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5. RESUMEN

La forma reducida de la vitamina C, el &cido ascorbico (AA), es transportado al
interior de las células por la familia de cotransportadores de sodio-ascorbato
SVCT, con 2 formas funcionalmente activas, SVCT1y SVCT2.

Se ha propuesto un modelo funcional para el ciclo de transporte de ambos
SVCTs, en el cual el transportador presenta un sitio de union para el sustrato AA,
al menos dos sitios de unién para Na* y un sitio de unién Ca?* y Mg?*. Durante el
ciclo de transporte ambos sitios de union a sodio interactdan entre ellos y ademas
interaccionan con el sitio de union a AA, el cual a su vez afectaria reciprocamente
la interaccion entre ambos sitios de unién a sodio. De igual manera el sitio de
union a cationes divalentes interacciona con el sitio de unién a AA ya que se ha
visto que en ausencia de cationes divalentes el transportador es inactivo.

Aunque existen numerosos estudios acerca de los aspectos cinéticos y
funcionales de SVCT2, no existe informacion estructural disponible para este
transportador. Andlisis de hidrofobicidad revelaron que los SVCTs son altamente
hidrofébicos y estdn compuestas por 12 hélices de transmembrana unidas entre si
por lazos ricos en aminoacidos hidrofilicos y con los extremos amino y carboxilo-
terminal orientados hacia la cara citoplasmatica de la célula. Sin embargo hasta la
fecha, no se tienen antecedentes acerca de la estructura 3D de SVCT2 ni del
estado de oligomerizacion de este transportador en la membrana celular.

Por otro lado, existe evidencia que indica que la oligomerizacion es una
caracteristica esencial para la estructura y funciéon de los transportadores de

membrana. Cristalizacion de diferentes transportadores de membrana bacterianos
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junto a diversos estudios utilizando técnicas alternativas a la cristalizacion, como
ensayos de entrecruzamiento, transferencia de energia de resonancia de Foster
(FRET), coinmunoprecipitacion, entre otras, han llevado a proponer que
aproximadamente el 70% de los transportadores estan formando oligémeros en la
membrana plasmética, por ejemplo, transportadores que usan el gradiente
electroguimico como energia para catalizar la translocacion de su sustrato, existen
como oligébmeros de alto orden, dimeros (VSGLT y LeuTA), trimeros (AcrB, GltpH
y BetP) o tetrdmeros (GLUT1)), aunque evidencia de monémeros (Mhpl) también
fue reportada.

Recientes estudios de microscopia electronica en hSVCT1 expresado en
ovocito, reveld la presencia de dos poblaciones de particulas con distinta forma y
estructura a baja resolucién lo que sugiere la presencia de monémeros y dimeros
del transportador. Por otro lado, ensayos de entrecruzamiento quimico
confirmaron la presencia de dimeros en membranas aisladas de estos ovocitos,
aunque a concentraciones menores comparadas con el monémero de hSVCT1.

La informacién estructural es importante para comprender el mecanismo de
estos transportadores a nivel molecular. Por lo que el propésito de esta tesis fue
determinar la estructura cuaternaria de hSVCT2. Ensayos de entrecruzamiento
quimico de hSVCT2 seguido de inmunomarcaje con anticuerpos especificos
sugieren que hSVCT2 existe como dimero. Ademas, realizamos ensayos de
transporte de AA para comprender la significancia funcional de la oligomerizacion
de hSVCT2 y asi poder determinar la unidad minima funcional de este
transportador de membrana. Dentro de estos ensayos realizamos estudios

funcionales de co-expresion del transportador activo (nhativo) y una mutante
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inactiva de hSVCT2 (H109Q), que revelaron que hSVCT2 nativo no restauré la
capacidad de transporte de la mutante inactiva, ni esta Ultima suprimio la
capacidad de transporte del transportador nativo. Por otro lado, al coexpresar el
transportador nativo junto a una mutante (C113S o C160S) que presenta
caracteristicas cinéticas alteradas (Km aparente de transporte, al menos 5 veces
superior a la del transportador nativo), revelaron que a todas las razones
moleculares ensayadas se detect6 un Unico componente cinético que corresponde
a la proteina que se expresa en mayor proporcion.

A partir de estos resultados, podemos proponer que hSVCT2 forma dimeros
en membrana celular, que la unidad minima de transporte dentro del dimero de
hSVCT2 podria ser el monémero y que los monémeros dentro del dimero son

capaces de interactuar entre ellos modulando sus propiedades cinéticas.



6. SUMMARY

Ascorbic acid is transported through biological membranes and organelles by
members of the sodium ascorbate cotransporter family, which comprises two
active forms: SVCT1y SVCT2.

A functional transport model for SVCT’s has been proposed which involves a
single site for AA, at least two binding sites for Na* and an additional binding site
for Ca?* and Mg?*. During the transport cycle, both sodium-binding sites closely
interact between them along with the binding site for AA, which in turns is believed
to reciprocally affect the functional relationship between both sodium-binding sites.
In the same fashion, the binding sites for divalent cations are able to interact with
the AA binding site because the absence of both cations renders the transporter
inactive.

Although several SVCT2 kinetic and functional studies already exist, there is
no structural information available for this transporter. Hydrophobicity assays
revealed that SVCTs are highly hydrophobic and are composed of 12 membrane-
spanning helices joined together by loops enriched in hydrophilic amino acids, with
both ends oriented towards the cytoplasm. However, up to date, no information
regarding SVCT2 3D structural or the oligomerization state of this transporter at the
membrane has been made available.

Oligomerization is a essential feature for the structure and function of
membrane embedded transporters. Crystallization experiments of several bacterial
membrane bound transporters together with several other studies using different

alternative techniques such as crosslinking assays, FOster resonance energy
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transfer (FRET) and co-inmunneprecipitation among others, have pointed out that
nearly 70% of all known transporters form oligomeric aggregates at the plasma
membrane, for instance, transporters which use electrochemical gradients to
catalyze substrate translocations exist as high order oligomers, dimers (NhaA and
LacS), trimers (AcrB, GltpH and BetP) or tetramers (GLUT1)), although evidence of
functional monomers (Mhpl) has also been reported.

Recent electronic microcopy studies on oocyte expressed hSVCT1 revealed
the presence of two populations of particles showing different shapes and
structures at low resolution which suggests the existence of monomers and dimers
of the transporter. On the other hand, chemical crosslinking studies confirmed the
existence of dimers in isolated membranes from these same oocytes, although at a
lower ratio compared to hSVCT1 monomers.

Structural information is important to fully understand the transport dynamics of
these transporters at the molecular level. Therefore the purpose of this thesis is to
unveil the quaternary structure of SVCT2. SVCT?2 crosslinking assays followed by
immune- tagging with specific antibodies suggest that hSVCT2 exists as a dimer.
Ascorbic acid transport assays were also performed to understand the functional
significance of hSVCT2 oligomerization and to establish the minimal functional unit
of the transporter. Among the functional assays performed were: co-expression of
the active transporter (wt) along with inactive hSVCT2mutants (H109Q), which
revealed that hSVCT2 (wt) was not able to restore the transport ability of the
inactive mutant, or the mutant to suppress the transport ability of the fully functional
native transporter. In the other hand, when the native transporter is expressed

together with a set of mutants with altered functional properties (C113S or C160S)
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(apparent Km at least 5 times higher than the native counterpart), revealed that at
all molecular ratios assayed a unique kinetic component was detected, that
corresponds to the form of the protein expressed at higher proportion.

This results, altogether, suggest that hSVCT2 forms dimers at the plasma
membrane, the minimal functional unit at the hSVCT2 dimer could be the monomer
and that such monomers inside the context of the dimer are able to interact

between them influencing reciprocally their kinetic properties



7. INTRODUCCION

7.1. Antecedentes generales, caracteristicas quimicas y propiedades

fisiologicas de la vitamina C.

La vitamina C es un micronutriente esencial requerido para el normal
funcionamiento del organismo (Liang y col., 2001). La mayoria de las especies, a
excepcion del cobayo, el conejillo de indias, el salmén coho, el murciélago de la
fruta, el ave bulbul ventirrojo, los primates y los humanos, son capaces de
sintetizar el &cido ascérbico a partir de glucosa en el higado o en el pancreas, en
un proceso denominado ciclo del acido hexurdnico (Chartterjee y col., 1961). El
proceso de sintesis comprende cuatro etapas, de las cuales la primera ocurre en
el citoplasma de la célula mientras que las siguientes tres etapas enzimaticas
ocurren en el reticulo endoplasmatico (Kiuchi y col., 1980). Tras su sintesis, la
vitamina C es distribuida hacia los distintos tejidos del organismo en donde es
almacenada para cumplir sus distintas funciones (Rose, 1988).

Los seres humanos durante su evolucion han perdido la capacidad de
sintetizar la vitamina C (Chartterjee y col., 1961), por lo tanto deben obtenerla en
forma exclusiva a partir de la dieta. La incapacidad de sintetizar esta vitamina se
debe a que la gama-gulono-lactona oxidasa, enzima que cataliza el Ultimo paso de
la reaccién de sintesis del acido ascoérbico (Burns y col., 1956; Hodges y col.,
1969; Hodges y col., 1971), presenta multiples mutaciones del gen que la codifica
(Nishikimi y Yagi, 1991; Kawai y col., 1992; Nishikimi y col., 1992; Nishikimi y col.,

1994). La carencia total o deficiencia en la ingesta normal de vitamina C (100
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mg/dia) puede generar una serie de desoérdenes clinicos y patologias como
anormalidades en el proceso de cicatrizacion, desorganizaciéon en el tejido
conectivo y 0seo, inestabilidad vasomotora, y finalmente puede desencadenar en
escorbuto, enfermedad que puede ser letal si no es tratada a tiempo (Baker y col.,
1969; Hodges y col., 1969; Baker y col., 1971; Hodges, 1971; Englard y Seifter,
1986; Padh, 1990; Baker y col., 1993; Weber y col., 1996; Jacob y Sotoudeh 2002;
Margittai y col., 2005).

La vitamina C puede existir en solucion en dos formas quimicas
biologicamente activas, la forma reducida, el acido ascoérbico (AA), y la forma
oxidada, el acido deshidroascorbico (DHA) (Carr y Frei, 1999). La oxidaciéon y
reduccion de la vitamina C es reversible, constituyendo su propiedad quimica mas
importante y la base de sus propiedades fisiologicas como agente redox o
antioxidante (Sapper y col., 1982). El 4cido ascérbico (CeéHsOs) es un acido débil,
constituido molecularmente por seis carbonos y dos grupos ionizables (pKal=
4,04 y pKa2= 11,34), y es capaz de oxidarse y reducirse facilmente al donar o
aceptar electrones, presentando dos equilibrios quimicos (Figura 1). El &cido
ascorbico, al sufrir su primera oxidacion producto de la pérdida de un electrén
genera el radical libre acido semi-deshidro ascérbico, compuesto que tiene la
dualidad de aceptar o donar electrones de acuerdo a las condiciones en las cuales
se encuentre (Coassin y col., 1991; Mehlhorn, 1991). Si este radical se oxida
producto de la pérdida de un segundo electron se genera el acido
deshidroascorbico (Winkler, 1987), que se puede encontrar como tal o en su forma
hidratada de hemiacetal (Figura 1). El acido deshidroascérbico es inestable en

solucion acuosa, con una vida media menor a 0,25 minutos a pH 7,4, por lo que si
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Figura 1. Especies moleculares del acido ascorbico. El acido ascorbico es capaz de oxidarse y
reducirse facilmente al donar o aceptar electrones, presentando dos equilibrios quimicos, el de
acido ascorbico (AA) y su forma oxidada de acido dehidroascérbico (DHA). Si el DHA no es
reducido a AA, es hidrolizado de forma irreversible a acido 2,3-diceto-L-gulénico, el cual carece de
actividad biolégica (Winkler, 1987; Nualart y col., 2003)



no es reducido a acido ascorbico en forma rpida es hidrolizado de forma
irreversible a acido 2,3-diceto-L-guldnico, el cual carece de actividad biolégica
(Winkler, 1987; Nualart y col., 2003).

La vitamina C es esencial para la mantencion de un correcto metabolismo
ya que participa en diversos procesos biolégicos de importancia para el organismo
(Liang y col., 2001). Por ejemplo, interacciona con metales de transicion como el
hierro y cobre, participando como cofactor de hidroxilasas y monooxigenasas,
enzimas que participan en la maduracion de proteinas de la matriz extracelular
como colageno y elastina (Peterkofsky, 1991). También es necesaria para el
sistema hematopoyético y reproductor, asi como para la funcion leucocitaria y la
sintesis de carnitina, péptidos neuroendocrinos y melanina (Englard y Seifter,
1986; Padh, 1990; Sauberlich 1994). Por otro lado, la vitamina C incrementa la
biodisponibilidad y absorcién de hierro desde el hierro no hémico consumido a
través de la dieta (Bendich, 1990; Liang y col., 2001) y ademas actia como
donador de electrones a enzimas que participan en el metabolismo de la
histamina, colesterol y tirosina.

La vitamina C es el antioxidante soluble mas importante dentro del
organismo gracias a su bajo potencial redox (E°=+0,05V a 30°C y pH=7), lo que le
permite oxidarse y reducirse reversiblemente con facilidad, actuando como dador
0 aceptor de una pareja de electrones. Asi, se le considera un antioxidante de
amplio espectro capaz de neutralizar los radicales libres generados en los
diferentes procesos metabodlicos de los distintos tejidos, como por ejemplo,
radicales peréxido, hidroxilo, radical superdxido y peroxinitrilo (Hodges y col.,

1969; Hodges y col., 1971; Carr y Frei, 1999). Es por todo esto que el acido
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ascorbico juega un papel fundamental en la defensa de la célula, protegiendo a
macromoléculas como lipidos, &cidos nucleicos y proteinas del estrés oxidativo
(Frei y Lynch, 1994; Carr y Frei, 1999). También puede revertir la oxidacion de la
vitamina E, la que actua protegiendo los acidos grasos poliinsaturados contra la
peroxidacion lipidica (Niki, 1991; Navas y col., 1994; Frei y col., 1996). Otra accion
de la vitamina C es la activacion de la red enzimatica detoxificante en el higado,
potenciando la biotransformacion de xenobidticos y metabolitos naturales (Zannoni
y col., 1987).

Aquellas especies incapaces de sintetizar la vitamina C deben ingerirla a
través de la dieta, por lo que este compuesto es absorbido a nivel del intestino
delgado desde donde pasa al plasma para ser distribuido a los distintos tejidos. La
vitamina C se encuentra en el plasma solamente en su estado reducido
presentando concentraciones que fluctian entre 20 a 50 uM (Capellmann y col.,
1994). Sin embargo, algunas células presentan concentraciones de vitamina C en
el rango milimolar (Tabla 1), lo que apoya la existencia de sistemas de transporte
altamente eficientes para el ingreso y almacenamiento de la vitamina C hacia el
interior celular. Hasta el momento se han descrito dos sistemas de transporte
distintos para la vitamina C, en los que participan proteinas de dos familias
distintas que muestran especificidad solamente para una u otra de las formas
guimicas de la vitamina C (Hodges y col., 1969; Hodges y col., 1971; Rose, 1988).
La forma oxidada de la vitamina C, el acido deshidroascorbico, es transportada
hacia el interior celular por miembros de la familia de transportadores facilitativos
de hexosas, o GLUTs (Flier y col., 1987; Kayano y col., 1990; Joost y Thorens,

2001). De los catorce miembros de esta familia identificados hasta el momento, se
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sabe que las isoformas GLUT1, GLUT2 GLUT3, GLUT4 y GLUT6 transportan
DHA (Vera y col., 1993; Vera y col., 1994; Rumsey y col., 1997; Guzman, 2004,
Mardones, 2005). Por otro lado, la forma reducida de la vitamina C, el acido
ascorbico, es transportada a través de la membrana plasmaética por la familia de
transportadores conocida como SVCT, de la cual se han descrito dos isoformas
funcionalmente activas, denominadas SVCT1 y SVCT2 (Faaland y col., 1998;
Daruwala y col., 1999; Rajan y col., 1999; Tsukaguchi y col., 1999; Wang y col.,

1999; Wang y col., 2000).

7.2. Transportadores de acido deshidoascérbico.

El acido deshidroascérbico es transportado al interior celular a favor de su
gradiente de concentracion, por proteinas integrales de membrana pertenecientes
a la familia de transportadores facilitativos de hexosas o GLUTs (Vera y col.,
1993). La familia de los GLUTs comprende 14 isoformas (GLUT1 a GLUT12,
HMIT1 y GLUT14), las que se encuentran ampliamente distribuidos en las células
de mamiferos, pudiendo expresarse mas de una isoforma simultaneamente en un
mismo tipo celular (Flier y col., 1987; Carruthers, 1990; Baldwin, 1993; MueckKler,
1994). Las propiedades de cada isoforma difieren unas de otras, ya sea por los
diferentes sustratos que son capaces de transportar o por las diferencias en sus
propiedades cinéticas (Vera y col., 1993; Mueckler, 1994).

Estudios de expresién de transportadores de glucosa en ovocitos de Xenopus
Leavis, demostraron que las isoformas GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT4 y GLUT6

transportan el DHA al interior celular (Vera y col., 1993; Rumsey y col., 1997;

12



Tabla I: Contenido de acido ascorbico en tejidos humanos @,

TEJIDO CONCENTRACION ®)(mM)
Glandula Adrenal 19-25
Glandula Pituitaria 25-3,2

Higado 0,6-1,0

Bazo 0,6-0,9
Pulmones 0,4
Rifiones 0,3-0,9
Tiroides 0,1
Testiculos 0,2
Timo 0,4-0,7
Cerebro 0,8-0,9
Musculo Esquelético 0,2-0,3
Corazén 0,2-0,7
Eritrocitos 0,043 -0,016
Cornea 11
Leucocitos 3,8-1,0

Plasma 0,045 - 0,022

Glandula Adrenal 19-25

(a) Los valores expresados en esta tabla fueron determinados considerando el contenido
de agua por gramo de tejido 79% p/p (Levine y Morita, 1985; Moser, 1987; Brubaker y col., 2000).
(b) Como acido ascorbico.
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Guzman, 2004; Mardones, 2005). Por otro lado, estudios funcionales del
transporte de DHA realizados en células HL-60, células que no expresan SVCTs
(Vera y col., 1994), establecieron definitivamente el papel de GLUT1 como un
transportador de &cido deshidroascorbico y clarificaron la importancia del
transporte de acido deshidroascorbico en el reciclaje de la vitamina C y
mantencion intracelular de la forma reducida, &cido ascorbico. El transporte de
DHA por GLUT1 es bidireccional y de baja afinidad, estudios de competencia
mostraron que el transporte de DHA fue inhibido por metilglucosa y deoxiglucosa,
sustratos de GLUT1, en cambio otras azlcares incapaces de interactuar con los
transportadores de glucosa no tuvieron efecto en el transporte de DHA (Vera y
col., 1995). Una vez que el DHA ingresa a la célula es rapidamente reducido a
acido ascorbico con la participacién de reductasas de acido deshidroascorbico que
son dependientes de NADPH o de glutation (Wells y col., 1990; Wells y Xu, 1994;
Maellaro y col., 1997; Washburn y Wells, 1999; Nardai y col., 2001. Estos estudios
permitieron establecer que los transportadores de glucosa son centrales en
permitir el transporte de la vitamina C oxidada generada en reacciones de 6xido-
reduccion, mecanismo altamente eficiente que permite la acumulacion de &cido
ascorbico, y el salvataje de la vitamina C oxidada que de otro modo se hidroliza en
forma irreversible (Vera y col., 1995; Wang y col., 1997; Nualart y col., 2003).
Dado que los transportadores de glucosa, se encuentran presentes en todas las
células del organismo, el transporte, reduccion y acumulacion de DHA ocurre en
todos los organos y células del organismo. En los seres humanos este proceso
parece ser de importancia central en el metabolismo de la vitamina C, especie

incapaz de sintetizar vitamina C, y que paradojalmente posee un requerimiento
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diario de vitamina C dietario bastante bajo, lograndose con una dosis cercana a
100 mg diarios, una concentracion plasmaticas de alrededor de 50 uM (Levine y
col., 1996). Esta cantidad de vitamina ¢ permite la mantencién de los contenidos
celulares normales, incluso en érganos cuyo contenido asciende por sobre 100
veces la concentracion promedio de esta vitamina (Rose, 1988; Levine y col.,
1995).

Usando perfiles de hidrofobicidad y prediccion de estructura secundaria se
han propuesto doce dominios transmembrana altamente hidrofébicos para la
familia de los GLUTs. Estas proteinas se ubicarian con sus extremos amino y
carboxilo terminal orientados hacia la cara citoplasmatica de la membrana celular
(Gould y Holman, 1993; Barrett y col., 1999), este modelo que fue corroborado con
la reciente estructura cristalina del trasportador GLUT1 obtenida a 3,2 A de

resolucién (Deng y col., 2014).

7.3 Transportadores de acido ascorbico.

Diversos estudios de transporte han establecido que el &cido ascorbico (AA)
es transportado al interior celular a través de una familia de transportadores
saturables y activados por sodio denominados SVTC, los cuales transportan el
acido ascorbico acoplado al transporte simultaneo de iones sodio (Rose, 1988;
Takanaga y col., 2004). Los SVCTs pertenecen a la familia de transportadores de
nucleobase/ascorbato (NCS2 6 Nucleobase: Catibn Symporter-2); esta familia
ademas incluye a la permeasa de acido Urico-xantina de Aspergilius nidulans

(UapA), la permeasa de purinas (UapC), el transportador de xantinas de bacterias
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(PbuX), el transportador de uracilo UraA) y la permeasa de uracilo unida a
membrana (PyrP) (Faaland y col., 1998; Meintanis y col., 2000).

En humanos se han identificado cuatro secuencias gendmicas que codifican
para proteinas transportadoras de acido ascoérbico, las isoformas SVCT1, SVCT2,
SVCT3 y SVCT4. Hasta el momento se han descrito que solo SVCT1 y SVCT2
son funcionales (Faaland y col., 1998; Daruwala y col., 1999; Tsukaguchi y col.,
1999; Wang y col.,, 1999; Wang y col., 2000). La proteina SVCT1 (SeqlD:
NP_005838, previamente identificado como YSPL3) estd compuesta de 598
aminoéacidos y es codificada por el gen SLC23Al localizado en el cromosoma
5031.2-31.3 (Stratakis y col., 2000; Wang y col., 2000; Eck y col.,, 2004). La
proteina SVCT2 (SeqID: NP_005107, previamente identificado como YSPL2) esta
compuesta de 650 aminodacidos y es codificada por el gen SLC23A2 localizado en
el cromosoma 20pl12.2-12.3 (Hogue y Ling 1999; Stratakis y col., 2000). Las
proteinas SVCT3 (SeqlD: BC030243, previamente identificado como YSPL1) y
SVCT4 (SeqlD: XM_069843) son dos transportadores huérfanos de los cuales se
carece de informacion adicional (Takanaga y col., 2004).

Basados en la presencia de cortos segmentos de aminoacidos con
caracteristicas hidrofébicas, ha sido propuesto que SVCT1 y SVCT2 contienen 12
hélices transmembrana altamente hidrofébicas (hélices | a Xll), unidas entre si por
lazos ricos en aminoacidos hidrofilicos, y que los extremos amino y carboxilo-
terminal de ambas proteinas se encuentran orientados hacia la cara citoplasmatica
de la célula (Tsukaguchi y col., 1999). SVCT1 y SVCT2 presentan un elevado
grado de identidad de secuencia (>67.4%), encontrandose la mayor conservacion

aminoacidica en los segmentos transmembrana y la mayor diferencia en los
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extremos amino y carboxilo terminales y en el lazo extracelular entre los
segmentos transmembrana Il y IV (Liang y col., 2001).

Estudios de localizacion, utilizando hibridacién in situ y northern blot,
muestran que SVCT1 se ubica en tejidos como el higado, el ovario, la préstata y
en los epitelios de absorcion como el intestino delgado, el rifion y el colon, en
cambio SVCT2 se encuentra ampliamente distribuido en casi todos los tejidos del
organismo (Daruwala y col., 1999). Ratones knock-out para el gen SLC23A2, que
son completamente deficientes del transportador SVCT2 y células knock-down
(células donde se bloquea la expresion de este gen) para este transportador han
entregado mucha informacion sobre las funciones fisiologicas de SVCT2. Los
ratones knock-out para SVCT2 se desarrollan normalmente durante su vida
uterina, pero minutos después de su nacimiento mueren, mostrando cuadros de
hemorragia cerebral intraparenquimal y una falla respiratoria producto de una falla
a nivel del sistema nervioso central (Sotiriou y col., 2002). Por otro lado, ratones
heterocigotos para SVCT2 al momento de nacer presentan bajos niveles de &cido
ascoérbico en varios tejidos, sin embargo, son capaces de desarrollarse hasta la
edad adulta (Sotiriou y col., 2002). La expresiéon y funcién de los SVCTs puede ser
regulada a través de diversos mecanismos, llevando a cambios en expresion,
localizacion subcelular y expresion polarizada en células de barrera. El sustrato,
acido ascorbico, es capaz de influenciar la expresion de los transportadores en
intestino (MacDonald y col., 2002), durante el envejecimiento en hepatocitos y
durante la diferenciacion de células osteoblasticas. También se han observado
cambios en expresion y localizacion subcelular en modelos de células polarizadas

intestinales y renales (Maulen y col., 2003; Subramanian y col., 2004) y producto
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de la activacion de vias de sefalizacion por proteinas quinasas (Daruwala y col.,
1999, Liang y col., 2002).

En cuanto a sus propiedades funcionales, SVCT1 y SVCT2 muestran una
elevada especificidad por el &cido L-ascérbico, siendo incapaces de transportar
acido D-ascorbico, éacido deshidroascoérbico, acido ascorbico 2-fosfato, acido
ascorbico 2-sulfato ni L-gulono-c-lactona (Rumsey y col., 1997; Tsukaguchi y col,.
1999). Ensayos de transporte, realizados tanto en SVCT1 como en SVCT2,
revelaron que la curva de saturacion para acido ascérbico es de tipo hiperbdlica
concordante con una cinética de tipo Michaeliana (Daruwala y col., 1999; Rajan y
col., 1999; Tsukaguchi y col., 1999). Diversos estudios de transporte de &cido
ascorbico realizadas bajo diferentes condiciones experimentales y en distintas
tipos celulares han revelado que SVCT2 presenta un valor para la Km de
transporte de &cido ascorbico bastantes menores que los de SVCT1. Expresion de
SVCT1 en distintas lineas celulares arrojaron resultados que oscilan en un rango
desde 75 a 250 uM (Daruwala y col., 1999; Wang y col., 1999; Wang y col., 2000),
mientras que para SVCT2, la Km de transporte en distintas lineas celulares y
sistemas de expresion arrojé resultados en un rango que va desde 20 a 70 uM
(Daruwala y col., 1999; Rajan y col., 1999). Sin embargo, estudios realizados en
nuestro laboratorio en al menos 10 sistemas celulares distintos nos indican que la
Km de transporte para SVCT2 se encuentra en el rango 15-25 uyM y la Km de
transporte para SVCT1 se encuentra dentro del rango 80 - 200 uM, dependiendo
de la linea celular utilizada.

El transporte de acido ascoérbico ocurre a favor de un gradiente

electroquimico de sodio y es modulado diferencialmente por la presencia o
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ausencia de cationes bivalentes Ca?* y Mg?* (Tsukaguchi y col., 1999; Godoy,
2007; Zuadiga, 2008). Se ha establecido que el ién sodio activa el transporte de
acido ascorbico de forma cooperativa, con un coeficiente de Hill cercano a 2
(Rajan y col., 1999; Tsukaguchi y col., 1999; Wang y col,. 1999). Este valor de
cooperatividad sugiere la presencia de al menos dos sitios de unién a sodio, los
cuales serian funcionalmente distintos al sitio de union a &cido ascorbico, sin
embargo, existiria una estrecha comunicacion funcional entre ellos durante el ciclo
de transporte (Godoy y col., 2007). Otro punto importante es que el sodio es el
catién especifico para la activacion del transporte de acido ascorbico mediado por
SVCT, pues estudios cinéticos realizados con otros cationes monovalentes como
colina*, Cs*, K* y Li* disminuyeron la captaciéon de acido ascérbico en un 95%
(Rajan y col., 1999; Godoy, 2004; Godoy y col., 2007). Estudios mas detallados
indican que la estequiometria de transporte de Na*: acido ascoérbico es 2:1 para el
cotransporte mediado por ambas isoformas de los transportadores SVCTs (Godoy
y col., 2007; Mackenzie y col., 2008), para SVCT1 el mecanismo de transporte es
electrogénico (Tsukaguchi y col., 1999; Godoy y col., 2007; Mackenzie y col.,
2008) lo que no ocurre en SVCT2 (Godoy y col., 2007). Se ha determinado
también para SVCT2 que el orden de unién de ambos sustratos es Na*:AA:Na*
donde existe una cooperatividad de transporte reciproca entre ellos, asi, la
concentracion extracelular de Na* desde 5 a 135 mM produce una marcada
disminucién en la Km aparente de transporte, desde 1,4 mM a 20 uM, lo que puede
ser interpretado como que la unién de Na* al transportador favorece cambios
conformacionales que promueven un aumento en la afinidad para el transporte de

acido ascorbico (Godoy y col., 2007). El efecto de Na* en la Kn aparente de
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transporte en SVCT1 es similar a lo observado para SVCT2; al aumentar la
concentracion de Na* desde 5 a 135 mM, la Km aparente de transporte de &cido
ascorbico disminuye desde 1,4 mM a 100 pM (Mackenzie y col., 2008; Godoy y
col., 2007; Zuhiga, 2008). Respecto de los cationes divalentes, se ha observado
que SVCT2 es incapaz de transportar 4cido ascorbico en ausencia de ambos
cationes, por el contrario SVCT1 es activo en la ausencia de Ca?*y Mg?*, aunque
muestra un marcado aumento en la Km de transporte de acido ascorbico en la
ausencia de uno o ambos a cationes (Godoy, 2004; Zufiga, 2008). En relacion a
esto, estudios recientes en el laboratorio han llevado a la identificacion de un
posible sitio de union de cationes divalentes localizado en el lazo exofacial que
une los dominios transmembrana Xl y XIV en SVCT1 (Escobar E., 2012), con
respecto a SVCT2 no existe informacion al respecto.

Por otro lado se ha descrito que SVCT2 presenta una marcada
dependencia al pH extracelular, observandose una marcada disminucion en su
actividad de transporte a pH bajo 6.5 (Tsukaguchi y col, 1999., Godoy y col, 2007).
Estudios de mutagénesis sitio dirigida y tratamiento con dietilpirocarbonato
(DEPC) han revelado que cinco (H109, H203, H206, H269 y H413) de los seis
residuos de histidina que forman parte de la estructura del transportador son
reguladores centrales de la funciéon de SVCT2 y participan en diferentes grados
modulando la sensibilidad al pH, la cinética de transporte, la cooperatividad por
Na*, la estabilidad conformacional y la localizacién subcelular (Varma y col, 2007;

Ormazabal y col, 2010).
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7.4. Relacion estructura funcién de transportadores cristalizados.

Las proteinas transportadoras son una gran familia de proteinas integrales
de membrana, clasificadas en transportadores activos primarios o secundarios,
dependiendo de su recurso de obtencion de energia (ATP o gradiente
electroquimica respectivamente). Los transportadores activos secundarios son
maquinarias moleculares distribuidas ubicuamente, que utilizan una gradiente
electroquimica para conducir la translocacion de sustrato a través de ésta
(Mitchell, 1963) y se dividen a su vez, en simportadores, antiportadores o
uniportadores, dependiendo del nimero de solutos o del sentido de transporte de
las moléculas transportadas (Abramson y Wright, 2009, Krishnamurthy y col.,
2009). Las proteinas transportadoras de membrana son dificiles de estudiar a nivel
estructural y funcional, debido a problemas en la sobreexpresion, estabilidad,
conservacion del plegamiento nativo, purificacion y cristalizacion de ellas (Caffrey,
2003), dificultades que ayudan a explicar por qué hasta la fecha han sido resueltas
menos de 300 estructuras de proteinas de membrana, a diferencia de las mas de
20.000 estructuras de proteinas solubles resueltas. Con el fin de obtener una
comprension mas profunda de los mecanismos implicados en el transporte de
sustratos, es necesario complementar este concepto basico con el conocimiento
detallado de las propiedades bioquimicas y la estructura terciaria de los

transportadores.
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La reciente disponibilidad de estructuras cristalogréficas de rayos-X, ha
permitido realizar numerosos avances en el entendimiento de los sistemas de
transporte. Dentro de las proteinas de membrana que han sido cristalizadas a alta
resolucion se encuentran la permeasa de lactosa/protones LacY (Abramson y col.,
2003, Guan y col., 2007) el transportador de glicerol-3-fosfato GlpT (Huang y col.,
2003) y el transportador de multidrogas EmrD (Yin y col., 2006) pertenecientes a la
gran superfamilia de transportadores principales o MFS; el transportador de
leucina acoplado a sodio (LeuT) de la familia NSS (Yamashita y col., 2005), el
simportador de sodio/hidantoina Mhpl de la familia NCS1 (Shimamura y col.,
2010, Weyand y col., 2008), y el mas reciente cristalizado, el transportador de
uracilo acoplado a protones, UraA de la familia NAT/NCS-2 (Lu y col., 2011),
dentro de la cual se ha clasificado al transportador de sodio/ascorbato SVCT?2,
todos ellos pertenecientes a la gran superfamilia de cotrasnportadores de sodio.

Si bien los transportadores pertenecientes a la superfamilia de facilitadores
principales presentan un bajo porcentaje de identidad a nivel de su estructura
primaria (< 14%), ha sido propuesto que ellos poseerian estructuras terciarias muy
similares (Hirai y col., 2002; Abramson y col.,, 2003; Lemieux y col., 2003;
Lemieux, 2007), la que estaria compuesta por doce hélices transmembrana
agrupadas en dos dominios de seis hélices cada uno. Ambos dominios presentan
un plegamiento similar, apoyando el concepto que los dominios correspondientes
a las mitades N- y C-terminal y corresponderian a duplicaciones de un gen
ancestral comun (Pao y col, 1998), y se encuentran posicionados
pseudosimétricamente en la membrana dejando entre ellos una cavidad central.

Este concepto de homologia estructural entre los transportadores pertenecientes a
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la familia MFS fue apoyado por la cristalizacion de otros miembros de esta
superfamilia, como el transportador de glicerol-3-fosfato (GlpT) (Huang y col.,
2003), el transportador multidrogas EmrD (Yin y col., 2006), el transportador de
oxalato (OxIT) (Hirai y col., 2002) y la melibiosa permeasa (Purhonen y col., 2005),
para los cuales se observé plegamientos similares. Basandose en que los
transportadores GLUTs pertenecen a la gran superfamilia de transportadores
facilitativos (MFS). Salas-Burgos en el afio 2004 propuso un modelo 3D para el
transportador de glucosa GLUT1 a partir de la estructura cristalina del
transportador glicerol-3-fosfato de E. coli (Huang y col., 2003), utilizando como
templado intermediario el modelo 3D de la glucosa-6-fosfato traslocasa de Homo
sapiens (Salas-Burgos y col., 2004). EI modelo 3D fue validado en base a la
informacion existente acerca de la propiedades funcionales y estructurales de
GLUT1 obtenidas por mutagénesis, alquilacion de cisteinas, marcaje con reactivos
de mercurio, uso de inhibidores para el influjo o eflujo del sustrato, uso de
metabolitos marcados, anticuerpos, digestion por proteasas (Hruz y Mueckler,
2001) y la reciente estructura cristalina del trasportador obtenida a 3,2A de
resolucién (Deng y col. 2014).

El modelo 3D de GLUT1 propone que la proteina esta formada por 12
segmentos de transmembrana agrupados en dos dominios de 6 hélices cada uno,
separados por un largo lazo intracelular entre las hélices 6 y 7. El canal central
esta formado por las hélices 2, 4, 5, 7, 8 y 10 las que contienen residuos que han
sido identificados como cruciales para la funcion de transporte: G75, E76, G79,
N288, A289 (Olsowski y col., 2000), Q161 (Mueckler y col., 1994; Seatter y col.,

1998), V165 (Mueckler y Makepeace, 1997), N317, T321 y P387 (Mueckler y
23



Makepeace, 2002), Q282 (Hruz y Mueckler, 1999; Olsowski y col., 2000), 1287
(Hruz y Mueckler, 1999), W412 (Garcia y col., 1992). En el modelo 3D de GLUT1,
el motivo QLS (comenzando con Q279) que ha sido reconocido como crucial para
la selectividad de los GLUTs (Seatter y col., 1998, Olsowski y col., 2000), se
encuentra cerca de la entrada extracelular del canal, posiblemente posicionado
para seleccionar a los sustratos que son transportados. Un segundo dominio QLS
(comenzando con Q 283) se encuentra posicionado extracelularmente en el
extremo del canal de transporte, se especula que este dominio también esta
implicado en la selectividad del transportador. Un dominio QLG (comenzando con
Q 161) se encuentra posicionado en el extremo intracelular del poro de transporte;
al igual que los dominios anteriores, éste podria estar implicado en la seleccion de
moléculas que van saliendo de la célula, se ha visto que mutaciones conservadas
realizadas GIn161 disminuyen el transporte entre 10 a 50 veces (Mueckler y col.,
1994). Por otro lado, el sitio de glicosilacion en Asn45, determinado por SDS-
PAGE y confirmado por mutagenesis (Asano y col., 1991), y estudios de marcaje
con biotina revelaron la localizacién extracelular del residuo K300 en el loop
putativo 7-8 (Preston y Baldwin, 1993). Este modelo junto a los analisis
funcionales fueron fuertemente apoyados por la obtencion de la estructura

cristalina del trasportador GLUT1 a 3,2 A de resolucion (Deng y col., 2014).

7.5. Antecedentes estructurales en el transportador SVCT2.

Los estudios funcionales de SVCT2 han permitido proponer un modelo

funcional en el cual el transportador posee, en su estructura 3D, un sitio de unién
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para el sustrato acido ascorbico, al menos dos sitios de unién para el catién
monovalente Na* y un sitio de unién para los cationes divalentes Ca?* y Mg?*
(Godoy y col, 2007). Se ha propuesto que durante el ciclo de transporte donde el
orden de unién de los sutratos es Na*:A:Na* ambos sitios de union a sodio
interactuan entre ellos y ademas interaccionan con el sitio de union a é&cido
ascorbico, el cual a su vez afectaria reciprocamente la interaccién entre ambos
sitios de union a sodio. Por otro lado, basados en la presencia de cortos
segmentos de aminodcidos con caracteristicas hidrofébicas, ha sido propuesto
que SVCT1 y SVCT2 contienen 12 hélices transmembrana altamente hidrofébicas
(hélices | a XIllI), unidas entre si por lazos ricos en aminoacidos hidrofilicos, y que
los extremos amino y carboxilo-terminal de ambas proteinas se encuentran
orientados hacia la cara citoplasmatica de la célula (Tsukaguchi y col., 1999). A
pesar de todos los estudios realizados hasta la fecha no existen antecedentes
publicados acerca de cuales son los aspectos estructurales que definen tanto la
estructura como las propiedades de estos transportadores, tampoco conocemos la
estructura 3D ni la identidad de los residuos de aminoacidos fundamentales para
su funcién, incluyendo aquellos involucrados en la union de los sustratos acido
ascorbico y Na*. Ante la falta de antecedentes estructurales en nuestro laboratorio
se construy0 un modelo 3D del transportador SVCT2 utilizando como molde
molecular la estructura cristalina del transportador de uracilo de e. coli, Ura A
resuelta a 2,8 A de resolucion (Salas-Burgos, 2011). Este modelo fue construido
en base a antecedentes que sefalan que Ura A y los transportadores SVCTs
pertenecen a la familia de cotransportadores de sodio, si bien ambos

transportadores presentan un bajo porcentaje de identidad primaria (<20%), todas
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las proteinas cristalizadas muestran un dominio central conservado de 10 STM
gue puede estar acompafado de STM adicionales en el extremo amino o carboxilo
terminal y que podrian ser importantes para la funcion de cada transportador.
Todas estas proteinas poseen un mecanismo de transporte que se caracteriza por
la exposicion alternante del sitio de union del sustrato entre dos estados
conformacionales de la proteina, endofacial y exofacial, con un estado intermedio
donde el sustrato es inaccesible al solvente y se encuentra ocluido en la proteina.
Toda esta evidencia ha permitido proponer plegamientos tridimensionales
comunes para proteinas no relacionadas por secuencia primaria (Abramson y
Wright 2009, Krishnamurthy y col, 2009).

En el modelo 3D de SVCT2 propuesto se observa que este transportador
posee 14 STM con los extremos amino y carboxilo terminal orientados hacia el
citoplasma (Figura 2). Las hélices se organizan en dos repeticiones de 7 STM
cada una y de acuerdo a la posiciéon de la via de translocacion de sustratos, la
proteina se organiza en un dominio central (TM 1-4 y TM 8-11) y un dominio
compuerta (TM 5-7 y TM 12-14). Ambos dominios se encuentran asociados a
través de una interface fuertemente hidrofébica entre los STM 1, 3y los STM 5, 8.
Otra caracteristica es la presencia de dos hojas betas antiparalelas en la region
central entre los STM 3 y 10 permitiendo su interaccion (Salas-Burgos, 2011). A
partir de la estructura 3D de SVCT2 y del analisis de conservacion de secuencia
del transportador de distintas especies, se identific6 un grupo de residuos
conservados, que fueron evaluados por mutagénesis sitio-dirigida, estos residuos

se distribuyen en los STM 1 (Q108 e H109) y STM 10 (S440 y S441), y su
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mutacion individual provocd que el transportador se localice en membrana

plasmatica pero sea incapaz de transportar sustratos (Salas-Burgos, 2011).

7.6. Estructura cuaternaria de transportadores obtenida a partir de evidencia

cristalogréfica.

La membrana celular es una matriz lipidica en la cual las proteinas se
encuentran organizadas y en la mayoria de los casos forman oligdbmeros que son
favorecidos por la localizacién y la orientacion de las proteinas en el espacio
bidimensional de la membrana, lo que aumenta la probabilidad de autoasociacion
(Grasberger, 1986). En este sentido, la evidencia indica que la estructura
cuaternaria que involucra oligémeros de alto orden es una caracteristica esencial
para la estructura y funcién de los transportadores de membrana (Veenhoff y col.,
2002; Padan, 2008).

La cristalizacion de distintos transportadores ha permitido obtener evidencia
cristalogréfica directa de la formacién de estructuras oligoméricas que dan lugar a
estructuras cuaternarias constituidas desde dimeros a hexameros. Si bien no
existe informacion acerca de la estructura cuaternaria del transportador SVCT2, si
hay antecedentes de la estructura cristalina de otros transportadores secundarios
procariontes de distintas familias (Krishnamurthy y col, 2009). Sin embargo, la
estructura cristalina de estos transportadores ha sido obtenida de transportadores
modificados ya sea por mutagénesis, inserciones o deleciones para lograr

estructuras mas estables.
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hSVCT?2 650 aa
Identi