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ESTADO ACTUAL SOBRE LOS CONOCIMIENTOS
DE LA REABSORCION RENAL DE CISTINA Y
AMINOACIQOS BASICOS: EL SISTEMA DE
REABSORCION APICAL DE CISTINA

Aproximadamente, el 99% de los aminoacidos fil-
trados a través del glomérulo renal son reabsorbi-
dos en el tibulo; principalmente a nivel del tdbu-
lo contorneado proximal'. Este transporte activo
requiere el paso del correspondiente aminoacido
desde la luz del tdbulo al interior de la célula epi-
telial, a través de la membrana plasmatica apical, y
de ésta al medio intersticial en equilibrio con la san-
gre, a través de la membrana plasmatica basolate-
ral. El paso de un aminoéacido a través de la mem-
brana plasmatica requiere la mediacién de un
transportador, ya que los aminoacidos son molécu-
las muy polares.

Se han descrito seis familias de transportadores de
aminoacidos en la membrana plasmatica de mami-
feros*3. La mayoria de estos transportadores estan
codificados por un solo gen que a su vez codifica
para una proteina que constituye el transportador co-
rrespondiente. Por el contrario, una de estas fami-
lias de transportadores esta constituida por dos pro-
teinas distintas, codificadas por dos genes distintos:
los transportadores HAT (Heteromeric Amino acid
Transporters)3>. Los HAT estan formados por dos su-
bunidades, una subunidad pesada y otra ligera uni-
das por un puente disulfuro. Hasta la fecha cono-
cemos dos tipos de subunidades pesadas: rBAT vy
4F2hc®7. Estas subunidades pesadas son glicoprote-
inas de tipo Il, es decir con el extremo N-terminal
citoplasmatico, con un Gnico segmento transmem-
brana, y un gran dominio extracelular con el extre-
mo C-terminal. Por el contrario, se conocen un nu-
mero mayor de subunidades ligeras: LAT-1, LAT-2,
asc-1, y + LAT-1, y + LAT-2, xCT, b°*AT, asc-2 y
AGT-1820, Estas subunidades ligeras son proteinas de
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membrana no glicosiladas, altamente hidrofébicas y
que probablemente presentan 12 segmentos trans-
membrana con los extremos N- y C-terminales in-
tracelulares. Los heterodimeros formados por 4F2hc
y las seis primeras subunidades ligeras antes men-
cionadas dan lugar a distintos transportadores de
aminoacidos: dos isoformas del sistema L, una iso-
forma del sistema asc, dos isoformas del sistema y
+ L y el sistema xc-. El heterodimero de rBAT y
bo+AT constituye el denominado sistema bo* (fig. 1),
desconociendo todavia la subunidad pesada que se
asocia a las subunidades asc-2 y AGT-1. Todos los
HAT son intercambiadores obligatorios de aminoa-
cidos®. La reconstitucién en liposomas del sistema
bo*AT sin rBAT ha permitido demostrar que la su-
bunidad ligera es plenamente funcional en ausencia
de la subunidad pesada, sugiriendo que las subuni-
dades ligeras son las responsables del transporte de
aminoacidos?2. En este sentido, el papel de las sub-
unidades pesadas (rBAT 6 4F2hc) serfa el de facili-
tar el trafico del transportador correspondiente a la
membrana plasmatica.

El heterodimero formado por rBAT y b°*AT se ex-
presa en el borde en cepillo de las células epitelia-
les del tdbulo contorneado proximal de la nefrona,
y probablemente también de las células epiteliales
del intestino delgado?’. La expresion del dimero
rBAT/b°*AT en células en cultivo da lugar a la apa-
ricion de la actividad de transporte del sistema b°*
en la membrana plasmatica'*'6. El sistema b°* in-
tercambia cistina y aminoacidos bésicos (influjo) por
aminoécidos neutros (eflujo)?* 2> (fig. 2). Cistina y ar-
ginina interaccionan con el sistema b°* con una afi-
nidad aparente en el rango micromolar??. Estas ca-
racteristicas  del sistema  b°*  (heterodimero
rBAT/b°*AT) son idénticas al sistema de transporte
de alta afinidad de cistina compartido por aminoa-
cidos basicos descrito por Segal en vesiculas de
membrana del borde en cepillo de células epitelia-
les del rindn?°. Dadas las caracteristicas del sistema
b°*,un defecto en esta actividad de transporte debe
ocasionar la reduccién de la reabsorciéon renal de
cistina y aminoécidos basicos y la correspondiente
hiperconcentracién en orina de éstos (exactamente
la disfuncién presente en la cistinuria). Efectivamen-
te, como veremos mas adelante, mutaciones en los
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Fig. 1.—Representacion esquematica de los transportadores heteroméricos de aminodcidos (HAT). La subunidad pesada de los HAT
(gris oscuro) estd unida por puente disulfuro a la correspondiente subunidad ligera (gris claro). Los residuos de cisteina envueltos en
este enlace (-S-S-) estan localizados extracelularmente, justo tras el segmento transmembrana de la subunidad pesada y en el putati-
vo lazo extracelular 2 (EL2) de la subunidad ligera. La subunidad pesada (rBAT o 4F2hc) es una glicoproteina de membrana tipo Il
con un dominio extracelular que presenta homologia con glucosidasas bacterianas®. Las subunidades ligeras son proteinas integrales
de membrana, no glicosiladas, y con 12 segmentos transmembrana putativos. Los lazos, segmentos transmembrana y el dominio ex-

tracelular no estan dibujados a escala. e: extracelular. I: intracelular.

genes SLC3AT y SLC7A9, que codifican las protei-
nas rBAT y bo*AT respectivamente, causan cisti-
nuria?!27:28. Como algunos enfermos con cistinuria
presentan una reabsorcion renal de cistina nula?, se
estima que el sistema b°* es el principal, quiza el
Gnico, responsable de la reabsorcion apical de cis-
tina?3. Por el contrario, la reabsorcién renal de ami-
noacidos basicos residual en enfermos con cistinu-
ria es significativa?®. Esto demuestra que otros
transportadores apicales juegan un papel relevante

ademas del sistema b®* en la reabsorcion renal de
aminoécidos basicos.

Como hemos mencionado, los aminoacidos re-
absorbidos a través de la membrana apical deben
atravesar la membrana plasmatica para completar
el proceso de reabsorcion a través del epitelio del
tbulo renal. Un transportador basolateral juega un
papel predominante, el sistema y + L (fig. 2). Este
sistema también es un transportador heteromérico
(HAT), el heterodimero de 4F2hc/y + LAT-1. Este
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Fig. 2.—Modelo de reabsorcion de cistina y aminodcidos basicos en el tibulo proximal de la nefrona. El flujo transepitelial de cistina
y aminodcidos basicos se debe a la accion coordinada de distintos transportadores en la membrana apical y basolateral de la célula.
La captacion apical de cistina (CssC) y aminodcidos bésicos (aa*) se realiza por un mecanismo activo terciario: 1) La Na*/K* ATPasa
(ATPasa) basolateral genera el gradiente electroquimico de sodio. 2) Un transportador apical sodio-dependiente de aminodcidos neu-
tros (quiza NBB, «Neutral Brush-Border») contribuye a una alta acumulacién de aminodcidos neutros (aa®) en la célula. Este gradiente
de aminodcidos neutros es la fuerza impulsora de cistina y aminodcidos bdsicos a través del sistema b>* (heterodimero rBAT/bo*AT).
Ademas la entrada de aminodcidos basicos y cistina a través de este sistema esta favorecida por el potencial de membrana negativo y
por la reduccién de cistina a cisteina (CSH), respectivamente. El defecto en el sistema b°*, debido a mutaciones en rBAT o b>*AT cau-
san cistinuria, enfermedad caracterizada por hiperexcrecién de cistina y aminodcidos bdsicos. El eflujo basolateral neto de aminodci-
dos basicos se realiza por intercambio por aminodcidos neutros y sodio (Na*) a través del sistema y*L (heterodimero 4F2hc/y*LAT-1).
El acervo intracelular de aminodcidos neutros, incluyendo cisteina, puede intercambiarse con los aminodcidos neutros intracelulares
por mediacion del sistema de transporte basolateral L (heterodimero 4F2hc/LAT-1). El modelo presente requiere un sistema basolateral
que medie el eflujo neto de aminoacidos neutros (T), para asi satisfacer la reabsorcién renal de aminodcidos neutros y mantener la
concentracion intracelular de estos aminodcidos. Todavia no se conoce la naturaleza de este sistema de transporte.

transportador intercambia aminoacidos basicos renal de aminoacidos es manifiesto, ya que muta-
(eflujo) con aminoacidos neutros y sodio (influjo)'®.  ciones en el gen SLC7A7, que codifica la subuni-
El papel de este transportador en la reabsorciéon dad ligera y + LAT-1, causan otra aminoaciduria
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hereditaria, la denominada lisinuria con intoleran-
cia a proteinas (LP1)3%32. Finalmente, se especula
que otro transportador HAT, el heterodimero
4F2hc/LAT-2'2, podria ser responsable de la salida
basolateral de la forma reducida de cistina, el ami-
noacido cisteina (fig. 2). El knockout parcial de
LAT-2 en un modelo celular de epitelio renal del
tibulo proximal de la zariglieya (Oposum Kidney
cells) apoya firmemente esta hipétesis3?.

GENETICA DE LA CISTINURIA. BASES
MOLECULARES DE LA ENFERMEDAD

La cistinuria (OMIM 220100) es una hiperamino-
aciduria de cistina y aminoacidos basicos debida a
un defecto en el transporte tubular renal e intestinal
de los mismos. Se transmite con un patrén de he-
rencia autosémico recesivo. Tiene una prevalencia
promedio en neonatos de 1/7.000, pero con una gran
variabilidad geografica, asi los valores van de 1/2.500
en neonatos judios-libios a 1/100.000 en Suecia.

Si bien la primera referencia a un nuevo tipo de
calculo (cistina) data de 18103* y la descripcién de
la misma como enfermedad en 190973, las bases mo-
leculares empezaron a esclarecerse hace ahora 8
afios con nuestros trabajos.

En una primera etapa previa demostramos que un
cDNA de rifién humano, denominado rBAT, res-
ponsable del transporte de cistina, aminoacidos ba-
sicos y algunos neutros via el sistema de transporte
bo*, era un gen candidato a cistinuria3®37.

Esta hipotesis fue investigada mediante el analisis
de mutaciones de este gen, denominado SLC3A1, en
pacientes afectos de cistinuria. A partir de RNA de
los pacientes y su posterior anélisis, se identificaron
seis mutaciones missense que cosegregaban con el
fenotipo cistinuria?’. El analisis funcional, realizado
en oocitos de Xenopus, de la mutaciéon encontrada
con mas frecuencia (la M467T; sustitucion del resi-
duo metionina 467 por treonina) mostré una activi-
dad de transporte de aminoécidos del sistema
bo+-like reducida. Estos hechos demostraban la im-
plicacién directa del gen SLC3AT en la enfermedad.
En otras palabras, mutaciones en el gen SLC3AT1 eran
responsables de cistinuria.

Posteriormente demostramos que mutaciones en
SLC3A1 eran responsables de la cistinuria de tipo |
pero no la del tipo no 13849,

En 1996 describimos la estructura genémica de
SLC3A14!, y determinamos los limites entre los in-
trones y los exones del gen.

Mediante southern se determiné la longitud del
gen, que tiene un tamano de aproximadamente 45
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Kb de DNA genémico y consta de 10 exones, el ta-
mano de los cuales oscila entre 120 y 438 pares de
bases. El tamafio de los intrones se encuentra entre
los 500 y los 13.000 pares de bases de longitud.
Todos los lugares de splice cumplen la regla GT/AG.

Una vez conocida la estructura genémica, pudi-
mos realizar el analisis de mutaciones del gen a par-
tir de DNA aislado de sangre de pacientes***3. Ini-
cialmente ya se encontraron mutaciones de todo
tipo: inserciones, delecciones, codones de stop pre-
maturos y mutaciones sin sentido.

Hasta la fecha se han descrito 59 mutaciones dis-
tintas en SLC3AT1 responsables de cistinuria de tipo
[. La mutacién mas comdn es la M467T, que se ha
detectado hasta la fecha en 82 cromosomas. Sélo
otras cinco mutaciones se han encontrado distribui-
das por todas las poblaciones analizadas, estas mu-
taciones son: R270X, E483X, T216M, Y461H y 1550
+ 1G- > T; las restantes mutaciones se han encon-
trado en un Gnico cromosoma*t. En la cohorte de
pacientes estudiada por el International Cystinuria
Consortium (ICC), se han caracterizado el 80% de
los alelos analizados; destacando que las mutaciones
missense de SLC3A1 hasta ahora estudiadas siempre
causan defectos de tréfico de la proteina desde el re-
ticulo endoplasmico a la membrana plasmatica®.

El hecho de encontrar mutaciones especificas de
cistinuria en el gen SLC3AT1 sélo en pacientes con
cistinuria de tipo | era una buena indicacién de la
existencia de heterogeneidad genética®®. La manera
de comprobarlo fue mediante estudios de ligamien-
to genético con marcadores del locus genémico de
rBAT. El gen rBAT fue localizado inicialmente en el
brazo corto del cromosoma 2, y mediante hibrida-
cion in situ con fluorescencia (FISH) utilizando cé-
lulas hibridas somaticas, se situ6 en la banda G
2p16.3 del cromosoma 23746, De forma indepen-
diente se describi6 que microsatélites (D2S119 vy
D2S177) del brazo corto del cromosoma 2 se en-
contraban ligados al fenotipo cistinuria en familias de
origen judio procedentes de Oriente Medio* y que
también identificaban a la misma banda G como el
gen rBAT?#¢. Otros autores localizaron rBAT en una
banda G més cercana, 2p21 del cromosoma 248, Esto
confirmé la identidad entre el gen rBAT vy el locus
de cistinuria definido por estudios de ligamiento. Con
posterioridad estos marcadores del cromosoma 2
(D2S177 y D2S119), asi como los marcadores intra-
génicos de SLC3A1 (polimorfismos y mutaciones es-
pecificas de cistinuria) fueron utilizados en estudios
de ligamiento genético en familias que transmitian
separadamente o en forma conjunta las cistinuria de
tipo | y lll. La clasificacién de los tipos de cistinuria
se realizé dependiendo de los valores de aminoaci-
duria presentes en la orina de los portadores obliga-
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dos. El ligamiento solo resulté positivo en las fami-
lias de tipo /I, mientras que fue negativo para las fa-
milias con cistinuria de tipo I/Ill o tipo HI/1I3°.

Nuestros datos mostraron que, contrariamente a la
opinién aceptada, la cistinuria era una enfermedad
genética hetereogénea®.

El segundo gen responsable de la cistinuria de tipo
no-l se asign6 mediante analisis de ligamiento,
al brazo largo del cromosoma 19, en la posicion
19q12-13.149%9; posteriormente esa region fue aco-
tada a 1.3 Mb gracias al anélisis de familias con cis-
tinuria que presentaban recombinantes en esa re-
gion>'. Finalmente ese mismo afio se identifica
el gen de cistinuria de tipo no |, denominado
SLC7A9°2. Este gen codifica para una proteina de-
nominada b%* AT que forma un heterodimero con
rBAT'. El gen SLC7A9 abarca unos 32.33 Kb de
DNA gendémico y esta dividido en 13 exones y se
transcribe en un cDNA de 1.8 Kb>3.

El analisis de mutaciones en enfermos de cistinu-
ria de tipo no-l recogidos por el ICC, ha permitido
detectar 37 mutaciones distintas en SLC7AT, distri-
buidas en el 80% de los alelos estudiados3?#4. Las
mutaciones mas frecuentemente encontradas en
SLC7A1 son: G105R en un 25,4% de los alelos ana-
lizados, V170M en el 14,7% (es la mas frecuente en
judios Libaneses), R33W (8,6%), c799-800insA (6%)
y A182T (4,3%), el resto se han encontrado en un
Gnico alelo®.

Se procedié a una correlacién fenotipo-genotipo en
base al grado de excrecién de cistina y aminoacidos
dibasicos en portadores de mutaciones missense de
SLC7A9, estableciendo las siguientes consideraciones:
1) aquellas mutaciones que afectan a residuos de ami-
noacidos con una cadena lateral de pequefio tama-
fo, en todos los miembros de la familia de subuni-
dades ligeras y situados en los segmentos
transmembrana de la proteina, causan una pérdida de
funcién severa; estas mutaciones en heterocigotos
producen una hiperexcrecion de cistina y aminoaci-
dos basicos mayor, y 2) por el contrario, mutaciones
que afectan a residuos poco conservados, pueden pro-
ducir una pérdida de funcién menor y en algunos por-
tadores se asocian con una excrecién urinaria de cis-
tina y aminoacidos dibésicos normal.

Estos resultados demostraron que SLC7A9 es el
gen de la cistinuria de tipo no-I, pero que también
es el gen causante de una parte significativa de la
cistinuria de tipo |, que mayoritariamente es debida
a SLC3AT (rBAT).

Estos hallazgos nos han conducido a proponer una
nueva clasificacion de la enfermedad basada en el
genotipo de 224 pacientes recogidos por los dife-
rentes miembros del ICC en una base de datos con-
junta®'.
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Una vez conocidos los dos genes causantes de la
enfermedad asi como las mutaciones mas frecuen-
tes, es posible plantearse como una de las lineas
principales de investigacion, el diseno de modelos
de animales con cistinuria, para poder profundizar
en la patofisiologia de la enfermedad y desarrollar
nuevas estrategias terapéuticas. De hecho ya hemos
generado un ratén knock-out para el gen SLC7A9.

Otra linea importante es la identificacién de nue-
vos genes relacionados con la cistinuria, mediante
aproximaciones genéticas (mapa de exclusién) o por
enfoques bioquimicos (clonando nuevos transporta-
dores renales de cistina).

ASPECTOS CLINICOS. CORRELACION )
FENOTIPO-GENOTIPO. NUEVA CLASIFICACION
DE LA ENFERMEDAD

La dnica manifestacion clinica conocida de la cis-
tinuria es la litiasis renal de cistina. Desde un punto
de vista epidemioldgico, la litiasis renal de cistina
es uno de los tipos de enfermedad litidsica renal mas
infrecuentes, con una prevalencia entre el 1y 3%
del total de las litiasis*.

El calculo de cistina se forma por la excesiva con-
centracion de éste aminoacido en orina y a su gran
insolubilidad sobre todo a pH acido.

Desde un punto de vista practico, es una de las
enfermedades litidsicas mas complejas de tratar, no
en relacion al arsenal terapéutico de que dispone-
mos sino por los escasos resultados que obtenemos
en algunos pacientes y por el elevado indice de re-
cidiva litiasica®> .

Al ser una enfermedad hereditaria el protocolo de
actuacion terapéutica ha de aplicarse de por vida en
la gran mayoria de pacientes, lo que implica en mu-
chos casos una pérdida de adherencia al tratamien-
to con las légicas consecuencias que ello implica®.
La opcién quirdrgica o intervencionista, que debe de
aplicarse en algunos casos, juega a la larga como
un factor en contra y debe preservarse al maximo.
La litotricia extracorpérea por ondas de choque
(LEOC) que se aplica cominmente en la enferme-
dad litiasica en general, debe prescribirse con cau-
tela dado los escasos resultados obtenidos cuando
se aplica al calculo de cistina; la conformacion cris-
talografica de los cristales de cistina confieren una
extraordinaria dureza al célculo ya formado, por lo
que la LEOC ofrece escasos resultados>®.

En la practica clinica diaria hemos observado as-
pectos fenotipicos en los pacientes cistintricos que
no siguen un patrén de conducta esperado®: 1) no
todos los homocigotos desarrollan clinica litidsica;
2) el debut de la clinica litiasica no sigue un patrén



fijo, puede presentarse desde la infancia a la edad
senil o no presentarse; 3) en los estudios familiares
realizados, hemos observado que entre hermanos
homocigotos unos desarrollan litiasis renal y otros
no, siendo los factores medio-ambientales, habitos
dietéticos y personales, situacion metabdlica seme-
jante; 4) En los mismos estudios familiares, objeti-
vamos que algunos pacientes cistinuricos con litia-
sis tienen unos niveles de cistina urinaria menores
que algunos de sus hermanos, cistintricos también,
que no han desarrollado litiasis y con unos niveles
de cistina en orina cuantitativamente superiores para
un mismo pH; 5) portadores de la enfermedad del
tipo B (no-l), que por definicion tienen niveles de
cistina elevados en orina no parecen desarrollar cal-
culos renales, y 6) en un estudio presentado por no-
sotros®®, demostramos que no existian a priori dife-
rencias de evolutividad clinica entre los pacientes
homocigotos de tipo Ay B (tipo | y tipo no-I).

Pero uno de los mayores logros obtenidos en el
ambito clinico de la enfermedad gracias a la apor-
tacion de la genética y biologia molecular es la
nueva clasificaciéon fenotipica que recientemente
hemos publicado®'.

Desde 1966 se ha seguido la clasificacion de Ro-
semberg®263, en base al patréon de excrecion de ami-
noécidos en heterocigotos, en la respuesta plasmati-
ca a la sobrecarga oral de cistina y en la actividad
de transporte intestinal de cistina, lisina y arginina;
asi los heterocigotos de tipo | presentan un patron
de excrecion de aminoacidos normal, los de tipo I
presentan cistin-lisinuria (en muchos casos estan ele-
vados los cuatro aminoacidos) y en el tipo Ill la ele-
vacién de aminoacidos esta presente pero es cuanti-
tativamente menor que los de tipo Il. Con el
conocimiento de las bases moleculares de la enfer-
medad y con la correlacién fenotipo-genotipo que
hemos realizado en un total de 224 pacientes cisti-
ndricos, proponemos una nueva clasificaciéon clinica:

1. Cistinuria de tipo A: causada por mutaciones
en ambos alelos del gen SLC3A1 (cromosoma 2). Los
heterocigotos muestran una aminoaciduria normal.

2. Cistinuria de tipo B: causada por mutaciones
en ambos alelos del gen SLC7A9 (cromosoma 19).
Los heterocigotos normalmente (pero con alguna ex-
cepcion) presentan elevacion urinaria de cistina y
aminoacidos basicos, pero en un 14% de los casos
el patrén de aminoaciduria puede ser normal.

3. Cistinuria de tipo AB: causada por una muta-
cion en SLC3AT y otra mutacion en SLC7A9. Este
tipo es infrecuente.

Nuevas vias de futuro se nos presentan. Los mo-
delos animales (knock out) para SLC3A1 y SLC7A9
serviran para la experimentacion de nuevos farmacos,
mas eficaces y sin efectos secundarios. El crecimien-
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to de la base de datos Europea de la enfermedad per-
mitira obtener mas conocimiento sobre nuevas muta-
ciones y sobre todo de aspectos clinicos y metabdli-
cos de gran utilidad de cara a un tratamiento
preventivo de la litogénesis del calculo de cistina.
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