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RESUMEN: 

Se ha reportado que en las levaduras del género Saccha-

romyces, la entrada de amino~cidos se da a través de 

una permeasa general (PG) inhibible por NH; y perme

asas específicas. La PG, se ha estudiado mediante el 

transporte de citrulina. 

También se ha reportado, que ni el Na+, ni el K+ jue-

gan papel directo alguno en la captación de amino~cidos, 

a no ser el de balancear la carga eléctrica neta que 

cruza la membrana. 

En este trabajo se muestra que: 

1) La citrulina no inhibe el transporte de amino~cidos 

neutros, y su entrada presenta dos componentes ciné-

ticos, uno de los cuales parece ser una permeasa de 

amino~cidos b~sicos. 

+ 
2) La preincubación de las levaduras con K estimula el 

transporte de aminoácidos, y puede anular la inhibición 
¡ + 
del NH 4 . Este proceso tiene un curso temporal largo, 

requiere síntesis de proteínas y es independiente del 

pH. 

+ 
La activación por K , se representó en una gr~fica de 

unión que describe la cinética de Michaelis del trans-

porte de aminoácidos. 

Los resultados presentados, muestran que: a) el esquema 

cinético de una PG y permeasas específicas, no es común 

+ a todas las cepas de levaduras,b) el K desempeña un pa-

pel importante incrementando la captura de aminoácidos. 



SUMMARY: 

~t has been reported that in yeast cells of the genus 

Saccharomyces, aminoacid uptake takes place through 

a general permease (GP) inhibited by NH:, and specific 

permeases. The GP activity, has been studied by measu-

ring citruline transport. 

1 b d h . l + K+ It 1as een reporte t at ne1t1er Na nor play 

any direct role in aminoacid transport, but only as 

a means to neutralize the electrical charge flowing 

through the membrane. 

In this work we show that: 

1) Citruline uptake has two kinetic components, one of 

them seems a basic aminoacids permease; citruline, on 

the other hand, does not inhibits neutral aminoacid 

transport activity. 

2) Yeast preincubation with K+, greatly enhances the 

uptake and relieves the inhibition carried out by NH;. 

fThis process has a long time course, requires protein 

synthesis and is pH-independent. 

With the purpose to have a model for further studies, 

the process of K+ activation was introduced into a 

bond-graph that describes the Michaelis kinetics of 

the transport. 

The results presented here, show that, a) the kinetic 

model based on a general permease plus specific perme-

+ 
ases, does not work for all yeast strains, b) K plays 

an important role on the aminoacid uptake, greatly 

enhancing its transport. 
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Introducción 

I. Generalidades: 

El estado actual del conocimiento biológico, muestra sin 

lugar a dudas 

membranas son 

que los procesos de transporte a través 

uno de los mecanismos centrales de 

de 

la 

fisiología celular. 

síntesis de ATP, 

Así, fenómenos tan variados como la 

la captación de nutrientes, la movilidad 

celular, la transmisión de mensajes en el sistema nervioso, 

la contracción muscular etc; se deben en frltima instancia al 

flujo de alguna especie química a través de una membrana (1, 

2) . 

De 

el 

lo anterior resulta clara la importancia que tanto 

conocimiento biológico como para el desarrollo 

para 

de 

biotecnología, tiene el lograr un entendimiento cada vez m~s 

a fondo de estos procesos. 

El estudio fenomenológico del transporte a través de 

membranas se efectua analizando los aspectos cinéticos y 

energéticos del mismo. La cinética del transporte, 

generalmente se estudia una vez que el sistema ha alcanzado 

el estado estacionario; el aspecto energético del proceso, 

por otro lado, suele analizarse dentro del marco de la 

termodin~mica cl~sica, la cual como es bien conocido, trata 

frnicamente con los estados de equilibrio inicial y final de 

los sistemas. Así, al quedar excluida la variable tiempo, 

este procedimiento presenta la limitación de no considerar 

la información derivada del proceso en sí; esto es, no toma 

en cuenta lo que sucede mientras el sistema atraviesa por la 

sucesión temporal de estados de no-equilibrio que 



constituyen el transporte. En este sentido, se logra una 

mejor descripción cuando el análisis se realiza dentro del 

esquema de la termodinámica de procesos irreversibles.Esta 

disciplina constituye una extensión de la Termodinámica 

Clásica, basada en la consideración de sistemas que se 

encuentran fuera del equilibrio y de los procesos temporales 

(irreversibles) asociados con dichos sistemas. 

A la fecha, la termodinámica irreversible se encuentra más 

desarrollada en lo que concierne al tratamiento de procesos 

que se encuentran cerca del equilibrio, para los que los 

flujos se pueden escribir como una combinación lineal de las 

fuerzas. Dentro de esta región lineal, existe un resultado 

muy importante, a saber, las conocidas relaciones recíprocas 

de Onsager. Estas establecen, en ausencia de campos 

magnSticos y fuerzas de coriolis, la simetria de la matriz 

de coeficientes fenomenológicos; la importancia de este 

teorema radica en -que reduce a la mitad el número de 

parámetros a medir. 

La limitación de tal enfoque en el campo del transporte 

biológico radica, por un lado, en que muchas veces este se 

halla acoplado directamente a una reacción quimica cuyo 

flujo reactivo (velocidad de reacción) suele caer fuera de 

la región lineal, 

lado, los flujos 

lo que dificulta su estudio; por otro 

y fuerzas derivados de la función de 

disipación, en ocasiones son dificiles de medir en forma 

directa, por lo que es necesario transformar esta función 

(3). Asi, aunque la termodinámica de procesos irreversibles 



proporciona un marco conceptual adecuado para el estudio de 

los procesos de transporte, el análisis en ocasiones, no 

puede realizarse de manera directa. 

En este contexto, en la d~cada de lo~ 70's Perelson, Oster y 

Katchalsky, establecieron una conección entre la 

termodinámica de redes o circuitos y los elementos 

fundamentales de los sistemas biofísicos: acumulación o 

almacenamiento, 

objetivo de 

procesos de flujo y reacciones químicas. El 

esta conección, fu~ obtener una t~cnica 

conveniente para la aplicación de la termodinámica al 

estudio de procesos biológicos. 

II. Tremodinámica de Circuitos: 

A) Consideraciones formales. 

El procedimiento de la termodinámica de circuitos, consiste 

en realizar una representación gráfica del sistema, junto 

con un algoritmo para obtener las ecuaciones dinámicas 

directamente de la gráfica (4, 5). Para comprender esta 

formulación, es conveniente compararla con el procedimiento 

empleado en la termodinámica clásica. 

En la termodinámica clásica, se parte de un espac1o cuyas 

coordenadas son las variables extensivas S, V, Ni (entropia, 

volumen y n6mero de moles). La 1a1ey de la termodinámica, 

define una función U (energía interna) en este espacio, la 

cual se conserva en un sistema aislado. En t~rminos 



matem~ticos, U describe una superficie en dicho espacio dada 

por: 

La za ley de la termodin~mica, establece que los estados 

de equilibrio del sistema quedan determinados por la 

siguiente propiedad: El valor en el equilibrio de cualquier 

par~metro interno no-restringido, es tal que minimiza la. 

energia para el valor dado de la entropia total (6). 

Los potenciales termodin~micos son los componentes del gra-

diente de U: 

,-¡ v -:. 1 ~ ~ ~ ~ ) - ( T - 'P ~ )~ l '' \. a S / o 'r / o N' J • . / e) Ñ--{ - \ . / _.- '_..) .. :__¡ ' 

donde: T =Temperatura Absoluta, P = Presión,~l= Potencial 

Químico de i. 

Las relaciones de Maxwell de estos potenciales, que 

desempeñan un papel pr~ctico an~logo al de las relaciones de 

Onsager en termodinámica irreversible, se obtienen a partir 

de la condición de simetria de la matriz Hessiana de U, dada 

por: 

1:! ( )< ) ':. 1 \),; j u j"' . 
L l;):, 

En la Termodin~mica de Circuitos, la función fundamental es 

la potencia en vez de la energía, la cual puede expresarse 

de manera general como: f =-¿·.el+ l 

donde: 

ei= esfuerzo o potencial 

fi= variable de flujo 

por ejemplo, en la teoria de circuitos eléctricos: 



e =6V =diferencia de potencial eléctrico 

f = I = corriente eléctrica = J.;:t:-
Las variables primitivas ahora son ei y fi; a 

partir de 

estado: 

y 

Por ejemplo, en un sistema mecánico: 

r J K 
1'(.-t)::. U:. Tt ::: 1 U eJ ~ <.. \.. \)A. t) J 

J:~ul Jt :e l0•wlo.CA"-''"""e( 
La za ley de Newton, nos dice que: 

\::~-= ~?t:: · ~ · r-.: Í F Lli e 12i:A. J -:: e d t: 

\),(!! fl-t): F<~)+ J~t-UJt: f-: f vt-1 0 i11 tv~ fo) :.. lr!A V 
Las interacciones del sistema determinan la forma particular 

de las relaciones entre las variables e, f, p, q. A cada 

forma de interacción del sistema con su ambiente se le 

denomina "entrada-energética". Asociado a cada entrada (1-

entrada) hay un par de variables por ejemplo (e, f) cuya 

relación funcional determina el comportamiento de la entrada 

y por lo tanto del sistema, así, formalmente: 

Definición.-

Una n-entrada es un mapeo G ó relación constitutiva que 

asigna al conjunto de n-variables independientes de la 

entrada, el conjunto correspondiente de n-variables 

conjugadas. 



Ahora bien, con base en la expresi6n para la potencia, 

existen 4 posibles relaciones entre las 4 variables de 

estado, a saber: 

1.- eje (( ... ~)~o 

2. - ez{L ( f/ +) ::: e 

3. - sir<. ( " ~,)'ti -=0 

4.- ?bh (P_~~) :::o 

Por ejemplo, para un condensador, 

"C" como: c._- 6S\ 
- 6.\T 

capacitiva 

inductiva 

resistiva 

memresistiva 

A partir de estas 4 relacione-s, se- tiene que hay 3 formas de 

integrar a "P": 

2- [¿(!)-

3-

~(0 

+JecC1r>J~ 
~(0) 

Por ejemplo, sabemos que la energía cinética de un cuerpo 

esta dada por: 

fe = !/<. "-' V ' " j ~ \J J V - ) '\1 h - j .( ( ? l Jp 

D 011\l> e.·. ~ \':: d (114\J) 

Asi mismo, a partir de las ecuaciones constitutivas se 

definen: 



ó0t t ivt<«"'-'<"'t-~ 1 e -
~ - ( f>. 'Vh C. ( T \ J 1..) 

o? { ivtL'<<IA--<IA<O \ 
L= 

____. -.:. ót. ¡1/\l)LAc.\l\Jo 

()e. 

< 
(IAC'<~I>t ... \0] 

R= -
~~ 

- 'R.~Z.!i:~l>:''ivo 

Por ejemplo, en una membrana de capacidad Cm 

\ :\:\ IN\ o \es P q, u. 'v\ A e. s 1? e de\ 
~ ": \.f\ ~ :.. ) i) (.}. \) f\. €..1\r< lr-::. \IV\ Q_ 1/'V\ h '1 c.tM. t:A J 

";. J i' o\ l..\11 (_. \ó. \ Q_\.A( k\1.0 ~ IZ. \~ ~ 
l 12 S y 12. t \.t. ~V\ \t> \M.e.vv. \::,-("""'lA 

e d \r\"""' 
o o 

B) Representación Gráfica: 

Para representar en forma gráfica los procesos que se dan en 

el sistema~ se introducen los elementos ideales C, R, E, L, 

M estos elementos son generalizaciones de los conceptos 

eléctricos de capacitancia, resistencia, batería etc. por 

ejemplo, si tenemos una membrana separando 2 compartimentos 

entre los que se lleva a cabo la difusión de alguna 

sustancia "j", el centro de la membrana puede verse como un 

condensador en el que se da una acumulación local de "j"; si 

los compartimentos que separa la membrana son 

suficientemente grandes, podemos considerar que se 

encuentran a potencial (químico ó electroquímico) constante 

y por lo tanto pueden mirarse como baterías de potencial 

"E". Finalmente, el aspecto disipativo inherente al proceso 

de difusión, debe representarse mediante resistencias 

ubicadas en las interfases membrana-solución, esto es: 



t 
f\ 

"2. 

:SJ .... , 

E' gr e 

La unión de estos elementos, se realizará mediante "uniones 

energéticas" ideales (-), las cuales son generalizaciones de 

conductores perfectos, esto es que transmiten potencia 

instantáneamente sin pérdida de energía. A las uniones-

energéticas, se les dará una dirección asignándoles una 

flecha (--~~~). Es decir, como las uniones energéticas 

establecen la conexión entre los componentes del sistema, 

cada una de ellas constituye la representación gráfica de 

una 1-entrada (de una interacción). Ahora bien, en la teoría 

de circuitos eléctricos hay básicamente dos formas de 

realizar el arreglo ó unión de los distintos elementos, a 

saber: en serie y en paralelo. En una unión ideal en serie 

hay un mismo flujo (corriente) pero distintos potenciales a 

lo largo de esta; en tanto que en una unión ideal en 

paralelo, los distintos elementos ven un mismo potencial, 

dandose distintos. flujos entre los elementos que la forman: 

• 
~\[ 

en paralelo en serie 
l 

. 
( 



En la termodinámica de circuitos, estos arreglos estan 

representados por des tipos de uniones ideales, a saber: 

Uniones-cero (unión-O) y uniones-uno (unión-1), estas 

uniones son ideales en el sentido de que la potencia que 

entra a ellas es la misma que sale, es decir: 

Una unión-O, representa un arreglo en paralelo, es decir en 

la expresión para la potencia: 

) se tiene que:{¿~-::..ej ~;._,~ 

o 
Q ... 

la condición "r ki ';: 0 , corresponde a la 1a ley de 

Kirchhoff de los circuitos eléctricos. Por ejemplo, si en 

una unión-O confluyen tres uniones energéticas, se tiene: 

~t~ e , -: .e"l -= e? 
e, 

~ e? - ~' t. ~ 1. + ~ s o ::> ';:: 

.{, D ·b 

Las uniones-1, representan un arreglo en serie, es decir en 

la expresión para la potencia: 

La condición L 12.1-:..Q¡, corresponde a la za ley de 

Kirchhoff de los circuitos eléctricos. 

Por ejemplo. si en una unión-1 confluyen tres uniones-

energéticas, se tiene: 

A partir de estas definiciones, podemos observar lo 

9 



siguiente en cuanto al modo de usarse: en las uniones-O, de 

las uniones que confluyen, sale un mismo potencial, pero 

distintos flujos, esto es, pueden representar una 

acumulación local de la especie que fluve; por lo tanto las 

uniones-O se usan principalmente para conectar 

condensadores. En las uniones-1, de las uniones que 

confluyen, sale un mismo flujo, pero distintos potenciales; 

esto es, pueden representar disipación; por lo tanto las 

uniones-1 se usan principalmente para conectar resistencias. 

De esta manera, la representación gráfica del flujo por 

difusión simple de la especie "i". queda.finalmente como: 

l '7.. 

:S5 v 
' 

E' R..' (1'1 12' E?. 

L¡ 
E' ::, 1~o~1 ~ E 'L. 

l l 1 
Yt. R c.., .1AR 

Donde se ha hecho la suposición de de que \(,:::. R.<. -::. \h R . En 

la región cercana al equilibrio, las ecuaciones resistiva y 

capacitiva son lineales y se pueden escribir en forma 

matricial. Asi, para un elemento resistivo R, se tiene que: 



Por definición de unión-1: 

~.-:. ~<.::. -\3 ~ ... (\) 
e, +et..-t--e-s=.oJ 

En la región lineal: 

\ \ 

tenemos: 

e,=e.,+e 3 -= n \--'- \-t-.s ..... e,-:\<.+,-\-e.:s .. o).j-.C-_\s ... C-+) 
(3) y (4) relacionan las variables de entrada con las de 

salida de la unión-1, y en forma matricial pueden 

» <.>"' ll <; •• ~ [>_ ~ ('<> ~ ) 
AnAlogamente para un elemento capacitivo: 

e, :::> 0 <?;r ~ 

¡;, l +.3 
e-z. .(."L 

e_ 

Por definición de unión-O: 

.e_,-:: e_,~ .e.s \ ... (\) 
- ~' ~ ~ 1 . .-\·-\ '1 =-e J 

En la región lineal: 
r Je.1.. ·e 1 1"'1.-: ( cit ... 1. 

:,. vo(~)~ \1) tenemos: 

e,-.:.e-.s ... c:s) y como y 

-) ~ ' -=- C ó oe~ + ~1 ... (4) 

las relaciones l3J y l4) pueden expresarse como: 



12. 

e¡:) (e',~ 7) (~:) / C'' ~e 
( e9 ) 

D ~\ ) ::- ~s) 

,....... (~ ..L 01 ) 
D~vt\)e. L <- =-

dt.. 

A las matrices ~ g, y j ( se les conoce como matrices de 

transmitancia. 

Con el objeto de obtener las ecuaciones dinámicas del 

sistema en el caso continuo, es necesário descomponer 

conceptualmente a la membrana en elementos de volúmen 

infinitesimal dV cm3, según se muestra: 
(_~ Jx. 1 t<:• d }<. c:rJJ< 1 

i i i J 
1 

';!>C ? ~ ?:> o ~ 

á\J=. !x e~ 1 

;¡¡. 
Donde R , C~ son la res1stenc1a y 1a capac1dad específicas 

de la membrana respectivamente. Para cada elemento de 

volumen, los flujos y los esfuerzos que entran estarán 

relacionados con los que salen mediante la composición de 

las funciones lineales de los elementos del volumen, es 

decir, mediante la multiplicación de las matrices de 

transmitancia correspondientes. Así, para cada elemento de 

longitud ex tenernos: 

c.v::J" 

e r 
-----? i ---~7 o 

+ 



De donde, despreciando los tSrminos de órden-2 en dx, se 

obtiene: ce + R* t o (_ ') - -ox 
e#~ +-

C)f o ·l"2.) -- -:: ot- (¡¡( 

Para el caso del flujo de una sustancia "j" eléctricamente 

neutra, tenemos: 

Así en (2): 

(~ 

y 

e_~ /V\A 

) ~\..u..) o ~ C!_ _) ~ 

-:: \ V'V\ L\..A.I\ ~ '< Vt. V\. '-' 

+ 

o \!tvv. "':. (Y' 
ót-

0 \~~- ~\ 
e o \ o-t ax 

(.o'\"\ o (M. -

Que es la ecuación de continuidad, la cual como es bien 

conocido, debe cumplir todo soluto que atraviese la membrana 

sin participar en ninguna reacción química (4). 

El ejemplo anterior sirve para mostrar la utilidad de esta 

técnica. Finalmente, introduciremos un elemento de 2-

entradas, que permita transformar una forma de energía en 

otra, esto es, un transductor ideal en el que no ocurra 

pérdida de energía Ct:'fJiti =u ) , y al cual representaremos 



e' (Y) e 
como: --~ \ \) , '2 -) 

+ 1 "\'" "2. 

la relación constitutiva (la definición) de este elemento de 

2-entradas, tiene la forma 

( -é 11 

\.t-1..1 

general: 

{,~\ (f¿"L) 
f.. '1. ?. ) ~ '2-

la cual con el objeto de que el transductor sea ideal debe 

cumplir la condición: el fr:: e-¿ + "2- esto conduce a 

que: t. '2.1 - {¡z. a d lYt,,) -::. t '2. '2. =- "\ -

;:) ( ~'J -( '1 "'(: () y e ~ \ \ (l, "" ~ \1"" ) e '2 
1 \ () 

o y \..-\-2/ ¡ \-:: "'( ~2 

A "r" se le denomina relación de transferencia ó módulo del 

transductor. 

Asi, en una reacción quimica cada uno de los reactivos y 

productos se representa mediante un condensador a .potencial 

/e: el cual se descarga si "i" es un reactivo ó se carga 

si es un producto. Ahora bien, la especie quimica que se 

encuentra en la mezcla de reacción (condensador) con un 
~ 

potencial~ , participa en la reacción-k, con el potencial~ 

ponderado por el coeficiente estequiométrico de "i" en la 

reacción-k (..Ji.K); por lo tanto el condensador de "i" debe 

conectarse a un transductor de módulo'{-:. rJ¡\<... 
Toda reacción quimica constituye un proceso irreversible 

disipativo, por lo que su representación ademis de los 

elementos mencionados arriba, debe incluir una resistencia 

(Rr) introducida a través de uniones-l. Si la reacción se 

encuentra cerca del equilibrio Rr es una 1-entrada e--¿ K~) 



cuya relación constitutiva de acuerdo con la termodinámica 

irreversible es: 

donde: 

1 +Lv,s e íle.A.<. 't \..;...::> .D, \ 
SR:: 

vQ..lcc.. \~..e..o o e X€A..(LÍ.0Vt 

A~ { A ~ \"' i i).c.. ~ l).t. l,.,. "'\{·t/~Cd¿V\ 7 
Así por ejemplo, la reacción: Jss ~0 ? 
cerca del equilibrio puede representarse corno: 

e~- 3s 
( Js) 3 r / ,)s i Sr/,/ r (Yvr) .J¡:> (p ":'>T}) > TTJ 7 

/s ~ /s 1 ,Jp/p ~i' 
A S'l?.. 

RR 
Katchalsky (4) demostró que si una reacción se encuentra 

lejos del equilibrio, Rr debe ser una 2-entrada (--;::,\2~>); 

por lo tanto la gráfica anterior se modificaría en: 

la cual tornando en cuenta que: 

se simplifica a: 

Lo anterior, constituye solamente un resumen del manejo 

operacional de la termodinámica de circuitos según lo 

presentó Katchalsky (4, 5), en este resumen no se ha 

prestado mucha atención al aspecto formal de la misma. El 

objetivo que se ha perseguido con ello, es mostrar el empleo 

de las gráficas de unión para representar procesos de 

interés biológico, corno son, las reacciones químicas y la 



difusión a través de membranas. En este trabajo se realizó 

un estudio experimental del transporte de aminoácidos en la 

levadura del pan Saccharomyces cerevisiae, en el 

que dos ~spectos del mismo se representan mediante la 

termodinámica de circuitos. 



III.El TRANSPORTE EN LAS LEVADURAS DEL GENERO Saccharomyces: 

A) Importancia. 

La levadura es un organismo unicelular eucarionte con pared 

celular, estas características la convierten en un objeto de 

estudio a la vez interesante y conveniente; ésto se debe a 

que: 

1) Son organismos cuya obtención comercial y mantenimiento 

en el laboratorio son sumamente económicos. 

2) Son económicamente importantes por su utilización en la 

elaboración de pan, vino y cerveza. 

3) Presentan un tiempo generacional ccrto, lo que en 

principio hace posible la obtención de mutantes que no se 

pueden obtener en muchos otros eucariontes multicelulares 

con tiempos generacionales largos. 

4) Presentan una pared celular rígida, lo que las hace 

sujetos experimentales ventajosos, pues permite manipularlas 

fácilm~nte sin temor a que las células se rompan por 

ejemplo, al haber cambios en la osmolaridad del medio. 

Por otro lado, son organismos en sí mismos interesantes, 

entre otras cosas, por lo siguiente: 

1) Al ser unicelulares, en la naturaleza se encuentran 

expuestos a medios cambiantes, razón por la cual es de 

esperarse e y de hecho así sucede ) que presenten una 

flexibilidad adaptativa grande. Esto contrasta con lo que 

sucede en otros eucariontes multicelulares, en los que las 



células estan adaptadas a un ambiente que es básicamente 

constante. 

2) Son organismos que se conocen con gran detalle; en ellos 

se describieron muchas vias rnetab6licas. 

3) Siendo eucariontes, en su membrana plasmática tienen 

una bomba de H+, en tanto que la rnayoria de los euca

riontes pluricelulares tienen bombas de Na+- K+ ( 6,7,8 ). 

Este último aspecto señala la importancia que desde el punto 

de vista biol6gico tienen los estudios de transporte en las 

levaduras, pues en principio hace pensar que estos 

organismos tienen una ubicaci6n filogenética muy peculiar en 

cuanto a la evoluci6n de los sistemas de transporte. 

B) TRANSPORTE DE IONES. FLUJOS DE H+ Y K+. 

La existencia de una bomba electrogénica de H+ en la 

membrana plasmática de la levadura, fue postulada por 

primera vez por Peña estudiando el efecto del K+ sobre 

los intermediarios de la gluc6lisis. Se babia reportado que 

el K+ aumentaba la velocidad de ferrnentaci6n y respiraci6n 

en la levadura, y que su entrada a las células se llevaba a 

cabo en un intercambio por H+ utilizando la energia redox 

derivada del metabolismo; los experimentos realizados por 

Peña mostraron que la adici6n de K+ a pH bajo (pH 4.0), 

causaba un aumento en los niveles de NADH y una disrninuci6n 

inmediata de los niveles de ATP, asi corno un aumento en los 

de ADP y Pi (9, 10). El aumento en los niveles de NADH 
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contradecía la hip6tesis de que la entrada de K+ utilizara 

energíua redox, pues en ese caso se habría observado una 

disminuci6n en los niveles de NADH; por otro lado, la 

disminuci6n de los niveles de ATP explicaba el aumento en la 

velocidad de respiraci6n y fermentaci6n producidos por el 

K+. 

Peña además encontr6 que se podían obtener los mismos 

resultados aumentando el pH del medio sin necesidad de 

agregar K+, y más aún, que cuando el pH era alto el K+ ya 

no producía ningún efecto. Todo esto lo explic6 postulando 

la existencia de una bomba de H+ en la membrana plasmática 

de las levaduras cuya fuente de energía sería directamente 

el ATP (y no la derivada de la transferencia de electrones 

entre pares redox), la cual a valores bajos del pH del medio 

expulsaría H+ solo en presencia de K+ para intercambiar por 

el H+, en tanto que a pH alto sacaría H+ aún en ausencia de 

K+ (en este caso la salida de H+ iría probablemente 

acompañada por la salida de aniones). Por otro lado, el 

hecho de que la bomba sacara H+ a pH alto sin que se 

necesitara K+, indicaba que la salida de H+ y la entrada de 

K+ deberían de llevarse a cabo a través de sistemas de 

transporte distintos. En conclusi6n, se propuso el siguiente 

modelo para los flujos de H+ y K+ en las levaduras (10) 

f'Xí. 
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Posteriormente, mediante el empleo de colorantes 

catiónicos, Pefia encontró que es posible bloquear el 

transporte de K+ sin afectar el bombeo de H+ (11, 12, 13), 

demostrando asi que efectivamente ambos flujos se dan por 

acarreadores diferentes, y que además es probable que el 

transportador de K+ sea común a todos los cationes 

monovalentes. 

Actualmente, la existencia de la bomba de H+ está plenamente 

demostrada; la enzima pura ha sido aislada (14), y todo 

parece indicar que tanto el transportador de cationes 

monovalentes como la bomba de H+ son constitutivos (15), a 

diferencia de los acarreadores de aminoácidos, fosfato y 

sulfato que son inducibles. 

Experimentos realizados por el grupo de Kotyk, indican que 

la salida de H+ muestra saturación respecto a la 

concentración de glucosa y a la densidad de levaduras, lo 

que de acuerdo con estos autores sefiala que las levaduras 

tienden a formar un6pH constante (16); además reportaron_ 

que el grado de acidificación del medio que producen 

ese encuentra sujeto al control del pH externo. Cabe seNalar 

que los experimentos realizados por PeNa demuestran que ese 

control se pierde cuando hay K+ a pH bajo. En concordancia 

con esto último, se ha propuesto (17) que la interrelación 

de los flujos de H+ y K+ permite a las levaduras crear un 

gran~ pH sin variar mucho el~~ y han dicho que para 

explicar los flujos observados, se requiere de al menos una 

ATP-asa de H+ (ya demostrada), un canal electrogénico de 

K+ y un antiportador H+;K+. 
1 



Fuera de lo anterior, no es exagerado decir que pese ~ los 

esfuerzos realizados se ha avanzado poco en la comprensión 

del transporte de cationes en las levaduras, y aún subsisten 

muchas dudas a cerca de la manera en que ocurren los flujos 

de iones. 

C) TRANSPORTE DE AMINOACIDOS 

1.- CARACTERISTICAS CINETICAS. EL PAPEL DEL NH4+. 

Actualmente se considera un hecho que la entrada de 

amino~cidos a las levaduras se da a través de dos tipos de_ 

sistemas de transporte a saber (6) sistemas específicos 

y una permeasa general (PG) poco específica. El origen de 

este esquema data de la década de los sesentas, cuandc el 

grupo de Grenson reportó que en células crecidas en un medio 

con NH4+ como fuente de nitrógeno, se observa lo siguiente 

en relación al transporte de arginina, lisina y metionina: 

i) El transporte de arginina (Tabla 1) se da a través de una 

sola permeasa (18). 

2) La entrada de lisina ocurre a través de dos sistemas de 

transporte, uno de los cuales es él de arginina (19). 

3) Ninguna de las dos permeasas de lisina es inhibida por 

citrulina. 

4) El transporte de Metionina, tiene lugar por medio de dos 

acarreadores uno específico de alt~ afinidad y otro de baja 

afinidad que parece compartir con ~erina o treonina (20). 
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En esos mismos trabajos, se demostró que las permeasas son 

gen~ticamente independientes; pues se obtuvieron mutantes 

(aminoAcido-pl) que carecían específicamente de alguno de 

estos sistemas. Así por ejemplo, el mutante Arg-pl 

no transporta Arg (18); sin embargo, s1 las levaduras se 

crecían en un medio con prolina en vez de amonio como 

fuente de nitrógeno, esos mismos mutantes Arg-pl podían 

transportar Arginina obteniendose resultados análogos con 

los otros dos aminoácidos (19r 20). En linea con este filtimo 

resultado, 4 aÑos despu~s, en 1970, el grupo de Grenson 

reportó que (21) 

1) La velocidad de entrada de varios aminoácidos aumenta 

cuando las c~lulas crecen en un medio con prolina en vez de 

NH4+. 

2) El doble mutante (Arg-pl, Lys-pl) crecido en un medio con 

prolina, es capaz de transportar arginina, lisina, trptofano 

y citrulina; y estos aminoácidos al entrar se inhiben 

mutuamente en forma competitiva. 

3) La mayoría de las permeasas específicas no son afectadas 
~ 

por el NH4+. 

Estos resultados llevaron a Grenson a la conclusión de que 

además de las permeasas especificas, las levaduras presentan 

una permeasa general de aminoácidos (PG), inhibible por el 

NH4+, capaz de mediar la entrada de todos los aminoácidos 

con excepción de los ácidos y de la prolina. ( Tabla 2 ) ; en 

relación con esto, en el mismo trabajo Grenson reportó que : 

1) Se aisló un mutante (gap) que no presenta la PG 



2) La citrulina entra solo por la PG 

3) La leucina inhibió en 91% la entrada de citrulina, por 

lo que es capaz de inhi~ir la PG 

4) La prolina tiene un sistema independiente de transporte 

tambi~n inhibible por NH4+, cuyos par&metros cin~ticos son : 

Km= 0.030 mM, Vmax = 16 nmoles/(min.mg prot). 

Tabla l. Par&metros cin~ticos reportados por Grenson para el 

transporte de amino&cidos en levaduras crecidas en un medio 

con amonio como fuente de nitrogeno. 

Aminoácido 

Arg 

Lys 

Met 

# permeasas 

1 

2 

2 

Km1 (mM ) 

0.01 

0.017 

0.012 

Kmz (miv1) 

0.200 

0.770 

Tabla 2. Parámetros cin&ticos reportados por Grenson para 

el transporte de aminoácidos a través de la PG en levaduras 

crecidas en un medio con Pro como fuente de nitrógeno. 

'Amino&cido Km (!illv1) 

Cit 0.080 

Arg 0.0076 

Lys 0.0031 

Tph 0.010 

Además del modelo cinético propuesto, en estos trabajos se 

hizo evidente que el NH4+ puede interferir con el transporte 

de · amino&cidos la levadura. Esta interacción en principio 



puede entenderse si se toma en cuenta que tanto el amonio 

como los aminoácidos constituyen una fuente de nitrógeno 

importante para las levaduras (22). Un hecho que seNala la 

importancia de este catión para el metabolismo de estas 

células, es que es probable que presenten tres sistemas de 

transporte para él (23); datos obtenidos en el laboratório 

de PeNa, indican que la entrada de NH4+ es un proceso que 

requiere de energía y que la especie química que cruza la 

membrana al entrar a las células es el catión NH4+ en vez de 

la especie eléctricamente neutra NH3 (24); este dato es 

interesante 

cruzan las 

en sí mismo, dado que comfinmente los 

membranas biológicas en su forma 

electricamente neutra. 

ácidos 

qímica 

Por lo que toca al efecto inhibitório del amonio sobre el 

transporte de aminoácidos, se ha demostrado que presenta las 

siguientes características (25) 

1) La inhibición es reversible; esto es, una vez que las 

levaduras son puestas en un medio s1n amonio, la capacidad 

de transporte se recupera, con un curso temporal que parece 

depender del tiempo que pasaron previamente en presencia del 

catión. 

2) La inhibición por NH4+, ocurre a través de dos mecanismos 

independientes, por inactivación de las permeasas presentes 

en la membrana y por represión de la síntesis de nuevas 

permeasas. 

Es importante señalar que estos resultados fueron obtenidos 

midiendo el transporte de citrulina, la cual como se indicó 



anteriormente se supone que entra a las levaduras sólo a 

través de la PG. 

En cuanto a la 

realizados con 

modelo : 

inactivación de la PG, 

mutantes prmitieron proponer 

experimentos 

el siguiente 

El locus génico GAPl de las levaduras, es un gene 

estructural que codifica un constituyente especifico de la 

PG. En uno de los extremos de GAPl, se encuentra el locus 

génico PGR, el cual se ha reportado (26) que determina un 

sitio receptor sobre el que actúa continuamente un control 

negativo (inhibitorio) ejercido por los productos de dos 

genes no ligados MUTZ y MUT4. Existe además otro gene, el 

gene NPRl que codifica una proteina que se cree responsable 

de proteger al GAPl y por lo tanto a la PG contra el efecto 

inactivatorio de los productos de los genes MUT2 y MUT4. 

Grenson (26) ha propuesto que la entrada de NH4+ a las 

células incapacita al mecanismo reactivatorio de NPRI para 

compensar la inactivaci6n ejercida por MUTZ y MUT4, 

probablemente porque el NH4+ o un derivado de éste reprime a 

' la proteina codificada por NPRl, o bien activa al sistema 

MUTZ, MUT4. 

Otros sistemas de transporte que han sido sefialados como 

sensibles al NH4+ por el grupo de Grenson, son : el del 

glutamato, ureidosuccinato y dos permeasas de 

metilamina/amonio (25), recientemente Horák y Rihová han 

reportado que el transporte de prolina en S. cerevisiae se 

da a través de dos sistemas, uno de los cuales tiene los 

parámetros cinéticos y la sensibilidad al NH4+ descritos 



previamente por Grenson (27). En S. ellipsoideus, se ha 

reportado que el NH4+ inhibe el transporte de leucina (28); 

por otro lado, recientemente se ha reportado que en 

bacterias fijadoras de nitrógeno, el NH4+ disminuye la 

velocidad de entrada de todos los tipos de aminoácidos (29). 

A manera de resumen, estos datos parecen indicar que el NH4+ 

inhibe a una gran cantidad de perrneasas de aminoácidos 

tanto en levaduras corno en otros microorganismos. 

2) PAPEL DE LOS CATIONES MONOVALENTES EN EL TRANSPORTE DE 

AMINOACIDOS. RELACION CON LOS REQUERIMIENTOS DE ENERGIA. 

A partir de los trabajos de Mitchell, es bien conocido que, 

la energía contenida en el gradiente electroquímico de los 

iones a través de la membrana puede utilizarse en la captura 

activa de nutrientes. En el caso del transporte de 

aminoácidos en levaduras del género Saccharornyces, el grupo 

de Eddy reportó que en células en las que el metabolismo se 

encontraba limitado por inhibidores de la glucólisis y 

la respiración, se observaba que : 

1) La entrada de leucina, lisina, fenilalanina, glicina y 

arninoisobutarato es mayor a pH 4.5 que a pH 7.4 (29). 

2) La captura de glicina, citrulina, leucina, lisina, 

rnetionina, fenilalanina y prolina se acompaña por la entrada 

de 1 a 2 equivalentes de H+ (31, 32, 33). 

3) La entrada de glutarnato se acompaña por un flujo de 

hasta 3 equivalentes de H+ (lo mismo se observó para el 
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transporte de fosfato) (34). 

4) El mayor flujo de H+ parece ocurrir a través de la PG 

( 31) . 

De estos resultados Eddy pensó que la entrada de aminoácidos 

a las levaduras ocurre mediante cotransporte con es 

decir, que el I~)Ú~ existente a través de la membrana 

plasmática, proporciona la energía necesária para la 

acumulación de estas moleculas mediante el acople del 

influjo del H+ al del aminoácido. En cuanto al papel del K+ 

en este proceso, Eddy reportó que 

1) La entrada de leucina, lisina, fenilalanina, glicina y 

aminoisobutarato disminuye con la presencia de K+ en el 

medio de incubación (30, 33). 

2) Junto con la entrada de H+ que acompaña la captura de 

aciinoácidos, es posible observar un eflujo equivalente de K+ 

(32, 33, 34). 

De esta manera, Eddy llegó a la conclusión de que la entrada 

de aminoácidos en levaduras carentes de energía metabólica 

se da por cotransporte con H+, siendo balanceada la entrada 

de carga eléctrica mediante un eflujo equivalente de K+, por 

lo cual este catión agregado al medio de incubación produce 

inhibición de la entrada de los aminoácidos. Es 

importante recalcar que estos resultados se obtuvieron en 

levaduras que carecían de energía metabólica y su 

generalizaci9n a células con un metabolismo normal no es 

directa; ·el mismo Eddy observó que al menos por lo que toca 

' al transporte de glicina, la dependencia de éste respecto al 

pH y el efecto inhibitório del K+ no eran tan claros cuando 



las levaduras disponian de energía (35); no obstante tarnbien 

es necesirio sefialar que recientemente el grupo de Slayrnan 

ha realizado experimentos que apoyan a la conclusión de Eddy 

en cuanto al papel del H+ en el transporte de glicina (36); 

dentro de esta misma tendencia Ohsurni y Anraku han reportado 

que en la membrana de la vacuola de la levadura existe una 

Mg-ATPasa sensible a DCCD, la cual crea un cuya energía 

se emplea en parte para acumular (mediante cotransporte con 

H+) arninoicidos bisicos en la vacuola (37). 

Los trabajos de Anraku y de Slayrnan coinciden con la 

hipótesis de Eddy, pero aún es necesario aclarar algunos 

aspectos; dado que tarnbien existen resutados qu~ no encajan 

dentro de dicho esquema. Así, el grupo de Kotyk reportó que 

ni el Na+ ni el K+ juegan papel alguno en el transporte de 

aminoácidos (38); por otro lado, nosotros estudiando el 

transporte de leucina en S. cerevisiae encontrarnos que 

cuando las células no han sido preincubadas y no disponen de 

energía metabólica desde antes de la adición de los 

inhibidores de la respiración y la glucólisis, la entrada de 

leucina no es mayor a pH bajo que a pH alto (39). Por otra 

parte hemos visto que el K+ desernpefia un papel complejo en 

el transporte de arninoicidos, que no puede explicarse 

únicamente en términos de neutralizar la carga eléctrica 

neta que cruza la membrana. Finalmente, es conveniente hacer 

notar en este momento que el empleo de vesículas de 

membranas de levaduras probablemente resulte una herramienta 

poderosa para afirmar o descartar la hipótesis de Eddy, esto 
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aparejado a que se obtenga una visión müs clant accrcu de 

los sistemas de transporte ele iones en 1us levaduras. 

3) SINTESIS DE .PROTEINAS RFLACTOXADJ\S CO)J PROCESOS DE 

TRANSPORTE. PAPEL DE LOS CATIONES MONOVALENTES. 

El proceso a que se somete a las levaduras antes de la 

realización de estudios de transporte presenta variantes de 

un laboratorio a otro. 

consiste en dos fases 

Sin embargo, en términos generales 

primero las células son puestas a 

crecer durante varias horas en un medio rico en nutrientes y 

al finalizar este periodo son lavadas por centrifugación, se 

ponen en agua desionizada y se dejan por varias horas 

burbujeándoles aire; esta 

las levaduras consuman 

segunda fase tiene por objeto que 

las reservas energéticas que 

acumularori al estar en el medio rico en nutrientes, de tal 

forma que al iniciar el estudio de transporte podamos tener 

consuman la seguridad de que el sustrato que 

precisamente el que en ese momento se les dé. Es 

sea 

bien 

conocido 

levaduras 

(15, 40) ; 

que durante la fase de aereación en 

degradan varios de sus sistemas de 

de hecho es probable que los únicos 

agua, las 

transporte 

sistemas 

constitutivos que no son degradados en ese tiempo son la 

ATP-asa de H+ (15) y el transportador de K+ (Pefia, 

observaciones no publicadas); asi, cuando las células son 

puestas en presencia de un sustrato fermentable (glucosa) o 

respiratorio (etanol), éste, al mismo tiempo que 

·z 



constituye una fuente de energia, da lugar a una scfial que 

desencadena la sintesis de los sistemas de transporte que 

habian sido degradados; en relación con esto, el grupo de 

Kotyk ha reportado que : 

1) La actividad de transporte de glicina, leucina, prolina, 

aminoisobutarato, fosfato y sulfato aumenta al preincubar 

las c§lulas con glucosa con un periodo de latencia y una 

velocidad distinta para cada compuesto (15, 40, 41, 42). 

2) El aumento en la actividad de transporte, en todos los 

casos esta asociado a un aumento paralelo en la sintesis 

general de proteínas, y es por consiguiente suprimido al 

agregar un inhibidor de 6sta, la cicloheximida (CH). 

3) Con excepción del fosfato (15) la Km para los dem&s 

compuestos permaneció constante, aumentando solamente la 

Vmax. 

4) Estimaciones delbY¡1 ~durante la preincubación con glucosa 

muestran que este se establece casi de inmediato y después 

presenta muy poca variación conforme transcurre el tiempo 

(15), de modo que : 

5) El aumento en la actividad de transporte no puede deberse 

a cambios en el bYv._!r- sino más bien a un aumento en la 

cantidad de acarreadores en la membrana (15). 

Asi mismo, se ha estudiado el papel que el NH4+ y el K+ 

desempeñan dentro de la estimulación del transporte por 

glucosa. En concordancia con el efecto inhibitorio del NH4+ 

que se ha reportado en el transporte de amino&cidos, Kotyk 

encontró que este ion inhibió parcialmente la entrada de 



leucina (15) y de sulfato (40), en tanto que no tuvo ningón 

efecto sobre la captura de fosfato (42); sin embargo 

resultados obtenidos en nuestro laboratorio, muestran que en 

nuestras condiciones de trabajo el NH4+ estimula el 

transporte de fosfato (43) y que a diferencia de lo 

reportado por Kotyk, la Km para el fosfato se mantiene 

constante al preincubar con glucosa. Estas diferencias 

pueden deberse a : 

1) La cepa de S.cerevisiae que utiliza Kotyk no es isogénica 

a la empleada por nosotros y/o 

2) Las diferencias antes aludidas en el proceso a que se 

someten las levaduras antes de los experimentos. 

En relaci6n al papel del K+, Kotyk report6 que este cation 

agregado al medio de incubaci6n aumenta la estimulaci6n por 

glucosa del transporte de sulfato (40); sin detenerse a 

estudiar este proceso; el mismo resultado obtuvimos nosotros 

con el transporte de leucina (39). 

A manera de resumen podemos decir que la glucosa desempeña 

dos funciones paralelas a) Constituye una fuente de 

énergía inmediata para las células, lo que le permite 

activar de inmediato sus sistemas de transporte 

constitutivos, creando así gradientes electroquímicos de 

iones (H+,K+) y b) Constituye directa 6 indirectamente una 

señal que inicia la síntesis de una gran variedad de 

sistemas de transporte. 

En cuanto al papel que los cationes monovalentes desempeñan 

dentro de este proceso, podemos resumirlo como sigue: 

1) Los gradientes electroquímicos de los iones pueden 
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emplearse como fuente directa de energía para la captura de 

nutrientes; a este respecto Eddy ha propuesto que el /.~)~tes 

la fuente directa de energía para el transporte de 

aminoácidos, fosfato y algunos carbohidratos, con el K+ 

manteniendo un balance neutro de carga eléctrica, en tanto 

que Kotyk propone que ni el K+ ni el Na+ juegan papel alguno 

en la entrada de aminoácidos. 

2) Los cationes rnonovalentes (NH4+, K+) durante el tiempo de 

preincubación con glucosa, directa o indirectamente dan 

lugar a una señal que elimina o potencia el efecto de la 

glucosa. 

4) EL TRANSPORTE DE L-LEUCINA EN LEVADURAS DEL GENERO 

Saccharornyces. 

El transporte de L-Leu ha sido estudiado ampliamente por el 

grupo de Ramos y Stoppani quienes han reportado que en 

S.cerevisiae presenta las siguientes características (44, 

45, 46) 

1) El transporte parece ser activo, corno lo demuestra su 

abatimiento por inhibidores del metabolismo. 

2) La entrada de leucina al tiempo cero (veu) representa un 

40% de la entrada total en células sin energía, pero su 

contribución es pequeña en células que disponen de energía. 

3) La veu depende del metabolismo. 

4) Concentraciones de glucosa por encima de SrnM parecen 
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tener un efecto inhibit6rio en el transporte. 

5) La entrada de leucina se da a través de dos sistemas 

cuyos par&metros cinéticos dependen del estado metabólico de 

las células. 

6) Estos sistemas de transporte caen dentro de la categoría 

de los firmemente unidos a la membrana (8) ya que el valor 

de sus par¿metros cinéticos es el mismo en células enteras 

que en protoplastos, los cuales de acuerdo con Kotlyar y 

Ramos (46) son : 

Km1 Vmax1 Km2 Vmax2 

(mi\1) (nmoles/min. g) 

células enteras 0.034 530 0.41 1590 

prtoplastos 0.084 1060 0.93 3770 

7) Los acarreadores de leucina no presentan grupos -SH 

expuestos a la superficie externa de la membrana (47). 

Este grupo estudió también el transporte de leucina 

en S.ellipsoideus y report6 que (28) 

1) Sus características cinéticas son similares a las que 

presenta S.cerevisiae. 
,1 

2) Los par¿metros cinéticos de los acarreadores varían con 

el estado metab6lico de las levaduras, y son 

Km1 Vmax1 Km 2 Vmax2 

(mM) (nmoles/min.g) 

s1n energía 0.05 111 2.9 311 

con energía 0.14 3200 0.49 6100 

3) La preincubaci6n con NH4+ durante 25 min, estimu16 la 

captaci6n a los 10 segs, pero la inhibi6 a los Smin. 

En relaci6n con estos trabajos podemos hacer las siguientes 



observaciones : Priméro, si el transporte es activo, como se 

explica este en células sin energía ?. Segundo, la veu es un 

valor extrapolado a tiempo cero y parece poco probable que 

represente el 40% de la captación total. Tercero, en ese 

mismo trabajo (44) se reportaron valores negativos de Km y 

Vmax, lo que se adjudicó a la veu. Cuarto, un efecto 

inhibitorio por glucosa es difícil de visualizar. Quinto, el 

efecto reportado para el amonio es poco claro y no es 

posible concluir nada en concreto a partir de él. Todas 

estas observaciones así como los resultados contradictorios 

entre el grupo de Eddy y el de Kotyk, nos motivaron a 

estudiar el transporte de Leu en células de S.cerevisiae que 

han alcanzado el estado estacionario de crecimiento e 3 9) , 

nosotros encontramos que en relación con los requerimientos 

de energía : 

1) El transporte de Leu es activo y por consiguiente en 

células sin energía es pequeño a cualquier pH y a diferencia 

de lo reportado por Eddy en estas condiciones no se observó 

qu~ hubiera una mayor entrada a pH bajo (pH 4.0) que a pH 

alto (pH 8.5). 

2) En concordancia con lo reportado por Kotyk (15), paFa 

obtener captaciones significativas de leucina, no basta con 

que exista glucosa en el medio, sino que además se requiere 

preincubar a las levaduras con la glucosa durante tiempos 

largos (60 min). 

3) A diferencia de lo reportado por Stoppani, encontramos 

que a medida que aumenta la concentración de glucosa, la 



entrada de leucina aumenta, hasta que la concentración de 

glucosa es de 150 mM a partir de la cual, la captación de 

leucina tiende a hacerse constante. 

4) Al igual que la glucosa, el etanol con agua oxigenada es 

un buen sustrato y en ambos casos el inhibidor metabólico 

que resultó más efectivo para bloquear el transporte de 

leucina, fue la azida de sodio un inhibidor de la 

respiración, lo que demuestra que aún con glucosa corno 

sustrato, se requiere de la participación de la rnitocondria 

en el proceso de transporte. 

5) En células que han sido preincubadas con glucosa el pH 

6. o resultó el óptimo para la captación de Leu. 

Por lo que toca a los aspectos cinéticos, observamos que 

1) A diferencia de lo reportado en la literatura en nuestras 

condiciones de trabajo el transporte de leucina se da a 

través de un solo sistema cuyos parámetros cinéticos son Km 

= O. 215 nu\1 y Vrnax = 1144 nrnolas/ (rnin. g). Cabe hacer notar 

que estos valores son del mismo orden de magnitud que los 

del sistema 2 reportado por Kotlyar y Ramos, por lo que es 

probable que se trate del mismo sistema. 

2) El acarreador de leucina es altamente específico para 

este aminoácido, ya que el glutarnato no inhibió el 

transporte en tanto que la lisina y la alanina lo inhibieron 

pero ninguno en forma competitiva. 

En cuanto al papel del Na+ y del K+ encontrarnos que 

1) En concordancia con lo reportado por Kotyk, el Na+ 

agregado junto con la leucina tuvo un efecto ligeramente 

inhibitório sólo a concentraciones por arriba de 10 mM, en 



tanto que a concentraciones menores no tuvo ningfin efecto. 

El K+ presentó un ligero efecto inhibitorio a todas las 

concentraciones y este no fue de tipo competitivo. 

2) A diferencia del efecto mencionado arriba, cuando las 

c~lulas se preincuban con K+ durante una hora hay un 

incremento notable en la captacion de leucina a cualquier 

pH. Haciendo un par~ntesis es importante señalar que en 

nuestro laboratorio se han encontrado resultados an&logos 

para el transporte de fosfato. 

OBJETIVOS 

Con base en los resultados que obtuvimos en 

de leucina y a los reportes de la literatura, 

era conveniente proseguir el estudio del 

amino&cidos con el objeto de 

el transporte 

decidimos que 

transporte de 

tl) Establecer si nuestras levaduras presentan la PG 

reportada por Grenson, ya que observamos que la entrada de 

Leu se da a trav~s de un solo sistema que además es muy 

específico por este aminoácido. 

2) Determinar la generalidad del efecto estimulatório del K+ 

dentro del transporte de amino&cidos y obtener información 

acerca del mecanismo por el cual se lleva a cabo. 



3) Elaborar una gr~fica de union para incorporar la 

información experimental que se obtenga, con el objeto de 

establecer hipótesis que, en el futuro, lleven al diseño de 

nuevos experimentos. 



MATERIALES Y METODOS. 

MATERIALES.-

Se trabajo con la levadura Saccharomyces cerevisiae, 

obtenida comercialmente de la fábrica " La Azteca". 

Todos los reactivos utilizados son de grado analítico. Los 

aminoácidos no radiactivos fueron obtenidos de Sigma 

Chemical Company; la L-(3,4,5-3H)-Leucina, la L-(ureido-

14c)-Citrulina y el L-(14c (U) )-Aspartato, se obtuvieron de 

New England Nuclear. 

METODOS.-

-- Tratamiento de la levadura previo a cada experimento 

(48) 

Se pesaron 7.5 g de la levadura, y se suspendieron en 250 ml 

de medio de cultivo de De Kloet (49), afiadiendo 0.250 ml 

del antiespumante FG-10 de Corning. La mezcla se incubó 

durante 8 horas a 3ooc, burbujeando aire a través de un 

vidrio poroso. Al término de este tiempo, las levaduras se 

lavaron dos veces por centrifugación durante 10 min a 600 G 

(2000 rpm); hecho esto, las células se resuspendieron en 

agua destilada en un volumen total de 300ml y se dejaron 

aerear durante 16 horas a 300C; transcurrido este tiempo, 

las células se lavaron dos veces por centrifugación durante 

10 min a 600 G (2000 rpm), después de lo cual se pesó la 

levadura y se resuspendió en agua desionizada en un volumen 

total igual al doble del peso humedo de la levadura. 



-- Tratamiento de la levadura durante los experirnentos.-

A menos que otra cosa se indique, previamente al ensayo de 

transporte, las células a una densidad de 50 rng/rnl fueron 

preincubadas durante una hora en un buffer MES-TEA 20 mM pH 

6.0 con glucosa 150 ~~ (medio A), más las adiciones que en 

cada caso se indiquen (39). 

--Medida del transporte de arninoácidos.-

Terrninada la preincubación en el medio A, se agregó el 

aminoácido radiactivo a la mezcla de ensayo, hecho esto a 

los tiempos que se indican más adelante, se tornaron de cada 

mezcla de ensayo dos muestras (F, T) de 0.1 rnl cada una. La 

muestra F se lavó por filtración en filtros marca Sartorius 

de 450 nm con 15 ml de agua desionizada a O oc; a los 

filtros así obtenidos, se les agregó 5 rnl del líquido de 

centelleo Tritosol (49), y se contaron en un contador de 

centelleo líquido TRI-CARB 300C. A la otra muestra (T), se 

le agregó 

Dconocer la 

directamente 5 rnl de Tritosol y se contó, para 

radiactividad total agregada a cada mezcla de 

ensayo. 

La captación de aminoácidos por las levaduras se calculó de 

la siguiente manera : 

Captación = ( C.F / C.T )*( S * D ) 

donde 

C.F 

C.T 

S 

D 

Cuentas por minuto (cpm) en la muestra F 

cprn en la muestra T. 

nrnolas aminoácido 1 ml. 

= Factor de dilución (D = 20 en la mayoría 

experimentos). 

de los 



A menos que otra cosa se indique, la entrada de un 

aminoácido a las levaduras esta expresada como : 

V= nmolas aminoácido 1 (min * g). 

En cada figura, a menos que otra cosa se indique, se 

presentaran los datos correspondientes a un experimento 

representativo de un conjunto de por lo menos tres. 

En el caso del transporte de leucina, encontramos 

anteriormente que este se encuentra en velocidades iniciales 

hasta los S min (39). La fig. 1, muestra que tambi~n el 

transporte de citrulina es lineal hasta los 5 min; debido a 

esto, decidimos incubar a las levaduras durante 3 min con el 

aminoácido radiactivo en los experimentos sin KCl y 2 min en 

los experimentos con KCl ya que el K+ parece sacar al 

sistema de velocidades iniciales (datos no mostrados). Para 

el aspartato, no se determinó el intervalo en el cual se 

encuentra en velocidades iniciales ya que con este 

aminoácido no se hicieron cin~ticas. 

Medición de síntesis de proteínas.-

La síntesis de proteínas se midió mediante la incorporación 

a estas de L-3H-Leucina para lo cual, las c~lulas se 

preincubaron con L-3H-Leucina 0.200 mM en el medio A más las 

adiciones que en cada caso se indican, a distintos 

intervalos de tiempo, se tomaron de las mezclas de ensayo, 

muestras de 0.1 m1 y se mezclaron cada una con 1 ml de TCA 

al 10% (w/ v), el precipitado total obtenido con TCA se se 

lavó por filtración con 15 ml de agua desionizada a O °C y 

o 
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Fig. l. Velocidades iniciales de la entrada de 1-Citrulina. 

Las c§lulas fueron preincubadas durante una hora en el medio 

A. al ca~o de ese tiempo se agregó L-14c-citrulina a las 

concentraciones que se sefialan y a los tiempos indicados se 

tomaron muestras y se determinó la captación. 
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la radiactividad del material que quedó en los filtros se 

mi dio en forma análoga a como se señaló en el transporte de 

aminoácidos. 

Para inhibir la síntesis de proteínas, se agregó 0.4 mM de 

cicloheximida (CH) al medio A. La tabla 3 muestra que la CH 

efectivamente inhibe la síntesis de proteínas en las 

levaduras. La tabla 4, muestra que 0.4 mM de CH no tiene 

efecto directo sobre los transportadores de aminoácidos. 



Tabla 3. Efecto de la CH sobre la síntesis de proteínas. Las 

levaduras fueron preincubadas con 0.20 m.M L-3I-I-leucina en el 

medio A más la condición que se indica durante una hora. La 

síntesis de proteínas está medida corno cprn incorporadas al 

material insoluble bajo cada condición. 

CH ( mM ) 

o 

0.40 

o 

0.40 

Tiempo de preinc. ( min ) 

o 

o 

60 

60 

cpm 

1237 

1685 

20097 

391 



Tabla 4. Efecto de la CH sobre los transportadores de 

aminoácidos. Las levaduras fueron preincubadas por una hora 

en el medio A. Al cabo de ese tiempo se agregó L-H3-leucina 

junto con CH a las concentraciones que se indican; 3 min 

después se determinó la captación. 

CH (mM ) 

o 

0.40 

o 

0.40 

Leu ( mM ) 

0.10 

0.10 

0.50 

0.50 

V 

460.2 

546.0 

1096.3 

1107.0 



RESULTADOS 

1. Estudios sobre la afinidad de los sistemas de transporte 

de aminoácidos. 

Con el objeto de determinar si la entrada de leucina se 

lleva a cabo a través de la PG, dado que la citrulina es 

transportada por ese sistema (21), estudiarnos su transporte 

en presencia de citrulina como inhibidor y viceversa. Los 

datos de la tabla 5, muestran la entrada de citrulina a las 

levaduras y que la leucina tiene un efecto inhibitório sobre 

el transporte de citrulina mayor que el que este último 

produce sobre la leucina. Si la entrada de ambos aminoácidos 

fuera por la misma permeasa, este dato indicaría que la 

afinidad del sistema sería mayor por la leucina; Grenson 

reportó una Km de 0.080 mM de la PG para la citrulina y 

n~sotros una Km de 0.215 mM del acarreador de leucina, por 

lo tanto los datos de la tabla 5 parecen indicar que la 

citrulina y la leucina no entran por la misma permeasa. En 

apoyo a esta conclusión, la fig. 2 muestra que 0.90 mM de 

citrulina no tuvo ningún efecto sobre la cinética del 

transporte de leucina. 

¿5 \ 



Tabla S. Inhibición del transporte de leucina por citrulina 

y viceversa. Las levaduras fueron preincubadas una hora en 

el medio A, al cabo de ese tiempo se agregó 0.10 mM de L-3H

leucina junto con citrulina a las concentraciones indicadas, 

o 0.080 mM de L-14c-citrulina junto con leucina Tres min 

después se determinó el transporte. 

Aminoácido 

inhibidor (mM) 

o 

0.10 

1 l. 00 

% Inhibición de 

citrulina sobre 

leucina 

o 

15 

36 

% inhib. 

leucina sobre 

citrulina 

o 

50 

90 

de 



Fig. 2. Hofstee del transporte de leucina. Las levaduras 

fueron preincubadas por una hora en el medio A; al cabo de 

ese tiempo se agregó la L-3H-leucina ( ) ó L-3H-leucina 

más O. 90 mM ci trulina CO). Tres rnin después se determinó el 

transporte. 
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Dado que las observaciones anteriores no encajan dentro del 

esquema 

cin§tica 

propuesto por Grenson, decidimos estudiar la 

del transporte de citrulina cubriendo un intervalo 

de concentraciones mucho m~s amplio que el abarcado por esta 

autora. En la fig. 3, se muestra que la gr~fica de Hofstee 

del transporte de citrulina presenta dos componentes, lo que 

suele interpretarse como indicador de dos sistemas de 

transporte, o de un solo sistema con dos sitios de unión 

para el sustrato, siendo en general dificil distinguir entre 

esas dos posibilidades. La fig. - 3, tambi§n muestra que el 

componente de alta afinidad por citrulina se elimina (se 

inhibe) al agregar 0.320 mM de leucina, por lo que decidimos 

estudiar su especificidad hacia otros amino~cidos. La tabla 

6, muestra que el grupo de amino~cidos aniónicos, prolina y 

los aminoicidos azufrados pricticamente no inhiben al 

componente de alta afinidadel grupo de los a.a. neutros es 

capaz de inhibir pero en un porcentaje mucho menor que los 

a.a. catiónicos. Asi, el componente de alta afinidad 

presenta la especificidad que es de esperarse de un 

transportador de amino~cidos básicos, esto no es dificil de 

entenderse si se recuerda que la estructura de la citrulina 

corresponde a la de un aminoácido básico. 

Con el objeto de obtener información que 

distinguir entre la posibilidad de dos 

nos permitiera 

sistemas de 

transporte de citrulina o de uno solo con dos sitios de 

unión, decidimos estudiar el efecto del ~H del medio al 



componentes. 
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Fig. 3. Hofstee del transporte de Citrulina. 

Las condiciones experimentales son las mismas que las 

indicadas en la fig 2. C•) L-14c-citrulina, (O) L- 14c-

citrulina más 0.320 mM Leu. 



Tabla 6. Especificidad del componente de alta afinidad del 

transporte de citrulina. Las levaduras fueron preincubadas 

durante una hora en el medio A, al cabo de ese tiempo se les 

agregó 0.0150 mM de citrulina más 0.10 mM del aminoácido que 

se indica y se midió el transporte. 

Aminoácido 9.: o de inhibición Aminoácido 9.: o de inhibición 

Ninguno o metionina 29 

arginina 86 cisteina 6 

histidina 96 

lisina 96 prolina - 18 

alanina 50 glutarnato 24 

leucina 40 aspartato -20 

triptofano 44 
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En la fig 4, se observa que el cornpónente de alta afinidad 

por citrulina tiene una dependencia del pH marcadamente 

diferente de la que presenta el componente de baja afinidad, 

es obvio que este resultado por sí solo no se puede 

considerar corno concluyente a favor de la existencia de dos 

perrneasas diferentes para la citrulina, pero sumado a otro 

tipo de observaciones, puede resultar de utilidad para 

descartar alguna de las dos posibilidades que tenernos. 

Corno se mencionó en la introducción, se ha reportado que una 

gran variedad de sistemas de transporte muestran un aumento 

en su actividad al preincubar a las levaduras con 

glucosa (15); por lo tanto decidirnos estudiar este aspecto 

de la entrada de citrulina, con el objeto de ver si existian 

~diferencias entre sus dos componentes durante este proceso. 

La fig.S, muestra que al igual que sucede con la leucina y 

otros aminoácidos (15, 3 8' 39), el transporte de citrulina 

se incrementa considerablemente al preincubar a las células 

con glucosa, y que el curso temporal de esta estirnulación es 

el mismo para los dos componentes del transporte. Podría 

pensarse que este dato constituye una evidencia en contra de 

la hipótesis de dos sistemas distintos para la citrulina. 

Sin embargo, Kotyk ha mostrado que sistemas de transporte 

distintos pueden presentar un curso temporal de estimulación 

por glucosa semejante (15). Este dato por si solo entonces, 
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Fig.4. Efecto del pH al momento del transporte sobre la 

captación de citrulina a través de sus dos componentes. Las 

levaduras fueron preincubadas en el medio A durante una 

hora; al término de este tiempo se lavaron dos veces por 

centrifugación durante S min; después fueron resuspendidas 

en un medio con glucosa 150 mM y un buffer variable 40 mM 

según el valor de pH indicado en el eje de las abcisas, con 

0.03 mM Cit* ó con 1.5 mM Cit* + 1 mM Leu (0) y 3 min 

después se determinó la captación. 
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• Fig.5. Curso temporal de la estimulación por glucosa del 

transporte de citrulina. Las levaduras fueron preincubadas 

en el medio A por los tiempos indicados en el eje de las 

abcisas, hecho esto se agregó 0.03 mM de Cit* 

Cit; + 1 ml"i Leu O ) y 3 min después se midio el 

transporte. LDS resultados estan expresados como el 

porciento de los valores obtenidos a los 60 min. 



2. Papel de los cationes rnonovalentes en el transporte de 

arnonoácidos. 

Así, decidirnos abocarnos al otro objetivo de este estudio, 

el del papel de los cationes rnonovalentes en el transporte 

de aminoácidos, con el propósito adicional de que al 

hacerlo, en forma paralela pudiéramos ir obteniendo 

información en relación con las opciones cinéticas del 

transporte de citrulina. 

Corno se mencionó en la introducción,hernos encontrado que la 

preincubación con K+ estimula el transporte de leucina (39). 

Por ello, se buscó estudiar la generalidad de dicho efecto 

sobre la entrada de aminoácidos a la levadura, y dado que 

los resultados cinéticos que hemos mostrado en relación con 

el transporte de leucina y citrulina no encajan dentro del 

esquema propuesto por Grenson, decidirnos estudiar este 

aspecto utilizando un representante de cada grupo de 

aminoácidos a saber : leucina, citrulina y aspartato. 

La fig. 6.A, muestra que la preincubación de las levaduras 

en presencia de K+ estimula notablemente tanto el transporte 

de leucina corno el de citrulina y el de aspartato; por lo 

que este efecto es probablemente general en el transporte de 

aminoácidos en estas células. Por otra parte, la fig. 6.B, 

comprueba los reportes de la literatura de que el NH4+ 

inhibe el transporte de leucina y citrulina, pero además 

muestra que no tiene ningún efecto sobre el transporte de 

54 
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Efecto d~l K+ y del NH4• sobre el transporte de 

aminoácidos, 

en el m~:dio A (cord:r·ol) ó en el medio{:'¡+ 10 ml'í I<Cl u~~) o en 

el modio A+ 10 mM NH4+ (8), al término de este tiempo se 

agregó el aminoácido indicado a la concentración de 0.080 mM 

y 3 mi n después se mi di o el ·txanspoi~te. 



aspartato, por lo que a diferencia de la estimulaci6n por 

K+, la inhibición por NH4+ no es una característica general 

del transporte de amino&cidos en las levaduras. 

En la figura 7,se nuestra que el efecto del amonio en la 

actividad de las permeasas, tiene las siguientes 

características: 

1) Como se ha reportado en la literatura, en la inhibición 

ejercida por el NH4+ interviene un elemento de inactivación 

2) Como se preveía de la fig. 6.B, el NH4+ en estas 

condiciones no tuve ningün efecto sobre el transporte de 

aspartato. Los valores elevados de captación de este 

amino~cido observados a los 35 min, probablemente se deben a 

que a esos tiempos la CH dejo de tener efecto sobre la 

síntesis de proteínas. 

3) El curso temporal de la inactivación por NH4+, es el 

mismo para la leucina y la citrulina, a pesar de que como 

hemos visto entran a las levaduras por sistemas diferentes, 

lo cual no resulta extrafio si consideramos que el NH4+ 

inhibe una gran variedad de permeasas distintas a través de 

elementos genéticos comunes. 

4- ) El curso temporal de la inactivación por NH4+, fue un 

poco más lento tanto para citrulina como para leucina 

cuando las levaduras habian sido preincubadas con K+: así 

m1smo, los valores finales de transporte (a los 40 min) 

fueron mayores. Por lo tanto, parece que la preincubación 

con K+ proteje en cierta medida a las levaduras contra el 

efecto inactivador del NH4+ sobre el transporte de 
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Efecto del NH4• sobre la actividad de las permeasas 

en ausencia de síntesis de proteínas. 

células fueron preincubadas por una hora en el medio A 

(figuras vacias) ó en el medio A + 1 O mt1 !<Cl 

llenas), al término de este tiempo se lavaron dos veces por 

centrifugación y al tiempo cero se resuspendieron en el 

ffif...:>di o O. 'l·O mt·1 (contr-ol) o en el medio A + 0.40 CH 

+ 10 mM NH4• y a los tiempos indicados se agregó 0.080 mM 

del aminoácido corr2spondiente determinandose el t. r t.\n ~s~J C)r te 

2 mi n der-:.pués. Los valores obtenidos sin NH4• 

promediaron para cada caso y se tomaron como el 100 %. O -
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aminoácidos. 

Con base en lo anterior, decidimos estudiar el efecto de la 

preincubación de las levaduras en presencia de K+ y NH4+ en 

cantidades equimolares. La fig.8, muestra que : 

1) En todo el intervalo de concentraciones probado, la 

preincubación con K+ estimuló el transporte de citrulina a 

trav&s de su componente de baja afinidad, en tanto que la 

preincubación con NH4+ lo inhibió. 

2) Tanto el efecto estimulatorio del K+, como el inhibitorio 

del NH4+ presentan saturación a concentraciones altas de 

ambos cationes (por arriba de 10 mM). 

3) Cuando las levaduras son preincubadas en presencia de 

cantidades equimolares de K+ y NH4+, los efectos que estos 

iones producen por sí solos, se cancelan mutuamente. 

Cabe sefialar que estos mismos resultados se obtuvieron para 

el transporte de citrulina a través de su componente de alta 

afinidad, así como para el transporte de leucina (datos no 

mostrados), por lo que es probable que sean comunes a todas 

aquellas permeasas inhibibles por NH4+. 

Los datos presentados en las figs 7 y 8 parecen indicar que 

existen elementos comunes en el mecanismo de estimulación 

del K+ y el de inhibición por NH4+, esto nos motivó a 

estudiar más detalladamente las características del efecto 

del K+, así que, priméro decidimos estudiar su especificidad 

mediante el empleo de otros cationes del primer grupo de la 

Tabla Periódica, los metales alcalino-terreas. La fig.9, 

muestra que al menos por lo que toca al transporte de 

leucina, el efecto estimulatorio del K+ es altamente 

1 
-! 

1 
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Fig.8. Efecto de distintas concentraciones de K+ y/o NH4+ 

sobre el componente de baja afinidad por Cit. Las levaduras 

fueron preincubadas por una hora en el medio A m¿s KCl { ) 

ó NH4 + ( +) ó KCl + NH4 + ( O ) a la concentración tOtal de 

los cationes que se indica en el eJe de las abcisas~ 

transcurrido ese tiempo se agregó l. 5 mM Cit* + 1 mM Leu y 2 

min después se midió la captación. 
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inespecifico; obteniendose resultados casi idénticos con 

Rb+, es+, y Na+, la Gnica excepción fué el Li+, el cual no 

tuvo el mismo efecto que los otros cationes; en relación a 

la inespecificidad de este efecto, es importante sefialar que 

los mismos resultados que se muestran en la fig.8, se 

obtuvieron para el transporte de leucina cuando el K+ se 

sustituyó por Na+ (datos no mostrados). 

La fig.lO, muestra que el curso temporal de la estirnulación 

por K+, tiene las siguie~tes características 

1) Tiene forma sigrnoida:, aunque esto es menos claro para el 

transporte de leucina que para el de citrulina (fig lO.B). 

2) Aunque de forma sig~cidal, tanto la velocidad corno el 

porcentaje de estirnula~ión son distintos para los dos 

componentes de la entrada de citrulina, lo cual apunta en el 

sentido de que estos corresponden a dos sistemas de 

transporte distintos (fi;.lO.A) 

La forma sigmoidal de la estirnulación por K+, indica que su 

efecto no comienza a darse de forma inmediata, sino que 

requiere de un periodo de latencia que es distinto para cada 

aminoácido. 

Con el objeto de obtener evidencias respecto a si el aumento 

observado 

el número 

estas, se 

incrementar 

en el transporte se debe a que hay un aumento 

de perrneasas y/o un aumento en la actividad 

procedió a estudiar si el K+ era capaz 

en 

de 

de 

la entrada de aminoácidos en ausencla de 

síntesis de proteínas. La fig.ll, muestra que 

1) Para que el K+ sea capaz de incrementar en forma efectiva 
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Fig.lO. Curso temporal ele la estimulación por K+. La~ 

levaduras fueron preincubadas durante una hora en el medio A 

y dentro de esta hor;l, estuvieron ~..-on KC1 10 mM los tiempos 

que se indican en el eje de las abcisas. Al cabo ele la hora 

de preincubación, se agregó 0.015 mM Cit* ( ), l. S mM C i t * 

+ lmM Leu (C)), 0.08 mM Leu* ó 0.08 mM Asp* y 2 min después 

se determinó la captación. 
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Las condiciones experimentales son las mismas 

que se indican en la fig.6, sólo que ahora se preincubó con 

O.¡;;, ml"l CH, 10 mM l<Cl 6 10 mt·1 r<Cl + O. 4 rni"'1 CH según se 

indica. La concentración do Cit* fué de 0.015 mM. 



la captación de citrulina a través del componente ele alta 

afinidad, se requiere que las levaduras sean capaces de 

sintetizar proteínas (comparense los valores respecto al 

control con glucosa); sin embargo : 

2) La entrada de citrulina a c§lulas preincubadas con CH m~s 

K+, fue mayor que en las c§lulas preincubadas solo con CH; 

el K+ ejerce un ligero efecto activador que no es suficiente 

para explicar su estimulación del transporte. 

Resultados an~logos se obtuvieron para la entrada de 

citrulina a través de su componente de baja afinidad asi 

como para la leucina (datos no mostrados) . 

Este mismo aspecto de la estimulación por K+, fue estudiado 

en células que habían sido preincubadas con glucosa o con 

glucosa m~s K+ antes de la adición de la CH, con el objeto 

de que al obtener de esta manera captaciones m~s elevadas, 

pudi§rarnos distinguir con rn~s claridad la importancia de la 

activación por el K+ observada en la fig.ll. La fig. 12' 

muestra que: 

1) El K+ tiene un efecto activatório sobre el transporte de 

citrulina y aspartato, independientemente de si las 

levaduras fueron preincubadas con ó sin K+; adem~s: 

2) En el caso de la leucina, no es posible hablar de un 

efecto activador en el proceso de estimulación por el K+. 

Así, 

que, 

de los datos presentados en las figs.ll y 12 se tiene 

al menos por lo que toca al transporte de citrulina y 

aspartato, el efecto del K+ tiene un componente de 

activación, pero en las levaduras que no han sido 

• 
preincubadas con glucosa y que por lo tanto de acuerdo con 



Fig.12. Efecto del K+ sobre la actividad de las permeasas de 

Las condiciones experimentales son las mismas 

que las de la fig.7. excepto que ahora en vez de NH4+ se 

agregó KCl 1 O mM. Q -- Cit., /j. - Leu, O~ ('¡c:;p. 



Kotyk (15) no tienen un nfimero suficientemente grande de 

acarreadores en la membrana, el componente de activación por 

el K+ es mínimo. Para observar una estimulación 

significativa es necesario, el que haya síntesis de 

proteínas. 

Por este motivo, decidimos estudiar el efecto del K+ sobre 

la síntesis de proteínas. La fig.l3, muestra que el K+ no 

tiene ningfin efecto ni sobre la velocidad ni sobre los 

valores finales alcanzados (a una hora) en la síntesis 

general de proteínas que tiene lugar cuando las levaduras 

son puestas en presencia de glucosa. 

Como se mencionó en la introducción, Peña encontró que la 

elevación del pH del medio produce el mismo efecto 

metabólico que la adición de K+ a pH del medio bajo, y que 

el K+ a pH alto no produce ningún efecto sobre el 

metabolismo; por este motivo decidimos estudiar el efecto 

del pH del medio durante la preincubación sobre el 

transporte de aminoácidos, y compararlo con el resultado 

obtenido al preincubar a pH 6.0 (como siempre) en presencia 

de K+, con la esperanza de que esto nos daría más 

información sobre el mecanismo por el cual el K+ estimula la 

entrada de aminoácidos. La fig.l4 muestra que en el caso del 

transporte de citrulina, es equivalente preincubar a pH 6.0 

con K+ que preincubar a pH alto (pH 8.5) s1n K+. Dado que el 

poner a las levaduras a pH alto sin K+ ó a pH bajo con K+ 

produce en ambos casos una alcalinización del interior 

celular, el resultado anterior parecería indicar que la 
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Fig.13. ·Efecto del K• sobre la sintesis 

Las 1 evadw-<:\5 ·fueron pt-ei ncubadas en el medio ¡é) (O) ó en el 

medio A + 10 mM KCl ) y a los tiempos se~alados se midió 

la síntesis de proteinas de acuerdo a lo se~alado en la 

sección de materiales y métodos. 
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Fig.14.Efecto del pH del medio de preincubación sobre el 

transporte de citrulina. Las levaduras fueron preincubadas 

por una hora con glucosa 150 mM y un buffer 20 mM variable 

según los valores de pH que se indican. Al cabo de este 

, .... c.Jempo, las células se lavaron 2 veces por centrifugación y 

se resuspendieron en el medio A CpH 6.0} + 0.03 mM Cit* 

(componente de alta afinidad) 6 en el medio A + 1.5 mM Cit* 

+ 1 mM Leu (componente de baja afinidad) y a los 2 min se 

determinó el transporte. Los resultados estan expresados 

como porciento del valor obtenido en cada caso preincubando 

en el medio A+ 10 mM KCl. 



sefial que dispara la estimulación del transporte es la 

alcalinización inicial producida por el K+; s1n embargo 

hemos encontrado tambien, que a pH del medio alto (8.5) el 

K+ es capaz de estimular afin mis el transporte, por lo que 

el mecanismo en ambos casos debe ser distinto (datos no 

mostrados). 



Análisis Teórico. Gráficas de Unión. 

En esta parte del trabajo se representaran, dentro del marco de 

la termodinámica de circuitos, dos aspectos del transporte 

de aminoácidos en las levaduras, a saber: 

1) El cotransporte con protones, y 

2) Su estimulación por potasio. 

Cotransporte aminoácido-protones: 

Debido a que ha sido ampliamente estudiado (30-33, 3 6) ' el 

cotransporte con protón no fue abordado experimentalmente en 

este estudio; sin embargo, ya que es uno de los aspectos 

centrales del mecanismo de entrada de los aminoácidos, 

cualquier modelo que trate de la captación de estas 

mol§culas deberá, necesáriamente, de incluirlo como una de 

sus partes. Así, la elaboración de una gráfica de unión que 

dé cuenta de la fase de cotransporte con protones, 

constituye el primer paso para el análisis dentro de la 

termodinámica de circuitos de distintos aspectos del 

transporte, uno de los cuales es su estimulación por el 

potasio. 

En la elaboración de la gráfica y en el tratamiento de las 

ecuaciones que de ella se deriven, deben tomarse en cuenta 

los siguientes resultados experimentales: 

1) La captura de los aminoácidos es acompañada por la 

entrada acoplada de 1 a 3 H+, siendo la estequiometría 

variable segón el aminoácido, la especie de las levaduras y 

su condición metabólica (32, 36). 



2) De acuerdo con el grupo de Slaymann (36), el cambio en el 

pH del interior celular que produce la entrada de los 

protones sigue un curso temporal lento de modo que, durante 

el tiempo que dura un ensayo de transporte (1 a 3 min), 

podemos considerar a la concentración intracelular de H+ 

como pr&cticamente constante. 

3) El transporte de aminoficidos, generalmente, presenta 

cin~ticas del tipo de Michaelis-Menten (39). 

Ahora bien, comunmente con el objeto de obtener la cin~tica 

de un proceso de transporte se suele considerar, en forma 

esquemática, que tanto el acarreador libre como el unido- a 

sus sustratos, puede difundir a trav~s de la membrana, asi 

por ejemplo, Schultz (50) da el siguiente esquema cin~tico 

para un proceso de cotransporte: 

Donde K¡, 

" ( . L 
l -. 

cf -\-1 

\:1 ?2 . 
X~ '-/L 

A 

1 I/ \¿ /L ''t i'l 

Vo . 
'\./ 'Vl 
(_ ' ' (.A.. 

li 
~<'\_ k'"l. L 

· • 0 '(, · · vl· 
tj )( ,.... ? Lj f\ 

.L, ( .A.. 
'-J 

Kz son las constantes de equilibrio de las 

reacclones de asociación y disociación de los complejos, y 

P¡, Pz son las constantes de velocidad de los procesos de 

"difusión 11 en la membrana. Se esta considerando, además, que 

la union de los sustratos con el acarreador sigue un órden 

especifico, en este caso, primero se une "i" y luego "j". 

Por lo que, estableciendo un paralelismo con estos modelos 

cin~ticos, la gráfica de union para el cotransporte ·con 

protones, debe de incluir: 



1) La consideraci6n de un orden para la union de los 

protones y el aminoácido con el acarreador. 

2) Las reacciones de formaci6n y descomposición de los 

distintos complejos. 

3) Los procesos de difusi6n o translocaci6n del acarreador 

tanto en su forma libre corno unido a sus sustratos 

(ligandos). 

El cotransporte H+-arninoácido en las levaduras, afin no se ha 

estudiado a nivel molecular, y por lo tanto no existen 

suficientes datos como para asignar un determinado orden a 

la union de estos con el acarreador. Asi, consideraremos 

tres gráficas de union, una en que no se tornará en cuenta el 

orden de union de los ligandos con el acarreador, otra en la 

que se supondrá que primero se unen los protones con el 

acarreador y despu§s el aminoácido en el lado exteino de la 

membrana, saliendo prirn§ro el aminoácido y luego los 

protones en el interior celular, y finalmente e~ caso 

inverso; con el objeto de compararlas y elejir lo más 

• 
conveniente para incluir el efecto del potasio . 

Tornando en cuenta la discusi6n anterior, la gráfica. del 

cotransporte en la que no se toma en cuenta el orden de 

union de los ligandos, torna la siguiente forma: 



l "" {:
;
>
~
 f

' 
z
o

 
V'"

 

(
)
(
: 

o 
_

_
:;

;.
0

 
X

 r
· 

x 
.-.

 
4

\ 
:;:

.. 

1 
l 

¡::v
 

¡ 

7\J
 

í
O
~
 



Los superíndices "o" e 11 i", se refieren al lado externo y al 

interno de la membrana respectivamente; la regían 

comprendida entre las líneas punteadas, da cuenta de los 

procesos que se verifican dentro de la membrana. 
w o . . 

Las capacitancias CA, C~\ y Ct~, C~\ representan la acumulación 

de los aminoácidos A y los protones H en los lados externo 

e interno de las c&lulas. () cí.) 
Durante el transporte CA , ~ se 

d d t C.1 ci d estan escargan o; en anta que A, ~ se estan cargan o. 

La resistencia reactiva Rrl, representa la disipación de la 

reacción correspondiente a la formación del complejo XHA 

entre el acarreador, el aminoácido y los protones en el lado 

externo de la membrana. 
1::> 

e>-. l.-\ ;... , c~\-\1). y 
'() t 

Cx ,ex representan la acumulación local del 

acarreador libre X y del complejo XHA dentro de la membrana. 

La resistencia difusiva R~ , representa la disipación por la 
A~!:\ 

translocación del complejo XHA en la membrana. 

D 
Rx representa la disipación por la translocación de los 

sitios activos del acarreador. 

Los transductores TD, tienen por objeto introducir la 

estequiometría del flujo del aminoácido con los protones, 

como ya se ha señalado, esta es variable con valores 

estimados que van de 1 a 3 H+ por aminoácido. Por lo tanto, 

con el objeto de simplificar el modelo, consideraremos una 

estequiometría de uno a uno, con lo cual podemos eliminar a 

los transductores de la gráfica. 

Finalmente, antes de escribir la gráfica de union con .sus 

flujos asociados, es necesário hacer las siguientes 



alcaraciones: 

La capacitancia ·e o 
A. ' representa al amino&cido A con un 

rv 
potencial electroquímico en el lado externo de la célula~ 0 

. / 
o 

y al darse el transporte, de este elemento sale un flujo ~~ 

J~ 
~--;:::;--.. --') 

/' 
.1' f.\; a 

a 
(_ 

A 

Ahora bien, la ecuación constitutiva (velocidad de reacción) 

de por ejemplo la resistencia Rrl, esta dada por: 

V I Y:> f ' \ o ( f ) 1!> l , ).r;, ' 1 A 'O 
. l ·.::: '¡«;. \ \. ¡( J ' A. ( ':i ~ R- 1 \.'X H P'<,) 

esto es,'V 1 esta escrita en términos de las concentraciones 

de los participantes en la reacción, por lo tanto, en vez de 

""' 
poner al potencial~Jo asociado con C~ es conveniente poner. 

la concentración de A en el lado externo (Af. Esto no 

representa ning6n inconveniente ya que (A)0 puede 
..._¡ 

considerarse como equivalen te a /A;o, pues para una solución 
... ...J .J 

diluida: /f.,. o -:.. //'<;;) + Í) r ¡fA A (ñ )o ' J • ....¿ 1/)0 
/ A) o l L. IV V\ 1 -\ "'t: A. ti.... \. 

<' -) (A.t:: e Xí" e ( ;A;C - J,j~) 1 R d e Kf' L (- '"' ;,CC"jer)l 
1 

o 
. .., . 

S\ tA.-:. a 
Esta aclaración, vale tambien para el proton y- el 

acarreador, respecto a este 6ltimo, cabe señalar que puede 

llevar carga eléctrica neta ya sea cuando esta unido a sus 

sustratos o cuando se encuentra libre, por ejemplo, el 

transportador de lactosa en E.coli se sabe que tiene una 

carga neta negativa cuando se encuentra libre (51). En las 

levaduras, no disponernos de información que nos permita 

asignar carga eléctrica al acarreador en alguno de sus 

distintos estados. 



Así, habiendo hecho estas aclaraciones, la gr&fica de union 

para el cotransporte amino&cido-protori sin tomar en cuenta 

el órden de formación del complejo entre el acarreador y sus 

ligandos, queda finalmente como: 
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Considerando relaciones constitutivas lineales para los 

elementos de la grfifica, tenemos: 

--Ecuaciones capacitivas 
1 

' .. i 0 V'"( ---

- ~ } ) = ,.... \.. ó (",<. ) \. 
.. ) " .. \._ '·., ---;¡;-¡·~ 

" "' a't 
--Ecuaciones resistivas difusionales 

{ \ jn O \ [ 1 X ;" ~ r v ) "'fj\ 
X - " l~. X j " - \... r' 

--Ecuaciones resistivas reactivas 
_\, ,--,,1 _ 1 J_,:: ... 'lJ'_,'•- ~'' =- \ ! 1\ "'\ <;) f v )<:> f \l \ ~ Í? ( V l\ 
-v v.:~- , =- \.2.\ t. .. •""; \....'' \..KJ- ....._=\ -.."n ·- ' 

-'1. ,·'l. \)1 b (X -,•_e~ '""-) t_ b l" 1¿ t x \~ 1 u ll 
\,;-., - '1.' 1 - v ':: \-.'1.. "'-' ¡,__-{. \r\ j \..'' 

1
i '-TI 1 

.....; ,~ g., ,).,.." ¡¡¡ 

Los estudios que hemos realizado se efectuaron en estado 

estacionário, es estas condiciones, todas las derivadas con 

respecto al tiempo que aparecen en las ecuac1ones 

capacitivas se anulan, de donde se obtiene: 

que es la ecuación de conservación del acarreador. 

El transporte de aminoácidos presenta la cin§tica de 

Michaelis-Menten por lo tanto, con el objeto de ver si er 

modelo conduce a esta ecuación, las relaciones obtenidas de 

la gráfica se manejaron bajo la hipótesis de equilibrio 

rápido que se hace en los modelos cinéticos (50, 52). Cabe 

aclarar, que este procedimiento no introduce elementos 

artificiales dentro del esquema que estamos manejando pues, 

como Mikuleky ha señalado (53), la termodinámica de 



circuitos unifica las ideas de la cinética y la 

termodinámica; mas afin, como en seguida veremos, este 

8nfoque nos dar~ información acerca de los factores que 

determinan el valor de las constantes cinéticas. 
1 '7_ 

As~, suponiendo que las reacciones representadas por Rr Rr 

estan en equilibrio, obtenemos: 

De 

'K - 'R - \ ~ C!:L ( )( -~-~-L~lL o 
; \ - ""' 

¡2_ ' ( '\ .:; 

la 
\7.. <.. 

definición 

X \-\ A J 

()<\AA-)" --(t\}~ ('K)Í. (l\'t)i. 
de union-1 y de la 

estacionário, se tiene: 

,a ,t 
\A - '~ - 'T,..,,i\ ..._, ~ ._,/". ~ _;"-ti/... 

... (C<.) 

... (_\.::,)~ 

condición 

"' 0 ~ de las ecuaciones resistivas difusionales: 

1 ' \ 1 , . <:)"1 ( l./. í) \ 1 V ("'" \' A ) D \ lj:K ~ ) l <,_ x) l .._ ( x) J -:. \,/ 12. x. "\ 1\ J \ i...-, ¡, ., t'\ -

si suponemos que R- \-=- '\2.1... y definimos: 

f 'g7..~ \) f¿ -: 1 /K D 
\ /~x~~ 0 / x 

!l.ll 1 M ¡ í-J 
19. í!ill ;¡&rr¡¿, 

de estado 

obtenemos: 

f '- t (X); -- ( 'l<) o j - ? , [ ( l< 1:\ A),-- ( l< \-1 A )<-S -- - ( e ) 

Finalmente, emplearemos la hipótesis usual de los modelos 

cinéticos (50): 

.JA 
Donde 

o-) i. 
J A es el influjo del aminoácido (en nuestras 

condiciones experimentales no hay eflujo). Por analogia con 

los pasos seguidos por Schultz 

JA 
(50), proponemos: 

f \ (X \-\ t., ) D 

Donde, como puede verse, se ha ganado información adicional 

... (e\) 



sobre el modelo cinético se Schultz, por ejemplo ten~mos 

que: 

r -
1 1 - D ¡) 

K l<H A 
Esto es, la constante de velocidad que determina el flujo, 

es inversamente proporcional a la resistencia difusiva del 

complejo XHA a través de la membrana, y directamente 

proporcional a la constante de velocidad de descomposición 

del complejo en el lado interno de la membrana. 

Ahora bien, suponiendo que K= K1 =K~ , de a,b,c y d 

obtenemos: 

1/ 1 ( .i\. ')0 "-CA?-.- '-" 

{ Ec. de Michaelis-Menten ~ 

. . ' 
o (_ \ { \) '< _:¡_ y t ~-~ l { \-1 ) t } 
l , X J 't c \ \. 1 'l. , • . ' l :.___:_ _ ____::____. 

donde: 

?t.\< +.- ( \\ ( 1-\)l ll)..)\ + 'r-: \', 

1 \r-. \-' t ... k?~, 'K-\- 1\ (A' i. ( t\j \ ) l_ 
1 \'-..\ '- 'J ' 

( \-\): l f:~2 li\ ( \-\} l ( i\) ~ .Ir '-< >(, i 
Kap es la constante de Michaelis (Km) que se mide 

experimentalmente, corno podernos ver, esta es igual a la 
o 

verdadera Km dividida por (H). Por lo tanto, de acuerdo con 

el modelo, el cotransporte con proton cinéticarnente se 

manifestará corno una disminución en el valor de Kap al 

disminuir el pH externo. 

Para que Jrnax y Kap sean constantes, se debe cumplir que: 

a) Las resistencias difusionales sean constantes. 

b) (A)t sea constante, esta condición se aproxima mediante la 

corta duración de los ensayos de transporte. 



. 
e) (H)t sea constante, esta condición de acuerdo con Slayman 

(36) tambi~n se satisface en forma aproximada. 

2) Consideremos ahora el caso en el que prim~ro se un1era el 

H+ con el acarreador y despu~s el amino¿cido en el lado 

externo de la membrana, liberandose en el 6rden inverso en 

el interior. La gr¿fica de union correspondiente es una 

modificación de la anterior, segón se muestra en la 

siguiente pagina. 
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Considerando relaciones constitutivas Jineales, tenemos: 

-Ecuaciones capacitivas 
o o o\)~ 

erA - s x" ,t\) = e x \-\ L\ ó t J 

' . 
J ~) -

l 

(~\-\ 

-Ecuaciones resistivas difusionales 

-Ecuaciones resistivas reactivas 

S~-:. v~ -'V~-= \e., l')(~) 0 (/\)~- \<-, lY-\\~)
0 

_r{i :: \.)t - \J~ :: 'e"L (X\-\~ )l_ ~-'l l_A.)i. ('!<\\)\ 

3 3 • ( )' lll)l 
3~-= V* - \J" -= \21 lX\-\)'- - 'e-3 'f.. l \.n 

J~ :: \)t - \)~ -=:- \:::<!\- l'l< )6 <... \-\ )~- 'e- 4. ()<_\-\)o 

Bajo las mismas hipótesis que en el modelo anterior, de las 

relaciones constitutivas, obtenemos nuevamente: 

3) Finalmente, consideremos que priméro se une el aminoácido 

con el acarreador y después el proton en el lado externo de 



·. -
la membrana, disocíandose priméro eJ proton en el lado 

interno. La gr~fica de union correspondiente es como la 

anterior, 
o L 

solo que ahora las capacitancias Cx\1 y C X\-\ deben 
O L 

reemplazarse por CXA y CXA respectivamente, realizando esta 

modificación se llega al resultado: 

\\ \_X)Tot l \ t- f, R~ k't (\-\)( (A-) i.) 
S...,_ A..x :: · 

~\( \- l \-\ ) 1 (\-\ ) '\) 1 ( l -\- ~ , ~ \< 'l. (. \-\) i. ( .t\) ~ ) -\ f\ Q ~ ( \< 1. ( \-\ ) i. (A) i ~ \< ( t\ )l J 

' De los resultados de estos modelos, puede decirse que: 

1) Las gr~ficas de union que hemos realizado son todas 

correctas, en el sentido de que las relaciones constitutivas 

que de ellas se obtienen permiten obtener la ecuación de 

velocidad que sigue el transporte (ec. de Michaelis-Menten). 

2) La dependencia funcional que Jmax y Kap tienen respecto 

a las constantes cinéticas, es diferente según el órden de 

uni-ón- de-·-1-os-1-igandos- con-el acaTreador. 

3) Cinéticamente, la participación de los protones en los 

tres casos considerados afecta al valor de Kap, y sólo que 

el amino~cido sea el priméro en unirse con el acarreador se 

ver~ afectado Jmax. Por consiguiente, la determinación 

experimental de estos par~metros a distintos valores de pH 

externo puede, en principio, dar información sobre el órden 

de formación de los complejos. A este respecto, cabe señalar 

que el grupo de Slayman (36) propuso un esquema para el 



transporte de glicina, en el ~ue se requiere que priméro se 

unan 3 protones al acarreador y después la glicina, el 

manejo cinético de este modelo, les hizo concluir que el 

valor de Jmax depende del pH externo. Este resultado esta 

en desacuerdo a lo obtenido por nosotros, desafortunadamente 

en su trabajo Slayman no da los detalles del manejo cinético 

de su modelo. 

4) Este método nos proporciona más información que la 

obtenida con 

habitualmente 

obtuvimos toda 

las consideraciones puramente cinéticas 

se siguen. Notese a este respecto, que 

la información que se desprende de 

relaciones constitutivas. 

que 

no 

las 

S) Lo anterior no significa que las gráficas de union 

presentadas, sean las más adecuadas para describir un 

proceso de cotransporte; 

experimental como sobre 

obtener un mejor resultado. 

un mayor acopio de trabajo tanto 

las gráficas mismas permitirá 

Estimulación por K+. Gráfica de union. 

En este trabajo hemos encontrado que la estimulación del 

transporte obtenida mediante la preincubación de las 

levaduras en presencia de K+ tiene, entre otras, las 

siguientes características: 

1) De acuerdo a lo mostrado en la figura 10, la estimulación 

tiene un curso temporal largo, que alcanza su máximo en 



aproximadamente un~ hora. Esto~contrasti con la velocidad de 

entrada del K+, el cual es trans~ortado por completo en el 

órden de minutos (datos obtenidos en nuestro laboratorio). 

Lo anterior, junto con los datos presentados en las figuras 

11 y 13, nos indica que el K+ no es el causante directo del 

aumento en el transporte de los aminoácidos, sino que parece 

inducir la síntesis (con un curso temporal largo) de alguna 

molécula que es la que directamente produce el aumento en la 

actividad de las permeasas. Para una justificación más 

detallada de esta conclusión, vease la discusión al final 

del trabajo. 

2) La preincubación con K+, aparta al sistema de la cinética 

de Michaelis (datos no mostrados). 

De esta forma, con el objeto de formular hipótesis sobre el 

mecanismo mediante el cual las moléculas M sintetizadas al 

preincubar las levaduras con KCl incrementan la captación de 

los aminoácidos, se introdujo este elemento a la gráfica de 

union que no considera el órden de formación del complejo 

con el acarreador. Se eligió esta gráfica debido a que, en 

este trabajo, no se estudio la variación de Jmax y Kap con 

el pH del medio; por lo tanto no disponemos de datos sobre 

el órden de formación de los complejos, por lo que se optó 

por el modelo más general y simple, así la gráfica que no 

toma en cuenta ningún órden de union para los ligandos se 

modificó para introducir el efecto del potasio, según se 

muestra en la siguiente hoja. 
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El significado de los elementos que .constituyen la gráfica, 

es el mismo que el de los correspondientes a estos en las 

gráficas anteriores. La diferencia radica únicamente en que, 

ahora además, se tiene a la molécula M en aquellos elementos 

donde el símbolo M aparece. 

Los elementos nuevos en esta gráfica son: 

- La capacitancia CH, que representa la acumulación en el 

interior celular de la molécula hipotética M, sintetizada 

como resultado de preincubar a las levaduras con KCl. El 

curso temporal largo de la estimulación por significa 

que a CM debemos asignarle una constante de tiempo grande. 

. . . R3 - La res1stenc1a react1va r , que representa la disipación 

correspondiente a la formación del complejo entre la 

molécula M y el acarreador X. Este elemento se introdujo ya 

que, es evidente que, para que la molécula M active al 

acarreador, priméro debe interactuar con este. Se esta 

considerando además, que la molécula permanece unida al 

acarreador durante todo el ciclo subsecuente de transporte. 
o 

-El transductor TD, este elemento.colocado a la salida de Cx~ 

tiene por obj~to introducir, en ese lugar, la constante de 

velocidad\<.-'?> simplemente para consistencia en el manejo 

de las unidades. 

Hechas estas aclaraciones, de los flujos y fuerzas asociados 

con la gráfica obtenemos: 

- Ecuaciones capaci ti v:s ó \.)~ 

( J ~ - r )< \.\ f.\ h ) -= C '1< \-\""" M 



. 
. , ot'I<.Jl·. 

s-~ ) = e~ at- . 
.) 

-Ecuaciones resistivas difusionales 

s x \-\ ~ '(\ o: C' 1 e~(\~ .._ 'r\ ) ( \J ~ - \J ~ ) 

-Ecuaciones resistivas reactivas 

"S~-=\)~- IJ''Y:: 'R\ (~)o(\-\)"' (Xh)a- ~-\ (X\-\A.Y\)c 

\'1.- ,,'\. \\1.- R1. (X\-\""')i._ ~-~ (~)\. (\-\)\.(\-'\)~(X)\ 
J {l. - '-.J.(- - V"'\ ~ 

Nuevamente, en el estado estacionário, todas las derivadas 

respecto al tiempo de las ec. capacitivas se anulan, de 

donde obtenemos la relación de conservación para el 

acarreador: 

('1<.)\ -\-l)(\-"1)l.-\- ()(\"\)e +(~\-\~\-\)'-\-('le \\1\h)l o: (()\A.)\::: (K.),o\ 

Si consideramos, al igual que en los modelos anteriores, que 

el influjo de los aminoácidos esta dado por: 

J r... -= ? ' ( '1< \\ A. H ) t> 

donde ahora: 
o 

(XHAM) es la concentración del complejo entre el acarreador, 

el proton, el aminoácido y la molécula M y: \\-:. ~"'l../ R 'X\\ A. h.. 



-. 

entonces, en relaci6n con el rnanejo··de las ecuaciones de la 

gráfica, se tiene que: 

1) Si suponernos que las tres reacciones de forrnaci6n y 

descornposici6n de complejos estan en equilíbrio, entonces la 

ecuaci6n de velocidad final tiene la forma de la de 

Michaelis-Menten. Por lo tanto, dado que al preincubar con 

el K+ el sistema ya no sigue esta cinética, podernos concluir 

que en estas condiciones alguna(s) reacci6n(es) esta(n) 

fuera del equilibrio. 

2) De la relaci6n: 

como una prírnera y burda hip6tesis podernos considerar que la 

estirnulaci6n por el potasio, puede deberse a que: 
j) 

R.~ \-\ ~ Y' < ~ 'K \\ l\ 

esto es, la uni6n de la molécula M al acarreador provocaría 

un cambio conforrnacional en este, tal que la resistencia a 

la translocaci6n de su sitio activo a través de la membrana 

disminuiría. Obviamente, a futuro deben de trabajarse las 

relaciones constitutivas de este y otros modelos 

alternativos, mediante la asignaci6n de valores a las 

constantes numéricas, con la ayuda de una computadora, hasta 

lograr la concordancia con los resultados experimentales, lo 

que a su vez llevaría al diseño de nuevos experimentos. 

'10 



DISCUSION 

·. 

Durante mucho tiempo se ha aceptado que la entrada de 

aminoácidos en las levaduras ocurre a través de permeasas 

específicas y de una PG. Las evidencias en que se basó la 

proposición de este esquema fueron a un tiempo genéticas y 

cinéticas, donde el punto central del argumento fue la falta 

de sensibilidad al NH4+ de las permeasas específicas, junto 

con la reaparición de actividad de transporte en mutantes 

que habían perdido esta capacidad, cuando estos eran 

crecidos en un medio con prolina en vez de NH4+ como fuente 

de nitrógeno. Lo anterior se explicó como debido a la 

reactivación de un sistema de transporte no específico, la 

PG, que mediante experimentos cinéticos de competencia con 

citrulina, mostró mediar la entrada de aminoácido~ básicos 

y neutros. A estos trabajos es posible hacer las siguientes 

críticas y observaciones: 

1) Nosotros hemos visto que la permeasa de leucina es muy 

específica por este aminoácido (39), y en este trabajo 

confirmamos que es inactivada por el NH4+ como previamente 

señaló Kotyk (15). Hemos encontrado así mismo, que la 

entrada de aspartato no es inactivada por NH4+, pero Grenson 

reportó que la entrada de glutamato sí lo es, al igual que 

la de prolina y metionina (20, 21). En resumen,parece que el 

NH4+ puede afectar a un buen nfimero de permeasas de 

aminoácidos y por consiguiente la reaparición de la 

actividad de transporte que se observó al reemplazar al NH4+ 

q¡ 



por prolina como fuente de nitrógeno, bien pudo déberse a la 

desinhibición de algunas de estas permeasas. 

2) En ninguno de los trabajos en .los que Grenson se apoyó 

para la formulación de su modelo, se realizaron cinéticas en 

la cepa silvestre crecida en un medio con prolina, donde se 

pudiera ver si aparecía un nuevo sistema de transporte, 

además de cada uno de los específicos que se describieron 

en las levaduras crecidas en un medio con NH4+. Este punto a 

m1 manera de ver constituye una seria ·debilidad en la 

conclusión de Grenson. 

3) En todas las cinéticas reportadas, nunca se consideró un 

intervalo amplio de concentraciones (no se pasó de 0.20 mM). 

4) A partir de la formulación del modelo en 1970, este ha 

sido generalmente aceptado y los datos que se han obtenido 

en diversos estudios de transporte de aminoácidos, 

simplemente se han tratado de explicar dentro del contexto 

propuesto por Grenson. Pero, resulta muy curioso que no ha 

habido ningún trabajo donde se describan las propiedades de 

la PG, como se ha hecho por ejemplo con las permeasas de 

prolina y leucina. 

En particular, con los datos presentados en este trabajo 

podemos decir lo siguiente a cerca de la PG : 

1) La citrulina parece entrar por dos sistemas de transporte 

y no solamente por uno, como se había dicho, identificado 

como la PG.· El componente de alta afinidad presenta la 

especificidad que se esperaría de un transportador de 

aminoácidos básicos. No obstante, . hay que señalar que la 

prueba definitiva a favor de dos sistemas. en vez de uno con 



dos sitios de unión, solo puede darse con mutantes que no 

presenten uno ~e los dos ~upuestos sistemas. 

2) La leucina entra por una sola permeasa y esta no es 

utilizada por la citrulina, ello resulta extraño si se 

recuerda que se supone que los aminoácidos neutros pueden 

entrar por la PG. 

En conclusión; podemos decir que en nuestras levaduras, o no 

existe la PG, o bien los aminoácidos neutros no pueden 

entrar por ella, además de que la entrada de citrulina 

ocurre al menos a través de dos componentes. 

Desafortunadamente en este momento no podemos proponer un 

modelo para la entrada de aminoácidos a las levaduras, dado 

que no nos fue posible realizar cinéticas de competencia a 

través del componente de alta afinidad por citrulina, por lo 

que solo podemos decir que este componente muestra la 

especificidad que es de esperarse de un acarreador de 

aminoácidos básicos. Por otro lado, hemos ·encontrado que, 

las características cinéticas del transporte de aminoácidos, 

son función del estado metabólico de las levaduras (datos no 

mostrados); por lo que no debe pensarse en términos de 

modelos cinéticos rígidos, sino más bien en esquemas sujetos 

a mecanismos regulatorios de diversa índole; en este 

sentido, el modelo de Grenson es probablemente uno de los 

posibles mecanismos de las levaduras para adaptarse a su 

medio ambiente, el cual no se presenta en nuestras 

condiciones de trabajo. 

Por lo que toca a los efectos del NH4+ y del K+, los 



resultados presentados en este trabajo indican: 

1) La estirnulación por K+, parece ser una característica 
~ 

común del transporte de aminoácidos en las levaduras, a 

diferencia de la inhibición por NH4+, la cual no opera sobre 

ciertas perrneasas corno la del aspartato (fig.6). Este punto 

podría inducirnos a pensar que ambos efectos son 

in~ependientes,. es decir, que no tienen elementos de 

interacción en su mecanismo, sin embargo 

2) De acuerdo con los datos presentados en la fig.7 y con 

resultados no mostrados, podernos afirmar que la 

preincubación de las levaduras en presencia de K+ las 

proteje contra la inhibición del NH4+. Esto no se puede 

explicar, a menos que se admita que ambos efectos deben 

tener algún(os) aspecto(s) cornún(es). Lo anterior también 

explica el que al preincubar a las levaduras en presencia de 

cantidades equirnolares de K+ y NH4+, los efectos que estos 

iones producen de manera individual se cancelan mutuamente 

(fig.8). 

3) Aunque la estirnulación por K+ es un fenómeno general 

dentro del transporte de aminoácidos, este tiene 

características própias en los distintos acarreadores, corno 

lo demuestra el curso temporal mostrado en la Fig.lü, y el 

hecho de que tanto para la citrulina como para el aspartato 

exista un componente de activación en este efecto,en tanto 

que dicho componente no existe o es más difícil de detectar 

(menos importante) para la permeasa de leucina (fig.12). 

Los datos de las figuras 10, 11 y observaciones hechas en 

nuestro laboratorio muestran que, la estirnulación del K+ en 



el transporte, a) requiere que las células sean capaces de 

sintetizar prote1nas y, b) ~tiene un curso temporal lento 

comparado con la velocidad de entrada del K+ a las células, 

que es del órden de minutos. Además como se muestra en la 

figura 13, el K+ no tiene efecto alguno ni sobre la 

velocidad ni sobre los valores finales (a una hora) 

alcanzados en la síntesis general de proteínas. Estas 

observaciones hacen dificil explicar el aumento en la 

captación de aminoácidos mediante un incremento en la 

cantidad de permeasas ocasionado directamente por el K+; lo 

que mas bien creemos que ocurre, es que el K+ provoca err 

específico la síntesis (con un curso temporal largo) de 

alguna molécula que aumenta la actividad de las permeasas. 

La introducción de este elemento a la gráfica de unión 

correspondiente, nos permitirá, en el futuro, realizar 

hipótesis sobre el mecanismo de estimulación producido por 

el potasio, esto a través de la asignación de valores a las 

constantes cinéticas y su simulación con computadora. 

Los resultados presentados en la fig.14, muestran que al 

menos por lo que toca a la citrulina, la princubación de las 

levaduras a pH 8.5 también produce un efecto estimulatorio 

comparable al del K+. La preincubación a pH alto, produce un 

aumento del pH interno de las células (54) que podría, en 

este caso ser la señal que desencadena la estimulación del 

transporte. Por otro lado, en estas condiciones (pH 8.5), el 

K+ estimula aún más la captación de aminoácidos (datos no 

mostrados) sin producir una alcalinización neta extra del 



interior celular, pero sí una aceleración del proceso de 

aumento del pH int~rno (10, S~). Por lo tanto, en relación a 

este punto, podernos concluir que la estirnulación ejercida 

por el K+ se puede llevar a cabo a través de un aumento 

en el pH interno, solo si el aspecto determinante de este 

proceso es la cinética del cambio y no el valor final del pH 

interno. 

Otra posibilidad, es que la depolarización producida por la 

entrada de K+ abra canales de caZ+, siendo el aumento en la 

concentración interna de este ion la señal que aumentaría el 

transporte de aminoácidos, en este sentido, cabe señalar que 

se han encontrado canales de K+ en las levaduras (55), por 

lo que es probable que tarnbien presenten canales de caZ+. 
' 

otro lado, aunque en nuestros medios no agregarnos calcio, 

este catión se encuentra siempre corno contaminante de los 

reactivos, así, por flarnornetría, encontrarnos en el medio A + 

10 mM KCl una concentración de caZ+ de S uM y si a este 

medio se le agregan levaduras, a la densidad usual, a los Z 

rnin la concentración de caZ+ es de 11 uM, probablemente por 

liberación del caZ+ pegado a la pared y a la membrana 

plasmática, y/o a la liberación de caZ+ intracelular; por lo 

tanto, si se abrieran canales de calcio este entraría a las 

células (considerando unb~ negativo y una concentración 

interna de calcio libre de aprox 0.1 uM); este posible 

efecto de K+, a través del potencial de membrana, explicaría 

su inespecificidad (fig 9). 

En resumen, podernos decir que las levaduras hacen uso de una 

serie de señales diferentes para aumentar su transporte de 

por 



aminoácidos y otros nutrientes (ver Kotyk, ref 15). Todas 

las señales producen el mismo resultado, pero, cada una 

mediante un mecanismo diferente, lo que puede. resultar en 

una mayor capacidad de adaptación a medios ambientes 

cambiantes. 
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