LIBERTAS CAPITUR

FQ_

E =
- =1
= =
3, 5

LIAD ALSTRAL

Universidad Austral de Chile

Facultad de Ciencias
Escuela de Bioquimica

Profesor patrocinante:
Dr Alejandro M. Reyes
Instituto de Bioquimica
Facultad de Ciencias

Transporte de Nicotinamida en Eritrocitos humanos.
Nicotinamida no es sustrato del transportador

facilitativo de Hexosas GLUT1

Tesis de Grado presentada como parte de
los requisitos para optar al grado de
Licenciado en Bioquimica y al Titulo
profesional de Bioquimico.

Fernando Patricio Bustamante Vilches

Valdivia Chile 2002



..... Dedico este trabajo de tesis a mis padres,
hermanos y muny especialmente a la menmoria de mi
querida abuelita Emma Rosa 1 eldsquez Castro
Q.E.P.D., cuyo amory enseiianzas han sido la lng

que me ha permitido alcanzar cada meta en mi



Agradecimientos

Quiero agradecer en primer término a mi profesor patrocinante, el Dr. Alejandro M. Reyes
P. por haberme acogido en su laboratorio, por todo el tiempo, dedicacién y los conocimientos que
me ha entregado, por hacerme sentir su apoyo siempre y en cada lugar en donde me he encontrado
y muy especialmente por la infinita paciencia que ha tenido conmigo durante todo este largo camino.
Gracias por haber contribuido de manera tan significativa en mi desarrollo tanto profesional como

humano.

Quiero agradecer también a la Dra. Ilona Concha G. por aceptar ser parte de mi comision

evaluadora, por su trato deferente y su apoyo en cada situacion en que requeri de su ayuda.

Asi también quiero agradecer al Dr. Alejandro Yafiez C. por aceptar ser miembro de mi
comision evaluadora, por toda la ayuda que me brindé durante el desarrollo de mi tesis, por estar
siempre cerca con una palabra de aliento cada vez que lo necesité y especialmente por la amistad que

me ha permitido disfrutar a través de los afios que hemos compartido.

Me gustaria agradecer también al Dr. Juan Carlos Slebe por todo el apoyo que me brindo,
especialmente durante la primera etapa de mi tesis al igual que el Dr. Juan Guillermo Carcamo por

su continuo apoyo y la sincera amistad que me regalo.

A mis amigos, por estar a mi lado en los buenos y malos momentos, a don Mario Fernandez
y dofia Irma Carriel por su incondicional apoyo y por acogerme en su hogar siempre con gran carifio,
haciéndome sentir uno mas de sus hijos, y a todos aquellos que me han acompafiado durante estos

afios, gracias.

El presente trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Estructura y Funcion de Proteinas del
Instituto de Bioquimica, Facultad de Ciencias, Universidad Austral de Chile, y contd con el

financiamiento de los proyectos FONDECYT 1981018, DID-UACH S-97-04 Y PEF-02-2001.



INDICE DE CONTENIDOS

L. RESUMEN .ottt ettt et e et et e et e e st e beentesseenseenaesneenseeneeneas vii
L1  ABSTRACT ettt ettt ettt ettt st sb e e bt et sbeebeeanenaeens viii
2. INTRODUCCION ......ouvimiiieieeeeeeeeeeee e nee s s sees s senes e 1
3. MATERIALES Y METODOS ....ccomiriiriimriineisesesessssesssssssssessssessssesessessssessssessssaees 11
3.1, MALEIIALES. coueieeieiieieeeeee ettt sttt 11
3.2.  Aislamiento de 10S eritrOCItOS. .....c.eeiiiiiiiriiiiiiieiie et 11
3.3.  Preparacion de membranas de eritrOCItOS. ........ccccceervieriiierieriieenieniiienieeieenens 12
3.4. Preparacion de vesiculas de membrana de eritrocitos. ..........cccccecceerveeenennne. 12
3.4.1. Preparacion de las vesiculas de orientacion normal. ..........cccceeeeeeneennee. 13
3.4.2. Preparacion de las vesiculas de orientacion invertida. ...........cccceeeneennn. 13
3.5.  Cinéticas de la entrada de 3-O-metil-D-glucosa, 2-desoxi-D-glucosa y
nicotinamida en eritrocitos humanos enteros. .........cc.ceecvereereriieneenieniieneenennns 14
3.5.1. Cinéticas de los transportes de 3-O-metil-D-glucosa y de
2-deSOXI-D-ZIUCOSA. ..ovviieiiiieiie ettt 14
3.5.2 Cinética del transporte de nicotinamida. ..........cccceeerveerveneeieniicneenennns 15
3.6. Cinética de laincorporacion de hexosas y nicotinamida en
vesiculas normales € INVEItidas. ........ceeouieiiiiiieiiieiiee e 15
3.6.1. Cinéticas del transporte de 3-O-metil-D-glucosa y de
2-desoXi-D-gluCOSa. ...eiiiiieiieiieeie e 15
3.6.2. Cinética del transporte de nicotinamida. ...........cccceeevreereieeneeriieenieereeneen. 16
3.7. Ensayos de transporte en eritrocitos humanos enteros. ...........cccccceeeeveeerveeennnenn. 17
3.7.1. Transporte de hexosas en eritrocitos en presencia de nicotinamida. ....... 17

3.7.2. Transporte de nicotinamida en presencia de los analogos de glucosa. .. 17



ii

3.7.3. Transporte de nicotinamida en presencia de aminoacidos. ..............c........ 18
3.7.4. Transporte de nicotinamida en presencia de tetraetilamonio. ................... 18
3.8. Ensayos de transporte de hexosas y nicotinamida en vesiculas selladas. ................ 18

3.8.1. Transporte de hexosas en presencia de nicotinamida, en

vesiculas normales € INVertidas. .........ccceeveeeeiiieeiiieeeece e, 18

3.9. Ensayos de la saturacion del transporte de nicotinamida. ..........ccccceeveieiieniiiennnnne 19
3.9.1. Curvas de saturacion en eritrocitos humanos. ...........ccccecvevvevciienieeieennen. 19

3.9.2. Cinéticas de saturacion en vesiculas normales e invertidas. ...................... 19

3.10. Ensayos de desplazamiento de la union de citocalasina B a membranas de

EITETOCTEOS. .eiutiitieeittet e ettt et te et et e et e bt e st e e stt e et e e s ateeabeesateenbeesabeenbeesaeeenseesnseenseas 20
3.11. Otras determinaCIONES. ..........eecuereerueeruerienieeteetesteenteestesiee bt et satesseeteeasesbeenseeaee e 21
4. RESULTADOS ...ttt ettt sttt b sttt ettt sae b b 22
4.1.  Ensayos de transporte en eritrocitos humanos. ...........ccccceeveeriiienieniiienieenieeneens 22
4.1.1. Incorporacion de nicotinamida, 2-desoxi-D-glucosa y
3-0-metil-D-gluC0Sa. ....cceeeiiiieiiiiiieieecieeee e 22
4.1.2. Saturacion del transporte de nicotinamida. ..........ccceeeevveeeciieerciieencieenneen. 24
4.1.3. Incorporacion de 2-desoxi-D-glucosa y 3-O-metil-D-glucosa
en presencia de nicotinamida y de andlogos de glucosa. ..........c.cceenneen. 24
4.1.4. Incorporacion de nicotinamida en presencia de azucares. ............cc..c...... 26
4.1.5. Efecto de inhibidores de GLUT1 sobre el transporte de nicotinamida. ... 28
4.2.  Ensayos de union de citocalasina B a membranas de eritrocitos humanos. ........ 29
4.2.1. Efecto de nicotinamida sobre la union de citocalasina B. ....................... 29
4.2.2. Tipo de desplazamiento de citocalasina B provocado por
NICOtINAMIAA. .o.eiiiiiiiiiiiieice et 31
4.3.  Ensayos de transporte en vesiculas selladas de orientacion normal. ................... 33

4.3.1. Cinética de la entrada de nicotinamida, 2-desoxi-D-glucosa y
3-0-metil-D-glucC0Sa. ....cceeeiiieiiiiieiiecie e 33

4.3.2. Saturacion del transporte de nicotinamida. ..........ccceeeevveerciiieeciieeniieeenee. 35



il
4.3.3. Incorporacion de 2-desoxi-D-glucosa y 3-O-metil-D-glucosa en
presencia de nicotinamida y de azicares. .........cocceeveeriienieniiieniieeeeen. 35
4.4.  Ensayos de transporte en vesiculas de orientacion invertida. ..........cccocceeeeieennnnn. 38
4.4.1. Cinética de la entrada de nicotinamida, 3-O-metil-D-glucosa y
2-deSOXI-D-ZIUCOSA . 1vviieiiieeiie et 38
4.4.2. Saturacion del transporte de nicotinamida. ..........ccceecerveneeieniicnieenennns 40
4.4.3. Incorporacion de nicotinamida, 3-O-metil-D-glucosa y 2-desoxi-
D-glucosa en presencia de nicotinamida o de azucares. ............cccveen.e.. 40

4.5.  Relacion del transporte de nicotinamida con la funcion de otros

transportadores facilitativos en el eritrocito humano. ..........cccoeceeiiiiiiiiinnnnne 40
4.5.1. Ensayos de transporte de nicotinamida en presencia de aminodcidos. .... 40
4.5.2. Transporte de nicotinamida en presencia de tetractilamonio. .................. 43

4.6.  Efecto de nicotinamida sobre la acumulacion de 2-desoxi-D-glucosa

€N EIILLOCIEOS MUIMANOS. oveeeeeeee et e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeaeens 43

5. DISCUSION oo e e e e e e e e e e e e s e s e e s s e e e e 47

6. BIBLIOGRAFIA ..o e e 54



v

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Cinéticas de las incorporaciones de nicotinamida, 2-desoxi-D-glucosa y

3-O-metil-D-glucosa en eritrocitos humanos enteros en ensayos de entrada. ................. 23

Figura 2. Curva de saturacion de la velocidad de entrada de nicotinamida en eritrocitos

UIMNANOS EINEETOS. ettt et e e e e et e e e e e e e e e e e ee e eeaeeeeeeeeaaaa e aaaeeeeeeeeeanns 25

Figura 3. Efecto de hexosas y de nicotinamida sobre transporte de entrada de 2-desoxi-

D-glucosa, 3-O-metil-D-glucosa y nicotinamida en eritrocitos humanos enteros. .......... 27

Figura 4. Inhibidores reconocidos de GLUT1 son incapaces de afectar la incorporacion de

nicotinamida en eritroCitos NUMANOS ENTETOS. ....evvveeererereeeeeeeeeeeeeeerereeeeeeeeeeeeeeeneneeeeenenenenes 30

Figura 5. Competencia por nicotinamida de la unién desplazable por D-glucosa de

citocalasina B a membranas aisladas de eritrocitos humanos. ............eeeeeeeeeeeeiiveeeeeeeenenns 32

Figura 6. Cinéticas de la incorporacion de nicotinamida, 3-O-metil-D-glucosa y 2-desoxi-

D-glucosa en vesiculas NOTMAlES. ..........cceiuiiiiiiiieiiieie et 34

Figura 7. Curva de saturacion de la velocidad de entrada de nicotinamida en vesiculas

selladas de Orientacion NOTIMAL .....oouuenneee e e e e e e e e e e e eaeeeaeneees 36

Figura 8. Efecto de hexosas y de nicotinamida sobre la incorporacion de sustratos en

vesiculas de OrientaCION NOTINAL .......ovvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeenenesenenennnnnes 37

Figura 9. Cinéticas de la incorporacion de nicotinamida, 3-O-metil-D-glucosa y

2-desoxi-D-glucosa en vesiculas iINVertidas. .........coccceevieriieriieeiiienieeieeeie e 39



Figura 10. Curva de saturacion de la velocidad de entrada de nicotinamida en vesiculas

selladas de OrientaCiON INVETTIAA. .oeeeenneeeeeeeeeeeee e e e e e e e eeee e e e e e e e eeeeeaeaeaeeeaenaees 41

Figura 11. Efecto de hexosas y de nicotinamida sobre la incorporacion de sustratos en

vesiculas de orientacion INVEITIAA. ....coeeeveeeeeeeee e e e e e e e e e e e eeeeeas 42

Figura 12. Ausencia de inhibicion del transporte de nicotinamida en eritrocitos humanos

enteros por la presencia de ciertos aminoacidos o de tetraetilamonio. ...........c.cccceeeuneeee. 44

Figura 13. Nulo efecto de nicotinamida y de L-glucosa sobre la acumulacion de 2-desoxi-

D-glucosa en eritrocitos hUmManos. ...........ccoceveeriiiiiinienieieeeeeee e 46



DOG

GLUT

NAM

OMG

TEA

LISTA DE ABREVIATURAS

2-desoxi-D-glucosa

Transportador facilitativo de hexosas
Nicotinamida

3-O-metil-D-glucosa

Tetraetilamonio

vi



vii

1. RESUMEN

Se ha propuesto que GLUTI, una proteina de membrana que permite el transporte
facilitado de hexosas y de la forma oxidada de la vitamina C, el 4cido deshidroascorbico, es
también capaz de transportar nicotinamida (Sofue et al. Posible multifunction of glucose
transporter: Transport of nicotinamide by reconstituted liposomes. Biochem. J. 288, 669-674,
1992). Para probar esta proposicion, en esta Tesis estudiamos el transporte de 2-desoxi-D-
glucosa, 3-O-metil-D-glucosa y de nicotinamida en eritrocitos humanos enteros y en vesiculas de
membranas de eritrocitos preparadas con una orientaciéon normal (lado citoplasmatico hacia
adentro) o invertida (lado citoplasmatico hacia fuera). En eritrocitos y en vesiculas, el transporte
de nicotinamida fue saturable con un valor de K,; de 5,5 mM en eritrocitos y de 6,1 mM y 6,0
mM respectivamente, para el influjo y eflujo de sustrato en vesiculas. Encontramos que el
transporte de hexosas por GLUT1 no fue competido por nicotinamida tanto en eritrocitos enteros
como en vesiculas normales o invertidas. Asimismo, el transporte de nicotinamida no fue
afectado por hexosas o por inhibidores del transporte de glucosa como citocalasina B, floretina,
genisteina o miricetina. Por otra parte, nicotinamida es capaz de desplazar la unién especifica de
citocalasina B a GLUT1 en membranas de eritrocitos, lo que sugiere que la vitamina se une
realmente a la proteina GLUT1. Sin embargo, lo hace de una manera no competitiva, lo cual
indica que los sitios de union de nicotinamida y de los sustratos de GLUT1 son diferentes e
independientes. Los resultados entonces sugieren que GLUT1 no permite el transporte facilitado
de nicotinamida y proponemos en vez la existencia de otros sistemas como responsables de

facilitar el transporte de nicotinamida a través de las membranas celulares.
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ABSTRACT

It has been proposed that GLUT1, a membrane protein that transports hexoses and the
oxidized form of vitamin C, dehydroascorbic acid, is also able to transport nicotinamide (Sofue et
al. Possible multifunction of glucose transporter: transport of nicotinamide by reconstituted
liposomes. Biochem. J. 288: 669-674, 1992). To ascertain this, in this Thesis we studied the
transport of 2-deoxy-D-glucose, 3-O-methyl-D-glucose and nicotinamide in human erythrocytes
and in erythrocyte membrane vesicles prepared in a normal (right-side-out vesicles) or inverted
(inside-out vesicles) orientations. In erythrocytes and vesicles the transport of nicotinamide was
saturable, with K, values of 5,5 mM in erythrocytes and of 6.1 and 6.2 mM respectively for
influx and efflux in vesicles. We found that the transport of the hexoses was not competed by
nicotinamide in both the erythrocytes and the erythrocyte normal or inverted vesicles. Likewise,
the transport of nicotinamide was not affected by hexoses or by inhibitors of glucose transport
such as cytochalasin B, phloretin, genistein and myricetin. On the other hand, nicotinamide
blocked the binding of cytochalasin B to human erythrocyte membranes, suggesting that the
vitamin does bind to the GLUT1 protein. However, it did so in a non-competitive manner, which
indicates that the nicotinamide and substrates binding sites on GLUTI1 are different and
independent. Therefore, our results indicates that GLUT1 does not transport nicotinamide, and
we propose instead the existence of other systems for the translocation of nicotinamide across

cell membranes.



2. INTRODUCCION

El metabolismo celular involucra una serie de reacciones que tienen como objeto la
generacion de energia. Entre éstas, una de las vias metabolicas de mayor importancia se relaciona
con la degradacion de la glucosa, molécula cuyo proceso metabdlico se ha establecido como la
principal fuente de generacion de energia, en forma de ATP, en células de mamiferos, tanto en

condiciones de aerobiosis como anaerobiosis (Bell et al., 1993).

Si hablamos de metabolismo celular, nos referimos a un proceso que considera una
sucesion de reacciones quimicas, catalizadas por enzimas, que tienen lugar en el interior de la
célula, siendo por tanto un factor preponderante la concurrencia en el citoplasma de todos los
sustratos necesarios para dar inicio a este proceso. En términos concretos, esto significa que la
molécula de glucosa debe ser transportada desde el medio extracelular hacia el interior de la
célula, lo cual implica el paso de la dicha molécula a través de la membrana plasmatica, evento
que dada su trascendencia no puede estar exento de un eficiente mecanismo de control. Es

razonable entonces que la célula deberia estar provista de un sistema adecuado de transporte.

Numerosos grupos de trabajo han realizado importantes esfuerzos para caracterizar los
mecanismos involucrados en el transporte de glucosa al interior de la célula, consiguiendo asi
establecer ciertas conclusiones que han sido de mucha utilidad en la dilucidacion de este
mecanismo. Asi por ejemplo, se ha logrado demostrar la existencia de dos familias de
transportadores asociados al proceso de incorporacion de la glucosa en células de mamiferos. La
primera de éstas, es la familia de los transportadores facilitativos de glucosa, también
denominados GLUTs, los que transportan hexosas en un proceso independiente de energia
celular y a favor de un gradiente de concentracion (Carruthers, 1990; Mueckler, 1994). La otra
familia corresponde a los transportadores activos de hexosas, dependientes de sodio, los que
adquieren vital importancia cuando se trata de transportar la glucosa en contra de un gradiente de
concentracion. Su funcidon requiere la participacion concomitante de una bomba bioldgica

denominada sodio-potasio ATPasa con el objeto de mantener un gradiente de iones adecuado
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para las condiciones de transporte del i6n sodio (Hediger et al., 1995). Este ultimo tipo de
transportador puede observarse en una elevada cantidad al nivel de tejidos como el intestino
delgado, donde cumple el objetivo de absorber la glucosa desde el lumen intestinal a las células
epiteliales. Es también importante su presencia en el tejido renal, especificamente a nivel de las

células del tubulo proximal, donde estd asociado a funciones de reabsorcion (Wright et al., 1992).

En mamiferos se han logrado identificar doce isoformas de los transportadores
facilitativos de glucosa, denominadas GLUT1 a GLUTI2 (Joost y Thorens, 2001). Estas
proteinas comparten la cualidad de ser expresadas al nivel de la membrana plasmatica, aunque
difieren respecto de su distribucion tisular. Se ha establecido que GLUT1 es la isoforma
predominante en el tejido fetal y en las células sanguineas de adultos, principalmente eritrocitos
(Widdas, 1988). Esta proteina fue clonada en 1985 y corresponde a un polipéptido de 492
residuos (Mueckler et al., 1985). Por su parte, GLUT2 es la isoforma predominante en células
hepaticas, ubicandose preferentemente a nivel de los vasos sanguineos, aunque no ha sido
demostrada su presencia en la membrana de los canaliculos biliares (Fukumoto et al., 1988).
GLUT?2 tiene ademads una alta expresion en las células B-pancreaticas, encargadas de la secrecion
de insulina (Orci et al., 1989) y se encuentra también en elevados niveles de expresion a nivel de
la membrana basolateral de las células de la mucosa intestinal, mientras que en el tejido renal se
le puede encontrar a nivel de la membrana basolateral de las células epiteliales del tubulo
contorneado proximal (Thorens er al, 1990). Con respecto a GLUT3, es la isoforma
predominante en las células del parénquima de cerebro adulto (Kayano et al., 1988; Nagamatsu
et al., 1992), aunque es posible verificar su presencia en higado y corazdn, pero en niveles mucho
menores (Gould y Holman, 1993). La expresion de la isoforma GLUT 4 en la membrana celular
se encuentra regulada por la presencia de insulina, y en consecuencia se ubica preferentemente en
el ambito de las células que responden a insulina con un rdpido incremento en la entrada de
glucosa. Como ejemplos de estos tejidos, tenemos los musculos esquelético y cardiaco
(Mueckler, 1994). Esta proteina corresponde a un polipéptido de 509 aminoacidos (Fukumoto et
al., 1989). GLUTS es la isoforma que mayoritariamente se expresa en la membrana apical de las

células del intestino delgado, aunque su presencia se ha comprobado también en rifién, cerebro,
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musculo esquelético y tejido adiposo (Davidson et al., 1992), ademas de espermios humanos

(Burant et al., 1992).

En el Gltimo par de afos, se han identificado los otros nuevos 7 miembros de la familia de
los GLUTSs, mediante rastreos de lo que se ha llamado “marcas distintivas de los transportadores
de glucosa” en la base de datos del proyecto del genoma humano (Joost y Thorens, 2001). La
mayor parte de estos han sido clonados y se ha comprobado que efectivamente permiten la
difusion facilitada de hexosas, pero todavia se carece de andlisis funcionales y de expresion
detallados. GLUTS fue clonado en forma independiente por dos grupos (Doege et al., 2000b;
Ibberson et al., 2000) y se ha mostrado que codifica para una proteina de 477 residuos de
aminoacidos, la cual transporta glucosa y fructosa y se expresa preferentemente en la linea
germinal masculina, pero también se detecta en higado, musculo y neuronas. Esta proteina
también se encontraria involucrada en la captacion de glucosa, dependiente de insulina, en el
blastocisto (Carayannopoulos et al., 2000). GLUT6 (producto del gen SLC2A46, descrito
originalmente como GLUTY9) se expresa predominantemente en cerebro y en leucocitos
periféricos (Doege et al., 2000a). Otro transportador (producto de gen SLC2A9) fue designado
como GLUT9 (Phay et al., 2000). Este transportador se expresa en rifién y en higado. McVie-
Wylie et al. (McVie-Wylie et al., 2001) describieron a GLUTI10, transportador que se ubica
preferentemente al nivel de higado y de pancreas. Finalmente, Doege et al. (Doege ef al., 2001)
describen la existencia de GLUT11, el cual se lo encuentra exclusivamente en corazon y en

musculo esquelético.

En cuanto a la caracterizacion funcional de las distintas isoformas de los transportadores
de glucosa, se ha mostrado funcionalmente que GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT4, GLUT®6,
GLUT8 y GLUTI1 serian al menos transportadores de D-glucosa (Mueckler et al., 1985;
Fukumoto et al., 1988; Kayano et al., 1988; Birnbaum, 1989; Fukumoto et al., 1989; Doege et
al., 2000a; Doege et al., 2000b; Ibberson et al., 2000; Doege ef al., 2001), mientras que GLUTS
estaria asociado exclusivamente al transporte de D-fructosa y no facilita la entrada de D-glucosa
(Keller et al., 1989; Burant et al., 1992). A la fecha, no existen datos funcionales respecto de
GLUT7, GLUT9, GLUT10 y GLUTI12. A este respecto, cabe senalar que GLUT1, GLUT3 y
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GLUT4 presentan una alta afinidad por glucosa, determinandose para ellos un valor de K, de 2 a
10 mM, el cual se condice con los valores normales para este metabolito en condiciones
fisioldgicas (5 mM). GLUT2 por su parte, presenta un valor aproximado para K, de 15 mM,
coherente con su alta capacidad de transporte. A diferencia de las otras isoformas, tanto GLUT2
como GLUTS presentan la particular caracteristica de ser capaces de transportar D-fructosa,
observandose para cada uno valores de K, del orden de 67 y 6 mM, respectivamente (Bell ef al.,

1993).

Basandose en el analisis de los perfiles de hidrofobicidad de GLUT1 deducidos a partir de
su secuencia, Mueckler et al postularon en 1985 un modelo para la orientacion de los segmentos
transmembrana de GLUT1 en la membrana plasmatica. Dicho modelo considera un transportador
constituido por 492 aminodcidos agrupados en 12 dominios hidrofébicos que atraviesan la
membrana plasmatica, cada uno de los cuales comprenderia un nimero 20 a 25 residuos
aminoacidicos ordenados de acuerdo a una estructura en o-hélice, los cuales se alternan
consecutivamente con una serie de cortos dominios hidrofilicos. Entonces, se propuso que la
proteina atravesaria la membrana celular 12 veces y tanto el extremo amino como el carboxilo

terminal se encontrarian ubicados hacia el interior de la célula.

Por medio del analisis de la estructura primaria deducida para cada una de las isoformas
del transportador de glucosa en humanos, se ha podido establecer un patréon de comparacion
respecto de la estructura postulada para GLUTI. Es asi como GLUT2 presenta un 55% de
similitud con GLUTI1 en términos de secuencia aminoacidica, existiendo una marcada
divergencia principalmente a nivel de un gran segmento endofacial ubicado entre los dominios 6
y 7, asi como también es notoria la diferenciacion en la region correspondiente al extremo
carboxilo terminal del transportador (Thorens et al., 1988). En el caso de GLUT3 se determin6
una razén de similitudes de secuencia correspondientes a un 64 y 52 % en relacion a GLUTI1 y
GLUT?2 respectivamente, coincidiendo la localizacion de las regiones de alta divergencia con las
citadas para GLUT2 (Kayano et al, 1988). Para GLUT4, nuevamente tenemos un nivel de
diferenciacion relativamente bajo, por cuanto presenta un 65, 54 y 58% de similitud de

secuencia respecto de GLUTI1, GLUT2 y GLUT3, respectivamente, encontrandose que la mayor
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zona de diferencia corresponde en este caso a la region carboxilo terminal. Ademas esta ltima
isoforma posee segmentos extracelulares e intracelulares mayores que los de las otras isoformas
(Fukumoto et al., 1989). GLUTS5 parece ser la mas divergente en términos de su similitud de
secuencia en la estructura primaria, con respecto a GLUT1, GLUT2, GLUT3 y GLUT4, puesto
que exhibe tan solo un 42, 40, 39 y 42% de similitud, respectivamente (Kayano et al., 1990).
Actualmente, las 12 isoformas de la familia de los transportadores de glucosa se han catalogado
en tres clases, de acuerdo a sus correspondientes similitudes de secuencias (Joost y Thorens,
2001). La primera clase incluye a GLUTI, 2, 3 y 4. La segunda incluye a GLUTS, 7, 9 y 11,
mientras una tercera esta conformada por GLUT6, 8 y 12. Se requieren mas estudios funcionales
de las distintas isoformas para evaluar si esta categorizacion teorica se refleja efectivamente en

propiedades funcionales caracteristicas de cada clase.

Considerando que el transportador GLUT1 se encuentra presente en forma abundante en
la membrana plasmatica de eritrocitos, en las que constituye entre un 3 - 5 % del total de
proteinas (Gould y Holman, 1993) y atendiendo a la relativa facilidad de acceder a preparaciones
del transportador funcional purificado, reconstituido en vesiculas lipidicas (Wheeler y Hinkle,
1981), se le ha usado ampliamente para caracterizar el mecanismo de transporte de glucosa
asociado al conjunto de transportadores facilitativos de hexosas. Basado en resultados de estudios
realizados tanto en eritrocitos enteros como en vesiculas selladas, se ha podido establecer que
GLUT1 es un transportador altamente estereoespecifico, es decir, sdlo permite el paso del
isomero D de la glucosa no ocurriendo lo mismo con el isdbmero L; ademas el transportador es
saturable y presenta un valor aparente aproximado de K,, para D-glucosa de 2 a 10 mM
(Carruthers, 1990). Por otro lado, ensayos de competencia realizados con una serie de andlogos
de glucosa, como 2-desoxi-D-glucosa (desoxiglucosa) y el andlogo no metabolizable de glucosa
3-O-metil-D-glucosa (metilglucosa) describen valores de K; para GLUTI1 de 20 a 26 mM en el

caso de metilglucosa y de 7 mM para desoxiglucosa (Bell et al., 1993).

Un factor importante a considerar al momento de trabajar con estos andlogos surge del
hecho que desoxiglucosa es un sustrato altamente especifico para los transportadores facilitativos

de glucosa, ya que no es sustrato para el cotransportador de sodio y glucosa (Simpson y
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Cushman, 1986; Carruthers, 1990); siendo por tanto de mucha utilidad en la apreciacién de
efectos netos sobre el transportador GLUT1. Metilglucosa por su parte, es de suma importancia
en analisis cinéticos y estudios de aceleracion en trans, debido a su condicion de sustrato no

metabolizable.

En lo concerniente a la especificidad del sustrato transportado por los transportadores
facilitativos de glucosa, se aceptaba que ellos no solo transportaban D-glucosa sino que ademas
una serie de analogos relacionados, pero a la luz de ciertos hallazgos se ha convenido en
establecer a GLUT1 como un transportador multifuncional, es decir, un transportador capaz de
permitir el ingreso de otras moléculas, no necesariamente andlogos estructurales de glucosa. Es
asi, como por ejemplo, el transportador facilitativo de hexosas GLUT1 se ha asociado al
transporte de vitamina C, llegando incluso a ser descrito como la principal via de ingreso de la
forma oxidada de esta vitamina (acido deshidroascérbico) en células animales (Vera et al., 1993;
Vera et al., 1994; Vera et al., 1995). Este transporte se ha demostrado tanto en vesiculas
normales como en vesiculas invertidas preparadas a partir de membranas de eritrocitos humanos
(Iribarren, 1997). Estos postulados han sido ratificados por ensayos realizados por
sobreexpresion de los transportadores GLUT de mamiferos en ovocitos de Xenopus levais. En los
ovocitos inyectados se detectaron dos vias de transporte para acido deshidroascorbico, una de
baja afinidad (3,5 mM) y otra de alta afinidad (60 pM), ambas inhibidas efectivamente por

desoxiglucosa y citocalasina B, pero no por L-glucosa y citocalasina E (Vera ef al., 1993).

Otros estudios han permitido caracterizar una variedad de compuestos que, aun siendo en
algunos casos estructuralmente muy divergentes, presentan la capacidad de inhibir la actividad
funcional del transportador facilitativo de hexosas GLUTI1. Entre ellos es posible citar por
ejemplo, floretina (LeFevre y Marshall, 1959) y forscolina (Lavis et al., 1987), un diterpeno
activador de la adenilato ciclasa que al igual que floretina es capaz de inhibir el transporte de D-
glucosa tanto en adipocitos (Kashiwagi et al., 1983; Joost et al., 1986) como en eritrocitos
humanos (Sergeant y Kim, 1985). Compuestos del grupo de los flavonoides, como genisteina (4°,
5, 7-trihidroxiisoflavona) una isoflavona presente en una gran variedad de vegetales comestibles

(principalmente productos derivados de la soya (Barnes, 1995), que ademas de inhibir las
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proteina quinasas (Akiyama et al., 1987), inhibe de manera importante la actividad funcional de
los transportadores de glucosa (Vera et al., 1996). Asi también, se ha demostrado que otros
inhibidores reconocidos de proteinas quinasas, como las flavonas miricetina y quercetina, la
isoflavona biochanina A, tirfostinas y lavendustinas, afectan la actividad de los transportadores
de glucosa GLUTI, inhibiendo la incorporacion de glucosa y sus andlogos en eritrocitos

humanos intactos (Strobel, 1996; Iribarren, 1997; Vera et al., 2001).

De los inhibidores conocidos para GLUTI, sin duda el mas ampliamente utilizado con
fines experimentales es citocalasina B. Este alcaloide, producido por algunos hongos, es capaz de
inhibir el transporte de glucosa con un K, aparente cercano a 0,1 uM (Bloch, 1973b). Sin
embargo, la utilizacion de citocalasina B no estd exenta de ciertas complicaciones practicas
debido a que se une también a filamentos de actina e induce la desorganizacion del citoesqueleto,
generando asi cambios significativos en la fisiologia celular. Afortunadamente, se han
descubierto, a través de ensayos realizados en eritrocitos humanos, una serie de analogos de
citocalasina B, los que si bien también se unen a filamentos de actina, no se ligan al transportador
de glucosa. Compuestos como citocalasina E, citocalasina D y deshidrocitocalasina B son
ejemplos de estos ultimos y por tanto, son de suma utilidad como controles de la unién de

citocalasina B a GLUT1 (Jung y Rampal, 1977; Rampal et al., 1980).

En eritrocitos humanos se ha mostrado que citocalasina B disminuye en forma reversible
el influjo, a través de la membrana plasmatica, de los aminoacidos aromaticos L-triptofano y L-
tirosina (Widmer et al), lo cual podria sugerir algun tipo de relacion funcional entre el
transportador facilitativo de hexosas GLUTI y el sistema T de transporte de aminoacidos
aromaticos descrito en la membrana del eritrocito humano. Es en este mismo contexto que Sofue
et al. describieron que existia una estrecha relacion funcional entre la incorporacion de
nicotinamida y los transportadores facilitativos de hexosas (Sofue et al., 1991). Los estudios
descritos por el grupo de Sofue daban cuenta de una inhibicion dosis dependiente de la
incorporaciéon de nicotinamida por la presencia del andlogo de glucosa 2-desoxi-D-glucosa,
utilizando como modelo experimental un cultivo en monocapa de células B-pancreaticas de rata.

El ensayo reciproco, es decir la incorporacion de 2-desoxi-D-glucosa en presencia de
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nicotinamida, mostraba una inhibiciéon similar, llegando inclusive a determinarse que las
concentraciones necesarias para conseguir el 50% de inhibicion en cada caso eran equivalentes

para ambos compuestos (2,5 mM).

Sin embargo, dado que existen numerosas complicaciones que dificultan el analisis de
sistemas de transporte en células enteras, Sofue y su grupo decidieron abordar la caracterizacion
del transporte de nicotinamida utilizando para ello un modelo experimental diferente; vesiculas
lipidicas reconstituidas a partir de membranas de eritrocitos humanos (Sofue et al., 1992). Los
analisis cinéticos realizados tanto para las captaciones de D-glucosa y de nicotinamida,
mostraron valores similares para K, y V,, de 6,0 mM y 2,8 mmol min' mg proteina™
respectivamente, para D-glucosa y de 7,5 mM y 3,6 mmol min" mg proteina™ respectivamente
para nicotinamida. Adicionalmente, se caracterizd una inhibicion de tipo competitivo por
nicotinamida, de la incorporacion de D-glucosa, estimandose un valor aproximado para K; del
orden de 13 mM. Al ensayar el efecto tanto de D-glucosa como de nicotinamida sobre la union
de citocalasina B al transportador de hexosas de eritrocitos humanos, se verificé con ambos una
inhibicion del tipo dosis dependiente (Sofue et al,, 1992). Con esta evidencia, los autores
afirmaron que la entrada de nicotinamida hacia el interior del eritrocito humano era facilitada por
el transportador facilitativo de hexosas GLUT1 presente en su membrana, sosteniendo por
consiguiente que el transportador en cuestion poseia una funcion alternativa a la de transporte de

glucosa.

En términos metabolicos, nicotinamida es incorporada eficientemente en células animales
como NAD(P) (Bernofsky, 1980). Aun cuando existen datos que sugieren la existencia de un
sistema de transporte especifico para esta vitamina al nivel de la membrana plasmatica, se
desconocen las propiedades de este posible sistema de transporte. Sin embargo, la estructura de
nicotinamida es muy diferente de la de los sustratos reconocidos de GLUTI1, como azucares y
acido deshidroascorbico. Por otra parte las concentraciones fisioldgicas de nicotinamida son
mucho menores que el valor de K,,; descrito para el putativo transporte de nicotinamida mediado
por GLUTI. Estos antecedentes hacen necesario reevaluar la participacion de GLUT1 en el

transporte de nicotinamida.
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Basados en estas premisas, en esta oportunidad planteamos probar la siguiente hipotesis:
Existe en la membrana plasmatica de los eritrocitos humanos un sistema de transporte para
nicotinamida, el cual es saturable, pero que es independiente del transportador facilitativo de

hexosas GLUT1.

Para probar esta hipodtesis, nos planteamos los siguientes objetivos especificos:

a) Estudiar las caracteristicas del transporte de nicotinamida en eritrocitos humanos y

vesiculas selladas.

b) Probar el efecto de sustratos de GLUT1 sobre el transporte de nicotinamida, asi como

el efecto de nicotinamida sobre el transporte de hexosas.

c) Probar si algunos compuestos que bloquean la actividad funcional de GLUT]1, afectan

el transporte de nicotinamida en eritrocitos humanos.

En acuerdo a lo anterior, en esta tesis determinaremos algunos parametros cinéticos que nos
permitan caracterizar el transporte de nicotinamida tanto en eritrocitos humanos enteros como en
vesiculas lipidicas de orientacion normal e invertida. Ademés de esto, nos propusimos
desarrollar una serie de estudios con el objeto de verificar la putativa participacion del
transportador facilitativo de hexosas GLUT1 en el mecanismo de captacion de nicotinamida tanto
en eritrocitos humanos intactos como en vesiculas lipidicas preparadas a partir de membranas
aisladas de eritrocitos. Para ello realizaremos ensayos que nos permitan evaluar algun efecto de
nicotinamida sobre el transporte de algunos analogos de glucosa, efectivamente transportados via
GLUT1, como son 2-desoxi-D-glucosa y 3-O-metil-D-glucosa. Por otra parte, llevaremos a cabo
estudios que evaluen algin posible efecto de los sustratos de GLUT1 sobre el transporte de
nicotinamida y adicionalmente analizaremos los efectos de reconocidos compuestos inhibidores

funcionales del transportador GLUT]1 sobre el proceso de incorporacion de nicotinamida.



10

Complementariamente, estudiaremos el efecto de nicotinamida sobre la unidon de
citocalasina B a GLUTI, para probar si nicotinamida se une en forma directa al transportador

facilitativo de hexosas GLUT1.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales.

Nicotinamida, 2-desoxi-D-glucosa (DOG), 3-O-metil-D-glucosa (OMG), L-glucosa, D-
glucosa, L-triptofano, L-leucina, citocalasina B, citocalasina E, acido etilenglicol-bis-(b-amino-
etil-eter)-N-tetracético (EGTA), 4cido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetano sulféonico (Hepes),
floretina, ditiotreitol, dimetilsulfoxido (DMSO), dextran T-70, 2,5-difenil-oxazol (PPO), triton
X-100 y sodio dodecil sulfato (SDS), fueron obtenidos de Sigma Chemicals Co.

Acido clorhidrico, cloruro de calcio, cloruro de mercurio, cloruro de sodio, cloruro de
potasio, cloruro de magnesio, tolueno, metanol, fosfato acido de sodio, fosfato didcido de sodio,
hidroxido de sodio, sulfato de magnesio, yoduro de potasio y 2,2'-p-fenil-bis(5-fenil-oxazol)

(POPOP) fueron adquiridos a Merck Quimica.

Los  isOtopos  radioactivos  3-O-[metil-*H]D-glucosa (86,7 Ci/mmol), 2-[1,2-
3H]desoxi-D-glucosa (26,2 Ci/mmol), y [4-*H]citocalasina B (11,9 Ci/mmol) fueron
obtenidos de DuPont NEN, mientras que el isétopo radioactivo ["*C]nicotinamida (45,4

mCi/mmol), se obtuvo en Sigma Radiochemicals.

Todas las soluciones se prepararon con agua desionizada con una conductancia entre 0,2 -

0,3 mS, y posteriormente fueron esterilizadas en autoclave.

3.2. Aislamiento de los eritrocitos.

Las muestras de sangre total contenian dextrosa, adenina y ademas citrato de sodio como
anticoagulante. Fueron donadas por la unidad de Banco de Sangre del Hospital Regional de
Valdivia y previo a cada ensayo se procedié al aislamiento de eritrocitos humanos segin lo

descrito (Fairbanks et al., 1971), a partir de la sangre total.
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Se lavé una muestra de sangre total por medio de una bateria de tres centrifugaciones
sucesivas con solucién de lavado (amortiguador fosfato de sodio 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4
a 4°C), utilizando para este proposito una centrifuga Sorvall RC-2B y rotor HB-4, estableciendo
cada ciclo de lavado a 5000 rpm, 4°C por 10 min. Los eritrocitos sedimentaron completamente,
depositandose sobre ellos una capa blanquecina correspondiente a leucocitos y plaquetas, la cual
se extrajo completamente por medio de aspiracion suave. Se extrajo ademads la capa de eritrocitos
inmediatamente adyacente, con el fin de asegurar la remocién completa de cualquier tipo celular
no eritrocitico. Una vez finalizado el ultimo ciclo de lavado, los eritrocitos se resuspendieron en

tampon de lavado y se almacenaron entre 0 y 4°C para su posterior utilizacion (no mas de 2 dias).

3.3. Preparacion de membranas de eritrocitos.

Para la obtencion de membranas de eritrocitos libres de citoplasma, se procedié segin lo
descrito por Steck y Kant (Steck y Kant, 1974). Una vez separados se llevaron los eritrocitos a
tubos de centrifuga de 250 ml, a los cuales se adiciond enérgicamente 20-25 volumenes de
solucion de lisis (Hepes 5 mM, pH 7,4 a 4°C), incubando a 4°C por 10 min con agitacion
esporddica. Los fragmentos de membrana asi generados se colectaron por centrifugaciéon en
centrifuga Sorvall RC-5C plus, a 11.000 rpm en rotor GSA a 4°C por 40 min. Se descart6 el
sobrenadante y se traspasaron las membranas a un nuevo tubo de 250 ml con el objeto de evitar la
presencia de un precipitado compacto de dificil resuspension. Por ultimo se volvieron a
resuspender las membranas en tampon de lisis para iniciar un nuevo ciclo de lavado. Con el
objeto de eliminar restos citosolicos se repitid el proceso antes descrito de 8 a 10 veces, de
manera tal de obtener un precipitado casi translicido. Se procedié a resuspender los fragmentos
de membrana, en tampon de lisis, para la determinacidén de proteinas y se almacenaron a —20°C

para su posterior utilizacion.

3.4. Preparacion de vesiculas de membrana de eritrocitos.

Se prepararon vesiculas normales y vesiculas invertidas como lo describi6 Jarvis (Jarvis,

1988), basado en el método de Steck y Kant (Steck y Kant, 1974).
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3.4.1. Preparacion de las vesiculas de orientacion normal.

A partir de una suspension de membranas preparadas como se describid en 3.2.2, con una
concentracion aproximada de 3 mg de proteina/ml, se tomo una alicuota de 6 a 8 ml, la cual se
llevé a un volumen total de 120 ml con medio de vesiculacion - normales (Hepes 0,5 mM, pH 8,0
a 4°C). Esta mezcla se incub6 en camara fria (4°C), con agitacion suave, por 30 min. Luego, se le

adicion6 una alicuota de MgSO, 200 mM para obtener una concentracion final de Mg2+ 0,1 mM;

esta suspension fue traspasada a un tubo de centrifuga de 250 ml, para colectar las membranas
por centrifugacion (11.000 rpm, 40 min a 4°C), en centrifuga Sorvall RC-5C plus con rotor GSA.
Se descartd el sobrenadante y las membranas se resuspendieron en aproximadamente 4 ml de
Hepes 0,5 mM, MgSO4 0,1 mM, pH 8,0. Se homogeneizé el tamaiio de las vesiculas, al pasar la
mezcla a través de una aguja N° 27, procedimiento que se repitié 10 veces en cada oportunidad.
Una vez concluido este tratamiento, se agrego6 una alicuota de 4 ml del amortiguador, de manera
de obtener un volumen total de 8§ ml. De esta ultima suspension se agregaron, sin mezclar, 2 ml
sobre un volumen de 3 ml de solucion 4,5 % p/v de Dextrano T-70 en tampon Hepes 0,5 mM,
MgSO4 0,1 mM, pH 8,0 contenido en un tubo centrifuga de propileno de 13 ml. Se procedio
entonces a la separacion de las vesiculas selladas del resto de las membranas no vesiculadas y
otros contaminantes (hemoglobina remanente, etc.) por medio de una Unica centrifugacion a
24.000 rpm, por 1 hora a 4°C, en ultra centrifuga Sorvall OTD-COMBI con rotor TH-641. Las
vesiculas selladas se recuperaron de la interfase solucion-Dextran por medio de aspiracion suave,
utilizando para ello una pipeta Pasteur. Luego las vesiculas selladas se lavaron dos veces con
soluciéon Hepes 0,5 mM, pH 8,0, centrifugandolas a 12.000 rpm y 4°C, por 12 min en cada
oportunidad, en centrifuga Sorvall RC-5C plus con rotor SS-34. Por ultimo, las vesiculas se
resuspendieron en 4 ml de solucion Hepes 5 mM, pH 7,8, se determind la concentracion de

proteinas y finalmente se almacenaron por no mas de 4 dias entre 0 y 4°C hasta ser utilizadas.
3.4.2. Preparacion de las vesiculas de orientacion invertida.

A partir de una suspension de membranas preparada segin lo descrito en 3.2.2 se tomod

una alicuota de 4 a 6 ml (3 mg de proteinas/ml), y se llevd a un volumen final aproximado de 130
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ml con medio de vesiculacion - invertidas (Hepes 0,5 mM, EGTA 0,5 mM, pH 8,4) precalentado
a 35°C. La suspension asi obtenida se incubd por espacio de 15 min a 35°C, periodo en el cual se
procedi6 al traspaso de la preparacion a un tubo de centrifuga de 250 ml con el objeto de
sedimentar la totalidad de la muestra por centrifugacion a 11.000 rpm, a 4°C por 40 min, en
centrifuga Sorvall RC-5C plus con rotor GSA. El sedimento obtenido entonces, se resuspendid en
4 ml de medio de vesiculacion - invertidas frio, procediendo luego a homogeneizar el tamafio de
las vesiculas por medio de 10 pasajes sucesivos a través de una aguja N° 27. A continuacion, la
suspension de vesiculas homogéneas se llevo a 8 ml de volumen total con medio de vesiculacion
invertidas, tomandose 2 ml de esta ultima preparacion para ser depositados sobre 3 ml de
solucion 4,5 % p/v de Dextran T-70 en Hepes 0,5 mM, MgSO4 0,1 mM, pH 8,0, contenida en un
tubo de propileno de 13 ml. Se siguié en adelante el procedimiento descrito para vesiculas

normales, con el fin separar las vesiculas selladas.

3.5. Cinéticas de la entrada de 3-O-metil-D-glucosa, 2-desoxi-D-glucosa y nicotinamida

en eritrocitos humanos enteros.

3.5.1. Cinéticas de los transportes de 3-O-metil-D-glucosa y de 2-desoxi-D-glucosa.

Los ensayos de transporte de 3-O-metil-D-glucosa y 2-desoxi-D-glucosa se iniciaron por
medio de la adicion de un volumen de 180 pul de una suspension de eritrocitos (aproximadamente
220%10° células/ml) sobre 20 ul de una mezcla de hexosa radioactiva (1,2 pCi/ensayo) y fria, a
una concentracion final de 0,5 mM por ensayo. Después de alcanzado el tiempo de incubacion se
procedié a la detencion del transporte por medio de la dilucion de la mezcla con solucién de
transporte (Hepes 5 mM, NaCl 150 mM, KC1 5 mM, MgCl, 2 mM, pH 7,4 a 4°C), seguida de una
rapida centrifugacion a 10,000 rpm por 10 seg a 4 °C en microcentrifuga Eppendorf. Se removio
el sobrenadante por aspiracion y se procedi6 al lavado de los eritrocitos con la misma solucion de
transporte. Una vez finalizado el tercer lavado se adicion6 una alicuota de 200 pl de metanol
100%, con el objeto de lisar los eritrocitos, precipitar proteinas, y de esta forma liberar la
radioactividad contenida en ellos. Finalmente, luego de una ultima centrifugacion, esta vez a

10,000 rpm por 5 min. y 4 °C, se tomo una alicuota de 150 pl de sobrenadante vertiéndose dentro
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de viales de vidrio en los que se agregd 1,5 ml de mezcla de centelleo soluble para cuantificar la

radioactividad presente por medio de un contador de centelleo Packard Tri-Carb 1600 TR.

3.5.2 Cinética del transporte de nicotinamida.

Los ensayos de transporte de nicotinamida comenzaron mediante la adicion de una
alicuota de 180 pl de una suspension de eritrocitos sobre una mezcla de 20 pl que contiene
nicotinamida radioactiva (1 pCi/ensayo) y fria, en cantidad suficiente para alcanzar una
concentracion final en el ensayo de 1 mM. Una vez transcurrido el tiempo establecido en la
cinética se procedio a detener la reaccion de transporte mediante la adicion de una alicuota de 1,2
ml de solucion de transporte. Se centrifugd la muestra en una microcentrifuga refrigerada a
10,000 rpm por espacio de 10 seg a 4 °C y se retird por aspiracion el sobrenadante. Se procedio a
efectuar una serie de 3 lavados con el mismo tampon de transporte, con el objeto de eliminar la
radioactividad presente en el entorno de las células. Por ultimo se agregd una alicuota de 200 pl
de metanol 100% con agitacion fuerte y se realizo una ultima centrifugacion a 10,000 rpm por 5
min. a 4 °C. Luego, una alicuota de 150 pul del sobrenadante se llevé a un vial de vidrio, al cual
se agregd 1,5 ml de mezcla de centelleo soluble para determinar radioactividad en contador de

centelleo Packard Tri-Carb 1600 TR.

3.6. Cinética de la incorporacion de hexosas y nicotinamida en vesiculas normales e

invertidas.

Los ensayos de transporte de 3-O-metil-D-glucosa y de 2-desoxi-D-glucosa en las
vesiculas fueron realizados conforme al protocolo descrito por Jarvis (1988), el cual contempla
un método de filtracion.

3.6.1. Cinéticas del transporte de 3-O-metil-D-glucosa y de 2-desoxi-D-glucosa.

Se inicid el ensayo por la adicion de 170 pl de una suspension de vesiculas (100 pg de

proteinas) a un tubo Eppendorf que contenia 30 pl de una mezcla de hexosa radioactiva (1,2
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puCi/ensayo) y fria, a una concentracion final de 0,5 mM. En el tiempo requerido se detiene el
transporte por la rapida adicion de 1,2 ml de solucion de detencion (Hepes 5 mM, floretina 100
uM, HegCL 2 uM, KI 1,5 mM, citocalasina B 10 uM, pH 8,0), seguida por la filtracién inmediata
de la mezcla en filtros de fibra de vidrio GF/C-Whatman, montados sobre un sistema de filtracion
por vacio Cole-Parmer. Posteriormente, se lavaron los filtros tres veces con solucién de
detencion a 4 °C. Una vez lavados, los filtros se secaron a 40°C por 12 h y se llevaron a viales de
vidrio, en los que se adiciond 3 ml de mezcla de centelleo precipitable. La radioactividad retenida

en los filtros se midio en un contador de centelleo Packard Tri-Carb 1600 TR.

En cada experimento se realizd un ensayo de tiempo 0 seg. Para ello, previo al ensayo se
preincubaron las vesiculas (170 pl de suspension) en solucion de detencion (1,2 ml) por 10 min.
Se agreg6 esta suspension de vesiculas sobre la mezcla radioactiva e inmediatamente se filtro la

muestra, prosiguiendo con el resto del procedimiento descrito.

3.6.2. Cinética del transporte de nicotinamida.

Los ensayos cinéticos para nicotinamida se realizaron de acuerdo a lo presentado por
Jarvis (Jarvis, 1988), es decir, utilizando un método de filtracion. Se comenzo6 la reaccidon
agregando 170 ul de una suspension de vesiculas (100 pg de proteinas) sobre 30 ul de una
mezcla de nicotinamida radioactiva (1 pCi/ensayo) y fria, considerando una concentracion final
de nicotinamida en el ensayo de 1,0 mM. La detencion del transporte se produjo mediante la
adicion de 1,2 ml de solucion de detencion, seguida por la filtracion inmediata de la mezcla en
filtros de fibra de vidrio GF/C-Whatman, montados sobre un sistema de filtracion por vacio
Cole-Parmer. Los filtros se lavaron tres veces con solucién de detencién a 4 °C y luego se
secaron en estufa Pasteur por espacio de 12 h. Por ultimo se traspasaron los filtros a viales de
vidrio donde se les adicionaron 3 ml de mezcla de centelleo precipitable, para y de esta forma
determinar la radioactividad retenida en ellos mediante un contador de centelleo Packard Tri-

Carb 1600 TR.



17

3.7.  Ensayos de transporte en eritrocitos humanos enteros.

3.7.1. Transporte de hexosas en eritrocitos en presencia de nicotinamida.

Una vez caracterizadas las cinéticas respectivas, se procedido a ensayar el efecto de
nicotinamida sobre el transporte de andlogos de glucosa, 3-O-metil-D-glucosa y 2-desoxi-D-
glucosa. Se ensayo la incorporacion a un tiempo fijo de transporte para el andlogo de glucosa,

enfrentado a un rango de concentraciones crecientes de nicotinamida entre 0- 50 mM.

Este tipo de ensayo comenz6 por la adicion de 180 pl de suspension de eritrocitos
(aproximadamente 220x10° células/ml) sobre una pre-mezcla que contenia el analogo de glucosa
radioactivo (1,2 uCi/ensayo) y frio, considerando una concentracion final del andlogo en el
ensayo de 0,5 mM. Ademés la pre-mezcla contenia alicuotas variables de nicotinamida de
manera tal de conseguir concentraciones finales en el ensayo de 0, 10, 20, 30, 40 y 50 mM. Una
vez transcurrido el tiempo de incubacion correspondiente, se procedio a detener el transporte por
medio de la dilucion de la mezcla de reaccion con 1,2 ml de solucion de transporte e
inmediatamente se centrifugd la muestra en microcentrifuga Eppendorfa 10,000 rpm por 10 seg a
4 °C. El precipitado resultante se lavd tres veces con la misma solucién, procediéndose por
ultimo a la adicion de metanol 100% sobre el precipitado final. Luego de agitar y centrifugar a
10.000 rpm por 5 min. en microcentrifuga a 4 °C, de manera similar a lo descrito en puntos
anteriores, se tomod una alicuota de 150 pl del sobrenadante final y se llevé a un vial de vidrio,
agregando posteriormente 1,5 ml de mezcla de centelleo soluble para la posterior determinacion

de radioactividad almacenada.
3.7.2. Transporte de nicotinamida en presencia de los analogos de glucosa.
Los ensayos de transporte de nicotinamida en eritrocitos fueron realizados segun lo

descrito en 3.2.8, considerando esta vez una pre-mezcla con nicotinamida radioactiva (1

uCi/ensayo) y fria para alcanzar una concentracion por ensayo de 1 mM. El rango utilizado para
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los analogos de glucosa fue el mismo empleado para la nicotinamida en los ensayos reciprocos,

entre 0 y 50 mM.

3.7.3. Transporte de nicotinamida en presencia de aminoacidos.

Ensayos de transporte de nicotinamida en presencia de hexosas o aminoacidos (L-leucina
y L-triptofano) tanto en vesiculas normales como invertidas, se realizaron segun lo descrito, pero
agregando estos compuestos a las pre-mezclas, en cantidades suficientes para alcanzar las

concentraciones finales que se muestran en las figuras respectivas.

3.7.4. Transporte de nicotinamida en presencia de tetraetilamonio.

Para probar si la captacion de nicotinamida involucra a los transportadores de cationes
organicos, decidimos ensayar el posible efecto inhibitorio que tetractilamonio podria ejercer
sobre el transporte de nicotinamida en eritrocitos humanos intactos. Este ensayo se realizd en
forma andloga a la descrita en 3.2.9 pero esta vez considerd un rango de concentraciones para

tetractilamonio comprendido entre 0 y 20 mM y a 4 °C como temperatura de ensayo.

3.8. Ensayos de transporte de hexosas y nicotinamida en vesiculas selladas.

Los ensayos de transporte de andlogos de glucosa tanto en vesiculas normales como
invertidas contemplaron un método de filtracion, de acuerdo a lo descrito por Jarvis (Jarvis,
1988). Segun el andlisis de las cinéticas correspondientes se determind un periodo de 5 seg como

tiempo para el transporte.

3.8.1. Transporte de hexosas en presencia de nicotinamida, en vesiculas normales e

invertidas.

El ensayo contempla una pre-mezcla que contiene el andlogo de glucosa radioactivo (1,2

uCi/ensayo) y frio, estimando una concentracion final en el ensayo de 0,5 mM; siendo el
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volumen total de pre-mezcla por tubo 30 pl. Es importante considerar ademas que el rango de
concentraciones finales por ensayo para nicotinamida se ubica entre 0 — 50 mM. Sobre los 30 pl
de pre-mezcla se adicionaron 170 pl de suspension de vesiculas (100 pg proteina/ml)
permitiéndose el transporte por espacio de 5 seg. Se detuvo la reaccion por la adicion de 1,2 ml
de solucion de detencidn y filtracion inmediata de las mezclas en filtros de fibra de vidrio GF/C-
Whatman, montados sobre un sistema de filtracion por vacio Cole-Parmer. Los filtros se lavaron
tres veces con la misma solucion y se dejaron secar por 12 h en estufa Pasteur. Posteriormente,
los filtros se llevaron a viales de vidrio en los que se agreg6 3 ml de mezcla de centelleo
precipitable para finalmente, cuantificar la radioactividad retenida en los filtros por medio de un

contador de centelleo Packard Tri-Carb 1600 TR.

3.9. Ensayos de la saturacion del transporte de nicotinamida.

3.9.1. Curvas de saturacion en eritrocitos humanos.

Los ensayos de saturacion se realizaron considerando un rango de concentraciones para
nicotinamida entre 0 y 50 mM. Para dar inicio al ensayo se agregd un volumen de 180 pl de
suspension de eritrocitos 245x10° células/ml, sobre 20 pl de una pre-mezcla que contenia 1 pCi
de ["“C]-nicotinamida, nicotinamida fria, en una proporciéon adecuada para alcanzar las
concentraciones deseadas y 50x10° células por ensayo. Se permiti6 la reaccion por espacio de 10
seg y a una temperatura de 4 °C, periodo en el cabo se procedid a detener la reaccion por medio
de la adicion de 1,2 ml de solucion de transporte fria. Posteriormente se procedid a la
centrifugacion de la muestra, la cual se lavd con el mismo tampdén de transporte 3 veces.
Finalmente se agreg6 una alicuota de 200 pl de metanol 100% y se proceso para determinacion

de radioactividad incorporada.

3.9.2. Cinéticas de saturacion en vesiculas normales e invertidas.

Estos ensayos se realizaron considerando un intervalo de concentracion de nicotinamida

comprendido entre 0 y 50 mM. Se inicid la reaccion por la adicion de 180 pl de una suspension
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de vesiculas (170 pg de proteina) sobre una premezcla que contiene 1 pCi ['*C]-nicotinamida y
nicotinamida fria suficiente para alcanzar las concentraciones requeridas en el ensayo. Se dejo
transcurrir la reaccion por espacio de 5 seg y a una temperatura de 4 °C, finalmente se detuvo la
reaccion mediante la adicion de 1,2 ml de tampon de transporte frio, procediendo
inmediatamente a la filtracion y lavado de las vesiculas para su posterior procesamiento con el

fin de determinar la radiactividad asociada a ellas.

3.10. Ensayos de desplazamiento de la union de citocalasina B a membranas de eritrocitos.

Para determinar la union de citocalasina B al transportador, se trabajo sobre la base de lo
descrito por Gorga y Lienhard (Gorga y Lienhard, 1981), Lavis et al. (Lavis et al., 1987) y Vera
et al. (Vera et al., 1996). La unién especifica de citocalasina B a los transportadores de glucosa
funcionales fue estimada por la diferencia entre las uniones en presencia de D-sorbitol 500 mM,
que corresponde a la unién total, y en presencia de D-glucosa 500 mM, que representa la union

inespecifica de citocalasina B a las membranas aisladas de eritrocitos humanos.

Una cantidad de membranas aisladas, equivalentes a 38 pg de proteinas se incub6 en un
medio cuya composicion final correspondia a fosfato de sodio 10 mM, pH 7,4, CCB 0,1 mM,
0,05 uCi [4-’H]-citocalasina B, citocalasina E 10 pM (utilizada en alta concentraciéon con el
objeto de evitar la union inespecifica de citocalasina B a filamentos de actina (Jung y Rampal,
1977), 500 mM D-sorbitol (unién total) o D-glucosa (unidén inespecifica) y un intervalo de
concentraciones de nicotinamida entre 0 y 5 mM. Esta mezcla se incubd por 20 min a
temperatura ambiente. Luego se centrifugd a 20.000 rpm a 4°C por 15 min, en microcentrifuga
Eppendorf refrigerada. Finalmente, se descart6 el sobrenadante, y el sedimento fue resuspendido
en 200 pl de Tris-HC1 10 mM, pH 8,0, SDS 0.2 %, siendo transferido por completo a un vial de
vidrio al que se agregd 2 ml de mezcla de centelleo soluble y de esta forma determinar la
radioactividad asociada a las membranas. La union inespecifica de citocalasina B a GLUTI
corresponde a la diferencia entre la union total (en presencia de D-sorbitol 0,5 M) y union

inespecifica (en presencia de D-glucosa 0,5 M).
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3.11. Otras determinaciones.

Las cantidad de proteinas se determind por el procedimiento de Bradford (Bradford,

1976), usando albimina sérica de bovina como estandar.
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4. RESULTADOS

4.1. Ensayos de transporte en eritrocitos humanos.

4.1.1. Incorporacion de nicotinamida, 2-desoxi-D-glucosa y 3-O-metil-D-glucosa.

Para realizar un analisis cinético detallado se debe caracterizar el comportamiento
cinético del transporte de nicotinamida en eritrocitos humanos, para determinar el periodo en el
cual el transporte sea funcion lineal del tiempo, es decir, se requiere normar las condiciones de
velocidad inicial. En otras palabras, es necesario determinar condiciones experimentales que nos
permitan establecer claramente la diferencia entre el proceso de transporte en si mismo y la
putativa acumulacion celular del sustrato. Por esto, comenzamos nuestro estudio analizando en
detalle las caracteristicas cinéticas asociadas al transporte tanto de nicotinamida, como de los

sustratos de GLUT1 3-O-metil-D-glucosa y 2-desoxi-D-glucosa, en eritrocitos humanos intactos.

La figura 1 muestra la captacion en eritrocitos de los tres sustratos en funcion del tiempo.
El panel A corresponde a la captacion de nicotinamida. Se pudo verificar que la incorporacion de
nicotinamida en eritrocitos intactos es un proceso mas bien rapido, en el que la fase lineal de
captacion del sustrato no supera los 10 seg y cuya etapa de equilibrio se establece luego de

transcurridos 60 seg de iniciada la reaccion.

El panel B nos muestra la entrada de 2-desoxi-D-glucosa (DOG) a eritrocitos humanos en
funcién del tiempo. En este caso la incorporacion también es relativamente rapida por cuanto tan
solo son necesarios 20 seg para alcanzar el valor medio de la concentracidon de desoxi-glucosa en
equilibrio. Adicionalmente visualizamos que la velocidad de transporte exhibe un incremento
lineal durante los primeros 15 seg del ensayo, periodo al cabo del cual se observa la aparicion de
un segundo componente cinético. Este segundo componente lo atribuimos a la acumulacion

intracelular de 2-deoxi-D-glucosa en forma de 2-desoxi-D-glucosa-6-fostato.
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Figura 1. Cinéticas de las incorporaciones de nicotinamida, 2-desoxi-D-glucosa y 3-O-metil-

D-glucosa en eritrocitos humanos enteros en ensayos de entrada. Los ensayos se realizaron

en condiciones cero-trans, a 4°C, empleando una cantidad de células cercana a 42,5x10° células

por ensayo y 0,8-1,2 uCi por ensayo de los respectivos sustratos radiactivos. ( A) Incorporacion

de 1 mM nicotinamida (NAM). (B) Incorporaciéon de 0,5 mM 2-desoxi-D-glucosa (DOG). (C)

Incorporacion de 0,5 mM 3-O-metil-D-glucosa (OMG). Cada determinacion se realizd en

cuadruplicado y se representa el valor del promedio = una desviacion estandar.
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El panel C exhibe la cinética de entrada de 3-O-metil-D-glucosa (OMG) en eritrocitos
humanos. En este caso el transporte muestra un tinico componente cinético, el cual muestra una
fase de incremento lineal durante los primeros 15 seg de reaccion. El equilibrio se alcanza

aproximadamente a los 180 seg.

Como resultado de estos ensayos cinéticos preliminares podemos concluir que los tiempos
adecuados para realizar nuestros ensayos en eritrocitos humanos se encuentran entre 5y

10 seg, tanto para nicotinamida como para los analogos de glucosa.

4.1.2. Saturacion del transporte de nicotinamida.

Para determinar los parametros cinéticos asociados al transporte de nicotinamida en
eritrocitos humanos intactos, medimos la incorporacion de nicotinamida en un intervalo de
concentraciones entre 0 y 50 mM, en un tiempo de reacciéon de 10 seg. El resultado de estos
ensayos se presenta en la figura 2. En el panel A podemos apreciar que la captacion de
nicotinamida por la célula roja humana es un proceso saturable, por lo que la captacion no es un
fenomeno de simple difusion, sino que involucra necesariamente la participacion directa de un
transportador. En otras palabras, nicotinamida es incorporado al eritrocito humano por un sistema

de transporte particular presente en sus membranas.

El panel B nos presenta el andlisis de v en funcion de v/S (grafico de Hanes-Wolff) para

los datos mostrados en el panel A. Nicotinamida es incorporada a la célula roja con una V,,,= 52

max

pmoles/(10° célulasxmin) y, con un valor aparente para Ky, de 5,5 mM.

4.1.3. Incorporacion de 2-desoxi-D-glucosa y 3-O-metil-D-glucosa en presencia de

nicotinamida y de analogos de glucosa.

En estos ensayos se midio a 4°C la incorporacion de 2-desoxi-D-glucosa y de 3-O-metil-
D-glucosa 0,5 mM en eritrocitos humanos intactos, en presencia de diferentes concentraciones de

nicotinamida en un rango de 0 a 50 mM. Como control se probd la competencia por hexosas
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Figura 2. Curva de saturacion de la velocidad de entrada de nicotinamida en eritrocitos
humanos enteros. Se midi6 la velocidad de entrada de nicotinamida durante 10 seg y a una
temperatura de 4 °C en eritrocitos humanos, en presencia de distintas concentraciones de sustrato
frio y de 1 uCi de ["*C]nicotinamida. (A). Curva de saturacion. (B) Grafico de v en funcién de
v/S (grafico de Hanes-Wolff) para los datos del panel A. Se pudo calcular un valor de Ky,

aparente de 5,5 mM y un valor de V,, cercano a 52 pmoles/(minx10° células).
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reconocidas como sustratos del transportador GLUTI1. Para ello se usaron concentraciones entre
0 y 50 mM, tanto de D-glucosa, el cual corresponde al sustrato natural del transportador, como de
3-O-metil-D-glucosa, el cual se reconoce como otro sustrato de GLUT1 (Bell et al., 1993). Se
ensay0 ademas L-glucosa, metabolito incapaz de ser transportado por medio de GLUTI, a

manera de control del efecto nulo sobre el transporte mediado por este transportador.

Los resultados se resumen en la figura 3. El panel A muestra el efecto de nicotinamida y
de los azucares sobre el transporte de 2-desoxi-D-glucosa en eritrocitos humanos, mientras el
panel B exhibe los resultados usando 3-O-metil-D-glucosa como sustrato. Nicotinamida y L-
glucosa no ejercieron efecto alguno sobre el transporte de 2-desoxi-D-glucosa o de 3-O-metil-D-
glucosa en estas células. En contraste, D-glucosa produce una marcada disminucion en la
incorporacion tanto de 3-O-metil-glucosa como 2-desoxi-D-glucosa, con niveles de inhibicion
maxima del orden del 90% cuando la concentracion de D-glucosa alcanzé a 50 mM. Esta
competencia se puede apreciar también para los andlogos 3-O-metil-D-glucosa y 2-desoxi-D-
glucosa, alcanzdndose en ambos casos una inhibicion cercana al 80% cuando la concentracion

del azucar fue de 50 mM.

Estos datos sugieren convincentemente que el transporte de nicotinamida en eritrocitos
humanos intactos no se encontraria ligado a la participacion del transportador facilitativo de
hexosas GLUT1, responsable de la entrada de las hexosas. Como esta conclusion se contrapone a
lo descrito por Sofue et al. (Sofue et al., 1992), surge la necesidad de evaluar en detalle el

transporte de nicotinamida en este sistema.

4.1.4. Incorporacion de nicotinamida en presencia de azicares.

Si nicotinamida utiliza como via de ingreso a la célula roja un mecanismo que involucra

la participacion del transportador de glucosa GLUTI, entonces es de esperar que exista

competencia entre la nicotinamida y los analogos de glucosa.
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Figura 3. Efecto de hexosas y de nicotinamida sobre transporte de entrada de 2-desoxi-D-
glucosa, 3-O-metil-D-glucosa y nicotinamida en eritrocitos humanos enteros. Se midio el
transporte de entrada de 2-desoxi-D-glucosa, 3-O-metil-D-glucosa y de nicotinamida en ausencia
(controles, 100% de transporte) o en presencia de las concentraciones de compuestos que se
indican. La temperatura de los ensayos fue de 4°C y la cantidad de células empleada en cada
ensayo fue de 47,2x10° células. Cada determinacion se realizo en cuadruplicado y se representa
el valor del promedio + una desviacion estdndar. (A) Efecto de nicotinamida, L-glucosa, D-
glucosa y 3-O-metil-D-glucosa sobre la entrada de 0,5 mM 2-desoxi-D-glucosa (DOG). (B)
Efecto de nicotinamida, L-glucosa, D-glucosa y 2-desoxi-D-glucosa sobre la entrada de 0,5 mM
3-O-metil-D-glucosa (OMG). (C). Efecto de L-glucosa, D-glucosa, 2-desoxi-D-glucosa y 3-O-
metil-D-glucosa sobre el transporte de 1 mM nicotinamida (NAM)..
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Para evaluar esta posibilidad, se ensayd la incorporacion de nicotinamida 1 mM en una
preparacion de eritrocitos humanos enteros en la presencia de concentraciones crecientes de
andlogos de glucosa en un intervalo de 0 a 50 mM. En la figura 3C se puede apreciar que la
incorporacién de nicotinamida a eritrocitos humanos no se ve afectada por la presencia de
ninguno de los andlogos de glucosa que son sustratos reconocidos del transportador facilitativo
de hexosas GLUTI. Por tanto, estos resultados muestran que nicotinamida no es capaz de
bloquear la entrada de hexosas, mediada por GLUT1 y, a la vez, los azucares son refractarios a
inhibir la entrada de nicotinamida a las células. Entonces estos datos confirman la nociéon que el
transporte facilitado de nicotinamida hacia el interior de la célula roja humana no necesariamente
involucra la participacion del transportador facilitativo de hexosas GLUT1. Al menos, no se
utilizaria el mismo canal de translocacion que permite el traspaso de la membrana por las

hexosas.

4.1.5. Efecto de inhibidores de GLUT1 sobre el transporte de nicotinamida.

Nuestros resultados nos permiten establecer que si bien nicotinamida es incorporada a la
célula roja por medio de un mecanismo que involucra la participacion de un transportador
especifico presente en la membrana del eritrocito, este transportador no se relacionaria
funcionalmente con el transportador facilitativo de hexosas GLUTI1. Sin embargo, con el objeto
de complementar la caracterizacion del transporte de nicotinamida, nos propusimos verificar el
efecto de distintos inhibidores reconocidos del transportador GLUTI1 sobre la captacion de

nicotinamida por eritrocitos humanos intactos.

Existe una amplia variedad de compuestos que, aun siendo en algunos casos
estructuralmente muy divergentes, presentan la capacidad de inhibir la actividad funcional del
transportador facilitativo de hexosas GLUTI. Entre estos es posible citar por ejemplo, la
chalcona floretina la cual es capaz de inhibir el transporte de D-glucosa tanto en adipocitos
(Kashiwagi et al., 1983) como en eritrocitos humanos (LeFevre y Marshall, 1959). Otro ejemplo
es genisteina (4’,5,7-trihidroxiisoflavona) una isoflavona que ademés de inhibir proteinas

quinasas (Akiyama et al., 1987), inhibe de manera importante la actividad funcional de los
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transportadores de glucosa (Vera et al, 1996). Asimismo, la flavona miricetina afecta la
actividad de los transportadores de glucosa GLUT1 inhibiendo la incorporacion de glucosa en
eritrocitos humanos intactos (Strobel, 1996; Vera et al., 2001). Finalmente, hemos mencionado a

citocalasina B, la cual es capaz de inhibir el transporte de glucosa mediado por GLUT1 con una

K, de 0,1 uM, (Bloch, 1973a).

Realizamos entonces una serie de experimentos en los cuales medimos el efecto de la
presencia de estos inhibidores sobre la captacién de nicotinamida 1 mM en eritrocitos humanos
intactos, cuyos resultados se presentan en la figura 4. Podemos apreciar que la presencia de
floretina o de las citocalasina B o E no afectdé mayormente la magnitud de la entrada de
nicotinamida en la célula roja intacta (Figura 4A). Por otro lado, tanto miricetina como genisteina
tampoco fueron capaces de producir alguna inhibicion notable del transporte de nicotinamida en
los eritrocitos intactos (Figura 4B). De acuerdo a lo conocido, genisteina y miricetina fueron
capaces de inhibir el transporte de 2-desoxi-D-glucosa en el mismo tipo celular (Figura 4C). Es
claro entonces que podemos distinguir farmacoldgicamente la entrada de nicotinamida de la

presencia de GLUTI en el eritrocito humano.

4.2. Ensayos de union de citocalasina B a membranas de eritrocitos humanos.

4.2.1. Efecto de nicotinamida sobre la union de citocalasina B.

Nuestros resultados no favorecen la posibilidad que GLUT1 participe en facilitar la
entrada a la célula roja de la nicotinamida, no obstante persiste la posibilidad que esta vitamina se
una realmente al transportador, sin afectar su capacidad de facilitar la entrada de hexosas.
Citocalasina B presenta una alta afinidad por GLUT1. La presencia de citocalasina B inhibe la
actividad funcional del transportador con un valor de K, de alrededor de 0,1 uM (Bloch, 1973a;
Gorga y Lienhard, 1981). Por esta razon el desplazamiento de la union de citocalasina B al
transportador de glucosa es un parametro que se emplea comtinmente utilizado como una prueba
convincente de la interaccion de una molécula determinada con este transportador. Decidimos

entonces probar una posible uniéon de nicotinamida al transportador de glucosa GLUTI a través
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Figura 4. Inhibidores reconocidos de GLUT1 son incapaces de afectar la incorporacion de
nicotinamida en eritrocitos humanos enteros. Usando eritrocitos enteros se midio transporte de
nicotinamida o 2-desoxi-D-glucosa durante 5 seg, a 4°C en ausencia (controles, 100% de
transporte) o en presencia de las concentraciones de los compuestos que se indican. (A).
Incorporacion de 1 mM nicotinamida presencia de citocalasinas B y E y de floretina. (B)
Captacion de 1 mM nicotinamida en presencia de miricetina y de genisteina. (C). Inhibicion del

transporte de 0,5 mM 2-desoxi-D-glucosa facilitado por GLUT1 por miricetina y genisteina.
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de evaluar el efecto de su presencia sobre la unioén de citocalasina B a membranas de eritrocitos
humanos. Para ello realizamos un ensayo en el cual se midi6 la asociacién de citocalasina B 0,1
uM a membranas aisladas de eritrocitos humanos en presencia de concentraciones crecientes de
nicotinamida, en un intervalo de 0 — 100 mM. Como control negativo empleamos L-glucosa,
azicar que como hemos comentado no se une al transportador, mientras que como control

positivo usamos D-glucosa, el sustrato cldsico de esta familia de transportadores.

La figura 5 resume los resultados de estos ensayos. En el panel A se puede apreciar que la
unién de citocalasina B a membranas de eritrocitos se ve notablemente afectada por la presencia
de nicotinamida a concentraciones superiores a 10 mM, llegando a verificarse un desplazamiento
de esta union superior al 90% cuando la concentracion de nicotinamida utilizada en la reaccion
alcanz6 a 100 mM. De acuerdo a lo esperado, D-glucosa desplaza en forma eficiente a la
citocalasina B unida, aunque a mayores concentraciones que nicotinamida, mientras que la
presencia de L-glucosa fue incapaz de afectar en forma alguna la union de citocalasina B a
GLUTI. Estos resultados evidencian que en realidad existe una interaccion directa de la molécula
de nicotinamida y el transportador facilitativo de hexosas GLUT]I, lo cual concuerda con lo
descrito por Sofue et al. (Sofue et al., 1992). Sin embargo, y de acuerdo a los resultados
anteriormente expuestos, esto no necesariamente significa que nicotinamida utilice al

transportador GLUT1 como la via para ser transportada en este tipo celular.

4.2.2. Tipo de desplazamiento de citocalasina B provocado por nicotinamida.

La mayoria de los compuestos que pueden desplazar citocalasina B desde su sitio de
union en el transportador de glucosa son capaces también de inhibir el transporte de D-glucosa
mediado por GLUTI, lo cual en el caso de nicotinamida hemos comprobado no ocurre. Por esta
razon, para comprender en forma mas acabada el mecanismo involucrado en el desplazamiento
de la uniéon de citocalasina B a membranas de eritrocitos producido por la presencia de
nicotinamida, realizamos una serie de ensayos en los que se midid la union de citocalasina B a
membranas en presencia de diferentes concentraciones de nicotinamida, en un intervalo de 0 a 10

mM. Los resultados obtenidos para estos ensayos se presentan mediante una grafica de Scatchard
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Figura 5. Competencia por nicotinamida de la unién desplazable por D-glucosa de

citocalasina B a membranas aisladas de eritrocitos humanos. (A).Se determind la union de

0,1 uM citocalasina B a membranas de eritrocitos humanos en ausencia (control, 100% de union)

o en presencia de distintas concentraciones de L-glucosa, D-glucosa o nicotinamida. Cada ensayo

se llevd a cabo en triplicado y se representa el promedio + una desviacion estandar.(B) Grafica de

scatchard para el andlisis de la union de diferentes concentraciones de citocalasina B, entre 0.05 y

5 uM, en presencia de concentraciones fijas variables de nicotinamida. Se representa el promedio

de ensayos llevados a cabo en triplicado. (C). Grafico secundario del valor inverso del intercepto

vertical de las rectas del panel B, en funcién de la concentraciéon de nicotinamida. Por

extrapolacion se puede estimar un valor de K, para nicotinamida de 12 mM.
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(Figura 5B). Este andlisis nos permite apreciar que el desplazamiento por nicotinamida de la
union de citocalasina B obedece a un mecanismo de tipo no competitivo, es decir, los sitios de
union para nicotinamida y citocalasina B en el transportador de hexosas GLUT1 son distintos. Un
grafico secundario de los datos del panel B, nos permitié calcular una constante de inhibicién

para la nicotinamida de 11 mM (Figura 5C).

4.3. Ensayos de transporte en vesiculas selladas de orientacion normal.

4.3.1. Cinética de la entrada de nicotinamida, 2-desoxi-D-glucosa y 3-O-metil-D-glucosa.

Sofue et al. (1992) describieron la posible relacion entre GLUT1 y el transporte facilitado
de nicotinamida realizando ensayos en vesiculas selladas de membranas de eritrocitos humanos.
Con el objeto de estudiar mas en detalle el transporte de nicotinamida sin el inconveniente
asociado al trabajo con células completas, nos propusimos montar una serie de ensayos que nos
permitieran medir la captacion de nicotinamida en vesiculas lipidicas selladas reconstituidas a

partir de membranas de eritrocitos humanos.

En primer término caracterizamos en detalle el comportamiento cinético de los sustratos
en este nuevo modelo de estudio. Para ello realizamos ensayos cinéticos para nicotinamida, 3-O-
metil-D-glucosa y 2-desoxi-D-glucosa, estableciendo asi tiempos de reaccion adecuados para

asegurar condiciones de velocidad inicial en cada situacion.

En la figura 6 podemos apreciar que los procesos de transporte en este sistema de
vesiculas son bastante rapidos, correspondiendo la fase lineal del transporte en cada uno de estos
casos a un intervalo de tiempo que no supera los 10 seg luego de iniciada la reaccion. Podemos
apreciar ademas que en tiempos largos se puede verificar el equilibrio cinético del proceso, es
decir, donde las velocidades de entrada y salida del sustrato se hacen equivalentes. Este equilibrio
se alcanzaria aproximadamente a los 60 seg cuando el sustrato transportado correspondid a
nicotinamida y a 2-desoxi-D-glucosa, y a alrededor de 40 seg para la captacion de 3-O-metil-D-

glucosa.
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Figura 6. Cinéticas de la incorporacion de nicotinamida, 3-O-metil-D-glucosa y 2-desoxi-D-
glucosa en vesiculas normales. Se midi¢ la entrada de los sustratos en vesiculas selladas de
orientacion normal, preparadas a partir de membranas de eritrocitos humanos. Los ensayos se
llevaron a cabo a 4°C, usando una cantidad de proteinas de x mg y 1 pnCi de sustrato radiactivo
por ensayo. (A) Incorporacion de 1 mM nicotinamida. (B) Incorporacion de 0,5 mM 3-O-metil-
D-glucosa. (C) Incorporacion de 0,5 mM 2-desoxi-D-glucosa. Cada determinacién se realizoé en

triplicado y se representa el valor del promedio + una desviacion estandar.
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Sobre la base de los resultados obtenidos en las cinéticas, establecimos un periodo de Sseg
como un tiempo de reaccion adecuado para realizar ensayos de competencia en vesiculas

lipidicas de orientacién normal.

4.3.2. Saturacion del transporte de nicotinamida.

Una vez determinadas las condiciones apropiadas para medir transporte en este sistema de
vesiculas, caracterizamos el transporte de nicotinamida. Para ello, se midio la captacion de
nicotinamida en funcién de su concentracion (Figura 7). Este transporte se realiza a través de un
proceso de tipo saturable, ratificando asi que en la membrana del eritrocito humano existe al
menos un sistema que es capaz de permitir el traspaso facilitado de nicotinamida. Esta conclusion
es congruente con lo descrito por Sofue et al. (Sofue ef al., 1992). Pudimos establecer ademas
que para la captacion de nicotinamida en las vesiculas de orientacion normal los valores para V,,,,

y K, corresponden a 36 pmoles/(mg proteinaxmin) y 6,3 mM, respectivamente.

4.3.3. Incorporacion de 2-desoxi-D-glucosa y 3-O-metil-D-glucosa en presencia de

nicotinamida y de azucares.

Para intentar reproducir los resultados descritos por Sofue et al. (1992), ensayamos el
transporte de nicotinamida, 3-O-metil-D-glucosa y 2-desoxi-D-glucosa en la presencia de
hexosas y la vitamina, con el proposito de probar alguna relacion funcional entre el transporte de
nicotinamida y GLUT1. En primer lugar probamos el transporte de nicotinamida en presencia de
D-glucosa, 3-O-metil-D-glucosa y 2-desoxi-D-glucosa como inhibidores de GLUT1. Como
control negativo empleamos L-glucosa. En la figura 8 se muestra que ninguna de estas hexosas
afectd la entrada facilitada de nicotinamida a las vesiculas (Panel A). Luego medimos la
incorporacion de 3-O-metil-D-glucosa 0,5 mM a 4°C y en presencia de un intervalo de
concentraciones de nicotinamida (0 a 50 mM) (Panel B). Como controles positivos para bloquear
GLUT1 usamos 2-desoxi-D-glucosa y D-glucosa, mientras que L-glucosa se emple6 como
control negativo. Finalmente, ensayamos la entrada de 2-desoxi-D-glucosa en presencia de

distintas concentraciones de nicotinamida y de hexosas (Panel C). Es claro que la presencia tanto
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Figura 7. Curva de saturacion de la velocidad de entrada de nicotinamida en vesiculas

selladas de orientacion normal. Se midio la velocidad de entrada de nicotinamida durante 10

seg y a una temperatura de 4 °C en vesiculas selladas de orientacion normal, preparadas a partir

de membranas aisladas de eritrocitos humanos, en presencia de distintas concentraciones de

sustrato frio y de 0,8 pCi de ["*C]nicotinamida. (A). Curva de saturacion. (B) Grafico de v en

funcion de v/S (grafico de Hanes-Wolff) para los datos del panel A. Se pudo calcular un valor de

K, aparente de 6,0 mM.
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Figura 8. Efecto de hexosas y de nicotinamida sobre la incorporacion de sustratos en
vesiculas de orientacion normal. Se midid la entrada de los sustratos en vesiculas selladas de
orientacion normal, preparadas a partir de membranas de eritrocitos humanos. Los ensayos se
llevaron a cabo a 4°C, durante 5 seg, usando por ensayo una cantidad de proteinas de x mg y 1
uCi de sustrato radiactivo y en ausencia (controles, 100% transporte) o en presencia de los
compuestos a las concentraciones que se indican.. (A). Entrada de 0,5 mM 2-desoxi-D-glucosa
(DOG). (B). Incorporacion de 0,5 mM 3-O-metil-D-glucosa (OMG). (C). Transporte de 1 mM
Nicotinamida. Cada determinacion se realizé en triplicado y se representa el valor del promedio +

una desviacion estandar.
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de D-glucosa como la de 3-O-metil-D-glucosa ejercen un notable efecto inhibitorio sobre el
transporte de 2-desoxi-D-glucosa mediado por GLUTI1 en las vesiculas normales, con
inhibiciones de alrededor de un 95 y 65%, respectivamente a 50 mM de los azucares. Asimismo,
la presencia tanto de nicotinamida como la de L-glucosa en el medio de reaccion no se tradujo en

baja significativa alguna de la incorporacion de 2-desoxi-D-glucosa en los ensayos respectivos.

4.4. Ensayos de transporte en vesiculas de orientacion invertida.

4.4.1. Cinética de la entrada de nicotinamida, 3-O-metil-D-glucosa y 2-desoxi-D-glucosa .

Nuestros resultados previos con células enteras y con vesiculas selladas de orientacion
normal no apoyan la existencia de una relacion funcional entre el transporte de nicotinamida y
GLUTI. Vale decir, GLUT1 no permite el traspaso de nicotinamida desde el lado externo hacia
el lado interno de la membrana plasmatica. Aun cabe sin embargo la posibilidad que GLUT]I
permita la salida de nicotinamida, es decir el traspaso desde la cara interna al lado externo de la
membrana plasmatica. Para evaluar esta posibilidad, decidimos ensayar el transporte de
nicotinamida y de hexosas en vesiculas selladas de orientacion invertida, preparadas a partir de

membranas de eritrocitos humanos normales.

La figura 9 resume los resultados de las cinéticas de transporte para estos ensayos. El
panel A muestra que la fase lineal para el transporte de nicotinamida no supera los 10 seg,
mientras la fase de equilibrio para dicho transporte se alcanza mas alld de los 60 seg. En los
paneles B y C se muestra que con 3-O-metil-D-glucosa y 2-desoxi-D-glucosa los resultados son
similares a los descritos en A. Con ambos podemos observar una fase lineal para el proceso de
transporte que no supera los 10 seg a partir de iniciada la reaccion, alcanzandose el equilibrio una
vez transcurridos al menos 60 seg. De acuerdo a estos datos, para mantener condiciones de
velocidad inicial establecimos un intervalo de tiempo igual a 5 seg como el periodo de reaccion
adecuado para realizar los futuros experimentos, que involucrardn la incorporacion y
competencia de nicotinamida y los andlogos de glucosa 3-O-metil-D-glucosa y 2-desoxi-D-

glucosa utilizando vesiculas lipidicas de orientacion invertida como modelo de trabajo.
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Figura 9. Cinéticas de la incorporacion de nicotinamida, 3-O-metil-D-glucosa y 2-desoxi-D-
glucosa en vesiculas invertidas. Se midi6 la entrada de los sustratos en vesiculas selladas de
orientacioén invertida (“inside-out vesicles”), preparadas a partir de membranas de eritrocitos
humanos. Los ensayos se llevaron a cabo a 4°C, usando una cantidad de proteinas de x mg y 0.8-
1 puCi de sustrato radiactivo por ensayo. (A) Incorporacion de 1 mM nicotinamida. (B)
Incorporacion de 0,5 mM 3-O-metil-D-glucosa. (C) Incorporacion de 0,5 mM 2-desoxi-D-

glucosa. Cada determinacion se realizo en triplicado y se representa el valor del promedio + una

desviacion estandar.
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4.4.2. Saturacion del transporte de nicotinamida.

El transporte de nicotinamida en estas vesiculas invertidas fue un proceso de tipo
saturable, que por tanto hace evidente nuevamente la presencia de un sistema de transporte
facilitado para nicotinamida en eritrocitos humanos (Figura 10). Este sistema exhibe valores para

Vi

ax

y K,, de 7,3 pmoles/(mg proteinaxmin) y 5,8 mM, respectivamente.

4.4.3. Incorporacion de nicotinamida, 3-O-metil-D-glucosa y 2-desoxi-D-glucosa en

presencia de nicotinamida o de azicares.

Al igual que con vesiculas de orientacion normal, en estas vesiculas invertidas probamos
el transporte de nicotinamida y de sustratos de GLUTI1 en ausencia y presencia de distintas
concentraciones, entre 0 y 50 mM, de hexosas y nicotinamida, respectivamente. El transporte de
nicotinamida 1 mM fue refractario a la presencia tanto de D-glucosa como de L-glucosa asi como
también lo fue ante la presencia de 3-O-metil-D-glucosa o de 2-desoxi-D-glucosa (Figura 11).
Por otro lado, al medir la incorporacion de 3-O-metil-D-glucosa y 2-desoxi-D-glucosa,
nicotinamida no afecto el transporte de las hexosas, comportamiento similar al observado con L-
glucosa. Ademas, las hexosas fueron excelentes inhibidores del transporte mediado por GLUT]I.
Por ejemplo, D-glucosa 50 mM bloqueo6 notablemente el transporte de 3-O-metil-D-glucosa y 2-

desoxi-D-glucosa alcanzando esta inhibicion a ser del orden de un 90 - 95%, respectivamente.

4.5. Relacion del transporte de nicotinamida con la funcién de otros transportadores

facilitativos en el eritrocito humano.

4.5.1. Ensayos de transporte de nicotinamida en presencia de aminoacidos.

Dado que es claro que GLUT1 no colabora en la entrada de nicotinamida a las células,

intentamos aproximarnos a verificar una via alternativa de ingreso para nicotinamida a la célula

roja humana por medio de otros transportadores conocidos en esta célula. Por ello decidimos
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Figura 10. Curva de saturacion de la velocidad de entrada de nicotinamida en vesiculas
selladas de orientacién invertida. Se midi6 la velocidad de entrada de nicotinamida durante 10
seg y a una temperatura de 4 °C en vesiculas selladas de orientacion invertida (“inside-out
vesicles”), preparadas a partir de membranas aisladas de eritrocitos humanos, en presencia de
distintas concentraciones de sustrato frio y de 0,8 pCi de ["*C]nicotinamida. (A). Curva de
saturacion. (B) Grafico de v en funcion de v/S (grafico de Hanes-Wolff) para los datos del panel

A. Se pudo calcular un valor de K,, aparente de 6,1 mM.
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Figura 11. Efecto de hexosas y de nicotinamida sobre la incorporacion de sustratos en
vesiculas de orientacion invertida. La entrada de los sustratos en vesiculas selladas de
orientacion invertida, preparadas a partir de membranas de eritrocitos humanos, se midi6 a 4°C,
durante 5 seg, usando por ensayo una cantidad de proteinas de x mg y 1 uCi de sustrato
radiactivo y en ausencia (controles, 100% transporte) o en presencia de los compuestos a las
concentraciones que se indican.. (A). Entrada de 0,5 mM 2-desoxi-D-glucosa (DOG). (B).
Incorporaciéon de 0,5 mM 3-O-metil-D-glucosa (OMG). (C). Transporte de 1 mM nicotinamida.
Cada determinacion se realizd en triplicado y se representa el valor del promedio + una

desviacion estandar.
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probar la incorporaciéon de nicotinamida en presencia de aminoéacidos representativos de los
sistemas T y L de transporte de aminoacidos en eritrocitos. Para el primer caso se ha establecido
a L-triptéfano como el més claro representante de este sistema de transporte (Rosenberg et al.,
1980), mientras que para el caso del sistema L se ha convenido en la utilizaciéon de L-leucina

(Prasad et al., 1999).

En estos ensayos se prob6 entonces el efecto de la presencia de diferentes concentraciones
(0 a 30 mM) de los aminoacidos sobre la incorporacion de nicotinamida 1 mM en eritrocitos
humanos (Figura 12A). Es evidente que no se observa ningun efecto de competencia entre alguno
de los aminoacidos ensayados y la incorporacion de nicotinamida. Podemos descartar al menos la
participacion de alguno de estos sistemas de transporte en la entrada de nicotinamida hacia el

interior del eritrocito humano.

4.5.2. Transporte de nicotinamida en presencia de tetraetilamonio.

En otro intento por dilucidar la identidad del transportador responsable de la captacion de
nicotinamida en eritrocitos humanos, decidimos probar si la captacion de nicotinamida tiene
relacion funcional con la familia de los transportadores de cationes organicos. Para ello usamos
tetractilamonio (TEA), sustrato de este tipo de transportadores (Green et al., 1999), para probar
su efecto sobre el transporte de nicotinamida en eritrocitos humanos intactos. El resultado de este
ensayo se observa en la figura 12B. En ella podemos claramente apreciar que la presencia de
tetractilamonio en la mezcla de reaccion no alter6 de manera alguna la incorporacion de
nicotinamida, lo cual indicaria que este tipo de transportadores tampoco es el responsable de la

captacion de nicotinamida por el eritrocito humano.

4.6. [Efecto de nicotinamida sobre la acumulacion de 2-desoxi-D-glucosa en eritrocitos

humaneos.

El analogo de glucosa, 2-desoxi-D-glucosa (DOG) se acumula intracelularmente en forma

de 2-desoxi-D-glucosa-6-fosfato (Simpson y Cushman, 1986). Quisimos verificar si la presencia
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Figura 12. Ausencia de inhibicion del transporte de nicotinamida en eritrocitos humanos

enteros por la presencia de ciertos aminoacidos o de tetraetilamonio. Se realizaron ensayos

de velocidad de transporte de entrada de 1 mM nicotinamida a 4°C, empleando una cantidad de

eritrocitos de 42,7x10°¢lulas por ensayo y alrededor de 1 uCi de nicotinamida radiactiva por

ensayo, en ausencia (controles 100% transporte) o en presencia de los compuestos a las

concentraciones que se indican. Cada determinacién se realizé en cuadruplicado y se representa

el valor del promedio + una desviacion estandar. (A) Ensayos en presencia de los aminoacidos L-

leucina y L-triptofano.

tetraetilamonio.

(B). Ensayos

en presencia de diferentes

concentraciones de
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de nicotinamida era capaz de afectar esta acumulacion. Con este objetivo disefiamos un ensayo
en el que se midid la incorporacion de 2-desoxi-D-glucosa a tiempos largos de reaccion,
separando de esta manera en nuestro andlisis el proceso de acumulacion intracelular de sustrato
del proceso de transporte de sustrato. Sin embargo, la acumulaciéon de 2-desoxi-D-glucosa se
mantuvo inalterable tanto para el ensayo realizado en presencia de nicotinamida como en el caso
en que se utilizd L-glucosa (Figura 13). Este resultado lo interpretamos como que la presencia de
nicotinamida en el intervalo de concentraciones empleado en este ensayo no es capaz de interferir

con el proceso de acumulacion intracelular de 2-desoxi-D-glucosa en eritrocitos humanos.
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Figura 13. Nulo efecto de nicotinamida y de L-glucosa sobre la acumulacion de 2-desoxi-D-
glucosa en eritrocitos humanos. Se midio la cantidad de 2-desoxi-D-glucosa acumulada en
eritrocitos humanos al cabo de incubarlos durante 5 min con 0,5 mM del azacar, a una
temperatura de 4 °C. La concentracion promedio de células para los ensayos fue de 46,3 x 10°

células.
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5. DISCUSION

En los ultimos afios el estudio de los transportadores facilitativos de hexosas (GLUTSs) se
ha extendido de manera notable, primordialmente dada la importancia metabodlica de la glucosa,
como la principal fuente para la generacion de energia en forma de ATP en mamiferos, tanto en
condiciones aerdbicas como anaerdbicas. De los transportadores de glucosa descritos, GLUTI es
el que se conoce con mas detalle debido principalmente a que se encuentra en altas cantidades en
la membrana plasmadtica de eritrocitos, constituyendo un 3-5% del total de sus proteinas y
atendiendo ademas a la consideracion que la preparacion de vesiculas selladas derivadas de los

eritrocitos es un proceso bien establecido.

Si bien en principio este transportador fue descrito como muy especifico para ciertas
hexosas, puesto que transporta s6lo D-glucosa y no su estereoisdbmero L-glucosa (Carruthers,
1990), con el tiempo se ha postulado que su especificidad no es tan estricta, pues en células
humanas se ha descrito a GLUT1 como la principal via de ingreso de acido deshidroascorbico, la
forma oxidada de la vitamina C (Vera et al., 1993; Vera et al., 1994; Vera et al., 1995). Ademas,
los transportadores de glucosa son permeables a agua (Fischbarg et al, 1990) y GLUTI
interactiia con compuestos que no tienen una semejanza estructural obvia con hexosas o con el
acido deshidroascorbico. Estos compuestos incluyen al alcaloide citocalasina B (Bloch, 1973a),
la chalcona floretina (LeFevre y Marshall, 1959), esteroides (Lacko et al., 1975), derivados del
acido benzoico (Lacko et al., 1981) y barbituratos (Honkanen et al., 1995). Incluso, nosotros
describimos en forma reciente que un conjunto de inhibidores de proteina tirosina quinasas que
incluyen compuestos naturales de la familia de las flavonas e isoflavonas, y sintéticos como las
tirfostinas, inhiben la actividad funcional de GLUT1 por medio de su union directa al

transportador (Strobel, 1996; Vera et al., 1996; Iribarren, 1997; Vera et al., 2001).

El informe que GLUT1 en un sistema reconstituido transporta nicotinamida, a pesar de la
diferencia de su estructura quimica respecto de D-glucosa, implica que quizas la selectividad de
GLUTI por hexosas es menos estricta atin que lo que se aceptaba cominmente. Esta Tesis evalua

la participacion propuesta del transportador facilitativo de hexosas GLUT1 en el proceso de
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incorporaciéon de nicotinamida en eritrocitos humanos. Con este proposito realizamos un
conjunto de ensayos en los que se midio el efecto ejercido sobre dicho transporte por la presencia
de sustratos como 2-desoxi D-glucosa, 3-O-metil-D-glucosa y D-glucosa los cuales han sido
reconocidos como sustratos que ingresan a la célula roja a través del transportador de glucosa
GLUTI1. Asimismo, se caracteriza cinéticamente el transporte de nicotinamida tanto en
eritrocitos humanos intactos como en vesiculas lipidicas, de orientacion normal e invertida, asi
como el efecto de la presencia de nicotinamida sobre la acumulacion intracelular de
desoxiglucosa. Finalmente, analizamos el desplazamiento por nicotinamida de la citocalasina B

unida al transportador GLUT1 en membranas de eritrocitos humanos.

Las principales conclusiones del presente trabajo son:

1) Existe un sistema de transporte que facilita la entrada de nicotinamida en los eritrocitos
humanos.

2) No hay relacion funcional entre el transporte facilitado de nicotinamida y el transportador de
hexosas GLUT]I.

3) Nicotinamida se une aparentemente a GLUTI1, pero esta union no afecta la actividad del

transportador.

En eritrocitos humanos el transporte de nicotinamida fue saturable, lo que sugiere que no
corresponde sélo a un fenomeno de simple difusion del sustrato a través de la membrana
plasmatica, sino que mas bien obedece a un proceso controlado y en el cual necesariamente debe
existir la participaciéon de un transportador capaz de regular en forma eficiente el influjo de
nicotinamida en la célula roja. Los valores de K,, y V.. para la captacion de nicotinamida en
eritrocitos humanos corresponden a 6,3 mM y 52 pmoles/(10° célulasxmin), respectivamente.
Estos valores son semejantes a los descritos por Sofue et al. (Sofue et al., 1992). El caracter
facilitado del transporte queda de manifiesto por nuestra capacidad de medir transporte de
nicotinamida en vesiculas selladas de orientacion normal e invertida. Los parametros cinéticos en

estos sistemas fueron de K, = 6,3 mM y V. = 36 pmoles/(ug proteinaxmin) en vesiculas

max
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selladas de orientacion normal, mientras que con vesiculas invertidas estos valores fueron de K,
=57TmMyV,_. =79 pmoles/(ug proteinaxmin).

Es claro entonces que el eritrocito humano existe un sistema de transporte que facilita el
intercambio de nicotinamida a través de la membrana plasmatica. No es claro sin embargo la
relevancia fisiologica de este transporte, pues su afinidad se encuentra muy por sobre el intervalo
de concentracion fisioldgicas de nicotinamida. Se puede especular que tal vez este transporte de

nicotinamida suceda por la intermediacion de una actividad accesoria, de baja afinidad, de otro

sistema de transporte, el cual aun no se ha identificado.

Una posible relacion funcional entre GLUTI1 y el transporte de nicotinamida fue
propuesta por Sofue et al. (Sofue et al., 1992), sobre la base de estudios de transporte en
eritrocitos enteros, en preparaciones del transportador purificado y reconstituido en vesiculas
lipidicas y por ensayos de desplazamiento de citocalasina B unida a GLUT1. Ellos describieron
que los pardmetros cinéticos de transporte para nicotinamida y desoxiglucosa en eritrocitos eran
semejantes. Mas aun, el transporte de nicotinamida fue sensible a la presencia de D-glucosa, con
valores de K, del orden de la K, para la entrada de D-glucosa a la célula. Por otro lado, el
transporte de D-glucosa fue bloqueado eficientemente por nicotinamida, con un valor de K,
semejante al valor de la K, para el influjo de Nicotinamida en el mismo sistema. El mecanismo
de la inhibicion causada por nicotinamida fue de caracter competitivo, lo cual sugiri6 fuertemente
que ambos compuestos compartian el mismo sistema de transporte. En acuerdo con esta
interpretacion, esta vitamina desplazd a citocalasina B unida a GLUTI, indicando que

nicotinamida se une en forma directa al transportador (Sofue ef al., 1992).

Nuestros resultados con eritrocitos humanos enteros y empleando vesiculas selladas de
orientacion normal e invertida no favorecen la existencia de una relacion funcional entre GLUT]1
y el transporte de nicotinamida. Al contrario, en esta Tesis describimos que:

1) No pudimos observar efecto alguno de la presencia de nicotinamida sobre los transportes
de metilglucosa y desoxiglucosa en eritrocitos humanos. Ambos analogos son sustratos

que se emplean clasicamente para evaluar el transporte de hexosas facilitado por GLUTs.
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i) Al medir la incorporacion de nicotinamida en los eritrocitos en presencia de metilglucosa
o de desoxiglucosa, tampoco apreciamos efecto alguno.

1) En ensayos de competencia usando vesiculas selladas de orientacion normal e invertidas
pudimos verificar en forma clara que no existen evidencias de ningln tipo de inhibicion
por nicotinamida sobre el transporte de metilglucosa y desoxiglucosa mediado por
GLUTI.

v) La captacion de nicotinamida en vesiculas tampoco se vio afectada en medida alguna por
la presencia de sustratos del transportador facilitativo de hexosas, asi como por L-glucosa,
isomero incapaz de ser transportado por GLUTI.

V) Diversos compuestos capaces de inhibir el transporte de hexosas mediado por GLUT1

fueron incapaces de afectar la entrada de nicotinamida a los eritrocitos.

Todas estas pruebas sugieren de manera convincente que es posible discriminar el
transporte de nicotinamida de la actividad del transportador de hexosas GLUT1, desde un punto
de vista funcional y farmacoldégico. Nuestros resultados discrepan entonces de los descritos por
Sofue et al. No es claro a nuestro entender el origen de esta discrepancia, pues los sistemas
experimentales son muy semejantes. Una diferencia pudiera ser que parte de los datos descritos
por estos autores se obtuvieron con el transportador GLUT1 purificado y reconstituido en
vesiculas lipidicas. Se pudiera especular que la especificidad del transportador una vez aislado y
reconstituido es diferente a la del transportador natural. Por ejemplo, si la purificacion libera
algun factor responsable de impedir el transporte de nicotinamida mediado por GLUT1. También
se puede sugerir que la estructura del transportador reconstituido difiere en alguna medida de la
estructura de la proteina natural, de manera que se comprometa la especificidad del ciclo de

transporte y permita el traspaso de nicotinamida.

Ambas alternativas llevan implicita la nocion que la reconstituciéon del transportador
cambia sus propiedades fisiologicas, de manera que el putativo transporte de nicotinamida refleja
una actividad aberrante del transportador. Nuestro abordaje fue probar la actividad de transporte
de nicotinamida en un sistema de vesicula sellada de membranas de eritrocitos. Como en este

caso no se requiere reconstituir al transportador, representa un modelo mas fisioldgico para
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analizar en detalle las propiedades de este transporte. Asimismo, tiene la enorme ventaja que es
posible controlar la orientacion de las membranas, lo cual permite medir transporte en ambos
sentidos (Steck y Kant, 1974). Nuestros resultados en estas vesiculas selladas son congruentes
con la existencia de un sistema de transporte de nicotinamida independiente de la presencia de
GLUT]1. Una conclusion idéntica se deriva de nuestros resultados de transporte en eritrocitos

enteros.

De todos los inhibidores conocidos para GLUTI sin lugar a dudas el mas ampliamente
usado con fines experimentales es citocalasina B. Este alcaloide presenta una alta afinidad por el
transportador GLUT1 y su union bloquea la union del sustrato al transportador (Basketter y
Widdas, 1978; Carruthers y Helgerson, 1991; Hamill et al., 1999). El desplazamiento de la union
de citocalasina B a GLUTI en membranas de eritrocitos es considerado entonces como una
prueba de la interaccion fisica directa de un compuesto determinado con el transportador
facilitativo de hexosas GLUTI1. Asimismo, existen pruebas que su sitio de union a GLUT1 se
encontraria ubicado en un segmento de la region citoplasmatica del transportador. Sofue et al.
sefialan que la unidén de citocalasina B a liposomas reconstituidos que contienen GLUTI1
purificado es inhibida de manera dosis-dependiente por la presencia tanto de D-glucosa como de
nicotinamida, informandose lo mismo cuando se midio la union de citocalasina B a eritrocitos
intactos (Sofue et al., 1992). Nuestros resultados para los ensayos de union de citocalasina B a
membranas de eritrocitos humanos muestran claramente que nicotinamida es capaz de desplazar
a citocalasina B desde el transportador de hexosas, lo cual indudablemente se traduce en el
reconocimiento de al menos una interacciéon directa entre la molécula de nicotinamida y el
transportador de glucosa. Empero, este hallazgo no necesariamente significa que sea este mismo

transportador el responsable del proceso de captacion de nicotinamida en eritrocitos humanos.

Sofue et al, no analizaron en detalle la naturaleza de la interaccion de nicotinamida con el
transportador, pero nosotros logramos establecer que ésta corresponde mds bien a un
desplazamiento de caracter no competitivo. Esta conducta sugiere que el putativo sitio de union

de nicotinamida seria diferente que el sitio de union de citocalasina B en el transportador. Este
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hecho es facil de conciliar con el resultado que nicotinamida si bien se une al transportador, es

incapaz de afectar su capacidad de facilitar el transporte de hexosas.

Queda pendiente entonces la interrogante de cual seria la identidad del sistema que
facilita la entrada de nicotinamida a las células. En forma preliminar, evaluamos algunas
opciones. Considerando que nicotinamida tiene una estructura semejante a la de la cadena lateral
de los aminoacidos tirosina y fenilalanina, probamos si el sistema T, responsable de la mayor
parte del transporte facilitado de estos aminoacidos aromaticos en eritrocitos (Rosenberg et al.,
1980), participa en la entrada de nicotinamida. Asimismo, probamos la opcién que alguno de los
transportadores de cationes organicos fuera responsable del influjo de nicotinamida. El transporte
de nicotinamida en eritrocitos humanos intactos no fue alterado de manera significativa por L-
triptofano, por L-leucina, ni por tetrametilamonio. Estos compuestos son sustratos predilectos de
los transportadores de aminoacidos sistema T y sistema L y de los transportadores de cationes
organicos, respectivamente. Estos resultados indican que los sistemas T y L de transporte de
aminoacidos o algin transportador de cationes organicos no participan en la entrada de
nicotinamida. Esto es perfectamente consistente con resultados de ensayos realizados también en
eritrocitos humanos, los cuales muestran que el transporte de L-triptofano tampoco es afectado

por la presencia de nicotinamida.

La incorporacion en funcion del tiempo de aquellos compuestos que son metabolizados
por las células exhibe normalmente dos componentes. Un componente corresponde al transporte
del compuesto a través de la membrana plasmatica, mientras un segundo componente funcional
da cuenta del atrapamiento o acumulacién del metabolito en la célula. La tasa neta de este
segundo componente se encuentra limitada entonces por la eficiencia de la célula para
metabolizar al sustrato transportado. Es claro que nicotinamida no afecta la fase de transporte de
hexosas en los eritrocitos, pero cabe la posibilidad que nicotinamida tenga algin efecto en la fase
de acumulacion de los sustratos. Probamos entonces en los eritrocitos humanos si esta segunda
fase era sensible a la presencia de nicotinamida, midiendo acumulacion de desoxiglucosa, asi
pudimos ademas establecer que la presencia de nicotinamida fue incapaz de ejercer efecto alguno

sobre el proceso de acumulacion de desoxiglucosa en eritrocitos humanos.
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Los efectos que hemos observado no se encuentran limitados a los eritrocitos humanos y
sus membranas, sino que a la vez los hemos observado en células CHO que sobreexpresan
GLUTI. Nicotinamida fue incapaz de afectar la incorporacion de hexosas en estas células. Como
era esperable, la sobreexpresion de GLUT1 fue acompafiada de un importante aumento en la
capacidad de las células transfectadas para captar desoxiglucosa. En claro contraste, este aumento
en la capacidad de transportar hexosas no se acompand de incremento alguno del transporte de
nicotinamida (Vera, J.C. & Reyes, A.M, datos no publicados) confirmandose asi la nula relacion

entre le nivel de expresion de GLUTI1 y el transporte de nicotinamida.

En general, estas observaciones reafirman la nocidén que el transportador facilitativo de
hexosas GLUT1 interactua con sus sustratos de manera altamente especifica, lo cual considera el
reconocimiento en el sustrato de un anillo de tipo piranosa o furanosa con la quiralidad
apropiada. A partir de nuestros resultados, podria establecerse que la presencia de anillo
aromatico de tipo piridina, o bien la del grupo carboxiamida de la cadena lateral en posicion meta
de la nicotinamida, previenen su interaccion con los sitios de reconocimiento de sustrato del

transportador GLUT]1.

A pesar de nuestra informacion e interpretaciones, aun se puede argumentar que es
concebible la participacion del GLUT1 en el transporte de nicotinamida. Sin embargo, para que
ello sucediera en las condiciones de los experimentos que hemos descrito en el presente trabajo,
seria necesario que nicotinamida se uniera en el transportador a un sitio diferente del sitio de
union de los azucares, y tendria que transitar por una via completamente distinta de aquella
empleada por los azlcares. De acuerdo a esto, parece mucho mas facil concluir, como lo
hacemos nosotros, que nicotinamida atraviesa la membrana de la célula a través de un

transportador completamente diferente del transportador facilitativo de hexosas GLUTT.
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