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RESUMEN

NCS-1 es una proteina unidora de calcio, que regula el funcionamiento de otras proteinas,
con las cuales interactta a nivel molecular. Su expresién es amplia y no limitada a neuronas.
Sus efectos incluyen la regulacion de receptores, canales idnicos y enzimas que intervienen
en maltiples funciones neuronales. NCS-1 regula la actividad del receptor D2 de dopamina
y del receptor A2A de adenosina, ambos fundamentales en diversos procesos de
comunicacion que involucran control emocional y control de movimientos en varios
circuitos. NCS-1 también regula la actividad del receptor de IP3, un canal de calcio
intracelular fundamental en la regulacion de la homeostasis de este ion, interactia con IP
kinasas, las cuales a su vez desencadenan cascadas de sefializacion intracelular y modula la
actividad de canales de calcio presinapticos; todos estos efectos redundan en regulacion de
la liberacion de neurotransmisores y por ende, de la plasticidad sinaptica, lo cual ha sido
probado en diversos modelos experimentales. NCS-1 también parece estar involucrada en la
regulacién de otros canales ionicos de calcio y de potasio que podrian influir en la
homeostasis eléctrica de las neuronas y en la supervivencia neuronal a través de la regulacion
de vias proapoptéticas. Estos amplios efectos de NCS-1 motivan a profundizar la
investigacion en los mecanismos involucrados en la regulacion que ejerce sobre sus proteinas
blanco y en nuevos efectos que ayuden a entender el rol de esta proteina en diversos procesos
fisiologicos y fisiopatologicos.
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ABSTRACT

NCS-1 is a calcium-binding protein, which regulates the functioning of diverse proteins, with
which interacts to a molecular level. Its expression is widespread and it is not limited to
neurons. Its effects include the regulation of receptors, ion channels and enzymes, which
intervene in multiple neuronal functions. NCS-1 regulates the functioning of D2 dopamine
receptor and adenosine A2A receptor, both fundamental in diverse communication processes
that involve emotional and movement control in a variety of neural circuits. NCS-1 also
regulates the activity of IP3 receptor, an intracellular calcium ion channel (which is crucial in
the regulation of calcium homeostasis), interacts with the IP kinases, which trigger
intracellular signaling cascades, and modulates the activity of presynaptic calcium channels.
All these effects lead to the regulation of neurotransmitters release and thus, synaptic
plasticity, which had been proved in diverse experimental models. NCS-1 also appears to be
involved in the regulation of other calcium and potassium channels, which can influence the
neuron electric homeostasis and survival through the modulation of proapoptotic pathways.
These broad NCS-1 effects motivates further research of the specific mechanisms that are
involved in the regulation that this protein exerts on its target proteins and in new effects that
may help to understand the role of this protein in physiological and pathophysiological
processes.
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INTRODUCCION

La sefalizacion intracelular mediada por calcio (Ca?*) es fundamental para la regulacion de
un sinnimero de procesos, tales como expresion génica, transporte de membranay liberacion
de neurotransmisores. Mas aun, el Ca?* es fundamental en el control de los ciclos celulares,
incluyendo diferenciacion, desarrollo, crecimiento, supervivencia y muerte (1, 2). Las
sefiales de Ca?" son decodificadas por proteinas conocidas como sensores de Ca?*, las que
sufren un cambio conformacional cuando se unen a este ion, lo cual les confiere la propiedad
de interactuar con otras proteinas blanco y regular su funcién.

Entre los sensores de Ca?* que tienen un papel funcional importante en neuronas se
encuentran las sinaptotagminas, que regulan la liberacion de neurotransmisores (3), la
calmodulina, de expresidn general en todas las células y que interviene en una gran diversidad
de procesos, muchos de ellos mediados por la activacion de kinasas especificas (CaMK) (4),
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las proteinas CaBP (Ca?*-binding proteins), de expresion neuronal restringida y también con
amplios efectos (5), y las proteinas NCS (neuronal calcium sensors)(6).

La proteina NCS-1 pertenece a esta Gltima familia, la cual esta constituida por proteinas que
contienen 4 dominios EF-hand, sitios con alta afinidad por calcio (6). En el genoma humano
se expresan 14 proteinas diferentes pertenecientes a la familia NCS, las cuales se agrupan en
cinco subfamilias nombradas de la A a la E; todas ellas poseen una homologia significativa
(25 a 35%) con la calmodulina (7). NCS-1 es la Unica representante de la clase Ay fue
descubierta en neuronas de Drosophila melanogaster, en la cual fue nombrada inicialmente
como frecuenina (8). Esta proteina posee un alto grado de conservacién evolutiva, pues su
homologia con su analogo fungico es del 59% (9); su expresién en todo tipo de neuronas es
abundante (10-12), pero no es exclusiva de éstas, lo cual contradice su denominacion, pues
ha sido hallada en tejidos no neuronales tales como lineas celulares epiteliales, adipocitos,
celulas neuroendocrinas y miocitos cardiacos, en los que cumple un importante papel
funcional (13-15). NCS-1, como casi todas las proteinas NCS, se caracterizan por estar
unidas a un grupo miristoil en su extremo aminoterminal, el cual es clave en la regulacion de
la proteina, pues modifica su conformacion estructural y es fundamental para su asociacion
con las estructuras de la membrana plasmatica (16, 17); sin embargo, esa asociacion con la
membrana parece no ser dependiente de calcio, como si ocurre con otras proteinas NCS,
como la recoverina, perteneciente a la familia B (18); NCS-1 también puede asociarse a
membranas internas, particularmente del aparato de Golgi, 0 encontrarse como proteina
citoplasmica libre (19).

De sus cuatro dominios EF-hand (EF1-4), s6lo se une calcio a tres de ellos a concentraciones
fisiolégicas (20) (Fig. 1). La unién de calcio en estos tres sitios es de alta afinidad y de
naturaleza cooperativa, lo cual convierte a NCS-1 en un sensor altamente reactivo a pequefios
cambios en las concentraciones citoplasmicas de este ion (16), en contraste con otros sensores
de calcio, como la calmodulina, que requiere incrementos mayores. En condiciones basales,
cuando el Ca?* estd a concentraciones por debajo de 100 nM, EF2 y EF3 estan unidos a
magnesio (Mg?*), mientras que EF4 permanece libre, por su alta especificidad para Ca?*. En
este estado, la afinidad por Ca?* es muy elevada, por lo que cualquier elevacion de su
concentracion inducira su union. Cuando el Mg?* esta unido, la proteina adopta una
configuracidn espacial que reduce la exposicion se sus regiones hidrofébicas, lo cual previene
interacciones inespecificas en ausencia de una sefial mediada por la elevacién de la
concentracion de Ca?* citoplasmico. Cuando Ca?* se incrementa, el Mg?* es desplazado por
Ca?* en EF2 y EF3, mientras que EF4 es también ocupado por este ion (21); esta nueva
conformacidn es necesaria para permitir la interaccion con sus proteinas diana, las cuales son
de diversos tipos e involucran receptores, enzimas y canales ionicos (Fig. 2).
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Fig. 1. Representacion esquematica de la
interaccion de NCS-1 con Ca*. A niveles
basales de Ca* (parte superior de la figura),
EF-2 y 3 se encuentran unidos a Mg®*; en
este estado el extremo carboxiterminal de la
proteina, ubicado cerca de EF-3, se repliega
para cubrir los aminoacidos que
corresponden a los sitios de union del SH
utilizados por la NCS-1 para acoplarse a sus
proteinas blanco, también se observa la
cadena miristoil unida al extremo
aminoterminal, la cual es clave para el
acople a la membrana plasmatica. Cuando
ocurre una elevacion de la concentracion de
Ca?*, éste logra desplazar los iones de Mg?*
y se une a las EF-2, EF-3 y a EF-4
ocasionando un cambio conformacional
desplazando el segmento carboxiloterminal
y exponiendo los sitios de unién en la SH
para permitir que la NCS-1 logre acoplarse
a sus proteinas blanco. CT: terminal
carboxilica. NT: terminal amidica. W30,
W103, L89, V125: aminodacidos especificos
para la unién de proteinas blanco. SH: surco
hidrofdbico.
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Canales

Fig. 2. Efectos funcionales de las interacciones entre NCS-1 y proteinas blanco. En el esquema se
puede observar un resumen de las interacciones de NCS-1 con proteinas que tiene un efecto funcional
demostrado en la fisiologia neuronal. 1P3R: Receptor de inositol trifosfato. D2R: receptor D2
dopaminérgico. GRK2: Kinasa acoplada a proteinas G-2. TRPCS5: Transient receptor potential cation
channel C-5. AD2AR: Receptor 2A de adenosina. PI4KIIIf: Kinasa fosfatidil-inositol-4 tipo III.
Cav 2.1: Canal de Ca®" tipo P/Q. ILIRAPL1: X-linked interleukin-1 receptor accessory protein-like
1. ARF1: ADP-ribosylation factor-1.

INTERACCION CON RECEPTORES DE DOPAMINA Y ADENOSINA

NCS-1 interacttia con proteinas acopladas a la membrana plasmatica, tales como receptores
de neurotransmisores y otras moléculas con efectos importantes en la sefalizacion
intracelular; un ejemplo de ello es su accion sobre receptores dopaminérgicos (22). La
dopamina es un neurotransmisor clave para la sefializacidn en el sistema nervioso central,



Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas. 2018;37(1):1-16

particularmente en las areas que componen el sistema limbico reguladas por la dopamina
liberada desde el area tegmental ventral (ATV) y en la transmisidn sinaptica necesaria para
el adecuado control del sistema motor desde la sustancia negra compacta y desde alli, a los
nucleos de la base. En condiciones bioldgicas, la dopamina se une al receptor D2
desencadenando una cascada de segundos mensajeros y subsecuentemente se activa la kinasa
acoplada a receptores de proteina G (GRK, por sus siglas en inglés: G-coupled receptor
kinases), la cual fosforila el receptor induciendo su endocitosis (23). NCS-1 interactta con
el receptor D2 a través de su terminal C y a través de esa interaccién suprime la actividad de
GRK, inhibiendo la internalizacion de los receptores y aumentando la disponibilidad de éstos
en la membrana (22). Esta interaccion depende de la union de las alfa-hélices de la proteina
blanco con la region EF-1 (24), la cual no puede unir Ca?*, pero es clave para el acople a la
proteina blanco y facilita la union de Ca?* a la EF-2, el sitio de mayor afinidad por Ca?* (25).

En ratones, la sobreexpresion de NCS-1 en el giro dentado estimula el desarrollo de memoria
espacial, la conducta exploratoria y la plasticidad sindptica mediada por receptores
dopaminérgicos (26), mientras que modelos animales knockout para NCS-1 exhiben un
significativo incremento en comportamientos ansioso-depresivos (27) y una reduccion de la
motivacién y la liberacion de dopamina en el ndcleo accumbens, un area limbica de gran
importancia en el control emocional (28). Estos efectos sobre el sistema dopaminérgico
también se evidencian en el hecho de que NCS-1 se encuentra regulada positivamente en
situaciones tales como las conductas adictivas (29) y la enfermedad de Parkinson (30), y
parece hacer parte del efecto de los farmacos antipsicoticos en enfermedades
neuropsiquiatricas como el trastorno autista, el trastorno afectivo bipolar y la esquizofrenia
(31, 32).

Adicionalmente, NCS-1 interactia con los receptores de adenosina, los que poseen gran
relevancia en la liberacion de otros neurotransmisores, (33) e incluso en la regulacién del
receptor D2 (34). La adenosina es un nucle6sido que actta sobre receptores acoplados a
proteina G (GCR, por sus siglas en inglés: G-coupled receptors), los cuales tienen cuatro
subtipos, distribuidos ampliamente en neuronas y en todos los tejidos (35). El receptor Aza,
el cual es de tipo Gs, activador de la proteinkinasa A (PKA), se expresa de manera abundante
en los nacleos de la base (36); sin embargo, se ha descrito su presencia en otras regiones
como el bulbo olfatorio y el hipocampo (37). La activacion del receptor Az2a desencadena una
interaccion con otros GCR involucrados en neurotransmision y neuromodulacion (37). Un
ejemplo de ello, es que puede contrarrestar la activacioén del receptor D2 (34). NCS-1
interactta con el receptor Aza, al parecer aumentando su trafico en la membrana plasmatica
externa y del aparato de Golgi, modificando asi los efectos de la activacion de este receptor
sobre el D2 y la activacion de la via de las proteinas kinasas activadas por mitdgenos (MAPK,
por sus siglas en inglés: mitogen-activated protein kinases), a partir de leves incrementos en
las concentraciones de Ca?* (38).
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REGULACION DEL RECEPTOR IP3 Y ALTERACIONES RELACIONADAS

Existe evidencia acerca del acople y la regulacion que ejerce NCS-1 sobre la funcion de
receptor de inositol 3 fosfato (IPsR) (39-41), un canal de calcio de la membrana del reticulo
endoplasmico, principal mediador de los flujos de calcio hacia el citoplasma estimulados por
IP3, un sefalizador derivado de la membrana por accion de la proteina kinasa C (PKC), la
que a su vez es activada por receptores de membrana, usualmente tipo GCR. NCS-1
interactua con IP3R, tanto in vitro como in vivo e incrementa la sefial de calcio intracelular,
en especial si la funcién de NCS-1 es potenciada (40). Esta interaccion es incrementada por
la presencia de paclitaxel y otros taxanos, agentes ampliamente empleados como
anticancerigenos (39), incrementando los flujos de calcio desde el reticulo endoplasmico y
generando activacion de proteasas citoplasmicas dependientes de este ion, como calpainas y
c-aspasas, las que pueden actuar sobre NCS-1, reduciendo su actividad; la consecuencia
directa de este efecto es la alteracion de la homeostasis del calcio, resultando en dafio celular
y generando la neurotoxicidad inducida por estos medicamentos, conducente a un cuadro de
neuropatia periférica, que se constituye en la principal razén para la suspension del
tratamiento, con graves consecuencias para los pacientes (42). Dado que la inhibicién de
estas proteasas citoplasmicas protege contra el desarrollo de la neuropatia inducida por
paclitaxel (43), este mecanismo es un blanco farmacoldgico potencial.

Dentro de las situaciones clinicas asociadas a alteraciones de la funcion del IPsR y en las que
potencialmente, podria estar involucrada NCS-1, se encuentran ataxia y convulsiones (44),
enfermedad de Alzheimer (45), enfermedad de Huntington (46) e isquemia cerebral (47). Los
trastornos de la sefalizacion de la via inositolfosfato (IP) también han sido asociados al
trastorno afectivo bipolar y a la esquizofrenia (48, 49), y el litio, un agente regulador del
animo, ampliamente utilizado para tratar pacientes con enfermedad bipolar, puede regular la
actividad del IP3R, y disminuir los incrementos de Ca?* intracelular en neuronas en areas del
sistema nervioso central relacionadas con el afecto (40). Es interesante que el litio también
puede prevenir la aparicion de la neuropatia inducida por taxanos, por mecanismos
relacionados con la regulacion de la actividad del IP3R (50).

REGULACION DE FOSFOINOSITOL KINASAS (PIK)

Las PIK son una familia de enzimas que estan implicadas en la activacion de vias de
transduccion celular desencadenadas principalmente por factores de crecimiento y que
regulan la proliferacion y crecimiento celular y el trafico intracelular (51). NCS-1 también
interactta con las IPK, particularmente con el fragmento de la fosfatidilinositol-4 kinasa 1
(Pik1) en hongos (52); NCS-1 esta implicada en la translocacion de Pik1 del citoplasma a la
membrana plasmatica y en su adecuada activacion para interactuar con sus sustratos (19).
También existe evidencia del efecto de NCS-1 sobre el hom6logo mamifero de la Pik1, la
PIK4p tipo III quien tiene un rol fundamental en regular el trafico de sustancias a partir del
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aparato de Golgi (53, 54) y posteriormente, la exocitosis de estas sustancias, especialmente
en neuronas y otras células del sistema nervioso donde esta interaccion regularia la
transmision sinaptica y la liberacidn de neurotransmisores (19, 55).

REGULACION DE CANALES IONICOS

NCS-1 esta involucrado en la modulacion de la expresion y funcion de canales ionicos,
particularmente de los activables por voltaje permeables a Ca?* y K*. La sobreexpresion de
NCS-1 incrementa la amplitud de las corrientes a través de canales de K™ Kv4.2/4.3, lo cual
puede ser causado por el incremento del trafico de estos canales desde regiones perinucleares a
la membrana plasmatica, pero también afecta los tiempos de inactivacién de este canal (56, 57).

En lo referente a canales de Ca?*, la union de NCS-1 a canales CaV2, responsables de las
corrientes tipo P/Q, ha sido demostrada (58) y esta proteina reduce la inactivacion de estos
canales en neuronas de ganglio cervical (59) e inhibe tonicamente su activacién en células
cromafines (60). Adicionalmente, NCS-1 incrementa la amplitud de las corrientes a traves
de canales tipo N en la union neuromuscular de la rana (61), aunque puede inhibir estas
mismas corrientes en otros modelos (62, 63). NCS-1 también puede activar corrientes
dependientes del canal TRPC5, otro tipo de canal de calcio no dependiente de voltaje
involucrado en el crecimiento de neuritas, en células PC12 (64).

REGULACION DE LA LIBERACION DE NEUROTRANSMISORES
Y PLASTICIDAD SINAPTICA

La plasticidad a corto plazo es un proceso que ocurre en milisegundos y permite cambios
bidireccionales incrementando la fuerza de la sinapsis incluyendo facilitacion, potenciacion
postetanica y depresion de la sefial (65); este proceso es crucial para establecer el circuito
neuronal necesario para procesamiento de la informacion y la codificacion neuronal (66).

Desde su descripcién inicial en la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster), se evidencid
que la sobreexpresion de NCS-1 producia facilitacion de la liberacién de neurotransmisores
(8). Evidencia posterior confirmo el efecto de NCS-1 en la funcién sinaptica en diversos
modelos: NCS-1 aumenta la exocitosis dependiente de Ca®" en células derivadas de
feocromocitoma (linea PC12) (13), aumenta la facilitacion sinaptica dependiente de actividad
en las sinapsis del célix de Held (67) y mejora el aprendizaje y la memoria asociativa,
procesos dependientes de plasticidad sinaptica, en el nematodo Caenorhabditis elegans (68).
Adicionalmente, la sobreexpresion de esta proteina en la rana africana (Xenopus laevis)
aumenta la trasmision espontanea y evocada en la unién neuromuscular (69). NCS-1 regula
la plasticidad a corto plazo en neuronas hipocampales cultivadas de rata, activando procesos
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de facilitacion sinéptica por incremento de reclutamiento de vesiculas (70). NCS-1 también
es clave en la estimulacion de la depresion a largo plazo dependiente de receptores
metabotroficos de glutamato (71, 72).

Los mecanismos a través de los cuales ocurren estos efectos de NCS-1 estan relacionados
con las acciones de esta proteina en el trafico de vesiculas secretoras, puesto que a
sobreexpresion de NCS-1 aumenta la liberacién de neurotransmisores, a partir de la
disponibilidad de vesiculas disponibles para exocitosis (73, 74), al parecer incrementando el
nimero de contactos de estas vesiculas con la membrana y facilitando el proceso de fusion
de las membranas vesiculares con la membrana externa, como se evidencia por el hecho que
la sobreexpresion de NCS-1 en modelos de sinapsis neuromusculares en cultivo inducen un
aumento en el ndmero y tamafio de los contactos sindpticos (61, 75) y en células
neuroendocrinas incrementan el nimero de vesiculas secretoras y la fusion de éstas con la
membrana externa (73, 76, 77). Adicionalmente, NCS-1 puede regular la composicion de
ambas membranas, lo cual puede modificar la eficiencia de la fusién y ademas puede modular
la funcion de los canales idnicos en la membrana presinaptica (78) y los receptores
involucrados en el proceso de regulacion de la neurotransmision (79); los efectos ya descritos
de NCS-1 sobre las corrientes tipo P/Q, indispensables para determinar los incrementos
transitorios de calcio que inician el proceso de neurotransmision, son fundamentales en este
proceso; por esta razon, la regulacion de estos canales conduce a facilitacion presinéptica
(59). Todos estos efectos de NCS-1 parecen estar mediados por PI4K (80), una PIK
fundamental en la regualcion del trafico de vesiculas, cuya relacion funcional con NCS-1
estd ampliamente documentada, como ya se describid antes.

FUNCION EN LA SUPERVIVENCIA NEURONAL

Recientemente se ha encontrado evidencia de que NCS-1 puede estar mediando los
mecanismos por los cuales ciertos factores tienen efectos antiapdpticos, como es el caso del
factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF, por sus siglas en inglés: glia-derived
neurotrophic factor) (81). En neuronas motoras dorsales de nervio vago de rata con
sobreexpresion de NCS-1 sometidas a hipoxia, el GDNF induce el aumento de NCS-1y esto
resulta en menor muerte celular en comparacion con las neuronas control, mediante la
activacion las IPK (82), via de sefializacion en la cual interviene NCS-1, como ya se
menciond. Adicionalmente se ha propuesto que NCS-1 podria tener un efecto directo sobre
las c-aspasas, proteasas dependiente de Ca®* activadas en la via final comdn que conduce a
la muerte celular, como analogo de otra familia de proteinas inhibidoras de la cascada
apoptotica como lo son la proteina neuronal inhibidora de la apoptosis y los inhibidores la
apoptosis ligados al cromosoma X (83-85).
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CONCLUSION

NCS-1 es una proteina de gran importancia en la regulacion de la funcion neuronal; toda la
evidencia apunta a que interviene en la regulacion de procesos basicos como la regulacién
de la sefializacion intracelular que conduce a la modulacidn del transporte de membrana y de
la liberacion de neurotransmisores. Es necesario profundizar en la investigacion que nos
permita comprender mejor el papel que NCS-1 cumple en todos estos procesos por la
importancia que estos mecanismos pueden tener en neurotoxicidad y neuroproteccion y por
ende, para la comprension de los mecanismos fisiopatoldgicos de multiples enfermedades y
respuestas adversas a farmacos, asi como para el desarrollo de estrategias terapéuticas
efectivas.
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