensién
pulmonar arterial idiopatica (PAH) donde el au-
mento de la corriente del canal TMEM16A pro-
duce contracciéon de los vasos, la inhibicion del
canal TMEM16A aumenta la hipertensién pulmo-
nar y disminuye el trabajo del ventriculo derecho
en modelos animales de PAH. Un problema po-
tencial es que el activador del canal TMEM16A
inhalado podria afectar el tono de las arterias
pulmonares y/o interferir en el control del balan-
ce ventilacion/perfusion (V/Q) en los pulmones
(Al-Hosni et al., 2022).

La evaluacién clinica de la seguridad de los acti-
vadores del canal TMEM16A se deberia realizar
en situacién de reposo y en condiciones donde
la actividad del canal TMEM16A esté aumenta-
da (el porcentaje de canales abiertos es mayor)
como en el ejercicio, situaciones de aumento de
catecolaminas, situaciones en que esté activado
el sistema renina-angiotensina-aldosterona como
en el sindrome metabdlico o algunas formas de
hipertension.
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MUSCULO LISO VASCULAR

Existe un gran numero de evidencias que de-
muestran que el canal TMEM16A es una for-
ma funcional de canal de CI activado por Ca*
(CaCCs) en las células del muasculo liso vascular
de diferentes lechos vasculares como son gran-
des y pequenos vasos, y arterias coronarias, pul-
monares y cerebrales (Figura 2). El silenciamien-
to del gen del TMEM16A en el musculo liso de
raton abole completamente la corriente en el ca-
nal CaCC en células musculares lisas vasculares
y disminuye mucho la respuesta a los agonistas
contréctiles de arterias aisladas sobre G PCRs.
A nivel sistémico en ratones con silenciamiento
del gen, se manifiesta como una pérdida de la
presion arterial media (MAP), dando luz al papel
de los canales TMEM16A en el control de esta
funcién fisiolégica (Heinze et al., 2014).

El control sistémico de la presidon arterial media
durante un dia muestra la capacidad del rifién
para realizar la diuresis y natriuresis, asi como el
control del volumen efectivo circulante, el retorno
venoso Y el gasto cardiaco. El control de la pre-
sidn arterial media durante un periodo de tiempo
menor muestra cambios en las resistencias peri-
féricas y se modula por la accion de la respuesta
autonO6mica de los barorreceptores sobre el tono
arteriolar, la contraccién y la frecuencia cardiaca.
El canal TMEM16A tendrd mas capacidad para
controlar el tono de las arterias a corto plazo,
ademas la presencia de canales TMEM16A en
arteriolas aferentes glomerulares de roedores in-
dica que estan implicados en el control de flujo de
sangre y la tasa de filtracion glomerular que a su
vez puede influir en el control de la presion arte-
rial media a largo plazo de acuerdo con el feno-
tipo hipotensivo del raton con silenciamiento de
los canales TMEM16A. También se han detec-
tado canales TMEM16A en pericitos contractiles
(alrededor de los capilares) que probablemente
participen en el control del flujo sanguineo me-
dular renal y estaran envueltos en la modulacion
del gradiente de Na* y reabsorcion de agua. Los
ratones con silenciamiento de los canales TME-
M16A fueron menos susceptibles al desarrollo
de hipertension en respuesta a una prolongada
administracion de angiotensina Il, pero perma-
necen sensibles a la hipertensién producida por
sal, lo que sugiere que la contribucién del canal
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Figura 2. Representacion del canal TMEM16A en varios 6rganos. PANEL SUPERIOR: los canales TMEM16A de las
células epiteliales se abren en respuesta al aumento de la [Ca**] generado por vias paracrina y autocrina. La activacion
farmacolégica del canal TMEM16A promueve la secrecion de agua y el aclaramiento mucociliar. PANEL MEDIO: los agonistas
vasoconstrictores (endotelina-1 o tromboxano) que activan los receptores acoplados a la proteina Gq (GqRAP) promueven
la via del trifosfato de inositol (IP3) y la liberacion de Ca?* del reticulo sarcoplasmico que activa el canal TMEM16A causando
eflujo de CI- y como consecuencia despolarizacion de la membrana y apertura de los canales de Ca?* voltaje operados. El
resultado es la contraccion de la célula, la inhibicion del canal TMEM16A disminuye la [Ca®*] y la contractibilidad del masculo
liso vascular. PANEL INFERIOR: los agonistas vasoconstrictores inician la via del trifosfato de inositol (IP3) y la liberacion
de Ca* en los pericitos de los capilares cerebrales, lo que activa el canal TMEM16A que abre los canales de Ca?* voltaje
operados con la consiguiente contraccion de los pericitos y constriccion capilar. La inhibicion del canal TMEM16A puede ser
un mecanismo de vasodilatacion en los pericitos contractiles. Se ha realizado con el programa BioRender.

TMEM16A a la modulacion de la presién arterial
media a largo plazo en estos ratones depende en

en ratas o ratones normales, indicando que la
inhibicion es mas efectiva para bajar la presion

mayor parte del control del canal sobre el tono
vascular renal y la diuresis, que directamente so-
bre el Na*. Se podria especular que mutaciones
del canal TMEM16A podrian producir hiperten-
sion de tipo renovascular (Heinze et al., 2014).

El inhibidor TM, ,-23 disminuye la presion arterial
media espontaneamente en modelos de ratas
hipertensas, sin embargo, la inhibicion del ca-
nal TMEM16A no afecta a la presién sanguinea
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sanguinea en hipertension que en normotensiéon
seguramente porque el canal TMEM16A estara
sobreexpresado o activado en modelos de roe-
dores con hipertension crénica. Una unica in-
yeccion intraperitoneal a bajas dosis de TM,_ -23
causa una reduccion marcada de la presion ar-
terial media y no se observé exacerbacion de la
hipertensién una vez terminado el tratamiento.
La vasodilatacion desencadenada por el TM, , -23
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estimula los barorreceptores y produce taquicar-
dia, aunque a los cinco dias de administracion
estos efectos disminuyeron posiblemente por el
reajuste de los barorreceptores. En experimen-
tos ex vivo el TM _-23 previno firmemente la
contraccion de arterias mesentéricas aisladas de
ratas en respuesta al potasio extracelular eleva-
do o a la exposicion de U46619 (un analogo del
tromboxano). En contraste, el efecto del TM,  -23
sobre la respuesta de aorta aislada al U46619
fue mucho menos pronunciada y no tuvo cam-
bios significativos en respuesta al potasio alto
lo que podria sugerir que la expresion del canal
TMEM16A o el punto de activacion varia entre
células musculares lisas de diferentes lechos
vasculares (Cil et al., 2021). La interpretacién de
los datos requiere un conocimiento mas comple-
to del modo de accion y del perfil de selectividad
del TM_ -23.

La instilacion intratraqueal de ETX001 no afecta
a la presion arterial media en ratas (Danahay et
al., 2020) quiza debido a que la concentraciéon
sistémica no alcanza niveles suficientes para ac-
tivar los canales TMEM16A vasculares, ademas,
la presion arterial media solo se monitorizd du-
rante 24 horas cuando ocurre la compensacion
de los barorreceptores por lo que se deberia mo-
nitorizar durante un periodo de tiempo mas largo
ademas de determinar la funcion renal.

Existe una amplia lista de farmacos antihiperten-
sivos, aun asi, hay pacientes que no responden
a los tratamientos accesibles o0 no toleran los
efectos adversos que producen, la inhibicion del
canal TMEM16A y la vasodilatacién que produ-
ce podria ser utilizada para obtener efectos an-
tihipertensivos por un mecanismo de accion di-
ferente al de los farmacos antihipertensivos ya
existentes.

PERICITOS CONTRACTILES

Los pericitos cerebrales contractiles ajustan el
diametro capilar y el flujo sanguineo cerebral
tanto fisiologicamente como en enfermedades
(Figura 2). El canal TMEM16A se expresa en roe-
dores y pericitos humanos y participa en el con-
trol del tono cerebral mediado por los pericitos
(Al-Hosni et al., 2022).
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El ictus isquémico puede ser el resultado de
una trombosis arterial o un embolismo asociado
a una disminucion del flujo sanguineo cerebral,
tras el ictus la reperfusion de los capilares puede
ser incompleta cuando el flujo anterior arterial se
reinstaura (fenébmeno de no restauracion del flu-
jo). La isquemia aumentaria la concentracion de
calcio intracelular en los pericitos ya que induce
la disminucién de ATP intracelular que reduce la
extrusion de calcio (Hall et al., 2014) lo que final-
mente activaria los canales TMEM16Ay la cons-
triccion capilar. La elevacion de sustancias cons-
trictoras de pericitos (endotelina 1, tromboxanos)
que suele ocurrir en el ictus isquémico fomenta-
ria este proceso. La contraccion de los pericitos
durante largo tiempo junto con la elevacion de la
concentracion de calcio intracelular desemboca
en la muerte de los pericitos, como consecuencia
los capilares se bloquean (provocando la no res-
tauracion de flujo) y disminuye el oxigeno local y
el suministro de glucosa lo que impide la recupe-
racién del dano isquémico. Adicionalmente, los
pericitos pierden la funcion de barrera sanguinea
cerebral asi que la constriccion y muerte de los
pericitos conducen al dafio cerebral tras el ictus.
Los farmacos que produzcan la relajacion de los
pericitos inducirian una disminucion del riesgo en
la prevencion y tratamiento del ictus isquémico
en un modelo de ictus en roedores, la inhibicion
del canal TMEM16A con el Ani9 disminuye la
concentracion de calcio intracelular que sigue a
la isquemia en los pericitos, la contraccion capi-
lar, la muerte de los pericitos y la paralizacién de
los neutréfilos lo que In vivo se traduce en la re-
perfusion cerebrovascular. La deleccion genética
de TMEM16A en los pericitos disminuye la res-
puesta contractil de estas células a la endotelina
1 igual que ocurre con la administracion del Ani9
lo que muestra que el canal TMEM16A es un re-
gulador de la funcién capilar cerebral y del flujo
local cerebral y por tanto una potencial diana te-
rapéutica para enfermedades con alteracion del
flujo cerebral como ictus isquémico, enfermedad
de Alzheimer y demencia vascular. La disminu-
cibn concomitante de la presidn sanguinea que
producen los inhibidores del canal TMEM16A po-
dria representar una ventaja terapéutica adicio-
nal en estas condiciones donde la presion arterial
media elevada constituye un factor de riesgo es-
tablecido (Al-Hosni et al., 2022).
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OTRAS INDICACIONES TERAPEUTICAS

Se ha visto que ademas de en los vasos san-
guineos, células epiteliales de las vias aéreas y
células cancerigenas, los canales TMEM16A se
encuentran en las neuronas de las raices dorsa-
les de los ganglios raquideos, cuando se produce
el silenciamiento del gen del TMEM16A en este
territorio, se mitiga la respuesta nociceptiva al ca-
lor y a estimulos inflamatorios. Los bloqueadores
de TMEM16A se han propuesto como un nuevo
abordaje para el tratamiento del dolor neuropati-
co (Lee et al., 2014).

Los canales TMEM16A se expresan en las célu-
las intersticiales de Cajal y podrian tener un pa-
pel en el vaciado y motilidad gastricos por lo que
los moduladores del canal podrian modular po-
tencialmente la contractilidad géastrica. También
se han observado en el musculo liso de la vejiga,
Utero y esfinter interno uretral lo que podria ha-
cer que los moduladores se pudieran usar en la
vejiga hiperactiva e incontinencia urinaria y favo-
recer la relajacion del miometrio (Cil et al., 2019;
Fedigan et al., 2017).
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Para finalizar, la futura utilizacién de los activado-
res del canal TMEM16A esta sometida a mucha
controversia ya que hay resultados contradicto-
rios como hemos podido conocer, los canales
TMEM16A estan regulados al alza en enfermeda-
des inflamatorias de las vias aéreas como asma,
EPOC y Fibrosis quistica, y su estimulo produce
aumento de moco, fluidos y también constriccion
del musculo liso, algunos autores manifiestan
que puede ser beneficioso su uso ya que aumen-
ta la secrecion electrolitica lo que reduce el tapo-
namiento de moco y mejora el aclaramiento mu-
cociliar, pero otros autores no estan de acuerdo
debido a la posible broncoconstriccién y aumento
de moco que pueden empeorar los sintomas de
la enfermedad. Por otro lado, se ha observado
que los inhibidores del canal bloquean la produc-
cion, secrecion de moco y la broncoconstriccion y
la consecuente disminucion de inflamacion y me-
taplasia de células_acinares, ademas como pro-
ducen vasodilatacion arterial pueden disminuir la
hipertensién pulmonar que a veces se asocia al
asma bronquial._

Se estan desarrollando farmacos moduladores
del canal TMEM16A especificos con potencia,
selectividad, farmacocinética y perfil de seguri-
dad adecuados para su uso futuro terapéutico.
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