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1. TRANSPORTADORS INTESTINALS.

1.1. MORFOLOGIA FUNCIONAL DE LA MUCOSA DE L’ INTESTi PRIM.

La mucosa intestinal és el centre metabdlic de l'intesti. Presenta una estructura
histologica altament diferenciada, amb una intensa vascularitzacié i una morfologia
especialitzada que facilita les seves funcions: activitat secretora i absortiva, barrera

mecanica i immunologica i processament de soluts.

1.1.1. Bases estructurals de la mucosa intestinal.

La mucosa intestinal esta organitzada amb l'objectiu d’augmentar al maxim la
superficie d’absorcidé mitjancant les vellusitats, que es projecten cap a la llum de
lintesti, i les microvellusitats, presents a la membrana apical dels enterocits. Es
divideix en tres capes: la muscularis mucosae, amb deu capes de cél-lules musculars
llises implicades en el moviment de les vellusitats i contraccié de les criptes; la lamina
propia, que conté cél-lules del sistema immunolodgic, vasos limfatics i sanguinis, fibres
nervioses desmielinitzades i cél-lules musculars llises i que presenta funcions
immunologiques i motores; i finalment I'epiteli, que es troba en contacte amb la llum

intestinal i que també constitueix les criptes.

Aquest tercera capa conté diversos tipus cel-lulars implicats en funcions
especialitzades. Es tracta d’un epiteli monoestratificat format principalment per
cél-lules d’absorcid o enterocits, diverses cél-lules amb funci®é secretora com les
cél-lules endocrines i les cél-lules caliciformes, cél-lules de Paneth, implicades en la
regulaci6 de la flora bacteriana intestinal aixi com en la segregacié d’enzims
importants per la digestido del contingut intraluminal, i cél-lules indiferenciades. Les
cél-lules indiferenciades es troben a les criptes i es caracteritzen per presentar una
elevada activitat mitotica. Moltes cél-lules filles formades a partir d’aquest tipus cel-lular
indiferenciat emigren cap a la llum intestinal i durant aquest trajecte pateixen una série
de processos de diferenciacié que permeten donar lloc a les diferents linies cel-lulars

anteriorment anomenades.
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1.1.2. L’enterocit o cél-lula absortiva intestinal.

Els enterdcits son cél-lules altament diferenciades. Presenten una membrana
apical, formada per microvellusitats que es projecten en forma de fines evaginacions
digitiformes augmentant la seva area total d’absorci6 més de 25 vegades, i una
membrana basolateral separada de I'anterior a través de les unions d’oclusié o
estanques. Les unions estanques formen una barrera de permeabilitat selectiva a
través dels epitelis amb una doble funci6é: d’'una banda actuen de barrera contra la
lliure difusid de proteines de membrana entre els dominis apical i basolateral i en
segon lloc constitueixen un sistema de segellat entre cél-lules veines, de tal manera

que les molécules hidrosolubles no puguin difondre entre elles.

Les microvellusitats presenten una composicié quimica determinada amb un alt
quocient proteic/lipidic i un alt contingut en colesterol i glicolipids, indicant la baixa
fluidesa i permeabilitat de la membrana apical. En el glicocalix es troben un gran
nombre d’enzims (disacaridases i peptidases), receptors i proteines de transport. Hi ha
evidéncies que la composicié de les microvellusitats va variant al llarg de I'intesti; de la
mateixa manera, s’observen diferéncies entre enterdcits madurs i immadurs (Schwarz
et al., 1984). Per altra banda la composicié bioquimica de la membrana basolateral
difereix de I'anterior mostrant un quocient proteic/lipidic menor i un alt contingut en
fosfolipids suggerint un grau de permeabilitat superior al de les microvellusitats
(Brasitus and Schachter, 1984). Aquesta membrana juga un paper important en

I'hnomeodstasi intestinal i presenta una elevada expressio de 'ATPasa de Na*™-K".

1.2. TRANSPORTADORS DE NUTRIENTS.

Els processos d’absorcié i secrecidé duts a terme per lintesti tenen lloc a la
mucosa intestinal. Aquests processos depenen de les propietats de transport de les
membranes apicals i basolaterals dels enterocits i sobre les quals s’exerceixen efectes
moduladors per factors extra i intracelllulars. Generalment les proteines
transportadores estableixen un gradient electroquimic a través de les membranes i
permeten el pas d’electrolits, aminoacids, dipéptids, monosacarids, lipids, acids
carboxilics i nucledsids. Aquestes proteines transportadores de membrana poden
classificar-se en canals o transportadors (carriers) segons el seu mecanisme de

transport. Aquests darrers poden dividir-se entre els de difusio facilitada, de transport
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actiu primari i de transport actiu secundari en funcié dels seus requeriments

energétics.

1.2.1. Principals transportadors de nutrients.

Les proteines transportadores de membrana es distribueixen estratégicament
entre les dues membranes de les cél-lules epitelials intestinals. Aquesta regionalitzacié
fa que les propietats de transport apical i basal difereixin i a la vegada permet una
transferéncia vectorial dels nutrients des de la llum intestinal fins a la circulacié a

través de la lamina epitelial.

Localitzats a la membrana apical existeixen un gran ventall de sistemes de
transport especialitzats en 'absorcié dels principals nutrients de la dieta. Aixi doncs,
els enterocits expressen un gran nombre de transportadors d’aminoacids (TAASs),
alguns dels quals sén ubicus mentre d’altres sén especifics de les membranes de vora
en raspall (BBM) intestinals i renals. Els TAAs apicals son els principals responsables
de l'absorcié d’aminoacids presents en el lumen intestinal i en canvi els TAAs
localitzats a la superficie basolateral de [I'enterocit faciliten la transferéncia
d’aminoacids entre I'enterocit i la circulacié. No obstant, la majoria dels productes de
digesti6 de proteines son peéptids petits. La major part dels di- i tri-péptids sén
internalitzats dins les cél-lules intestinals mitjan¢ant el transportador PEPT1. Es tracta
d'un transportador actiu secundari dependent del gradient de protons i en
conseqliéncia requereix la preséncia de bescanviadors de Na'/H, situats a la mateixa
membrana, que actuen mantenint un pH acid a nivell de la superficie de la mucosa
intestinal. Els di- i tri-péptids s6n metabolitzats i convertits en els aminoacids
constituents dins els enterdcits i podran ser transportats al corrent sanguini mitjangant
els TAAs localitzats a la membrana basolateral. Cal destacar que fins el moment no
s’ha trobat cap transportador d’oligopéptids ubicats a la membrana basolateral de les
cél-lules epitelials intestinals. El principal nutrient de la dieta, els monosacarids,
generalment en forma de glucosa, galactosa i fructosa, son captats a la membrana
apical a través del transportador dependent del gradient de sodi SGLT1 i del
transportador passiu GLUTS5, en el cas de la fructosa. La sortida de monosacarids cap
a la circulacié esta facilitada per el transportador passiu GLUT2 (Matsumoto et al.,
1993). A les membranes dels enterocits també es poden trobar altres tipus de

transportadors, com per exemple el transportador d’anions organics OATP3, implicat
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en la circulacido enterohepatica recaptant acids bil-liars i la hormona tiroidea a la

membrana apical d’aquestes cél-lules (Mikkaichi et al., 2004).

Com a norma general, podriem dir que els transportadors actius secundaris
com és el cas de SGLT1 i PEPT1 es troben majoritariament localitzats a la membrana
apical de l'enterdcit, permetent una concentracié molt més elevada dels substrats a
I'interior cel-lular tot i a expenses d’'una despesa energética. Aixi, ’ATPasa de Na*-K",
expressada a la membrana basolateral, és la responsable de mantenir el gradient de
concentracié intracel-lular de sodi necessari perquée tinguin lloc aquests processos de
transport. Per altra banda la sortida dels nutrients absorbits, tant en la seva forma
original com en productes de la seva metabolitzacié esta principalment mitjancada per
transportadors passius o de difusid6 faciltada que depenen del gradient de

concentraci6 del propi substrat.

1.2.2. Regulacio del transportadors intestinals.

L’epiteli intestinal presenta una habilitat inherent per adaptar-se a alteracions
de I'entorn intern o extern mitjangant canvis tant morfologics com funcionals. De fet
I'epiteli intestinal és un dels teixits de I'organisme metabdlicament més actiu. Les
cél-lules immadures de la cripta migren cap els vil'li en un periode de 2-4 dies fins
donar lloc als enterocits diferenciats. Addicionalment, s’ha descrit que en resposta a un
dany de la mucosa, malnutrici6 o pérdua de la superficie absortiva, els enterocits
responen accelerant el seu creixement i alterant I'activitat dels transportadors de
nutrients mitjangant tant un increment de la seva sintesi com un augment del nombre
de transportadors presents a la superficie cel-lular. Existeixen una gran varietat de
senyals implicades en aquest procés, anomenat adaptacioé, que inclouen hormones,
factors de creixement i els propis nutrients (Thiesen et al., 2003). L'efecte de les
hormones i els factors de creixement depén de la font del factor aixi com de la
localitzacié del seus receptors. Quan un lligand es troba al lumen intestinal un receptor
suposadament situat a la membrana de vora en raspall mitjangara el seu efecte. Al
contrari, el receptors basolaterals sbn més accessibles a factors presents en el torrent

sanguini.
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e Factors de creixement.

Un gran nombre de factors de creixement presenten un efecte trofic sobre el
tracte gastrointestinal induint un increment de la proliferacié cel-lular perd alhora
produint canvis morfologics i modulant activitats de transport. S’ha descrit que I'lGF-I,
insulin-like growth factor, estimula in vitro el creixement cel-lular aixi com el transport
de glucosa i aminoacids (Wheeler and Challacombe, 1997). L’hormona de creixement
(GH) estimula el creixement i la diferenciacié intestinal, a la vegada que promou

I'absorci6é d’ions, aminoacids i aigua (Becker et al., 1995).

El factor de creixement epidérmic (EGF) actua sobre I'epiteli intestinal ajudant a
mantenir la integritat de la mucosa sana, no només estimulant la proliferacié i migracio
dels enterocits sind també estimulant la seva reparacidé quan els seus receptors estan
exposats a un dany de la mucosa. La secrecio d’'EGF a l'intesti esta sotmesa a un
control humoral, colinérgic i adrenérgic (Carpenter et al., 1979). L’expressio del seus
receptors a l'intesti disminueix gradualment des de la cripta fins als vil-li i s’ha observat
que en linies cel-lulars polaritzades, com les cél-lules Caco-2, la seva localitzaci6 és
estrictament basolateral (Playford et al., 1996). En aquesta mateixa linia cel-lular s’ha
demostrat que el tractament a llarg termini amb aquest factor de creixement indueix un
augment del transport independent de Na® de L-arginina que es correspon a un
increment de la sintesi de novo del sistema y* (Pan et al., 1995), i per altra banda
produeix una disminucié de I'expressioé del transportador de péptids hPEPT1 (Nielsen
et al., 2001). En d’'altres models, com lintesti de rata i de conill, s’ha descrit que la
preséncia d’'EGF produeix un increment del transport d’alanina i glutamina (Salloum et
al., 1993) i també del transport de glucosa (Hardin et al., 1996).

o Nutrients com a factors de creixement.

Els constituents de la dieta produeixen continuament canvis en els senyals
extracel-lulars que reben els enterdcits i que regulen I'expressié de determinats gens,
modulant tant la morfologia de I'intesti com la seva funcié principal, la funcié absortiva.
Hi ha evidéncies que la glutamina no és només una font d’energia pels enterocits sind
que pot actuar com un factor de creixement incrementant I'absorcié de determinats
nutrients (Wilmore et al., 2000).
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D’altre banda la majoria de transportadors de membrana son regulats pels seus
propis substrats. Per exemple, el sistema A, una de les activitats transportadores
d’aminoacids neutres dependents de Na+, s’indueix durant la privacié d’aminoacids i
en canvi és regulat negativament pels seus substrats (Mc Givan and Pastor-Anglada,
1994). De manera inversa, les activitats dels transportadors SGLT-1, situat a la
membrana apical, i GLUT2, localitzat a la membrana basolateral, augmenten en
animals alimentats amb un dieta elevada en carbohidrats (Cheeseman and Harley,
1991; Ferraris and Diamond, 1992). De la mateixa manera el transportador de fructosa
GLUT5 augmenta en preséncia del seu substrat (Corpe et al., 1998). Analogament, la
preséncia de dipéptids i de determinats aminoacids produeix un increment de
I'expressi6 de PEPT1 que s’acaba traduint en una induccié6 de la seva activitat
(Shiraga et al., 1999).

e Glucocorticoids.

Els glucocorticoids promouen el desenvolupament i la maduracioé de la mucosa
gastrointestinal modulant multiples activitats cellulars i afavorint les funcions
absortives de lintesti. En aquest sentit, s’ha demostrat que I'administracié de
glucocorticoids en infants prematurs, en els estadis critics de maduracié, produeix una
aparicié avancgada dels enzims digestius (lannoli et al., 1998a). En estudis posteriors
realitzats en cultius cel-lulars derivats d’epiteli intestinal de rata (IEC-6, IEC-17, IEC-
18), s’ha observat una inhibicié del creixement cel-lular aixi com mudultiples canvis
morfoldgics associats a un fenotip més diferenciat (Quaroni et al., 1999). Els mateixos
autors han demostrat que els glucocorticoids també modulen les propietats de
transport en aquestes linies promovent un increment de la captacié d’hexoses. De la
mateixa manera s’observa un increment de la captacié de glucosa en vesicules de
vora en raspall dintesti de conill 24 hores després de [I'administracié de
glucocorticoids. Paral-lelament, en aquest model també s’observa un augment del
transport de diferents aminoacids com glutamina, alanina i arginina (lannoli et al.,
1998). En canvi, Shepherd i col-laboradors han descrit que I'administraci6 de
dexametasona en rates produeix una rapida disminucié del transport de glucosa
mitjancat per GLUT-2 degut a una disminucié del trafic del transportador cap a la

membrana basolateral (Shepherd et al., 2004).
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1.2.3 Transport de farmacs.

El tracte gastrointestinal continua essent la via més popular i acceptada
d’administracié de farmacs i per tant I'absorcié intestinal d’aquests compostos és un
camp de continu interés en molts grup de recerca. Tot i que durant molt de temps es
creia que l'absorcié de farmacs administrats oralment es produia per difusid passiva,
actualment se sap que la bioassequibilitat d'un gran nombre de farmacs depén dels
diferents sistemes de transport presents a la membrana dels enterocits. El
transportador de péptids hPEPT1 és el transportador de farmacs més ben caracteritzat
en aquest teixit. Aquesta proteina de membrana és responsable d’internalitzar analegs
de péptids farmacoldgicament actius com les cefalosporines, I'acyclovir i 'AZT entre
d’altres (Katsura and Inui, 2003). Aixi mateix, s’han descrit altres families de proteines
transportadores implicades en I'absorcio de drogues com els transportadors d’acids
monocarboxilics (MCTs), implicats en la internalitzacié de pravastatina i I'acid acetil
salicilic, les families de transportadors d’acids organics (OATs, OATPs) i les families
de transportadors de nucledsids (ENTs i CNTs) (Katsura et Inui, 2003; Pastor-Anglada
et al.,, 2005). Conjuntament amb aquests sistemes de transport, a I'epiteli intestinal,
aixi com en tots els tipus cellulars, s’expressen membres de la familia de les MRPs
(Multidrug Resistance Proteins). Les MRPs sén bombes d’extrusié dependents d’ATP i
juguen un paper crucial en la bioassequibilitat de molts farmacs, ja que limiten
'absorcié d’aquests compostos mitjangant la seva secrecié al lumen intestinal. A la
membrana apical dels enterdcits s’expressen la P-glicoproteina, la BCRP (breast
cancer resistance protein) i la MRP2, que produeixen una disminucié de I'entrada de
molts farmacs hidrofobics incluint agents usats en el tractament del cancer, mentre a la
membrana basolateral es localitza la MRP3, implicada en la translocacié d’acids
bil-liars a la sang. L’absorcié o bioassequibilitat dels farmacs presenta una elevada
complexitat. En primer lloc perqué un mateix farmac pot ésser transportat per diferents
tipus de transporadors que faciliten tant la seva captacié com la seva sortida. Perd a
més, transportadors, bescanviadors idnics i bombes idniques interaccionen a fi

d’establir la capacitat real de transport.
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2. TRANSPORTADORS DE NUCLEOSIDS.

Els nucledsids sén molécules relativament hidrofiliques i de lenta difusié a
través de la membrana plasmatica, fet que fa imprescindible la preséncia de
transportadors especifics de membrana perqué es pugui dur a terme la seva
internalitzacié. Els transportadors de nucledsids sén determinants en la regulacié de
molts processos fisioldgics modulant els nivells extracellulars dels substrats que
internalitzen perd alhora representen el cami d’entrada de molts analegs citotoxics

utilitzats en la terapia antiviral i del cancer.

2.1. CARACTERITZACIO CINETICA DELS TRANSPORTADORS DE NUCLEOSIDS.

Historicament, els transportadors de nucledsids han estat descrits atenent a les
seves caracteristiques cinetiques. Aquest fet ha permés assumir que com a minim
existeixen set sistemes diferents responsables de la captacié dels nucledsids. Dos
d’ells es caracteritzen per mitjangar un transport equilibratiu independent de sodi i les
cinc restants es corresponen amb activitats concentratives i dependents de sodi, que
contribueixen a I'acumulacié dels seus substrats a linterior cel-lular a expenses d'un
gast energétic (Griffith and Jarvis, 1996; Pastor-Anglada et al., 1998a, Baldwin et al.,
1999). La classificacié dels diferents sistemes que integren cadascun d’aquests grups

es mostra a la figura 1.

Uridine Uridine
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Figura 1. Ageéncies cinétiques del transport de nucledsids y entitats moleculars que els
identifiquen. N: cotransport concentratiu Na+/uridina; es: transport equilibratiu sensible a NBTI; ei:

transport equilibratiu insensible a NBTI. ENTs i CNTs: families géniques o entitats moleculars

“Equilibrative Nucleoside Transporters”i “Concentrative Nucleoside Transporters”.
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2.1.1. Sistemes equilibratius.

Els sistemes equilibratius son transportadors passius que gracies al gradient de
concentracio de substrat faciliten la difusié dels nucledsids a través de la membrana
plasmatica. So6n independents de sodi, permetent tant I'influx com I'eflux del solut.
Actuen doncs bidireccionalment i presenten una amplia especificitat de substrat,
acceptant purines i pirimidines. S’han descrit en un gran nombre de cél-lules, tant
normals com tumorals (Belt et al., 1993) i es caracteritzen per presentar una baixa

afinitat pels diferents nucledsids amb Km aparents del rang micromolar alt (100-800
uM)

S’han classificat en dos subtipus que es diferencien per la seva sensibilitat a un
analeg estructural de I'adenosina, la nitrobenziltioinosina o NBTI. Es parla doncs del
sistema equilibratiu sensible a NBTI o es i del sistema equilibratiu insensible a NBTI o
ei, essent la Ki de l'ordre de nM i superior a 1 uM respectivament. Aquest analeg de
'adenosina s’usa de manera rutinaria com a lligand per caracteritzar i quantificar el
nombre de transportadors es presents a la membrana plasmatica ja que s’ha observat
que el grau d’inhibici6 és proporcional a la quantitat de NBTI que s’uneix al
transportador amb una estequiometria d’inhibidor/transportador 1:1 (Jarvis and Young,
1980; Shi et al., 1984; Wu and Young, 1984; Tse et al., 1985). Addicionalment, aquest
analeg també s’ha intentat utilitzar com a sonda per a la purificaci6 d’aquest

transportador (Jarvis and Young, 1981; Kwong et al., 1987).

Ambdéds sistemes, es i e, son inhibits pels vasodilatadors dipiridamol i dilazep,
encara que el sistema es presenta una sensibilitat molt superior (rang nM). Tanmateix,
la clonacié de les isoformes humanes i de rosegadors ha posat de manifest que la
sensibilitat a aquests compostos és altament dependent de I'espécie i s’ha comprovat
que els sistemes de rata s6n molt més resistents que els d’humans i que els de la

majoria d’espécies (Griffith and Jarvis, 1996; Sundaram et al., 1998).

Els unics compostos descrits amb una afinitat superior pel sistema ei han estat
els derivats de l'adenosina 2-halogenats (2-cloroadenosina, 2-fluoroadenosina) i la
soluflazina, analeg de la draflazina, tot i que les seves afinitats absolutes (>200nM) no
han permés el seu Us com a possibles sondes. La informaci6é addicional que d’aqui
s’extreu és que ambdds subtipus han de presentar dominis d’'uni6 a lligands diferents.

En aquest sentit s’ha demostrat que ei, perd no es, pot transportar nucleobases com la

11
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hipoxantina (Osses et al., 1996; Crawford et al., 1998). La hipoxantina és produida de
manera continua a partir del metabolisme de nucledtids purics i suposa una font
important de recuperacié de l'anell puric, particularment en cél-lules de la medul-la

0ssia, en les que pot arribar a concentracions de 30 uM (Tattersall et al., 1983).

2.1.2. Sistemes concentratius.

A diferéncia de les activitats equilibratives, els sistemes concentratius sén
transportadors actius secundaris dependents de sodi. Aprofiten I'energia del gradient
electroquimic de sodi per cotransportar el substrat en contra de gradient cap a l'interior
cel-lular. Aixi doncs permeten I'acumulacié intracel-lular dels nucledsids transportats a

expenses d’'una despesa energética.

Cineticament s’han caracteritzat cinc sistemes concentratius que es diferencien
segons la seva especificitat de substrat. El sistema N1, anteriorment anomenat cif
(concentratiu, insensible a NBTI que transporta formicina B), transporta preferentment
per purines i accepta com a substrat distintiu la formicina B, analeg no metabolitzable
de la inosina. El sistema N2, també anomenat cit (concentratiu, insensible a NBTI que
transporta timidina), transporta preferentment pirimidines. Tot i que inicialment es va
determinar que podia transportar en alguna mesura adenosina, recentment s’ha
comprovat, mitjancant técniques basades en I'electrofisiologia, que és capag¢ d’unir
aquest substrat perd no el pot transportar (Larrayoz et al., 2004). El tercer dels
sistemes descrit, N3 o cib, és un sistema d’amplia especificitat de substrat que pot
transportar tant purines com pirimidines. Respecte a I'estequiometria d’aquests
sistemes de transport, actualment es sap que pels sistemes N2 i N3 és de
Na*/nucleosid 2:1 (Larrayoz et al., 2004) i pel sistema N1 és de 1:1. A concentracions
fisiologiques de Na®, aquests transportadors actuarien prop de la saturacié (Ritzel et
al., 2001a)

Posteriorment, s’han identificat en tipus cel-lulars concrets dues activitats
concentratives més que encara estan en vies de caracteritzacié. N4 s’ha detectat en
vesicules de membrana de vora en raspall de ronyé huma (Gutiérrez et al., 1993) i
s’ha descrit que acceptaria selectivament purines i pirimidines perd no Formicina B i
inosina. N5, la Unica activitat concentrativa inhibida per NBTI i dipiridamol definida fins
el moment, ha estat descrita en cél-lules humanes NB4 de leucémia promielocitica

aguda (Flanagan and Meckling-Gill, 1997) i també ha estat detectada en limfocits B
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humans (Raji i BLS-1) pel nostre grup d’investigacio (Soler et al., 1998). Es tracta
d’'una activitat de transport sodi-dependent i guanosina preferent i, recentment, s’ha
demostrat la seva implicacié en el transport d’analegs d’aquest nucledsid com I'ara-G
(Flanagan et al., 2003). El sistema N5 s’ha anomenat també csg en base a la seva

condicié d’activitat concentrativa, sensible a NBTI i preferent per guanosina.

Els sistemes concentratius i dependents de sodi presenten una elevada afinitat
pels seus substrats amb valors de Km aparents de 'ordre d’'1 a 50 uM. Tots semblen
transportar uridina, la majoria accepten adenosina i es caracteritzen, exceptuant el cas
concret de N5, per la seva insensibilitat als inhibidors del transport equilibratiu com la
NBTI, el dipiridamol i el dilazep. Tot i aixi, dosis altes de dipiridamol poden produir

certa inhibicio.

La majoria de cel-lules animals combinen diversos sistemes de transport de
nucleodsids. Tot i que inicialment es pensava que les entitats equilibratives eren
majoritaries i les activitats concentratives eren especifiques d’epitelis especialitzats,
actualment es sap que tots dos tipus de sistemes presenten una amplia distribucié
tissular, coexistint en un gran nombre de tipus cel-lulars, tant normals com tumorals.
De fet, fins i tot sembla que existeixi un canvi en la dotacié6 d’aquests sistemes de
transport a mesura que la cél-lula progressa cap a la malignitat. A nivell global, Belt i
col-laboradors han descrit que un gran nombre de cél-lules neoplasiques humanes
expressen fonamentalment activitats es al contrari del transport concentratiu majoritari
en cel-lules no transformades. Aquest fet s’ha anat estudiant des de fa uns anys amb
finalitats quimioterapéutiques (Belt et al., 1993; Yao et al., 1996; Griffiths et al., 19973;
Mackey et al., 1998; Pastor-Anglada et al., 1998a; Baldwin et al., 1999; Hammond et
al., 1999)

2.2. CARACTERITZACIO MOLECULAR DELS TRANSPORTADORS DE
NUCLEOSIDS.

La clonacio dels diferents sistemes de transport, aixi com la seva expressio en
diferents sistemes heterdlegs, ha permés avancar en el coneixement de les
carateristiques moleculars i estructurals dels transportadors de nucledsids. Gracies a
la generacié d’anticossos especifics contra aquestes proteines s’han pogut realitzar

estudis de distribuci6 i localitzacié subcel-lular aixi com de regulacio.
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Sistemes concentratius

Activitat Gen cDNA Proteina  Substrats Ref.
rCNT1 648 aa (Giacomini et al.,1993,1994 ; Anderson et
uridina, timidina,
N2 (cit) SLC28A1 s al., 1996; Felipe et al., 1997; Ritzel et al.,
hCNT1 650 aa citidina
1997)
rCNT2 659 aa adenosina, (Anderson et al., 1996; Wang et al.,
N1 (cify SLC28A2 hCNT2 658 aa guanosina, uridina, 1997; Ritzel et al., 1997,1998; Patel et
mCNT2 660 aa inosina al., 2000)
hCNT1 691 aa uridina, citidina,
timidina,
N3 (cib) SLC28A3 ) (Ritzel et al., 2001)
mCNT1 703 aa adenosina,
guanosina, inosina
Sistemes equilibratius
Activitat Gen cDNA Proteina  Substrats Ref.

rENT1  457aa  adenosina,
guanosina, (Coe et al., 1996; Giriffiths et al., 1997;

es SLC29A1 o o
hENT1 456 aa inosina, uridina, Ward et al., 2000)
timidina, citidina
rENT2 456 aa adenosina,
) o o (Yao et al., 1997; Crawford et al., 1998;
ei SLC29A2 inosina, uridina,

hENT2 456 aa Ward et al., 2000)
timidina, citidina

Taula 1. Transportadors de nucleodsids clonats.

2.2.1. SLC 29 Familia de transportadors equilibratius.

« ENT1 (SLC29A1)

L'estudi de les caracteristiques moleculars dels sistemes equilibratius de
transport de nucledsids es va iniciar molt abans de la seva clonacié mitjancant
diverses estratégies. Historicament, un dels models cel-lulars usats per la descripci6é
dels sistemes de transport de nucledsids van ser els eritrocits humans on es va
identificar com a uUnic transportador de nucleodsids el sistema de transport es.
Mitjangant un assaig d’activitat d’'uni6 a NBTI es va poder purificar i extreure
parcialment la proteina transportadora present en aquestes cél-lules (Jarvis i Young,

1981). A partir de la informacié derivada de la seqiéncia d’aminoacids d’aquesta
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proteina es va aillar un cDNA de placenta humana que codificava per una proteina
glicosilada de 456 residus aminoacidics (50KDa) i es va anomenar hENT1 (human
Equilibrative Nucleoside Transporter 1) (Griffiths et al., 1997a). hENT1 ha estat el
primer membre clonat d’'una familia funcional diferent de la dels CNTs i que compren
transportadors expressats en un gran nombre de teixits i espécies (Griffiths et al.,
1997a). S’han identificat homolegs en una gran varietat d’eucariotes (llevats, fongs,
nematodes, plantes, mamifers i també protozous parasits). El seu gen ha estat mapat
en el cromosoma 6p21.1-p21.2 (Coe et al., 1997). La seva corresponent expressio en
oocits de Xenopus laevis dona lloc a una activitat equilibrativa, sodi-independent i
sensible a la inhibicié per NBTI i dipiridamol. Posteriorment Yao i col-laboradors (1997)
van identificar el seu ortdleg de rata mitjangant técniques basades en homologia de
seqiiéncia i expressié funcional dels cDNAs en oodcits de Xenopus laevis. EI cDNA
corresponent a I'activitat funcional es rENT1, aillat de pulmg, jejunum i fetge, presenta
un 78% d’homologia de seqiiéncia amb hENT1 i codifica per una proteina formada per
457 residus.

o ENT2 (SLC29A2)

De manera quasi simultania per dos grups d’investigacio independents (Griffiths
et al., 1997b; Crawford et al., 1998), es va dur a terme el clonatge d’hENT2. La seva
seqliéncia nucleotidica prediu una proteina de 456 residus aminoacidics localitzada
majoritariament en placenta, cervell, cor i teixit ovaric i presenta una homologia de
seqliéncia d’'un 50% amb hENT1 i un 88% amb els ortdlegs de rata (rENT2) i ratoli
(mENT2) (Yao et al., 1997; Kiss et al., 2000). hENTZ2, i de la mateixa manera rENT2,
es correspon a la seqiiéncia completa de la forma truncada del producte génic de
resposta proliferativa HNP36. La zona carboxi-terminal del transportador és idéntica a
aquesta petita proteina de 326 residus, descrita en el GenBank i de funcié encara
desconeguda. Comparant les dues sequéncies s’ha suggerit que HNP36 és traduida a
partir d’'un segon codd d’inici en pauta de lectura oberta ’'ENT2. L’expressio transitoria
de la sequéncia completa i d’'una construccid, truncada a 5’ i que presenta un 99%
d’homologia amb HNP36, demostra que només la primera confereix la capacitat de

transport d’uridina a les cél-lules.
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e ENT3i ENT4

Recentment s’han identificat dues noves isoformes anomenades ENT3 i ENT4
en teixits humans i murins (Hyde et al. 2001; Baldwin et al. 2004). Les proteines
humanes i de ratoli de 475 residus aminoacidics, denominades hENT3 i mENT3
respectivament, presenten una identitat del 73% perd hENT3 és només un 29%
idéntica en sequéncia a hENT1. Aquesta proteina difereix d’hENT1 i d’hENT2
principalment perqué presenta un extrem amino-terminal hidrofilic molt llarg (51AA)
gue conté dos motius de seqiiéncia dileucina caracteristics de proteines endosomals i
lisosomals. Sembla doncs que aquesta isoforma resideix de manera predominant dins
de compartiments intracel-lulars en comptes de dirigir-se a la superficie cel-lular i la
mutacié d’aquesta seqliéncia consens produeix la relocalitzacié de la proteina a nivell
de la membrana plasmatica. La seva caracteritzacio cinética ha posat de manifest que
es tracta d’'un transportador de baixa afinitat per adenosina i uridina essent els valors
de Km aparents de 40 i 10 vegades superiors als descrits per hENT1 respectivament i
la seva activitat és optima a un pH de 5.5. També cal destacar que el transport
mitjangcat per ENT3 és menys sensible a la inhibicio per NBTI i dipiridamol que el
d’hENT1. L'expressi6 d'hENT3 és ubiqlia, el seu missatger es detecta en un ampli
ventall de teixits humans pero és particularment abundant a placenta, teixit a partir del
qual s’ha pogut clonar (Balwin et al., 2005). hENT4, codifica per una proteina de 530
residus, identificada originalment per analisi de bases de dades del genoma, i sembla
estar molt allunyada dels altres transportadors de la familia. Recentment, s’ha dut a
terme la seva caracteritzaci6é i sembla que es tracta d’un transportador de monoamines
de baixa afinitat en comptes d’'un transportador de nucleosids, per aixd s’ha anomenat
alternativament PMAT (Plasma Membrane monoAmine Transporter), tot i que l'ortoleg
de ratoli és capac¢ de transportar adenosina (Baldwin et al., 2004, Engel et al., 2004).

També s’expressa en un gran nombre de teixits humans (Baldwin et al., 2004).

e Estructura i determinants moleculars de I'especificitat dels ENTs.

Estudis recents mitjangcant mutagénesi de residus susceptibles de glicosilacié
(Sundaram et al., 2001) han confirmat el model topoldgic proposat inicialment pels
analisis de prediccio a partir de la seqléncia. Aixi, l'estructura basica dels
transportadors equilibratius constaria d’11 dominis transmembrana amb I'extrem N-
terminal citoplasmatic i C-terminal extracel-lular. hENT1 presenta un lloc de N-

glicosilacié en el gran loop extracel-lular entre els dominis transmembrana 1i 2, i en
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canvi hENT2 en conté dos en el mateix loop extracel-lular; tanmateix aquests llocs de
glicosilacié no semblen ésser essencials per l'activitat dels transportadors (Vickers et
al., 1999; Ward et al., 2003)

Amb la finalitat de determinar els dominis responsables de l'especificitat de
substrat d’aquests transportadors s’han realitzat estudis basats en la generacié de
quimeres. Aquests estudis han posat de manifest que la regié entre els dominis
transmembrana 3 i 6 és responsable de la sensibilitat o resistencia als inhibidors NBTI,
dipiridamol i dilazep (Sundaram et al., 1998). D’altre banda la regi6é entre els dominis
transmembrana 1 i 6 sembla responsable de rl'habilitat dhENT2 per transportar
desoxinucleosids, mentre que els dominis 5 i 6 estan implicats en el reconeixement de
les nucleobases (Yao et al., 2001b, 2002b). Addicionalment, la generacié de mutacions
puntuals de diversos residus d’hENT1 han demostrat que la substitucié de la Gly'*
d’hENT1 pel residu equivalent ’hENTZ2 no afecta I'activitat de transport perd suposa la
pérdua de la sensibilitat a NBTI. El procés contrari no sensibilitza hENTZ2, indicant que

194 altres residus han de participar en la sensibilitat diferencial d’es i ei

a més de la Gly
a l'inhibidor (Hyde et al., 2001). Resultats més recents han posat de manifest el paper
clau que juguen els residus Ser'® i Met®® d’hENT1 en conferir la sensibilitat a
dipiridamol i I'afinitat per adenosina i guanosina respectivament (Endres and Unadkat,

2005).
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%ﬁ% Figura 2. Estructura molecular
predita per la familia génica de

transportadors equilibratius (ENTs).
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2.2.2. Transportadors concentratius (SLC28).

o CNT1 (SLC28A1)

Degut a la manca d’inhibidors d’alta afinitat i anticossos dirigits contra els
sistemes de transport concentratius, el primer transportador de nucledsids no es va
clonar fins 'any 1994, gracies a una estratégia d’expressié funcional en oocits de
Xenopus laevis. Es tracta d'una aproximacido basada en [l'activitat de transport i
utilitzada de manera rutinaria en la clonacié de molts transportadors, que degut a la
seva baixa proporcié relativa davant un nombre total de proteines de membrana, no es
podien purificar i seqiienciar directament (Huang et al., 1994). A partir d’epiteli de
jejunum de rata es va aillar un cDNA de 2.4 Kb que corresponia a I'activitat funcional
pirimidino-preferent N2. Existien evidéncies prévies, per microinjecci6 de mRNA
poliadenilat de mucosa intestinal de conill en odcits, de I'expressié funcional N2,
selectiva per pirimidines i adenosina (Jarvis and Griffith, 1991). Es va observar que
aquest sistema transportava timidina de manera saturable i inhibible per uridina i
citidina, perd no per guanosina, coincidint aixi amb el sistema expressat per enterocits
intactes i vesicules de membrana. Posteriorment, es va demostrar I'expressio funcional
de N2 en odcits de Xenopus laevis per microinjeccid6 de mRNA poliadenilat de cértex

renal huma (Gutierrez and Giacomini, 1993).

Aquest cDNA de 2.4 Kb clonat a partir de jejunum de rata, que codificava per
una proteina transportadora de nucledsids de 648 aminoacids (71 Kda), es va
anomenar CNT1 (Concentrative Nucleoside Transporter 1) i correspon a lactivitat
funcional N2. Mitjangant técniques convencionals de Northern Blot, es va detectar, en
un inici, la seva preséncia en ronyé i jejunum, perd no en cor, cervell, pulmo, fetge ni
muscul esquelétic. Analisis més sensibles de RT-PCR van permetre la seva deteccié
en mostres de cervell de rata (Anderson et al., 1996). Amb la posterior clonacio del
seu ortdleg huma, el CNT1 de rata va passar a denominar-se rCNT1 (rat

Concentrative Nucleoside Transporter 1).

A partir de ronyé huma i mitjancant técniques de clonacié per homologia, es
van aillar tota una serie de cDNAs que codifiquen per les isoformes humanes de CNT1
(hCNT1a i hCNT1b) (Ritzel et al., 1997). hCNT1 consta de 650 aminoacids, amb un
83% d’identitat respecte la sequéncia aminoacidica de rCNT1. hCNT1b presenta més

d’'un 99% d’homologia amb hCNT1a i es creu que aquestes diferéncies podrien ser
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degudes a un polimorfisme génic, sense afectar I'activitat de transport. El gen s’ha
mapat en el cromosoma 15925-26. Posteriorment a la realitzacié d’aquests estudis, en
el nostre grup de recerca es va clonar un cDNA diferent a partir de fetge fetal huma.
Aquesta nova sequéncia podria ser el resultat d’'un processament alternatiu de RNA o
bé causa de la utilitzacio de diferents promotors del gen hCNT1 (Mata et al., 2001).

Recentment, s’ha observat que la substitucio del residu Phe®'®

, situat en el seté domini
transmembrana, per a Ala o Tyr produeix un increment de la sensibilitat d’'inhibicié per
guanosina, tot i que no provoca canvis de lactivitat de transport de hCNT1.
Addicionalment, mitjangant el genotipat de I'ex6 11 de hCNT1 en un ampli nombre de
mostres de DNAs humans s’ha trobat una nova variant que conté un canvi en aquest

residu, essent His®'® 316

en comptes de Phe”™ i la seva expressio en cel-lules MDCK
reprodueix el mateix efecte d’inhibici6 per guanosina. Els autors suggereixen que
l'activitat de transport N4, observada en epiteli renal, podria ser una variant del

transportador hCNT1 en la posicié Phe®'® (Lai et al., 2005).

En un principi es creia que I'expressié dels transportadors concentratius, a
diferéncia dels equilibratius, es limitava a epitelis especializats. En efecte, CNT1 es va
identificar inicialment en fetge, intesti prim i ronyd, perd recentment també s’han
detectat baixos nivells de mRNA i de proteina en la majoria de teixits (Felipe et al.,
1998; Valdés et al., 2000; Ngo et al., 2001).

o CNT2 (SCLA28A2)

Che i col-laboradors (1995) van clonar un sistema dependent de sodi i preferent
per purines a partir de fetge de rata, corresponent a I'activitat descrita com N1.
Utilitzant la mateixa estratégia d’expressié en oocits de Xenopus laevis, es va obtenir
un cDNA de 2.9 Kb que codificava pel transportador hepatic i que inicialment es va
anomenar SPNT (Sodium-dependent Purine Nucleoside Transporter), tot i que
posteriorment es va rebatejar com rCNT2 (rat Concentrative Nucleoside Transporter

2). La sequiéncia nucleotidica prediu una proteina de 659 aminoacids (72 KDa).

A partir de ronyd huma i també mitjangant clonatge per homologia Wang i
col-laboradors (1997) van identificar ’'homoleg huma de rCNT2, denominat en aquell
moment hSPNT1. Aquesta proteina de 658 residus aminoacidics és un 81% idéntica a
l'ortdleg de rata, tot i que difereix marcadament d’aquest en I'estructura primaria de

'extrem amino-terminal a més de presentar un element repetitiu en la regié 3’ no
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traduida del cDNA. Paral-lelament a aquests estudis, Ritzel i col-laboradors (1998) van
clonar i caracteritzar funcionalment el transportador corresponent a 'activitat funcional
N1 a partir d’intesti prim huma, i el van anomenar hCNT2. Aquesta proteina és idéntica
a I'anterior, hSPNT1, exceptuant un polimorfisme en el residu 75 (Arg per Ser) i per
tant es considera la mateixa isoforma, la qual a partir d’aquest punt denominarem
hCNT2. Aquesta proteina presenta un 72% d’homologia respecte hCNT1 i un 83%
amb l'ortdleg de rata. S’han detectat transcrits de hCNT2 en un gran nombre de teixits
humans com ronyo, cor, fetge, intesti, muscul esquelétic i pancrees, fet que podria
reflectir la importancia d’aquest transportador en la recuperacié de nucleosids
procedents de la dieta o d’altres fonts externes. El gen corresponent ha estat localitzat

en el cromosoma 15 (Wang et al., 1997).

Posteriorment, una estratégia basada en la técnica de PCR va permetre aillar
2653 pb d’'un cDNA que codificava per la corresponent isoforma murina mCNT2, la
seqliéncia proteica de la qual presenta un 93% i un 80% d’identitat amb rCNT2 i
hCNT2 respectivament. La transfecci6 transitoria d’aquest cDNA en cél-lules COS-1 és
coherent amb [lactivitat de transport d’uridina N1. EI gen de mCNT2,
d’aproximadament 13.7 Kb, consta de 15 exons i ha estat mapat en el cromosoma de

ratoli 2e3 mitjangant técniques d’hibridacié in situ (Patel et al., 2000).

o CNT3 (SLC28A3)

El darrer dels transportadors de nucledsids concentratius clonats fins el
moment és el corresponent a I'activitat funcional N3. En un inici, quan es van clonar
els cDNAs huma i muri, degut a la baixa similitud de sequéncia amb les families dels
transportadors CNTs i ENTs i a estudis cinétics inicials en oocits de Xenopus (el
transport concentratiu d’uridina era de 7-25 vegades menor respecte el transportador
en ceéllules HL-60), es va pensar que el veritable substrat fisiologic d’aquest
transportador no era de naturalesa nucleosidica. Tenint en compte aquest precedent,
aixi com les evidéncies que descriuen l'activitat N3 en plexe coroideu de conill (Wu et
al., 1994), odcits de Xenopus laevis microinjectats amb mRNA de jejunum de rata
(Huang et al.,, 1993), cél-lules de leucémia humana (Vijayalakshmi et al., 1992) i
cél-lules de microglia de rata (Hong et al., 2001), es van buscar entitats del tipus CNT
com a potencials representants d’aquest sistema de transport. Aixd ha portat a la

identificacio d’ESTs (Expressed Sequences Tags) les quals codifiquen per regions,
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parcialment solapades, corresponents a I'extrem carboxi-terminal del nou CNT huma,

diferent de hCNT1/2 i no identificat préviament.

El cDNA corresponent a la sequéncia completa d'aquest transportador
potencial s’ha obtingut mitjancant técniques de 5-RACE i RT-PCR a partir de
missatger de cél-lules HL-60 diferenciades amb ésters de forbol (PMA), que
constitueixen una font definida d’activitat N3, i de glandula mamaria, que va ser 'origen
d'un dels ESTs identificats. EI cDNA obtingut codifica per una proteina de 691
aminoacids (77Kda) que s’ha atribuit a hCNT3 i que ha permés, addicionalment,
identificar els ESTs corresponents a I'extrem carboxi-terminal de la isoforma murina, a
partir de glandula mamaria de ratoli. En aquest cas, la seqiéncia completa es va
obtenir a partir de fetge i codifica per una proteina, mCNT3, de 703 aminoacids (Ritzel
et al., 2001b). En concordanga amb la resta de CNTs, ambdues isoformes mantenen
una homologia entre elles del 79% perd presenten una pobre similitud estructural amb
hCNT1 i hCNT2 (48 i 47% en la seva estructura primaria) amb diferéncies marcades
majoritariament en els extrems. L’analisi d’expressié génica de hCNT3 revela la
preséncia del seu mRNA en intesti prim, medul-la 0ssia, pancrees, glandula mamaria,
traquia, préstata, fetge, ronyd, cor i cervell. ElI gen d’aquest transportador es troba en

el cromosoma 9922.2 (Ritzel et al., 2001a).

e Estructura i determinant moleculars de I’especificitat dels CNTs.

Estudis tedrics desenvolupats en base a la recent generacié d’anticossos
apunten cap a una nova prediccié de 13 dominis transmembrana, a diferéncia de la
primera topologia de 14 dominis transmembrana predita (Felipe et al., 1998).
L’evidéncia principal és I'obtencié de dues bandes en Western Blot de membranes
d’odcits injectades amb el mMRNA de rCNT1, la mobilitat de les quals augmenta amb el
tractament d’endoglicosidasa-F. Aquest fet és indicador de com a minim una N-
glicosilacié que, suggereix la preséncia d’'un domini carboxi-terminal extracel-lular i, per
tant, una topologia de 13 hélix transmembrana. Posteriorment, es va definir la
distribucié subcel-lular i la topologia de rCNT1 (Hamilton et al., 2001). Inequivocament,

una o ambdues de les Asn®%/¢48

situades a I'extrem carboxilic de la proteina estarien
glicosilades, fet que indica la seva ubicaci6 en I'espai extracel-lular. Els llocs potencials
de N-glicosilacié a I'extrem amino-terminal o entre els dominis transmembrana 4 i 5 es
mantindrien sense cadenes d’oligosacarids. El model topologic actual de la familia dels

CNTs constaria de tretze dominis transmembrana amb estructura hélix alfa units per
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seqliiéncies curtes hidrofiliques (< 22 residus), dos extrems llargs N-terminal i C-
terminal, essent el primer intracel-lular i el segon extracel-lular i susceptible de N-
glicosil-lacié6 (Hamilton et al., 2001), i diferents llocs consens de fosforilacid per les

proteines quinases A i C i la caseina quinasa Il.

Co,

Figura 3. Estructura secundaria
predita de la familia génica de
transportadors concentratius de
nucleosids (CNTs).
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Els dominis estructurals involucrats en el reconeixement i en la unié dels
sustrats, aixi com els determinants moleculars responsables de la diferent selectivitat
de transport, han estat identificats mitjancant la generacié de quimeres a partir dels
transportadors de rata clonats, rCNT1 i rCNT2. Es va observar que la substitucioé dels
dominis transmembrana 8 i 9 de la isoforma rCNT1 pels de la isoforma rCNT2
convertien el transportador pirimidino-preferent en un transportador selectiu per
purines. Tanmateix, si només es transfereix el domini transmembrana 8, la quimera
mostra una amplia especificitat de substrat aproximant-se al que seria l'activitat de
transport N3 (Wang et al.,, 1997). Com que entre els dominis transmembrana 8 de
rCNT1 i rCNT2 unicament existeix una diferéncia de 5 residus, la substitucié puntual
dels diferents residus ha permeés identificar els aminoacids critics responsables de la
selectivitat de substrat (Wang and Giacomini 1999a; 1999b). Analogament i mitjangant
'is de diverses técniques, s’han identificat els aminoacids responsables de
I'especificitat de substrat de les isoformes humanes, que han resultat ser equivalents.
Aixi, la substitucio de la Ser*' del domini transmembrana 7 de hCNT1 per la Gly 3",
equivalent de hCNT2, possibilita el transport de purines i converteix el sistema N2 en
un sistema N3. El canvi addicional de la Ser’®®, en el domini transmembrana 8
d’hCNT1, per la Thr**’ corresponent de hCNT2, converteix la nova activitat N3 en una
del tipus N1. La substitucié dels residus adjacents de hCNT1, GIn*® i Leu®*, pels seus
equivalents en hCNT2 augmenta I'activitat de transport i posa de manifest la seva

implicacié probable en 'empaquetament de les hélix (Loewen et al., 1999).
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Els transportadors concentratius de nucledsids estan codificats per una nova
familia de gens no relacionada amb altres families conegudes de transportadors. Des
de 1994, en qué es va clonar el primer CNT (Huang et al., 1994), s’han identificat més
de 40 membres de la familia dels SLC28 tant en eucariotes com en procariotes. A més
dels transportadors de nucleosids concentratius de mamifers que han estat estudiats
extensament els darrers anys, NupC (Escherichia coli) (Craig et al., 1994), CeCNT3
(C.elegans) (Xiao et al., 2001), i hfCNT (Eptatretus stouti) (Yao et al., 2002a) també
han estat clonat i caracteritzats. Tot i que E.coli expressa dos transportadors de
nucleodsids, NupC i NupG, només NupC presenta similaritat de proteina amb la familia
de CNTs. NupC transporta tots els nucledsids naturals excepte guanosina i és
dependent d’'un gradient de protons. CeCNT3, també transporta la majoria de
nucleodsids a excepcid de la citidina i és dependent tant del gradient de protons com
del de sodi. El darrer clonat, hfCNT, és un transportador d’amplia especificitat de
substrat com CNT3 i tots dos han estat classificats dins d’'una subfamilia génica dels
CNTs, diferent a la que pertanyen CNT1 i CNT2.

2.3. TRANSPORTADORS DE NUCLEOSIDS EN EPITELIS ABSORTIUS |
REABSORTIUS.

Els primers estudis funcionals en preparacions de teixit animal van suggerir la
preséncia de multiples sistemes de transport de nucleodsids en I'epiteli renal, tant sodi-
dependents com sodi-independents. Williams i Jarvis (1990) van descriure en
vesicules de vora en raspall de ronyé de rata la preséncia de dos sistemes de
transport dependents de sodi que es diferenciaven segons la seva especificitat de
substrat, es tractava del sistema N1 i el sistema N2. Aquests transportadors
concentratius també van ser descrits pels mateixos autors en vesicules de membrana
de vora en raspall de rony6é bovi (Wiliams and Jarvis, 1991). D’altra banda, en
vesicules de membrana de vora en raspall de ronyé huma, Gutiérrez i Giacomini
(1993) van identificar com a unic sistema transportador de nucledsids un sistema
concentratiu selectiu per determinades purines i pirimidines. Aquest sistema de
transport anomenat N4 no ha estat descrit per altres autors i recentment s’ha suggerit

que podria ser una variant génica del transportador CNT1 (Lai et al., 2005).
El transport de nucledsids també ha estat caracteritzat en vesicules de

membrana plasmatica de vora en raspall d’'intesti de rata i de jejunum huma. Per

estudi de captaci6 de guanosina i timidina tritiada i inhibicidé per nucledsids no marcats,
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s’ha demostrat la preséncia dels dos transportadors concentratius majoritaris N1 i N2
(Patil and Unadkat, 1997). Els mateixos autors, en microinjectar mRNA provinent de
jejunum huma en oodcits de Xenopus laevis, van expressar dues activitats
concentratives, N1 i N2, i dues activitats equilibratives, es i ei. Aquests resultats
suggerien una localitzacié de les activitats concentratives a la membrana apical dels
enterocits, i en canvi una localitzacié basolateral en el cas de les entitats equilibratives,
permetent aixi un transport vectorial de nucledsids del lumen a la sang (Chandrasena
et al., 1997).

Tant en I'epiteli intestinal com en el renal s’han detectat els transcrits dels tres
transportadors concentratius clonats (CNT1, CNTZ2, i CNT3), aixi com dels equilibratius
ENT1 i ENT2. Segons els nivells de mRNA semblaria que CNT1 i CNT3 s6n més
abundants en rony6, fet que concordaria amb els assajos funcionals realitzats, i en
canvi a lintesti I'expressi6 de hCNT2 seria 20 cops superior a la de la resta de
transportadors (Shin et al., 2003). La recent generacié d’anticossos especifics
d’aquests transportadors ha permés la deteccié de les proteines mitjangant técniques
de Western Blot i immunohistoquimica (Valdés et al., 2000; Mata et al., 2001; Guillen-
Gbémez et al., 2004). D’aquesta manera s’ha pogut identificar la preséncia de rCNT1
exclusivament a les membranes de vora de raspall de les cél-lules epitelials absortives
tant intestinals com renals sense detectar-se marcatge a la membrana basolateral
(Valdés et al., 2000; Hamilton et al., 2001).

Tant els estudis funcionals com la detecci6 de les diferents isoformes semblen
indicar que els transportadors concentratius s’expressen a la membrana apical i en
canvi els equilibratius estarien principalment localitzats a la membrana basolateral (Lee
et al., 1988; Patil and Unadkat, 1997; Scharrer and Grenacher, 2001; Hamilton et al.,
2001), tot i que en aquest segon cas hi ha certes controversies entre diferents autors
(Ciruela et al., 1994; Franco et al., 1990). Addicionalment, la generaci6 i expressié de
diferents isoformes de transportadors de nucledsids marcades amb fluorescéncia
(Green/Yellow Fluorescent Protein) han corroborat aquests resultats. Aixi, estudis
realitzats en cél-lules MDCK, un model d’epiteli renal, establement transfectades amb
les diferents isoformes marcades han corroborat el fet que [I'expressié dels
transportadors concentratius hCNT1 i hCNT2 es troba restringida o és predominant a
la membrana apical respectivament(Mangravite et al., 2001; Lai et al., 2002). Aquest
petita diferéncia de distribucié entre les dues isoformes concentratives suggereix que

els dos transportadors han de presentar mecanismes de trafic i direccionament
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diferents. Tot i que alguns estudis preliminars semblaven indicar que la glicosilacié
afectava I'expressi6 a membrana del transportador hCNT2, la generacié de formes
mutades d’aquest proteina en els tres unics punts de glicosilacié de la proteina han
demostrat, contrariament al qué es pensava, que aquests residus no sén essencials
per a la localitzacié especifica del transportador (Mangravite et al., 2003a). Al contrari
dels anteriors, els transportadors equilibratius es troben majoritariament situats a la
membrana basolateral (Mangravite et al., 2003b; Lai et al., 2002), tot i que també es

pot detectar una petita quantitat ’ENT1 a la membrana apical de les cél-lules MDCK.

La localitzacié subcel-lular especifica de les diferents families de transportadors
suggereix la possibilitat d’un transport vectorial transepitelial, tot i que aquesta hipotesi
podria semblar controvertida ja que el metabolisme intracel-lular de nucledsids és
extremadament rapid per a permetre aquest flux des de la membrana apical a la
basolateral. No obstant, estudis funcionals en cél-lules MDCK polaritzades expressant
els transportadors ENT1 i CNT1 han posat de manifest que existeix un flux net de
nucledsids i que aquest depén de la naturalesa del substrat. Aixi, el flux net
d’adenosina sembla anar des del compartiment apical al basolateral, i el canvi la
desoxiadenosina es transportaria majoritariament en sentit contrari, des del basolateral
a l'apical. Es a dir que existiria un transport vectorial en les dues direccions i aquest
semblaria dependre de l'activitat relativa (relacié entre activitat maxima i afinitat) dels
transportadors presents a cadascuna de les membranes pels seus substrats (Lai et al.,
2002).

Els transportadors de nucledsids, com altres tipus de transportadors, sén
farmacologicament importants ja que permeten el transport de molts farmacs
clinicament rellevants. Aquests transportadors es localitzen a la membrana plasmatica
de molts tipus cel-lulars, i son critics en la captacié de derivats de nucledsids usats en
terapies antiviriques i del cancer, aixi com també determinen els efectes terapéutics i
toxics d’aquests compostos. Addicionalment, CNTs i ENTs semblen jugar un paper en
la farmacocinética a nivell sistémic dels analegs de nucledsids ja que els
transportadors expressats en els epitelis intestinals, renals i en el fetge poden

mitjancar I'absorci6 sistémica i la biodisponibilitat d’aquests farmacs.
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2.4. TRANSPORT DE FARMACS DERIVATS DE NUCLEOSIDS.

2.4.1. Paper terapéutic dels farmacs derivats de nucleosids.

Els nucledsids poden ser modificats estructuralment per tal de generar derivats
farmacologicament actius. Aquests compostos terapéutics mimetitzen els compostos
parentals dels quals deriven en la manera com son transportats i metabolitzats a
l'interior de la célllula. Com a resultat d’aquesta metabolitzacié, els derivats de
nucleodsids interfereixen en la sintesi de DNA promovent efectes antiproliferatius i/o
resisténcia a la replicacioé virica de les cel-lules infectades. Aquest és el fonament per a
I'is dels derivats de nucleodsids en el tractament de la SIDA i en terapies del cancer.
Addicionalment molts d’aquests compostos inhibeixen alhora enzims claus del
metabolisme dels nucledtids i la sintesi de RNA. Tots aquests efectes acaben

provocant la mort cel-lular (Pastor-Anglada et al., 1998a)
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Figura 4: Entrada de farmacs derivats de nucleosids i possibles funcions
citotoxiques d’aquestes molécules. Els farmacs (F) derivats de nucledsids sén
internalitzats dins la cél-lula mitjangant els mateixos transportadors que els
substrats naturals. La majoria de farmacs exerceixen la seva acci6 inhibint enzims
claus en el metabolisme nucleotidic.
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La base molecular d’aquest procés format basicament per tres etapes
(captacié, activaci6 metabodlica i accié farmacologica) presenta encara forga
interrogants ja que la bioassequibilitat d’aquests farmacs i en conseqiiéncia la seva
accioé recau en la seva translocacio a través de la membrana plasmatica. El fet que els
transportadors responsables de la captacioé dels derivats de nucledsids no hagin estat
clonats fins recentment ha contribuit al desconeixement de les bases moleculars

d’aquest proceés.

2.4.2. Principals farmacs usats en quimioterapia antitumoral i antiviral.

e Farmacs antivirics.

Actualment la millor terapia per al tractament de la SIDA és I'anomenada
terapia combinada que inclou inhibidors del virus VIH, de la transcriptasa reversa i de
proteases (Collier et al., 1996). Alguns dels inhibidors de la transcripcié reversa del
virus son analegs de nucledsids, concretament 2’,3’-dideoxinucleodsids. La Zidovudina
o AZT va ser el primer d’'una llista creixent d’analegs de nucledsid usats en el
tractament de la SIDA entre els quals es troben la Stavudina, la 2'3’-dideoxiinosina, la
2’3’-dideoxiadenosina i la 2’3’-dideoxicitidina o Zalcitabina. Totes aquestes molécules
requereixen la seva activacio fins a la forma trifosfat per a poder ser incorporades a la
cadena de DNA creixent, aturant aixi la sintesi del DNA viric. La bioassequibilitat dels
metabolits activats pot estar limitada també per una ineficient fosforilacié dels
nucledsids o nucleodtids. Cal destacar que l'elevada toxicitat associada a aquests
farmacs deriva entre altres causes, de I'accié inhibitoria exercida sobre la replicacio i
reparacié mitocondrial, aixi com les alteracions provocades sobre cél-lules del sistema

immune i hematopoiétic (Agarwal and Olivero, 1997; Phillips and Munson, 1997).

Sistemes concentratius

Droga transportada Ref.
hCNT1 AZT (zidovudina)

d4T (stavudine)
hCNT3  AZT (zidovudina)

ddC (zalcitabina)

ddl (didanosina)

(Ritzel et al., 1997)

(Ritzel et al., 2001b)
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Sistemes equilibratius

Droga transportada Ref.
hENT1 ddC (zalcitabina)

ddl! (didanosina)
hENT2 AZT (zidovudina)

ddC (zalcitabina)

ddl (didanosina)

(Yao et al., 2001)

(Yao et al., 2001)

Taula 2. Farmacs antivirics i transportadors de nucleosids amb els que interactuen.

e Farmacs antitumorals.

Molts dels farmacs usats en la quimioterapia del cancer s6n també analegs de
nucleosids. Aquests compostos poden ser citotoxics per se o poden sensibilitzar les
cél-lules tumorals a la radiacié mitjangant 'alteracié del seu metabolisme de nucleodsids
(McGinn et al., 1996). Essencialment, aquests analegs son fluoropirimidines, derivats
de timidina, derivats de purines i derivats de nucleobases. Tots ells comparteixen
caracteristiques comuns com la internalitzaci6 a través dels transportadors de
membrana, l'activaci6 per quinases com la desoxicitidina quinasa (dCK) i la
desfosforilacié per la 5'-nucleotidasa. Tanmateix, presenten individualment propietats
especifiques que expliquen les variacions observades en el tractament de les diferents

patologies.

Sistemes concentratius

Droga transportada Ref.
hCNT1 gemcitabina (Mackey et al.,, 1999;
5-DFUR Lostao et al., 2000;
Mata et al., 2001;
citarabina Galmarini et al., 2002)
hCNT3 cladribina
fludarabina

itabi (Ritzel et al., 2001a)
gemcitabina
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Sistemes equilibratius

Droga transportada Ref.

hENT1 gemcitabina (Avery et al.,, 1989;
citarabina Jamieson et al., 1989;
fludarabina Gati et al, 1997;

Mackey et al., 1999;

Galmarini et al.,

cladribina 2002a)

hENT2 gemcitabina
fludarabina (Mackey et al., 1998;
cladribina Ward et al., 2000;

Galmarini et al.,
citarabina 2002a)

Taula 3. Farmacs antineoplasics i transportadors de nucleosids amb els que interactuen.

Entre els analegs pirimidinics es troben les fluoropirimidines, que s’utilitzen
habitualment en el tractament de cancers humans, principalment cancers
gastrointestinals, de pit i d’ovari, i exerceixen la seva accié farmacologica a través de
la inhibici6 de la timidilat sintasa (TS). Mitjancant la inhibici6 d’aquest enzim,
responsable de la conversié de dUMP a dTMP, provoquen una deplecié del pool de les
formes fosforilades dels desoxitimidilats (dTMP, dTDP, dTTP) i aixd dirigeix les
cél-lules cap a I'apoptosi (Bouffard and Momparler, 1995). Aquests compostos també
poden sensibilitzar les cél-lules tumorals a la radiaci6 per arrest cel-lular a les primeres
etapes de la fase S. En esséncia, les fluoropirimidines s’aprofiten de les diferéncies
intrinseques de progressid en el cicle cel-lular entre les cél-lules normals i les cél-lules
tumorals (Mc Ginn, 1994). La gemcitabina (2’,2’-difluorodesoxicitidina) o dFdC és un
dels agents més prometedors en la terapia de tumors solids. Com en la majoria de
casos, la forma activa correspon a la forma fosforilada dFdCTP, que s’incorpora a la
cadena de DNA induint el fenomen conegut com masked DNA chain termination
(Huang et al., 1991). Una vegada la dFACTP s’incorpora al DNA, encara s’uneix un
darrer desoxinucledtid, d’aquesta manera la gemcitabina queda emmascarada i
protegida dels enzims de reparaci6 del DNA. A més, proporciona un avantatge

addicional respecte altres farmacs ja que actua inhibint la ribonucledtid reductasa,
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deplecionant els pools de dNTPs i afavorint encara més la seva acci6é antiproliferativa
(Huang et al., 1991; 1995).

De manera similar, els analegs d’uridina com la bromodesoxiuridina i la
iododesoxiuridina sén incorporats al DNA després de ser activats per fosforilacio,
aprofitant la capacitat intrinseca de deplecionar els pools de dTTP com a

conseqiiéncia de la inhibicié de la ribonucleodtid reductasa (Shewach et al., 1992).

La citarabina o ara-C (arabinosilcitosina) és un analeg estructural de la
desoxicitidina no fluorat i un dels compostos més eficagos en el tractament de
malalties limfoproliferatives (leucémies agudes i limfomes). Una vegada a l'interior de
la cél-lula és fosforilada per la desoxicitidina quinasa (dCK), formant-se la forma activa.
L’ara-CTP interfereix amb les DNA polimerases i competeix amb el pool intracel-lular
de CTP per la incorporacié al DNA. Mitjancant aquest mecanisme indueix la terminacié
de la sintesi, la fragmentacio del DNA i I'apoptosi. Contrariament als farmacs anteriors,
els seus metabolits no so6n capacos d’inhibir I'activitat ribonucledtid reductasa
(Merriman et al., 1996; lwasaki et al., 1997; Wright et al., 2002).

La capecitabina és un dels derivats de pirimidina més recents i presenta una
eficieéncia clinica davant un gran ventall de tumors solids. Es tracta d’'un farmac que
s’administra oralment i es metabolitza en el fetge; per tant actuaria com a forma
precursora de la droga metabdlicament activa. L’activaci6 metabdlica de la
capecitabina requereix tres reaccions seqiiencials fins a la formaci6é del 5-fluorouracil
(5-FU). Les dues primeres reaccions son catalitzades per enzims hepatics; en canvi la
darrera, és a dir la conversié de la 5-DFUR a 5-FU, té lloc majoritariament en els
tumors, que expressen I'enzim timidina fosforilasa (Mata et al., 2001). En efecte, el
nivell d’activitat d’aquest enzim a les cél-lules tumorals podria limitar la producci6 de 5-
FU. Tot i aixi, la citotoxicitat del 5-FU també depén de I'enzim que linactiva, la
dihidropirimidina deshidrogenasa. La relacié entre els dos enzims varia segons el tipus
de cancer pero també és variable entre diferents pacients, podria ser doncs un criteri
de selecci6 a I'hora de triar els pacients per administrar aquest tractament (Mata et al.,
2001).

Els analegs purics, derivats principalment de I'adenosina, com la Cladribina o 2-

CdA (2-clorodesoxiadenosina) i la fludarabina o F-araA (fluoroarabinosiladenosina) sén

ampliament utilitzats en el tractament de malignitats limfoproliferatives. En les seves
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formes actives, aquests compostos tenen la capacitat d’inhibir la ribonucleotid
reductasa, provocant la deplecié dels pools de dNTPs intracel-lulars i facilitant

d’aquesta manera la seva incorporaci6 al DNA (lwasaki et al., 1997).

De la mateixa manera que en el cas dels analegs antivirics, els derivats de
nucledsids amb finalitat tumoral poden provocar tota una série d’efectes secundaris,
com citotoxicitat hematopoiética i mielosupressié. Seria doncs necessari que la
combinacié de terapies quimiques i genétiques proporcionessin alternatives per evitar
o reduir la citotoxicitat associada a aquests tipus de farmacs. Es el cas de I'expressio
dirigida de citosina desaminasa, que permet la generacido d’antimetabolits toxics
intracel-lularment, evitant la toxicitat sistémica (Hanna et al., 1997). De manera
complementaria, I'expressio dirigida d’aquest tipus d’enzims detoxificants podria induir,
en cél-lules normals, resisténcia a drogues com la citarabina durant 'hematopoiesi
(Momparler et al., 1996).

Finalment existeixen altres agents usats en la terapia del cancer que no sén
derivats de nucleodsids perd poden interferir en el seu metabolisme i fins i tot modificar
el seu transport. Antifolats com el metotrexat i els seus derivats inhibeixen la
dihidrofolat reductasa, bloquejant aixi la generacié de dUMP, que és un cosubstrat
necessari de la timidilat sintasa. El tamoxifen, farmac usat habitualment en tumors
dependents d’hormones com el cancer de pit, interfereix en el transport de nucleosids
(Cai and Lee, 1996).

2.4.3. Implicacio dels NTs en la resisténcia als analegs de nucleosids.

La resisténcia inherent o adquirida a la quimioterapia i a la terapia antivirica que
presenten alguns pacients és un dels majors problemes clinics actuals. S’han descrit
tota una série de factors que produirien resisténcia als analegs de nucledsids i que es
podrien englobar en tres mecanismes generals. Un primer mecanisme de resisténcia
als analegs de nucledsids sorgiria d’'una concentracio intracel-lular insuficient de
formes metabolicament actives (formes trifosfat), I'origen de les quals pot dependre
d’alteracions en els mecanismes de transport, d’'una fosforilaci6 insuficient per manca
o0 baixos nivells d’enzims activadors /o d’'un augment de la degradaci6 com a
consequéncia de les activitats 5-nucleotidasa i citidina desaminasa. Un segon
mecanisme pot ser degut a la incapacitat per generar suficients alteracions a les

cadenes de DNA o al pools de dNTPs a causa d’una deficient interaccié analeg/DNA
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polimerasa, d’'una manca d’inhibici6 de la ribonucledtid reductasa o a causa dels
mecanismes de resposta cel-lular davant un dany en el DNA. Finalment, la resisténcia
a un determinat analeg de nucleosid pot ser conseqiiéncia d’una inducci6 deficient de

I'apoptosi.

Estudis realitzats tant en linies cel-lulars com en mostres cliniques recolzen la
idea de que la sensibilitat o resisténcia a un determinat farmac pot ser deguda, en part,
a una assequibilitat deficient per falta de la seva internalitzacié cel-lular (Pastor-
Anglada et al.,, 1998a; 2004). En aquest apartat es fara només referéncia a la
presencia i participacié dels transportadors de nucledsids en la permeabilitzacio de
farmacs derivats de nucledsids com a pas limitant de la seva bioassequibilitat i per

tant, com a possible causa de la seva resisténcia.

Les primeres evidéncies de la implicacié dels transportadors de nucleosids en
l'activacié dels analegs farmacologics i conseqlient activitat van sorgir en el 1977 a
partir d’estudis realitzats en cél-lules d’hepatoma resistents a 5-FU (Greenberg et al.,
1977). Posteriorment es va demostrar que una deficiéncia en la difusié facilitada de
nucleosids i no en les activitats del seu metabolisme, eren determinants en la

resisténcia a 5-FU en cél-lules de carcinoma huma (Sobrero et al., 1985).

Molts dels estudis realitzats en aquest camp s’han portat a terme en cél-lules
del sistema immunitari. Aixi, en cél-lules aillades de leucémies, la sensibilitat a
fludarabina, ara-C i 2-CdA es correlaciona amb I'abundancia d’hENT1 (Gati et al.,
1998; Molina-Arcas et al., 2003). De manera similar, en cél-lules de leucémia mieloide
aguda, s’ha suggerit una correlacié entre taxes baixes de transport i respostes
cliniques deficients (Wiley et al., 1982). Per altra banda, s’ha demostrat que la
fludarabina i la 2-CdA, farmacs efectius en el tractament de malalties linfoidees,
posseeixen un mecanisme alternatiu per potenciar la seva toxicitat, basat en la
regulacié positiva de I'expressio del transportador equilibratiu sensible es (Gandhi et
al., 1998; Petersen et al., 1996). El sistema equilibratiu es, ampliament distribuit en
molts tipus cel-lulars neoplasics, esta involucrat en la captacié de la majoria d’analegs

de nucleodsids incloent la citarabina i la fludarabina (Griffiths et al., 1997a).
D’altra banda també s’ha investigat la preséncia i participacié dels

transportadors de nucledsids concentratius en la bioassequibilitat d’'un gran nombre de

farmacs antitumorals i antivirics. Estudis realitzats en dotze linies cel-lulars humanes

32



Introduccié

amb activitats de transport de nucledsids definides han permés demostrar que les
cél-lules deficients en aquests transportadors sén resistents a gemcitabina i que el
tractament amb NBTI o dipiridamol en aquelles cél-lules que només expressen
sistemes equilibratius incrementa la resisténcia al farmac. En cél-lules transfectades
amb els cDNAs que codifiquen per hCNT1 o bé per hCNT2, la gemcitabina també és
incorporada a través dels sistemes dependents de sodi, existint una eficiencia de
captacio en les cel-lules que només posseeixen un sistema de transport de nucleosids
que varia marcadament en aquest ordre: N2>e/>N3>>>N1 (Mackey et al. 1998).
Analogament, en oocits de Xenopus laevis microinjectats amb el mRNA de les
diferents isoformes de transportadors de nucledsids també s’ha observat que la
gemcitabina és transportada per la majoria dels sistemes, amb I'excepcié de rCNT2 i
hCNT2 (Mackey i et al., 1999; Lostao et al., 2000; Mata et al., 2001). Posteriorment, el
nostre grup d’investigacié va identificar el transportador responsable de la captaci6 de
5-DFUR (5’-desoxi-5'-fluorouridina), metabolit intermediari de la capecitabina.
L’expressi6 heterologa del transportador hCNT1 en oocits de Xenopus i la utilitzacié de
técniques basades en l'electrofisiologia va determinar aquest sistema de transport
preferent per pirimidines com responsable de la captacié de l'intermediari 5’-DFUR.
Paral-lelament, la seva expressié estable en céllules CHO-K1 apunta cap a una
correlacio entre I'expressié de hCNT1 i la sensibilitat cel-lular al tractament amb aquest
intermediari (Mata et al., 2001). Recentment, també s’ha analitzat el paper d’aquest
transportador en la captacié de diversos analegs de nucledsids utilitzats en terapies
antiviriques. En un model de transfeccidé estable i mitjangcant la técnica de voltage
clamp s’ha observat que hCNT1 és capa¢ de transportar AZT i d4T perd amb molt
baixa afinitat i d’altres derivats com 3TC i ddC, tot i que s’uneixen al transportador, no
son translocats. Aquests resutats demostren que petites modificacions de I'estructura
dels nucledsids, en aquest cas, la pérdua del grup hidroxil en la posicié 3 de la ribosa,

produeixen canvis dramatics en la seva captacié (Cano-Soldado et al., 2004).

Analogament, I'expressio heterologa del transportador rCNT2 en ceél-lules HelLa
proporciona una activitat sodi-dependent inhibible per aciclovir, ddl, ddA i cladribina,
sense observar-se canvis significatius en el cas de I'AZT o del ddC (Schaner et al.,
1997). En un altre model, la linia cellular de leucémia CEM-ARAC (deficient en
transportadors de nucledsids), I'expressid heterdloga de hCNT2 es manifesta amb la
captacio sodi-dependent d’'uridina inhibida per adenosina i també per alguns derivats
de pirimidines com la 5-fluorouridina, la 5F-2'dU i la 5’-DFUR. La 5-fluorouridina també

ha estat testada com a substrat directe obtenint-se constants cinétiques similars a les
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de la uridina. Aquests estudis demostren que la resisténcia a farmacs derivats de
purina i pirimidina en la linia cel-lular CEM-ARAC és deguda a I'abséncia d’expressio
dels transportadors de nucleodsids i que la introduccié de hCNT2 confereix capacitat de

transport de nucleodsids i sensibilitat davant els farmacs (Lang et al., 2001).

Existeixen nombroses evidéncies que corroboren el fet que molts dels farmacs
usats en quimioterapia son transportats a I'interior de la cél-lula a través dels sistemes
concentratius amb constants d’afinitat inferiors a les dels sistemes equilibratius. Aixi
doncs, si el tumor posseeix CNTs, el NBTI i altres inhibidors dels sistemes equilibratius
bloquegen [lefflux i, per tant, disminueixen la ICsy de les drogues augmentant
d’aquesta manera el potencial antitumoral. En canvi, si el tumor no posseeix CNTs, les
drogues han d’entrar pels ENTs i els seus inhibidors bloquegen l'influx de tal manera
que el tumor es fa resistent, perd ajuden a disminuir la recuperacié dels nucledsids. Es
a dir que es poden utilitzar inhibidors dels sistemes equilibratius com el dipiridamol o el
dilazep per tal de millorar la resposta a la quimioterapia mitjancant el bloqueig de
I'efflux. Per tant, la bioassequibilitat del farmac depen d’'una complexe regulacié entre

'entrada i la sortida del farmac (Baldwin et al., 1999; Lostao et al., 2000).

En aquest sentit, els estudis realitzats en una soca murina de leucémia, L1210,
que expressa les activitats equilibratives es i ei i una activitat concentrativa, han
demostrat que el tractament amb dipiridamol i dilazep disminueixen les taxes inicials
de captacié d’arabinosiladenina perd en canvi provoquen una acumulacié neta del
farmac i en conseqiiéncia un augment de la toxicitat mitjangant el bloqueig de I'efflux
degut al sistema equilibratiu (Dagnino and Paterson, 1990). També s’ha estudiat
'habilitat d’aquests agents alhora d’augmentar la toxicitat d’exposicions in vitro a
fluoropirimidines. Grem i col-laboradors (1989) van descriure que el dipiridamol
potencia 'accié de la 5-flourouridina i del metotrexat en dues linies tumorals humanes,
MCF-7 i HepG2. El dipiridamol també modula la citotoxicitat dels analegs de
nucleosids in vivo. Jakobsson i col-laboradors (1989) descriuen que I'administracio
conjunta de 5-FU i dipiridamol en rates en les que s’ha transplantat un
adenocarcinoma en el fetge incrementa la incorporacié d’aquest derivat de nucleosids
en la fraccio soluble en acids i en el RNA del fetge i del rony6 i en canvi disminueix la
seva incorporacié en la fraccié soluble en acids, en el RNA i en el DNA de l'intesti.
S’obtenen dades similars amb un tractament conjunt de 5-fluorouridina (5-FUrd) i
dipiridamol. Aquests resultats suggereixen que els inhibidors dels transportadors de

membrana poden oferir proteccio als teixits sans davant la citotoxicitat del 5-FU i 5-
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FUrd, perd també poden sotmetre certs teixits a una exposicidé superior. Recentment
s’ha descrit un derivat del dipiridamol, el BIBW22BS, entre 20 i 100 vegades més
eficient en la reversi6 de la resisténcia multiple a drogues. S’ha estudiat I'efecte
d’aquest compost en la modulaci6 de I'accié antiproliferativa del 5-FU, el metotrexat i la
gemcitabina en diverses linies cel-lulars de cancer huma. Mentre el BIBW22BS, a
concentracions no toxiques (1 uM), potencia l'efecte antiproliferatiu del 5-FU i del
metotrexat, inhibeix I'accié de la gemcitabina de 30 a 100 vegades en diverses de les
linies cel-lulars estudiades, probablement perqué només expressen transportadors de
tipus ENT i amb 'addiccié de l'inhibidor es bloqueja tant I'efflux com I'influx del farmac
(Hansen et al.,1995).

Per altra banda, sembla existir una possible relacié entre el metabolisme de
nucleodsids/nucledtids i I'expressié dels transportadors. La inhibicio de la timidilat
sintasa indueix l'activitat de la timidina quinasa i augmenten de 20 a 40 vegades els
llocs de unié a NBTI. S’ha suggerit que l'activitat TK i I'expressié de es presenten un
mecanisme de regulaci®6 comu que dependria del pool de dTTP intracel-lular
(Pressacco et al., 1995). Dins d’aquest context s’ha de tenir en compte que les
fluoropirimidines, precisament, exerceixen la seva accié per inhibicié6 de la TS i
deplecié d’aquests pools. En dues linies cel-lulars de cancer de pancreas, es va fer un
estudi dels efectes de la combinacié d’inhibidors d’aquest enzim, com el 5-FU i el
raltitrexed, i la gemcitabina. Es va observar un efecte maxim de l'accié de la
gemcitabina quan es feia un pretractament amb inhibidors de la TS. Aixi doncs la
modulacié dels transportadors es mitjangcant un pretractament amb inhibidors d’aquest

enzim millora el benefici terapéutic de la gemcitabina (Rauchwerger et al., 2000).

Malgrat aquestes observacions, la rellevancia farmacoldgica de la falta o
deficiéncia de determinats tipus de transportadors de nucledsids com causa directe de
certs tipus de resisténcia in vivo no esta del tot establerta. Aixo és degut, en part, a la
dificultat intrinseca que suposa fer estudis de transport sobre mostres cliniques i les
dificultats técniques associades a la quantificacid6 d’aquestes per contaminacié dels
clons neoplasics amb teixit normal (Pastor-Anglada et al., 1998a; Baldwin et al., 1999;
Galmarini et al., 2001). Tot i aixi, en els ultims temps s’ha observat un interés creixent

respecte la possible correlacié entre sistemes de transport i sensibilitat.

En aquest aspecte, en el nostre grup de recerca s’han realitzat estudis de

correlacié del transport de nucledsids en cél-lules de pacients de leucémia limfocitica
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cronica (CLL) amb la toxicitat ex vivo al tractament amb fludarabina. Els resultat
obtinguts mostren com I'acumulacié del farmac, deguda quasi exclusivament a una
activitat equilibrativa de transport, es correlaciona significativament amb la citotoxicitat
causada pel farmac. Aquesta observacié posa de manifest la implicacié del transport
equilibratiu en la resposta al tractament de pacients amb CLL in vivo (Molina-Arcas et
al., 2003). Tot i que els nivells de missatger ENT1 i dENT2 no mostraven cap
resposta predictiva al tractament, posteriorment s’ha pogut demostrar I'existéncia
d’'una clara correlacié entre els nivells de proteina d’'hENT2, el transport equilibratiu de
fludarabina i la sensibilitat ex vivo a aquest farmac en cél-lules d’aquests pacients.
Aquests resultats revelen el paper que juga el transportador equilibratiu hENT2 en la
resposta a fludarabina dels pacients de CLL. (Molina-Arcas et al., 2005). D’altra banda,
també en malalts de leucémia limfocitica cronica, Mackey i col-laboradors han analitzat
'expressio dels diferents transportadors de nucledsids i han relacionat una elevada
expressié del missatger de hCNT3 amb resisténcia del pacient davant del tractament

amb fludarabina; tanmateix el mecanisme roman desconegut (Mackey et al., 2005).

Actualment, i donat que el transport a través de la membrana plasmatica pot
determinar la citotoxicitat a determinats farmacs suggerint la importancia clinica dels
patrons d’expressio dels transportadors de nucledsids, s’estan duent a terme, en el
nostre grup de recerca, estudis de correlacié en diferents teixits. Els nivells de
missatger de CNTs i ENTs son altament variables en tumors humans (Pennycooke et
al,, 2001), a més, en models animals de carcinogénesi s’ha observat una pérdua
selectiva dels transportadors concentratius (Dragan et al., 2000). Més recentment, s’ha
establert que els nivells d’expressio proteica dENT1 i ENT2 es mantenen més en
tumors que els de CNT1, i en efecte la pérdua selectiva d’expressié de CNT1 en
tumors ginecoldgics es correlaciona amb els histotips que presenten pitjor prognosi
(Farré et al., 2004). En un altre tipus de tumor, 'adenocarcinoma de pancreas, s’ha
establert una correlacié entre I'expressié d’hENT1 i la supervivéncia dels pacients

després d’un tractament amb gemcitabina (Mackey et al., 2002).

Avui en dia, la quimioterapia, juntament amb la radioterapia, és en molts casos
I'Gnic tractament factible en un gran nombre de neoplasies. Es per aixd necessari
aprofundir en els mecanismes mitjancant els quals actuen aquests farmacs i la seva
implicacié en l'aparicié de resisténcies amb la finalitat de poder millorar i dissenyar

noves terapies. Addicionalment, el fet que els transportadors de nucledsids puguin
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relacionar-se amb el procés de desdiferenciacié i progressié tumoral els converteix en

potencials candidats com marcadors primerencs de carcinogénesi.

3. REGULACIO DELS TRANSPORTADORS DE NUCLEOSIDS.

Com la majoria de sistemes de transport, és logic pensar que els
transportadors de nucleosids, degut al paper fonamental que exerceixen en el control
de les concentracions de nucleosids intra- i extracel-lulars i en el manteniment dels
pools nucleotidics, han d’estar regulats per un ampli ventall d’elements que poden
incloure des d’hormones i factors de creixement, fins efectors nutricionals o progressio
en el cicle cel-lular. Malgrat que els estudis realitzats al respecte encara sén pocs i
dispersos, ja que l'interés s’ha centrat principalment en la clonacié i caracteritzacio de
les diferents isoformes, gracies a I'aparicio recent de noves eines moleculars, la
regulacié d’aquestes proteines de membrana s’esta comencant a conéixer amb més
detall.

3.1. DIFERENCIACIO | PROLIFERACIO CEL-LULAR.

Una de les primeres evidéncies d’una possible regulacié dels transportadors
concentratius de nucledsids va sorgir en observar un augment del transport d’uridina
depenent de sodi en vesicules de membrana de fetge poc després d’una hepatectomia
parcial, just abans de la progressio de les cél-lules en la transici6é de les fases G1i S
(Ruiz-Montasell et al., 1992). Es demostra, mitjancant experiments de Northern blot,
que aquest augment de l'activitat del transport sodi-dependent de nucleodsids detectat
en vesicules de membrana de rates hepatectomitzades s’associava a I'acumulacié
dels nivells de mMRNA de CNT2 (Felipe et al., 1997). Analogament, estudis realitzats en
cél-lules derivades d’hepatoma de rata (FAO) van suggerir una associacié entre la
progressio en el cicle cel-lular i 'expressid de la isoforma CNT2. Aixi, les cél-lules FAO
induides a proliferar després d’'una sincronitzacié per privacié de sérum mostren un
augment de mRNA de rCNT2 just abans de 'augment exponencial de la incorporacié
de timidina tritiada en el DNA (del Santo et al., 1998). En aquest model també s’ha
observat un mateix patré d’expressio per la proteina ENT2, perd en canvi ENT1 no
modifica els seus nivells d’expressio. Aquestes observacions van suggerir per primera
vegada la possibilitat d’'una regulacié diferencial d’aquests sistemes de transport en un

mateix tipus cel-lular.
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De manera similar a la proliferacié hepatica, la diferenciacié dels hepatocits
també pot determinar I'expressié dels CNTs i dels ENTs. Del Santo i col-laboradors
(2001) van descriure que els hepatocits fetals, cél-lules altament replicatives,
presenten una major activitat basal de transportadors equilibratius si es comparen amb
els hepatocits neonatals o els hepatocits adults. Una fraccio significativa de I'activitat
equilibrativa en hepatocits fetals és deguda al sistema es, en canvi en hepatocits
neonatals (també altament proliferatius) la major part de I'activitat és insensible a
NBTI. Aquests resultats suggereixen que la diferenciaci6 modula el patré d’expressio
dels transportadors de nucleosids en hepatocits. S’han fet estudis posteriors en cultius
d’hepatocits fetals induint la seva diferenciacié mitjancant I'addicié d’hormones com la
dexametasona i la hormona tiroidal Tz i s’ha comprovat que I'expressié de CNT2, tant
de la proteina com del mRNA, incrementa de manera que el perfil de transportadors

d’aquestes cél-lules s’acosta al de I'hepatdcit adult (del Santo et al., 2001).

La hipotesi de que la diferenciacié determina el patré de transportadors de
nucledsids de I'hepatocit i que la proliferacid activa té lloc quan els sistemes
equilibratius sén els components majoritaris de I'activitat de transport és corroborada
pel fet que la linia cel-lular FAO (hepatoma de rata) sobreexpressa ENT1 i ENT2 perd
no CNT2 (del Santo et al., 1998). Posteriorment s’ha comprovat que aquest fet no és
exclusiu d’aquesta linia cel-lular, ja que també pot tenir lloc en cultius primaris de
cél-lules parenquimals hepatiques. Dragan i col-laboradors han descrit una pérdua
selectiva de les isoformes de CNTs en dos models d’hepatocarcinogénesi en rata,
induits quimicament i per manipulacié genética. Analogament, I'estudi de dues linies
cel-lulars derivades del fetge d’una rata transgénica, L25 aillada a partir de la lesié
tumoral i L37 derivada del parénquima hepatic aparentment sa, mostren els mateixos
resultats. La linia cel-lular L25 no expressa CNT1 i, al contrari, L37 conserva
'expressié de les dues isoformes CNT1 i CNT2. En efecte, I'hepatocarcinogénesi
comportaria una pérdua selectiva o una expressio disminuida de determinades

isoformes de transportadors de nucledsids (Dragan et al., 2000).

Dins el marc de la tesi doctoral de la Dra. Sonia Fernandez-Veledo, s’ha
observat que I'expressioé dels diferents transportadors de nucleosids varia de manera
diferencial al llarg del temps de cultiu en hepatdcits humans. Aixi, s’observa una
pérdua molt significativa dels nivells d’expressié dels transportadors concentratius

CNT1 i CNT2 i del transportador equilibratiu ENT2 i en canvi es mantenen els nivells
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d’expressié del transportador ENT1 (Fernandez-Veledo et al., enviat). De la mateixa
manera es va analitzar I'expressio dels diferents transportadors en dues linies
cel-lulars humanes derivades d’hepatoma, BC2 i HepG2, observant-se una disminuci6
de les isoformes concentratives respecte els nivells d’expressio en fetge fresc. D’altra
banda el procés de diferenciacio de les cél-lules BC2 (aquestes cél-lules després de 28
dies en cultiu presenten caracteristiques morfologiques propies dels hepatocits en
cultiu) indueix un increment progressiu dels nivells de missatger del transportador
CNT1 que es tradueix en una aparicidé o increment del transport de citidina dependent
de sodi. Aquests resultats corroboren el fet que I'expressi6 de CNT1 es troba
intimament associada a la diferenciacid cel-lular. Addicionalment, també es van
analitzar els mecanismes moleculars responsables de I'expressidé hepatica d’aquests
transportadors (Fernandez-Veledo et al., enviat). El fet que a mesura que les cél-lules
BC2 es diferencien en cultiu incrementi I'expressié del factor de transcripcid HNF4a i
que lexpressio del cDNA antisense de HNF4a mitjangant un vector adenoviral
bloquegi la induccié de CNT1 al llarg d’aquest procés de diferenciacié indiquen que
aquest factor de transcripciod juga un paper regulador en I'expressio de CNT1. Per altre
banda, s’ha posat de manifest que els factors C/EBPa i HNF3y modulen I'expressio
génica del transportador CNT2. De manera que la sobreexpressié conjunta d’aquests
dos factors de transcripci6 indueix un increment dels nivells de missatger de CNT2 en
la linia cel-lular HepG2 sense observar-se canvis en els nivells d’expressio dels altres

transportadors.

Recentment, estudis de regulacio en la linia cel-lular FAO sobre I'expressié dels
transportadors concentratius de nucleosids durant la progressidé en el cicle cel-lular,
demostren que la inducci6é d’un arrest en la fase G1/S provoca una caiguda del nivells
d’expressié de la proteina CNT1. Les observacions derivades dels estudis de
sincronitzacié i induccié de la proliferaci6 amb inhibidors com la mimosina i la
hidroxiurea mostren una relacié directe entre I'expressié d’aquest transportador i el
cicle cel-lular, ja que la regulaci6é de la seva expressié al llarg del temps es produeix
paral-lelament a I'acumulaciéo de proteines del cicle cel-lular implicades en la fase
d’arrest, com la ciclina E i la ciclina A (Valdés et al., 2002). Tot i aixi seria necessari
establir si aquest comportament obeeix realment a senyals associades al cicle celular
0 és conseqliencia directa d’alteracions en el metabolisme nucleotidic, induides

paral-lelament per I'ls dels inhibidors utilitzats en aquest estudi.
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3.2. REGULACIO PER FACTORS HORMONALS | DE CREIXEMENT.

Degut a la manca d’eines moleculars els estudis de regulacié dels sistemes de
transport es van iniciar mitjangant analisis cinétiques. Al 1990, Jakobs i col-laboradors
van observar que els cultius confluents de célllules IEC-6, un model de cél-lules
epitelials intestinals de rata, presentaven un transport sodi-dependent d’adenosina i
Formicina B superior al dels cultius poc confluents. La privaci6 de sérum fetal
provocava una disminucidé de la taxa de transport de 6 a 8 vegades, efecte que es
contrarestava en preséncia d’hormones i factors de creixement com la hidrocortisona,
la insulina i 'EGF. Aquestes dades van suggerir la importancia d’aquest elements

reguladors en I'expressi6é dels sistemes de transport de nucleosids.

De manera similar, en el nostre laboratori es va observar que la privacié de
serum produia una induccid dels nivells de proteina dels transportadors CNT1 i CNT2
en cél-lules FAO. Aixi doncs a partir de les 2 hores de privacioé s’observa un increment
d’expressié dels dos transportadors concentratius que es manté al llarg de 48h (Valdés
et al., 2002).

e Cél-lules del sistema immunitari.

Un dels models cellulars d’interés terapéutic amb el que s’han aportat
evidéncies sobre la regulacié d’aquests transportadors sén les cél-lules del sistema
immunitari. El sistema immunitari engloba una familia de tipus cel-lulars molt
heterogénia que presenten funcions altament especifiques. Segons els requeriments
funcionals, sén activades o induides a proliferacid, el que podria implicar una regulacio
diferencial dels transportadors de nucledsids. A més, aquestes cél-lules sén totalment
dependents de les vies de recuperacié de nucleodsids, per aixd sén considerades un
bon model celllular a I'hnora d’estudiar el paper fisioldgic d’aquests sistemes de

transport.

Existeixen evidéncies derivades d’estudis en cél-lules quiescents que confirmen
que el tipus de transportador expressat, aixi com la seva activitat de transport esta
modulat durant la progressié del cicle cel-lular. Aixi en macrofags quiescents de
medul-la dssia de ratoli Sl, s’observa un increment del transport d’adenosina i uridina
després de l'addicié del factor estimulador de colonies 1, CSF-1, que podria estar

relacionat amb I'entrada a la fase S del cicle cel-lular. Tot i que aquest model cel-lular
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expressa els sistemes de transport equilibratius es i ei, I'efecte sobre l'activitat de
transport unicament s’observa en la component sensible a NBTI (Meckling-Gill et al.,
1993). De manera similar, I'addicié del factor estimulador de colonies (CM-CFS) en
pacients de leucémia aguda mieloide indueix un increment progressiu de I'expressio

de la isoforma es (Wiley et al., 1994).

L’activacio i/o proliferacié dels macrofags juga un paper important en la
resposta immune i és una etapa critica en l'adquisicié de l'activitat citotoxica. Els
macrofags de medul-la 0ssia de ratoli també coexpressen transportadors concentratius
(CNT1i CNT2) i equilibratius (ENT1 i ENT2). Aquest model cel-lular permet I'analisi de
les propietats reguladores dels transportadors de nucledsids ja que es tracta d’un cultiu
primari sensible a activacié, proliferacié i agents pro-apoptotics. L’'activacié dels
macrofags desencadenada per INF-y activa les dues isoformes de transportadors
concentratius, contrariament a la induccié per proliferaci6 amb M-CFS que només
activa el transportador equilibratiu ENT1 (Soler et al., 2001a). Un possible avantatge
en el creixement per a les céllules que sobreexpressen ENT1 podria també
hipotetitzar-se en tumors solids, ja que els llocs d’'uni6 a NBTI augmenten en moltes
cél-lules cancerigenes. L’activacié o la induccié a I'apoptosi degut al tractament amb
LPS en macrofags de medul-la dssia de ratoli esta associada a una sobreexpressi6 de
CNT1 i CNT2, per mecanismes redundants que inclouen mecanismes dependents i
independents de TNF-a (Soler et al., 2001b).

La regulacié dels transportadors de nucledsids en limfocits B humans ha estat
caracteritzada en les linies cel-lulars Raji i BLS-1. Aquestes cél-lules expressen
majoritariament el transportador equilibratiu es perd també expressen dues activitats
concentratives, el sistema N1 (CNT2) i el sistema N5 (encara no clonat) (Flanagan and
Meckling-Gill, 1997). Activadors de les cél-lules B, com els esters de forbol (PMA) i el
LPS, activen les isoformes concentratives perd en canvi el mRNA i 'activitat ’'ENT1
disminueixen. Aquests efectes depenen de la proteina quinasa C. El PMA i el LPS
també indueixen els nivells del mMRNA de TNF-qa, la qual cosa suggereix que aquesta
citoquina podria mitjancar algun dels efectes desencadenats per aquests agents, ja
que la seva addicié incrementa les activitats de transport N1 i N5 per un mecanisme
que també depén de la PKC. A més, el TNF-a down-regula 'activitat es, perd aquests
efectes no poden ser abolits per la inhibici6 de la proteina quinasa C (Soler et al.,
1998). Els mateixos autors van estudiar I'efecte de I'dxid nitric, altament involucrat en

la modulacié de la resposta apoptotica dels limfocits B, sobre els transportadors de
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nucledsids en la linia cel-lular Raji. Les cél-lules Raji no expressen quantitats
significants del MRNA de la forma induible de I'enzim oxid nitric sintasa (iNOS) ja que
la produccié d’oxid nitric sembla ser constitutiva. L’efecte activador del PMA sobre els
sistemes concentratius N1 i N5 no requereix d’oxid nitric, perd en el cas del sistema
equilibratiu es, I'efecte inhibitori del sistema produit pel PMA depén de la preséncia

d’'iNOS, aixi com de I'activacio dels limfocits B (Soler et al., 2000).

e Cél-lules epitelials hepatiques

Dins el marc de la tesi doctoral de la Dra Sonia Fernandez-Veledo, es va dur a
terme una cerca d’efectors de reconeguda implicaci6 en la diferenciacio i/o proliferacié
hepatica i implicats en la regeneracié hepatica associada a la hepatectomia parcial.
Aixi es va demostrar que hepatomitdogens, com 'HGF, 'EGF i TGF-a produeixen un
increment de I'expressio del transportador CNT1 en cél-lules FAO i en cultiu primari
d’hepatocits de rata, sense modular els nivells de proteina de CNT2. Aquests resultats
es reprodueixen quan s’incuben les cél-lules amb citoquines multifuncionals critiques
per a la resposta mitogénica durant el procés de regeneracié El tractament amb TNF-a
i IL-6 indueixen un increment de I'expressié de CNT1, que en el cas del cultiu primari
d’hepatocits es tradueix en un increment d’aquest transportador a nivell de la
membrana plasmatica i un augment del transport de citidina dependent de sodi en el
cultiu primari d’hepatocits (Fernandez-Veledo et al., 2004). Mitjangant I'is d’inhibidors
especifics de diferents proteina quinases i de models in vivo knock out pel receptor del
TNF-a (TNFR1) i per la IL-6, s’ha demostrat I'existéncia de dues vies independents
involucrades en la regulacié de CNT1. La primera via és dependent de la PI3K i la

segona esta associada a 'activacié de les MAPK (Fernandez-Veledo et al., 2004).

De manera diferencial a la regulacié de CNT1, el transportador CNT2 s’indueix
en presencia de senyals antiproliferatius com el TGF-B1 i la dexametasona. Aixi, les
cél-lules FAO tractades amb aquests dos factors durant 24 o 48 hores mostren un
increment de I'expressi6 i activitat del transportador CNT2, i en canvi s’observa una
disminuci6é dels nivells de proteina de CNT1. Gracies a la clonaci6 i caracteritzacié
dels promotor muri de CNT2 per part de la Dra. Raquel Valdés es va poder dur a
terme l'estudi de regulacié transcripcional d’aquests efectes. Com s’esperava, el
tractament amb dexametasona i TGF-B1 produeixen un increment de [Iactivitat
promotora de CNT2 i mitjancant diferents construccions generades per delecié de la

seqléncia promotora minima es van poder acotar els elements de resposta implicats.
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L’analisi de les vies de transducci6 implicades en I'efecte de el TGF-1 determina que
la induccié de I'expressio i I'activitat de rCNT2 en la linia cel-lular FAO ve mitjangada
per un mecanisme dependent de JNK (c-Jun N-terminal kinases) (Valdés et al.,
enviat). El TGF-p1 actua en el fetge basicament com a element proapoptotic, en el cas
concret de les célllules FAO indueix I'apoptosi mitjangant I'activacio de diferents
caspases i produccié de ROS (Freathy et al., 2000). Tot i que no es pot assegurar si
I'efecte observat sobre el transportador CNT2 és caracteristic de cél-lules apoptotiques
o al contrari esta relacionat amb els mecanismes de supervivéncia activats en
aquestes situacions, estudis preliminats semblarien indicar que la inhibici6 de JNK
incrementa els nivells apoptotics. Aquest resultat permetria postular un possible
mecanisme a través del qual en situacions d’estrés, les cél-lules activarien el
transportador concentratiu de nucledsids preferent per purines CNT2 com un altre

mecanisme més de supervivéncia cel-lular.

3.3. REGULACIO PURINERGICA.

Com es comentara més detalladament en el capitol posterior (apartat 4.3)
'adenosina a través de l'activacié dels seus receptors regula un gran nombre de
funcions cellulars. Les concentracions d’adenosina extracel-lulars poden ser
modulades pels enzims responsables de la seva metabolitzaci6 com l'adenosina
quinasa i I'adenosina desaminasa per0 en darrera instancia els transportadors de
nucleosids equilibratius i concentratius sén els que controlen la seva concentracié tant

intracel-lular com extracel-lular.

Recentment, han sorgit evidéncies de la implicacié dels transportadors de
nucledsids equilibratius en la finalitzacié de I'activacié purinérgica mitjancada per
adenosina, disminuint la seva concentracié extracel-lular. En aquest sentit, s’ha
demostrat la implicacié del transportador ENT1 en la secrecié d’ions a Iepiteli
respiratori. Szkotak i col-laboradors (2001), han observat que la inhibicié d’aquest
transportador produeix un increment de I'adenosina extracel-lular, una activacié dels
receptors d’adenosina i en conseqléncia un increment de les corrents de potassi.
Addicionalment, s’ha relacionat ENT1 amb el control de la neurotransmissio
glutamatérgica a I'espina dorsal de rata. L’adenosina juga un paper neuromodulador a
través del sistema nervidés central, en particular en I'espina dorsal superficial de la
medul-la espinal la seva accié s’associa amb la antinocicepcio6 in vivo. S’ha descrit que

tant la preséncia d’adenosina com d’agonistes especifics del receptor A1R produeixen
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una disminuci6 de les corrents excitatories post-sinaptiques en aquest model i aquest
efecte es reprodueix en preséncia d’inhibidors d’ENT1. Aquests resultats demostren
que la inhibicié de la captacié d’adenosina redueix la neurotransmissi6 afarent primaria
en neurones de l'espina dorsal. Els autors postulen que la inhibici6 de l'activitat
d’ENT1 resulta en 'acumulaci6 extracel-lular d’adenosina que, mitjancant la seva acci6
a través dels receptors A1 pre-sinaptics, actua atenuant l'alliberament de glutamat
(Ackley et al., 2003).

L’adenosina no només modula processos fisiologics, també esta implicada en
processos patofisiologics com epilepsies, desordres del son, dolor i addicions a
drogues. De fet I'adenosina és un mitjancer de la intoxicacio etilica, I'alcohol interactua
amb el sistema de l'adenosina bloquejant els transportadors de nucledsids a la
membrana de les cél-lules i produint un increment de l'activacié purinérgica (Hack and
Christie, 2003). Recentment, estudis in vivo realitzats amb ratolins knock out del
transportador ENT1 han posat de manifest la importancia d’aquest transportador i el
paper fisioldgic que juga en els comportaments associats a I'alcohol. Aixi, els ratolins
knock out (ENT1-/-) mostren respostes hipnotiques i ataxiques a I'etanol reduides
respecte els ratolins control i a més el seu consum d’alcohol és superior; aquestes
respostes s’atribueixen a una disminucié de la funcié del receptor A1 en aquests
animals (Choi et al., 2004). D’altra banda en el nostre grup de recerca, també s’ha
posat de manifest el paper dels transportadors de nucledsids en la modulacié de
'adenosina extracel-lular i en consequéncia en I'activacio purinérgica. Guillén-Gémez i
col-laboradors (2004) van observar que la privacié de son, associada a elevats nivells
d’adenosina en el cervell (especiament en el cervell anterior i cortex), es correlaciona

amb una disminuci6é dramatica de I'expressié de CNT2 en aquestes regions.

Tanmateix, els transportadors de nucledsids no només modulen I'activacié dels
receptors d’adenosina sind que a més hi ha diversos estudis que demostren que es
troben sota control purinérgic. La primera evidéncia va sorgir en el nostre grup
d’investigaci6 on es va posar de manifest un nou mecanisme de regulacié del
transportador sodi-dependent i d’alta afinitat per adenosina, CNT2, via I'activacié del
receptors d’adenosina A1. Duflot i col-laboradors (2004) van demostrar que R-PIA,
agonista dels receptors d’adenosina, principalment d’A1, indueix un increment del
transport sodi-dependent de guanosina en cél-lules FAQO i en cultiu primari d’hepatocits
a temps molt curts, mitjangant un canvi en la Vmax del transportador sense afectar la

seva Km aparent. Aquest efecte esta mitjancat per I'obertura dels canals de potassi
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dependents d’ATP, de tal manera que la preséncia inhibidors especifics d’aquests
canals, com és el cas de la glibenclamida, bloqueja I'activacié de CNT2 produida per
R-PIA. A més, s’ha observat que aquest efecte també és dependent de la concentracio
de glucosa extracel-lular. Aixi, en situacions de baixa concentracié de glucosa I'efecte
purinérgic sobre CNT2 es magnifica, fet que suggereix una relacié entre el transport

d’adenosina i I'estat energétic cel-lular (Duflot et al., 2004).

Recentment en d’altres models cel-lulars també s’ha descrit I'existéncia d’'una
regulacié purinérgica dels transportadors de nucledsids, en aquest cas del
transportador ENT1. En condicions d’hipoxia, les cél-lules produeixen adenosina, que
actua de manera paracrina i autocrina com una agent cardioprotector. De manera
general, els agents cardiovasodilatadors i cardioprotectors utilitzats clinicament, com el
dipiridamol, actuen inhibint els ENTs de manera que es potencia l'activacié
purinérgica. En un model de cardiomiocit de ratoli, la linia cel-lular HL-1, s’ha observat
que existeix un mecanisme de regulacio per feedback sobre el transportador ENT1
produit per la propia adenosina. Aixi doncs, s’ha postulat que I'efflux d’adenosina en
situacio d’hipoxia via els ENTs indueix 'activacié dels receptors A1 i A3 i mitjancant la
via de senyalitzacié de la proteina quinasa Ce produeix una activacié del transportador
ENT1 (Chaudary et al., 2002; 2004). Una altra evidéncia d’aquest control purinérgic
d’ENT1 I'han posat de manifest Pinto-Duarte i colaboradors (2005) en sinaptosomes
d’hipocamp de rata. En aquest model, la preséncia d’'un agonista del receptor A2A,
perd no d’A1, produeix un increment de la captacié o sortida d’adenosina via ENTs en
sinaptosomes i aquest efecte estaria mitjancat per la proteina quinasa C. Els autors
postulen un model mitjancant el qual I'activacié dels receptors A2A facilitaria la sortida
d’adenosina a través dels transportadors equilibratius modulant aixi I'assequibilitat
d’adenosina extracel-lular i l'activacié dels receptors A1 que indueixen l'alliberament
d’acetilcolina (Pinto-Duarte et al., 2005).

3.4. REGULACIO NUTRICIONAL | PER ASSEQUIBILITAT DE SUBSTRAT.

Un gran nombre de transportadors de nutrients son regulats nutricionalment
pels seus propis substrats. Com s’ha comentat, els transportadors de nucleodsids sén
imprescindibles per I'absorcié dels nucledtids de la dieta, dins aquest context el nostre
grup d’'investigacio s’ha interessat en la seva modulacié per assequibilitat de substrat.
Valdés i col-laboradors (2000) van analitzar el possible efecte de la disponibilitat de

nutrients in vivo sobre I'expressio de les isoformes concentratives CNT1 i CNT2 en els
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teixits d’origen epitelial, parénquima hepatic i jejunum. Aquests estudis han demostrat
que lI'expressidé de les dues isoformes és sensible a la disponibilitat de nutrients a
intesti prim. Els autors van aillar i caracteritzar vesicules de vora en raspall de
jejunum de rates control i rates dejunades durant 48h, i tant I'expressiéo de CNT1 com
la captacié dependent de sodi de timidina i gemcitabina (una droga derivada de
nucleodsids pirimidinics) mostren un clar augment en les rates sotmeses a dejuni.
Contrariament, I'expressié de CNT1 en fetge disminueix lleugerament. Aquest efecte
es mimetitza en administrar a les rates una dieta lliure de nucledtids suggerint una

regulacié de CNT1 per assequibilitat de substrat. (Valdés et al., 2000).

3.5. REGULACIO DEL TRAFIC | DE LA INSERCIO A MEMBRANA.

En la majoria de models, no només linies cel-lulars sin6 també en mostres
cliniques, no existeix una correlacié directe entre I'expressid del missatger i de la
proteina dels transportadors de nucleosids, perd sobretot la manca de correlacié
s’observa amb la seva activitat. Aquest fet suggereix I'existéncia d’'una regulacié post-
traduccional i en particular una regulacié del trafic dels CNTs i ENTs a la superficie

cel-lular, a més de la regulacié transcripcional.

Recentment, el nostre grup d’investigacié ha estudiat la localitzaci6 i el trafic del
transportador d’alta afinitat d’adenosina CNT2 en fetge i cultiu primari d’hepatocits.
Estudis de fraccionament subcel-lular i de microscopia electronica han demostrat
I'existéncia d’una localitzacié i vies de trafic diferents entre els transportadors CNT1 i
CNT2. Aixi, CNT2 s’expressa principalment a la membrana basolateral dels hepatocits,
mentre CNT1, a través d’una via indirecte, acava localitzant-se a la membrana
canalicular (Duflot et al., 2002). Addicionalment, s’ha demostrat que els acids bil-liars
sbén susceptibles d’induir un increment en l'activitat del transportador CNT2 a temps
curts (entre 30 min i 2 hores), mitjangant un increment del nombre de transportadors a
la superficie cellular. Mitjancant I'is d’inhibidors especifics de diferents vies de
trasduccié de senyals, s’han pogut definir els elements responsables d’aquesta
translocacié de CNT2 a la membrana basolateral dels hepatocits. Aixi, s’ha demostrat
la implicacié de la P13 quinasa, de la cascada Ras/Raf/MEK/ERK i la importancia de la
xarxa microtubular en aquesta resposta. Aquestes observacions son la primera
evidéncia de l'existéncia d’'una via d’inserci6 a membrana del transportador CNT2

altament regulada (Fernandez-Veledo et al., enviat).
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4. METABOLISME DE NUCLEOSIDS | METABOLISME ENERGETIC.

Els nucledsids sén molécules ubiqiies amb una gran importancia en la fisiologia
de la cél-lula. En primer lloc sén els substrats precursors per a la sintesi dels acids
nucleics i s6n per tant fonamentals per la seva viabilitat. A més intervenen en
’homeodstasi energética participant en nombrosos processos bioquimics com el
metabolisme energétic. Aixi, ’ATP a més de proporcionar grups fosfat per a la sintesi
d’altres nucleotids és el principal intermediari en les reaccions de transferéncia
d’energia. Tanmateix no és I'inic a realitzar aquest tipus de funcions, el GTP actua
durant la sintesi proteica, i el CTP és un element important en el metabolisme lipidic. A
més de ser elements estructurals de nombrosos coenzims, actuen també com
mediadors fisiologics de coneguda importancia. Per exemple, 'AMPc exerceix de
segon missatger en nombrosos processos biologics, el GMPc intervé en diversos
processos cel-lulars, 'ADP resulta imprescindible en I'agregacié plaquetaria, etc.
Participen també en la formacié de molts intermediaris actius com I'UDP-glucosa,

GDP-manosa, UDP-galactosa o CDP-etanolamina.

4.1. METABOLISME DE NUCLEOT(S)IDS.

Els requeriments metabolics tant de nucledtids com de les seves bases
corresponents poden cobrir-se a través de tres vies diferents. Tant purines com
pirimidines poden ser sintetitzades mitjangant una via que suposa un alt cost energétic
i que esta restringida a cert tipus cel-lulars, la sintesi de novo. Un mecanisme alternatiu
que, a partir de la recuperacié de bases i nucleosids preformats, permet mantenir els
pools de nucledtids amb menor consum energétic és la denominada via de
recuperacio o salvage, i és imprescindible en aquelles cél-lules que no poden realitzar
la sintesi de novo com és el cas dels enterdcits, les cél-lules de la medul-la dssia,
algunes cél-lules cerebrals, eritrocits i cél-lules del sistema immunitari (Lajtha and
Vane, 1958; Fontenelle and Henderson, 1969; Rudolph et al., 1984). Finalment la dieta
és una font important de nucledsids i nucleobases que permeten la formacié de

nucleotids mitjangant les vies de recuperacio.
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4.1.1. Biosintesi de nucleotids purics.

Aquest procés té lloc principalment en cél-lules parenquimals hepatiques, on

tots els enzims necessaris estan presents en forma d’'un agregat macromolecular.
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Figura 5. Biosintesi de nucleotids purics. La sintesi de nucledtids purics s’inicia amb la
formacié de 5'-fosfo-a-ribosil-1-pirofosfat (PRPP) que posteriorment passa a inosina-5'-
monofosfat (IMP), element bifurcador del procés. PRPPS (5°-fosfo-a-ribosil-1-pirofosfat sintasa),
APRT (amidofosforibosiltransferasa), HPGRT (hipoxantina-guanina-fosforibosiltransferasa),
IMPDH (inosina 5°-monofosfat deshidrogenasa), AdoPRT (adenosina-fosforibosiltransferasa),
ADA (adenosina desaminasa), AMPD (adenosina 5°-monofosfat desaminasa), XO (xantina
oxidasa), PNP (purin-nucleosid fosforil-lases), NDP (nucledsid-difosfat fosforil-lases

L’'IMP representa el punt de bifurcacié en el procés de la biosintesi purica, ja
que pot ser convertit a GMP o AMP mitjancgant reaccions independents. En el cas de la
sintesi d’AMP, es requereix energia en forma de GTP, i en canvi si el procés biosintétic
es decanta cap a la formacio de GMP, I'energia és necessaria en forma d’ATP. Aquest
fet permet a la cél-lula controlar les proporcions dels diferents nuclebtids amb I'objectiu
d’aconseguir un determinat balan¢ energétic. D’aquesta manera, s’observa que una

acumulacié intracel-lular de GTP accelera la sintesi d’AMP a partir d'IMP i viceversa.

Degut al seu alt cost energétic, la sintesi de novo de nucledtids purics es troba
altament regulada. Yamaoka i collaboradors han estudiat la regulacié de
I'amidofosforibosiltransferasa (APRT), enzim que catalitza la reaccié limitant de la
sintesi de nucleotids purics. La utilitzacié de cél-lules CHO deficients per aquest enzim
apunta que els nucledtids purics sbén sintetitzats, en aquestes condicions,
preferentment per la via de recuperacié amb un estalvi energétic associat. S’ha descrit

que l'enzim APRT esta regulat mitjangant un procés de feedback negatiu per
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nucledtids com 'AMP i el GMP (Yamaoka et al., 1996). Posteriorment, els mateixos
autors van demostrar que la inhibicié d’aquest enzim no només regula la sintesi de
nucleotids, sind que també actua sobre el creixement cel-lular i la sintesi proteica. La
regulacié de la biosintesi de GTP també ha estat estudiada per diversos autors.
Webber i col-laboradors van suggerir la rellevancia de la inosina 5’-monofosfat
deshidrogenasa (IMDH), I'enzim que catalitza el pas d'IMP a GMP en aquest procés.
En cél-lules tumorals existeix una induccié de la sintesi de nucledtids de guanina que
podria estar relacionada amb la disminucié observada de lactivitat dels enzims
responsables del catabolisme, principalment de la xantina oxidasa, enzim limitant de la
degradacié dels nucledsids purics. De la mateixa manera, s’ha observat una possible
relacié entre la diferenciacié cel-lular i I'activitat IMPDH (Weber et al., 1992). Estudis
realitzats en diferents linies cel-lulars hematopoiétiques recolzen aquesta hipotesi. Aixi,
la inhibici6é de la IMPDH provoca l'arrest cel-lular en la fase G1 i indueix la diferenciacio
cel-lular. El tractament amb acid micofenolic (MPA), inhibidor especific de I'enzim,
afecta diferents vies de senyalitzacié, provocant la inhibicié de les vies dependents de
les proteina quinases ERK i Tor quinasa, i en canvi s’indueix la fosforilacié de JNK (Gu
et al., 2003).

En condicions d’estalvi energétic, la cél-lula activa la via de recuperacié que a
la vegada inhibeix la sintesi de novo. Tanmateix el mecanisme mitjangant el qual es
produeix aquesta regulacié es desconeix. La via de recuperacié o salvage permet a les
cél-lules estalviar energia mitjangcant la sintesi a partir dels nucledsids i les bases
corresponents generats a través del catabolisme puric. D’aquesta manera, I'adenina, la
guanina i la hipoxantina sén fosforilades gracies a 'accié de dos enzims, I'adenosina
fosforibosil transferasa (adoPRT) i la hipoxantina-guanosina fosforibosil transferasa
(HGPRT). D’altre banda s’ha descrit que la inhibicié6 d’aquesta via per 'activacié de la
via de novo és deguda principalment al consum de 5-fosforibosil 1-pirofosfat i no a la

inhibicié de la APRT com té lloc en cas contrari (Yamaoka et al., 1996).

Addicionalment, les cél-lules disposen de tota una série d’enzims que permeten
la interconversié dels diferents nucledsids i bases. Aixi I'adenosina, mitjancant I'accié
de 'adenosina desaminasa (ADA), pot donar lloc a la inosina i aquesta, mitjangant
l'activitat de diverses purina nucleosid fosforilases (PNP), permet la formacié de

guanosina.
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Molts d’aquests enzims necessaris per a la sintesi o degradaci6 de purines sén
vitals, i alguns defectes genétics en les vies del metabolisme puric poden causar
malaties musculars, neurologiques, renals i immunologiques severes. La deficiéncia en
adenosina desaminasa és un dels casos més significatius. En efecte, la manca
d’aquest enzim en humans produeix alteracions drastiques del metabolisme de purines
veient-se incrementats els nivells d’adenosina i desoxiadenosina. Els malalts que
pateixen aquesta deficiéncia presenten una immunodeficiéncia caracteritzada per una
limfopénia severa de les cél-lules B i T i altres teixits com el tracte gastrointestinal
també es veuen altament afectats (Xu and Kellems, 2000). S’ha descrit que els ratolins
knout out per aquest enzim (ADA-/-) presenten letalitat perinatal causada per danys en
el fetge perd també presenten danys severs en el tim, la melsa i lintesti prim. La
restauracié de I'expressiéo de I'adenosina desaminasa en els trofoblasts d’aquests
ratolins knock va permetre analitzar I'efecte d’aquesta deficiéncia en el tracte
gastrointestinal. Els autors van observar defectes en aquest teixit sobre tot a les
plagues de Peyer i analisis dHPLC van revelar un increment de les concentracions
d’adenosina i desoxiadenosina acompanyat d’'una disminucié de certes bases com la
hipoxantina i la xantina. Addicionalment aquests animals presentaven una baixada de
l'activitat S-adenosilhomocisteina transferasa tot el llarg de l'intesti prim, indicant una
possible disrupcio de la transmetilacié cel-lular i activacié de vies apoptotiques (Xu and
Kellems, 2000).

4.1.2. Biosintesi de nucleoétids pirimidinics.

La biosintesi de nucledtids pirimidinics es produeix principalment en el citosol
d’aquells teixits que presenten tota la maquinaria enzimatica necessaria com la melsa,
el tim, el fetge i els testicles. A diferéncia de la sintesi de purines, en aquest cas no
existeix un element bifurcador com I'I[MP. EI PRPP és incorporat a 'acid orotic, base
pirimidinica formada en primera instancia, per formar I'ororat monofosfat (OMP) a partir
del qual es forma I'UTP. Aquest darrer, mitjancant I'acci6 de la CTP sintetasa, és
aminat donant lloc al CTP. D’altre banda, els nucledtids de timidina provenen dels
dUTP generats.
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Figura 6. Biosintesi de nucleoétids pirimidinics. Degut a la simplicitat de la base, la sintesi
de pirimidines es menys complexa que la de purines. El carbamil-fosfat deriva de la reaccié
citosolica entre la glutamina y el bicarbonat, a diferencia del sintetizat durant el cicle de la urea
(mitocondrial). CPSasa |l (carbamil-fosfat sintetasa Il), ATCasa (aspartat transcarbamilasa),
OPRT (orotat fosforribosil transferasa), ODC (orotat descartoxilasa), UK (uridilat quinasa),
CTPS (CTP sintasa), PNP (pirimidin-nucledtids quinases), RR (ribonucledtid reductasa), CS
(citidina desaminasa), UP (uridina fosforilasa), TS (timidilat sintasa), TK (timidina quinasa).

La regulacioé de la sintesi de pirimidines depén principalment de les primeres
reaccions del procés, que son catalitzades per un complex proteic multifuncional
denominat CAD format per tres activitats enzimatiques, la carbamilfosfat sintetasa-ll
(CPSasa), aspartat transcarbamilasa (ATCasa) i la dihidroorotasa (DHOasa). L'estudi
comparatiu entre els llevats i els mamifers, aixi com la generacié de quimeres, ha
demostrat que, en mamifers, la reacci6 limitant del procés i per tant susceptible de ser
modulada és la catalitzada per I'enzim CPSasa (Serre et al., 1998). Diversos autors
han descrit que en resposta a estimuls proliferatius, tant la sintesi de novo com la via
de recuperacié sén activades durant el cicle cel-lular, degut probablement a la
necessitat d’incrementar els diferents pools nucleotidics per a la sintesi de DNA.
Graves i colaboradors van demostrar que I'activacié de la CPSasa és dependent de
l'activacié de les MAP quinases. Aixi, I'activacié d’aquesta cascada per 'EGF regula
l'activitat enzimatica CPSasa mitjan¢cant dos mecanismes, la pérdua de la capacitat
inhibidora de I'UTP aixi com la sensibilitzacié a una regulacié positiva per fosforibosil
pirofosfat (Graves et al., 2000). A més de la regulacioé alostérica, I'activitat CPSasa

esta controlada mitjangant un procés de fosforilacié dependent de la via de les MAPK i
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de la PKA en funci6 de la fase del cicle cel-lular en la que es troba la cél-lula (Sigoillot
et al., 2002; 2003).

Durant la via de recuperacié de nucledtids pirimidinics, la uridina i la citidina
poden ser fosforilades de manera seqtiencial fins a la seva forma trifosfat per I'accié de
diversos enzims: les uridina-citidina quinases (UCKs), dues de les quals han estat
clonades recentment (Van Rompay et al., 2001), les UMP-CMP quinases (Van
Rompay et al., 1999) i les nucleosid difosfat quinases. La primera fosforilaci6 és el pas
limitant d’aquest procés i diversos estudis han demostrat un augment de I'activitat UCK
en cel-lules tumorals respecte cél-lules control (Herzfeld and Raper, 1979; Shen et al.,
1998). Entre els enzims que també juguen un paper important en la via de recuperacio
de nucledsids i nucledtids pirimidincs, es troben les citidina desaminases, les quals
catalitzen la desaminacié hidrolitica del seu substrat generant el corresponent
producte, uracil. Estudis recents indiquen una localitzacié intracel-lular nuclear, a més
de la citosodlica, per el qué es postula que la via de recuperaciéo no només té lloc en el
citosol cel-lular, amb les implicacions que aixd pot tenir sobre la regulacio del

metabolisme i de la biosintesi de nucledtids i nucledsids (Somasekaram et al., 1999).

De la mateixa manera que en el cas de les purines, la sintesi i degradacié de
pirimidines és un procés essencial en totes les cél-lules i que cal que estigui altament
regulat a fi d’evitar desordres metabdlics. La uridina, no només és un important
precursor de la via de recuperacié de pirimidines, sin6 que participa en processos
fisiologics i patofisiologics. Un dels enzims clau que regula la seva homeostasi és la
uridina fosforilasa i s’ha descrit que la deficiéncia d’aquest enzim produeix canvis tant
en el metabolisme pirimidinic com en el purinic. Aixi, ratolins knock-out per la uridina
fosforilasa, a més d’'un increment en els nivells d’uridina i de diversos nucledtids
pirimidinics, a la vegada presenten un augment dels nivells de dGTP i dATP.
Addicionalment, s’ha observat que aquests animals sén menys sensibles a la toxicitat
deguda a l'analeg de nucleodsid 5-FU, suggerint que la uridina pot jugar un paper
protector dels teixits de I'hoste. Aquests resultats demostren que la deficiéncia
d’'enzims del metabolisme de nucledtids no només produeix alteracions en
'homeodstasi d’aquests soluts sin6 que també poden afectar ['eficiéncia dels

tractaments en les terapies antiviriques i antitumorals (Cao et al., 2005)
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4.1.3. Formacio de desoxiribonucleotids.

En condicions basals, la cél-lula conté de 5 a 10 vegades més RNA (mMRNA,
rRNA i tRNA) que DNA, és a dir que durant la biosintesi de nucleotids principalment es
generen rNTPs. Tot i aixi, la produccié de dNTPs és imprescindible en el moment en
que les cél-lules proliferants necessiten replicar el seu genoma. Llavors, rINTPs sén
reduits mitjangant I'accio la de la ribonucleotid reductasa (RR), un enzim multifuncional
format per dues subunitats proteiques diferents (R1 i R2), i a continuacié sén fosforilats

a dNTPs per les nucleosid difosfat quinases (NDPKs).

Com que la RR és I'tinic enzim present en la formacié de tots els dNTPs, tant la
seva activitat com la seva especificitat de substrat es troben altament regulades.
Chabes i col-laboradors, interessats en la regulacié transcripcional d’aquest enzim,
apunten cap a la subunitat R2 com la responsable de controlar I'activitat enzimatica del
complex durant el cicle cel-lular. Aixi, mentre que a la fase G1 els nivells de R2 sén
practicament indetectables, el factor de transcripci6 E2F indueix la seva expressio
durant la fase S (Chabes et al., 2004). Per altre banda, s’ha estudiat la seva regulacié
alostérica i s’ha demostrat que els diferents nucleotids sén capagos de modular la seva
activitat enzimatica mitjancant la unié a llocs especifics de I'enzim, ajustant I'afinitat de
l'enzim per aquells nucledtids menys abundants (Chimploy and Mathews, 2001;

Kashlan and Cooperman, 2003).

D’altre banda, els dNTPs també poden obtenir-se a partir dels
desoxiribonucleodsids preformats importats dins la cél-lula a través dels transportadors
de nucledsids mitjancant la via de recuperaci6. Una vegada a I'interior cel-lular, com en
el cas anterior, també cal que siguin fosforilats fins arribar a la seva forma trifosfat.
Aquest procés té lloc en tres etapes subseqients catalitzades per desoxiribonucleosid
quinases, nucleosid monofosfat quinases (NMPs) i difosfat quinases (NDPKs) (Van
Rompay et al., 2000).

Cal destacar que la formacié de desoxiribonucleodtids també és necessaria per
mantenir la replicaci6 del DNA mitocondrial. Aixi, els desoxinucledsids i
desoxinucleotids sbén transportats a [linterior d’aquests organuls a través de
transportadors de nucledsids equilibratius i del transportador de desoxinucleotids
(DNC) respectivament. En aquest sentit, s’ha identificat hENT1 com un transportador

de desoxinucledsids mitocondrial (Lai et al.,, 2004). A [linterior dels mitocondris,
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aquests soluts poden generar les formes trifosfat ANTPs gracies a la preséncia de

diversos dels enzims citats anteriorment (Patrick et al., 2005).

4.1.4. Catabolisme de nucleosids.

El catabolisme dels nucledsids produeix en ultima instancia B-alanina o B-
aminoisobutirat en el cas de pirimidines i acid uric quan es degraden les purines. La
reaccié catabdlica central en els dos casos és el tall fosforolitic de I'enlla¢ N-glicosidic
dut a terme per l'activitat de les diferents nucledsid fosforilases. Durant aquesta
reaccid I'estructura del nucledsid és destruida alliberant pentosa-1-fosfat i la base
purica o pirimidinica corresponent (Bzowska et al., 2000; Pugmire and Earlick, 2002).
La pentosa 1-P alliberada pot ser isomeritzada formant pentosa 5-P. En el cas de que
es tracti de ribosa-5P pot ésser utilitzada per la sintesi de 5-phosphoribosil-1-pirofosfat
(PRPP) o convertida a través de la via de les pentoses en intermediaris glicolitics, i en
canvi la desoxiribosa-5-P només pot ser dirigida cap a la via glicolitica (Sgarrella et al.,
1997).

(deoxy)ino \ / (deoxy)Ado

(deoxy)ino (deoxy)Ado

out

nucleoside

fransporter Figura 7: Esquema de la utilitzacié6 dels

{deoxy)ino T (deoxy)Ado n

(desoxi)nucleotids. (1) adenosina desaminasa;
(2) purina  nucledsid fosforil-lasa;  (3)
fosforibomutasa; (4) desoxiRib-5-P aldolasa; (5)

P
@
Hyp % Glycolysis

aldehid oxidasa; (6) acetilCoA sintetasa; (7)

(deoxy)Rib-1-P iy transcetolasa; (8) transaldolasa; (9) PRPP
6] glyceraldehyde-3-P sintetasa.
deoxyRib-5-P L{
® o
FRPF «— Rib-5-P acetaldehyde
(+ 2 more Rit-5-F} @l
l® @l
l® acetyl-CoA
o 3
2 glucc‘vse-ﬁ-P
glyceraldehyde-3-P rens cyes

En aquest sentit, s’ha demostrat que els eritrocits catabolitzen la inosina i la
hipoxantina, i la pentosa alliberada en aquest procés és convertida a lactat a través de
la via de les pentoses fosfat i la glicolisi generant una produccié neta d’ATP (Bartlett

and Bucolo, 1968). Tot i que la glucosa representa la principal font d’energia en la
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majoria de tipus cel-lulars, en condicions d’hipoxia o isquémia, condicions en qué
l'oxigen no és suficient per mantenir la respiracié6 mitocondrial, els nucleosids
esdevenen una de les principals fonts energétiques de la cél-lula. Giannecchini i
col-laboradors han demostrat que les cél-lules LoVo, derivades d’'un carcinoma de
colon huma, en condicions de privacié de glucosa i inhibicié de la la fosforilacié
oxidativa, incrementen no només el transport de glucosa siné també el transport de
desoxiadenosina. Addicionalment, han comprovat que la preséncia d’inosina en
aquestes condicions de baixa carrega energética indueix la recuperacié o preservacio
dels nivells d’ATP i la produccié de lactat corroborant el fet que la ribosa generada pel
catabolisme de nucledsids pot ésser utilitzada per cél-lules eucariotes com a font

d’energia (Giannecchini et al., 2005)

4.2. NUCLEOSIDS DE LA DIETA.

Els nucledtids suministrats per la dieta es presenten majoritariament en forma
de nucleoproteines sobre les quals actuen enzims proteolitics del suc gastric i
pancreatic, encarregats d’alliberar els acids nucleics. Aquests sén degradats per
acci® de les ribonucleotidases, desoxiribonucleotidases, fosfodiesterases i
nucleotidases generant una barreja de nucledsids i nucleobases lliures. S’ha descrit
que aproximadament el 90% dels nucleosids i nucleobases de la dieta son captats a
través dels corresponents sistemes de transport, fonamentals en la regié proximal de
lintesti (Sanderson and He, 1994). Dins I'enterocit, els nucledsids sén degradats i els
productes resultants del catabolisme s6n excretats o un petit percentatge incorporats.
Tot i aixi, semblaria que durant els processos de creixement rapid i alimentacio
limitada la seva retenci6é en els diferents teixits es veu incrementada (Kolassa et al.,
1977; Salati et al., 1984).

Els nucledtids de la dieta ténen una importancia crucial en la nutricio,
principalment durant les primeres etapes del creixement i desenvolupament dels
infants. La llet materna és altament rica en nucledtids i la seva absorcié modula tota
una seérie de funcions corporals. S’ha descrit que els nucleotids exdgens milloren les
respostes immunologiques, ajuden al desenvolupament del tracte gastrointestinal,
afavoreixen I'absorcié de ferro i contribueixen al metabolisme lipidic facilitant la sintesi
d’acids grassos en els estadis primerencs de vida (Schlimme et al., 2000).
Addicionalment, diversos estudis han demostrat que un suplement de nucledtids a la

dieta és beneficial per I'0ptim funcionament dels enterdcits jugant un paper important
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sobretot en situacions de reparacié tissular després d’un dany intestinal o durant

periodes de rapida proliferacié cel-lular (Quan et al., 1990; Ortega et al., 1995).

L’analisi de diversos models cel-lulars intestinals també ha posat de manifest
que l'addici6 de diferents nucledtids contribueix als processos de diferenciacio,
proliferacié o apoptosi en funcié de I'estat de diferenciacié cel-lular i dels nucledtids
utilitzats. He i col-laboradors han descrit que la preséncia d’'una barreja de nucledtids
indueix la proliferacié de les cél-lules IEC-6, cél-lules derivades d’epiteli intestinal
normal de rata, i en canvi en el cas de les cél-lules Caco-2, derivades de cancer de
colon huma, el creixement només es veu incrementat en condicions d’estrés, és a dir
quan les cél-lules creixen deprivades de glutamina o d’aminoacids essencials. D’altre
banda s’ha observat que I'addicid de nucleodtids en cél-lules IEC-6 sembrades sobre
una matriu extracel-lular (matrigel) produeix un increment de diversos enzims presents
en la membrana apical utilitzats com marcadors de diferenciacié. En canvi, les cél-lules
Caco-2 només presenten increments d’aquestes activitats enzimatiques com sacarasa,
fosfatasa alcalina i lactasa en condicions d’estrés (He et al., 1994). Aquests resultats
demostren que els suplements en nucleotids poden afavorir el creixement i maduracié
dels enterdcits (He et al.,, 1993). Les diferéncies existents entre els dos models
cel-lulars semblaria dependre del fet que les cél-lules IEC-6 presenten una sintesi de
novo molt baixa ja que els hi manca l'activitat de diversos enzims claus, i al contrari,
les linies cel-lulars provinents de cancers com les cél-lules Caco-2 presenten una
capacitat molt superior per generar nucledtids a través de la biosintesi de novo
(Weber, 1983). En consequéncia, les cél-lules IEC-6 s6n molt més dependents de la
font exdgena de nucleodsids per mantenir la proliferacié. Per altra banda, s’ha descrit
que els nucleosids, principalment 'adenosina pot modular 'apoptosi en cél-lules HL-60
i Caco-2, tot i que no es coneixen els mecanismes implicats en aquest efecte (Meisel
et al., 1998).

També existeixen diversos estudis respecte el paper dels nucleotids i
nucleodsids de la dieta en el fetge, dérgan que juga un paper central en el metabolisme
nucleotidic. L’aport hepatic de nucleotids cap a d’altres teixits es manté a través de les
vies de sintesi de novo i de recuperacié o salvage, i addicionalment al transport de
nucledsids recuperats per la ingesta (Gasser et al., 1981; Holstege et al., 1991).
Després d’'una agressié o lesidé de I'd0rgan, la biosintesi de nucledtids a través de les
dues vies possibles (sintesi de novo i via de recuperacid) s’activa i el flux de

nucleodsids cap a l'interior cel-lular es veu incrementat, afavorint la regeneracio del teixit
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(Ohyanagi et al., 1989; Yamaguchi et al., 1985). D’altra banda s’ha descrit que ratolins
deslletats alimentats amb una dieta lliure de nucleotids presenten nivells incrementats
de colesterol hepatic, bilirrubina sérica i disminucié del pes de I'érgan (Novak et al.,
1994). Aquests resultats suggereixen que els nucledsids exdgens afecten a la
composicido i a la funcid hepatica, essent especialment importants de cara al
subministrament cap a d’altres teixits quan la capacitat de sintesi per part d’aquest

organ es veu disminuida per malaltia o lesié.

4.3. ACTIVACIO PURINERGICA.

Tot i que la majoria dels nucledtids de I'organisme son intracel-lulars, també
se’n troben en el plasma a concentracions del rang uM, on exerceixen accions similars
a les hormones a través de la seva unié a receptors especifics localitzats a la
membrana plasmatica. La clonaci6 molecular de diferents receptors i les analisis
fisiologiques i farmacologiques han demostrat que totes les cél-lules eucariotes
expressen receptors per 'ATP perd que I'ADP, UTP, UDP i una varietat de
diadenosines polifosfat també sdn molécules actives i actuen de manera autocrina o
paracrina com a potents agonistes activant diverses cascades de transduccio de
senyal, entre les que s’inclouen les vies de 'AMPc i de I'inositol/calci (Abbracchio and
Burnstack, 1998; Fischer, 1999; Miras-Portugal et al., 1998). Els nucleotids a través
dels receptors purinérgics de la familia P2X i P2Y exerceixen multiples accions. Aixi,
intervenen en la regulacié del ritme cardiac, I'agregacié plaquetaria, el funcionament
renal i el funcionament leucocitari i regulen la secrecié d’ions al pancreas, I'intesti prim
i el colon. La gran diversitat de receptors i el fet que un mateix teixit presenti diversos
tipus d’aquests receptors fa que sigui extraordinariament dificil establir de manera

precisa quin és el paper especific de cadascun d’ells.

Els nucledtids extracel-lulars son alliberats en condicions fisioldogiques per una
gran varietat de cél-lules. Aixi, les neurones alliberen ATP que actua de transmissor,
les cél-lules endotelials també n’alliberen en resposta a canvis en el flux sanguini i les
plaquetes alliberen ATP i ADP durant la desgranulacio, entre d’altres exemples.
Tanmateix, aquests nucleotids extracel-lulars tenen una vida mitja molt curta (2 minuts
en el cas de 'ATP). Aquest fet esta lligat a I'activacié purinérgica ja que sn necessaris
mecanismes d’inactivacié o recaptacié d’aquests nucleotids a fi d’aturar els senyals
conduits a través dels receptors. Actualment, es coneixen varies families d’enzims,

com les ectonucleotidases, les ectofosfodiesterases i la 5’-nucleotidasa, responsables
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d’hidrolitzar els nucledtids fins als respectius nucledsids. Aquests enzims es poden
trobar ancorats a la membrana plasmatica de la cél-lula o en forma soluble en els fluids
corporals i presenten una expressié especifica de teixit i de tipus cel-lular. No només
actuen controlant la funcid dels receptors de nucleotids, sindé que també soén
indispensables per la via de recuperacié de la sintesi de nucledtids i tenen una funcié

nutricional a nivell de I'epiteli intestinal (Zimmermann, 2000).

L’adenosina, com I'ATP, és un important component del sistema purinérgic i
esta implicada en un ampli ventall de processos fisiologics com la neurotransmissio,
I'activitat cardiovascular, la lipdlisi o 'agregacié plaquetaria, i a la vegada intervé en el
control del transport d’ions i fluids als epitelis renal, gastrointestinal i respiratori. Aquest
autocoid exerceix les seves accions a través de receptors purinérgics P1 (A1, A2A,

A2B i A3), situats a la membrana plasmatica i acoblats a proteines G.

Hi ha dos fonts principals d’adenosina extracel-lular: la conversié dels
nucledtids d’adenina a adenosina mitjangcant l'accié de les ectonucleotidases
extracellulars i l'alliberament d’adenosina a través dels transportadors de nucleosids
equilibratius. En condicions normals la majoria de I'adenosina basal prové de I'accié de
la S-adenosilhomocisteina hidrolasa (Lloyd et al., 1988; Bontemps et al., 1993).
Tanmateix, en condicions d’elevada demanda d’oxigen o de baixa carrega energeética,
s’incrementen els nivells d’adenosina degut a la degradaci6é (desforsforil-lacié) de
'AMP via la 5-nucleotidasa. Dins la cél-lula aquesta adenosina generada pot ésser
desaminada a inosina mitjangant l'acci® de [Il'adenosina desaminasa (ADA),
refosforilada a AMP mitjangant I'activitat de I'adenosina quinasa (AK) o transportada
als fluids extracel-lulars a través dels transportadors equilibratius de nucleosids (Stiles,
1992; Zhou et al., 1992). La comparaci6 entre les propietats cinétiques de 'AK i TADA
suggereix que la majoria de I'adenosina intracel-lular és metabolitzada via I'adenosina
quinasa. S’ha descrit per exemple que en el cor un 90% de I'adenosina generada per
la 5’-NT és refosforilada per l'accié de 'AK (Kroll et al., 1993). En consequéncia,
aquest enzim pot considerar-se un punt clau del control dels nivells d’adenosina
intracel-lular i en ultima instancia dels nivells extracel-lulars i de l'activacié dels
receptors P1. En aquest sentit, s’ha demostrat que la inhibicié6 de 'adenosina quinasa
de manera farmacolodgica, mitjancant inhibidors especifics, produeix un increment
drastic de les concentracions d’adenosina de manera especifica en determinats teixits
(Kawaluck et al., 1998). La utilitzacié d’aquests inhibidors representa un mecanisme

que permet afavorir de manera selectiva les accions protectores de I'adenosina
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minimitzant els efectes no especifics associats amb [I'administracié sistémica
d’agonistes de receptors d’adenosina i per tant tenen un alt potencial terapéutic en
arees d’inflamacié, analgésia, epilépsia i isquémia cerebral (Kowaluck et al. 1998;
Boyle et al., 2001; Jarvis et al., 2002).

Tanmateix, els transportadors de nucleodsids també son responsables en gran
part de regular I'assequibilitat d’adenosina extracel-lular, i en conseqiéncia sbn
susceptibles de modular les seves funcions. La implicacié dels transportadors de
nucleodsids en I'activacié purinérgica s’ha discutit més extensament en l'apartat 3.3

d’aquesta memoria.

4.4 PROTEINA QUINASA DEPENDENT D’AMP (AMPK).

La regulacié dels nivells energétics és un procés fonamental en tots els
organismes vius. A nivell cellular, 'ATP s’ha de mantenir a concentracions
relativament altes (generalment 10 vegades per sobre la concentracié d’AMP) a fi de
poder garantir el funcionament dels processos metabdlics essencials. A tot
'organisme, també és crucial el manteniment d’'un balang¢ entre I'aport d’energia i la
demanda energética. Recentment, ha sorgit un nou jugador en la regulacié del balang
energétic, la proteina quinasa dependent dAMP (AMPK). L’AMPK és un sensor dels
nivells energétics cel-lulars i actua exercint una rapida regulacié sobre processos
catabdlics i anabdlics amb l'objectiu de mantenir el pool cel-lular d’ATP. Aquesta
proteina quinasa respon a canvis en la relaci6 AMP:ATP, indicador molt més sensible
que la relaci6 ADP:ATP si tenim en compte que la reacci6 catalitzada per I'adenilat
quinasa (2ADP « ATP + AMP) es manté proxima a I'equilibri en la majoria de cél-lules
eucariotes (Hardie and Hawley, 2001). Aixi, en situacions de deplecié d’ATP, és a dir
quan incrementen els nivells dAMP, TAMPK s’activa i actua inhibint els processos
biosintétics, que consumeixen energia, i activant els processos que en generen. La
regulacié exercida per TAMPK esta mitjangada tant per canvis a curt termini, és a dir
mitjancant l'activacié o la inhibici6 d’enzims, transportadors i proteines quinases
(Hardie and Carling, 1997), com a llarg termini alterant I'expressio de gens i de
proteines (Leclerc et al., 1998; Woods et al, 2000; Ferré et al., 2003).
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4.4.1. Estructura de ’AMPK.

L’AMPK és un complex heterotriméric constituit per una subunitat catalitica,
anomenada a, i dues subunitats reguladores (B i y), cadascuna de les quals esta
codificada per dos o tres gens diferents (a1,2; 1,2; y1,2,3) (Mitchelhill et al., 1994;
Davies et al., 1994). El fet que totes les possibles combinacions entre les diferents
isoformes semblin poder formar complexes, juntament amb les possibles variants
d’'splicing i I'is alternatiu de promotors diferents, condueix a un immensa varietat de
complexes AMPK actius. Tot i que només la quinasa de mamifer ha estat ben
caracteritzada a nivell bioquimic, s’han trobat gens ortolegs de les tres subunitats (o, 8
i v), en totes les espécies d’eucariotes analitzades. Aquest fet suggereix que la
formacié del complex heterotriméric és un requeriment essencial per les propietats

funcionals i estructurals d’aquesta proteina quinasa (Hardie et al., 2003).

Les subunitats catalitiques o (1 i 2) presenten a I'extrem N-terminal un domini
tipic de Ser/Thr quinasa amb caracteristiques conservades entre la superfamilia de
proteina quinases (Hanks et al., 1988). L'extrem C-terminal d’aquesta subunitat conté
una regi6 d’aproximadament 150 aminoacids implicada en I'associaci6 amb les
subunitats reguladores B i y, mentre la regi6 intermitja de la proteina (en el cas d'a1
residus 312-392) sembla estar associada a una funcié inhibidora (Crute et al., 1998).
La subunitat a presenta una série de residus susceptibles de ser fosforilats tant in vitro
com in vivo. Un d’aquests residus és la treonina 172 (T172) i la seva fosforilacié és
imprescindible per l'activitat de TAMPK (Stein et al., 2000). La subunitat g, a més
d’actuar de pont entre les altres dues subunitats, podria estar implicada en la uni6
d’aquesta proteina al glicogen. En aquest sentit s’ha descrit la preséncia d’'un domini
GBD (glycogen binding domain), generalment present en enzims implicats en el
metabolisme del glicogen i del mido, i s’ha demostrat que l'activacié de 'AMPK en el
muscul esquelétic esta bloquejada en condicions de concentracions elevades de
glicogen (Wojtaszewski et al., 2002). Finalment, la subunitat y presenta quatre
repeticions en tandem dels motius de seqiiéncia anomenats CBS o de Bateman.
Aquestes sequéncies estan formades per 60 aminoacids i es troben en diverses
proteines de procariotes i eucariotes: I'acronim deriva de I'enzim cistationina-p-sintasa.
En el cas de 'AMPK aquests dominis repetits semblen estar implicats en la unio
d’AMP, de manera que una mutaci®é en aquests punts produeix la formaci6é del

complex intacte perd inactiu (Scott et al., 2002; Daniel and Carling, 2002). En altres

60



Introduccié

proteines, els dominis CBS uneixen altres derivats d’adenosina com I'ATP o la S-
adenosilmetionina, la caracteristica comuna entre totes elles és la unié a un lligand
que conté adenosina i que activa la seva funcié. En totes aquestes proteines
mutacions puntuals que interfereixin en la unié amb el ligand causen una amplia
varietat de malalties hereditaries, des de la retinitis pigmentosa fins a I'epilépsia (Scott
et al., 2002).
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4.4.2. Regulaci6 de ’AMPK.

L'AMPK és activada per 5-AMP a tres nivells diferents, i tots ells sén
antagonitzats per concentracions elevades d’ATP. En primer lloc, la uni6 a AMP
produeix una activacié alostérica d’aquesta proteina. S’ha descrit que la magnitud
d’aquest efecte varia segons les diferents isoformes, aixi per exemple la isoforma
catalitica a2 és més dependent de la concentraci6 d’AMP, de manera que presenta
una activacié alostérica superior a la isoforma a1 (Salt et al., 1998). En segon lloc la
unié d’AMP fa que 'AMPK sigui un millor substrat per la seva quinasa upstream, és a
dir, la quinasa que esta per sobre d’ella en la cascada de senyalitzacié (Hawley et al.,
1996). Aquesta quinasa upstream, recentment identificada com el supressor tumoral
LKB1 (Lizcano et al., 2004), activa TAMPK mitjancant la fosforilacié de la Thr'’?,
present a la subunitat catalitica «. Cal destacar, que la Thr'’? i la sequiéncia del voltant
es troben altament conservades en els ortolegs de tots els eucariotes i la mutacié del
residu equivalent a la subunitat o de llevat (Snf1) produeix una pérdua total de funcié
in vivo (Estruch et al., 1992). D’aquesta manera, encara que no es coneix del cert si la
regulacié alostérica esta conservada en tots els eucariotes, si que s’ha pogut

demostrar que la regulacioé per fosforilacié és critica i esta conservada en totes les
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espécies estudiades. Estudis previs havien posat de manifest que la quinasa LKB1 és
un supressor tumoral i que mutacions en aquesta proteina condueix a la pérdua de la
seva activitat, fet que té lloc en pacients del sindrome de Peutz-Jeghers, un desordre
genetic autosomic dominant caracteritzat per la preséncia de polips hamartomatosus
(creixements benignes de teixits diferenciats) en el tracte gastrointestinal que
predisposen al desenvolupament de tumors malignes (Hemminki et al., 1998; Jenne et
al., 1998). Finalment, la uni6 d’AMP també afavoreix I'activitat de TAMPK mitjangant un
tercer mecanisme, ja que inhibeix la seva desfosforilacié i inhibicié per fosfatases
(Davies et al., 1995).

Aquesta ftriple regulacié per AMP fa que el sistema sigui extremadament
sensible a aquest lligand. A més, altres fets contribueixen a la seva elevada sensibilitat
com per exemple el tipus d’'unié cooperativa a AMP que presenten els dominis de
Bateman (Scott et al., 2002). Addicionalment s’ha descrit que la LKB1, la quinasa
responsable de la seva fosforilacié i activacié, t¢ una Km molt baixa per TAMPK
(Hardie et al., 1999). Totes aquestes observacions indiquen que petits canvis de les
concentracions d’AMP poden produir respostes molt més amplies, existint un efecte
amplificador de la senyal. Aquesta elevada sensibilitat sembla ser un punt clau per tal
que [I'AMPK pugui mantenir l'estat energétic de la céllula dins uns limits

extremadament estrets i controlats.

Com s’ha comentat anteriorment, la proteina quinasa dependent dAMP és
activada en situacions d’estrés, és a dir situacions en les quals els nivells d’ATP
disminueixen, com és el cas de la privacié de nutrients, I'estrés oxidatiu, la hipoxia i
I'enverinament metabodlic. Aquestes serien doncs situacions d’estrés patologiques que
interfereixen en la sintesi d’ATP, perd en condicions d’estrés fisioldgic com és el cas
de l'exercici en el muscul esquelétic també s’observa I'activacié d’aquesta proteina
(Hutber et al., 1997; Vavvas et al., 1997). Nombrosos estudis suggereixen que 'AMPK
€s un mitjanger important de les respostes metabodliques en resposta a I'exercici i en
consequéncia aquesta proteina quinasa sembla ser responsable de molts dels
beneficis de I'exercici regular, fonamentals en els casos de prevencié i tractament de la
obesitat i de la diabetis de tipus II. En efecte, dos dels principals tipus de farmacs usats
habitualment en el tractament de la diabetis, biguanines com la metformina i
thiazolonideniones, produeixen l'activacié de 'AMPK (Zhou et al., 2001; Fryer et al.,
2002).
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4.4.3 Paper de ’AMPK en la regulacié del metabolisme cel-lular.
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Figura 9: Dianes conegudes de I’AMPK.
e Metabolisme de la glucosa.

La captacié de glucosa en el muscul esquelétic representa més del 70% del
gast de glucosa en humans, aquest procés té doncs una vital importancia en
’homeostasi de la glucosa a nivell de tot 'organisme. Tant la contraccié del muscul
(Goodyear and Kahn, 1998) com la preséencia d’insulina (Ryder et al., 2001) estimulen
la captacié de glucosa mitjangant la translocacié de GLUT4 a la membrana plasmatica.
Evidéncies recents han posat de manifest que 'AMPK esta implicada en la
translocacido de GLUT4 en resposta a I'exercici. Aixi, I'exercici fisic o la contraccié
induida de manera experimental produeixen una activacié de 'TAMPK i un increment
del transport de glucosa per un mecanisme independent d’insulina (Winder and Hardie,
1999; Mu et al., 2001). Addicionalment s’ha observat que el tractament d’aquest teixit
amb Aicar, activador farmacologic d’aquesta proteina quinasa, també promou un
increment del transport de glucosa, produit per la translocaci6 de GLUT4 a la

superficie cel-lular in vitro (Hayashi et al., 1998) i in vivo (Bergeron et al., 1999).
D’altre banda, el paper de 'AMPK en el transport de glucosa s’ha estudiat

mitjancant un model de ratoli transgénic que sobreexpressa al muscul esquelétic i

cardiac una forma mutada d’aquesta proteina que actua com a dominant negatiu de
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l'activitat endogena (Mu et al., 2001). En aquests animals no s’ha observat cap canvi
de l'activitat basal de GLUT4, indicant que 'AMPK no juga un paper rellevant en la
captacio basal de glucosa. En canvi en condicions d’hipoxia, s’observa un bloqueig
total de la translocaciéo de GLUT4 i en el cas de la contraccié també s’observa una
disminuci6 de I'increment de la captacié de glucosa via aquest transportador. Es a dir
que 'AMPK sembla ser un intermediari imprescindible en la resposta de GLUT4 en
condicions d’hipdoxia. No obstant, en el cas de la contraccid6 muscular, només
transmetria una part d’aquest senyal. Tot i que aquesta regulaci6 de GLUT4 és
independent de la via de la insulina, s’ha demostrat que 'AMPK fosforila el receptor
d’insulina IRS-1, el que indicaria que podria mitjangar I'increment de la sensibilitat a

insulina que acompanya I'exercici (Jakobsen et al., 2001).

Contrariament, en cél-lules derivades de teixit adipdés 3T3-L1, I'Aicar inhibeix la
translocaci6 de GLUT4 induida per insulina (Salt et al., 2000). Aquests resultats
suggereixen que a diferéncia del muscul esquelétic, on I'estimulaci6 de 'AMPK
produeix un increment de la captacioé de glucosa per tal d’obtenir ATP, en els adipocits
aquesta proteina quinasa inhibeix el transport de glucosa estimulat per insulina, a fi
d’inhibir la sintesi de triacilglicerol i preservar I'estat energétic de la cél-lula. D’altres
estudis han demostrat que 'AMPK també estaria implicada en la regulacié del
transport de glucosa mitjangcat per GLUT1, de manera que en condicions d’estrés
metabolic s’estimularien els transportadors GLUT1 situats a la superficie de la cél-lula

mitjangant un mecanisme dependent de 'AMPK (Barnes et al., 2002).

El fetge juga un paper central en el control de 'homedstasi de la glucosa en
mamifers, tot i que només és responsable del 30% del consum de glucosa
(Pagliassotti and Cherrington, 1992). Zhou i col-laboradors han demostrat que I'Aicar,
és a dir 'activacié de 'AMPK, produeix una disminucié de I'alliberament de glucosa per
part dels hepatocits (Zhou et al.,, 2001). D’altre banda, hi ha diversos estudis que
posen de manifest el paper de TAMPK en la regulacié de I'expressié de molts gens
implicats en el metabolisme de la glucosa i dels lipids en aquest teixit. En aquest
sentit, s’ha demostrat que la sobreexpressié d’'una forma constitutivament activa de
I'’AMPK produeix canvis en els nivells d’expressié d’enzims que es troben generalment
sota control de nutrients o d’hormones, com la insulina (Foretz et al., 1998; Leclerc et
al., 1998; Woods et al., 2000). Aquests enzims inclouen la L-PK (isoforma hepatica de
la piruvat quinasa), la fosfoenolpiruvat quinasa i enzims del metabolisme lipidic dels

quals es fara esment en el seglent punt. Els factors de transcripcié implicats en la

64



Introduccié

regulacié de gens glicolitics i lipogénics regulats per insulina i glucosa han estat
recentment descrits com SREBP-1c (sterol-response-element binding protein 1c)
regulador clau de I'expressidé de gens lipogénics, ChREBP (carbohidrate-response-
element binding protein) i de HNF-4a (hepatocyte nuclear factor 4alfa), implicats en la
regulacié de l'expressi6 de GLUTZ2 i L-PK. Aixi, el tractament amb Aicar o la
sobreexpressi6 d’una forma constitutivament activa de I'AMPK produeix una
disminucié de [lactivitat transcripcional de SREBP-1c, ChREBP i HNF-4a que
produeixen tant una disminucié de I'expressié de gens lipogénics com de GLUT2 i L-
PK (Kawaguchi et al., 2001; Leclerc et al., 2001). Cal destacar que en aquestes
condicions també s’observa una repressié de la via gluconeogénica produida per una
disminucio6 de I'expressio de la G6Pasa (Barthel et al., 2002) i de la PEPCK (Lochhead
et al., 2000; Hubert et al., 2000), resultant en una disminucié de la produccié de

glucosa en el fetge.

¢ Metabolisme lipidic.

L’AMPK regula multiples aspectes del metabolisme lipidic tant a curt termini
com a llarg termini. Aquesta proteina reguladora de I'estat energétic cel-lular produeix
un increment de I'oxidacié d’acids grassos i una disminuci6 de la lipogénesi promovent
un increment dels nivells d’ATP, mitjangant I'acci6é sobre cinc enzims claus: I'’AcetilCoA
carboxilasa (ACC), la lipasa sensible a hormones (LH), la HMGCoA reductasa
(HMGR), la glicerol fosfat aciliransferasa (GPAT) i la malonilCoA descarboxilasa
(MDC) (Park et al., 2002; Wojtaszewski et al., 2002; Roepstorff et al., 2004).
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Aixi, TAMPK fosforila i en consequéncia inhibeix 'ACC, enzim limitant de la
sintesi de malonilCoA (Hardie and Carling, 1997), a la vegada que afavoreix la

degradacié del malonil-CoA mitjangant I'activacié de la MDC (Park et al., 2002). En

65



Transportador d’alta afinitat d’'adenosina CNT2: Regulacié i Paper com a regulador metabdlic

aquestes condicions, es produeix una disminucié de la concentracié de malonil-coA i
s’incrementa l'oxidaci6 mitocondrial dels acids grassos; com a conseqiéncia la
concentracié6 d’acids grassos de cadena llarga és menys accessible a daltres
proposits. A més, 'AMPK també inhibeix la sintesi de glicerolipids i ceramides
mitjancant la inhibici6 de la GPAT (Muoio et al, 1999; Parks et al., 2002).
Addicionalment, com s’ha comentat en l'apartat anterior quan 'AMPK esta activa,
s’inhibeix I'expressié de SREBP-1c que produeix un bloqueig de la sintesi de la FAS
(acid gras sintasa) i 'ACC, aixi com d’altres enzims que regulen la sintesi de lipids
(Woods et al., 2000).

¢ Regulacié de la ingesta.

Tot i que els primers estudis sobre ’TAMPK es centraven en la seva regulacio i
funcié en cél-lules individuals, cada vegada hi ha més evidéncies que aquesta proteina
quinasa juga un paper central en la regulaci6 del metabolisme energétic a tot
'organisme, responent a hormones adipocitaries com la leptina i I'adiponectina
(Yamauchi et al., 2002; Wu et al., 2003). Aixi, la leptina activa TAMPK en el muscul
esquelétic produint un increment de l'oxidacié dels acids grassos, i I'adiponectina
activa '’AMPK en el fetge i el muscul esquelétic incrementant la utilitzacié de glucosa i
I'oxidaci6é d’acids grassos a la vegada que inhibeix la produccié de glucosa en el fetge
(Minokoshi et al., 2002),.

L’hipotalem és una de les regions del sistema nerviés central responsable de
regular la gana. S’ha descrit que la leptina, hormona produida en el teixit adipos,
produeix una disminucié de la ingesta, i en canvi la ghrelina, sintetitzada a I'estbmac,
estimula la ingesta (Spiegelman et al., 2001). Recentment s’ha demostrat que la
leptina, la insulina i nivells elevats de glucosa inhibeixen 'AMPK a diferents regions de
I'hipotalem (Andersson et al., 2004). Al contrari, la ghrelina produeix la fosforilacio i
activacié d’aquesta proteina quinasa (Andersson et al., 2004). Recentment, s’ha posat
de manifest que I'activacié farmacologica de 'AMPK, mitjangant 'administracié d’Aicar
(Mc Crimmon et al., 2004; Lee et al., 2005), o I'expressié d’'una forma constitutivament
activa de la proteina a nivell de I'hipotalam (Minokoshi et al., 2004) produeix un
increment de la ingesta. Contrariament, I'expressié d’'una forma mutada de 'AMPK que
actua de dominant negatiu és suficient per reduir la ingesta i disminuir el pes dels
animals (Minokoshi et al., 2004).
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¢ Regulacio de la sintesi proteica i del creixement cel-lular.

Estudis recents han demostrat que I'activacio de 'AMPK inhibeix la sintesi
proteica mitjangant la fosforilacié de molts reguladors importants (Inoki et al., 2003;
Horman et al., 2002; Cheng et al., 2004). Aixi, 'TAMPK fosforila i activa TSC2, un
supressor tumoral que regula negativament la sintesi proteica per dos mecanismes:
per fosforilacié directe (Cheng et al., 2004) i a través de la inhibici6 de mTor quinasa
(Inoki et al., 2003). D’altre banda, també actua inhibint eEF2 (elongation factor 2)
(Horman et al., 2002). La regulacié de la TSC2 i la mTOR per aquesta proteina
quinasa pot tenir implicacions especials ja que la via de senyalitzacié de PI3K-Akt esta
constitutivament activada en molt cancers, especialment aquells que presenten
mutacions inactivadores del gen PTEN com per exemple glioblastomes, melanomes i
cancer de prostata i d’endometri avancants. Cal comentar que una conseqiiéncia
important de I'activacio constitutiva de I'Akt és la fosforilaci6 de la TSC2 a punts
diferents d’on actua 'AMPK, fet que comporta una inhibicié de la TSC2 de manera que

s’activa la mTOR i incrementa la sintesi proteica (Luo et al., 2004).

Altres estudis que permeten relacionar TAMPK amb el cancer provenen del fet
que aquest enzim sembla modular I'activitat de la proteina supressora de tumors p53 i
l'inhibidor de cicle cel-lular p21 (Imamura et al., 2001). En aquest sentit, s’ha observat
que I'Aicar inhibeix el creixement de les cél-lules HepG2 i indueix I'expressié de p53 i
en segon lloc de p21. Addicionalment, afavoreix la fosforilacié de p53 en el domini de
transactivacio, fet que activa la proteina i indueix I'apoptosi de les cel-lules (Bode and
Dong, 2004). Es interessant comentar que I'’AMPK purificada és capag de fosforilar

aquesta proteina in vitro.

D’altre banda, Jimenez i col-laboradors han demostrat que I'expressié exdgena
de la LKB1 inhibeix el creixement cel-lular i promou un increment de la concentracié de
p21 en cél-lules A549, derivades d'un adenocarcinoma de pulmé deficients per
aquesta quinasa upstream de 'AMPK. Els mateixos autors han observat que més d’un
terc dels pacients amb adenocarcinoma de pulmé esporadic presenten mutacions
inactivadores en el gen de la LKB1 (Jimenez et al., 2003). El mecanisme mitjangant el
qual aquesta proteina actua suprimint la tumorogénesi no es coneix, no obstant, en
part podriar estar mitjangat per la inhibici6 de la PI3K i de la mTOR. També cal
destacar, que s’han identificat 13 substrats de la LKB1, de manera que encara cal

determinar si la seva funcié supressora de tumors estda mitjancada per 'AMPK
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(Lizcano et al., 2004) tot i que el fet que estigui implicada en 'activacié de la TSC2 per

la LKB1 recolza aquesta possibilitat (Luo et al. 2004).

Tots aquests resultats, és a dir tant el paper de 'AMPK en la regulacié de
’homeostasi energética intracel-lular com la seva implicaci6 en el metabolisme
energétic a nivell de tot 'organisme demostren el paper clau que juga aquesta proteina
quinasa dependent d’AMP en el balan¢g d’energia global. Addicionalment, 'AMPK
també sembla estar implicada en el creixement i/o supervivéncia cel-lular i podria ser

una nova diana en les terapies del cancer.
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