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INTRODUCCIO

La preséncia de transportadors especi-
fics per a nucleosids ha estat descrita en
nombrosos tipus cel-lulars. Els factors que
justifiquen l'existencia d'aquests transpor-
tadors son diversos. En primer lloc hi ha
cel-lules, com ara eritrocits, neurones o cel -
lules del tracte gastrointestinal, que son de-
ficients en la sintesi de novo de purines i
pirimidines i, per tant, llur supervivencia
depen de la captacio dels compostos. En
segon lloc, hi ha cél-lules que tenen la capa-
citat de transportar alguns metabolits d'un
compartiment a l'altre. Un exemple és el de
les cel-lules renals que tenen com a principal
missi6 la reabsorcié de compostos com els
nucleosids, per ésser reutilitzats per I'orga-
nisme. En tercer lloc, l'existéncia a l'espai
extracel lular de receptorsd'adenosinaid'en-
zims del metabolisme purinic en la majoria
de tipus cel-lulars, necessita un mecanisme
de translocacié de nucleosids entre l'interior

i I'exterior de la cel-lula que col-labori en el
control de les concentracions extracel-lulars
dels compostos. Totes aquestes raons no
sols justifiquen sind que fan realment neces-
saris els transportadors de nucleosids en les
cel-lules animals.

Qualsevol fenomen de transport implica
la transferéncia d'un substrat a través d'una
membrana cel-lulari té lloc per tres mecanis-
mes diferents: la difusi6 simple, la difusio
facilitada i el transport actiu. En el cas dels
nucledsids sha de fer una distinci6 entre
transport i incorporaci6 cel-lular (uptake).
Transport és el pas d'un solut d'un costat a
l'altre de lamembrana. La incorporaci6 abra-
ca el transport i la metabolitzacio intracel-
lular (o intravesicular) del compost trans-
portat. En aquest article hem posat enfasien
el transport, si bé experimentalment és, de
vegades, molt dificil de destriar el transport
de nucleosids de la incorporacio (uptake).
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DIFUSIO SIMPLE
DE NUCLEOSIDS

La difusié simple d'una molécula a tra-
vés d’una bicapa lipidica és, per definicio,
no concentrativa, insaturable en augmentar
la concentracié de substrat, no inhibible per
inhibidors especifics, i bidireccional; el pro-
cés depen tnicament de la hidrofobicitat i
dela grandaria delamoléculaa transportar.
Es dona per suposat que aquest tipus de
transport no requereix cap proteina trans-
portadora i mostra una forta dependencia
de la temperatura.

Ladifusié simple del'adenosina és quan-
titativament una ruta minoritaria, que po-
dria arribar a ésser important si el gradient
de concentracio entre ambdés costats de la
membrana fos molt gran. La velocitat de pas
dels nucleosids per difusié simple és lenta
comparada amb els sistemes de difusio faci-
litada i és insuficient en la majoria de situa-
cions fisiologiques.

EL TRANSPORT EQUILIBRATIU DE
NUCLEOSIDS

El transport per difusi6 facilitada de ti-
pus passiu és també un procés no
concentratiu i bidireccional, per tant és un
procés equilibratiu. A diferéncia de la difu-
si6 simple, la difusi6 facilitada requereix la
presencia d'una proteina de membrana que
sigui la responsable de la translocacié del
substrat, per tant, és un fenomen saturable
enaugmentar la concentraci6 de substrati té
inhibidors molt especifics.

El transport equilibratiu dels nucleosids
adenosinaid'uridina, que és el que més s’ha
estudiat, és molt rapid, de gran capacitat,
amplia especificitat de substrat i reversible.
Els valors de K  per diferents nucledsids
naturals i sintetics es mostren a la taula I. El
sistema és ubic i s’ha descrit en nombrosos

tipus cel-lularsanimals. La resposta d'aquest
sistema a la inhibici6 per la nitro-
benziltioinosina (NBTI, 6-(4[-nitroben-
zil]tio)-9-beta-D-ribofuranosilpurina) ha
permes la subdivisio del transportador
equilibratiu de nucledsids en dues formes:
la forma sensible a NBTI (que s'inhibeix a
concentracions nanomolars del compost) i
la forma resistent a NBTI (inhibible a con-
centracions micromolars de NBTI). Basant-
se en aquest fet, Crawford i Belt (1991) pro-
posaren una nomenclatura per als transpor-
tadorsnucleosidics: la forma sensible a NBTI
s'anomenaes (equilibratiuisensible a NBTI)
ilaformaresistent, ei (equilibratiu i insensi-
ble a NBTI). La distribuci6 d'ambdés tipus
de transportadors és variable en funcié del
tipus cel-lular i de l'especie en estudi.

Transportadors sensibles i insensibles a
NBTI

L'NBTI (Figura 1), un potent inhibidor
del transport d'adenosina i d'altres nucled-
sids, s'uneix amb alta afinitat (< 5nM) als
llocs d'uni6 de la membrana plasmatica que
s'acoblen funcionalment a alguns sistemes
de transport nucleosidic de tipus es (o en
son part). Els llocs d'uni6 de NBTI causen el
bloqueig del transport de nucledsids en els
sistemes es (Jarvis i Young, 1980). Aquesta
hipotesi ha estat avalada per diverses evi-
dencies experimentals: la K, de la uni6 de
NBTI en aquests llocs d'elevada afinitat és
aproximadament del mateix ordre que la
constantd'inhibicié del transport (K <2nM,
PlagemanniWolhueter, 1980; YoungiJarvis,
1983; Griffith et al., 1992; Doherty i Jarvis,
1993). A més, el temps necessari perala unié
de I'NBTTals lloc d'alta afinitat i el necessari
per a causar la inhibici6 del transport sén
del mateix ordre.

Diversos derivats nucleosidics, relacio-
nats estructuralment amb I'NBTI, son també
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Tauta I. Constants de Michaelis-Menten pel transport equilibratiu de nucleosids naturals i analegs a cel-lules de mamifers.

Nucleosid K, (uM) Referéncia

Adenosina 50-150 Lum et al., 1979.
5'-Metiltioadenosina 74, 184 Stoeckler i Li, 1987

Timidina 150-250 Wohlkueter i Plagemann, 1982
Uridina 170-300 Plagemann et al., 1981
Deoxicitidina 500-700 Plagemann i Wohlkueter, 1980
Citidina 2000-4000 Plagemann i Wohlkueter, 1980
2-Cloroadenosina 20-40 Jarvis et al., 1985
8-Azidoadenosina 80 Jarvis et al., 1986
5-lIodo-2"-deoxiuridina 90 Mahony i Zimmerman, 1984
5'-Deoxiadenosina 115 Kessel, 1978

Tubercidina 50-120 Plagemann i Wohlkueter, 1983
Triciclil nucleosid 156 Plagemann i Wohlkueter, 1983
Tiazofurina 170 Monks et al., 1985

Citosina arabinosid 250-750 Koren et al., 1979
3-Deazauridina 250 Dahlig-Harley et al., 1984
6-Azauridina 3600 Belt i Weoch, 1983
Deoxicoformicina > 10000 Chen et al., 1984

potents inhibidors del transport de nucleo-
sids i poden competir amb I'NBTI en experi-
ments d'unio. Entre ells tenim els 9-beta-D-
pentafurandsids de 6-tiopurines, com la
nitrobenziltioguanosina (NBTG) i els subs-
tituents en N° de I'anell de purina com I'N*-
(p-azidobenzil)adenosina  (Figura ip
Paterson ef al., 1983). Actualment és un fet
ben establert que és el grup lipofilic
nitrobenzil el responsable de la més gran
afinitat de I'NBTI (i analegs) respecte a l'afi-
nitat que presenten els substrats naturals. El
grup nitrobenzil sembla interaccionar amb
una zona hidrofobica de la molecula del
transportador.

Diferents farmacs amb activitat vasodi-
latadora son, també, potents inhibidors del
transport equilibratiu de nucleosids. L'efec-
te farmacologic és degut a l'acumulacié
d'adenosina extracel-lular que provoca la
relaxaci6 de la musculatura del vas sangui-
ni. Els reactius més emprats han estat el
dipiridamol, el dilazep i el diazepam (Figu-
ra 1, Kolassa et al., 1971; Miras-Portugal et

al., 1986; Jarvis et al., 1983). El lloc d'unid i el
mecanisme molecular d'activacié d'aquests
inhibidors no nucleosidics no so6n prou co-
neguts. El que si se sap €s que, en una
mateixa preparacio, el dipiridamol presenta
més llocs d'unié que I'NBTI, la qual cosa
resulta sorprenent i inexplicable fins al mo-
ment (Deckert et al., 1994 citacié ). Una altra
observaci6 interessant és que els inhibidors
no nucleosidics mostren una variabilitat en
llur comportament que no es veu reflectida
en canvis d'especificitat pels substrats natu-
rals. Aquest fet suggereix que els inhibidors
nointeraccionen exclusivamentamb el trans-
portador, siné que també reconeixen algun
component de l'entorn del transportador.
El primer estudi immunologic aparegut
a la literatura, que indica aparentment que
hi ha una gran homogeneitat de sequiéncia
entre els transportadors equilibratius sensi-
bles a NBTI de diferents espeécies (Kwong ef
al., 1992). Aixo es pot explicar considerant
un sol gen de que deriven diferents formes
del transportador o a partir de diferents
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FiGura 1. Estructures dels inhibidors del transport nucleosidic equilibratiu. Relacionats (A) i norelacionats (B) estructuralment

amb l'adenosina.

gens que codifiquin molécules amb elevada
homologia de seqtiencia. Sorprenentment,
el mateix anticos, emprat per a localitzar el
transportador es de les membranes lumi-
nals de trofoblast de placenta, no reconeix el
transportador present a les membranes
contraluminals que també és sensible a NBTI
(Barros et al., 1995). Els autors suggereixen
que hi pot haver tota una familia de protei-
nes provinents de gens diferents perd amb
unmateix lloc de reconeixement per a NBTI.
La confirmacié de quines s6n les hipotesis
més correctes requereix esperar a la clonacié
de tots els transportadors equilibratius. De
moment la clonacié del transportador
equilibratiunoha estat possible si bé Boumah
et al. (1994) han aconseguit expressar un
transportador de coriocarcinoma huma sen-
sible a NBTI en oocits de Xenopus laevis.

Hi ha sistemes model que presenten
curves dosi-resposta que so6n bifasiques per

a la inhibici6 per NBTI del transport d'ade-
nosina. Un percentatge del transport és inhi-
bit amb un valor de IC_ als voltants de
0,25 nM, mentre que la resta es manté insen-
sible finsi tot a concentracions més elevades
de 1 uM. Els estudis de sensibilitat dels
transportadors de nucleosids davant el p-
cloromercurifenil sulfonat (p-CMBS) han
demostrat que el transportador NBTI-in-
sensible és inhibit a concentracions
micromolarsdel reactiu. Al contrari, el trans-
portador NBTI-sensible no es veu afectat pel
p-CMBS. Lainhibici6 que exerceix el p-CMBS
és revertida per ditiotreitol i beta-
mercaptoetanol i també els substrats son
capagos de protegir-lo de l'efecte de I'inhibi-
dor. Tot aixo suggereix la presencia d'un
grup tiol al centre de reconeixement de nu-
cleosids en el transportador insensible a
NBTI (Tse et al., 1985; Plagemann i
Woffendin, 1984). Actualment, hi ha contro-



versia amb relacio a si els transportadors
nucleosidics es iei representen dues formes
de la mateixa molecula o soén dues entitats
que provenen de gens diferents.

Caracteritzacié del transportador
nucleosidic equilibratiu

Eltransportador sensiblea NBTI (es) d'eri-
trocits humans ha estat purificat (Jarvis i
Young, 1981) mitjancant el mateix procedi-
ment emprat per a purificar el transporta-
dor de sucres (Wheeler i Hinkle, 1985). El
meétode de purificacié inclou la cromatogra-
fia de bescanvi ionic i déna un bon rendi-
ment amb graus de purificacio compresos
entre 10 i 15 vegades. En les fraccions del
purificat, el transportador de nucledsids no
representamés d'un3 % i el major percentage
de proteina correspon al transportador de
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glucosa (Rampal et al., 1986). Gracies als
experiments de fotomarcatge amb ["H|NBTI,
el transportador de nucleosids s'ha identifi-
cat com una proteina de membrana amb
heterooligosacarids, amb un pes molecular
de 45-65 kD segons el grau de glicosilacio
(Lienhard et al., 1984; Ciruela et al., 1994). El
transportador equilibratiu de nucledsids no
sols co-purifica sin6 que co-migra amb el
transportador equilibratiu de glucosa quan
es fa electroforesi en gels de poliacrilamida
(Kwong et al., 1986). Més recentment, el
transportador de eritrocit de porc ha estat
purificat quasi a homogeneitat mitjangant
una cromatografia de bescanvi ionic segui-
da d'una cromatografia d'immunoafinitat
amb anticossos dirigits contra el transporta-
dor de glucosa que retenen practicament tot
el transportador de sucres (Kwong et al.,
1988). El transportador obtingut s'ha utilit-
zat per generar anticossos policlonals que

A

MW (kDa)
116w

oo

Fiura 2. Electroforesi en SDS-PAGE
del transportador nucleosidic fotomarcat
amb [PH]NBTI. Les membranes d'epiteli
tapissat de rony6 de porc (0,7 mg protei-
na/mL) es fotomarcaren amb [*HINBTI
5nM en preséncia o abseéncia de NBTI
2mM amb o un cocktail d'inhibidors de
proteases o sense. Les membranes se so-
lubilitzaren amb tampé d'electroforesi
durant 1 minut a 100 °C (A) o bé 1 hora a
37 °C (B). Extret de Ciruela et al., 1994,
amb permis.
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reconeixen la macromolécula de proceden-
cia humana, de porc, de conill i de rata
(Kwong et al., 1992). Els estudis de digestio
amb tripsina i endoglicosidasa F s'han em-
prat com a prova per analitzar les diferén-
cies moleculars que presenta la macromoleé-
culadediferents especies (home, porc, cobai
irata) i de diferents teixits (eritrocit, fetge i
pulmo). Dels resultats aportats per Kwong
etal., 1993 es pot extrapolar que les diferen-
cies més grans de pes molecular es deuen a
diferents graus de glicosilaci6, sempre dins
d'una elevada analogia estructural interes-
pecie i interteixit. Donat el comportament
analeg dels transportadors de glucosa i de
nucleosids pel que faalamovilitat electrofo-
retica i al desenvolupament cromatografic
es pot especular que ambdues macromole-
cules tenen una estructura similar. Els dos
transportadors equilibratius de glucosa
clonats, d'hepatoma huma (Mueckler ef al.,
1985) i de cervell de rata (Birnbaum et al.,
1986), presenten un perfil d'hidrofobicitat
consistent en una disposici6 de dotze domi-
nis transmembrana. Aixo permet pensar que
el transportador equilibratiu de nucleosids
pertany a la familia de transportadors que
tenen dotze dominis transmembrana.

Regulacié del transport nucleosidic
equilibratiu

Actualment, es coneixen alguns dels
mecanismes de regulacié del transportador
equilibratiu que, de nou, sén molt similars
als presentats pel transportador de sucres
(Baldwin, 1993; Gould i Holman, 1993). Els
mecanismes de regulacié a curt termini es
basen en la regulaci6 pel mateix substrat,
per I'ATP i per mecanismes de fosforilacié-
defosforilaci6 del transportador. Els meca-
nismes de regulacio a mig i llarg termini s6n
consequiencia de variacions de la velocitat
de sintesi proteica, d'una recirculacié entre

elstransportadors dels reservoris intracel-lu-
lars i de la membrana plasmatica i/0 de
possibles modificacions de la molecula del
transportador.

Ciruela et al., (1994) han solubilitzat i
fotomarcat amb [PH|NBTI el transportador
es de vesicules d'epiteli tapissat de ronyo, i
han posat de manifest que la macromolecu-
lapot presentar diferents graus d'agregacio.
Com es mostra en la figura 2, a més de la
banda de 65 kD que correspon al monomer
del transportador, hi ha dues bandes de 110
1230 kD que poden correspondre, respecti-
vament, a dimers i tetramers de la mateixa
moleécula. La funcionalitat dels agregats del
transportador s’ha pogut demostraremprant
com a substrat L-adenosina, que €s un iso-
mer no natural i no metabolitzable. El trans-
portadores de cel-lula cromafinica presenta
unacineticasigmoidalamb L-adenosinaamb
cooperativitat positiva i un coeficient de
Hill de 4,9 (Casillas et al., 1993a). Basant-se
enaquests resultats, Casillas et al. (1993) han
proposat un model mnemonic que sugge-
reix que a baixes concentracions de nucleo-
sid (qualsevolisomer: D-o0 L-) el transporta-
dor no és funcional mentre que es torna més
actiu com més gran és la concentracié del
nucleosid.

La fosforilacio del transportador es indu-
eix una disminucio6 de la capacitat de trans-
port (V. ) sense variacio apreciable en 'afi-
nitat pel substrat. La regulacié per
fosforilaci6-defosforilacié ha estat descrita
encel-lules cromafins (Senetal., 1990; Miras-
Portugaletal., 1991) en cel-lules S49 (Nagy et
al., 1991) i en cel-lules LLC-PK, (Say6s et al.,
1994). En cel'lules cromafiniques, que s6n
un bon model de cel-lula neuronal, els acti-
vadors de l'adenilat ciclasa (.:forscolina) o
els activadors de la proteina quinasa A, i els
analegs de I'AMPc donen lloc a una inhibi-
ci6 del transport aixi com a una disminucié
delsllocs d'uni6 de NBTI. La inactivacio del
transportador seria conseqiiencia de llur



fosforilacié amb una disminucié de la 'V .
del transport (sense modificacio delaK )i
una disminucié de la uni6 maxima pel
[PHINBTI (Sen et al., 1990). La proteina
quinasa A també és la responsable de la
regulacio del transport d'adenosina que es
produeix en cél-lules LLC-PK, que deriven
d'epiteli renal de porc. En aquestes cel-lules
el transport equilibratiu és practicament
I'Gnic present i és molt actiu en cél-lules no
confluents. Quan les cél-lules creixen fins a
confluéncia, el transport, aixi com els cen-
tres d'uni6 de NBTI, desapareixen (TaulaIl).
Aquesta «aparent» desaparici6 de molecu-
les de transportador es reprodueix quan les
cellules s'incuben amb clorofenil-AMPc
(Figura 3). Els resultats son indicatius del fet
que el transportador de la cel-lula confluent
s'ha inactivat per fosforilacié mitjancant la
proteina quinasa dependentd’AMPc (Sayos
et al., 1994).

La diferenciacio cel-lular també implica
una regulacié del transport de nucleosids a
consequeéncia d'una expressio diferencial de
les macromolécules que hi participen. Jones
et al. (1994) han demostrat que les cel-lules
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no diferenciades de neuroblastoma huma-
nes acumulen formicina mitjangant el trans-
portador sensible a NBTI. Quan s'indueix la
diferenciaci6, aquestes cél-lules mostren un
increment en la incorporaci6 de formicina
que és degut a un augment d'expressio fun-
cional de formes ei, és a dir, resistents a la
inhibici6 per NBTL

La cel-lula cromafinica és un bon model
per a estudiar si els factors que afecten els
fenomens d'exocitosi afecten també el trans-
portdenucleosids. Els secretagogs (carbacol,
acetilcolina, nicotina, etc.) inhibeixen la in-
corporaci6 d'adenosina a la cel-lula de ma-
nera semblant a com ho fan els esters de
forbol. Basant-se en aquests resultats,
Delicadoetal. (1991) han proposat una regu-
laci6 del transportador per la proteina
quinasa C. La necessitat de regulacio con-
junta de I'exocitosi i el transport d'adenosi-
na pot ésser deguda a la necessitat de tornar
a incorporar l'adenosina extracel-lular que
resulta de la hidrolisi de I'ATP lliurat per
exocitosi.

En cel-lules S49 s'ha correlacionat l'estat
de fosforilacié del transportador amb Ilur

Taura I1. Uptake de [ H]adenosina i unié de [PHINBTI al llarg del creixement de les cel-lules LLC-PK .

DIES TRANSCORREGUTS DESPRES D’UN PLAGATGE

4 6 7 10 13
UPTAKE DE [* HJADENOSINA
SENSIBLE A NBTIL 0,31+0,04 0354005  0,2140,02%% 0,16£0,02%*  0,04+0,01**
(pmol/mg proteina)
UNIO DE ['H|NBTL:
K, (nM) 0,7+0,3 0,6+0,1 0,8+0,2 > 15 >15
B, .. (pmol/mg proteina) 0,36£0,09 0,22+0,02  0,22+0,06** <02 <0,2*

*p < 0,05 **p < 0,005 respecte als controls de 4 dies.

# La uni6 especifica del FHINBTI 1nM és inferior I'l % del control.
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Figura 3. Efecte del clorofenil-(AMPc) sobre l'uptake de [*H]adenosina (A)isobre launié de "HINBTI (B) en cél-lules LLC-
PK,. Cél-lules subconfluents (3-4 dies després del placatge) s'incubaren amb clorofenil-AMPc 100mM en abséncia de
Na*(H). En aquestes condicions, es va mesurar l'uptake de [*H]adenosina 0,25mM en preséncia i en abséncia de NBTI (A)
aixi com la uni6 de P"HINBTI (B). En ambdés casos s'efectuaren controls en abséncia de clorofenil-(AMPc) ([]). Extret de

Say6s et al., 1994, amb permis.

sensibilitat davant la inhibicio del transport
per etanol. Aixo s'ha demostrat treballant
amb cel-lules S49 mutants que no tenen pro-
teina quinasa dependent d'AMPc o que no
produeixen increments d'AMPc en resposta
a l'activaci6 d'un receptor acoblat positiva-
ment a I'adenilat ciclasa. Aquestes cel-lules
han estat la clau per comprovar que és ne-
cessaria la fosforilaci6 d'un component del
transportador de nucledsids mitjangant la
proteina quinasa A per tal que la inhibici6

del transport per etanol tingui lloc (Nagy et
al., 1991).

Un altre mecanisme de regulacio a curt
termini €s exercit per I'ATP. El grup de
Miras-Portugal (Casillas et al., 1993b;
Delicado et al., 1994) ha demostrat que la
presencia d'ATP, o analegs no metabolitza-
bles, origina un augment del nombre de
centres d'uni6 de NBTT i incrementala V.
del transport d'uridina en cel-lules cromafi-
niques. Aquest fet suggereix un paper mo-



dulador de I'ATP en el transport de nucleo-
sids que no és degut als productes d'hidro-
lisi del nucleotid sin6 a l'existéncia d'un
centre d'unié d'ATP a la mateixa molecula
del transportador. Tots els mecanismes de
regulacio trobats pel transportador de nu-
cleosids son similars als descrits pel trans-
portador de glucosa que presenta sensibili-
tat a les proteines quinases A i C (Witters et
al.,1985; James et al., 1989) i un centre d'uni6
d'ATP (Hebert i Carruthers, 1986;
Carruthers, 1990).

El transportador de nucleosids sembla
que té una regulaci6 a mig termini que con-
sisteix en la recirculaci6 entre el reservori
intracel-lular i el reservori de la membrana
plasmatica. Per analogia a d'altres transpor-
tadors, se suposa que el pool intracel-lular
oscil-la entre el 20 % i el 50 % del nombre
total de transportadors (Liang i Johnstone,
1992). L'anic estudi de down-regulation ha
estat portat a terme amb cel-lules cromafini-
ques on I'NBTI «cross-linkat» a la membra-
na plasmatica produeix la desaparicio tran-
sitoria de la molecula del transportador.

El transport de nucleosids té mecanis-
mes de regulacié a llarg termini. Aixi, el
factor de creixement neuronal, després de
vint-i-quatre hores d'actuacio, faaugmentar
la capacitatdel transportde nucleosids (Tor-
res et al., 1987) mentre que I'hormona tiroide
T, indueix la sintesi proteica del transporta-
dor que dona lloc a un increment de trans-
portadors funcionals a la superficie de la
cel-lula (Torres et al., 1987; Fideu i Miras-
Portugal, 1992). Contrariament, els gluco-
corticoides, els esteroides sexuals i l'acid
retinoic tenen un efecte inhibidor del trans-
portdenucleosids en timocits derata (Gagne
et al., 1980) i en cél-lules cromafiniques (Fi-
deu i Miras-Portugal, 1993). Ja que el nom-
bre de centres d'uni6 a NBTI no es veu
afectat pels esteroides, sembla que laregula-
cio del transportador per aquestes hormo-
nes no és deguda a una disminucié de la
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sintesi de proteina o a un increment de la
velocitat de la degradacié de la macromole-
cula (Fideu i Miras-Portugal, 1993).

TRANSPORT CONCENTRATIU DE
NUCLEOSIDS

El transport actiu és un procés unidirec-
cional i concentratiu. Es també saturable per
substrat i implica una despesa energetica
peralacel-lula. Igual que el transport passiu
aquest procés requereix una macromolécu-
la proteica especifica. Els sistemes de trans-
port concentratiu per a nucleosids sén ac-
tius secundaris atés que no es gasta ATP de
forma directa. Aquests sistemes soén absolu-
tament dependents d'un gradient de Na* de
manera que és el gradient el que dénal'ener-
gianecessaria perque el nucleosid entri, con-
tra gradient, dins la cel-lula. Si se suprimeix
el Na* el transportador no actua i aquesta és
la base per a I'estudi i la diferenciaci6 entre
els sistemes de transport equilibratius i
concentratius. Una altra caracteristica dels
transportadors concentratius és que son in-
sensibles als inhibidors tipus NBTI, dilazep,
dipiridamol, etc.

L'especificitat dels transportadors
concentratius per a diferents nucleosids ha
permes diferenciar tres tipus de transport
actiu: el primer grup presenta una major
selectivitat per a nucleosids de purina i uri-
dina (cifo N1; Beltet al., 1992), el segon grup
és més selectiu per a nucleosids de pirimidi-
na i adenosina (cit o N2; Crawford i Belt,
1991)i el tercer grup és més inespecifici pot
transportar tant purines com pirimidines
(cib o N3; Huang et al., 1993). En general,
l'afinitat d'aquests transportadors pels dife-
rents substrats és superior a la que presen-
ten els transportadors equilibratius. Com a
exemple el transportador cif té una K_ per
I'adenosina que oscil-la entre 11 10 uM.

Es coneix la presencia de transportadors
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de nucleosids Na*-dependents en diferents
tipus cel-lulars i en diferents teixits com ara
l'epiteli de jeju (Roden et al., 1988), els
enterocits aillats de budell prim
(VijayalakshmiiBelt, 1988), 1'epiteli de plexe
coroide (Spector i Hunton, 1984), el fetge
(Ungemach i Hegner, 1978; Ruizmontasell
et al., 1992), els esplenocits (Plagemann i
Woffendin, 1989)iels macrofags (Plagemann
i Aran,1990). Hi ha diferents tipus cel-lulars,
IEC-6 d'epiteli intestinal de rata, L1210
derivada d'una leucemia de ratoli i HL-60
derivadad'unaleucemiahumana, que també
presenten transport actiu de nucleosids
(JakobsiPaterson, 1986; Dagninoetal., 1991;
Belt et al., 1992). Les vesicules d'epiteli
tapissat de rony6 i d'intesti (Franco et al.,
1990; Williamsi Jarvis, 1991; Le Hiri Dubach,
1985) son un bon model d'estudi del
transportador concentratiu. Quan s'equili-
bren les vesicules sense Na* i s'incuben amb
adenosina en un medi amb Na* es produeix
el tipic overshoot que es caracteritza per
I'entradarapidadelnucleosid ques'acumula,
de manera momentania, a una concentracio
intravesicular que supera a la del medi.

Mitjangant tecniques de biologia mole-
cular, Pajor i Wright (1992) varen clonar un
transportador cib anomenat SNST1 amb
l'ajuda d'una genoteca de rony6 de conill i
emprant com asonda un fragment del trans-
portador de glucosa dependent de Na*
(SGLT1). SNST1, que té 672 aminoacids, i
que s'expressa tnicament en el ronyo i el
cor, presenta un 61 % d'identitat i un 80 %
d'homologia amb SGLT1. La predicci6 de
l'estructura secundaria del transportador
suggereix l'existencia de dotze fragments
transmembrana.

Recentment Huangetal. (1994), emprant
una biblioteca de cDNA de teixit epitelial de
jeju de rata, han aillat un cDNA que codifica
per a un transportador de nucleosids Na‘*-
dependent diferent de 'SNST1 i que s'ano-
mena cNT1. De llur seqiiéncia, sen pot de-

duir que la proteina que codifica té 648
aminoacids i molt probablement es disposa-
ria creuant catorze vegades la membrana.
No hi ha similitud entre aquesta proteina i
qualsevol altra de les clonades fins al mo-
ment en mamifers. Tanmateix, 1'analisid'ho-
mologia de seqtiencia indica una similitud
amb la proteina NUPC que és la responsable
del simport prot6/nucleosid en Escherichia
coli. Funcionalment, la proteina ¢cNT1 pre-
senta unes caracteristiques similars a la de
tipus cit (capacitat per a transportar indis-
tintament nucleosids de purina i de pirimi-
dina) essent el 3'-azido-3'-deoxitimidina
(AZT) un bon substrat amb K _=0,49 mM.
Aquesta és la primera evidencia que 'AZT
entra dins la cél-lula mitjangant un transpor-
tador si bé també es parla que existeix difu-
sio simple per a aquest reactiu tan emprat
per combatre la simptomatologia associada
alaSIDA. Elproducte de cNT1 sols s'expres-
saenl'aparell digestiuienelrony6 que ésun
del teixits amb més activitat transportadora
de nucleosids (Huang et al., 1994).

Molt recentment Che ef al. (1995) han
clonat un cotransportador Na*-nucleosid de
fetge de rata que correspon al subtipus cif i
s'anomena SPNT. La seqiiencia de nucleo-
tids prediu una proteina de 659 aminoacids
amb catorze dominis transmembrana. A di-
feréncia de cNT1, el gen s'expressa en una
gran varietat de teixits. Tanmateix, la simili-
tud de seqiiencia entre ambdos gens indica
que pertanyen a una mateixa familia.

PAPER FUNCIONAL DEL TRANSPORT
DE NUCLEOSIDS

Enun model de cel-lula epitelial d'intesti
o de rony6 es poden trobar tots els tipus de
transportadors de nucleosids. En aquestes
cel-lules polaritzades els transportadors
equilibratiu i concentratiu coexisteixen a la
part luminal mentre que a les membranes



basolaterals el transportador més abundant
és l'equilibratiu. Aixo déna lloc a un trans-
port transcel-lular de nucleosids des del fil-
trat renal o des del bolus digestiu fins a la
sang. Seguint amb aquest model cel-lular és
senzill adonar-se que, a la part luminal, el
transport és preferentment cap a l'interior
de la cél-lula mentre que a les membranes
antiluminals el transport té lloc cap a I'espai
intersticial. En el cas de l'adenosina hi ha
llocs i moments en qué I'adenosina extracel-
lular prové de la degradacio extracel-lular
de nucleotids, mentre que en altres casos
I'adenosina pot ésser translocada des del'in-
terior de la cel-lula mitjangant el transporta-
dor equilibratiu. De fet, la direccié del trans-
port (incorporacié o lliurament cel-lular)
dependra de les concentracions de nucleo-
sid que hi hagi a dintre i a fora de la cel-lula.
En situacions anormals, com és el cas de la

Adenosina

Transportador nucleosidic
equilibratiu

T Clatrina

Izlkcccplor

Hormona

@Protei‘na G estimuladora

Adcnilat ciclasa
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hipoxia, hi ha un allau d'adenosina que s'ex-
creta a 'espai intersticial emprant el trans-
portador equilibratiu.

L'existéncia de receptors especifics d'ade-
nosina a la membrana plasmatica també fa
rellevant el paper dels transportadors de
nucleosids per a facilitar la desaparicio del
nucleosid del medi extracel-lular. El paper
dels transportadors és clau per determinara
quina sera la concentracio efectiva d'adeno-
sina capa¢ d'interaccionar amb llur
receptor. Aquesta participaci6 indirecta en
fenomens de reconeixement molecular i
transduccié del senyal fa que sigui molt
necessaria la regulacié del transport.
Delicado et al. (1990) han demostrat en cel-
lules cromafiniques que la mateixa adenosi-
na, en interaccionar amb llur receptor pro-
voca una potenciacié del transport
equilibratiu per mecanismes de transduccié

Adenosina
icotina
Acetilcolina

Trans-Golgi

Proteina quinasa A

FiGura 4. Model de regulacié del transportador nucleosidic equilibratiu.
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del senyal encara desconeguts (Delicado et
al., 1990). Aixo entraria en la logica de pro-
vocar una reduccié notable de la concentra-
ci6 una vegada el nucleosid ha efectuat el
seu paper d'autocoid. En la figura 4 es pro-
posa un model de regulacié conjunta del
transportador i del receptor d'adenosina
basat en els mecanismes de fosforilacié mit-
jangant la proteina quinasa A i els de down-
regulation del transportador que se suposa
que és similar al que té lloc en el transporta-
dor de sucres.
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