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Resumen

El intercambiador sodio calcio (NCX) es un transportador de
membrana fundamental para la homeostasis del Ca?* intracelular,
debido a su capacidad de realizar el intercambio iénico de Ca?* hacia
dentroyfuerade lacéluladependiendo del gradiente electroquimico.
Laregulacion del NCX es complejay no completamente comprendida.
Existen tres isoformas de este transportador, todas ellas implicadas
en procesos de supervivencia neuronal. En neuronas sometidas a
hipoxia, la inhibicién de NCX aumenta la muerte neuronal; en cambio,
la estimulacién de NCX protege a las neuronas del dano hipéxico
y disminuye el tamano del infarto en modelos animales. Se han
desarrollado moléculas con capacidad de estimular NCXy podrian ser
el cimiento parafuturas estrategias de neuroproteccion; sin embargo,
se requiere mas investigacion para entender la regulacion de NCX en
situaciones de estrés fisioldgico y su importancia en el mecanismo
de diversos agentes asociado a neuroproteccion o neurotoxicidad.
El NCX es un potencial blanco terapéutico en los estados de hipoxia
neuronal que requiere mas estudios para determinar la efectividad de
sumanipulaciénfarmacolégica,perotambiénesnecesariodeterminar
la relevancia que poseen otros mecanismos de transporte de Ca?* en
la hipoxia neuronal, para generar estrategias de neuroproteccién
clinicamente efectivas.
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Abstract

Thesodiumcalciumexchanger (NCX)isamembranetransporter,which
is fundamental in Ca?* intracellular homeostasis, because of its ability
to move Ca?* out or into the cell depending on the electrochemical
gradient. NCX regulation is complex and not completely understood.
Therearethree NCXisoforms,andallof themareinvolvedin processes
related to neuronal survival. In neurons exposed to hypoxia, the NCX
inhibitionincreases neuronal death, instead NCX stimulation protects
neurons from the hypoxic damage and reduces the infarct area in
animal models. Molecules with the ability of stimulate selectively
NCX have been developed and it could be the baseline for future
neuroprotective strategies; however, further research is needed to
better understand NCX regulation in physiological stress situations
and its relevance in the mechanism of a number of agents that have
been associated with neuroprotection or neurotoxicity. NCX is a
potential therapeutic target on hypoxia conditions that requires
more research to determine the effectiveness of its pharmacological
handling; also, it is necessary to establish the importance that possess
other Ca?* transport mechanisms on the neuronal hypoxia, to develop
clinically effective strategies of neuroprotection.
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Introduccion

El evento cerebrovascular (ECV) es la segunda
causa de muerte en el mundo y una importante
causa de morbilidad, mortalidad y discapacidad.t
En Latinoamérica, siguen aumentando los casos; los
ECVs causaron 2,8 millones de muertes en 2010 y
de éstas, el 57% correspondieron a casos en paises
en via de desarrollo. 39,4 millones de anos de vida
potencialmente perdidos fueron ocasionados por el
ECV isquémico y 64% corresponden a pacientes en
paises en via de desarrollo.2

El aumento en la prevalencia y pobre control de
los factores de riesgo han favorecido el desarrollo
de la enfermedad cerebrovascular, cuadro de base
para el desarrollo de ECV. Esta elevada morbilidad
es consecuencia de la interaccién entre el deterioro
neurolégico resultante, los efectos emocionales
y sociales de este deterioro y el alto riesgo de
recurrencia.

Por estas razones el estudio de los mecanismos
fisiopatolégicos que conducen a la muerte neuronal
después de la hipoxia es un propdsito de gran
importancia para la investigacién, pues permitira
comprender mejor el proceso e intervenir en éste
para minimizar el dafno o repararlo cuando esto sea
posible a través de diversas estrategias.

El calcio (Ca?) es un factor fundamental para
comprender los mecanismos que conducen a la
muerte neuronal inducida por hipoxia, asi como
por otras noxas externas.® Este ion tiene un papel
fundamental en la activacién de sefales apoptoéticas
cuando hay acumulacion intracelular sostenida de
esteion,sobretodoanivelmitocondrial.? Sinembargo,
el Ca? también tiene funciones antiapoptoticas
cuando las concentraciones se elevan de forma
leve o moderada y transitoriamente;® este ion se
moviliza desde el exterior o desde los depdsitos
intracelulares atravésdetransportadoresdediverso
tipo; ademas, los niveles de Ca?* citoplasmatico
retornan rapidamente a sus concentraciones
basales para que exista una adecuada homeostasis,
gracias también a otros transportadores, existentes

tanto en la membrana externa como en las
membranas internas, particularmente la del reticulo
endoplasmico. Es por esta razén que el estudio de
estos procesos se vuelve relevante en el andlisis
del fendmeno de dafo neuronal, especialmente
para entender los mecanismos de neuroproteccion,
los cuales tienen una gran utilidad en términos de
disminucionde complicaciones neuroldgicas, calidad
de vida y costos de tratamiento en los pacientes
que sufren de un evento hipdxico neuronal. Uno
de los transportadores mdas importantes en la
homeostasis del Ca?* es el intercambiador Na*-Ca?
(NCX), el cual es capaz de mediar el intercambio
de estos iones hacia dentro y fuera de la célula; el
mecanismo por el cual se determina la direcciéon
del flujo idnico es el gradiente electroquimico
dominante para ambos iones, ademas del potencial
de membrana.® Esto lo convierte en uno de los
reguladores principales de la homeostasis de Na*y
Ca?, al actuar como un sistema de baja afinidad y
alta capacidad que responde a cambios transitorios
de las concentraciones intracelulares de Ca?.
Generalmente, el balance estequiométrico de NCX
se encuentra en una relacién de 3:1 (Na*: Ca?) 7.
Sin embargo, este balance puede variar a 4:1 0 1:1
dependiendo de las concentraciones intracelulares
de cadaiony de las condiciones de cada célula.? Por
tanto, de acuerdo a la direccién del flujo existen
dos modos de funcionamiento del NCX: el modo de
salida de Ca?* o el modo de entrada de Ca%*, ambos
de gran relevancia en diferentes contextos.

Desarrollo

ESTRUCTURA Y FUNCION DEL NCX

Existen tres isoformas del NCX, nombradas NCX1-
3, las cuales estan codificadas por el grupo de genes
SLC8, una de las cinco familias pertenecientes a la
superfamilia CaCA (Ca?'/cation antiporters).? En los
mamiferos se han identificado tres genes diferentes
de SLC8: SLC8A1 que codifica NCX1, SLC8A2
que codifica NCX2 y SLC8A3 que codifica NCX3.
Recientemente se describié la proteina NCLX
(producto del gen SLC8B1), un intercambiador de
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Na*/Ca? mitocondrial, el cual tiene la capacidad de
intercambiar Na* o Li* con Ca?*.2* NCX2 y NCX3 han
sido encontrados en cerebro, en musculo estriado
y en miofibroblastos gastricos humanos!! y NCX3
se expresa adicionalmente en los macrofagos y
monocitos humanos;2 NCX1 parece ser expresado
universalmente enlas células de mamiferos. 3 Otras
proteinas relacionadas pero menos caracterizadas,
son aquellas pertenecientes a la familia de genes
SLC24, que codifican los intercambiadores Na*/Ca?
dependientes de K* (NCKX), los cuales utilizan el
gradiente tanto de ingreso de Na* como de salida K*
parapromover lasalidade Ca% delascélulas. Existen
cinco genes SLC24 humanos identificados y se ha
demostrado su amplia distribucién en el cerebro de
roedores, en los cuales se han asociado con procesos
como el aprendizaje motor y la memoria de trabajo
espacial.'4
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Inicialmente, se predijo que la estructura
secundaria del NCX se basaba en 9 hélices
transmembrana, pero recientemente se determind
su configuraciéon en un homodlogo secuencial
bacteriano mediante cristalografia por rayos X y
se elucidd un transportador dimérico de 10 hélices
transmembrana; ** las dos mitades comparten una
disposicion similar con cuatro sitios de unién en el
centro de la proteina, uno especifico para Ca?"y tres
que probablemente se unen a Na*, con dos pasajes
que permiten el acceso del Ca?"y el Na* a los sitios
de unién desde el espacio extracelular (Figura 1).
Aunque el peso molecular del NCX eucaridtico es
tres veces mayor, existe evidencia de que el nimero
de hélices y el ensamblaje en la membrana son
similares, por lo que se presupone también realice el
intercambio idnico del mismo modo. ¢

COO

Figura 1. Esquematizacion de la estructura del intercambiador sodio calcio (NCX) en la membrana celular. El f-loop se
encuentra ubicado entre las hélices transmembrana 5 y 6, y es el lugar donde se localizan los segmentos regulatorios de
NCX y los segmentos a través de los cuales se movilizan los iones. La estructura cuenta con dos segmentos de repeticiones
denominados a1y a2. SR: Segmento regulatorio. XIP: Péptido inhibidor de NCX. CBD 1: Dominio de unién de calcio 1. CBD2:
Dominio de unién de calcio 2. PIP: Fosfatidil Inositol difosfato. PArg: Fosfoarginina. PCr: fosfocreatina. PKC: Proteinquinasa
C. CKM: Creatinquinasa mitocondrial. sMiCK: Creatinquinasa sarcomérica mitocondrial. Linea no punteada: estimulacion.

Linea punteada: inhibicion.
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El NCX es regulado por la interaccién reversible de
efectores citosodlicos con un segmento regulatorio
(f-loop). Aunque el f-loop no estd implicado
directamente en el intercambio de Na+ y Ca?,
es el responsable de regular la actividad de NCX
desencadenada por mensajeros citoplasmaticos
(Figura 1) como el Ca?*, el Na*, H*, éxido nitrico (ON),
fosfatidilinositol difosfato (PIP2), fosfoarginina,
fosfocreatinina, ATP y los inhibidores endégenos
de NCX.'” 8 |3 union alostérica del Ca?* con los
dominios intracelulares CBD1 y CBD2 (calcium-
binding domain) es el modo imperioso de activacién
del NCX, lo cual es especialmente importante en
tejidos excitables. En contraste, el incremento
citosdlico de Na* activa el NCX rapidamente y
luego lo inactiva; por lo tanto, la elevacién de
la concentracién intracelular de Ca?" activa el
NCX y mitiga la inactivacion inducida por Na*. La
inactivaciéon dependiente de Na* no puede ser
explicada por la interaccion con los CBDs, puesto
gue el Na* no se une a éstos. 8

Otros estudios han demostrado que la regulacion
de NCX dependiente de ATP se da a través de PIP2,
puesto que éste modula la regulacion secundaria
dependiente de Ca?*, Na*y H*. ¥ La creatina quinasa
sarcomérica mitocondrial (sMiCK) y la creatina
quinasa de musculo liso (CKM) modulan el modo de
entrada y de salida de NCX mediante fosforilacion
putativa dada por una proteina quinasa C (PKC). 2°

NCXY FUNCION NEURONAL

Se ha demostrado en neuronas de Purkinje de
cerebelo de rata que la acumulacion de Na*
intracelular estimula el modo de entrada de Ca?*
del NCX y este mecanismo promueve la trasmision
sinaptica.?2! Este proceso podria dar forma a la
dindmica presindptica del balance de Ca?* para
promover la trasmisién sinaptica, constituyéndose
en una capacidad extra para integrar y optimizar la
trasmision de informacién cerebelosa.

Los mecanismos subyacentes en la liberacion
de neurotransmisores dependientes de Ca?*
en neuronas y en células endocrinas requieren
de una estimulacién inducida por agonista, el
que consecuentemente provoca el aumento
citosélico de Ca?*; la amplitud y la duraciéon de éste

promueve e integra la exocitosis de hormonas
0 neurotransmisores como GABA, glicina o
glutamato.?? El incremento de la sefnal agonista
inducida por Ca?* esta determinada principalmente
por la cantidad de Ca?* que ingresa a través de los
canales de Ca? tipo L (LTCCs)® y/o la liberacion
de éste desde el reticulo endoplasmico mediante
de los canales activados por IP3. Curiosamente,
la liberacion exocitica dependiente del Ca?
extracelular, puede ser observada cuando las
concentraciones intracelulares de Na* aumentan lo
suficiente como para estimular el modo de entrada
de Ca?* por NCX 24 Aunque el NCX estd involucrado
en la liberacién de neurotransmisores en tejido
neuronal y glial, este parece desempenar un mayor
rol en el control de la homeostasis idnica cuando se
responde a estimulos mecanicos y bioquimicos.

NCX E HIPOXIA NEURONAL

En la enfermedad cerebrovascular, las
concentraciones elevadas de Ca?" intracelular
desencadenan necrosis y/o apoptosis de las
neuronas vulnerables, mientras que la elevacién
del Na* intracelular resulta en edema celular
y desorganizacion microtubular?®> En modelos
animales de isquemia cerebral, la activacion
farmacoldégica de NCX disminuyd el dano cerebral,
mientras que los inhibidores de éste empeoraron la
lesion 26, EI NCX se asocia también con potenciacion
hipocampal para el aprendizaje espacial a largo
plazoy el dafio por reperfusiéon cerebral. %

La inhibicion de la salida de Ca?* a través de NCX
ocasiona aumento de la lesién hipdxico-isquémica
en médulas espinales aisladas de ratas adultas 2.
Las respuestas de las isoformas de NCX a la hipoxia-
isquemiaenratasvarian:elNCX2conosininhibiciéon
no modifica la homeostasis celular en condiciones
isquémicas; en contraste, NCX1 y NCX3 parecen
poseer un rol significativo en generar un efecto
neuroprotector o neurotéxico dependiendo de las
condiciones de gradiente de Na*y Ca?". v’

EINCXtieneunpapeldeterminadoenlahomeostasis
ionicaen lazona peri-infarto de cortezaderatas con
oclusién de la arteria cerebral media (ACM). 22 Al
intervenir lafuncién de NCX2 en ratones sometidos
a isquemia cerebral transitoria, se produce mayor
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muerte neuronal y una zona de infarto mas extensa
en los ratones knock-out para NCX2, tanto in vivo
como in vitro,comparado con los ratones wild type.*®
Adicionalmente, existe un mayor deterioro focal y
disminucion de las corrientes de Ca?* hacia dentro
de la célula de NCX en neuronas hipocampales de
ratas con supresion de NCX3. 3!

Al inhibir NCX1 y NCX3 hay una reduccién en la
supervivencia mediada por Aktl en condiciones
hipoxicas.3 La funcion de NCX en la microglia
que rodea las neuronas de un nucleo de infarto
posterior a hipoxia en modelos in vivo e in vitro,
genera sobre expresion de NCX1 y disminucién en
la expresion de NCX2 y NCX3; ademas, en el NCX1
promueve la movilizacién de Ca?* hacia dentro de
la célula, disminuyendo las concentraciones de
Ca?* extracelular, aparentemente para disminuir la
progresion de lamuerte neuronal 3 El factor nuclear
kappa- (NF-kB) estimula NCX1 para favorecer el
flujo de Ca?* al reticulo endoplasmatico y asi facilitar
a las neuronas reducir el estrés secundario a la
hipoxia. 3* El péptido B-amiloide genera un forma
hiperfuncional de NCX3 que aumenta las corrientes
de Ca? hacia el reticulo endoplasmatico y retrasa
asilaactivacion delacaspasa-12y, por ende, retarda
la muerte neuronal. %

La pre-isquemia y pos-isquemia promueven la
expresiéon de NCX3, lo que genera neuroproteccion
mediante la activacién de la via éxido nitrico/
IP3K/Akt lo que modula la homeostasis del Ca?
en mitocondria y reticulo endoplasmatico.®¢
Asimismo, la toxicidad inducida por NCX mediada
por 6xido nitrico ha sido documentada en células
de neuroblastoma, astrocitos y microglia; el éxido
nitrico estimula el modo de entrada de Ca? del
NCX presumiblemente a través de GMPc/PKG,
elevando las concentraciones de Ca?* intracelular, la
produccion de ROS vy la fosforilacion de ERK, JNK y
p38 MAPK, eventos que finalmente desencadenan
apoptosis. 37

NCXY NEUROPROTECCION

Existen ciertas moléculas que pueden disminuir
la muerte neuronal mediante la regulacién de
NCX y tienen caracteristicas prometedoras en el
ambito de la neuroproteccion, como el ifenprodil
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tartrato, antagonista selectivo de los receptores
NMDAZ38; este medicamento tiene la capacidad
de inhibir el modo de entrada de Ca?* de NCX y
prevenir la disregulacién tardia de calcio inducida
por glutamato, mecanismo por el cual se produce
muerte neuronal por excitoxicidad.Laneurounina-1,
molécula sintetizada a partir del SM-15811, el
cual es un inhibidor inespecifico de NCX, reduce el
tamano del infarto y la liberacion de glutamato en
ratas sometidas a isquemia transitoria por oclusion
dela ACM. ¥

Regular la expresiéon de NCX puede influir para
generar neuroprotecciéon contra la hipoxia. Al
someter a hipoxia un cultivo primario de neuronas
de corteza de rata que sobrexpresan NCX2 y NCX3,
se produce mayor tasa de supervivencia y menor
elevacion del Ca? intracelular® El aumento de la
expresion de REST (RE-1 Silencing Transcription
Factor) se asocia a menor actividad de NCX1, lo cual
incrementa la supervivencia neuronal y disminuye
la extension del infarto, en contraste con la
inhibicion de REST, que tiene un efecto deletéreo.*
La inhibicion del MicroARN-103-1 promueve la
actividad de NCX1, generando neuroproteccién en
cultivos de neuronas de corteza de rata sometidos
a hipoxia y disminucion del déficit neurolégico
secundario a la oclusion de la ACM. 42

El Li* tiene efectos significativos sobre NCX:
promueve la salida de Ca?* en las tres isoformas
(en NCX1, el efecto es menor en comparacion
a la isoforma 2 y 3).*#® La exposicion prolongada
al Li* funciona como un factor neuroprotector
disminuyendo la excitotoxicidad por glutamato,
suprimiendo la expresion de p53 y BAX e
incrementando el Bcl-2.4 Los agentes reductores y
oxidantes también son estimuladores de la actividad
de NCX; sin embargo, existe evidencia que sugiere
que las especies reactivas de oxigeno (ROS) inhiben
NCX y promueven la liberacion de glutamato.* El
acido araquidonico (AA) es un sustrato fundamental
en la produccion de ROS y es un mediador en la
cascada de la fosfolipasa A2 (PLA2), lo que en
la isquemia neuronal promueve las sefales y
mecanismos proapoptéticos; la accién del AA en
respuesta a la hipoxia podria regular la actividad
de NCX, teniendo en cuenta el efecto de las ROS
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sobre éste.* Los androgenos (particularmente la
dehidrotestosterona) modulan la expresion de
SERCA en neuronas hipocampales de rata 4 y se
conocen sus efectos sobre el aumento de la actividad
de NCX en miocitos cardiacos,*® efectos que podrian
estar relacionados.

El E2 (17-B-estradiol) y el IGF-1 (factor de
crecimiento similar a la insulina-1), conocidos
neruropretectores, tienen actividad sobre el NCX
en neuronas de corteza de rata; ambos agentes
producen disminucién de las corrientes de Ca?

Conclusion

El NCX es un blanco terapéutico indiscutible para
el desarrollo de estrategias de neuroproteccién
en enfermedad cerebrovascular aguda, vya
sea mediante la modulacién de su expresién
(especialmente  NCX1) o de su actividad
estimulando NCX directamente, lo cual puede
lograrse con medicamentos como la neurounina-1
o el ifenprodil tartrato, aunque su utilidad clinica
necesita mas investigacion. El eje central de la
neuroproteccién es el Ca?*, como factor dindmicoy
modulable porunlargoytodavianocompletamente
conocido listado de hormonas, moléculas vy

hacia dentro de la célula cuando se administran
en conjunto y cuando se inhiben los mecanismos
de transduccion clasicos descritos para cada
hormona, el efecto sobre Ca? permanece sin
cambios, es decir, E2 e IGF-1 tienen efectos sobre
NCX por mecanismos diferentes*® Este hecho
recalca la necesidad de establecer los efectos de la
hipoxia sobre la actividad de NCX en presencia de
neuroprotectores conocidos y de otros factores
hormonales que se encuentran asociados a la
enfermedad cerebrovascular.

situaciones de estrés fisiolégico, que involucran
las vias de transporte de este ion, cuya regulacién
es fundamental para el desarrollo de estrategias
farmacologicas 6ptimas para prevenir y potenciar
estrategias terapéuticas que minimicen el dafo
neurolégico secundario a hipoxia. Sin embargo, se
requieren estudios que evalten la relevancia de los
demdas mecanismos de transporte de Ca?* en los
efectos de la hipoxia a nivel neuronal, para ampliar
el espectro de blancos terapéuticos dirigidos a una
neuroproteccion efectiva clinicamente °.
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