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Generalidades : 

El transporte de sustancias a tra~s de merrbranas, constituye tal vez 

el fen&eno fisiológico central para las c~lulas de todos los organis

iros, caro resulta claro tanto de su ¡:apel en los procesos de caiserva

ci6n, transferencia y abastecimiento de energ1a, caro de su participa

ción en una amplia gana de fen6rrenos, que van desde la regulación de la 

presión osm'.5tica, hasta la transferencia de rrensajes en las <:álulas ex

citables (1, 2, 3,). Dcisten varias formas en que una sustancia µ.iede 

ser transportada a tvav~s de una rrenbrana biológica; ~stas ~ifieren ta:!}, 

to desde el ¡;unto de vista energ~tico, caro en la participación de la 

rrenbrana misma en el proceso de transporte, en vista de lo cual se ha 

establecido la siguiente clasificación ( 4 ) : 

Difusión s.iJtl:>le 

Transporte Activo 

Transporte IOOdiado 

Pasivo 

DifusiOn s.iJtl:>le : 

Es un mscanisno de transporte, que solo depende de fuerzas f1sicas, 

esto es, durante él, la sustancia transportada no interactaa con ningtln 

cc.mpca1ente de la merrbrana ( 5 l : la difusi6l de una sustancia "j" va 

sierpre en el sentido de rrovimiento de j desde una zooa en que su 

potencial electroqu:1'.mico vJ) es alto, hacia otra en que es bajo, 

para el caso del novimiento de j a tra~s de una netbrana, /'; est! 



dado por : 

~j : f./1 + 2 \ ~ Cj t 'a; 'at cf . , , (o.) 

donde : 

/;/4 = Potencial electrocp!mic:o de j 

c j = CalcentraciOn de j 

zj = Valencia de j · 

1. = Calstante de Faraday 

'f :m Potencial el&:trico 

tl. = Calstante de los gases 

T = 'l'el!Feratura ( °K ) 

As1, si supooem:>s queJ"; s6lo varia en una dirección "x", se tiene que 

el flujo de j ( J. ) estará dado por : 

J I ?.J'; ) 

donde:" 
Jj-:. -V.}t.)\-¡¡4 .... (b) 

uj = l-t>Vilidad de j ( 5 ) 

Si suponeros que no existen gradientes de potencial el~trico, o que j 

es el~tricairente neutro ( zj = O ) , de la igualdad ( b ) teneiros que 

~ C• ) J· - _\)J ~ 
" - ~,I( .... (.c.) 

donde : 

La igualdad ( c ) se conoce caro la Primdra Ley de Fick de la difusioo. 
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a.tanda una sustancia atraviesa una marbrana por difusi6n simple, la ve--

looidad con que lo hace, es directarrente proporcional al gradiente de 

corcentraciones que exista a arrbos lados de la misma. 
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Transporte rrediado : 

A difererx:ia del caso que acabanos de ver, en el que la velocidad 

coo que una Sl.lstancia atraviesa una lrellbrana es clirecyarrente proporcig_ 

nal a su diferencia de concentraciones, existen otros casos en los que 
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la .velocidad ( V j ) de transporte en función de la corx::entraci6n ( Cj ) 

de la sustancia transportada, sigue una cinética de saturación caro la 

que es caracter1stica ne las rP.acciones catalizadas por enzimas ( 6, 7), 

segGn lo nuestra la siguiente figura : ~ 

--~~~~~~~ .... e¡ 
caro para el caso de las reacciones enzirráticas, esto se interpreta 

enel sentido de que la cin~tica de saturación, en el transporte, se de-

be a la existencia en Ja rrenbrana de un cierto níhrero de estructuras 

portadoras, o rrediadores de tipo proteico, a las que j se lU'le para ser 

transportada al otro lado de la ltS'lbrana. De ahf se deriva el naibre 

de roodiado para los tipos de transporte que presentan este catperta

nú.ento. As:1 misrro, a partir de esta conce¡xü6n, resulta claro que el 

transporte nediado, debe involucrar al menos tres fases a saber ( 8 ) 

I) Formación de un cmplejo entre el crnp:mente de mehrana ( A ) y la 

sustancia que va a ser transportada ( S ) • 

II) El transporte de S a tra~s de la irerrbrana. 

III) Descei1µ)sici6n del carplejo entre A y S ( AS ) 1 en el lado op.IE!,! 

to de la rrerrbrana. 

Estas tres fases las pode100s representar errpleando la notaci& P.! 

ra reacciones qufrni.cas corro : 
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S + A - AS - S. + A .•.•.•• ( d ) 
e ... ~" ... l(J J. 

Lbnde los sub1ndices "e" e "i", indican exterior e interior de la 

c~lula respectivane.nte. Coo cbjeto de derivar la ecuaci6n que re

laciona vj con cj' para este tipo de transporte, se suele suponer 

que la "reacci6n" inversa, es decir el transporte del interior 

hacia el exterior, es insignificante, lo cual exper:ipmtalmente, 

sólo es válido cuarido el proceso se estudia en tienp:>s suficiente

rrente cortos caro para que la concentraci6n de si sea significante, 

por lo que la representaci6n ( d ) se transfonna en : 

se +A ~AS ~ s. + A ••••••• ( e ) 
"" 1 

Para que la fase de transporte de s se ~teda dar, es necesario que se 

fortre el catplejo AS, por lo que la velocidad de transporte ( v ) de S, 

es propoi:cional a la concentraci6n de dicho canplejo,esto es 

Vol[ l\S J por lo tanto : V= I<p [ AS ] ....... ( f ) 

Ahora bien, si ( A J t denota la concentraciOn total del portador en la 

trenbrana, y [ A ] la concentraci6n del portador sin unirse a S, entonces 

es claro que : 

[ A Jt = ( A] + [ AS ] ....... ( g ) 

por tanto, dividiendo la igualdad ( f ) por [ A ) t , ct>tenerros 

V/ ( A ]t = ~ [ AS ] / [ A] + [ AS J 

y entonces : 

V / I<p [ A ] t = [ AS ] I [ A ] + [ AS J ••••••• ( h ) 

Eh el caso de que la concentraci6n de S en el exterior, sea nucho 

nayor que [ A ] t , se establecerá un estado estacionario, en el que 



la ccncentraci6n de AS pennaneced constante; esto es, su velocidad 

de fonraci6n ( v 1 ) será igual a su velocidad de descanposici6n ( v 2 ) , 

y a partir de la proposici6n ( e ) es claro que : 

v1 = K1 [ A ) [ S le 

v2 = K2 [ AS ) + Kp [ AS ] 

Por tanto, en condiciones de estado estacionario : 

K1 [ A ) [ S ) e = ( K2 + ~ ) [ AS ) 

y entonces 

[ AS ) = ( Kif K
2 

+ Kp ) ( A ] [ S ] e .... , •. ( i ) 

Asf, sustituyendo la identidad ( i ) en la ( h ) , y denotando a [ S ] e 

simplerrente caro [ S J , obtenerros : 

v/ [ A ) t Kp = [ S ] / J\n + [ S ] ••••••• ( j ) 

donde : 

K=K+K/K -ni 2 p 1 ....... ( k ) 

Ahora sulo resta ooservar, que caro la velocidad de transporte es 

directarrente proporciooal a la concentraci6n del canplejo AS, se 

cbtendrá la velocidad rráxüra ( vnax ) cuando todo el portador se 

encuentre en fontlél del canplejo AS, esto es 

Por lo que de ( f ) , se sigue que 

vm:uc = Kp [ A )t 

por lo tanto : 

[ A )t = [ AS ] • 

v = vrrax [ s J / Km + ( S ] ••••••• ( 1 

Ia ecuaci6n ( l. ) , se conoce caro la ecuaci6n de Michaelis-Menten, 
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y originalnente se utiliz6 para la descripci61 de reacciooes cata

lizadas por una enzilm, coo un solo sitio de uni6n para el sustrato 

( 6, 7 ) , !'.le he.cho la deducción anterior es idéntica a la propuesta 

por Segel ( 6 ) para dicho proceso, pero en virbld de la serrejanza 

fornal que los ¡:asos de este tipo de reacciooes guardan coo las tres 

fases previarrente n'el'lciooadas de un transporte rrediado, caro acabarros 

de ver, tanbién se puede aplicar en el canlJO del transporte. Sin 

errbargo, lU1 aspecto inportante a tener en cuenta, es que en este <lltin'o 

caso, los factores que afectan los par~tros de dicha ecuación, i)u y 

vrrax, pueden ser 11UY distintos de aquellos que los afectan en una re

acción enzirrática; por ejenplo, un factor a considerar en algunos pro

cesos de transporte, y que pare::e no afectar a las reacciones enzi

náticas, es el potencial de superficie de la rrenbrana ( 9,10 ) • 
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otro aspecto que dificulta los estudios de transporte, es la ocu

rrencia de valores núl tiples de l\n y vmax asociados con la captura de 

una sustancia, lo cual puede deberse, o bien a que la sustancia en 

cuestión es transportada por varios sistenas, o a que es transportada 

por un solo sistena con varios sitios de unión para el sustrato ( 8, 11, 

12 ) , siendo en general dificil distinguir entre anba.s posiliilidadés • 

Transporte Activo 

Caro anteriornente se menciaiO, el transporte rrediado puede ser activo 

o {)'lsivo; se dice que una susum::ia que se nueve entre dos coapartilooneo. 

tos es cbjeto de W1 transporte activo, si caro resultado de tal iro

vimiento, se increm:nta su potencial qufutico ( o 'electroqu:Cmico ) a 

travl'.\s de la barrera ( rrerrbrana ) de separación de anbos carpartine.ntos; 



a éste se contrapcne el transporte pas.ivo, t:anbi~ cooocido caro 

d.ifusi6n facilitada ( 7 ) • As1 el llDVimiento de una sustancia a 

trav~s de una nenbrana biológica, p.iede darse rrediante un proceso 

activo, solo si acoplado a éste, existe algtln irecanisno que pro

porcicne la energía requerida. Ccn rojeto de precisar los conceptos 

subyacentes a estos tip;>s de transporte, resulta conveniente enplear 

la terrninolCXJ1a desarrollada por Mitchell ( 13 ) ; de acuerdo con 

ésta, los procesos de transporte rrediado, se ¡:ueden dividir en dos 

grupos a saber : 

I) Transporte Primario -

Es aquel, en el que la translocaci6n del sustrato, está directarrente 

acoplada a una reacci6n bioqu:ünica, pudiendo ser de dos tipos; en uno 

conocido caro translocacioo de grupos, la energ1a necesaria para 

lCXJrar la captura activa del sustrato, se ootiene nediante la l!Odifi-

caci!':nquimica de éste, CO!ll) resultado de una reacci6n catalizada por 
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un sisterra enzinático orientado a través de la rrerrbrana ( 8, 13 ) ; en el 

otro conocido corro translocación de solutos dependiente de enzinas, el 

sustrato m.i.srro no participa en el intercanbio de enlaces covalentes, 

pero es transportado caro resultado de tales reacciones, un ejemplo de 

+ + este proceso es la ATP-asa de Na -K de las células de narn1feros. 

II) Transporte Secundario . -

Es aquel, que por definici6n, no est.1 directarrente acoplado a una reac-

ci6n bioqu1mica, aunque lo puede estar de rranera indirecta; el nás 

sillplede estos tipos de transporte es el "unip;>rt", el cual consiste 

en la translocacioo de un solo sustrato por el portador, en aquella 

dirección que produce un decrerrento en la diferencia de potencial 

electroqu1mico del sustrato a través de la nenbrana, a este proceso 
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correspalde a la difusioo facilitada rrerx:ionada can anterioridad. O-

tra forna de transporte secundario, es la cooocida caro co-transporte 

( 13, 14, 15 ) , en ella dos se>lutos se equilibran a tra~s de la nenbr~ 

na, de tal rcanera que la translocaci6n de un soluto, está acoplada coo 

la translocaci6n de otro en la misrra. direcci6n; esto es, durante .este 

prcx:eso el gradiente electrcquimico que produce el rrovimiento de un 

sustrato, dirige el novinú.ento del otro por el misrro portador, aan 

cuando ~ste tíl tino µ.ieda estarse rroviendo en contra de su propio gr~ 

diente electrcqu1mico. Finalrrente, el transporte secundario, puede 

darse por centra-transporte; dui:ante este prcx:eso, dos solutos se equ! 

libran a trav~s de la merrbrana, de tal manera que la translcx:aci6n de 

un soluto, está acoplada oon la translcx:aci6n del otro en la direcci6n 

opuesta. 

Para ejemplificar lo que se ha dicho respecto a los tipos de tran~ 

porte activo, cabe señalar, que en las bacterias, existen al irenos tres 

clases distintas de sistenas de transporte ( B, 12 ) ; en uno de ellos, 

coocx:ido caro "sistemas unidos a imnbrana", las protefnas requeridas 

para el transporte, se encuentran firmenente wüdas a la natbrana, y 

por lo tanto se preservan al fonrar veskulas de nenbrana por sanie~ 

ciOn. Estos sistem:is, utilizan la energ1a de los gradientes i6nicos 

que. hay a trav~s de la merrbrana, y principalrrente el del H+, para 

realizar el transporte de rus sustratos; otro tipo de sistem:\s de 

transporte. conocido caro "sistemas de protefnas de uni6n", se carac-

terizan por presentar al rrenos un carq:xmente que se pierde durante la 

fonnaci6n de ves:!culas, los sistemas pertenecientes a este grupo, uti+ 
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lizan el ATP o algtin otro carp.iesto relacimado para energizar el trans 

porte de los sustratos, por a1t.inn hay una clase de sistemas de transpo! 

te de "translcx:aci6n de grupos", que llevan a cabo el transporte activo 

de los sustratos, enpleando la energ1a derivada de la mxli.ficaci6n qu! 

mica a que satete a éstos ( 8 ) • 

Por lo que se refiere a las plantas superiores, existen indicios de 

que al igual que en las bacterias, el gradiente electroquímico del H+ 

es la principal fuerza pro¡;ulsora de ~ rrayor1a de los sistemas de tran! 

porte secundario ( 15 ) • 

As1, la visión que emerge, es que si bien los gradiente i6nicos u

tiliizados por las células para energizar los procesos de transporte ~ 

cundario son Msic.lirente los de H+ y los de Na+, es principallrente el 

gradiente de H+, el que emplean tanto las bacterias, caro las plantas 

superior.es ( 8, 12, 15 ) • En cuanto al Na+, los gradiente de éste ion 

son errpleados para transportar sustancias, principalmente por las cé

lulas de los rram!feros ( 1, 11 ) , siendo rras bien rara su utilizaci6n 

en procesos de transporte, por parte de microorganismJs; in::luso en 

bacterias existen reportes de que el Na+ puede inhibir el transpor-

te de ciertos aminoácidos ( 16 ,17. ) • 

Transporte en levaduras : 

Por lo que se refiere a microorganismJs eucario~I, caro son las 

levaduras, cabe preguntarse, si en el acople energético de sus sis

terras de transporte, éstos se aserrejan a los de los procariontes, o 

si más bien se parecen a los de los eucaricntes superiores, o !l'ás aan 
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si presentan aspectos propios, dada su posición filogenética. La im

portancia de esta pregunta, queda manifiesta no solo en la famosa 

frase de Dobzhansky " En biología nada tiene sentido si no es a la 

luz de la evoluci6n "( 18 ), sino también por las grandes ventajas 

que las levaduras presentan como objetos experimentales dentro de la 

biología. Con relaci6n a lo anterior, cabe señalar que a diferencia de 

lo que sucede en las bacterias, y pese a los esfuerzos realizados, 

aún subsisten nruchas dudas sobre los sistemas de transporte en leva

duras; la historia de estos esfuerzos, se remonta a la década de 1950, 

cuando el grupo de Conway, estableci6 la existencia de un intercam

bio K+-H+, dependiente de energía por parte de estas células, postu

lando la existencia de un sistema redox en la membrana plasmática 

para energizar el intercambio ( 19 ). Tiempo después en la década 

de 1960, Peña demostr6 que a pH del medio bajo, el K+ adicionado al 

medio en que se encuentran las levaduras, producía un aumento en los 

niveles de N/\D.l-1, ADP y Pi, y que la elevaci6n del pH del medio, por 

sí solo, era capaz de provocar estos mismos efectos, y que en estas 

condiciones el K+ ya no tenía ningún efecto sobre los niveles de NAOO, 

ADP y Pi ( 20). Esto venía a descartar la idea de Conway de que la 

fuerza propulsora del transporte era el poder reductor proveniente 

del metabolismo, emergiendo la hip6tesis de que los movimientos de K+ 

y H+ aunque acoplados, se llevan a cabo por sistemas de transporte di

ferentes, siendo la salida de 1/ energizada por el ATP, y balanceada 

por la entrada de K+, o bien por la expulsi6n de aniones en ausencia 

de K+ : 
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----~-

En apoyo a esta hip6tesis, Peña ha denostrado que es posilile inhiliir 

el transporte de K+, sin inhibir la exp.llsioo de H+ ( 21,22 ) , as:r. 

corro que es posilile inhibir el transporte de K+, rrediante t?.l uso de 

desacoplantes, sin llegar a disminuir la concentraci~ de A'D?, hasta 

niveles cr1ticos ( 23 ) . 

Parece ser que la correlación existente entre los rrovimientos de 
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I<+ y H+, permite a las levaduras crear un gran pH a travt!is de la rrenbr!:!_ 

na plasnática, sin que var1e grandemente su diferencia de potencial ~ 

l~trico ( 24 ) , lo que hace que las cfüulas tiendan a alcanzar una ~ 

laci6n H:/H:, constante ( 25 ) . Es inportante rrencionar, que la A'll'asa 

de la rrenbrana plasinatica de las levaduras del g~ero Saccharaeyces,ya 

ha sido aislada, y que la enz.ina p.irificada, tiene esencialnente, to

das las propiedades cin~ticas de la unida a rrenbrana ( 26 ) : 

I) pH 6ptirro de 6.0 a 7.5, a diferencia de las ATPasas mita::aidriales 

cuyo ¡;il 6ptino está entre B.O y 9.0 . 

II) El sustrato reaJ de la enzirra es Mj-A'D?, los valores de l\n publica

dos están entre O. 7 y 3 .8 rrM • 

III) Ia oliganicina, venturicidina y azida, inhiliidores típicos de laB 

A'l'Pasas del tipo F0-F1, no inhiben a esta enzima. 

IV) El vanadato y el dietilbestrol, inhiben a esta enzirra, pero no a 

las del tipo r,0-F 
1 

• 



V) El rx::co, Dio-9 y octilguanidina son inhibidores de anbos tipos 

de A'!Pasas. 

VI) El K+, no es un participante dlli.gatorio en el ciclo de transpo,=: 

te de H+. 

l>or lo que tcx:a al transporte de ~cidos en la levadura, se 

sabe que adelrás de Pernieasas especificas, existe una perneasa general 

de aminoácidos, capaz de irediar la entrada a las c~lulas de ami.no.1ci

dos básicos y neutros, con exce¡x:il5n de la prolina ( 27 ) , se ha dicho 

que tanto la pe:areasa general de aminoácidos, ast caro las pemeasas 

especificas, con excepci6n de la de serina, son constitutivas (27¡28) • 

Se ha dirigido una gran cantidad de esfuerzos a tratar de canprender 

los rrecanisiros de acople energ~ticdi que permiten el transporte exerg6-
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nico de los aminoácidos a trav~s de estas perrreasas, y por consiguien

te al que juegan los iones H +, K + y Na+, dentro de dichos procesos •. El 

grupo que nás ampliarrente ha tratado este aspecto, es el de rudy, quien 

trabajando con c~lulas en las cuales el ll'etabolisrro hab1a sido severa

m:nte restringido, mediante el uso de inhibidores de la gluc6lisis y la 

respiraciOn, encontró entre otras cosas que: 

- La velocidad inicial de captaci6n de glicina, leucina, fenilalanina 

y ~ido aminoisd:>ut1rico es rrayor a pH 4. 5 que a 7 .4 ( 29 ) • 

+ - En células a pH 4 . 5, se d>serva una entrada extra de H , al agregar 

distintos aminoácidos; as1 en s. carlsbergensis, encontr6 que hay una 

entrada de uno a dos equivalentes extra de H+, con Ircitrulina, glici-

na,leucina, rretionina, fenilalanina y prolina, dependiendo el nOrrero de 

H+ absorbidos, tanto de la cepa de levadura, caro de la naturaleza de1 

amincácido ( 30;31 ) • El balan::e de carga el 'i!Ctrica se nantiene por un 

eflujo de K+ ( 32 ) , en estas condiciones, el K+ agreqado al rredio en que 



se encuentran las levaduras, se canporta caro un inhibidor del trans-

porte ( 29 ;33 ) . 

Eh resunen, con base en estos trabajos, se podr:l'..a concluir que en 

c~lulas de levadura del género SaccharCJl)Yces, en las que el netaboli! 

1JP ha sido limitado, el gradiente electrCX11.1único de H+ es la fuerza 

prop.tlsora del transporte e.xergónico de ami.ndicidos, y el balaoc:e de 

carga eléctrica se aantiene por un eflujo acoplado de K+, Sin enbargo, 
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los resultados anteriores no resuelven el prablena en su totalidad, ["es 

falta determinarla llB.11era en que el transporte es energizado cuando las 

cl\lulas se encuentran en condiciones rretab6licas óptimas (no limitadas); 

As1 el propio E'ddy, ha encontrado, que al menos por lo que toca a la 

glicina, el sistena de transporte funciona de nanera distinta en condi

ciones IlCtab6licas óptimas ( 33 ) . A su vez el papel de los iones K+ y 

Na+ dentro del transporte de aminoácidos, tampoco está del todo aclara-

+ do, [:Ues a diferencia del efecto inhibitorio del K reportado por Etldy, 

Kotyk ( 34 ) ha seiialado que al rrenos por lo que toca a la glicina, ác.!_ 

do as[árt~co y lisina, ni el Na+, ni el K+ juegan un papel especifico 

en su captura. 

Por lo que teca en particular al transporte de leucina, ~ste ha si-

do oojeto de estudio en un amplio oorgen de condiciones rretab61icas por 

parte del grupo de Stoppani, en levaduras s. ccrevisiae ( 35,36 ) y s. 

ellipsoideus ( 37 ). Algunos de los resultados obtenidos por este grupo 

en s. cerevis.i.:ie, son los siguientes: 

- fl1 el prcceso de t r.ansportc, interviene una fase dencminada por este 

grupo "fase de capt.aci6n nuy temprana" (fct) , que es una extrapolación 

del tru.ns¡:.orte al u cmpo cero de incubación en presencia de leucina. 
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- la fct representa hasta un 40% de la captura total en cl\lulas ayuna

das, ai.:nque su contribución es pequeña en cl\lulas ali.rrentadas con gluc~ 

sa. 

- la cinl\t.i.ca del transporte de leucina llUestra que este se lleva a e~ 

bo por medio de dos sistemas de transporte, cuyos valores de Km y Vnax 

dependen del estado iootab6lico. 

- Para uno de los dos sistemas de transporte de leucina, se obtuvieroo, 

valores negativos de Km y Vnax en cfilulas ayunadas, que seg1ID los auto

res, se debi6 a la contribuci6n de la fct. 

- la presencia de glucosa, aunenta la captura de leucina, pero a corcen

traciones de 5 rrM, se observa un efecto inhiliitorio. 

Estos resultados, nos han hecho pensar, que la caracterizaci6n del 

sisteira de transporte de amincácidos presenta algunas dificultades. As1, 

pensairos que es necesario realizar un estudio de las caracter1sticas ci

néticas, energ~ticas y de los efectos de distintos cationes, sd:>re el 

transporte de aminoácidos en levaduras del gálero Saccharal!fces, tanto 

en condiciones rretab6licas restringidas, en ausencia de fuentes de ener

g1a, y/o con inhiliidores del rretabolisrro, caro en condiciones iootab6li

cas 6ptimas. Es por esto, que caro parte del proyecto, decid.i.Iros estudiar 

el transporte de leucina, en la levadura Saccharaeyces cerevisiae, con 

el objeto de caracterizar: 

- [):!pendencia del. transporte, con el estado rretab6lico de las células. 

- Caracter1sticas cinl\ticas del transporte. 

- Efecto de cationes rronovalentes (H+, K+, Na+), sobre el transporte. 

Estos y otros estudios adicionales nos deberán permitir hacer algu

nas conclusiones respecto al rrecanisrro del transporte de leucina en s. 

cerevisiae. 



~'!'ERIALES : 

Se trabajó con la levadura Saccharonyces cerevisiae , cbtenidas ~ 

nercialrre.nte de la fábrica "la Azteca". 

Todos los reactivos utilizados, son de grado analftico. ta L-leuci 
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na no-radiactiva fue obtenida de Sigrra Cl!emical CCJ11?any; la Ir[3,4,S-3HJ

I.eucina, se obtuvo de New England t-ti.clear., con una actividad especifi-

ca de 158.0 Ci/rrm::>l. 

ME'.IDDOS : 

Tratamiento de la levadura previo a cada experi.rrento ( 38 ) 

Se pesaron 30 g de la levadura, y se suspendieron en un litro de ~ 

dio de cultivo para 10vaduras de De> Kloet ( 39 ), añadiendo un milili

tro del antiespumante FG-10 de Corning. La rrezcla se iooub6 durante o

cho horas a 30°C, burbujeando aire a trav~s de un tubo de vidrio poro

so. A lñs ocho horas, las levaduras se lavaron dos veces por centrifu

gación durante 10 minutos a 600 g (2000 r.p.m.), hecho esto, las célu

las se resuspendieron en agua destilada, en un volurren total de 350 ml, 

y se dejaren aerear uurante 16 horas a 30°C; transcurrido este tienipo, 

las cfüulas se lavaron dos veces por centrifugación durante 10 minutos 

a 600 g (2000 r .p.m.), despu6s de lo cual, se ~só la levadura y se re

susr:endió en agua destilada en un voluiren total igual al dcble del peso 

de la levadura. 

Ct!terminaci6n del transporte de leucina.-

Para determinar el transporte de leucina, se tararon de cada toozcla 
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de ensayo dos nuestras (t,f) de 100 fil cada una. Ia rruestra f se lavó 

por filtración e.n filtros marca Sartorius de 0.45 ttn• con 15 ml de una 

solución a OºC de 5 rrM de cac12, 10 nf.1 de KCl y 20 nM de leucina; a los 

filtros as1 d:>tenidos, se les agre;¡~ 5 ml de 11quido de centelleo tri

to&.•l ( 40 ) , y se cootaron en un contador de centelleo ltquido Packard 

TRI-cARB 300 e. A la otra nuestra (t) se le agrego directanente 5 ml 

de tritosol y se llev6 a contar, para concx::er la radiactividad total !:!. 

tilizada en cada tubo incubado. 

Cfilculos.-

Ia captaci6n de leucina por las levaduras se calculó de la siguiente 

nanera: 

Lbnde, 

captaci6n = (..!.._) ( C*D ) 
T 

F = Cuentas por núruto en el filtrado d:>tenido de la nuestra f. 

T = Cuentas por núruto totales d:>tenidas de las nuestra t. 

e = nroolas leucina/ml. 

o = Factor de diluci6n (D = 20 en la mayoría de los experirrentos). 

EXpresiOn de los resultados.-

A nenos que otra cosa se indique, la entrada de leucina a las leva-

duras está expresada caro: 

V _ 11110las leucina 
- gX3min 



RESULTAOOS 

Con cbjeto de determinar el efecto del estado netab6lico de la le 

vadura scbre la captaci6n de leucina, se procedi6 a ensayar el trans

porte de este aminoácido con glucosa 6 etanol caro sustrato, tanto en 

presencia corro en ausencia de inhibidores de la respiraci6n. los restü 

tados que se nuestran en la tabla I, indican que el transporte de l~ 

cirla, es un proceso dependiente de energ1a. 

En la figura 1, se nuestra la dependencia del transporte con la 

concentración de glucosa, caro puede observarse, tanto a pH 6.0, caro 
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a pli 4 .5, v aU11BI1ta a rredida que se increirenta la concentraci6n de gl~ 

cosa en el medio, hasta alcanzarse una concentraci6n de 150 nM de glu

cosa, en la que v tiende a hacerse aproxinadrurente constante, este re

sultado, esUi en contradicci6n con lo reportado por Stoppmi ( 36 ) , 

quien trabajando con levaduras S.cerevisiae, encontr6 que a pH 4 .5, COE. 

centraciones de glucosa por encina de 5 nM, produc1an captaciones mm~ 

res a las cbtenidas con 5 rrM de glucosa. Por otra parte, este mism::i a~ 

ter, estudiando el transporte de leucina en S. cerevisiae ( . 36 ) y en 

s.ellipsoideus ( 37 ) , as1 COITO Efüly estudiando el transporte de glic.!_ · 

na en s. carlsbergensis ( 33 ) , han reportado que la captaci6n de ami

noácidos, aumenta si se preincuba a las células con glucosa; sin errbaE_ 

go, ninguno señala cual es la dependencia exacta del transporte,con re,!! 

pe:::to al tiemr;:o de preincubaci6n, por esta raz6n decidirros indagar es

te aspecto del prcceso; los resultados aparecen en la figura 2. Caro 

p.¡ede verse, no basta con la presencia de glucosa en el rredio para que 

se obtengan captaciones significantes de leucina, sino que admás, se 



TABLA I. Efecto del estado metab61ico de la levadura sobre la 

captaci6n de leucina. Las células fueron preincubadas en un 

buffer MF.S-TEA 40nN pH 6. O, con glucosa o etanol durante 60 y 

15 min respectivrunente; al ténnino de este tiempo, se agreg6 

lOOuM de L-( 3
1-1 )-Leucina, tres minutos después se extrajeron 

muestras y se dctennin6 la captaci6n de leucina de acuerdo con 
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lo señalado en la secci6n de materiales y métodos; en todos los 

casos, los inhibidores se agregaron 10 min antes que el aminoácido. 

Adiciones 

glucosa 

glucosa + H2o2 
glucosa + NaN3 
glucosa + CCCP 

glucosa + Ant. 

etanol + H202 

etanol 

etanol + Hp2 + NaN3 
etanol + B

2
o

2 
+ ccr.r 

etanol + !I /', + Ant. 
t. w 

Captaci6n !' S 

(nmolas leu/g.3min) 

n=2 ) 

238.4 + 54.2 

146.0 ! 6.1 

42.8 + 5.0 

112.9 + 23.9 

210.4 + so.o 

325.2 + 74.1 

38.4 + 17.7 

23.9 + 12.6 

38.0 + 9.7 -
55.2 + 19.9 -

Captaci6n como 

% del control. 

100.0 

61.0 

18.0 

47 .o 
88.0 

100.0 

12.0 

7.0 

12.0 

17.0 
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FIGURA l. 

Efecto de la concentraci6n de glucosa sobre el transporte de 

lcucina. Se pusieron células de levadura a pH 6.0 en un buffer 

Mes-TEA 20mM (e), o a pll 4.5 en llll buffer Citrato-TE/\ 20mM (A), 

con lus concentraciones de glucosa que se indican en el eje de 

las abcisns, a temperatura ambiente: una hora después, se agre

gó lOOpM de L-( 3H )-Lcucina. A los 3 min se tomaron nruestras 

y se detennin6 la captaci6n de leucina de acuerdo a lo señalado 

en materiales y métodos. 
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FIGURA 2. 

Captaci6n de leucina en función del tiempo de preincubaci6n con 

glucosa.Las células fueron puestas en un medio con buffer Mes

TEA 20rrM, pH 6.0 y lSOmM de glucosa; a los tiempos indicados en 

el eje de las abcisas, se agreg6 10~ de L-( 311 )-Leucina y 3 

min después, se detennin6 la captaci6n de leucina. 
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requieren de tienpos de preincubaciOn grandes. 

caro se mmcionO en la introducci6n, llllO de los aspectos mlis im

portantes dentro de un estudio de transporte es la determ.inaci6n de 

las caracter1sticas ciniticas del misno; a este respecto es necesario 

señalar que en 1980 Stoppani ( 36 ) , report:O que el transporte de le_!! 

cina en c~lulas s. cerevisiae, se lleva a cabo por ireclio de dos sis~ 

nas de transp::>rte, cuyos valores de l\n y vnax' dependen del estado ~ 

tab6lico de las ~lulas, y que en el caso de c~lulas ayunadas, llegan 

a tener valores negativos. Este tíltirro punto nos hizo pensar que era 

conveniente volver a estudiar la ciOOtica del transporte en rruestro 

sistena; para ello lo prinEI'o que se hizo, fue determinar el interva

lo de tierrqx> de incubación con leucina, dentro del cual es aplicable 

el fo.malisiro de Michelis-Menten. Los resultados rostrados en la fi<J!! 

ra 3 indican que apraidnadalrente hasta los 4 minutos, la captacilXl de 

leucina aurrenta linea.1.roonte con el tiempo de incubaci6n, por lo que 

cualquier tienpo de imubaci6n nenor a 4 min, es adecuado para reali

zar estudios c~ticos. As1, con base en este resultado y en los pre

sentado en las figuras 1 y 2, se decidió, a llalos que se indique otra 

condicilSn, preincubar a las c~ulas, en todos los experirrentos con 

150 nM de glucosa, en un Buffer MES-TFJ\ 20 rrM, pH 6 .o y al ~rmino de 

este tiempo, agregar 100 fl'1 de L- (3H)- Leucina, taiándose la nuestra 

para determinar su captaci6n 3 minutos despi~s de iniciada la incuba

ci6n cm el aminoácido. 

En la figura 4, se nuestra que el transporte de leucina sigue una 

cin~tica de saturaci6n de tipo Michaelis-Menten. Con cbjeto de deter

minar, el valor de los pa~tros cirléticos l\n y vrmx que definen al 
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FIGURA 3. 

Captaci6n a distintos tieinpos de incubaci6n con leucina. 

Las células fueron puestas en llll buffer Mes-TEA 20nN pH 6.0, 

con lSOrrM de glucosa, a temperatura ambiente, al cabo de una 

hora, se agreg6 lOCfM de L-( 3ii )-Leucina, y a los tiempos 

indicados en el eje de las abcisas, se tcmaron muestras y se 

detennin6 la captaci6n. 
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FIGURA 4. 

Relaci6n entre la concentración de leucina y su transporte. 

Las condiciones experimentales son corno las señaladas en el 

texto, excepto que la concentraci6n de L-( 3H )-Leucina 

agregada al medio, es la señalada en el eje de las abcisas. 

o o 
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transporte, se realiz6 la rectificacien de esta cw:va coo el nétodo de 

Woolf-J\ugustinsson-Hofstee ( 6 ) y se nuestra en la figura 5. Segtin pu~ 

de aprroiarse, el transporte de lwci.na en nuestras caldicicnes de tra

bajo, se da a través de un s6lo sistena. de transporte, cuyos parámetros 

cinéticos soo !)¡¡ = 215 i-1 y vrra.x = 3433 rurolas leooina/g X 3 min, (es 

.inp::>rtante señalar ·en este nanento, que los valores totales de captacien 

de leucina, var1an de un paqueta a otro de levadura, pero la reeipuesta 

cualitativa es siercpre la misma). l>clra determinar la especificidad de e.!!, 

te sistema, se procedió a estudiar el efecto de un representante de cada 

grupo de aminoácidos de distinto ccrrportami.ento ~ido-básico, es decir! 

ciclos, básicos y neutros, sd.>re los parárletros c~ticos del transporta

dor de leucina. Eh los resultados que se nuestran en las figuras 6, 7, B, 

9 y 10, puede apreciarse que el ~cido glut:Arnico no afecta al transporte 

de leucina, mientras que tanto la lisina, caro la alanina, ejercieroo un 

efecto inhibidor que no es de tipo caipetitivo. 

caro se señaló en la introducci!Sn, el grupo de F.ddy ha reportado que 

en levaduras del glmero Saccharawces, cuyo rretaboliSllO (glu::6lisis y 

respiracie'.n), ha sido inhibido, es el gradiente electroqu1mico de H+, la 

fuerza ercpleada para transportar aminoácidos al interior de estas célu

las ( 30, 32 ); cal cbjeto de explorar esta posibilidad en nuestro sist~ 

na, estudiarros la captaci61 de leucina a distintos valores de pH en el 

rredio en células ayunadas, a las que ac'ien'ás se agreg6 antimicina, un co

nocido inhibidor de la respiración, Cal el cbjeto de prevenir cualquier 

posibilidad de cbtenciOn de energ!a rretab6lica por parte de las células. 

ws resultados se nuestran en la tabla II. 



FIGURA S. 

Captación de leucina vs. captaci6n/concentraci6n de leucina, 

las condiciones experimentales, son las mismas q e las de la 

figura 4; Km= 215pM; Vmax=3433 nmolas leucina/g. min. ,r=-0.94 
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FIGURA 6. 

Efecto de la lisina sobre la cinética del transporte de leucina. 

Las condiciones experimentales, son las mismas que las de la 

figura 4 ( control ), s61o que ahora se agreg6 SOpM de lisina, 

junto con la leucina, a las concentraciones indicadas en el 

eje de las abcisas. 
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FIGURA 7. 

La curva muestra el ajuste de Hofstee de los datos que aparecen 

en la figura 6. control : Km= 18lpM; Vmax= 2890 nmolas leucina/ 

g. 3min.; control + lisina : Km= 159¡.IM; Vmax =1392 runolas leucina/ 

g. 3min. 
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FIGURA 8. 

Efecto de la alanina sobre la cin~tica del transporte de leucina. 

Las condiciones experimentales son las mismas que las de la 

figura 6 (control), solo que ahora se agreg6 250pM de alanina 

junto con la leucina. 
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FIGURA 9. 

La curva nruestra el Hofstee de los datos que aparecen en la 

figura 8; control : Km.;. 39opf; vmax rs5232 rnnolas leucina/g. 3min 

control + alanina : Km= 203lJM; Vmax = 2794 nn10las leucina/g. 

3min. 
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FIGURA 10. 

Efecto del ácido glutámico sobre la cin6tica del transporte de 

leucina. Las condiciones experÍlllentales son las mismas que las 

de la figura 8 (control), solo que ahora se agreg6 250)1M de 

de ácido glutámico junto con la leucina. 
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'l1IBIA II. Efecto del pH del rredio soore la captaci6n de leuc.j..na, en 

células sin energ1a rretab6lica, las levaduras fueren ¡;:uestas en dist-4! 

tos arrortiguadores 40 rrM a los valores de pH indicados, durante 5 min 

en presencia de 15 Jt-1 de antimicina, transcurrido este tiempo, se a~ 

g6 100 1f1 de L- ( 3H )- Le\lcina; 3 min de~s se t:anarcn nuestras y se 

determinó la captación, de acuerdo con lo señalado en la secx:i6n de ~ 

teriales y ~todos, ( n = 2 ) • 

.Af.IORI'IGUAOOR 

Citrato - TEA ... pH 4.0 

Malato - TEI\ •••• pH 5.0 

.MES - TFA ••••••• pH 6.0 

HEPFS - TEA ••..• pH 7.5 

Tris - HCl ••••.• pH 8.5 

v+s 

4.6 .:!:: o.o 
3.5 + 0.4 

4.2 + 0.4 

9.0+1.7 

10.l + 0.3 
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Eh la tabla II, se ?Jede d:>servar que en las células cuyo rretabo

liSI'l'Q ha sido limitado, irediante la ausencia de sustratos rretab6licos 

y coo el enpleo de un :inhibidor de la respiraci6n: 

l. A todos los valores prd:>ados de pH del rredio, la captaci6n de leu

cina es insignificante, conparada con los valores d:>tenidos en células 

cuyas coodiciones rret:ab6licas son favorables. 

2. A diferencia de la reportado por F.rldy en relaci6n con el transporte 

de glicina en s. carlsbergensis ( 33 ) , las captaciooes de leucina ~ 

tenidas con un pH del 1redio bajo, no son rrayores que las obtenidas a 

pH alto. 

As1, en vista de que no fue posible detectar ningt1n efecto notorio 

del pH en células sin reservas energéticas, y considerando que Ekidy ha 

señalado que los sisterras de transporte de aminoácidos µ.¡eden ser af€2. 

tadospor el pH del rredio de rranera distinta, dependiendo del estado ~ 

tabólico de las levaduras ( J 3 ) , procedirros a estudiar, el efecto del 

pH en células cuyo rretabolisrro se encontrara en las condiciones no~ 

les de cada experirrento, rrediante la preincubacitn con glucosa anteriof. 

rrente señalada. Los resultados nnstrados en las figuras 11 y 12 indican 

que: 

L Eh levaduras cuyo rretaboliSITO se halla en condiciooes "energizadas", 

el transporte de leucina es dependiente del pH externo. 

2 • La captac i6n de leuc ina .:;,c., rráx:i.na, cuando el pH del rredio en que se 

encuentran las células al rrorrento de agregar el aminoácido es de 6 • O, 

independiente1rente de cual haya sido el pH del rredio durante el tiEflllO 

de prei.rcubación con glucosa. 



FIGURA 11. 

Efecto del pH sobre la captaci6n de leucina en células cuyo 

metabolismo se halla en condiciones favorables. Las levaduras 

fueron preincubadas durante una hora con lSCJnt.I de glucosa en 

un buffer citrato-TEA 20rrM pH 3.5; al témino de este tiempo 
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las células fueron lavadas dos veces por centrifugaci6n durante 

5 min, después de lo cual fueron resuspendidas en un medio con 

lSOITM de glucosa, lOOpM de L- ( 3H ) -Leucina y un buffer variable 

scgÚn el valor de pH indicado en el eje de las abcisas, a saber: 

citrato-TEA pH 3.5 20mM, MES-TEA pH 6.0 ZOrrM, o HEPES-TFA pH 7.5 

20mM; 3 minutos después se extrajeron muestras y se determin6 

la captación. 
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FIGURA 12. 

Efecto del pH sobre la captaci6n de leucina en células cuyo 

metabolismo se halla en condiciones favorables. Las condiciones 

experimentales, son iguales a las indicadas en la figura 11, 

excepto que el buffer en el que se preincub6 a las levaduras en 

presencia de glucosa, fué HEPES-TEA pH 7.5 20rrM. 
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caoo se señalo en la introducci&, los flujo de H+ y K+, a tra~s 

de la netbrana plasrrática de levaduras del g~ero Sacc:hara1!tCes, aunque 

se llevan a cabo por sistenas de transporte distintos, se encuentran 

est.rechairente relacionados, prd::lablerrente a tra~s del ele!IEilto cootin 

al H+ y al K+ a saber, el potencial de rrenbrana ( 23, 24 ) , tendí~ 

do las levaduras a nantener W1 pH interno constante e igual a 6.0 (24). 

Dada la dependencia del trans¡;orte de leucina, respa::to al pH del nv:rlio 

en cfilulas eaergizadas con glucosa, nos p:ireci6 interesante explorar el 

efecto del K+ scbre el trans¡;orte a distintos valorea de pH externo, y 

canpararlos con el efecto que p.idiera tener el Na+, dado el conocido P.!! 

pel que este tll.tim:> cati~ juega en los sisterras de trans¡;orte de eu::~ 

rientes superiores ( 7, 11 1 y de algunas bacterias ( 16 ) , los resul ~ 

dos que ap:irecen en la figura 13 , llUestran que: 

l. Independienterrente de cual sea el pH del n'edio, el K+ ( 5 Jlt.I ) agr~ 

gado a las levaduras jWlto con la glucosa, una hora antes que la leuc.!_ 

na, estimJla notablerrente la captaci& de este aminoácido. 

2. A diferen::ia del K+, el Na+ no presento ni.nglln efecto notorio scbre 

el transporte, (ver tanbi~ la figura 17). 

caro p.iede verse en la figura 14, a pH 6.0 el efecto estilrulante 

del R+, es dependiente de la ccn:::etraciOn de este cati(.fi en el nedio, 

siendo myor cuando la cooccntraci& de K+, se c.ncuL'Jltrll por encima de 

su ~ el cual segtin .lbthstein, es de O • 5 rrM ( 41 ) . Est.o!:I rcsul tados y 

en ¡:articular los crnccmientes al K+, nos pareciel'un ITllY inh'rosantes, 

dado que J:tl:}y ha señalado quo al imnos (X>r lo que locil c.ll Lrani;iX>rtt• de 

glicina, el K+ tiene un efecto inhibidor sci:>re al transporte, pern que 

este efecto puede variar. de una manera dificil da interpretar en funci6n 
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FIGURA 13. 

Efecto del KCl y del NaCl agregados durante la preincubaci6n, 

sobre la captaci6n de leucina en fllllci6n del pH del medio. Las 

células fueron puestas en presencia de'lSOJTM de glucosa con SmM 

de KCI o Snt.t de NaCl, en amortiguadores ZOJTM a los valores de 

pH indicados en el eje de las abcisas; se preincubaron por una 

hora, y al finalizar este tiempo, se agreg6 lOD¡JM Je L-( 3i-i )

Leucina, tomándose 11U1estras a los 3 min para detenninar la capta

ci6n. 
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FIGURA 14. 

Efecto de la concentración externa de K+ durante el tiempo de 

preincubaci6n, sobre el transporte de leucina. Las levaduras 

fueron preincubadas durante tma hora a pH 6.0, con lSOmM de 

glucosa y las concentraciones de K+ indicadas en el eje de las 

abcisas; transcurrido este tiempo, se agreg6 lOO¡il>l de L-( 3H )-

. leucina y 3 minutos despu6s se detennin6 la captaci6n. 
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del estado rcetabOlico de las levaduras ( 33 ) . Por esta razfu, decidi

ros explorar el efecto del K+, bajo otras condiciooes eacper.irrentales y 

coopararlo con el del Na+; la figura 15 nuestra que a pH 6 .o en células 

energizadas, el Na+ agregado al misrro tienp:> que la leoc::i.na, tiene un 

ligero efecto inhibitorio scbre el transporte. solo a concentraciones 

altas. En la figura 17 se p.iede cbservar que 50 rrM de~+ agregado al 

misrro tierrq:x:> que la leuc:i.na, no altera la cinética del transporte; p::>r 

otro lado, a diferencia de lo rostrado en la figura 13, cuando el K+ se 

agrega a las levaduras al misrro tierrq:x:> que la leuc.ina, produce una inhi 

bici6n en el transp::>rte; aan a concentraciones bajas, segtl.n se puede ver 

en la figura 16 . las figuras 18 y 19, !!Ulestran el efecto de agregar 50 

rrM de K+ al misrro tiemp::> que la leucina soore la cin~tica del transpor-

te. 

En conclusión, parece ser que el Na+ no tiene ninguna relación con 

el transporte de leucina, en tanto que el K+ juega un papel que parece 

depender del tiempo que las células pasan en presencia de este catión, 

antes de agregar la leucina ( ccm¡::arar las figuras 13, 14 y 16 ) ; los 

resultados que aparecen en la figw:a 20, lo nuestran claranente. 
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FIGURA 15. 

'Efecto de la concentraci6n externa de Na+ sobre el transporte 

de leucina. Las condiciones experimentales, son las mismas que 

las de la figura 14; excepto que el Na+, se agreg6 a las células 

al mismo tiempo que la leucinn, a las concentraciones indicadas 

en el eje de las abcisas. 
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FIGURA 16. 

Efecto de la concentraci6n externa de K+, sobre el transporte 

de leucina. Las condiciones experimentales, son las mismas que 

las de la figura 15, excepto que en vez de NaCl se agreg6 KCl. 
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FIGURA 17. 

Efecto de SOrrM de NaCl sobre la cinética del transporte de 

leucina. Las condiciones experimentales, son las mismas que 

las de la figura 6; excepto que se agreg6 SOmr.1 de NaCl como 

inhibidor. 
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FIGURA 18. 

Efecto de SOmM de KCl sobre la cinética del transporte de 

leucina. Las condiciones experimentales, son las mismas que 

las de la figura 17, excepto que aquí se agreg6 5Qni.f de KCl 

como inhibidor. 

\' 

42 



V 

\1'00 

'ººº 

'()() 

A 

e Control 

A Control + KCl 50 mM 

'Z.ao 500 

Leucina ( pM ) 



,• 1' 
' ,~ 1 

FIGURA 19. 

Gráfica de Hofstee de los datos presentados en la figura 18. 

Cohtrol : Km= 120pM; Vmax= 2040 mnolas leucina/g.3min 
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Control + SOrrM KCl : Km= l0~1M¡ V = 1667 nmolas leucina/g.3min • .r· max 

. ----··1~ .J 
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FIGURA 20. 

Efecto del tiempo de preincubaci6n en presencia de K+, sobre 

el transporte de leucina. Todas las células fueron preincubadas 

a pH 6.0, con lSOrrM de glucosa durante 60 min; en el transcurso 

de este tiempo se les fué agregando SrrM <le KCl, de tal fonna 

que el tiempo de preincubaci6n en presencia de este cation.es 

el indicado en el eje de las abcisas. Al transcurrir los 60 min 

de preincubaci6n, se agreg6 lOOtiM de L-( 3
1-1 )-Leucina y 3 min 

después se detennin6 la captaci6n. 
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DI9:USICN Y CCtCWSI<MS 

El transporte de leucina en s. cerevisiae, es un prcx:eso dependiE!Q 

te de energ1a en el que se requieren tienq:x:>s laxgos de preincubaci& 

con glucosa (una hora), con c:bjeto de cbtener buenas captaciones. Este 

requisito p..idiera deberse a que durante este tiempo se efect:Ga la s1n

tesis del acarreador, o bien a que alg(in producto del rretaboliSITO, que 

se acurrula durante todo este tiempo, guarda relación con el transporte 

de leucina; para poder esclarecer este ¡:unto es necesario realizar m!is 

estudios. A diferencia de lo reportado por Stoppani ( 36 ) , en nues

tras condiciones de trabajo, el transporte de leucina se da a travt!s 

de \ll1 solo sistena saturable; a este respecto cabe recordar que Grenson 

( 27 ) ha reportado que para el transporte de aminoácidos, en adición a 

penreasas espe::1ficas, existe una perrreasa general, capaz de wediar la 

entrada de aminoácidos neutros y Msicos, con excepción de la prolina. 

Los estudios de inhibiciOn que realizaros, IY1.lestran que en nuestras CO,!! 

diciones experirrentales,la leucina no está siendo transportada pot rre

dio de esta perrreasa general, pues si as! fuera, la lisina y la alanina 

hubiesen producido una inhibici6n de tipo caupetitivo scbre el trans

porte ( 27 ) . Es posible que en nuestras condiciones de trabajo, la ac

tividad de la perrreasa general, se encuentre inhibida. 

la salida de marca que se c:bserva en la figura 3, para tiarrp::>s de 

incubación mayores a 5 min. con leucina radiactiva, se produjo en to

dos los experirrentos que de este tipo realizanos (n = 3) . La explica

ción de este fen~no no fue investigada dentro del presente trabajo 

por caer fuera de nuestros cbjetivos princi¡:ales. 
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!Ds resultados presentados en la tabla II, nuestran que en ~u-

las sin reservas energ~ticas, el establecimiento artificial de ~pH a 

tra~s de la menbrana plasmática, no es capaz ele producir una capta

cifu significante de leucina. Este resultado, está en desacuerdo con 

la hip6tesis de aldy, según la cual en c~ulas sin reservas energ~ti

cas el gradiente electroqu:único de H + es la fuerza inp.tl.sora del trans 

porte exergO.nico ele amin00cidos, nanteni~ose el balance de carga e

l~trica nediante un eflujo equivalente de K+. No oostante, antes de po

der descañar esta hip6tesis, necesi tanos estudiar los carrbios en la 

concentración de K+ y H+, que ocurran en el medio en que se encuentran 

las levaduras al adicionar la leucina. 

A diferencia de lo encontrado con clilulas sin energfa, cuando las 

condiciones rretab6licas de las levaduras son favorables, el transporte 

de leucina es dependiente del pH del medio al m::xrento de agregar el ar'!:!. 

noácido, produci€ndose una captaci6n m§xina a pH 6.0 (dentro de los va

lores de pH que se estudiaron) ; tal vez éste es el pH 6ptimo para el fun 

cionamiento del transportador de leucina. Este resultado es el misrro E?E, 

centrado por Tang, en relaci6n con el transporte de ácido glu~o en 

el h~o C.cyptococus albidus ( 42 ). 

Respecto al papel del 1t en el transporte de leucina, se cbtuvie

ron los siguientes resultados: 

I) El efecto del K+ depende del tienp::> de preincubaci6n de las levadu

ras con este catión, yendo desde un ligero efecto inhiliitorio cuando es 

agregado al miSll'O tiempo que la leucina, hasta claramente estinulante, 

cuando las c~lulas se preincuban con ~ste antes de adicionar el amino-

~ido. 
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II) 'Dmto el efecto inh.ibitorio, caro el efecto est.inulante que p.iede 

presentar el K+ en funci6n del tier<p:> de prein::ubaci.On de las levadu

ras con este cati6n, son dependientes de la concentraci.On de K+. Esta 

dependencia es rrás notoria a concentraciones de K+ cercanas a su l\n 
(ver figuras 14, 15, 16 y 18). 

De acuerdo con lo anterior, caben varias pos.ibilidades para expli

car el fenCmano, as!, la dependencia que guarda el efecto del K+ CCll su 

concentraci6n, parece indicar qu el transporte mi.SllP del K+ está invo

lucrado directarrente en el transporte de leucina; por otro lado p.idie

ra ser que el K +, simplenente esté ocasionando carcbios en el pobm;::ial 

de Jl'elbrana, que necesarirurente alterar!an el gradiente electroqufuico 

de otros iones, CCJTP por ejemplo el del H+ misrro, los cuales entonces 

influir1an sobre el transporte de leucina; por fil.tino ~diera ser que 

el K+, esté provocando canbios dentro de la propia rrenbrana, que afEl!:_ 

tan entre otras cosas al transporte de aminoácidos; todas estas pos.ibi+ 

lid.acles, requieren ser estudiadas, ¡:ara poder explicar los resultados 

encontrados en este trabajo. Finalmmte, se en::ontr6 que el Na+ no tie-

ne ningtln papel dentro del transporte de leuc.ina. 

En conclusi6n, los resultados presentados indican que al rrenos en 

cc:ndiciones netab6licas favorables, el necanisro de transporte de leu

cina, no está dado por un necanism:> simple de cotransport:e eat H+, qu! 

dando caro un aspecto interesante a investigar, el papel que el K+ tie 

ne dentro de este proceso. 
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