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RESUMEN. El ion Ca?* cumple multiples funciones celulares. En el misculo liso de las vias aéreas participa de forma importante en la contraccion.
Los estimulos hormonales y neurogénicos generan incrementos en la concentracién de Ca?* intracelular ([Ca?'i); la fuente para el incremento de
Ca?* es intracitoplasmatica y extracitoplasmatica. Para lograr este aumento de la [Ca?']i es necesaria la participacién de proteinas membranales y
del reticulo sarcoplasmico. Dentro de estas proteinas se encuentra el intercambiador Na*/Ca?* (NCX) que se localiza en la membrana plasmatica
y acta como un cotransportador de intercambio iénico. Su funcién principal es sacar un Ca?* del citoplasma al espacio extracelular e introducir
tres Na* del espacio extracelular al citoplasma, sin gasto de ATP, y contribuir asi a mantener los niveles basales de [Ca?']i. Sin embargo, cuando
diferentes agonistas broncoconstrictores activan canales catiénicos inespecificos y éstos incrementan las concentraciones intracelulares de Ca?
y Na", este Ultimo ion activa la llamada fase reversa del NCX (NCX__ ), invirtiéndose entonces su funcion, es decir, ahora introduce Ca*" y saca
Na* al espacio extracelular. Este articulo refiere algunos indicios que apuntan a que la inhibicion del NCX__, tendria relevancia como terapia
adyuvante en pacientes asmaticos y muestra, por primera vez, evidencias experimentales de la funcionalidad del NCX__,, en el masculo liso de
las vias aéreas del humano.

Palabras clave: Musculo liso de la via aérea, intercambiador Na*/Ca?*, KB-R7943, SEA 0400, SN-6.

ABSTRACT. Ca? is involved in multiple cellular functions. In airway smooth muscle this ion participates importantly in contraction. Hormonal
and neurogenic stimuli generate increment of the intracellular Ca?* concentration [Ca?']i; the source of this Ca?* increase is both intra- and extra-
cytoplasmatic. To achieve this increase of [Ca?*]i the participation of multiple membrane and sarcoplasmic proteins is necessary. Among these
proteins, Na*/Ca?* exchanger (NCX) is located at the plasma membrane and acts as a cotransporter of ionic exchange. Its main function is to
expulse 1 Ca?* from the cytosol to the extracellular space and to introduce 3 Na* from extracellular space to cytosol, without spending ATP, thus
contributing to the maintenance of the intracellular basal Ca?" levels. However, when diverse bronchoconstricting agonists activate membrane
unspecific cation channels, and these augment intracellular concentrations of both Ca?* and Na* the latter ion activates the NCX reverse phase
(NCX_.,). i.e., Ca?"is now introduced to cytosol and Na* is expelled to extracellular space. This article reviews some hints pointing out that inhibition
of NCX_ ., might have relevance as adjuvant therapy in asthmatic patients and reports for the first time experimental evidences of the function of
the NCX_.,, in the human airway smooth muscle.

Key words: Airway smooth muscle, Na*/Ca?* exchanger, KB-R7943, SEA 0400, SN-6.

INTRODUCCION tales como la transcripcion, fertilizacién, proliferacion
celular y apoptosis.?

La actividad contractil del misculo liso esta bajo control
neurogénico y hormonal. Sin embargo, el control de la activi-
dad contractil veria consiclerablemente en los diferentes tipos

ae mascuiss, aependendo de su funcién y localizacion. A

El calcio (Ca*"), es el mensajero intracelular mas im-
portante y el cation mas prevalente del organismo, es
altamente versatil y puede regular diferentec funciones
celulares. Los incrementos de la concenwracion de Ca”

intracelular ([Ca?']i) regulan multiples procesos celulares
en un amplio rango de tiempo. Por ejemplo, el aumen-
to de Ca?* en microsegundos produce exocitosis en
las uniones sinapticas, los incrementos de [Ca*]i por
milisegundos originan contraccion; y por otro lado, el
incremento de calcio por minutos u horas origina eventos

pesar de la diversidad en el control de la actividad contractil,
el efecto final es la regulacion de [Ca?']i, la cual determina la
tension desarrollada en todos los tipos de musculo liso.2 En
el musculo liso de las vias aéreas (MLVA) los miocitos tienen
una [Ca?!i de ~128 nM en estado de reposo;** aunque,
cuando las células son estimuladas por agonistas bronco-
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constrictores como la acetilcolina, la serotonina, la histamina,
etc., las [Ca?*]i se incrementan ~500-700 nM.5¢El incremento
de Ca?* genera la formacion del complejo Ca?*-calmodulina,
el cual activa a la cinasa de la cadena ligera de la miosina
para que fosforile a la serina 19 de la cadena ligera de la
miosina de 20 kDa. Esta fosforilacion permite que la ATPasa
de la miosina sea activada por la actina para llevar a cabo
la contraccién en el MLVA.” Al mismo tiempo, se activa otra
via de sefializacion, la Rho-Cinasa (ROCK), cuya funcién
es inactivar a la fosfatasa de la cadena ligera de la miosina
(MLCP). Una disminucién [Ca?']i a niveles basales inactiva
ROCK, permitiendo que la MLCP desfosforile a la cadena
ligera dae la miosina de 20 Kda y el musculo se relaje.t Por
lo tanto, los mecanismos responsables de mantener las
[Ca*]. en niveles basales juegan un papel primordial en la
homeostasis del MLVA.

MECANISMOS QUE MANTIENEN EL Ca*
INTRACELULAR EN NIVELES BASALES

Existen al menos tres transportadores responsables
de mantener las [Ca?']i en alrededor de 100 nM: 1) la
ATPasa de Ca? de membrana plasmatica (PMCA) que
funciona transportando Ca?* del citoplasma hacia el
medio extracelular; 2) la ATPasa de Ca?* de reticulo sar-
coplasmico (SERCA) que transporta Ca?* del citoplasma
al interior del reticulo sarcoplasmico. Ambas proteinas
utilizan ATP como fuente de energia para transportar
Ca?* en contra del gradiente electroquimico;® y 3) el
intercambiador Na*/Ca?* en su fase normal (NCX), cuya
funcioén principal es sacar Ca?* del citoplasma al espacio
extracelular e introducir Na* del espacio extracelular
al citoplasma.® Existen también, dentro del citoplasma
celular, varias proteinas que son consideradas amor-
tiguadores de Ca?* y, a su vez, reservorios del mismo
gue ayudan a mantener las concentraciones basales de
este ion. Dentro de éstas se encuentra la familia de las
calmodulinas, anexinas y la calpaina.t®

Actualmente se considera al NCX como uno de los
mecanismos mas importantes para la regulacién del
[Ca?']i en el MLVA, por lo que en esta revisién nos en-
focaremos en él.

MECANISMOS QUE AUMENTAN LA [Ca*]i

Existen dos fuentes de Ca?* para aurenar las coricen
traciones intracelulares de Ca?" y son las siguientes:

1) Elreticulo sarcoplasmico (RS), es el reservorio mas
importante de Ca?* en el MLVA. En su interior, el Ca?
alcanza concentraciones de 5-10 mM,* contrastando con
los 128 nM del medio citoplasmaético. La liberacion de
este ion se inicia por la activacion del receptor de IP,y
del receptor de rianodina. El IP, actia como un segundo

mensajero mediante la unién a su receptor tetramérico
situado en la membrana del reticulo sarcoplasmico y
produce la liberacion de Ca? almacenado en este orga-
nelo, generando contraccién muscular.'>* Elincremento
de [Ca?i activa al receptor de rianodina para facilitar la
apertura de canales i6bnicos membranales. 2) La otra
fuente es el Ca?* extracelular ([Ca?']e) que ingresa al
interior de la célula a través de diferentes canales mem-
branales tales como: los canales de Ca?* dependientes
de voltaje (VDC), los canales regulados por el receptor
o canales catiénicos inespecificos (ROC),*® y los canales
de entrada capacitativa u operados por el reticulo sar-
coplasmico (SOC).1"1® Ademas de estos mecanismos
también se encuentra el intercambiador de Na*/Ca?* en
su fase reversa (NCX__ ), cuya funcién es sacar Na* de
la célula e introducir Ca?*.1820

INTERCAMBIADOR Na*/Ca*

EI NCX es una proteina que se localiza en la membra-
na plasmatica de la mayoria de células del organismo.
Su funcién principal es sacar un Ca?* del citoplasma al
espacio extracelular e introducir tres Na* del espacio
extracelular al citoplasma, sin gasto de ATP, utilizando
la carga neta positiva del Na*.

Desde los trabajos de Ringer en 1883 y Daly et &l en
1921 es hien conocido que la contraccion del musculo
cardiaco esta directamente relacionada a la concentracion
de [Ca?']e e inversamente asociado con la concentracion
de Na* extracelular ([Na‘]e).?? Wilbrandt et &l en 1948
observaron que la contraccion del muisculo cardiaco estaba
asociada a un cociente entre el [Ca?*]e/[Na‘]e y propusieron
un transportador, donde la disminucion del Na* permite la
entrada de Ca?* al citoplasma en células cardiacas.?® Las
primeras evidencias acerca de la existencia del intercam-
biador Na*/Ca?* se obtuvieron en la década de los 60 en
miocitos cardiacos de cobayos por Reuter et &l.2 En este
contexto, otros investigadores dirigidos por Baker, trabajan-
do en axones de calamares, publicaron el hallazgo sobre
el sistema cotransportador o intercambiador Na*/Ca?*.%
Posteriormente, Glitsch et al encontraron en el masculo
cardiaco de cobayos que el flujo de Ca?* hacia el interior
de la célula era proporcional a la Na* intracelular ([Na']i),
es decir, encontraron una respuesta inotrépica positiva en
la auricule. cen un incremento intracelular de este ion.2627
Desae enworces;, este intercambiador ha sido detectado
practicamente en todos los tejidos.?”

CARACTERISTICAS MOLECULARES DEL NCX
Desde la década de los 90, el estudio molecular del

NCX ha dejado al descubierto informaciéon abundante
y crucial relacionada con su estructura y funcion. Hasta
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el momento, se han logrado identificar tres isoformas
del intercambiador: el NCX1, primera isoforma en ser
purificada y clonada en el misculo cardiaco de perros,
asi como en otros tejidos y tipos celulares; el NCX2 se
localiza en estébmago; y el NCX3, el cual es producto
de genes diferentes, se localiza en el cerebro, musculo
esquelético y MLVA. 2728

Inicialmente fue sugerido que el NCX tenia 11 seg-
mentos transmembranales. Recién se ha descrito que
el intercambiador del muasculo cardiaco esti formado
por 938 aminodacidos constituidos en nueve segmentos
transmembranales. Posee una region extracelular NH,
terminal con 32 aminodcidos, la cual esta glicosilada en
el noveno aminoécido. EI NCX posee dos dominios hidro-
fébicos que contienen los fragmentos transmembranales,
el dominio NH, terminal posee cinco segmentos trans-
membranales (1-5) y el COOH-terminal esta formado
por cuatro segmentos (6-9), los cuales estan separados
por una asa intracelular larga de ~550 aminoacidos
(figura 1). Esta asa intracelular contiene importantes
sitios regulatorios que no parecen ser requeridos para
el transporte i6nico, ya que se han realizado mutacio-
nes a la asa intracelular manteniendo el intercambio
ionico. Sin embargo, en las porciones NH, y COOH
terminal del NCX existen dos secuencias repetidas de
~40 aminoéacidos denominadas ol y o2, las cuales se
encuentran conservadas en las tres isoformas de NCX,
participando de forma muy importante en el transporte
i6nico. En el NCX la secuencia ol contiene parte de los
segmentos 2 y 3y una asa que los une; la secuencia o2
consiste de una porcién del segmento transmembranal
7y la parte del GIG (motivo de glicina-isoleucina-glicina,
localizado entre los fragmentos 7 y 8), en el dominio
COOH- terminal. En la porcion NH, terminal, cercano al
segmento transmembranal 5 se localiza un dominio de
20 aminoacidos hidrofébicos y basicos llamado region

o Espacio extracelular
CH,O (Glicosilacion)

NH

XIP (inhibidor del intercambiador del péptido). También
existe una zona de splicing alternativo (otra forma de la
proteina u otra variante de aminoacido de la proteina
nativa), la cual se localiza en la asa intracelular, cercano
al dominio COOH- terminal.?:27.2031

REVERSIBILIDAD E INHIBIDORES DEL NCX

Una de las caracteristicas mas importantes del NCX,
desde el punto de vista funcional, es su capacidad de
actuar en ambas direcciones; el factor principal que de-
termina la direccién hacia la cual actia es el gradiente
electroquimico del Na* y la despolarizacion de la mem-
brana plasmaética. El incremento en las concentraciones
intracelulares de Na*, en la region subplasmalemal (por
debajo de la membrana plasmatica, cercana al intercam-
biador), tiene la capacidad de revertir la direccién del
NCX, es decir, de hacerlo funcionar en su modo reverso
(NCX,.,), lo cual produciria que el flujo de Ca** se dirija
hacia el interior de la célula y el flujo de Na* hacia el
exterior de la misma. Dicho de otra forma, la direccion
final a la cual se movera el Ca?* esta determinada prin-
cipalmente por el gradiente de Na*, aunque también
depende, en menor medida, del gradiente de K*y Ca?*
a través de la membrana plasmatica (figura 2).273234
En vista de laimportancia de laNCX__ enla homeos-
tasis del [Ca?']i, se sintetizaron varios inhibidores de esta
fase. Al principio se utilizé la amilorida, que clinicamente
es usada como un farmaco antihipertensivo, aunque
en México no se utiliza. Por otra parte, este compuesto
inhibe varios transportadores dependientes de Na*
como el NCX Na*/H* y NCX Na*/K*.%536 En los afios 90
se desarrollé un inhibidor supuestamente selectivo del
NCX_.,, el KB-R7943 (2-[2-[-4(4-nitrobenziloxi) fenil]-etil]
isotiurea mesilato). La molécula de KB-R7943 tiene se-
lectividad dependiendo de la isoforma e inhibe al NCX3

COOH

Sitio regulatorio
de Ca?*

—| Splicing alternativo

Figura 1. Estructura molecular del

intercambiador Na*/Ca?*.
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aproximadamente tres veces mas que el NCX1 o el
NCX2.3% Sin embargo, este compuesto es inespecifi-
co, ya que ademas de inhibir al NCX__ también se une
al transportador de norepinefrina, bloquea al receptor
nicotinico de acetilcolina, a los canales de Ca?* (SOCy
VDC), K*y Na*.*® Recientemente se sintetizé un nuevo
inhibidor del NCX__,, probado inicialmente en neuronas 'y
miocitos cardiacos, llamado SEA0400 (2-"4-"(2,5-difluo-
rofenil)metoxi’fenoxi -5-etoxianilina), el cual tiene mayor
potencia que el KB-R7943, ya que su IC_ es de 30-40 nM
y, a diferencia del KB-R7943 (IC,, de 5-10 uM), parece
no tener efectos sobre canales o receptores membrana-
les cuando se usa a concentraciones nanomolares.*42
Por ultimo, hace cuatro afios se desarroll6 el SN-6, un
inhibidor selectivo del NCX, cuya IC_, es de 2.9 uM, el
cual no es inespecifico, ya que no bloguea a otros tipos
de transportadores que involucran al Na*, K*, Ca?* 6 H*

y en la actualidad esta siendo ampliamente utilizado.*

IMPORTANCIA FISIOLOGICA DEL NCX EN SU
FORMA REVERSA

Por mucho tiempo se han generado mdltiples trabajos
sobre el NCX; en células excitables como las de musculo
liso cardiaco se ha reportado que durante un potencial
de accidn se incrementan temporalmente las [Na']i,
revirtiendo la direccion operacional del intercambiador,
gue resulta en uningreso de Ca?*.2® Una vez que la con-
centracién de Na* disminuye en el interior de la célula,
el intercambiador revierte su accién y el flujo de Ca?* es
dirigido hacia el exterior de la célula.** En este tejido, el

Espacio extracelular

Cf’/" N’
00000 ®
- XX (Y )

NCX Na*/Ca?
Modo reverso

NCX Na*/Ca?
Modo normal

-—

Espacio intracelular

Figura 2. Funcion del intercambiador Na*/Ca?* (NCX Na*/Ca?")
en su modo normal y reverso.

Importancia del intercambiador Na*/Ca?*

incremento de [Ca?]i ocurre por la activacion de los VDC
y el NCX__, . Este incremento de [Ca*']i es responsable
de activar la liberacion de Ca?* del RS por los canales
de RYR, mediante un evento denominado “liberacion
de Ca?* inducida por Ca?*".3%4 Estos mecanismos pa-
recen ser los responsables en gran medida del acople
excitacion-contraccion en células cardiacas.**’

MUSCULO LISO DE LA ViA AEREA

Las primeras evidencias experimentales del NCX en el
MLVA mostraron resultados contradictorios entre las
especies estudiadas. A mediados de los 90, Janssen
et al, reportaron que la participacién del NCX no era
importante en la homeostasis del Ca?* en MLVA de cani-
no;* al mismo tiempo, Hirsh et &l, obtuvieron resultados
que involucraban al NCX en el flujo de Ca?* al espacio
extracelular y la subsecuente disminucién de las [Ca?*]i,
durante la estimulacion por un agonista f3,-adrenérgico
en MLVA de bovino.”® Tres afios después, Mustafa et
al reportaron que las bajas temperaturas disminuian la
funcion del NCX resultando en incrementos de [Ca?']i
que originaban broncoconstriccién en MLVA de ovejas.*®

A partir del aflo 2000 varios autores han reportado
directamente la participacion del NCX__,, como uno de los
principales mecanismos responsables en la regulacién
del [Ca?']i y de la contraccidn. Hirota et al encontraron
en el MLVA de bovino que la estimulacién con diferentes
agonistas (acetilcolina, histamina y 5-HT) movilizaba
Ca?* del RS, proponiendo que el vaciamiento del RS
activaba a los canales de SOC, asi como a los canales
ROC. Ambos mecanismos permiten la entrada de Ca?
y Na* al citoplasma, este Ultimo induce la fase reversa
del NCX en MLVA de bovino, permitiendo la entrada de
Ca?* al citoplasma para favorecer el rellenado del RS.5152
Recién, Algara-Suarez et &l también reportaron en el
musculo liso de cobayo que la histamina, via su receptor
H,, estimula la produccién de IP,, produciendo liberacion
de Ca?" del RS activando a SOC y ROC favoreciendo
el modo reverso del NCX, incrementando los niveles de
[Ca?*]i. Asimismo, encontraron que este incremento de
Ca?* activaba a las corrientes de cloro dependientes de
Ca**(l,) produciendo una despolarizacion y una aper-
tura en los canales de calcio dependientes de voltaje,
ncctulande cve lec incrementos de las [Ca?]i a través
el NCX ., S0 impoitantes para sostener la contraccion
inducida por la histamina en este tejido.>® Asimismo, en
el musculo liso bronquial de humano se reporté que la
acetilcolina induce ondas de Ca?* asincrénicas, donde el
NCX_.,, los VDCtipo L, la SERCA, los RYRYy los canales
cationicos inespecificos (SOC, ROC), estan implicados
en la generacion de estas ondas y de mantener la con-
traccion tonica.>
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Nosotros encontramos la presencia del NCX en su
forma reversa en células de MLVA de humano. Como
se puede apreciar en la figura 3, utilizando un sistema
de microflurometria para medir las concentraciones
intracelulares de Ca?* en células aisladas de musculo
liso traqueal de humano, la sustitucion de Na* por
cloruro de litio (LiCl) produjo un incremento transitorio
de las [Ca?*]i. Este incremento de Ca?* inducido por el
LiCl fue totalmente bloqueado por KB-R7943. En el
trabajo previo de Dai et al°** en el masculo liso bronquial
de humano, estos investigadores no demostraron la
presencia de la NCX__, y sélo utilizaron al KB-R7943
para postular la participacién de la fase reversa del
intercambiador en las ondas de Ca?* asincrénicas in-
ducidas por la acetilcolina. Sin embargo, como ya lo
mencionamos, este compuesto es muy inespecificoy
desafortunadamente no descartaron que a la concen-
tracion utilizada de KB-R7943 no tuviera efectos sobre
los canales de Ca?* tipo L, los ROC o los SOC. Por lo
tanto, la participacion de la NCX__,, en este fenémeno
es cuestionable.

Nuestros resultados demues.rar. po: primeravez er
miocitos humanos la presencia funcional de la NCX__,..
Este hecho constituye el primer paso para continuar
investigando y poder confirmar si el NCX juega un
papel fisiolégico importante, como el que desempefia
en otros MLVA de otras especies, asi como explorar la
participacion de este intercambiador en la fisiopatologia
del asma.

BNCX ..,

O KB-R7943 10 uM Figura 3. Presencia del intercam-
biador Na*/Ca?* en su forma re-

[ versa (NCX_.,) en el masculo liso

traqueobronquial de humano. A) Se
puede apreciar que la sustitucion de
Na* por LiCl produce un incremento
en las [Ca?']i que corresponde a la
activacion del NCX_ ., en células de
musculo liso traqueal de humano.
Nueve minutos después se puede
observar una recuperacién de al-

rededor del 90% de la respuesta

inicial (NCX ., 9 min). B) Inhibicion
del NCX,,, por KB-R7943 (10 uM).
C) Analisis estadistico de la recupe-
racion e inhibicion del NCX ., por
el KB-R7943, n = 5.

TRATAMIENTO DEL ASMA CON AGONISTAS
ADRENERGICOS

La Iniciativa Global para el Manejo y Prevencion del Asma
incluye a los agonistas adrenérgicos 3, como parte del ar-
senal farmacoldgico que pueden ser utilizados, tanto como
medicamentos de alivio de los sintomas en el asma como
de control de los mismos. La estimulacion de los receptores
adrenergicos f3, por farmacos como el salbutamol o el for-
moterol activa la adenilciclasa e incrementa la produccion
de AMPc, el cual via la cinasa de proteina A, activa a los
canales de K* hiperpolarizando a la membrana, estimula
la PMCA, que a su vez disminuye las [Ca?']i, inhabilita la
apertura de los VDC tipo L, el NCX funciona en su forma
normal, fosforila al fosfolambam permitiendo la recaptura de
Ca?* alinterior del RS. Todos estos mecanismos asociados
alos agonistas adrenergicos {3, nos dan como resultado la
relajacion del MLVA. Si tomamos en cuenta que NCX__,
podria estar favoreciendo el incremento en las [Ca?']iy que
este incremento pudiera estar asociado a las crisis de asma
v o la hiperreartividan de la via aérea, resulta importante
cr.coarar taaviaelterria de tratamiento que sirva de com-
plemento enfocado a disminuir la crisis o la hiperreactividad
a través del bloqueo de la fase reversa del NCX.
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