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ABSTRACT: Vesicular storage of neurotransmitters,
which allows their subsequent exocytotic release, is
essential for chemical transmission in neurons and
endocrine cells. Neurotransmitter uptake to secretory
vesicles is carried out by vesicular transporters, which
use the electrochemical gradient of protons generated by
a vacuolar proton-ATPase as transport driving force.
ATP and other nucleotides and dinucleotides are
relevant signaling molecules that participate in a variety
of biological process. Although the active transport of
nucleotides has been  pharmacologically and
biochemically characterized in a diversity of secretory
vesicles, the protein responsible for such vesicular
accumulation remained unidentified for some time. In
2008, SLCI7A49, the last identified member of the
SLC17 transporter family, was found to encode the
vesicular nucleotide transporter (VNUT). VNUT is
expressed in various ATP-secreting cells and is able to
transport several nucleotides in a vesicular membrane
potential- dependent fashion. V' NUT knockout mice lack
vesicular storage and release of ATP from neurons and
neuroendocrine cells, resulting in blockage of the
purinergic  chemical transmission. This review
summarizes the current studies on VNUT and analyzes
the relevance of vesicular nucleotide transport in
different cells types and tissues. The possible use of
VNUT inhibitors and interference RNA to reduce
VNUT gene expression for therapeutic purposes is also
discussed.
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RESUMEN: El almacenamiento vesicular de los
neurotransmisores, que permite su subsecuente
liberacion exocitotica, es un proceso esencial para la
transmision quimica en neuronas y células endocrinas.
La acumulacion de los neurotransmisores en vesiculas
de secrecion se lleva a cabo por medio de
transportadores vesiculares, que utilizan el gradiente
electroquimico de protones generado por una ATPasa
vacuolar como fuerza impulsora del transporte. E1 ATP,
asi como otros nucledtidos y dinucledtidos, son
importantes moléculas sefializadoras que intervienen en
una gran variedad de procesos biolégicos. Aunque el
transporte activo de nucledtidos se ha caracterizado
desde el punto de vista bioquimico y farmacoldgico en
una variedad de vesiculas de secrecién, la proteina
responsable de esta acumulaciéon vesicular permanecid
durante mucho tiempo desconocida. En 2008, se
demostr6 que SLC174 9, el ultimo miembro identificado
de la familia de transportadores SLC17, codifica el
transportador vesicular de nucle6tidos (VNUT). VNUT
se expresa en una variedad de células que liberan ATP y
ha mostrado ser capaz de transportar varios nucleétidos
de manera dependiente del potencial de membrana
vesicular. Ratones deficientes en VNUT pierden la
capacidad de almacenar y liberar ATP de neuronas y
células neuroendocrinas, lo que resulta en un bloqueo de
la transmisién quimica purinérgica. En esta revision se
pretende resumir los estudios llevados a cabo hasta la
fecha sobre VNUT vy analizar la relevancia del
transporte vesicular de nucledtidos en distintos tipos
celulares y tejidos. Asimismo, se discute el posible uso
de inhibidores de VNUT, asi como de ARNs de
interferencia que reduzcan su expresién, con fines
terapéuticos.
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1. TRANSPORTADORES VESICULARES DE
NEUROTRANSMISORES, VNTS

La transmisién quimica en la sinapsis juega un papel
central en la comunicacion celular en el sistema nervioso
central y periférico. Este proceso requiere del
almacenamiento previo de los neurotransmisores en
vesiculas sinapticas y su posterior liberacion mediante un
proceso de exocitosis dependiente de Ca’’. Los
neurotransmisores liberados se unen a receptores
especificos en la membrana plasmatica de las células
diana, transmitiendo de este modo una sefial. Ejemplos de
moléculas que median este tipo de transmision lo
constituyen el glutamato, el aspartato, el ATP y otros
nucleotidos, el acido y-aminobutirico (GABA), la glicina,
la acetilcolina o las monoaminas (catecolaminas,
serotonina e histamina). Los transportadores vesiculares de
neurotransmisores  (VNTs, del inglés  Vesicular
Neurotransmitter — Transporters) son las  proteinas
responsables del almacenamiento de estos compuestos en
las vesiculas sinapticas, determinando asi la cantidad de
neurotransmisor  disponible para ser liberado por
exocitosis, y son, por tanto, componentes esenciales de la
transmision quimica en el sistema nervioso (1-3) (Figura

1).

Alteraciones en la actividad de estas proteinas pueden
contribuir a la etiologia de determinadas enfermedades
neurodegenerativas. Este es el caso del transportador
vesicular de monoaminas, que secuestrando la dopamina
en el interior de vesiculas de secrecion, prevendria el
efecto neurotoxico de esta sustancia en el citosol. La
disfuncion de esta proteina conduciria a la acumulacion de
un exceso de dopamina citoplasmatica, que es
metabolizada generando especies reactivas de oxigeno, las
cuales causan un dafio oxidativo que puede conducir
finalmente a la muerte de la neurona dopaminérgica (4). Se
ha sugerido que la pérdida de funcién de este transportador
estd relacionada con el desarrollo de la enfermedad de
Parkinson (5, 6), que se caracteriza por la pérdida de
neuronas dopaminérgicas nigroestriatales.

Ademas de su papel en las células neurales, los VNTs
estan presentes también en la membrana de vesiculas de
secrecion en diversas células neuroendocrinas, como las
células cromafines de la médula adrenal (7, 8), asi como en
otra gran variedad de células secretoras (9-12).
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Figura 1. Papel de los transportadores vesiculares de neurotransmisores (VNTSs) en la sinapsis. Los VNTSs son sistemas de
transporte activo que llevan a cabo el almacenamiento de los neurotransmisores en las vesiculas sinapticas, para su posterior
liberacion exocitotica en la sinapsis. Adaptado y modificado de (3).

1.1. Clasiticacion y caracteristicas generales de los VNTs
Hasta la fecha, se han identificado diez VNTs que se
han clasificado en tres subclases en funcion de la similitud
de sus secuencias aminoacidicas y la especificidad de
sustrato: las familias SLC17, SLC18 y SLC32,
responsables de la acumulacién de transmisores anionicos,
cationicos y neutros, respectivamente (Figura 2). La
familia SLC17 incluye las tres isoformas del transportador
vesicular de glutamato (VGLUT, del inglés Vesicular
Glutamate Transporter), el transportador vesicular de
aminoacidos excitatorios/sialina (VEAT, del inglés
Vesicular Excitatory Amino Acid Transporter) y el
transportador vesicular de nucledtidos (VNUT, del inglés
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Vesicular Nucleotide Transporter) (13). Ademas de estos
transportadores vesiculares de neurotransmisores, cuatro
transportadores de fosfato dependientes de Na“ (NPTI,
NPT3, NPT4 y homologo NPT) se incluyen también
dentro de esta familia (Figura 2). Estas proteinas NPT
estan implicadas en la eliminacion de aniones organicos
toxicos en el higado y el rifién y no estan relacionadas con
la transmision de sefial. La familia SLC18 se compone del
transportador vesicular de acetilcolina (VAChT, del inglés
Vesicular Acetylcholine Transporter), las dos isoformas
del transportador vesicular de monoaminas (VMAT, del
inglés  Vesicular Monoamine Transporter) 'y el
transportador vesicular de poliaminas (VPAT, del inglés
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Vesicular Polyamine Transporter) (14, 15). Finalmente, el
transportador vesicular de GABA/glicina (VGAT, del
inglés Vesicular GABA Transporter), también denominado

Javier Gualix et al.

(VIAAT, del inglés Vesicular Inhibitory Amino Acid
Transporter), es el Gnico miembro de la familia SLC32
(16).

transportador vesicular de aminodcidos inhibitorios
A B
SLC17 Familia SLC17
VEAT (SLC17A5) Glu, Asp — -
VGLUT1-3 (SLC17A6-8) Glu ~ NPTA
VNUT (SLC17A59) Nucleétidos NpT1  BECIZASE o Giog0 NPT
sLC18 © NeT2
VMATs (SLC18A1,2)  Monoaminas ey
VAChT (SLC18A3) Acetilcolina ’
VPAT (SLC18B1) poliaminas | | L
t (SLC17A9) !
SLC32 i (sialina) E— :
i (SLCI7AS5) | ‘ R,
VGAT (SLC32A1) GABA,Glicina | | e o RZVGLUTL Y
/veLura’ \ (SLC17A7)
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" (sLC17A6)

Figura 2. Clasificaciéon de los VNTs. (A) En la figura se muestran las tres familias en las que se clasifican los
transportadores vesiculares de neurotransmisores. El nombre de la proteina, del correspondiente gen (entre paréntesis), asi
como el sustrato del transporte, aparecen indicados en cada caso. (B) Arbol filogenético de la familia de transportadores

SLC17. Adaptado y modificado de (2).

Los transportadores vesiculares son sistemas de
transporte activo secundario que emplean el gradiente

electroquimico de protones (Apy+) generado por una H'-
ATPasa vacuolar (V-ATPasa) para impulsar el transporte
de neurotransmisores en contra de un gradiente de
concentracion (17, 18). Esta V-ATPasa es una bomba de
protones estructuralmente y funcionalmente relacionada
con la FgF;-ATPasa mitocondrial, pero es incapaz de
sintetizar ATP. En su lugar, la V-ATPasa usa la energia
producida por la hidrolisis de ATP citosolico para
introducir protones en el interior de las vesiculas (19, 20).
El flujo de protones hace que el interior de la vesicula sea
mas acidico, estableciendo un gradiente de pH (ApH) a
través de la membrana vesicular. Al mismo tiempo, el
interior de la vesicula se hace mas positivo,
estableciéndose el correspondiente potencial de membrana
(Ayp). La suma de estos dos efectos constituye el gradiente

electroquimico de protones (Apy*). El gradiente de
protones (ApH) y el potencial de membrana (Ay) tipico de
las vesiculas sinapticas es de 1,5 y 80 mV
respectivamente, lo que proporciona la energia suficiente
para el almacenamiento vesicular de los neurotransmisores
(17, 18). La necesidad de una V-ATPasa para el transporte
vesicular ha sido puesta de manifiesto mediante el uso de
la bafilomicina Al, un inhibidor especifico de esta
proteina que impide la generacion del gradiente
electroquimico y, por tanto, el transporte de los
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neurotransmisores (7, 21). No obstante, cada transportador
vesicular depende mayoritariamente de uno de los

componentes del Apy*, bien ApH, referido a Ila
concentracion de protones, o bien Ay, dado por la carga
ionica neta (22). Esto ha sido demostrado mediante el uso
de ionoforos, como la valinomicina o la nigericina, que
disipan selectivamente uno de los componentes del
gradiente electroquimico de protones. Mas recientemente,
la reconstitucion de los transportadores en vesiculas
artificiales, como liposomas, permite controlar
separadamente las condiciones ionicas del medio luminal y
externo para llevar a cabo estos estudios de la dependencia
del transporte (3, 23, 24). Mientras que los transportadores
VMAT y VAChT utilizan principalmente el componente
quimico del gradiente, ApH (21), VGLUT depende casi
exclusivamente del componente eléctrico, Ay (25). De
igual forma, tanto el VEAT como el VNUT utilizan la Ay
para llevar a cabo su actividad (26, 27). En el caso de
VGAT, un reciente estudio con el transportador
reconstituido en membranas artificiales sugiere que podria
operar como un cotransportador de CI', impulsado por Ay
sin la necesidad de ApH (24). Sin embargo, la mayoria de
trabajos coinciden en sefialar que el transporte es
igualmente dependiente tanto de Ay como de ApH (16,
28), lo que se cree que es el resultado de un concomitante
intercambio de H' por el aminoacido neurotransmisor (29,
30) (Figura 3).
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Otra de las diferencias que existen entre los distintos
VNTs, es el tipo de transporte que realizan (Figura 3). Los
miembros de la familia SLCI17 que transportan
neurotransmisores anidnicos, llevan a cabo un sistema de
transporte de tipo uniporte (31). Sin embargo, en el caso de
los VGLUTSs, aunque se ha demostrado que Ay es la
fuerza impulsora primaria del transporte, existe cierta
controversia sobre la contribucién, si la hay, de ApH.
Varios trabajos han mostrado una contribucion
significativa de este componente en el transporte de
glutamato a vesiculas (32-35), lo que plantea la posibilidad
de que VGLUT opere como un antiportador glutamato/H".
Por su parte, tanto el VMAT como el VAChHT, asi como el
recientemente clonado VPAT, emplean un mecanismo de
transporte de tipo antiporte, en el que intercambian los
protones del lumen vesicular por el neurotransmisor

catiénico presente en el citosol. La estequiometria de los
dos primeros transportadores es de dos protones por cada
molécula de neurotransmisor almacenada (36, 37) lo que
explica la mayor dependencia de ApH que de Ay en este
tipo de transporte. En el caso de VGAT, responsable del
almacenamiento vesicular de  neurotransmisores
eléctricamente neutros, como se ha mencionado
anteriormente, su mecanismo de transporte ha sido objeto
de controversia, habiéndose propuesto tanto un
cotransporte de GABA o glicina con CI’, mediante el que
se introducirian en el interior de la vesicula dos CI" por
molécula de neurotransmisor en cada ciclo de transporte
(24), como, en estudios mas recientes, un mecanismo de
antiporte que conduciria al intercambio de protones
luminales por el aminoacido neurotransmisor (29, 30).

ApH < AY

Figura 3. Los VNTs muestran distinta dependencia de los dos componentes del gradiente electroquimico de protones

(Apy*). La V-ATPasa establece un Apy+ a través de la membrana vesicular que es utilizado como fuerza motriz por los

VNTs. Los distintos VNTs utilizan mayoritariamente uno de los componentes de Aug+ (ApH o Ay). El transporte de aminas
y acetilcolina, sustratos con carga positiva, depende de ApH en mayor medida que de Ay. GABA y glicina son
transportados como zwitteriones eléctricamente neutros y su transporte depende igualmente del componente quimico (ApH)

y eléctrico (Ay) de Apy*. El transporte de neurotransmisores anionicos, como el glutamato, el aspartato o los nucleotidos, es
impulsado principalmente por el componente eléctrico (Ay) del gradiente electroquimico de protones. Adaptado y

modificado de (22).

Otros factores pueden afectar a la cantidad de
neurotransmisor que se almacena en la vesicula, como la
afinidad de sustrato, el volumen vesicular o las proteinas
intraluminales. Asi mismo, la presencia del ion CI es
necesaria para ciertos transportadores como los VGLUT.
El transporte de glutamato a las vesiculas muestra una
dependencia bifasica con la concentraciéon de este ion:
bajas concentraciones de Cl° (2-8 mM) estimulan el
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transporte mientras que altas concentraciones (>20 mM) lo
inhiben. Se ha sugerido que el Cl” actiia como un activador
alostérico de VGLUT que desencadena la captacion de
glutamato tras su union al transportador (38), mientras que
la inhibicion por altas concentraciones de CI” podria estar
relacionada con la disipacion de Ay, el componente de

Apgt que impulsa el transporte de glutamato. Sin embargo,
el mecanismo molecular subyacente a la regulacion de
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VGLUT por Cl estd ain por aclararse. Esta fuerte
dependencia de la actividad de transporte con la
concentracion de Cl” es una caracteristica compartida por
otros miembros de la familia SLC17 como el VNUT (27).

En cuanto a la afinidad por el sustrato, también existen
diferencias entre los distintos transportadores. Los VMATSs
son los que presentan mayor afinidad aparente de sustrato,
con unos valores de K, en el rango submicromolar o
micromolar bajo, lo que presumiblemente permitiria a
estos transportadores alcanzar la méaxima actividad a bajas
concentraciones citosolicas del neurotransmisor. El
VAChHT, aunque presenta una secuencia primaria similar al
VMAT (39), muestra un valor de K, mucho mayor (~0,4
mM) (21). En el caso de VGAT, éste reconoce tanto el
GABA como la glicina, ambos neurotransmisores
inhibitorios (40). Con la menor afinidad aparente de todos
los transportadores vesiculares (K, ~5 mM para GABA,
K., ~25 mM para glicina), probablemente requiera una
elevada concentracion citosdlica del neurotransmisor,
producida por la enzima descarboxilasa del 4&cido
glutamico (GAD, del inglés glutamic acid decarboxylase),
en el caso del GABA, o por el transportador de membrana
de glicina, GLYT2, en el caso de este aminoacido. Por su
parte, los VGLUTs (VGLUTI1-3) también presentan un
valor de K, en el rango milimolar bajo, siendo la isoforma
VGLUT3 la que muestra una ligera mayor afinidad
aparente (K, ~0,5 mM) (41).

A pesar de su importante papel en el rellenado de las
vesiculas y la liberacion de neurotransmisores, poco es lo
que se conoce acerca de la regulacion de la actividad de
estos transportadores vesiculares. Esta regulacion puede
llevarse a cabo a nivel de la fuerza impulsora del

transporte, mediante cambios en la magnitud de Apyt,
ApH o Ay. Ademas, alteraciones en el trafico intracelular
de estos transportadores de neurotransmisores tiene el
potencial de influir en su nimero en las vesiculas
sinapticas. Curiosamente, psicoestimulantes como la
cocaina o la metanfetamina han mostrado ser capaces de
afectar a la localizacion y funcion de VMAT2 (42, 43).
También, diversos trabajos han descrito la regulacion del
transporte de neurotransmisores a vesiculas por proteinas
G heterotriméricas, en particular la subunidad Gao2 (44-
46). Aunque no se conoce con exactitud el mecanismo
molecular de esta modulacién, podria implicar la
interaccion directa de la proteina G con el transportador
vesicular (44, 47).

2. EL TRANSPORTADOR VESICULAR DE
NUCLEOTIDOS, VNUT

El ATP es una molécula ampliamente conocida por su
importante papel como “moneda energética” generada por
la glicolisis, la respiracion celular y otras reacciones,
siendo utilizada para proporcionar energia en una multitud
de procesos bioquimicos. Sin embargo, en las Ultimas
décadas se ha hecho evidente que el ATP y otros
nucleétidos actian también como importantes moléculas
sefializadoras que intervienen en una gran variedad de
procesos bioldgicos a través de su interaccidon con
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receptores de membrana, denominados receptores
purinérgicos, de los cuales existen dos clases: receptores
ionotropicos P2X y metabotropicos P2Y (48, 49). La
degradacion de los nucledtidos por ectonucleotidasas,
enzimas localizados en la superficie celular, proporciona el
necesario mecanismo para regular las acciones mediadas
por receptor de estos compuestos (50). Como resultado de
la hidrdlisis ectoenzimatica de los nucledtidos se genera,
como producto final, la adenosina; la cual puede actuar
sobre sus propios receptores, antes de ser recaptada por las
células a través de sistemas de transporte especificos en la
membrana plasmatica (51). Por su parte, los diadenosina
polifosfato (abreviadamente Ap,A) constituyen un grupo
de sustancias estructuralmente relacionadas con el ATP.
Estos compuestos estan constituidos por dos nucledsidos
de adenina enlazados por un numero variable de grupos
fosfato. Estos dinucledtidos son sustancias ubicuas,
presentes en el interior de las células de los diferentes
organismos, desde bacterias a mamiferos, donde se ha
sugerido que pueden ser sintetizados por accion de
determinadas aminoacil-ARNt sintetasas y otras enzimas
que catalizan la transferencia de residuos adenililo (52-55).
Al igual que ocurre con el ATP y otros nucleotidos, los
diadenosina polifosfato pueden ser liberados por diversos
tipos celulares, actuando como moléculas sefializadoras
que inducen una gran variedad de respuestas bioldgicas
(56, 57).

En consonancia con su papel como mensajeros, se ha
descrito la acumulacion de estas sustancias en diversas
vesiculas de secrecion. El ATP y otros nucledtidos, asi
como los diadenosina polifosfato, se hallan almacenados
junto a catecolaminas en los granulos de las células
cromafines (58-60). Estos compuestos coalmacenados son
liberados conjuntamente al medio extracelular mediante un
proceso de exocitosis (58, 61). El almacenamiento de ATP
en vesiculas sinapticas y su liberacién de forma exocitotica
y dependiente de Ca®" ha sido ampliamente descrita tanto
en nervios periféricos como en el sistema nervioso central
(62-66). Este nucleotido actia como un neutrotransmisor
excitatorio rapido o como un neuromodulador y ejerce
potentes efectos a largo plazo en la diferenciacion,
proliferacion y muerte celular, estando implicado en los
procesos de desarrollo y regeneracion, asi como en varias
patologias, del sistema nervioso (67, 68). Por su parte, los
diadenosina polifosfato se hallan almacenados en vesiculas
sinapticas de las terminales colinérgicas aisladas del
organo eléctrico del pez Torpedo marmorata, asi como en
terminales de cerebro medio de rata (69, 70). También se
ha descrito la liberacion de los diadenosina polifosfato de
las terminales de cerebro de rata, inducida por agentes
despolarizantes, (70). Asimismo, los granulos densos de
las plaquetas, los granulos secretores de insulina de las
células P pancreaticas y los granulos que contienen
histamina de los mastocitos, son capaces de almacenar
también ATP y otros nucledtidos (71-73).

Ya en los primeros estudios de la acumulacion del ATP
en vesiculas de secrecion se puso de manifiesto un
problema inherente a este tipo de ensayos: el transporte

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain



The nucleotide vesicular transporter (VNUT). Relevance in neural and neuroendocrine tissues. New pharmacological perspectives

vesicular de ATP requiere el consumo de ATP por la V-
ATPasa para generar el gradiente electroquimico de
protones que impulse el transporte activo, pero si esto
ocurre, el ATP, como sustrato para el transporte,
disminuye, dificultando asi la medida cuantitativa de dicho
transporte. Rudnick se refirio a este dilema como “el
demonio del transporte de ATP” (74). Sin embargo, a
pesar de esta dificultad afiadida, ha sido posible describir
adecuadamente las caracteristicas de este sistema de
transporte.

2.1. Transporte de nucledtidos a granulos cromafines

Las primeras evidencias del transporte de nucledtidos a
granulos cromafines fueron obtenidas en la década de
1970. Varios trabajos mostraron que es posible marcar el
ATP presente en el interior de los granulos perfundiendo las
glandulas adrenales con [*H]-adenosina o [**P]-fosfato (75-
77). Mas adelante, se demostro6 que dicho ATP no era
generado en el interior de los granulos, sino que era
sintetizado en el exterior y posteriormente transportado al
interior de estos organulos (78).

Para tratar de caracterizar el transporte de ATP, se
llevaron a cabo una seric de experimentos en granulos
aislados. La existencia de un proceso de transporte
dependiente de temperatura y bloqueado por atractildsido,
un compuesto previamente descrito como inhibidor del
intercambiador ADP/ATP de la mitocondria, llevo a pensar
que se trataba de un mecanismo mediado por transportador
en lugar de un mero proceso de difusion pasiva (79). El
hecho de que el transporte de nucledtidos sea activado por
Mg*" e inhibido por EDTA (80), hizo pensar que el
transporte de nucledtidos estaba ligado a la ATPasa
dependiente de Mg>" presente en la membrana de los
granulos, la cual actia como una bomba de protones,
originando un gradiente electroquimico necesario para el
transporte. Empleando iones NH,', los cuales eliminan el
gradiente de pH, o nigericina, que en presencia de K'
extragranular también suprime el gradiente de pH mediante
el intercambio de K por H', el transporte de nucle6tidos
continuaba activado (80). Por otro lado, empleando iones
permeables, como tiocianato, los cuales neutralizan la
diferencia de potencial eléctrico a través de la membrana, el
transporte de nucledtidos quedaba fuertemente inhibido
(81). Todo ello indicaba que este transporte depende de la
parte eléctrica del gradiente (Av).

El analisis cinético del transporte de ATP a los granulos
arroja un valor de K, para el ATP en torno a 1 mM, en
ausencia de Mg2+ (80, 81). Sin embargo, la K, para el ATP
en presencia de Mg”" parece ser de 2,9 mM (81). El
transportador no es especifico, sino que es capaz de
transportar otros nucledtidos de adenina como ADP y
AMP, asi como GTP y UTP (80, 81) (Figura 4). Cuando
los granulos fueron incubados con ADP marcado, aparecia
dentro del granulo, no s6lo este compuesto, sino ademas
cantidades significativas de ATP marcado (80). Este ATP
no era generado en el medio de incubacion y
posteriormente captado por los granulos, sino que el ADP
era transformado en ATP tras su transporte al interior de
los organulos, probablemente mediante una reaccion de
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transfosforilacion con los nucledtidos ya presentes en el
interior de las vesiculas. Mas adelante se demostrd que las
proteinas solubles de los granulos cromafines contienen
una enzima capar de transferir el grupo fosfato terminal
del ATP al ADP (82, 83).

Una nueva aproximacion metodolégica al estudio del
transporte de nucledtidos a los granulos cromafines, se
llevé a cabo mediante el uso de derivados fluorescentes de
los nucledtidos de adenina como sustratos del transporte y
el analisis y medida de los nucleétidos internalizados, por
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), tras la
lisis de los organulos. Estos analogos fluorescentes de los
nucleétidos contienen un puente eteno adicional en el
anillo de purina y son conocidos como eteno-nucledtidos
(e-nucledtidos). Estos estudios permitieron establecer la
incorporacion de los derivados fluorescentes del ATP,
ADP y AMP (e-ATP, e-ADP y e-AMP) al interior de los
granulos cromafines (8), lo que es una prueba adicional de
la falta de especificidad del transportador (Figura 4). Esta
metodologia también proporciona una aproximacion util al
estudio del metabolismo de los nucledtidos tras su
internalizacion en los granulos. Estos estudios
corroboraron la existencia de actividades enzimaticas que
intercambian los grupos fosfato entre los nucledtidos
internalizados, indicando que el contenido intragranular de
nucledtidos puede no reflejar la distribucion de estos
compuestos en el citosol. En este sentido, se midieron
elevados niveles de e-ATP en el interior de los granulos
tras el transporte de e-ADP (8). Ademas, se describio la
presencia de e-adenosina tetrafosfato (e-Apy) en el interior
de los organulos tras el transporte de e-ATP (84). El
adenosina tetrafosfato (Ap4) es un constituyente natural de
los granulos cromafines (84, 85) que actla como un
potente agonista de determinados receptores purinérgicos
(86). Una posible explicacion a su presencia en el interior
de los organulos, ademas de su trasporte desde el exterior
de las vesiculas, dada la baja especifidad del transportador,
podria ser su sintesis intragranular, mediante el
intercambio de fosfato entre los nucledtidos granulares, de
acuerdo a los resultados obtenidos tras el transporte de -
ATP (84). El uso de estos derivados fluorescentes como
sustrato del transporte, ha permitido también el estudio del
almacenamiento de los nucledtidos en los granulos
cromafines mediante la técnica de citometria de flujo (87).
Estos ensayos mostraron ademas un inesperado incremento
en el tamafio de los granulos, dependiente de la
concentracion de e-ATP, que tenia lugar en paralelo con el
incremento de fluorescencia debido a la acumulacion de
este nucleotido en las vesiculas (87).

A pesar de la creciente relevancia fisiologica de los
diadenosina polifosfato como sefiales extracelulares, no
existian datos bibliograficos acerca de su mecanismo de
almacenamiento en las vesiculas secretoras. En 1997,
mediante una combinacion de técnicas radiométricas y
ensayos fluorimétricos, basados en el uso de eteno-
derivados, se describid por primera vez el transporte de los
diadenosina polifosfato a granulos secretores, los granulos
cromafines (88). El transporte de diadenosina pentafosfato
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(ApsA) a los granulos pudo ser inhibido por otros
diadenosina polifosfato (como el diadenosina trifosfato,
ApsA, o el diadenosina tetrafosfato, ApsA) asi como por
los analogos no hidrolizables de ATP y ADP, adenosina
5’-O-(3-tio-trifosfato) (ATPyS) y adenosina 5°-O-(2-tio-
difosfato) (ADPPS). El patron inhibitorio de estos
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analogos de nucleotido en el transporte de los diadenosina
polifosfato sugiere que ambos tipos de sustancias, mono- y
dinucledtidos de adenina, comparten un transportador
vesicular comun (88) (Figura 4).
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Figura 4. Estructura de los principales sustratos utilizados en la caracterizacion del transportador vesicular de nucledtidos.

También se han llevado a cabo ensayos del transporte
de nucleodtidos en granulos cromafines “ghosts”. Estos
“ghosts” son granulos desprovistos de su contenido, por
lisis osmotica, y después resellados. Se obtienen asi
vesiculas con los mismos componentes de membrana que
los granulos pero sin su contenido soluble. Estas
preparaciones presentan la desventaja de que solo una
pequeiia proporcion de las membranas obtenidas por el
choque osmético se resellan correctamente (89). Sin
embargo, permiten el control del medio intragranular
requerido para algunos estudios de la biofisica del
transporte y han sido ampliamente utilizados para la
caracterizacion del transporte de catecolaminas a los
granulos cromafines (90). El empleo de estos “ghosts”
permitiria el estudio del transporte vesicular de nucledtidos
sin las posibles modificaciones introducidas por un
hipotético intercambio de fosfato entre los nucledtidos
intragranulares. En un primer estudio del transporte de
nucleétidos empleando estas vesiculas (91), se describid la
existencia de un proceso de transporte por difusion, no
saturable, independiente de Mg>" y no inhibido por ADP.
Posteriores trabajos incidieron en la existencia de un
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proceso de difusion no saturable en estos granulos
“ghosts”, si bien la inhibicion parcial del transporte de
ATP por atractilésido y por sustancias que inhiben la
ATPasa o disipan el gradiente de protones a través de la
membrana, pondrian también de manifiesto la existencia,
en estos granulos “ghosts”, de un sistema de transporte
activo. Sin embargo, la alta contribucion de la difusion
enmascararia la saturabilidad de este proceso (92). Estos
resultados fueron puestos en entredicho tras la aparicion de
un trabajo que claramente describia la acumulacion de
ATP en estos organulos mediante un sistema de transporte
dependiente de la actividad de la ATPasa granular (93). Al
igual que ocurria con el transporte a granulos intactos, el
transporte a “ghosts” depende de la diferencia de potencial
entre ambos lados de la membrana, como pone de
manifiesto el que el transporte sea inhibido por tiocianato
pero no por el ion amonio. Otras caracteristicas comunes
con el mecanismo de transporte ya descrito en vesiculas
intactas serian la inhibicion por atractilosido, asi como la
falta de especificidad, puesto que GTP y UTP pueden ser
también transportados a los granulos “ghosts”.

Los ensayos con granulos “ghosts” aportaron datos
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adicionales acerca del transporte vesicular de nucledtidos.
El transporte de ATP es potenciado a bajas
concentraciones de CI, actuando este ion como un
inhibidor a elevadas concentraciones. Asimismo, el
transporte es  inhibido por el acido 4,4’-
diisotiocianatoestilbeno-2,2’-disulfonico ~ (DIDS), un
inhibidor del transporte de aniones (93). Ambas
caracteristicas son similares a las descritas para el

transporte vesicular de glutamato (3).

2.2. Transporte de nucleétidos a vesiculas sindpticas

Al igual que ocurria en los granulos cromafines, el
ATP presente en las vesiculas colinérgicas del o6rgano
eléctrico de Torpedo puede ser marcado tras la perfusion

del tejido con una solucién que contiene [*H]adenosina
(94).
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Figura 5. Transporte de nucledtidos a vesiculas sinapticas. El ATP y otros nucledtidos son almacenados en vesiculas
sinapticas y son liberados conjuntamente con neurotransmisores clasicos, como la acetilcolina, la serotonina o la dopamina,
en terminales nerviosas de la uniéon neuromuscular, los nicleos del rafé y la substantia nigra, respectivamente.

El estudio del transporte de nucledtidos a vesiculas
colinérgicas aisladas mostr6 un mecanismo de transporte
saturable dependiente de la temperatura y el pH,
caracteristicas incompatibles con un proceso de difusion
pasiva y que evidencian la existencia de un transportador.
Ademas del ATP, también son buenos sustratos del
transportador el ADP, AMP, GTP, GDP, GMP y UTP; sin
embargo, la adenosina y la guanosina no son
practicamente transportadas al interior de las vesiculas. El
incremento en el valor de K, y la disminucion en la V,,,
al pasar de ATP a ADP y AMP, ademas de la
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extremadamente pobre eficiencia en el transporte de
adenosina, indican la importancia de los grupos fosfato
para la actividad como sustrato. Por otro lado, la pérdida
del grupo imidazolio (como ocurre con el UTP) también
reduce el valor de V,,,.. No obstante, las modificaciones en
la base nitrogenada del GTP, respecto del ATP, no parecen
reducir la eficiencia del transporte. Al igual que ocurre en
granulos cromafines, el atractilésido actué como un
inhibidor del transporte de nucledtidos a vesiculas
sinapticas, sin afectar al transporte de acetilcolina (95).

En estudios mas recientes, la misma aproximacion
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metodologica utilizada para caracterizar el transporte de
nucleotidos a los granulos cromafines, basada en el uso de
eteno-derivados como sustratos del trasporte (8, 88), fue
aplicada al estudio del transportador presente en vesiculas
sinapticas aisladas de cerebro de rata (96). Este
transportador mostré muchas similitudes con el descrito en
los granulos cromafines. Entre ellas, la inhibicion del
transporte por atractiléosido y DIDS, si bien el inhibidor
mas efectivo del transporte de e-ATP a las vesiculas
sinapticas fue el colorante azul de Evans (Evans blue) (96),
un compuesto previamente descrito como un potente
inhibidor del transportador vesicular de glutamato (97).
Ademas, el transporte de e-ATP a las vesiculas es inhibido
por los diadenosina polifosfato Ap;A, ApsA, y ApsA, lo
que sugiere que estos compuestos pudieran ser también
sustratos del transportador, como se ha demostrado en el
modelo de los granulos cromafines (88). Finalmente, la
presencia de e-ATP en el interior de las vesiculas tras el
transporte de €-ADP (96), indica la existencia de
actividades enzimaticas intravesiculares de intercambio de
grupos fosfato que equilibran los niveles de los distintos
nucleétidos presentes en estos organulos, como se ha
descrito también para los granulos cromafines (8, 80, 82,
83).

2.3. Caracteristicas cinéticas del transportador vesicular de
nucledtidos. Comportamiento mnemonico

Cuando se analiza en un amplio rango de
concentraciones de sustrato, el transporte de los eteno-
nucledtidos (e-ATP, e-ADP y &-AMP) a los granulos
cromafines no sigue una cinética de Michaelis-Menten. En
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su lugar, se obtienen complejas curvas de saturacion, no
hiperbolicas, con varias etapas (8). La compleja
dependencia de la velocidad de transporte con la
concentracion extragranular de los e-nucledtidos, hizo
necesario interpretar las curvas de saturacion como la
superposicion de varias cinéticas sigmoides Estos datos
experimentales, por tanto, fueron procesados mediante la
ecuacion resultante de la suma de varias cinéticas tipo Hill

®):

v...-S"

V = E max

K"+S8"

Los parametros cinéticos de cada una de las curvas
sigmoidales cuya adicion da cuenta de las curvas de
saturacion experimentales para el transporte de los e-
nucledtidos a los granulos cromafines, aparecen recogidos
en la Tabla 1.

También el transporte de los diadenosina polifosfato a
los granulos cromafines muestra complejas curvas de
saturacion no hiperbolicas, cuando se estudia en un amplio
rango de concentraciones de sustrato (88). La forma de
estas curvas es similar a la observada para el transporte de
e-ATP, e-ADP y e-AMP, realizandose el analisis de los
datos experimentales siguiendo el mismo criterio que para
estos sustratos. Los parametros cinéticos de las curvas
sigmoides que son los constituyentes de las curvas de
saturacion experimentales para el transporte de los

diadenosina polifosfato, aparecen también recogidos en la
Tabla 1.

Tabla 1. Parametros cinéticos del transporte de nucledtidos y dinucleétidos a granulos cromafines

Curvas e-ATP e-ADP e-AMP  e-ApsA [H]ApsA

K (uM) 1 250 150 200 16 16

2 1000 900 1200 75 125

3 3000 3600 3200 — 545
Vmax (pmol‘min'l'mg prot.'l) 1 20 25 10 18 15

2 40 35 40 13 8

3 190 300 55 — 102
ny 1 3 2 2 2

2 4 3 4 4

3 5 5 — 6

Parametros cinéticos de las curvas cuya adicion da cuenta de las curvas de saturacion experimentales para el transporte de
nucledtidos y dinucledtidos a los granulos cromafines. K, V.. y ny representan, respectivamente, los valores de Sy,
velocidad maxima parcial y nimero de Hill, para cada una de las curvas. Adaptado y modificado de (8, 88).

Estas complejas curvas cinéticas no pueden explicarse
por la existencia de diferentes transportadores de
nucledtidos en los granulos cromafines. La superposicion
de distintos transportadores con sus respectivas afinidades
es incompatible con la cooperatividad positiva mostrada
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por las curvas de saturacion. En enzimas alostéricas, la
aparicion de varias mesetas intermedias en las
representaciones de V frente a [S], ha sido explicada por la
presencia de diferentes conformaciones del enzima, con
distintas propiedades cinéticas, que se interconvierten
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entre si a través de isomerizaciones lentas inducidas por el
sustrato. Las enzimas con este comportamiento cinético se
denominan histeréticas o mnemonicas (98). En lo que se
refiere a los transportadores, se ha descrito un
comportamiento mnemonico en el caso del transportador
equilibrativo de adenosina presente en la membrana
plasmatica de las células cromafines (99). La alta
cooperatividad observada en el transporte de L-adenosina,
con un coeficiente de Hill proximo a 5, solo podia ser
explicada por la existencia de una forma multimérica del
transportador, minimo dimérica, con transiciones lentas
entre distintos estados conformacionales de la proteina. El
comportamiento cinético del transportador de nucledtidos
de los granulos cromafines ha sido explicado utilizando un
modelo basado en el del transportador de adenosina (88).
Sin embargo, se requiere un mayor grado de complejidad
teniendo en cuenta la elevada cooperatividad, que puede
alcanzar valores de nimero de Hill iguales a 6. Este hecho
implica también la existencia de una forma dimérica del
transportador, como requerimiento minimo. Este modelo
mnemonico para el transportador de nucledtidos de los
granulos cromafines ha sido confirmado mediante el uso
de la técnica de citometria de flujo (87). Esta técnica ha
sido adaptada al estudio del transporte vesicular mediante
la medida del incremento en la fluorescencia asociada a los
granulos, debido a la internalizacion de los e-nucledtidos
en estas vesiculas. El analisis por citometria de flujo del
transporte de e-ATP a los granulos cromafines mostrd
también una compleja curva de saturacion no hiperboélica
(87), indicando que el peculiar comportamiento cinético
descrito anteriormente no es debido a un artefacto
experimental, sino que es una propiedad intrinseca del
transportador granular. Por otro lado, el transporte de &-
ATP a vesiculas sinapticas de cerebro muestra también una
compleja cinética no hiperbodlica con dos etapas (96). Este
comportamiento cinético puede ser explicado basandose en
un modelo mnemoénico similar al descrito para el
transporte de nucleotidos a los granulos cromafines.
Respecto a la relevancia fisiologica que este
mecanismo pueda tener, la existencia de este fenomeno
mnemonico produce como resultado un mayor control de
la capacidad de transporte por variaciones en la
concentracion de sustrato. Esta fina regulacion de la
actividad del transportador es esencial en el caso de un
metabolito, como es el ATP, de tanta importancia en el
metabolismo celular, y cuyos niveles citosolicos deben
estar bajo estricto control para asegurar el correcto
funcionamiento de la célula. El complejo comportamiento
mnemoénico del transportador vesicular permitiria el
transporte de ATP al interior de las vesiculas de manera
altamente regulada (8). En el caso de los diadenosina
polifosfato, no se conoce completamente su funcion en el
interior de la célula. Sin embargo, sus niveles citosolicos
se encuentran incrementados en células con una elevada
actividad proliferativa o bajo ciertas condiciones, como el
estrés ambiental, pudiendo estas sustancias actuar como
sefiales en los procesos de decision celular que conducen a
proliferacion, quiescencia, diferenciacion o apoptosis
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(100). El transporte de los diadenosina polifosfato a
vesiculas secretoras, ademas de regular la accesibilidad de
estos compuestos al espacio extracelular, podria ser
también un mecanismo para finalizar sus acciones
citosolicas, lo que incrementa la relevancia fisiologica de
este proceso de transporte.

2.4. Identificacion del transportador vesicular de
nucledtidos, VNUT. Propiedades bioquimicas.

La exploracion de la base de datos del genoma humano
permitié identificar un nuevo gen SLC17 (27). Este gen,
SLC17A9, codifica una proteina de 430 aminoacidos con
12 hélices transmembrana. El andlisis por Northern blot
reveld que el gen SLCI17A9 se expresa en varios 6rganos
pero es especialmente abundante en el cerebro, la glandula
adrenal y la glandula tiroidea (27). Ademas, en la glandula
adrenal, la  proteina SLC17A9 es expresada
especificamente en la médula y estd asociada con los
granulos cromafines, como se reveld por ensayos de
inmunohistoquimica, microscopia inmunoelectronica y
Western blot (27). Estos datos son consistentes con la
hipotesis de que SLCI7A9 codifica el transportador de
nucleotidos de los granulos.

La proteina SLC17A9 humana fue expresada,
purificada e incorporada en liposomas. Para ahuyentar al
“demonio del transporte de ATP” se omiti6 la H'-ATPasa
en los liposomas y se generd un Ay (positivo en el
interior), mediante la difusién de K" a los liposomas por la
adicion de valinomicina, con el fin de proporcionar la
fuerza impulsora del transporte. Como se esperaba, la
proteina SLC17A9 transporta activamente ATP a expensas
de Ay pero no de ApH. Esta proteina transporta varios
nucleotidos, siendo el orden de eficacia ATP > UTP >
GTP > ITP, ADP >> AMP. La adenosina no es
transportada por la proteina SLC17A9, mientras que el
ApsA es un buen sustrato del transporte. La selectividad de
sustrato de la proteina SLC17A9 coincide con el contenido
de nucledtidos de los organulos que almacenan ATP (27).
Ademas, SLC17A9 no transporta sustratos de otros
miembros de la familia SLC17 como el glutamato, el
aspartato o el acido hipurico, lo que apoya que la proteina
SLC17A9 sea un transportador que especificamente
reconoce un rango de nucledtidos como sustratos de
transporte. El transporte mediado por SLC17A9 fue
inhibido por DIDS y Evans blue (27) (Figura 6). El
atractilosido es también un inhibidor parcial pero solo
cuando el Mg*" est4 presente en el medio de ensayo. Estas
caracteristicas son similares, si no idénticas, a las
observadas en el transporte de nucledtidos a los granulos
cromafines y las vesiculas sinapticas. Por otra parte, la
proteina SLC17A9 se expresa de manera enddgena en
células de feocromocitoma PC12. La supresion de la
expresion del gen SLC17A9 mediante el uso de ARN de
interferencia (ARNi) resulta en una disminucién del
almacenamiento y la liberacion vesicular de ATP en estas
células PC12. En conjunto, todos estos resultados
demuestran que SLCI7A9 codifica un transportador
vesicular de nucledtidos (VNUT) (27).
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Como se esperaba, VNUT requiere Cl° para su
actividad, no observandose el transporte de nucleétidos en
ausencia de este ion (27). El Br también activa el
transporte mientras que I', F", nitrato, sulfato o tiocianato
fueron inefectivos. Ademas, los iones I', F’, nitrato, sulfato
y tiocianato inhiben el transporte de ATP dependiente de
CI'. Este requerimiento de aniones es muy similar al de
VGLUT?2 (38). Aunque no se han llevado a cabo estudios
cinéticos detallados, esto podria sugerir la existencia de
sitios de unién de aniones y mecanismos de regulacion
similares en esta familia de transportadores SLC17. Otra
caracteristica remarcable de VNUT es que reconoce a los
nucledtidos tanto en su forma libre como formando
complejos con cationes divalentes, como se pone de
manifiesto por el hecho de que el transporte de ATP no se
ve afectado por la presencia o ausencia de Mg*" o Ca®"
(27, 101). A diferencia de VNUT, otros transportadores de
ATP, como el intercambiador ATP/ADP y el transportador
Mg-ATP/Pi mitocondriales, son capaces de distinguir entre
la forma libre y complejada del nucleotido (102, 103). Esto
indica que VNUT posee unas propiedades cinéticas muy
diferentes a las de otras proteinas que reconocen y unen
ATP. Dado que la concentracién citosolica de Mg*" libre
se encuentra aproximadamente en el rango milimolar, la
mayoria del ATP transportado por VNUT debe ser ATP-
Mg. Asi en condiciones fisiologicas VNUT transporta
concentraciones aproximadamente equimolares de ATP y
Mg®" a las vesiculas secretoras. La supresion de la
expresion del gen VNUT reduce el contenido vesicular de
ATP y Mg®" en una proporcion similar. Estos resultados
sugieren que VNUT estd implicado en la acumulacion de
Mg en los granulos secretores (101). En el caso del Ca™,
aunque el ATP también interacciona con este cation, la
concentracion libre de Ca*" en condiciones fisiologicas (en
el rango submicromolar) es muy inferior a la de Mg
(104, 105). Esto sugiere que el ATP citosdlico formara
complejo mayoritariamente con el Mg2+, representando el
complejo Ca-ATP menos de un 0,1% del total de las
especies de ATP presentes en la célula. El transporte de
esta pequefia fraccion de Ca-ATP a través de VNUT no
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puede dar cuenta de la relativamente elevada
concentracion de Ca®’ en el interior de las vesiculas
secretoras (101).

Se ha descrito que los cuerpos cetdnicos, como el
acetoacetato, compiten con el ClI por su unién a los
VGLUTSs y, por tanto, inhiben reversiblemente la actividad
de transporte de estas proteinas (38). La inhibicion por
acetoacetato de estos transportadores lleva a una reduccion
del glutamato almacenado en las vesiculas y a una
disminuciéon en la liberacion exocitética de este
neurotransmisor (38), sugiriendo estos resultados que la
neurotransmision glutamatérgica se ve afectada por el
estado metabolico del organismo. Una regulacion similar
por acetoacetato se observa también en otros miembros de
la familia SLC17, como el VNUT (38) (Figura 6), lo que
plantea la posibilidad de que la neurotransmision
purinérgica pueda ser también controlada por los cuerpos
cetonicos. El efecto inhibitorio del acetoacetato sobre el
VNUT se previene completamente por la incubacion con
una elevada concentracion (100 mM) de CI° (38). El
glioxilato, un metabolito de la glicina, se ha descrito
recientemente como un inhibidor selectivo de VNUT
(Figura 6). Este compuesto inhibe tanto a VNUT como a
VGLUT2, pero la concentracion de glioxilato requerida
para el 50% de inhibicién es de 620 uM, en el caso de
VGLUT2, mientras que para VNUT esta concentracion es
de tan solo 4,1 uM (9). El glioxilato también inhibe el
transportador vesicular de nucledtidos excitatorios, VEAT,
otro miembro de la familia SLC17, en una extension
similar a VGLUT?2, pero no ejerce ningun efecto sobre
VMAT, VGAT o VAChT (38). VNUT también es
inhibido selectivamente por el clodronato (Figura 6). Este
bifosfonato actfia como un potente modulador alostérico
que se une al sitio de regulacion por C1” (106). Inhibidores
de la liberacion de ATP, como la glibenclamida, el acido
araquidonico, el acido 18 a-glicirretinico, el acido
flufenamico y el A438079, también inhiben a VNUT
(107).
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Figura 6. Estructura de los principales inhibidores del transportador vesicular de nucleétidos.

2.5. Localizacién y organizacion génica de SLCI17A9.
Ortélogos. Variantes de procesamiento alternativo.

El gen SLCI7A9 se localiza en el cromosoma 20
humano y contiene 14 exones y 13 intrones (27). La
comparacion de la secuencia de aminoacidos, mostrdé que
la proteina SLC17A9 presenta un 23-29% de identidad y
un 41-48% de similitud con otros miembros de la familia
SLC17 (27). Secuencias ortélogas de este gen aparecen
ampliamente distribuidas en el reino animal, incluyendo
vertebrados, insectos, ascidias, hidras y nematodos (27).
Otros eucariotas, como plantas, levaduras u hongos, no
presentan el gen SLCI7A9, aunque algunos de estos
organismos si tienen genes que codifican transportadores
SLC17. A nivel de proteina, solo los VNUT de mamifero
han sido caracterizados desde el punto de vista bioquimico
y no hay informacion disponible de los homoélogos VNUT
en  modelos  experimentales como  Drosophila
melanogaster, Caenorhabditis elegans o el pez cebra,
aunque los correspondientes genes han sido identificados
(27, 108, 109). En los VNUT de mamifero, la mayor
variabilidad se da en la secuencia de aminodcidos de la
regién amino terminal, mientras que las regiones restantes,
en particular la regién transmembrana, estdn mas
conservadas (83% de identidad) (27).

Se ha descrito una variante de la proteina VNUT
humana que es el resultado del procesamiento alternativo
en la region amino terminal (110). En consecuencia,
existen dos VNUTs, de 436 y 430 aminodcidos de
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longitud, que han sido denominados VNUT-1
(identificador ~ UniProt Q9BYTI1-1) 'y  VNUT-2
(identificador UniProt Q9BYT1-2), respectivamente. Los
19 o 13 residuos que comprende el extremo amino
terminal, son Unicos para cada variante. Sin embargo
ambas formas comparten un 100% de homologia en los
restantes 417 aminoacidos (110). A dia de hoy no esta
claro si esta diferencia en el extremo amino terminal puede
conferir especificidad de tejido o afectar a la localizacion
subcelular de la proteina.

2.6. Topologia y residuos aminodcido esenciales.

El perfil hidropatico de VNUT sugiere la presencia de
12 dominios transmembrana (27). Se cree que tanto su
extremo amino como su extremo carboxilo terminal
estarian orientados hacia el citosol, sobre la base de un
estudio previo de la topologia de membrana de VGLUT2
mediante el uso de anticuerpos dirigidos especificamente
contra diferentes regiones de esta proteina (111). Los
VGLUTSs presentan regiones amino y carboxilo terminal
relativamente largas que contienen motivos dileucina
esenciales para la localizacion vesicular (112). En
contraste, los extremos amino y carboxilo terminal de
VNUT son muy cortos, y la secuencia de aminoécidos de
estas regiones no se encuentra conservada entre los
VGLUTSs y dicho transportador.

Mediante ensayos de mutagénesis dirigida en VGLUT2
se ha determinado que la Hisl28§, en la segunda region
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transmembrana, y la Argl84 y el Glul91, en la cuarta
region transmembrana, son esenciales para el transporte de
glutamato impulsado por Ay (113). Entre estos residuos, la
Argl84 estd completamente conservada en todos los
miembros de la familia SCL17, lo que indica que este
residuo lleva a cabo una importante funciéon comun en
todas estas proteinas, participando probablemente en el
reconocimiento del sustrato anidnico o la activaciéon por
CI. Por el contrario, la His128 y el Glul91 estan
conservados en los VGLUTS pero no en muchos miembros
de la familia SLC17, indicando que estos residuos tienen
un papel especifico en el transporte de glutamato. En
VNUT, la sustitucion de la Argl19, que se corresponderia
con la Argl84 del VGLUT2, por Ala, conduce a la pérdida
completa de la actividad de transporte de nucleodtidos
(101), en concordancia con lo que se observa en los
ensayos de mutagénesis en VGLUT2 (113). Sin embargo,
cuando la GIn126, que se corresponderia con el Glul91 de
VGLUT?2, es reemplazada por Ala, la proteina VNUT
mutante retiene todavia aproximadamente un 50% de
actividad (101), lo que indica que la GIn126 no es esencial
para el transporte de nucledtidos. La Arg35, que se
corresponderia con la Arg88 de VGLUT2, es otro residuo
con carga bien conservado entre los miembros de la
familia SLC17. Sin embargo, la sustitucion de la Arg35
por Ala en VNUT solo tiene un efecto moderado sobre el
transporte de ATP (101). En conclusiéon, VNUT comparte
con otros miembros de la familia SLC17 la presencia de un
residuo de Arg, esencial para el transporte, en la cuarta
region transmembrana. Sin embargo, otros residuos
funcionalmente importantes, difieren de los de VGLUT?2.
Un modelo estructural de VGLUT, basado en la estructura
cristalina del trasportador bacteriano de glicerol 3 fosfato,
muestra que los residuos esenciales, cuya sustitucion causa
una drastica disminucion en la actividad de transporte de
glutamato, estarian localizados proximos al fondo de una
cavidad central formada por las hélices transmembrana
(113, 114) y algo similar ocurriria también con su
contrapartida en otros miembros de la familia SLC17. El
tamafio, la forma y la disposicion de los residuos con carga
en esta area pueden determinar su selectividad de sustrato.
Una caracteristica remarcable de los VGLUTs es que
poseen una actividad intrinseca de transporte de fosfato
inorganico (113). Las caracteristicas del transporte de
fosfato difieren de las del transporte de glutamato en lo
que se refiere a la fuerza motriz, la sensibilidad a
inhibidores y la dependencia de CI'. El trasporte de fosfato
es impulsado por un gradiente de sodio, mientras que el de
glutamato utiliza la Ay. Ademas, a diferencia del
transporte del glutamato, el transporte de fosfato no se ve
afectado por el inhibidor Evans blue y es completamente
activo incluso en ausencia de CI. Por otra parte, un exceso
de glutamato no inhibe el transporte de fosfato dependiente
de sodio y, a la inversa, el transporte de glutamato no se ve
afectado por un exceso de fosfato. Asimismo, ninguna de
las mutaciones de los tres residuos esenciales para el
transporte de glutamato (Argl184, His128 y Glul91) tiene
efecto alguno sobre el transporte de fosfato, lo que implica
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que en estos dos procesos participan, al menos en parte,
diferentes residuos aminoacido (113). Hasta la fecha no se
tiene informacion sobre los residuos aminoacidicos que
son esenciales para el transporte de fosfato. Estos
resultados muestran, por tanto, que los mecanismos
moleculares del transporte de fosfato y glutamato son
diferentes. Los investigadores estdn interesados en
determinar como una misma molécula puede contener dos
maquinarias de  transporte  independientes.  Esta
multifucionalidad es una caracteristica compartida también
por otros miembros de la familia SLC17. Por ejemplo,
NPT1 exhibe tanto una actividad de transporte de iones
organicos impulsada por Ay, como una actividad de
transporte de fosfato inorganico dependiente de un
gradiente de sodio (115). Por su parte, la sialina/VEAT
muestra una actividad de transporte de glutamato y
aspartato impulsada por Ay cuando estd presente en las
vesiculas sinapticas. Sin embargo cuando VEAT esta
presente en lisosomas funciona como un cotransportador
de H'/acido sialico (26). Hasta la fecha, se desconoce si
VNUT pudiera disponer también de una maquinaria de
transporte diferente de la que permite la internalizacion de
los nucleétidos en vesiculas.

2.7. VNUT es esencial para la liberacion del ATP
vesicular.

Una cuestion clave es determinar en qué medida
contribuye VNUT a la liberacion del ATP vesicular. La
generacion de ratones deficientes en el gen VNUT
(VNUT") ha proporcionado una respuesta a dicha
pregunta. Se ha demostrado que tanto el almacenamiento
vesicular de ATP, como la liberacion de ATP inducida por
despolarizacion, desaparecen completamente en neuronas
aisladas de hipocampo de los ratones VNUT (116).
Igualmente, la actividad de transporte vesicular de ATP
estd ausente en los granulos cromafines aislados de la
glandula adrenal de los ratones VNUT", de manera que las
células cromafines de estos ratones pierden la capacidad de
liberar ATP tras la estimulacion con altas concentraciones
de K" (116). En los islotes de Langerhans, VNUT est4
asociado con los granulos que contienen insulina de las
células B y dichos islotes liberan cantidades apreciables de
ATP tras la estimulacion con altas concentraciones de
glucosa. Sin embargo, no se observa la secrecion de ATP
estimulada por glucosa en los islotes aislados de los
ratones VNUT" (116). Asimismo, la liberacién de ATP de
las neuronas del asta dorsal de la médula espinal o del
epitelio de la vejiga, también desaparece en los ratones
VNUT”" (117, 118). Tomados en conjunto, estos
resultados demuestran que VNUT es responsable del
almacenamiento vesicular de ATP y es un componente
esencial para la liberacion del ATP vesicular en un gran
numero de células, incluyendo neuronas y algunas células
neuroendocrinas.

Inesperadamente, en raton, la deficiencia de VNUT no
es letal, y los animales son viables y no muestran
alteraciones en términos de aumento de peso, tamafio
corporal, morfologia, ingesta de alimentos y agua,
consumo de oxigeno, emision de diéxido de carbono, tasa
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de intercambio respiratorio, asi como en actividad
locomotora o comportamiento en los test de campo abierto
y laberinto en cruz (116). El descubrimiento de este
fenotipo contrario a los expertos en el campo de la
sefializacion purinérgica, pues revelaba que la liberacion
de ATP vesicular no es esencial para el mantenimiento de
la vida, una pesadilla para casi todos los estudiosos de este
area. Aunque quizas esta liberacién dependiente de VNUT
sea esencial, pero otros factores que son regulados al alza
o a la baja podrian compensar, de alguna manera los
efectos de la deficiencia del gen VNUT.

2.8. Expresion y funcién de VNUT.

El transportador vesicular de nucleotidos se ha
identificado en distintos tejidos y tipos celulares,
sugiriendo su implicacion en diferentes funciones
fisioldgicas.  Su  expresion ha  sido  descrita
mayoritariamente en el sistema nervioso, tanto central
como periférico, y en el sistema neuroendocrino.

2.8.1. Neuronas, astrocitos y microglia

En cerebro, la distribucion de VNUT es bastante
amplia, observandose una elevada expresiébn en zonas
como el hipocampo, el bulbo olfativo y el cerebelo (119)
(Figura 7).

VNUT

P15

P21

Figura 7. Distribucion del transportador VNUT en etapas postnatales del desarrollo del cerebelo. Microfotografias
representativas mostrando el marcaje con VNUT en los estadios P15 y P21. Escala 300 um. En la columna derecha se
muestra una region de cada etapa analizada a mayor aumento. Escala 50 pm.

En neuronas de hipocampo, VNUT esta asociado con
las vesiculas sinapticas en terminales excitatorias e
inhibitorias, ademas de estar presente en dendritas
postsindpticas y axones pre-terminales (119). Asi mismo,
se ha observado la presencia de VNUT en una
subpoblacion de las vesiculas sinapticas que contienen
VGLUT1 (119), lo que indica que dichas vesiculas
almacenan ATP y glutamato, pudiendo darse una
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liberacién simultanea de ambos neurotransmisores por
parte de ciertas poblaciones vesiculares. VNUT también se
expresa en neuronas dopaminérgicas de la substantia nigra
y el area tegmental ventral, lo que sugiere que estas
neuronas son una fuente de ATP extracelular, asi como de
sus productos de degradacion, como el ADP o la adenosina
(120). Dado que esta clase de neuronas modulan un amplio
rango de comportamientos, como el control motor,
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motivacion o recompensa (121-124), la neurotransmision
purinérgica podria participar en estas vias. Asi mismo, la
transmision purinérgica podria jugar un papel en

Javier Gualix et al.

desordenes neurologicos que implican la desregulacion de
neuronas dopaminérgicas en la substantia nigra, como es la
enfermedad de Parkinson (125).

| VNUT/DAPI||

Blll-Tubulina/DAPI||  VNUT/BIIl-Tubulina/DAPI|

Figura 8. Identificacion de VNUT en distintas poblaciones neuronales. Microfotografias representativas que muestran la
presencia de VNUT (rojo) en cultivos de neuronas de hipocampo (Hc) y de neuronas granulares de cerebelo de raton (Cb) a
dia 7 in vitro. Las neuronas se marcaron con la proteina citoesquelética BIII-tubulina (verde) y los nucleos se tifieron con

DAPI (azul). Escala 20 pm.

VNUT también podria estar implicado en los procesos
de diferenciacion neural y elongacion axonal. En neuronas
de hipocampo embrionario, que presentan receptores P2X7
funcionales localizados principalmente en el cono de
crecimiento axonal, la presencia de ATP extracelular, y su
efecto sobre los receptores P2X7, reduce el crecimiento
del axon. En contraste, tanto la degradacion del ATP por
accion de ectonucleotidasas, como el silenciamiento de la
expresion del receptor P2X7 o su bloqueo farmacolégico,
incrementa la longitud axonal (126). La presencia de ATP
extracelular esta ligada a su almacenamiento vesicular y su
disponibilidad para ser liberado, lo que sugiere un papel
del trasportador vesicular VNUT en los procesos de
neuritogénesis y diferenciacién neuronal. En este sentido,
se ha analizado el efecto de la expresion o silenciamiento
de VNUT en el proceso de neuritogénesis que ocurre en
las células de neuroblastoma Neuro-2a tras el tratamiento
con acido retinoico. La expresion de VNUT reduce el
numero y la longitud de las neuritas en estas células, un
efecto que es revertido por el silenciamiento de la
expresion de este transportador (127).

Los astrocitos y la microglia son otros tipos celulares
que secretan ATP en el cerebro. La liberacion de ATP por
los astrocitos puede inducir la propagacion de ondas de
calcio en estas células gliales y modular la actividad de las
neuronas (128-130). Sin embargo, los mecanismos que
regulan la liberacion de ATP por estas células no son bien
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conocidos, habiéndose descrito en los astrocitos una
liberacién de ATP tanto dependiente como independiente
de Ca*". La liberacion de ATP dependiente de Ca*" de los
astrocitos podria utilizar un mecanismo similar a la
exocitosis regulada por Ca*" de las vesiculas sinapticas. De
hecho, la liberaciéon de ATP es dependiente del incremento
en la concentracién intracelular de Ca** y los astrocitos
poseen varios tipos de vesiculas secretoras, incluyendo
vesiculas de tipo sinaptico, vesiculas de nticleo denso y
lisosomas secretores (131). En astrocitos corticales, VNUT
se localiza principalmente en los lisosomas secretores,
llevando a cabo el almacenamiento de ATP en estos
organulos. La inhibicion de VNUT por Evans blue, asi
como la reduccidon de su expresion mediante el uso de
ARN de interferencia, reduce la cantidad de ATP liberada
de manera dependiente de Ca®" por los astrocitos, mientras
que la sobreexpresion de VNUT incrementa dicha
liberacion (132). En el caso de la microglia, la localizacion
de VNUT difiere, ya que no se ha observado su presencia
en los lisosomas (133). Ademas, en la linea celular
microglial MGS5, la expresion del transportador aumenta
tras el tratamiento con el lipopolisacarido bacteriano
(LPS), produciéndose una mayor liberacion de ATP (133).
Este hecho es de suma importancia, ya que en situaciones
como dafio cerebral traumatico o infeccién, la microglia
podria incrementar la liberacion exocitdtica de ATP
mediante el aumento de la expresion de VNUT. Se ha
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demostrado que el ATP y otros nucleodtidos extracelulares
llevan a cabo un importante papel en la regulacion de la
migracion, la extension de procesos y la fagocitosis en la
microglia (134-136). El incremento en la liberacion de
ATP, actuando como una sefal autocrina, podria acentuar
estos comportamientos microgliales. Por otra parte, cuando
se expone al compuesto neurotoxico metilmercurio, la
microglia exocita ATP, el cual, al activar a los receptores

P2Y, presentes en los astrocitos, produce la secrecion de la
citoquina neuroprotectora interleuquina-6 (IL-6). En
ratones VNUT”, la respuesta ante el metilmercurio no se
produce, indicando el papel que desempeiia este
transportador en la comunicacion celular entre microglia y
astrocitos (137).

| VNUT/Ibal/DAPI||

VNUT/DAPI |

Ibal/DAPI||  VNUT/Ibal/DAPI
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Figura 9. Identificacion de VNUT en células de la microglia. Microfotografias representativas de células microgliales
quiescentes (paneles superiores) y tratadas con un estimulo activador, el lipopolisacarido bacteriano (LPS), durante 24 horas
(paneles inferiores). Las células se marcaron con VNUT (verde) e Iba-1 (rojo), mostrandose la superposiciéon de ambos
marcajes. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Escala 15 um. El recuadro muestra una célula ampliada. Escala 5 pm.

En la médula espinal se ha relacionado a VNUT con
el dolor neuropatico, una hipersensibilidad al dolor que se
produce tras el dafio de un nervio periférico a
consecuencia de una lesion traumatica o como resultado de
enfermedades como el cancer, la diabetes mellitus o la
esclerosis multiple. Una serie de evidencias ponen de
manifiesto el papel de las células de la microglia de la
médula espinal en el desarrollo del dolor neuropatico. Tras
el daflo de un nervio periférico, la microglia espinal
cambia a un estado reactivo, a través de una secuencia de
cambios celulares y moleculares, que incluyen el
incremento en la expresion de genes que codifican
receptores purinérgicos, como el P2X4 o el P2Yy,. En
respuesta a la estimulaciéon de estos receptores, la
microglia libera una serie de factores bioactivos que
producen una alteracion en la neurotransmision en las vias
nociceptivas del asta dorsal de la médula espinal. Estas
alteraciones patologicas causan una hipersensibilidad que
convierte estimulos inicialmente inocuos en sefiales
nociceptivas (138, 139). Recientemente, Inoue y sus
colaboradores han demostrado que VNUT vy la liberacion
de ATP vesicular dependiente de VNUT estan implicados
en la generacion y mantenimiento del dolor neuropético
(118). En ratones VNUT' no se observa un incremento en
el ATP extracelular en la médula espinal tras el dafio de un
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nervio periférico, cosa que si ocurre en los ratones control,
y la hipersensibilidad al dolor esta atenuada. Este fenotipo
se observa en ratones en los que se ha suprimido la
expresion de VNUT especificamente en las neuronas del
asta dorsal, pero no en animales que carecen de VNUT en
neuronas sensoriales, astrocitos o microglia. Estos
resultados indican que la liberacion de ATP vesicular de
las neuronas del asta dorsal es esencial para el dolor
neuropatico (118). En modelos de rata en los que se les
produce una lesion de uno de los nervios espinales, se ha
observado que hay un incremento de la expresion de
VNUT en las neuronas del ganglio de la raiz dorsal
(neuronas DRG) (140). Ademas, VNUT colocaliza con la
proteina lisosomal LAMPI1 en estas neuronas, lo que
sugiere que el almacenamiento de ATP en los lisosomas
esta activado en estas células. El marcaje de los lisosomas
con una proteina fluorescente ha permitido comprobar que
los lisosomas son transportados a las terminales centrales
de las células DRG. En este estudio, los autores sugieren
que una fuente adicional de ATP, que conduzca a la
activacion de la microglia en el asta dorsal de la médula,
tras una lesién nerviosa, podria ser la exocitosis de los
lisosomas de las terminales nerviosas centrales de las
neuronas DRG (140). De igual forma, VNUT podria tener
un papel clave en el dolor neuropatico del nervio
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trigémino, dado que modula la comunicacion purinérgica
entre las células satélite gliales y las neuronas del ganglio
del trigémino. En un modelo de hiperalgesia, se observo la
mutua activacion de ambos tipos celulares por un
mecanismo dependiente de ATP (141). Todos estos
resultados han llevado a proponer el uso de inhibidores de
VNUT, con el fin de reducir la liberacion de ATP
vesicular, para el tratamiento del dolor neuropatico (106).

En la retina de raton, VNUT esta presente en las
células fotorreceptoras, en las neuronas bipolares y
amacrinas, asi como en los astrocitos y las células de
Miiller (142), indicando que la liberaciéon de ATP es
mediada por estas células para iniciar la transmision
quimica purinérgica. En el caso de las células amacrinas
que expresan VNUT, ¢éstas son de naturaleza
dopaminérgica, lo que parece indicar que podrian coliberar
ATP junto con el neurotransmisor dopamina (120). Los
niveles de ATP extracelular y de expresion de VNUT se
encuentran incrementados en retinas glaucomatosas (143),
sugiriendo la implicacion del transportador en la
progresion de esta patologia, asi como el papel que juega
el ATP en la disfuncion de la retina, posiblemente a través
de la activacion del receptor P2X7.

En el sistema nervioso periférico, se ha visto que
VNUT esta presente en los lisosomas de las células de
Schwann y que su expresion aumenta en el fenémeno
conocido como degeneracion Walleriana (144), la
degeneracion que se produce en la parte distal de un axoén
tras un dafio que conduzca a una separacion entre el axon y
el cuerpo celular. En explantes de nervio cidtico en los que
se produce la lesion axonal, la liberacion de ATP por parte
de las células de Schwann parece ser a través de la
exocitosis de los lisosomas, donde VNUT participaria en
el almacenamiento previo del nucledtido en dichas
vesiculas.

2.8.2. Pancreas

En el tejido pancreatico, VNUT se encuentra tanto en
la zona exocrina como en la endocrina. En la primera, se le
ha relacionado con el almacenamiento de ATP junto con
las enzimas digestivas en los granulos de zimogenos de los
acinos pancreaticos (145), produciéndose su liberacion tras
un estimulo colinérgico (146). En el pancreas endocrino,
VNUT esta presente en los granulos de insulina de las
células B de los islotes de Langerhans. Estos organulos
tienen, por tanto, la capacidad de almacenar el ATP y
liberarlo tras la estimulacion de los islotes con glucosa.
Consecuentemente con estos resultados, la supresion en la
expresion de VNUT en las células [ reduce
significativamente la liberacion de ATP dependiente de
glucosa (116, 147). Sin embargo, existe cierta controversia
sobre el papel del ATP liberado en la regulacion de la
secrecion de insulina. Geisler y colaboradores mostraron
que la reduccion en la expresion de VNUT, mediante el
uso de ARN de interferencia, en células MING (una linea
celular derivada de insulinoma), o en islotes aislados de
raton, conduce a una disminuciéon en la secrecién de
insulina estimulada por glucosa (GSIS, de glucose-
stimulated insuline secretion). Ademas, el bloqueo
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farmacologico de VNUT, mediante el uso del inhibidor
Evans Blue, también reduce la GSIS de manera
dependiente de concentracion. El tratamiento con ATP
exodgeno revierte de manera efectiva el déficit en la
secrecion de insulina inducido tanto por el silenciamiento
de la expresion de VNUT como por su inhibicion
funcional (147). Estos resultados parecen indicar que la
liberacién de ATP mediada por VNUT es esencial para la
secrecion normal de insulina en los islotes pancreaticos.
Por otra parte, la sobreexpresion de VNUT en las células
B, que conduce a una mayor liberaciéon de ATP, induce
asimismo un aumento en la secrecién de insulina (147).
Estos resultados indican que el ATP liberado por los
islotes actuaria como un mecanismo de retroalimentacion,
facilitando la liberacion de insulina. En aparente
contradiccion con el trabajo anterior, un estudio llevado en
ratones VNUT muestra que la liberacion de insulina en
respuesta a glucosa en islotes aislados de estos ratones es
aproximadamente 1,5 veces mayor que la que se observa
en los islotes de ratones control. Ademas, la adicion de
bajas concentraciones de ATP inhibe la liberacion de
insulina estimulada por glucosa en islotes tanto de los
ratones VNUT como de los animales control. Estos
resultados indicarian que la secrecion de insulina en los
islotes pancreaticos es regulada negativamente por ATP
(116). Por otra parte, el ratdén VNUT exhibe
hipoglucemia, asi como un aumento en la sensibilidad a la
insulina. Un incremento en los niveles de fosforilacion de
la Akt hepatica, una proteina clave en la cascada de
sefializacion de la insulina, podria explicar la mayor
sensibilidad a la insulina en los ratones VNUT" (116). A
pesar de la discrepancia entre estos estudios, que puede ser
consecuencia de las  diferentes  aproximaciones
metodologicas utilizadas, todos estos resultados ponen de
manifiesto que VNUT desempefia una importante funcion
en la homeostasis de la glucosa, a través de la regulacion
de los niveles de insulina y de la sensibilidad a la misma.

2.8.3. Botones gustativos

Las células gustativas son células epiteliales
quimiosensoriales, responsables de la percepcion del
sabor, que se clasifican en tres grupos: células de tipo I, II
y III. Las células de tipo II expresan receptores acoplados
a proteinas G que responden a azucares, compuestos
amargos y aminoacidos y son responsables de la
percepcion de los sabores dulce, amargo y umami. Estas
células transmiten la sefial del sabor a los nervios
gustativos que llevan esa informacién al sistema nervioso
central. Una cuestion sin resolver en este sistema es como
las células de tipo II transducen la sefial del sabor a los
nervios gustativos, ya que no forman sinapsis
convencionales con las neuronas. Sin embargo se sabe que
la sefializacion por ATP es esencial para esta
comunicacion celular (148). Un estudio reciente ha
demostrado que las células de tipo II secretan ATP a través
del modulador 1 de la homeostasis del calcio, CALHM]1,
un canal iénico de la membrana plasmatica permeable a
ATP. Ratones deficientes en esta proteina pierden tanto la
capacidad de liberar ATP de las células de tipo II, como la
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capacidad de percibir los sabores dulce, amargo y umami
(149). Mediante técnicas de inmunofluorescencia, se ha
observado que en los botones gustativos VNUT se expresa
selectivamente en las células de tipo II. Ademas, cuando se
analiza el desarrollo de la lengua tras el nacimiento, se
observa que VNUT muestra un patrén de expresion
temporal y espacial que se correlaciona con el de
marcadores especificos de las células de tipo II (150). La
supresion de la expresion de VNUT no afecta a la
percepcion de los sabores dulce, amargo y umami (151).
Sin embargo, el analisis por microarray de la expresion de
genes en botones gustativos de ratones VNUT" indica que
los niveles de expresion de algunos componentes de la
seflalizacion GABA¢érgica estan marcadamente
disminuidos. En particular, la expresion de Gabrgl, una
subunidad de los receptores de GABA, disminuye a una
centésima parte de la que se observa en los botones
gustativos de los animales control. Ademas, la expresion
de Gad2, un enzima que sintetiza GABA, disminuye a un
tercio de la observada en los botones gustativos control.

2.8.4. Vejiga urinaria

La vejiga urinaria posee un mecanismo de transduccion
mecanosensorial purinérgico para regular el reflejo
miccional. El urotelio de la vejiga secreta ATP durante la
distension de la vejiga y el uréter, y esto estimula los
receptores P2X3 y P2X2/3 en las fibras nerviosas aferentes
suburoteliales (152). Recientemente se ha encontrado que
el epitelio de la vejiga expresa VNUT en vesiculas
fusiformes/discoidales. La liberacion de ATP vesicular
esta implicada en la relajacion de la vejiga promovida por
el almacenamiento de la orina durante la fase temprana de
llenado, mediante la estimulacion de receptores P2 en los
nervios sensoriales suburoteliales. En la vejiga de ratones
VNUT/', la liberacion vesicular de ATP se encuentra
alterada, observandose una reduccion en la capacidad de
acomodacion de la vejiga desde la fase temprana de
almacenamiento y mostrando estos animales una miccion
frecuente (117). Cabe sefialar que la liberacion de ATP
vesicular ocurre cuando la estimulacion es débil
(distension débil) en una fase temprana de llenado. Por
otra parte, una fuerte estimulacion, es decir, una fuerte
distension, provoca la liberacion de ATP a través de
multiples mecanismos. Estos incluyen hemicanales de
conexina en una fase tardia de llenado, estimulando
receptores P2 en las células intersticiales, miofibroblastos
o fibras nerviosas aferentes para facilitar la transmision de
las sefiales de llenado de la vejiga al sistema nervioso
central. Por lo tanto, la vejiga utiliza sistemas de liberacion
de ATP dependientes de VNUT o mediados por
hemicanales para el almacenamiento de la orina y el
control de la miccion.

2.9. Conclusiones

Estd ampliamente aceptado que VNUT es el
responsable del almacenamiento de ATP y otros
nucleétidos en vesiculas de diferentes células secretoras vy,
por tanto, juega un papel clave en la liberacion de los
nucledtidos vesiculares y el inicio de la transmision
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quimica purinérgica. Tanto la reduccion de la expresion de
VNUT, como la inhibicion de su actividad, reducen la
liberacion de ATP vesicular y conducen a una disminucién
en la sefializacién quimica purinérgica. Sin embargo, la
liberaciéon neta de ATP de las células muestra unas
caracteristicas complejas, ya que tanto la liberacion de
ATP vesicular como la liberacion a través de canales
ionicos permeables a ATP en la membrana plasmatica,
parecen participar en este proceso. La regulacion al alza de
los canales permeables a ATP podria compensar en cierta
medida los efectos de la supresion de la expresion de
VNUT en los animales transgénicos deficientes en esta
proteina. En conjunto, las evidencias obtenidas de los
ratones VNUT” indican que la liberacion de ATP
vesicular estda implicada en la modulaciéon de Ia
neurotransmision y la regulacion de la funcion endocrina,
el metabolismo y la percepcion quimica. La deficiencia en
la liberacion vesicular de ATP podria tener un efecto
beneficioso en ciertas condiciones patologicas. En
particular, los ratones deficientes en VNUT muestran
resistencia al dolor neuropatico y se observa también un
efecto terapéutico frente a la diabetes, a través del
incremento en la sensibilidad a insulina. Por tanto, VNUT
podria constituir una nueva diana molecular en Ia
fisiopatologia de la transmision purinérgica. La
disminucion en la sefializacion purinérgica, mediante la
inhibicion de la actividad de VNUT o la reduccion de la
expresion del gen VNUT, podria ser utilizada con fines
terapéuticos.
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