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RESUMEN

El transportador y'L es un intercambiador de aminoacidos que pertenece a la
familia de transportadores heterodiméricos. El sitio que se expone al medio extracelular,
reconoce aminodacidos catidnicos y neutros con alta afinidad en presencia de Na* (o Li"),
mientras que en K* es especifico para aminoécidos catidnicos. En este trabajo se
investigd la especificidad del sitio interno, utilizando como modelo experimental
membranas reselladas de eritrocitos de pollo.

Se estudié la dependencia de los flujos de entrada de L-[*‘C]lisina de la
concentracion de distintos aminoacidos localizados en el compartimento intracelular en
presencia de Na’, K* o Li*. Los resultados muestran que el sitio interno presenta una
marcada preferencia por L-lisina y que la union de los aminoacidos neutros estudiados (L-
glutamina, L-leucina, L-metionina) es débil. L-lisina, a concentraciones saturantes, acelero
el flujo unidireccional de entrada aproximadamente 8 veces y la constante de saturacién
media (Kos) para el efecto activador en presencia de Na* fue 0,010 + 0,001 mM. L-
glutamina, el aminoacido neutro que se unié mas fuertemente, causo el mismo efecto a una
concentracion 80 veces superior (Kos: 0,8 = 0,27 mM). En K", la selectividad por
aminodacidos cationicos es aln mayor. Los resultados indican que el transportador y'L
muestra una marcada asimetria en los sitios de unién externo e interno y que esta cualidad
no depende de la presencia o ausencia de Na®, ademas demuestran que el proceso
favorecido es el intercambio de aminoacidos neutros (mas Na®), desde el exterior por

aminoacidos cationicos en el interior.



INTRODUCCION

En los ultimos, afios se ha identificado una familia de transportadores de
aminoacidos denominados genéricamente “transportadores heterodiméricos”. La unidad
basica de estos transportadores, es un dimero formado por una subunidad reguladora o
cadena pesada, (~ 80 kDa), que se asocia a través de un puente disulfuro a una subunidad
catalitica o cadena liviana (40 — 50 kDa). La familia de transportadores heterodiméricos en
células de mamiferos esta constituida por 7 miembros, estos transportadores poseen
especificidad y localizacion celular caracteristica (revisado en Devés y Boyd, 1998;
Verrey et al., 2000, Verrey et al., 2003). Desde el punto de vista de la translocacién de los
sustratos, los transportadores heterodiméricos funcionan como intercambiadores, es decir,
facilitan el intercambio de aminoacidos presentes en compartimientos opuestos. Sin
embargo, el mecanismo que subyace a esta forma de operacion aun no se comprende.

Uno de los transportadores heterodiméricos descritos con mayor detalle desde el
punto de vista funcional es el sistema y'L, identificado originalmente en eritrocitos
humanos (Devés et al, 1992). El sistema y’L transporta aminoécidos cationicos y neutros,
y su especificidad es afectada por la composicion ionica del medio: en presencia de Na*, el
transportador une y transloca aminoacidos neutros y catiénicos, pero si el Na* se
reemplaza por K* o colina, el transportador se vuelve selectivo para aminoacidos cationicos
(Angelo y Devés, 1994; Kanai et al., 2000).

Recientemente se demostro que el transporte de lisina a través de los eritrocitos de
pollo ocurre exclusivamente a través del sistema y'L, y ademas que los individuos de esta
especie pueden clasificarse de acuerdo a dos fenotipos de alta y baja velocidad para el

transporte de L-lisina (HT y LT, respectivamente), (Vargas y Devés, 2001). Estas dos



caracteristicas hacen de los eritrocitos de pollo un muy buen modelo para el estudio del
mecanismo de transporte del sistema y*L.

En este proyecto se ha estudiado las propiedades funcionales del transportador
y'L, en particular, la especificidad del sitio de union intracelular, utilizando como modelo
experimental membranas reselladas de eritrocitos de pollo. La preparacion de membranas
reselladas permite controlar la concentracion de aminoacidos y el medio ionico del

compartimiento interno.

REVISION BIBLIOGRAFICA

Descubrimiento del transportador de aminoacidos y'L.

Por més de 20 afios se pensé que el transporte de aminoacidos catidnicos a traves de
la membrana de células de mamiferos ocurria a través de un dnico transportador
denominado  "sistema y* que fue definido como un transportador de aminoécidos
cationicos independiente de Na*, capaz de unirse mas débilmente con aminoacidos neutros
en presencia de Na' (revisado en White,1985).

La evidencia que llevé al descubrimiento del sistema y*L en eritrocitos humanos
fue la observacion de gque al adicionar L-leucina no radiactiva en el medio extracelular, esta
inhibia parcialmente, y con alta afinidad, el flujo de entrada de L-lisina. Se propuso
entonces que L-lisina ingresaba a los eritrocitos humanos a través de dos transportadores
que se diferenciaban en su interaccion con aminoacidos neutros, el sistema y*, especifico
para aminoacidos cationicos, y el sistema y'L que interactiia con L-lisina y L-leucina con
afinidades comparables. También se observé que la fraccion inhibida por L-leucina era

dependiente de la concentracion de lisina radiactiva utilizada en el ensayo. De esta manera,



al utilizar una concentracién muy baja (1 uM) de L-[**C]lisina, el efecto inhibitorio
maximo causado por L-leucina, correspondia aproximadamente al 50 % del flujo original;
pero en presencia de concentraciones altas de lisina radiactiva (> 100 uM) , el efecto
inhibitorio se reducia en forma importante. Se demostr6 que un modelo de dos
transportadores para L-lisina, uno de alta afinidad que reconoce y transporta en forma
comparable L-lisina y L-leucina (sistema y*L) y otro de baja afinidad que es especifico para
aminoéacidos cationicos (sistemay") explica adecuadamente este fendmeno. (Devés et al.
1992).

Esta hipotesis fue confirmada posteriormente utilizando el inhibidor de grupos
sulfhidrilos N-etilmaleimida (NEM). Al pretratar los eritrocitos humanos con NEM se
produce una inhibicién parcial en la entrada de L-[**C]lisina (1 uM), alcanzandose un flujo
del 50 % con respecto de las células sin tratamiento. Ademé&s, como se esperaba, al
aumentar la concentracion de L-[**C]lisina, la sensibilidad a NEM aumentd pues el
transportador y*, que es el transportador de menor afinidad, cobra mas importancia al ser
mayor la concentracién de lisina en el medio externo (Devés et al. 1993). La adicion de L-
leucina (4mM) a células pretratadas con NEM inhibi6 el flujo en un 100% vy, por lo tanto,
se concluyé que NEM era un inhibidor especifico del sistema y*. De esta manera, NEM
hizo posible estudiar la especificidad del sitio externo y las propiedades de intercambio del
transportador y*L en los eritrocitos humanos. (Devés et al. 1993).

Caracteristicas funcionales del sistema y*L.

El sistema y'L es un transportador de aminoacidos de amplio espectro (transporta

aminoacidos cationicos y neutros) y se distingue de otros transportadores de amplio

espectro , sistemas b*y B% (Van Winkle et al, 1985; Van Winkle et al 1988), porque



su especificidad depende de la composicion idnica del medio (Deves et al., 1993). En
presencia de Na* o Li* el transportador une y transloca aminoacidos neutros y cationicos,
pero si el Na" se reemplaza por K* o colina, el transportador se vuelve selectivo para
aminoacidos catidnicos, disminuyendo dramaticamente su afinidad por aminoacidos
neutros (revisado en Devés y Boyd 1998; Verrey et al., 2003).

La interaccion del sistema y'L con sus sustratos en la superficie externa de la
membrana ha sido caracterizada en detalle (Angelo y Deves, 1994; Angelo et al., 1996). El
sistema y'L en eritrocitos humanos acepta un amplio rango de aminoacidos como sustratos
en su sitio de union extracelular que incluye aminoacidos cationicos y neutros. Entre los
aminoacidos neutros, L-leucina es el que se une mas fuertemente en presencia de Na*; L-
lisina y L-leucina presentan afinidades comparables siendo las constantes de saturacion
media (Ky) 9.5+ 0.67 uM y 10.7 + 0.72 puM, respectivamente. EIl sistema transporta
ademas otros aminoacidos cationicos como L-arginina, L-ornitina y N-monometilarginina.

La velocidad de translocacién del complejo carrier-sustrato mostré ser menos
dependiente de la estructura del aminoéacido que la union. La translocacion es mas lenta
para los aminoacidos de mayor tamafo, L-triptofano y L-fenilalanina, mientras que los
aminoacidos pequefios (L-alanina y L-serina) son rapidamente transportados a
concentraciones saturantes, si bien su afinidad es comparativamente baja.

El sistema y'L, al igual que otros transportadores heterodiméricos, funciona
como un intercambiador estrechamente acoplado (Angelo y Devés, 1994; Chillaron et al,
1996). La salida de lisina desde los eritrocitos hacia un medio libre de aminoacidos ocurre
muy lentamente, pero es acelerada por la adicién de aminoacidos (cationicos y neutros) al

medio externo.



La especificidad del sistema y*L y su dependencia ionica sugirieron que podia jugar
un rol en la salida de aminoacidos cationicos de células epiteliales (Eleno et al., 1994).
Posteriormente, en base a evidencia genética, se ha demostrado que el transportador y*L
juega un importante rol en el transporte de aminoacidos a traves de la membrana basolateral
del epitelio renal e intestinal, (revisado en Palacin et al., 2001 y Palacin et al., 2003). El
transportador y*L junto con b® dan cuenta de la reabsorcién transcelular de aminoacidos
catidnicos y cistina a través del tejido epitelial (Bauch et al. 2003).

Caracteristicas moleculares.

Las dos sub-unidades que conforman el transportador y*L han sido clonadas y se han
identificado dos isoformas que se diferencian por la naturaleza de la subunidad liviana
(y'LAT-1 e y'LAT-2) (Torrents et al.,1999; Pfeiffer et al., 1999). La especificidad de estas
dos isoformas es similar, pero poseen distinta localizacion tisular: el transportador
y'LAT-1 se expresa altamente en tejidos epiteliales (intestino delgado y rifién) vy el
transportador y*'LAT-2 es ubicuo (revisado en Verrey et al., 2003).

Estudios genéticos han revelado que mutaciones en el gen que codifica la
subunidad y'LAT-1, provocan el defecto genético denominado intolerancia proteica
lisinarica o LPI (Torrents et al., 1999; Borsani et al., 1999). Esta enfermedad implica un
desorden autosémico recesivo que causa multiples disfunciones organicas, como por
ejemplo, retraso en el crecimiento, hipotonia muscular, hepatoesplenomegalia, etc. La LPI
se caracteriza por un incremento en la excrecion urinaria de aminoacidos cationicos (lisina,
arginina, ornitina) y episodios de hiperamonemia después de la ingesta; todo esto asociado
con una baja de la sintesis de urea (revisado por Palacin et al, 2003). El analisis de la
actividad de transporte de eritrocitos de pacientes con LPI no mostro alteraciones

significativas, lo que sugiere que la subunidad y"LAT-1 no es responsable del transporte



de lisina en estas células. (Boyd et al., 2000).
Caracteristicas del transportador y*L en los eritrocitos de pollo.

Recientemente se ha demostrado que el sistema y'L da cuenta del flujo de
lisina en eritrocitos de pollo, sin observarse evidencia sobre actividad y* (Vargas y Devés,
2001). Diferencias en el funcionamiento del sistema y*L explican la heterogeneidad en
los flujos de entrada de aminoacidos a través de la membrana del eritrocito descrita
anteriormente (Somes et al., 1981; Vargas y Deves, 2001). Es asi como se han
identificado en esta especie dos grupos de individuos que se distinguen por la velocidad con
que transportan lisina a través de la membrana del eritrocito: grupo de alta velocidad (HT)
y grupo de baja velocidad (LT). El flujo de entrada de lisina a una concentracion de 1uM
en animales HT excede aproximadamente 35 veces el flujo determinado en los animales
LT. Si bien el transporte de L-lisina observado en ambos grupos de individuos, presenta
caracteristicas propias de la actividad y*'L (amplio espectro, especificidad dependiente de la
composicion iénica del medio), las dos actividades muestran algunas diferencias entre si. El
transportador descrito en los eritrocitos del grupo LT presenta un patrén de especificidad
muy similar al transportador y*L de eritrocitos humanos, mientras que la selectividad del
transportador presente en los eritrocitos del grupo HT  muestra una afinidad
significativamente menor por L-leucina en relacion a lisina (Ki_gy = 920 + 100 uM, Kjs =
17.8 + 1.3 uM). La constante de saturacion media de L-leucina de los eritrocitos HT es 10
veces mayor que aquella de eritrocitos LT, sin embargo, la constante de saturacion media
para L-lisina es 3 veces menor que en eritrocitos LT. En otros aspectos, tales como la
interaccidén con otros aminodcidos y las propiedades de intercambio, el transportador de

eritrocitos HT se comporta en forma similar al sistema y’L descrito en otras células y



especies (Vargas y Devés, 2001).

Los parametros cinéticos determinados dan cuenta de observaciones realizadas en
estudios de cruzamiento selectivo de aves respecto a su capacidad para transportar
aminoéacidos, las cuales no se habia logrado explicar (Somes et al, 1981; Vargas y Devés,

2001).

Hipétesis:

La afinidad por leucina en el medio intracelular es significativamente menor que la
afinidad por L-lisina. La asimetria se debe a la diferente composicion ionica de los
medios intra y extracelular. Esto facilitaria el intercambio de L-lisina (interna) por L-

leucina (externa).

Objetivo General:
Describir la especificidad del sitio que se expone al compartimiento interno en el
transportador de aminoacidos y*L y el efecto que tienen distintos iones y aminoacidos en el

medio interno sobre la interaccion del transportador con aminoacidos en el lado opuesto.

Obijetivos especificos:

1. Desarrollar y estandarizar una metodologia que permita medir el intercambio de
aminoacidos a través de la membrana plasmatica de eritrocitos de pollo controlando la
composicion inicial de aminoacidos en los medios intra y extracelular, utilizando como
modelo membranas reselladas (fantasmas) de eritrocitos de pollo.

2. Determinar el flujo de entrada de L-[**C]lisina (1uM) a membranas reselladas que

contengan en el medio intracelular aminoacidos catidnicos o neutros, en diferentes



concentraciones y con distintas condiciones idnicas, (Na,” K" o Li* como cation
principal).

3. Determinar el flujo de salida de L-[**C]lisina desde membranas reselladas hacia un
medio extracelular que contenga distintos aminoacidos cationicos 0 neutros y con
diferentes condiciones idnicas (Na* o K* como cation principal).

4. Elaborar un modelo de intercambio que de cuenta de las especificidades del sistema y*'L

cuando el sitio de union esta expuesto al compartimiento externo o interno.

MATERIALES Y METODOS

Materiales:

Reactivos quimicos: [* C]-L-lisina (aproximadamente 300 mCi/mmol) se obtuvo de ARC
(American Radiolabeled Chemicals) y los aminoécidos no marcados de SIGMA. Todos los
demas reactivos (sales, tampones, &cidos, etc.) son de grado analitico.

Animales: Se utilizaron pollos machos y hembras de raza Leghorn, sanos, de edades
variables provenientes de criaderos comerciales y del SAG. Las aves son alimentadas con

una dieta comercial.

Métodos:

1. Obtencion de las muestras y separacion de los eritrocitos.

a) Obtencion de las muestras: las membranas reselladas se prepararon a partir de sangre
fresca obtenida por puncién cardiaca con jeringa heparinizada. Los animales se
anestesiaron usando ketamina (5 mg / Kg.). Debido a que se toma mas de una muestra

de un mismo animal, se espera un lapso minimo de 14 dias para la siguiente puncion.



b) Separacion de los eritrocitos: La técnica de preparacion de las células se basa en la
metodologia utilizada por Vargas y Devés (2001). Cada muestra de sangre se centrifuga
a 1250 x g por 5 min a 0°C. El plasma y la capa de globulos blancos y plaquetas se
remueve por aspiracion y los eritrocitos se lavan 3 veces con solucion de lavado (165
mM de NaCl, KCI o LiCl) y se empaquetan centrifugando a 1250 x g por 15 min a
0°C.

2. Preparacion de las membranas reselladas.

La técnica de preparacion de las membranas reselladas se basa en la metodologia
utilizada por Wheeler (1982). Se toma un volumen de células empaquetadas y se suspenden
en un volumen igual de NaCl, KCl o LiClI 165 mM. La mezcla se traspasa a un matraz
que contiene 20 volumenes de solucion de lisis (MgSO4 [4mM] + Imidazol [10 mM]
llevada a pH 6 con &cido acético a temperatura ambiente) a la que se le han adicionado
previamente los aminoacidos que se desea introducir al espacio intracelular segln sea el
caso. Se agita la mezcla suavemente durante 5 min en hielo. Para resellar las membranas se
adiciona un volumen (equivalente a la cantidad de células) de NaCl, KCl o LiClI 3 M, la
suspension (300 mosmoles/L) se traslada a un bafio termorregulado a 38°C durante 45 min.
Las membranas reselladas se centrifugan a 1750 x g por 15 min, luego se lavan 2 veces con
una solucién de NaCl, KCI o LiCl 165 mM, centrifugando después de cada lavado a 1750
X g por 15 min. Las membranas reselladas son mantenidas en hielo durante cada
experimento para evitar la salida de los aminoacidos desde el medio interno.

Al observar microscopicamente los preparados de membranas reselladas se
comprobd que conservan su ndcleo, la forma y el tamafio del globulo rojo; esta cualidad
permite confirmar que la membrana celular en las membranas conserva la orientacion

espacial de la célula entera. La manipulacion debio ser muy delicada para evitar rupturas
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posteriores al proceso de resellado durante cada experimento.

Se realizaron conteos celulares para determinar el grado de empaquetamiento de los
fantasmas con respecto del pellet de glébulos rojos. Se concluy6 que la proporcion de
glébulos rojos empaquetados con respecto de membranas es 1,5: 1 respectivamente. Se
midié la proporcion de agua intra y extracelular comparando los volumenes de distribucion
de [*H]H,0 e [*Clinulina vy se utiliz6 esta informacion para expresar las velocidades en
umoles de lisina/ L membranas/ min.

3. Determinacién de los flujos de entrada de L- [**C]-lisina.

La medicién del flujo de entrada se realizé agregando membranas reselladas (0,3 ml) a 2.7
ml de una solucién que contiene L- [*C]-lisina. La composicién del medio externo e
interno y la concentracién de lisina varié dependiendo de la condicion experimental. A
distintos tiempos (aproximadamente 1, 3 y 5 min), se toman muestras de 0,8 ml de la
suspension. Las muestras se traspasan hacia tubos que contienen 0,5 ml de una mezcla de
aceites (dibutilftalato + dinonilftalato, 1.3: 1.0) y se centrifugan de inmediato por 1,5 min a
11000 x g. El sobrenadante acuoso se remueve por aspiracion y la pared del tubo se lava 3
veces para eliminar la radiactividad residual, en seguida se remueve el aceite por
aspiracion y se seca la pared con papel absorbente. Las proteinas se desnaturan con 0,6 ml
de &cido tricloroacético al 5 % y la nueva suspension se centrifuga por 1 min a 11000 x g.
Se toma una muestra de 0,5 ml de sobrenadante de cada tubo y se deposita en 5 ml de
liquido de centelleo para determinar la radiactividad (L-[**C]lisina) asociada a las
membranas reselladas. Las velocidades iniciales se calculan a partir de la relacién lineal
entre captacion y tiempo. Todas las determinaciones se realizan en duplicado.

4. Determinacion de los flujos de salida de [**C]-lisina.

11



El método utilizado se adapto en la técnica descrita por Vargas y Deves, 2001. Las
membranas reselladas se incuban en una suspension isoténica (1:1) con 10 puM de [*C]-
lisina por 1 hora a 38° C. Al final de la incubacion la radiactividad externa se elimina
lavando las células 4 veces con la solucion empleada en la incubacion y luego son
empaquetadas. A tiempo 0 se agrega 0,3 ml de membranas reselladas a una solucion
isotdnica que varia segun el disefio experimental (hematocrito 10 %). Se toman alicuotas de
0,85 ml adistintos tiempos (aproximadamente 1, 3y 5 min) y se centrifugan a 11000 x g
por 1.5 min. con 0,5 ml de la misma mezcla de aceites utilizada en el experimento de
entrada de lisina radiactiva. Luego se determina la radiactividad en 0,7 ml de sobrenadante
(utilizando 7 ml de liquido de centelleo). Las velocidades iniciales se calcularon a partir de
la relacion lineal entre la aparicion de lisina en el medio extracelular y el tiempo.
5. Determinacion de la constante de saturacién media de los aminoacidos (Ka) en su
interaccion con el sitio interno del transportador y™L.
En un proceso de intercambio acoplado la interaccion del transportador con sus sustratos
puede estimarse del efecto activador que estos ejercen desde el compartimiento opuesto
sobre el flujo de sustrato marcado. Para el transportador y’L, se ha demostrado que la
constante de saturacion media de distintos aminoacidos determinada en este tipo de
experimento (trans-aceleracién), es igual a la constante que se mide en experimentos de
competencia en los cuales el aminoacido marcado y el aminoacido no radiactivo se
encuentran en el mismo compartimiento (cis-inhibicion) (Angelo y Devés, 1994).

La velocidad de entrada de L-[**C]lisina a un medio que contiene un aminoacido no

marcado (A), V", se puede expresar como:
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(VAT - vo) [A]] (1)

V 'V0:
Ka + [AO]

VAT o |

Donde v, es la velocidad de salida medida en ausencia de un anélogo,
velocidad en presencia de una concentracion saturante de un analogo externo Ay Ka es la
constante de saturacion media de salida del analogo.

Si VA™ es mayor que Vo, el analogo aceleraré la velocidad de entrada de acuerdo a
una funcién tipo Michaelis - Menten y la interaccion del transportador con el sustrato en la
cara interna se reflejard en Ko (la constante de saturacion media para el efecto). En

VA™ ng puede determinarse por ser muy baja la afinidad del

aquellas situaciones en que
sustrato (alta Ka) se supuso que esta era igual a la velocidad alcanzada con 2 mM de L-
lisina (V-S"). Existen evidencias de que la especificidad del transportador y*L para los
sustratos estudiados en este trabajo (L-lisina, L-leucina, L-glutamina y L-metionina) se

refleja en la fuerza de unidn de los sustratos con el sitio del transportador y no en las

velocidades de translocacion que son similares (Angelo y Devés, 1994).

RESULTADOS
Las velocidades de transporte de L-lisina a través de membranas reselladas de
eritrocitos de individuos previamente clasificados como LT (bajo transporte) y HT (alto
transporte), se comparan en la Fig.1. Se observa que las diferencias individuales detectadas
en células intactas se mantienen en membranas reselladas. En el panel A, se muestra el
flujo de entrada de L-[**C] lisina medido en membranas reselladas (HT y LT) previamente
cargadas con 2 mM L-lisina. En el panel B, se grafica los promedios de los flujos de

entrada de L-[**C] lisina medidos en membranas reselladas de individuos HTy LT, bajo
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Fig 1. Captacion de L-[**C]lisina en membranas reselladas de eritrocitos de pollo de
individuos con alta (HT) o baja (LT) velocidad de transporte. Panel A: Determinacion de
la velocidad de entrada de L-[**C]lisina (1 uM) en eritrocitos cargados con 2 mM L-lisina
no radiactiva en individuos representativos de cada grupo. Panel B: Velocidad de
entrada de L-[**C]lisina (1 M) en membranas reselladas de eritrocitos HT (n= 21) y LT
(n = 5), en ausencia o presencia de 2 mM L-lisina en el compartimiento intracelular.
También se muestra el valor de la velocidad determinada en presencia de 2 mM lisina no
radiactiva en el medio externo (inhibido). Promedios de las velocidades (umol/ L de
membranas / min) en membranas reselladas de eritrocitos HT (n = 21) : 0.088 + 0.0084
(sin adicion), 0.494 + 0.057 (2 mM de L-lisina en el interior ) y 0,028 + 0,0042 (2 mM
lisina en el exterior o inhibido). Promedios de las velocidades (umol/ L de membranas /
min) membranas reselladas de eritrocitos LT (n = 5): 0.011 + 0.004 (sin adicion), 0.014 +
0.06 (2 mM L-lisina en el interior) y 0,007 + 0,001 (2 mM lisina en el exterior o inhibido).
El medio contenia Na* como cation principal.
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tres condiciones experimentales diferentes: a) sin adicion de aminoacidos en el interior, b)
con 2 mM de L-lisina en el interior y ¢) con 2 mM de L-lisina en el medio extracelular
(inhibido). Se observa que mientras las membranas reselladas de eritrocitos LT no
manifiestan transporte mediado bajo las condiciones ensayadas, los fantasmas derivados
de eritrocitos HT presentan velocidades de entrada comparables a aquellas observadas en
eritrocitos intactos (0,27 + 0,025 umol/ L celtlas/ min). Este resultado indica que el factor
que diferencia a ambos fenotipos es intrinseco de la membrana y no corresponde a una
sustancia soluble presente en el citoplasma.

La velocidad de entrada de L-lisina radiactiva, es acelerada por la presencia de L-
lisina (2mM) en el medio interno en membranas reselladas de eritrocitos HT (Figs. 1By
2A). La dependencia del flujo de la presencia de aminoacido en el compartimiento opuesto,
también se observa cuando se estudia la velocidad de salida de lisina en presencia o
ausencia de amino&cido en el medio externo (Fig 2 B). La asimetria de los flujos en
presencia o ausencia de sustrato en el compartimiento opuesto, tanto para la entrada como
para la salida de lisina, indica que el transportador mantiene, en la preparacion de
membranas reselladas, la propiedad de intercambiador que caracteriza al transportador y*L.
Esta propiedad s6lo habia sido demostrada para la salida de aminoacidos en eritrocitos,
pero no para la entrada de aminoacidos.

La Fig. 3 muestra el efecto de L-lisina 0.02 mM, 2 mM y 5 mM presente en el
medio interno sobre la velocidad de entrada de L-[**C]lisina en membranas reselladas de
eritrocitos HT, alcanzandose con la concentracion de 0,02 mM un 65 % del incremento en
la velocidad que se alcanza en presencia de L-lisina 5 mM. Este resultado demuestra que

lisina interacciona con el sitio interno del transportador y*L con alta afinidad. Al aumentar
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Fig 2. Efecto de L-lisina presente en el compartimiento opuesto sobre los flujos de
entrada y salida de L-[**C]lisina en membranas reselladas. Panel A: Captacién de L-
[*“C]lisina (1 pM) en membranas reselladas de eritrocitos HT con 2 mM L-lisina en el
interior &), 2 mM lisina en el exterior (0) o sin adicion de aminoécidos (m). La velocidad
en presencia de 2 mM lisina interna fue 0.41 + 0.12 umol/ L de membranas /min. Panel
B: Salida de L-[**C]lisina desde membranas reselladas de eritrocitos HT en ausencia o
presencia de L-lisina 2 mM en el medio externo. La velocidad en presencia de 2 mM lisina
externa fue 0,75 + 0,039 umol/ L de membranas /min. La concentracion intracelular de L-

lisina fue 4,8 uM. EIl medio contenia Na* como cation principal.
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Fig 3: Captacion de L-lisina en membranas reselladas de eritrocitos HT en presencia de 5
mM (®),2mM (0),0.02mM @&) de L-lisina y en ausencia de aminoéacidos (m) en su

interior. Las velocidades de entrada de L-[**C]lisina (umol/ L membranas/ min) fueron
0.45 + 0.008 (5mM), 0.46 + 0.016 (2mM), 0.33 + 0.015 (0,02 mM) y 0.1 + 0.006 (sin
adicion) La concentracion de L-[**C]lisina fue 1 uM y el medio contenia Na* como catién

principal.
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la concentracion de L-lisina desde 2 mM a 5 mM, la velocidad de entrada de L-[**C] lisina
no sigue aumentando, lo que significa que ya se ha obtenido el efecto maximo. La
constante de saturacion media para la union de L-lisina en el sitio interno (Ks), calculada
a partir de su efecto activador de la entrada de L-[**C]lisina fue 10,4 + 1,1 pM.

Para conocer la especificidad del sitio de union intracelular se estudio el efecto
producido por diferentes aminoacidos presentes en el medio interno sobre la velocidad de
entrada de L-[**C] lisina (1 uM). En la Fig. 4. se observa que L-leucina en el rango de
2 mM a 15 mM, no es capaz de trans-estimular en forma dependiente de la
concentracion, la entrada de L-[**C]lisina en un medio que contiene Na*. La velocidad de
entrada de lisina en presencia de 2, 10 y 15 mM de L-leucina no difiere significativamente
y la estimulacién por 15 mM L-leucina es aproximadamente 1/9 de la estimulacion
producida por L-lisina 2 mM. Esta caracteristica difiere con lo observado en eritrocitos
para el sitio de union extracelular, que presenta una mayor afinidad por L-leucina en
presencia de Na* (Kigu: 0.9 +£ 0.1 mM).

L-glutamina, en cambio, fue capaz de trans-estimular la entrada de L-[**C]lisina
desde el compartimiento intracelular en el rango 0,2 mM — 10 mM alcanzéandose el 71 %
del efecto maximo a una concentracion de 2 mM (Fig. 5). La figura muestra que al
incrementar la concentracion de 5 a 10 mM la velocidad de entrada de L-[**C]lisina no

aumenta en forma significativa.
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Fig 4: Efecto de L-leucina presente en el compartimiento interno sobre los flujos de
entrada de L-[**C]lisina en membranas reselladas. Se muestra el flujo en membranas que
contienen en su interior L-leucina 2 mM (© ), 10 mM (V),15 mM (¢), 0 mM (O) , 2 mM
L-lisina (¢) y 0 mM L-lisina con L-lisina 2 mM en el exterior (A). La concentracién de L-
[*“C] lisina fue 1 uM. Las velocidades de entrada (umol/L membranas/ min) de L-lisina
fueron: 0.22 + 0.001 (leucina, 2mM), 0.27 + 0.0055 (leucina, 10 mM), 0.25 + 0.0046
(leucina, 15 mM), 0.10 + 0.011 (sin adicion) y 1,5 + 0.24 (lisina, 2 mM). EI medio

contenia Na* como cation principal.
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Fig. 5: Efecto de L-glutamina presente en el compartimiento interno sobre los flujos de
entrada de L-[**C]lisina en membranas reselladas. Se muestra el flujo en membranas que
contienen en su interior L-glutamina 10 mM (¢),5mM (V),2 mM4& ), 0.2mM (O) yO0
mM (m). La concentracion de L-[**C] lisina extracelular fue de 1 uM y el medio contenia
Na’. Las velocidades de entrada (umol/L membranas/ min) de L-lisina fueron 0.54 + 0.02

(10 mM) , 0.52 + 0.03 (5mM), 0.39 % 0.04 (2 mM), 0.14 + 0.005 (0.2 mM) y 0.056 + 0.021
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Los resultados obtenidos en el estudio de la captacion de L-[**C] lisina en
presencia de L-leucina, L-glutamina y L-metionina en diferentes concentraciones en el
interior de las membranas reselladas en un medio Na* se muestran en la Fig. 6. Las
velocidades estdn normalizadas en relacion a la velocidad observada en presencia de L-
lisina 2 mM. Las concentraciones de los distintos aminoacidos fueron seleccionadas de
acuerdo a las afinidades respectivas. La potencia de los aminoacidos con respecto a su
efecto activador fue L-lisina > L-glutamina > L-metionina > L-leucina.

En la Tabla 1 se muestran las constantes de saturacion media para el efecto
activador calculadas utilizando la Ecuacion 1 (Materiales y Métodos) y considerando que el
efecto maximo corresponde al alcanzado con 2 mM lisina. Las constantes calculadas
reflejan la interaccion de los aminoacidos con el sitio interno. Los datos se comparan, en la
misma tabla, con las constantes de saturacion media determinadas por Vargas y Deveés,
2001, a partir de la inhibicion de la entrada de lisina radiactiva por aminoacidos no
marcados presentes en el medio externo y que reflejan la interaccién de los aminoacidos
con el sitio expuesto hacia el exterior. Es posible apreciar que el transportador y*L presenta
una mayor afinidad por aminoacidos neutros en el sitio de union externo en comparacion
con el sitio expuesto al compartimiento interno. L-lisina por el contrario, presenta una

mayor afinidad por el sitio de union intracelular.
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Fig. 6: Comparacion del efecto de distintos aminoacidos presentes en el interior de
membranas reselladas sobre la entrada de L-[**C]lisina. Se muestra el incremento relativo
causado por los aminoacidos sobre la velocidad de entrada, usando como referencia el
efecto de 2 mM L-lisina. La concentracion de L-[**C]lisina externa fue 1 pM. La velocidad
promedio (+ error estandar) en presencia de L-lisina 2 mM fue: 0.56 + 0.08 umol/L
membranas /min.

El nimero de determinaciones independientes en cada caso fue: lisina 0,02 mM (n = 4),
glutamina 0,2 mM (n = 2), glutamina 2 mM (n = 4), metionina 2 mM ( n = 2), metionina
10 mM (n=5), leucina 2 mM (n = 3) y leucina 10 mM (n = 2). Cuando n = 2, la barra
indica el rango, cuando n > 2 la barra corresponde a la desviacion estandar.
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Tablal. Comparacion de las constantes de saturacion media de L-lisina, L-glutamina, L-

metionina y L-leucina estimadas para los sitios de unién intra y extracelular del

transportador y*L de eritrocitos de pollo en presencia de Na".

Constantes de saturacion media (Na*)

Ka (MM)
Aminoacido Sitio Interno Sitio Externo Kaint Ka ext
L-Lisina 0,010 + 0,001 0,018 + 0,001 0,56
L-Glutamina 0,82 + 0,273 0,12 + 0,027 6,8
L-Metionina 4,43 + 0,482 0,20 + 0,004 22,0
L-Leucina >15 0,92 + 0,100 >15

Los valores de las constantes de saturacion media se calcularon a partir del efecto de una

concentracion de aminodcido utilizando la Ecuacion 1 (Materiales y Métodos). El nimero

de determinaciones independientes en cada caso fue: lisina (n = 7), glutamina

metionina2 mM (n=5)y

(n=4),

leucina (n = 4) y leucina 10 mM (n = 2). Las constantes de

saturacion media para el sitio de union extracelular fueron estimadas a partir del efecto

inhibitorio de diferentes amino4cidos no radiactivos sobre la entrada de L-[**C]lisina en

eritrocitos de pollo (Vargas y Deves, 2001).
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Para estudiar la influencia del medio idnico sobre la afinidad del sitio interno del
transportador y'L, se estudio el efecto de los distintos aminoécidos en presencia de K* o
Li*. Los resultados que se presentan en la Fig. 7 muestran que el efecto de L-lisina a
concentraciones de 0.02 y 2 mM es similar en presencia de Na* o K*. Sin embargo, en la
Fig.8, es posible observar que la interaccion del sitio interno por los aminoacidos neutros
(L-metionina y L-glutamina) se debilita cuando el Na" se reemplaza por K*. L-leucina (10
mM) no fue capaz de estimular la entrada de L[**C]-lisina en presencia de K*. Por lo
tanto, la selectividad por L-lisina es ain mas marcada en presencia de K* en comparacion
con Na".

En la Fig. 9 se muestra que la afinidad de L-leucina en el medio interno aumenta
draméticamente en presencia de Li", alcanzandose un efecto activador medio de la entrada
a una concentracion de aproximadamente 0,2 mM y un efecto maximo equivalente al que
se produce en presencia de L-lisina 2 mM a una concentracion de L-leucina 2 mM. L-lisina,
en cambio, no presenta diferencias significativas en sus velocidades de transporte en los
tres medios ionicos estudiados. La Fig. 10 compara las velocidades de transporte de los
aminoacidos ensayados en presencia de Na“ y Li", las velocidades estan normalizadas
respecto a L-lisina 2 mM en el i6n respectivo. La grafica muestra que mientras L-
metionina y L-leucina aumentan su afinidad en presencia de Li*, la afinidad del sitio

interno por L-glutamina decrece.
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Fig 7: Efecto del reemplazo de Na* por K* en el medio interno sobre la estimulacion de la
entrada de L-[**C]lisina causada por lisina intracelular. Se determind el flujo en presencia
de lisina 0.02mM @)y 2 mM ( ¢) en medio K*; 0.02mM (A )y2mM @) de L-lisina
en medio Na*. La concentracion de L-[**C]lisina en el medio extracelular fue de 1 uM. Las
velocidades en pmol/ L membranas/ min fueron: 0.144 + 0.018 ( sin aminoacidos) , 0.62 +
0.025 (L-lisina 0.02 mM/ K*), 0.61 + 0.046 ( L-lisina 0.02 mM/ Na*), 0.94 + 0.07 (L-
lisina 2 mM/ K*), 0.9 +0.05 ( L-lisina 2 mM/ Na").
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Fig 8: Efecto del reemplazo de Na" por K™ en el medio interno sobre la estimulacion de la
velocidad de entrada de L-[*“C]lisina causada por aminoacidos neutros en el medio
intracelular. Panel A: Velocidad de entrada en presencia de glutamina 2mM @)y lisina 2

mM (0) en medio Na*y glutamina 2 mM ¢ ) en medio K*. Panel B: Velocidad de entrada

en presencia de metionina 10 mM (e) y lisina 2 mM (0) en medio Na*y metionina 2 mM
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Fig 9: Efecto de L-leucina en el medio interno sobre la velocidad de entrada de L-
[*C]lisina en presencia de Li* en el medio interno. Se determin el flujo en presencia L-
leucina 0.1 mM (o), 0.2 MM (A ), 2 mM (V), L-lisina2 mM () vy sin adicion de
aminoacidos (m) en medio Li*. La concentracion de L-[**C]lisina fue 1 uM y el medio

externo contenia Na* como cation principal.
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Fig 10: Comparacion del efecto de lisina, glutamina, metionina, y leucina sobre la
velocidad de entrada de  L-[**C]lisina en presencia de Na* o Li* en membranas reselladas.
Se muestra el incremento relativo causado por los aminoacidos sobre la velocidad de
entrada, usando como referencia el efecto de 2 mM L-lisina (en el ion respectivo). La
concentracion de L-[*C]lisina externa fue 1 uM. Los datos en presencia de Na* son los
mismos que en la Figura 7. La velocidad promedio (+ error estandar) en presencia de L-
lisina 2 mM en medio Li* fue: 0,52 + 0,07 pmol/ L membranas /min. El nimero de
determinaciones independientes fue: glutamina (n = 3), metionina (n = 2), leucina (n = 3).
Cuando n = 2, la barra indica el rango, cuando n > 2 la barra corresponde a la desviacion
estandar.

28



DISCUSION

Los estudios funcionales del transportador y'L en distintos tipos celulares han
Ilevado a concluir que este transportador acepta como sustratos aminoacidos cationicos y
neutros y que la interaccién del sitio externo con los aminoacidos depende de la
composicion ionica del medio. En presencia de Na' o Li* el transportador une con alta
afinidad aminoécidos cationicos y neutros, pero en presencia de K o colina, se vuelve
selectivo para aminoacidos catidnicos. (Angelo y Devés, 1994; Kanai et al, 2000).

Estas caracteristicas, sumadas a la observacion de que el transportador funciona
como un intercambiador de aminoacidos, llevaron a proponer que la funcion fisioldgica del
transportador seria facilitar la salida de aminoacidos cationicos en intercambio con
aminoéacidos neutros mas Na* (Eleno et al., 1994).

Posteriormente se descubrio que la isoforma y'LAT-1 esta alterada en pacientes
que presentan el desorden genético LPI (intolerancia protéica lisindrica) que se caracteriza
por un defecto del transporte de lisina a traves de la membrana basolateral del epitelio renal
e intestinal; este hallazgo aport6 evidencia sélida en la caracterizacion de su funcion
fisiolégica (Borsani et al., 1999; Torrents et al., 1999).

Se ha postulado que la vectorialidad del transportador y*L estaria dada por la
distribucion asimétrica de iones Na' y K" a ambos lados de la membrana y que la baja
concentracion relativa de sodio en el compartimiento intracelular seria responsable de la
unién preferente de aminoacidos cationicos en el interior (Eleno et al, 1994; Angelo y
Deves, 1994; Kanai et al, 2001; Chillaron et al, 1996). Esta proposicion se ha inferido de
la informacioén obtenida sobre la especificidad en el sitio extracelular, ya que las
propiedades del sitio de union interno no han sido estudiadas anteriormente.

El objetivo general de esta investigacion fue describir la especificidad del sitio de
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unién de sustrato que se expone al compartimiento interno del transportador de
aminoacidos y'L y el efecto que tienen distintos iones inorganicos sobre la interaccion de
este sitio con sus sustratos.

El estudio de la especificidad del sitio interno del transportador y'L requiere
modificar la composicion intracelular no so6lo con respecto al contenido de aminoacidos,
sino también de iones. En esta tesis el problema se aborda utilizando preparaciones de
membranas reselladas de eritrocitos de pollo. Los globulos rojos de pollo son un buen
modelo para estudiar este problema porque: a) se ha comprobado que a diferencia del
eritrocito humano, el transportador y*L da cuenta del todo el flujo de entrada de lisina en
estas células y b) en esta especie se distinguen dos fenotipos de actividad y*L que tienen la
potencialidad de permitir estudios comparativos.

Tomando como referente el trabajo realizado por Wheeler (1982) en eritrocitos de
paloma, se prepararon membranas reselladas de eritrocitos de pollo, vaciando el contenido
intracelular  del eritrocito, a través del rompimiento de las células en un medio
hipoosmotico y resellando las membranas en medios isoténicos de composicion definida
(lisina, leucina, metionina o glutamina, en distintas concentraciones y en distintos medios
ionicos).

Transporte de lisina en membranas reselladas de eritrocitos de pollo.

En su fase inicial, el estudio consistio en desarrollar un sistema experimental que
permitiera estimar la afinidad del sitio expuesto al compartimiento interno por distintos
aminoacidos en medios de diferente composicion idnica. Como se menciond en la
introduccion, existen dos fenotipos de individuos en esta especie que se distinguen por su
capacidad para transportar aminoacidos: los individuos LT que exhiben una baja actividad

de transporte y los individuos HT que exhiben una actividad aproximadamente 30 veces
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mayor. Los ensayos preliminares mostraron que las grandes diferencias en la capacidad de
transporte de lisina observadas en los eritrocitos también se observan en las membranas
reselladas (Fig.1). Los resultados obtenidos demuestran que el transportador y'L de
eritrocitos de pollo, conserva su caracteristica de LT y HT en la preparacion de membranas
reselladas, evidenciando que estos dos fenotipos estan determinados por algun elemento
intrinseco de la membrana celular y no pueden atribuirse a una sustancia soluble presente
en el citoplasma, el que seria removido durante el procesamiento de las células.

Mientras que la velocidad de transporte de lisina en membranas HT (cargadas con
2mM de lisina en su interior) fue de magnitud comparable a la velocidad observada en
eritrocitos intactos, (0.49 £ 0.057 pumoles/ L membranas/ min y 0.27 £+ 0.025 pmoles/ L
cel./ min, respectivamente) no fue posible medir una actividad de transporte mediado en
membranas preparadas a partir de eritrocitos LT. Por lo tanto, todos lo estudios de
especificidad se realizaron utilizando eritrocitos provenientes de individuos con fenotipo
HT.

Una de las caracteristicas propias de la familia de transportadores heterodiméricos,
es que el transportador y*L y sus demas miembros, realizan intercambio obligatorio de
aminoacidos, es decir, el transporte depende de la presencia de aminoécidos en el
compartimiento opuesto. Esta propiedad se ha demostrado tanto para el transportador b®*,
(Chillarén et al, 1996) como para el sistema L (especifico para aminoacidos neutros)
(Meier et al, 2002).

Tal como se muestra en la Figura 2 A, el flujo de entrada de lisina radiactiva hacia
membranas reselladas de eritrocitos HT sin adicion de aminodcidos en su interior ocurre

muy lentamente, mientras que en aquellas membranas cargadas con L-lisina no radiactiva
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en concentracion 2 mM, la velocidad de entrada de lisina radiactiva es significativamente
mayor. Lo mismo ocurre para la salida de lisina radiactiva hacia un medio sin aminoacidos
y hacia un medio que contiene lisina 2 mM. (Figura 2 B).

Esta caracteristica ha sido demostrada para la salida de aminoacidos en eritrocitos
humanos (Angelo y Devés, 1994), eritrocitos de pollo (Vargas y Devés, 2001) y oocitos
(Kanai et al, 2000). La presente investigacion es la primera en demostrar la propiedad de
intercambio obligado del transportador y*L estudiando la captacion de aminoacidos hacia
un medio intracelular controlado.

La estimulacién de la entrada de lisina por 2 mM de lisina en el compartimiento
intracelular fue en promedio de 7.7 veces, pero mostrd variaciones en distintas
preparaciones. El transporte observado en ausencia de aminodcidos en el interior no
representa un flujo pasivo debido a la permeabilizacién de la membrana, pues puede ser
completamente inhibido al agregar lisina no radiactiva al medio extracelular. Una
posibilidad es que se deba a la persistencia de aminoacidos enddgenos intracelulares en

algunas preparaciones o bien a un grado menor de acoplamiento.

Especificidad del el sitio expuesto al compartimiento intracelular.

Las constantes de saturacion media para el sitio interno fueron determinadas a partir
del efecto de trans-aceleracion de la entrada de lisina radiactiva en presencia de distintas
concentraciones de lisina, glutamina, metionina y leucina no radiactivas en el
compartimiento intracelular. En 1994 Angelo y Deveés confirmaron que los pardmetros
medidos a partir del efecto trans-estimulante en la salida de aminoacido marcado coinciden
con las constantes determinadas en experimentos de cis-inhibicion de la entrada. Esto

significa que es posible medir el efecto de un aminoacido sobre el sitio interno, en forma
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indirecta a partir de la trans-aceleracion que este induce sobre la entrada de un aminoacido
radiactivo, en este caso lisina, pues el transportador realiza un intercambio obligatorio y
con una estequiometria de 1:1.

Los resultados muestran que el sitio interno es altamente selectivo para lisina y que
la afinidad hacia aminoacidos neutros es baja alin en presencia de Na*. L-lisina fue capaz
de trans-estimular la entrada de L-lisina radiactiva y el efecto se observé a concentraciones
bajas, revelando una interaccion fuerte de este aminoacido con el sitio de union del
transportador (Ky;s = 0,0104 + 0,0010 mM). La velocidad observada en presencia de una
concentracion saturante (2mM) de lisina se utiliz6 como patron de referencia en
experimentos con otros aminodcidos, para normalizar los resultados por diferencias en la
velocidad de transporte de distintos individuos.

El aminoécido neutro L-leucina, en presencia de Na*, no fue capaz de estimular la
entrada de L-lisina en forma dosis dependiente. En membranas reselladas, el flujo de L-
[*C]lisina en presencia de 2, 10 y 15 mM de L-leucina no difiere significativamente entre
las distintas concentraciones en un medio Na* y el efecto observado es pequefio (10% de
estimulacion). En la superficie externa de la membrana L-leucina se une al transportador
y*L con una constante de saturacion media de aproximadamente 1 mM. La baja afinidad
por leucina es una caracteristica propia de los eritrocitos HT (Vargas y Devés, 2001). Sin
embargo, la selectividad en favor de lisina es aun mucho mayor en el compartimiento
interno ([Kieu/ Kiislextna = 52; [Kieu/ Kpslintna >1500). Glutamina fue el aminoacido
neutro que mostré mayor afinidad (Km 0,82 mM), tal como se observa en el sitio externo,
pero, en forma similar a leucina, la afinidad relativa con respecto a lisina fue menor que en

el exterior ([Keun/ Kuis]extne = 7; ([Keun/ Kuis]intna = 79). Un comportamiento similar se
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observo en el caso de metionina ([Kver/ Kuis]extna = 11; ([Kmet/ Kuis]intna = 443).

En resumen, la investigacion demuestra que el sitio interno del transportador y*L de
eritrocitos HT presenta una marcada preferencia por L-lisina y que su afinidad por
aminoacidos neutros es muy débil en presencia de Na'; el orden de potencia de la
estimulacion del transporte es: L-glutamina > L-metionina > L-leucina. Ademas, como se
muestra en la Tabla 1, la afinidad de lisina en el sitio de union intracelular es mayor que la
que exhibe el lado externo del transportador, mientras que por el contrario, glutamina,
metionina y leucina presentan afinidades muy inferiores por el sitio interno en comparacion
con el sitio externo.

Un hallazgo importante es que esta mayor selectividad se observa en presencia de
Na®. Por lo tanto, el resultado contradice a la hipGtesis en cuanto a que esta postula que "la
asimetria se debe a la diferente composicion ionica de los medios intra y extracelular”.

Para verificar si el sitio interno es sensible a los cambios en la sustitucion ionica se
analizd la capacidad de los aminoacidos para activar el flujo de entrada de lisina en
presencia de K™ o Li* en el interior. Los resultados revelan que el efecto trans-estimulador
de L-lisina es igual en presencia de Na* o K*, es decir, la alta afinidad por este
aminoéacido es independiente del medio i6nico predominante. Este resultado es consistente
con el comportamiento descrito para la interaccion de lisina en el compartimiento externo
observado en distintos sistemas experimentales (Devés et al, 1992; Angelo y Devés, 1994;
Chillaron, et al, 1996; Kanai et al, 2000).

Los aminoacidos neutros, en cambio, disminuyen en forma importante su capacidad
de interactuar con el sitio cuando el medio interno contiene K* (las K son al menos 10
veces superiores en presencia de K™ que en presencia de Na*) y en consecuencia, el sitio

interno se hace mas selectivo aun para aminoacidos catiénicos. Por lo tanto, si bien la
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asimetria del sitio interno se observa también en presencia de Na', esta se intensifica
cuando el Na* se reemplaza por K.

Una de las caracteristicas singulares del transportador y'L es que la afinidad por
leucina es alta en presencia de Li"*. Esto es especialmente evidente en el sitio externo de
los eritrocitos HT donde la razon de la constante de saturacion media (K) en Na* y Li* es
23. En el caso del sitio interno, la afinidad por leucina también aumenta dramaticamente en
presencia de Li", la constante de saturacion media que no pudo estimarse en Na* hasta una
concentracion de 15 mM, en presencia de ion Li* es K gy: 0,53 + 0.08 mM. El efecto del
ion Li* no fue el mismo para los otros dos aminoacidos neutros ensayados. La union de L-
glutamina fue mas débil en presencia de Li*, y L-metionina, si bien aumenté su afinidad
con respecto a Na’, no lo hizo en igual magnitud. No existen evidencias sobre la
interaccion de glutamina y metionina con Li* en el sitio externo del transportador y*L de
eritrocitos de pollo, pero estos resultados son consistentes con los resultados obtenidos para
la interaccion del sitio externo del transportador y*L de eritrocitos humanos (Angelo et al.,
1996).

Por lo tanto, a pesar de que el sitio interno es mas selectivo para aminoacidos
cationicos, este exhibe las mismas propiedades con respecto a la interaccion con cationes
inorganicos que el sitio que se expone al exterior.

También se ha observado una asimetria importante en las afinidades de los sitios
internos y externos por los sustratos en otros transportadores heterodiméricos. EIl sistema
b%* reconstituido en liposomas muestra afinidades para leucina en el rango micromolar en
el exterior y en el rango milimolar en el interior (Reig et al., 2002). Igualmente se ha

descrito asimetria para el transportador LAT-1 y LAT-2 que muestra una considerable
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menor afinidad por todos los sustratos en el medio interno (Meier et al., 2002). La alta
afinidad por lisina interna descrita en este trabajo no ha sido descrita en otros sistemas
experimentales.

Rol del transportador y*L

Los resultados de este trabajo, confirman que el transportador y'L es un
intercambiador de aminoacidos que interactla preferentemente con lisina en su sitio de
unién intracelular, siendo la afinidad por los aminoacidos neutros leucina, glutamina y
metionina muy baja incluso en presencia de Na'. Los resultados son concordantes con
investigaciones previas realizadas en oocitos de Xenopus que se aproximaron en forma
indirecta a este problema. Chillarén et al. en 1996, observaron que al inyectar oocitos con
diferentes aminoacidos, la salida de amino&cidos cationicos fue eficientemente estimulada
por la presencia de aminoacidos en el compartimiento extracelular, mientras que la salida
de aminoacidos neutros no fue trans-estimulada desde el compartimiento externo Esto
sugiere que solo los aminoacidos catidnicos salen de la célula mediante un mecanismo de
intercambio compatible con el transportador yL.

La especificidad descrita para el transportar y*'L de eritrocitos de pollo HT es
consistente con las caracteristicas que se ha postulado presentaria el transportador y*L de
epitelios y que darian cuenta del intercambio de lisina interna por aminoacidos neutros mas
Na" desde el medio extracelular (Eleno et al, 1994; Bauch et al., 2003, Torrents et al, 1999).
El modelo propuesto para el funcionamiento del sistema y*L se muestra en la Figura 11.

Como ya se mencioné anteriormente, se ha demostrado que el isotipo y*LAT-1 del
transportador y'L es el responsable de la enfermedad genética LPI (Torrents, et al, 1999).
Los pacientes que padecen esta enfermedad presentan una mutacion en el gen que codifica

el transportador presente en células epiteliales de rifion e intestino delgado. Esto deriva en
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que los pacientes que sufren LPI tienen una reabsorcion de aminoacidos cationicos
defectuosa a nivel de rifion y una mala absorcion de estos a nivel intestinal, debido al mal
funcionamiento del transportador ubicado en la membrana basolateral (Revisado en Palacin
et al, 2003).

La evidencia genética disponible que ha detectado la presencia de y'L en una
amplia gama de tejidos, es abundante, sin embargo no existe claridad respecto de su
funcién en tejidos no epiteliales. Un hallazgo relevante es que el transportador se encuentra
en una variedad de células tumorales y la subunidad pesada (4F2 o CD98) parece estar
correlacionada con la proliferacion celular en una gran variedad de tejidos, lo que revela
que el transportador y*'L es importante en la captacion de aminoécidos para estas células
(revisado en Devés y Boyd, 2000). Si consideramos que no se detectd la presencia de
otros transportadores conocidos que den cuenta de la entrada de L-lisina en el globulo rojo
de pollo, y por otra parte, y'L es un intercambiador cuya afinidad por los aminoacidos
neutros estudiados es baja, queda abierta la interrogante acerca de como ingresa L-lisina al
gldbulo rojo. Es posible que existan otros aminoacidos, neutros o cationicos, no analizados
en la presente tesis, que sean capaces de trans-estimular la entrada de lisina a través del
transportador y*L con alta afinidad, o bien, que exista otra via de ingreso de aminoacidos
catidnicos que no fue observada bajo las condiciones experimentales manejadas.

Este es el primer estudio que se realiza para caracterizar la funcion del sitio de
captacion interna de aminoécidos del transportador y*L, controlando las condiciones, tanto
del medio interno, como del medio extracelular.

Dada la similitud que presenta el transportador y'L de eritrocitos con las
caracteristicas de y'L presente en epitelios, (Eleno et al, 1994, Vargas y Devés, 2001) los

resultados obtenidos en este trabajo, permiten comprender cual es el mecanismo mediante
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el cual el transportador y*L da cuenta del transporte transepitelial de lisina a través de la

membrana basolateral del epitelio renal en intestinal.

CELULA EPITELIAL
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