UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

TRANSPORTE DE AMINOACIDOS EN LEVADURAS Saccharomyces

cerevisiae. UN ESTUDIO EXPERIMENTAL Y SU ANALISIS

TERMODINAMICO.
TESIS
PARA OBTENER EL TITULO DE:

MAESTRO EN CIENCIAS QUIMICAS (FISICOQUIMICA)

PRESENTA:

FROYLAN MIGUEL GOMEZ LAGUNAS.

MEXICO, D. F. 1986.

M-53522



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Este trabajo se realizd en el Instituto de
Fisiologia Celulgr y en la Divisidén de Es-
tudios de Posgrado de ia Facultad de Quimi
ca, UNAM. Bajo ig»direccién de los Dres.-

Antonio Pefa Diaz“yiAuster Valderrama.

N

P
P
cf;;%;z (N,
Dr. Antonio Pena Diaz Dr. Auster Valderrama

/:‘-/UM/({;" /{((-5)/1€/ {C/J’A""f— J/O('/L(/y’-’é\g N
Biod. Froyldn M. Gdémez. L




Presidente:
ler. vocal:

Secretario:

Suplente:

Suplente:

DR. ALBERTO DARSZON
M.C. MATILDE MORENO
DR. EDMUNDO CHAVEZ
DR. EDGARDO ESCAMILLA

DR. AUSTER VALDERRAMA



RESUMEN:

Se ha reportado que en las levaduras del género Saécha—
romyces, la entrada de aminoacidos se da a través de
una permeasa general (PG) inhibible por NHZ y perme-
asas especificas. La PG, se ha estudiado mediante el
transporte de citrulina.

También se ha reportado, que ni el Na+, ni el X' jue-
gan papel directo alguno en la captacidn de aminoadcidos,
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 aminodcidos
neutros, y su entrada presenta dos componentes ciné-
ticos, uno de los cuales parece ser una permeasa de
aminodcidos béasicos.

2) La preincubacién de las levaduras con k' estimula el
transporte de aminodcidos, y puede anular la inhibicién
hel NHZ . Este proceso tiene un curso temporal largo,
requiere sintesis de proteinas y es independiente del
pH.

La activacidn por K+, se representd en una grafica de
unidén que describe la cinética de Michaelis del trans-
porte de aminoacidos.

Los resultados presentados, muestran que: a) el esquema
cinético de una PG y permeasas especificas, no es comln
a todas las cepas de levaduras,b) el K" desempefa un pa-

pel importante incrementando la captura de aminodcidos.



SUMMARY :

1t 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.

It has been reported that neither Na® nor k' play

any direct role 1n 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 NHZ.
,This 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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TEA = Trietanol Amina
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MES - Acido 2 (N-Morfolino) Etano Sulfénico
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Introduccidn

I. Generalidades:
El estado actual del conocimiento biolbégico, muestra sin

lugar a dudas que los procesos de transporte a través de

membranas son uno de 1los mecanismos centrales de la
fisiologia celular. Asi, fenbdmenos tan variados como la
sintesis de ATP, 1a captacidn de nutrientes, la movilidad

celular, 1la transmisibén de mensajes en el sistema nervioso,
la contraccidn muscular etc; se deben en Gltima instancia al
flujo de alguna especie quimica a través de una membrana (1,
2).

De 1lo anterior resulta clara la importancia que tanto para
el conocimiento bioldgico como para el desarrollo de

biotecnologia, tiene el lograr un entendimiento cada vez méis
a fondo de estos procesos.

El estudio fenomenoldgico 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 aspecfo energético del proceso,
por otro lado, suele analizarse dentro del marco de 1la
termodindmica clasica, la cual como es bien conocido, trata
Gnicamente con los estados de equilibrio inicial y final de
los sistemas. Asi, al quedar excluida la variable tiempo,
este procedimiento presenta la limitacidén de no considerar
la informacidén derivada del proceso en si; esto es, no toma
en cuenta lo que sucede mientras el sistema atraviesa por la

sucesion temporal de estados de no-equilibrio que



constituyen el transporte. En este sentido, se logra wuna

mejor descripcidén cuando el andlisis se realiza dentro del

esquema de la termodinadmica de procesos irreversibles.Esta
disciplina constituye una extensidon de 1la Termodinamica
Clasica, Dbasada en 1la consideracidn de sistemas que se
encuentran fuera del equilibrio y de los procesos temporales
(irreversibles) asociados con dichos sistemas.

A la fecha, la termodindmica irreversible se encuentra méas
desarrollada en lo que concierne al tratamiento de procesos
que se encuentran cerca del equilibrio, para los que 1los
flujos se pueden escribir como una combinacidén lineal de las
fuerzas. Dentro de esta regidn lineal, existe un resultado
muy importante, a saber, las conocidas relaciones reciprocas
de Onsager. Estas establecen, en ausencia de campos
magnéticos y fuerzas de coriolis, 1la simetria de la matriz
de coeficientes fenomenolbégicos; la importancia de este
teorema radica en -que vreduce a la mitad el nOmero de
parametros a medir.

La 1limitacidén de tal enfoque en el campo del transporte
bioldégico radica, por un lado, en que muchas veces este se
halla acoplado directamente a una reaccidén quimica cuyo
flujo reactivo (velocidad de reaccidn) suele caer fuera de
la regidén lineal, 1lo que dificulta su estudio; por otro
lado, 1los flujos y fuerzas derivados de 1la funcidén de
disipacidén, en ocasiones son dificiles de medir en forma
directa, por lo que es necesario transformar esta funcién

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



proporciona un marco conceptual adecuado para el estudio de
los procesos de transporte, el andlisis en ocasiones, no
puede realizarse de manera directa.

En este contexto, en la década de los 70's Perelson, Oster y

Katchalsky, establecieron una conecciodn entre la
termodinédmica de redes o circuitos Yy los elementos
fundamentales de los sistemas biofisicos: acumulacidn o

almacenamiento, procesos de flujo y reacciones quimicas. El
objetivo de esta coneccidn, fué obtener wuna técnica
conveniente para la aplicacidén de 1la termodindmica al

estudio de procesos bioldgicos.

II. Tremodindmica de Circuitos:

A) Consideraciones formales.

El procedimiento de la termodinédmica de circuitos, consiste
en realizar una representacidén grafica del sistema, junto
con un algoritmo para obtener las ecuaciones dindmicas
directamente de la grafica (4, 5). Para comprender esta
formulacidn, es conveniente compararla con el procedimiento
empleado en la termodinémica cléasica.

En 1la termodindmica clisica, se parte de un espacio cuyas
coordenadas son las variables extensivas S, V, N;j (entropia,
volumen y nimero de moles). La 12ley de la termodinémica,
define wuna funcidén U (energia interna) en este espacio, 1la

cual se conserva en un sistema aislado. En términos



matemdticos, U describe una superficie en dicho espacio dada

por:

U: UCS/\/—'/N)/..//\/'{)

La 22 ley de la termodinédmica, establece que los estados

de equilibrio del sistema quedan determinados por la
siguiente propiedad: E1 valor en el equilibrio de cualquier
pardmetro interno no-restringido, es tal que minimiza la.
energia para el valor dado de la entropia total (6).

Los potenciales termodindmicos son los componentes del gra-

diente de U:

— /29 Y J 39N . -7
\/Uiaas/W/%N‘/"'/’aw)'(\?/ ?/f’/"'/fd

donde: T = Temperatura Absoluia, p = Presién,,/t= Potencial
Quimico de 1. A

Las relaciones de Maxwell de estos potencialés, que
desempefian un papel prictico andlogo al de las relaciones de
Onsager en termodindmica irreversible, Ase obtienen a partir
de la condicidn de simetria de la matriz Hessiana de U, dada -

A
por:

Hoxy= Do |
EER .
En la Termodindmica de Circuitos, 1la funcidén fundamental es

la potencia en vez de la energia, 1la cual puede expresarse

de manera general como: T = iz;gf 4 :

donde:
ej= esfuerzo o potencial
fij= variable de flujo

por ejemplo, en la teoria de circuitos eléctricos:



e =AV = diferencia de potencial eléctrico
d <
F = = corriente eléctrica = -
b=t=c PEY
Las variables primitivas ahora son ej y fi; a

partir de estas variables se definen las nuevas variables de

t DespinraAmieunio
estador A (4) A (o) 4 Sht)é& i
Y

1l
rl

lentienlizans

1

‘t MONENTO S
P = pLe) b Je({)Aﬁ "%GemexmAi%Awe
oS

Por ejemplo, en un sistema mecdnico:

4(4:) = Uc ii = ’{U&IOLCDABE
-& -
:> X(t) T X ) & S’{Hc) d ¢ :{Dl‘i\’(ﬂ“ﬁ'&“‘le“‘-‘kei
La 22 ley de Newton, n§s dice que:
> — L _
F-28 s % {Fuenaf = @ 9

&
?:{momw'f'o\):lfh’u oo Pl E P(c)% &S(%)J&

Las interacciones del sistema determinan la forma particular
de las relaciones entre las variables e, £, p, q. A cada
forma de interaccidén 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
relacidén funcional determina el comportamiento de la entrada
y por lo tanto del sistema, asi, formalmente:

Definicidn. -

Una n-entrada es un mapeo G 6 relacidn constitutiva que
asigna al conjunto de n-variables independientes_ de 1la
entrada, el conjunto correspondiente de n-variables

conjugadas.



Ahora bien, con base en la expresidén para la potencia,
existen 4 ©posibles relaciones entre las 4 variables de

estado, a saber:

1.- gj( (¢e_4)=0 capacitiva
2.~ @gL ( ﬁ/%) - inductiva
3.- & ('gj,if}, -0 resistiva

4, - B (P, 9) =0 memresistiva

Por ejemplo, para un condensador, se define la capacitancia

NS % (ALGA A FCTRICA
"G como: C= RF poude . D9 sgranavs PoR €\
\ LCouvemn s» Do R
DiR &R gmiin e
PoTéuein ewtye I o g \r c:,:& ﬁé
g : - -0 T
b\f— é PKF&CAS AL\ (om A%{@a,gg‘g_ o e lb A

<

A partir de estas 4 relaciones, se tiene que hay 3 formas de

integrar a "P': 10 fwex9in {\S
V- Fetg)= Eeeo 4 j (%) dq - %CA?AC.C\_\.\M _
Gro) :

Ple)

4\,‘@\3;(&

s
Ciwne tica

Cm Erto: Brio) S?{ff) It = {

¢ ‘g \ ?\«e\sgin\g
3- Fpv) = Epco) 4 je “tF {‘?'\sipam
O

Por ejemplo, sabemos que la energia cinética de un cuerpo

esta dada por:

douve: @& pz d(mv)
Asi mismo, a partir de las ecuaciones constitutivas se

definen:



a% L“/LC‘(QW\@V\.-‘(-CD

C: de | aeaciTive
5 P iMLVHMQMTOR

Lz 3¢ ° {lmbucriVo

ye {tnevewmoento

R = S < - ResiCTiIVe

Por ejemplo, en una membrana de capacidad Cp
Huoles DL uwmAa esgecie
?( - \/\Vh 24 padn s s et S yanren

/ Potewcial Qurikice de AN
€ = <

" essecie ew s waewn byone
o O ~ é/‘\'h

B) Representacidn Grafica:

Para representar en forma gridfica los procesos que se dan en
el sistema, se introducen los elementos ideales C, R, E, L,
M estos elementos son generalizaciones de 1los conceptos
eléctricos de capacitancia, resistencia, bateria etc. por
ejemplo, si tenemos una membrana separando 2 compartimentos
entre los que se 1lleva a cabo 1la difusidén de alguna

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

condensador en el que se da una acumulacidn local de "j"; si
los compartimentos que separa la membrana  son
suficientemente grandes, podemos considerar que se

encuentran a potencial (quimico 6 electroquimico) constante
y por lo tanto pueden mirarse como baterias de poténcial
"E'". Finalmente, el aspecto disipativo inherente al proceso
de difusién, debe representarse mediante resistencias

ubicadas en las interfases membrana-solucidon, esto es:



HEH BRA A

E' R' C R* [F

La unidén de estos elementos, se realizard mediante "uniones
energéticas" ideales (-), las cuales son generalizaciones de
conductores perfectos, esto es que transmiten potencia
instantdneamente sin pérdida de energia. A 1las uniones-
energéticas, se les darid una direccidén asignidndoles una
flecha (——). Es decir, como las wuniones energéticas
establecen 1la conexidn entre los componentes del sistema,

cada una de ellas constituye la representacidén grafica de
una l-entrada (de una interaccidén). Ahora bien, en la teoria
de circuitos eléctricos hay bidsicamente dos formas de

realizar el arreglo 6 unidn de los distintos elementos, a
saber: en serie y en paralelo. En una unidén ideal en serie
hay un mismé flujo (corriente) pero distintos potenciales a
lo 1largo de esta; en tanto que en una unidén ideal en
paralelo, 1los distintos elementos ven un mismo potencial,

dandose distintos. flujos entre los elementos que la forman:

TAY , 5T AN

en serie ) (152 en paralelo




En 1la termodindmica de circuitos, estos arreglos estan
represertados por dcs tipos de uniones ideales, a saber:
Uniones-cero (unidén-0) vy uniones-uno (unidén-1), estas
uniones son ideales en el sentido de que la potencia que
entra a ellas es la misma que sale, es decir:

Una unidén-0, representa un arreglo en paralelo, es decir en

v

la expresidn para la potencia:
T= S¢iLi = ) se tiene que:é;-.—.@j V’bé
s E_-((-;Q ‘

la condiciénnixgpzc>, corresponde a la 12 ley de

Kirchhoff de los circuitos eléctricos. Por ejemplo, si en

una uniodén-0 confluyen tres uniones energéticas, se tiene:

“"z ‘Z'L @x:@::ég

§

2, es N A P T

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

la expresidén para la potencia:
D - N s . 3 . [ . .,
P Lelfi =0 p se tiene que.—(,\,-gjsvljbd

La condicidn 7:Q;ﬁQ, corresponde a la 228 ley de

Kirchhoff de los circuitos eléctricos.

Por ejemplo, si en una unidén-1 confluyen tres uniones-

energéticas, se tiene: -

{zlfx fi264 2 (5
e, \ 2]

s — @, t 0l ¥ 23 =0

7

£ £o

A partir de estas definiciones, podemos observar lo



siguiente en cuanto al modo de usarse: en las uniones-0, de
las uniones que confluyen, sale un mismo potencial, pero
distintos flujos, esto es, pueden representar una
acumulacidén local de 1la especierque fluve; por lo tanto las
uniones-0 se usan principalmente para conectar
condensadores. En las wuniones-1, de las uniones que
confluyen, sale un mismp flujo, pero distintos potenciales;
esto es, pueden representar disipacién; por lo tanto las
uniones-1 se usan principalmente para conectar resistencias.
De esta manera, la representacidén gridfica del flujo por

difusidon simple de la especie "i", queda.finalmente como:

H

MEMBRANA
| ' 2
3-
J ! .>
E!' R! Cp " R? =
4
El e 5 Yy o> & - E*

’/LR . Chw InR
Donde se ha hecho la suposicidén de de que .= Ry =R .En
la regidn cercana al equilibrio, 1las ecuaciones resistiva y
capacitiva son lineales y se pueden escribir en forma

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



Por definicidén de uniodn-1:
gl':‘i"zi‘ZSVB }S(\)

— @y X0 4+ 0320

En la regidén lineal:

£ - %Z o . ... . (2) Feve Ml vy 2 tenemos :
C,c Q’LA‘QS = R ("1 Yes .0, :Q-(:\-\-(’_g.-(?i}-%r- (‘-"g?‘“ (4)

(3) y (4) relacionan las variables de entrada con las de

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

escribirse como:
) (58 ¢ (B) e (52

£ o

TR
DQ\/\DQ \ '['\?-: (O \

Anadlogamente_ para un elemento capacitivo:

7 eg
> 0 >
£/ 3

ezl L
C

Por definicidn de uniodn-0:

Q‘:“'-Q?%...m
A E F

En la regiodn line%i:
€ 1 :
47_: C Tt ... (U

", VR k&)fp (1) tenemos:

¢y <= @x...(03) y como § 2= 4\—43 y €2z €z

-

—:> -(‘:(ége_.g—*“c?--'(‘*)

las retaciones (3) y (4) pueden expresarse como:



0 | ) (25> , ?;‘gw.,_- @9\
4:):(@4— L)\ k3 AV }_;(43]

o
Do>wvivne | E (\ \

o.lrz,

A las matrices 1%2 y Ik_ , Se les conoce como matrices de
transmitancia.

Con el objeto de obtener las ecuaciones dinamicas del
sistema en el caso continuo, es mnecesario descomponer
conceptualmente a la membrana en elementos de volamen

1nf1n1t631ma1 av cm3, segun se muestra:

C¥dx | R*d C¥d A !
/ | T 1
| I
- 5 O N N Y R
|

h|

Nz I nd
% * Pl -
Donde R°, C son la resistencia y la capacidad especificas
de la membrana respectivamente. Para cada elemento de
volumen, los flujos y 1los esfuerzos que entran estaran

relacionados con los que salen mediante la composicién de

las funciones 1lineales de los elementos del volumen, es
decir, mediante la multiplicacidén de 1las matrices de
transmitancia correspondientes. Asi, para cada elemento de

longitud dx tenemos:

R¥dx X dx
~ 0
e \l s e%%%éx>
+ ’ fy 2% Ax
3% &
¢ % —,;;Ax
e (I R&d K | o 54
Es decir: (L): o | Cvéx%: l b4 S;c\)(

2
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De donde, despreciando los términos de 6rden-2 en dx, se
obtiene: )4 -%—Q%‘*(: G ))

SX

#* 3¢ >4
CT2> + 22 o . ..(2

vt o X ¢2)
Para el caso del flujo de una sustancia "j" eléctricamente
neutra, tenemos: PoTeu cial Dt kico Da )

Q;:,faa T { e L viionna o van e

.g: I = Via Lud b Y G &
(A PhCADAD Es«eea(—(\uﬂ]
¥ ¥
"= (W“‘{D%\b aC AR R e W - W2 N ,i
Asi en (2): o \5 ( .- Vi
i o 2 o vV (Ono s Ty .
s ot ax 4 3 /7

| bw"‘/‘ - (__r}_, B/W__ = QTM

>k OX

' \
Que es 1la ecuacidn de continuidad, 1la cual como es bien
conocido, debe cumplir todo soluto que atraviese la membrana
sin participar en ninguna reaccidn quimica (4).

El ejemplo anterior sirve para mostrar la utilidad de esta
técnica. Finalmente, 1introduciremos un elemento de 2-
entradas, que permita transformar una forma de energia en
otra; esto es, un transductor ideal en el que no ocurra

pérdida de energia (§¥W4£:i3 ), y al cual representaremos



(¥)
SUBIENE & SO RN
T2

como .

!
la relacidén constitutiva (la definicidn) de este elemento de

2-entradas, tiene la forma general:
'&II "é;“z_ ?2_
e\ |
,Q' - tar taz ’QZ—
la cual con el objeto de que el transductor sea ideal debe
cumplir la condicién: €, 4, = €= £

, esto conduce a

que: f'z/: €z = O 9 (‘/ﬁ‘,\:'ézz’:i\f'

I
e Ve 0\ /@) 0y ={~) 2

[
Sl o ) 21 (vt

-

A '"r" se le denomina relacidén de transferencia 6 mdédulo del
transductor.

Asi, en una reaccidén quimica cada uno de los reactivos y
productos se representa mediante un condensador a,potenciéi
,’1 », el cual se descarga si "i" es un reactivo 0 se carga
si es un producto. Ahora bien, la especie quimica que se
encuentra en la mezcla de reaccidén (condensador) con un

#

potencial/f , participa en la reaccidn-k, con el potencial/ﬂ
ponderado por el coeficiente estequiométrico de "i'" en 1la
reacciobn-k (m&K ); por lo tanto el condensador de "i'" debe
conectarse a un transductor de méduloY-:'LA&.

Toda reaccidén quimica constituye un proceso 1irreversible
disipativo, por 1lo que su representacidén ademds de 1los

elementos mencionados arriba, debe incluir una resistencia

(Rr) introducida a través de uniones-1. Si la reaccidén se

encuentra cerca del equilibrio Rr es una l-entrada (—49i2Q’)



cuya relaciodon constitutiva de acuerdo con la termodindmica

irreversible es:
A
= QR
Llani o Lea(Tive o \(
{UK(O(,\DAD De xeacLiou

donde:
IR
A - {Aﬁinioao SYRIUN "‘é’“do”‘]
Asi por ejemplo, la reaccidn: q/; S —_— q/é

cerca del equilibrio puede representarse como:
!

. _3s () St/ N st /o7 _}g‘vf) I

‘3[’29 > >

S
e e Sy lé‘/f’/’}v S
AT

R
Katchalsky (4) demostrd que si una reaccidén se encuentra

?CP

lejos del equilibrio, Rr debe ser una 2-entrada ( >§?E 5 )
por lo tanto la grdfica anterior se modificaria en:
, R (Ynlp
5 ([nés) 53 /L g TR oS 3?/«139,7.1) P 5 Co
pr
/Ug' / élj/M :/} ﬂJ?/"P 4/,/;; /"4;:

la cual tomando en cuenta que: @: 3-’/;\];- _ SP/JP

Cs

se simplifica a:

!
o 5 *%3{;) S5 /s _RR_3r /AP \Sr/l;/f)) Yo
ST s Jo e 7 T

Lo anterior, constituye solamente un resumen del manejo

operacional de 1la termodindmica de circuitos segin 1lo
presentd Katchalsky (4, 5), en este resumen no se ha
prestado mucha atencidn al aspecto formal de la misma. E1
objetivo que se ha perseguido con ello, es mostrar el empleo
de las graficas de unidén para representar procesos de

interés bioldgico, como son, 1las reacciones quimicas y la



difusidn a través de membranas. En este trabajo se realizd
un estudio experimental del transporte de aminodcidos en la

levadura del pan Saccharomyces cerevisiae, en el

que dos aspectos del mismo se representan mediante 1a

termodinamica de circuitos.



ITI.E1 TRANSPORTE EN LAS LEVADURAS DEL GENERO Saccharomyces:

A) Importancia.

La levadura es un organismo unicelular eucarionte con pared
celular, estas caracteristicas la convierten en un objeto de
estudio a la vez ihteresante y conveniente; ésto se debe a

que:

1) Son organismos cuya obtencidn comercial y mantenimiento
en el laboratorio son sumamente econdémicos.

2) Son econbémicamente importantes por su utilizacidén en 1la
elaboracidén de pan, vino y cerveza.

3) Presentan un tiempo generacional ccrto, 1lo que en
principio hace posible la obtencidén de mutantes que no se
pueden obtener en muchos otros eucariontes multicelulares
con tiempos generacionales largos.

4) Presentan wuna pared celular rigida, 1lo que 1las hace
sujetos experimentales ventajosos, pues permite manipularlas
fdcilmente sin temor a que las células se rompan porT

ejemplo, al haber cambios en la osmolaridad del medio.

&

Por otro lado, son organismos en si mismos interesantes,

entre otras cosas, por lo siguiente:

1) Al ser wunicelulares, en la naturaleza se encuentran
expuestos a medios cambiantes, razdén por la cual es de
esperarse ( y de hecho asi sucede ) que presenten una
flexibilidad adaptativa grande. Esto contrasta con lo que

sucede en otros eucariontes multicelulares, en los que las
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células estan adaptadas a un ambiente que es Dbasicamehte
constante.

2) Son organismos que se conocen con gran detalle; en ellos
se describieron muchas vias metabdlicas.

3) Siendo eucariontes, en su membrana plasmatica tienen
una bomba de H™, en tanto que la mayoria de los euca-
riontes pluricelulares tienen bombas de Na* - K* ( 6,7,8 ).
Este Giltimo aspecto sefiala la importancia que desde el punto
de vista bioldgico tienen los estudios de transporte en las
levaduras, pues en principio hace pensar que estos
organismos tienen una ubicacidén filogenética muy peculiar en

cuanto a la evolucidén de los sistemas de transparte.
B) TRANSPORTE DE IONES. FLUJOS DE H* Y K*.

La existencia de wuna bomba electrogénica de H* en 1la
membrana plasmidtica de 1la levadura, fue postulada ’por
primera vez por Pefla estudiando el efecto del K* sobre
los intermediarios de la glucdlisis. Se habia reportado que
s

el K* aumentaba la velocidad de fermentacidén y respiracidn
en la levadura, Yy que su entrada a las células se llevaba a
cabo en un intercambio por H* utilizando la energia redox
derivada del metabolismo; 1los experimentos realizados por
Pefla mostraron que la adicidén de K+ a pH bajo (pH 4.0),

causaba un aumento en los niveles de NADH y una disminucidn

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

de ADP y Pi (9, 10). El aumento en los niveles de NADH
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contradecia la hipOtesis de que la entrada de K* utilizara
energiua redox, pues en ese caso se habria observado wuna
disminucidén en los niveles de NADH; por otro 1lado, 1la
disminucidén de los niveles de ATP explicaba el aumento en la
velocidad de respiracidn y fermentacidn producidos por el
K*.

Pefia ademds encontrd que se podian obtener 1los mismos
resultados aumentando el pH del medio sin necesidad de
agregar K*, y més aln, que cuando el pH era alto el K' ya
no producia ningGn efecto. Todo esto lo explicd postulando
la existencia de una bomba de H™ en la membrana plasmitica
de las levaduras cuya fuente de energia seria directamente
el ATP (y no la derivada de la transferencia de electrones
entre pares redox), la cual a valores bajos del pH del medio
expulsaria H* solo en presencia de K* para intercambiar por
el H*, en tanto que a pH alto sacaria H' afin en ausencia de
K* (en este caso la salida de H™ iria probablemente
acompafiada por 1la salida de aniones). Por otro 1lado, el
hecho de que 1la bomba sacara H* a pH alto sin que se
necesitara K*, indicaba que la salida de H* y la entrada de
K* deberian de 1llevarse a cabo a través de sistemas de
transporte distintos. En conclusidn, se propuso el siguiente
modelo para los flujos de H* y K* en las levaduras (10)

exr,

-

AT E

-

ADY Y V.
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Posteriormente, mediante el empleo de coloraptes
catidnicos, Pefia encontrd 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, Yy que adémés es probable que el
transportador de X* sea comin a todos 1los cationes
monovalentes.

Actualmente, la existencia de la bomba de H' estd 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 aminodcidos, fosfato vy
sulfato que son inducibles.

Experimentos realizados por el grupo de Kotyk, indican que
la salida de H* muestra saturacidén Tespecto a la
concentracién de glucosa y a la densidad de 1levaduras, 1lo
que de acuerdo con estos autores seflala que las levaduras
tienden a formar un/ pH constante (16); ademls reportaron_
que el grado de acidificacidén del medio que producen

sse 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 Gltimo, se ha propuesto (17) que la interrelacidn
de 1los flujos de H* y K* permite a las levaduras crear un
gran \ pH sin variar mucho_elﬁﬁe 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

Kt vy un>antiportador H*/K*.
/
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Fuera de lo anterior, mno es exagerado decir que pese a los
esfuerzos realizados se ha avanzado poco en la comprensidn
del transporte de cationes en las levaduras, y aln 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 NHy+.

Actualmente se considera wun hecho que 1la entrada de
aminoacidos a las levaduras se da a través de dos tipos de.
sistemas de transporte a saber (6) : sistemas especificos

y una permeasa general (PG) poco especifica. El1 origen de .
este esquema data de la década de los sesentas, cuanda el
grupo de Grenson reportd que en células crecidas en un medio
con NHg4* como fuente de nitrdgeno, se observa lo siguiente

en relacidén al transporte de arginina, lisina y metionina:

1) E1 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 el de arginina (19).

3) Ninguna de las dos permeasas de lisina es inhibida por
citrulina.
4) El1 transporte de Metionina, tiene lugar por medio- de dos
acarreadores wuno especifico de alta afinidad y otro de baja

afinidad que parece compartir con serina o treonina (20).
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En esos mismos trabajos, se demostrd que las permeasas son
genéticamente independientes; pues se obtuvieron mutantes
(aminodcido-pl) que carecian especificamente de alguno de
estos sistemas. Asi por ejemplo, el mutante Arg-pl
no transporta Arg (18); sin embargo, si las levaduras se
trecian en un medio con prolina en vez de amonio como
fuente de nitrdgeno, esos mismos mutantes Arg-pl podian
transportar Arginina obteniendose resultados andlogos con

los otros dos. aminodcidos (19, 20). En linea con este Gltimo

resultado, 4 aNos después, en 1970, el grupo de Grenson

reportd que (21)

1) La velocidad de entrada de varios aminodcidos aumenta
cuando las células crecen en un medio con prolina en vez de
NH4™*.

2) E1 doble mutante (Arg-pl, Lys-pl) crecido en un medio con
prolina, es capaz de transportar arginina, lisina, trptofanc
y citrulina; y estos aminodcidos al entrar se inhiben
mutuamente en forma competitiva.

3) La mayoria de las permeasas especificas no son afectadas
por el NHy*.

Estos resultados llevaron a Grenson a la conclusidén de que
ademids de las permeasas especificas, las levaduras presentan
una ‘permeasa general de aminodcidos (PG), dinhibible por el
NH4*, capaz de mediar la entrada de todos los aminoédcidos
con excepcién de los dcidos y de la prolina. ( Tabla 2 ); en
relacidén con esto, en el mismo trabajo Grenson reportd que

1) Se aisldé un mutante (gap) que no presenta la PG
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2) La citrulina entra solo por la PG

3) La leucina inhibid en 91% la entrada de «citrulina, por
lo que es capaz de inhibir la PG

4) La prolina tiene un sistema independiente de transporte
también inhibible por NHyg', cuyos pardmetros cinéticos son

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

Tabla 1. Parametros cinéticos reportados por Grenson para el
transporte de amino&cidos en levaduras crecidas en un medio

con amonio como fuente de nitrogeno.

Aminoacido # permeasas Kmi (mM ) Kmy (mM)

Arg 1 0.00.  -----
Lys 2 0.017 0.200
Met 2 0.012 0.770

Tabla 2. Pardmetros cinéticos reportados por Grenson para-

el transporte de amincadcidos a través de la PG en levaduras

crecidas en un medio con Pro como fuente de nitrdgeno.

‘Aminoécido Km (mM)
Cit 0.080
Arg 0.0076
Lys 0.0031
Tph 0.010

Adem&s del modelo cinético propuesto, en estos trabajos se
hizo evidente que el NHz* puede interferir con el transporte

de ' aminodcidos la levadura. Esta interaccidén en principio
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puede entenderse si se toma en cuenta que tanto el amonio
como los aminoidcidos constituyen una fuente de nitrdgeno
importante para las levaduras (22). Un hecho que seNala 1la
importancia de este catidén para el metabolismo de estas
células, es que es probable que presenten tres sistemas de
transporte para él (23); datos obtenidos en el laboratodrio
de PeNa, indican que la entrada de NH4* es un proceso que
requiere de energia y que la especie quimica que cruza la
membrana al entrar a las células es el catidén NHz" en vez de
la especie eléctricamente neutra NHz (24); este dato es
interesante en si mismo, dado que comGnmente los Aacidos
cruzan las membranas bioldgicas en su forma gimica
electricamente neutra.

Por 1o que toca al efecto inhibitério del amonio sobre el
transporte de aminodcidos, se ha demostrado que presenta las
siguientes caracteristicas (25)

1) La inhibicidn es reversible; esto es, wuna vez que 1las
levaduras son puestas en un medio sin amonio, la capacidad
de transporte se recupera, CcOn un curso temporal que parece
depender del tiempo que pasaron previamente en presencia del
catiodn.

2) La inhibicidén por NHg*, ocurre a través de dos mecanismos
independientes, por inactivacién de las permeasas presentes
en la membrana y por represidn de la sintesis de nuevas
permeasas.

Es importante seflalar que estos resultados fueron obtenidos

midiendo el transporte de citrulina, 1la cual como se indicé
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anteriormente se supone que entra a las levaduras s0lo a
través de la PG.

En cuanto a 1la inactivacidn de la PG, experimentos
realizados con mutantes prmitieron proponer el siguiente
modelo

El locus génico GAP1 de 1las 1levaduras, es un gene
estructural que codifica un constituyente especifico de 1la
PG. En uno de lds extremos de GAP1l, se encuentra el 1locus
génico PGR, el cual se ha reportado (26) que determina un
sitio receptor sobre el que actlia continuamente un control
negativo (inhibitorio) ejercido por los productos de dos
genes no ligados MUTZ y MUT4. Existe ademds otro gene, el
gene NPR1 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 MUTZ y MUT4.
Grenson (26) ha propuesto que la entrada de NHz* a las
células incapacita al mecanismo reactivatorio de NPR1 para
compensar la inactivacidén ejercida por MUTZ vy MUT4,
probablemente porque el NHz' o un derivado de éste reprime a
la proteina codificada por NPR1, o bien activa al sistema
MUT2, MUT4.

Otros sistemas de transporte que han sido sefialados como
sensibles al NHy* por el grupo de Grenson, son : el del
glutamato, ureidosuccinato y dos permeasas de
metilamina/amonio (25), recientemente Hordk y Rihovd han

reportado que el transporte de prolina en S. cerevisiae se

da a través de dos sistemas, uno de los cuales tiene 1los

parametros cinéticos y la sensibilidad al NHg* descritos
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previamente por Grenson (27). En S. ellipsoideus, se ha

reportado que el NHg' inhibe el transporte de leucina (28);
por otro lado, recientemente se (ha reportado que en
bacterias fijadoras de mnitrdgeno, el NHg" disminuye la
velocidad de entrada de todos los tipos de aminodcidos (29).
A manera de resumen, estos datos parecen indicar que el NHy*
inhibe a una gran cantidad de permeasas de aminoadcidos

tanto en levaduras como 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 energia contenida en el gradiente electroquimico de 1los
iones a través de la membrana puede utilizarse en la captura
activa de nutrientes. En el <caso del transporte de

aminodcidos en levaduras del género Saccharomyces, el grupo

de Eddy reportd que en células en las que el metabolismo se
~encontraba 1limitado por inhibidores de 1la glucdlisis vy
la respiracidén, se observaba que

1) La entrada de leucina, 1lisina, fenilalanina, glicina y
aminoisobutarato es mayor a pH 4.5 que a pH 7.4 (29).

2) La captura de glicina, citrulina, 1leucina, 1lisina,
metionina, fenilalanina y prolina se acompaﬁa-por la entrada
de 1 a 2 equivalentes de H* (31, 32, 33).

3) La entrada de glutamato se acompafa por un flujo de
hasta 3 equivalentes de H* (lo mismo se observé para el

g
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transporte de fosfato) (34).

4) El mayor flujo de H* parece ocurrir a través de 1la PG
(31).

De estos resultados Eddy pensd que la entrada de aminodcidos
a las levaduras ocurre mediante cotransporte con H*; es
decir, que el./S}&xexistente a través de la membrana
plasmitica, proporciona la energia necesdria para la
acumulacion de estas moleculas mediante el acople del
influjo del H* al del aminoidcido. En cuanto al papel del K7
en este proceso, Eddy reportd que

1) La entrada de leucina, 1lisina, fenilalanina, glicina y
aminoisobutarato disminuye con la presencia de K* en el
medio de incubacidn (30, 33).

2) Junto con la entrada de H*¥ que acompafia la captura de
aminodcidos, es posibleiobservar un eflujo equivalente dé K*
(32, 33, 34).

De esta manera, Eddy 1legd a la conclusidn de que la entrada
de aminodcidos en levaduras carentes de energia metabdlica
se da por cotransporte con H*, siendo balanceada la entrada
de carga eléctrica mediante un eflujo equivalente de K*, por
lo cual este catidn agregado al medio de incubacidén produce
inhibicién de 1la entrada de los aminoacidos. Es
importante recalcar que estos resultados se obtuvieron en
levaduras que carecian de energia metabdlica y su
generalizacidn a células con un metabolismo normal no es
directa; ‘el mismo Eddy observdé que al menos por lo que toca
al transporte de glicina, la dependeicia de éste respecto al

pH y el efecto inhibitdério del K* no eran tan claros cuando
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las levaduras disponian de energia (35); no obstante témbien
es mnecesario seflalar que recientemente el grupo de Slayman
ha realizado experimentos que apoyan a la conclusidn de Eddy
en cuanto al papel del H* en el transporte de glicina (36);
dentro de esta misma tendencia Ohsumi y Anraku han reportado
que en la membrana de la Vacdola de la levadura existe una
Mg-ATPasa sensible a DCCD, 1la cual crea un cuya energia
se emplea en parte para acumular (mediante cotransporte con
H*) aminodcidos bdsicos en la vacuola (37).

Los trabajos de Anraku y de Slayman coinciden con 1la
hipdétesis de Eddy, pero aln es necesario aclarar algunos
aspectos; dado que tambien existen resutados que no encajan
dentro de dicho esquema. Asi, el grupo de Kotyk reportd que
ni el Na®™ ni el X* juegan papel alguno en el transporte de
aminodcidos (38); por otro lado, nosotros estudiando el

transporte de leucina en S. cerevisiae encontramos que

cuando las células no han sido preincubadas y no disponen de
energia metabdélica desde antes de 1la adicién de los
inhibidores de la respiracidén y la glucbélisis, la entrada de
leucina no es mayor a pH bajo que a pH alto (39). Por otra
parte hemos visto que el K* desempefia un papel complejo en
el transporte de aminodcidos, que ne puede explicarse
Gnicamente en términos de neutralizar la carga eléctrica
neta que cruza la membrana. Finalmente, es conveniente hacer
notar en este momento que el empleo de vesiculas de
membranas de levaduras probablemente resulte una herramienta

poderosa para afirmar o descartar la hipdtesis de Eddy, esto

g
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aparejado a que se obtenga una visidn mis clara acerca de

2

los sistemas de transporte de ilones en las levaduras.

3) SINTESIS DE PROTEINAS RELACTONADAS CON PROCESCS DE

TRANSPORTE. PAPEL DE LOS CATIONES MONOVALENTES.

El proceso a que se somete a las levaduras antes de 1la

realizacidédn de estudios de transporte presenta variantes de

un laboratorio a otro. Sin embargo, en términos generales
consiste en dos fases : primero las células son puestas a

crecer durante varias horas en un medio rico en nutrientes y
al finalizar este periodo son lavadas por centrifugacidn, se
ponen en agua desionizada y se dejan por varias horas
burbujeédndoles aire; esta segunda fase tiene por objeto que
las levaduras consuman las reservas energéticas que
acumularon al estar en el medio rico en nutrientes, de tal

forma que al iniciar el estudio de transporte podamos tener

la seguridad de que el sustrato que consuman sea
precisamente el que en ese momento se les dé. Es bien
conocido que durante la fase de ereacidén en agua, las

levaduras degradan varios de sus sistemas de transporte
(15, 40); de hecho es probable que los Unicos sistemas
constitutivos que mno son degradados en ese tiempo son la
ATP-asa de H" (15) y el transportador de K*  (Peiia,
observaciones no publicadas); asi, cuando las células son
puestas en presencia de un sustrato fermentable {(glucosa) o

respiratorio (etanol), éste, al mismo tiempo que



constituye wuna fuente de energia, da lugar a una seflal que
desencadena la sintesis de los sistemas de transporte que
habian sido degradades; en relacidén con esto, el grupo de
Kotyk ha reportado que :

1) La actividad de transporte de glicina, 1leucina, prolina,
aminoisobutarato, fosfato vy sulfato aumenta al preincubar
las células con glucosa con un periodo de latencia Yy una
velocidad distinta para cada compuesto (15, 40, 41, 42).

2) E1l aumento en la actividad de transporte, en todos 1los
casos esta asociado a un aumento paralelo en la sintesis
general de proteinas, y es por consiguiente suprimido al

agregar un inhibidor de ésta, la cicloheximida (CH).

3) Con excepcidén del fosfato (15) 1a Km para los demds
compuestos permanecid constante, aumentando solamente la
Vmax.

4) Estimaciones deljs;@%durante la preincubacidén con glucosa
muestran que este se establece casi de inmediato y después
presenta muy poca variacidén conforme transcurre el tiempo

(15), de modo que
55) E1 aumento en la actividad de transporte no puede deberse
a cambios en el ﬁ;;ﬁ% sino méds bien a un aumento en la
cantidad de acarreadores en la membrana (15).

Asi mismo, se ha estudiado el papel que el NHy+ y el K%
desempefian dentro de la estimulacidn del transporte por
glucosa. En concordancia con el efecto inhibitorio del NHy+
que se ha reportado en el transporte de aminoadcidos, Xotyk

encontrd que este ion inhibid parcialmente la entrada de



leucina (15) y de sulfato (40), en tanto que no tuvo ningin
efecto sobre 1la captura de fosfato (42); sin embargo
resultados obtenidos en nuestro laboratorio, muestran que en
nuestras condiciones de trabajo el NHgz* estimula el
transporte de fosfato (43) y que a diferencia de 1o
reportado por Kotyk, 1la 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 relacidn al papel del K*, KXotyk reportd que este cation
agregado al medio de incubacidén aumenta la estimulacidn 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 desempena
dos funciones paralelas : a) Constituye wuna fuente de
énergia inmediata para las células, 1lo que le permite
activar de inmediato sus sistemas de transporte
constitutivos, creando asi gradientes electroquimicos de
iones (H*,K*) y b) Constituye directa 6 indirectamente una
sefial que 1inicia la sintesis de wuna gran variedad de
sistemas de transporte.

En cuanto al papel que los cationes monovalentes desempelian

dentro de este proceso, podemos resumirlo como sigue:

1) Los gradientes electroquimicos de 1los 1iones pueden
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emplearse como fuente directa de energia para la captura de
nutrientes; a este respecto Eddy ha propuesto que el K)}i%es
la fuente directa de energia para el transporte de
aminodcidos, fosfato y algunos carbohidratos, con el K
manteniendo un balance neutro de carga eléctrica, en tanto
que Kotyk propone que ni el X' ni el Na* juegan papel alguno
en la entrada de aminoacidos.

2) Los cationes monovalentes (NHgz", K*) durante el tiempo de
preincubacidén con glucosa, directa o indirectamente dan

lugar a wuna sefal que elimina o potencia el efecto de 1la

glucosa.

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

Saccharomyces.

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 caracteristicas (44,
55, 46)

1) E1 transporte parece ser activo, como 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 energia, pero su
contribucidn es pequefia en células que disponen de energia.
3) La veu depende del metabolismo.

4) Concentraciones de glucosa por encima de 5mM parecen

W
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tener un efecto inhibitdrio en el transporte.

5) La entrada de leucina se da a través de dos sistemas
cuyos parametros cinéticos dependen del estado metabdlico de
las células.

6) Estos sistemas de transporte caen dentro de la categoria
de los firmemente unidos a la membrana (8) ya que el valor
de sus pardmetros cinéticos es el mismo en cé&lulas enteras
que en protoplastos, 1los cuales de acuerdo con Kotlyar vy
Ramos (46) son

Km1q Vmaxqi Kmp Vmaxy

(mM) (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 estudid también el transporte de leucina

en S.ellipsoideus y reportd que (28)

1) Sus caracteristicas cinéticas son similares a las que

presenta S.cerevisiae.

§ . -, . P
2) Los parametros cinéticos de los acarreadores varian con

el estado metabdlico de las levaduras, y son

Km1y Vmaxq Kmjp Vmaxy

(mM) (nmoles/min.g)
sin energia 0.05 111 2.9 311
con energia 0.14 3200 0.49 6100

3) La preincubacidén con NHg* durante 25 min, estimuld 1la
captacidn a los 10 segs, pero la inhibidé a los 5Smin.

En relacidén con estos trabajos podemos hacer las siguientes



observaciones : Priméro, si el transporte es activo, como se
explica este en células sin energia ?. Segundo, la veu es un
valor extrapolado a tiempo cero y parece poco probable que
represente el 40% de la captacidn total. Tercero, en ese
mismo trabajo (44) se reportaron valores negativos de Km y
Vmax, 1lo que se adjudicd a la veu. Cuarto, un efecto
inhibitorio por glucosa es dificil de visualizar. Quinto, el
efecto reportado para el amonio es poco claro y no es
posible_ concluir mnada en concreto a partir de é1. Todas
estas observaciones asi como los resultados contradictorios
entre el grupo de Eddy y el de Kotyk, mnos motivaron a

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

han alcanzado el estado estacionario de crecimiento (39),
nosotros encontramos que en relacidn con los requerimientos
de energia

1) E1 transporte de Leu es activo y por consiguilente en
células sin energia es pequefio a cualquier pH y a diferencia
de 1o reportado por Eddy en estas condiciones no se observd
que 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), para
obtener captaciones significativas de leucina, no basta con
que exista glucosa en el medio, sino que ademéds 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 concentracidén de glucosa, la

)



entrada de leucina aumenta, hasta que la concentracidn de
glucosa es de 150 mM a partir de la cual, 1la captacidn 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 metabdlico
que resultd mis efectivo para bloquear el transporte de
leucina, fue 1la azida de sodio wun inhibidor de la
respiracidén, 1o que demuestra que aln con glucosa como
sustrato, se requiere de la participacidn de la mitocondria
en el proceso de transporte.

5) En cé&lulas que han sido preincubadas con glucosa el pH
6.0 resultd el 6ptimo para la captacidn 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 pardmetros cinéticos son Km
= 0,215 mM y Vmax = 1144 nmolas/(min.g). Cabe hacer notar
que estos valores son del mismo orden de magnitud que 1los
del sistema 2 reportado por Kotlyar y Ramos, por lo que es
prébable que se trate del mismo sistema.

2) E1 acarreador de leucina es altamente especifico para
este aminoacido, ya que el glutamato no inhibidé 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* encontramos que

1) En concordancia con lo reportado por Kotyk, el Na®
agregado junto con la leucina tuvo un efecto ligeramente

inhibitdério sdélo a concentraciones por arriba de 10 mM, en



tanto que a concentraciones menores no tuvo ningin efecto.

El K* presentéd un ligero efecto inhibitorio a todas las
concentraciones y este no fue de tipo competitivo.

2) A diferencia del efecto mencionado arriba, cuando 1las
células se preincuban con K* durante una hora hay un
incremento notable en la captacion de leucina a cualquier
pH. Haciendo wun paréntesis es importante seflalar que en
nuestro laboratorio se han encontrado resultados anédlogos

para el transporte de fosfato.

OBJETIVOS

Con base en los resultados que obtuvimos en el transporte
de leucina y a los reportes de la literatura, decidimos que
era conveniente proseguir el estudio del transporte de
aminodcidos con el objetoAde
+1) Establecer si nuestras levaduras presentan la PG
reportada por Grenson, Yya que observamos que la entrada de
Leu se da a través de un solo sistema que ademds es muy
especifico por este aminodcido.
2) Determinar la generalidad del efecto estimulatdério del K*
dentro del transporte de aminodcidos y obtener informacidn

acerca del mecanismo por el cual se lleva a cabo.
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3) Elaborar wuna grafica de wunion para incorporar la
informacién experimental que se obtenga, con el objeto de
establecer hipdtesis que, en el futuro, lleven al diseflo de

nuevos experimentos.



MATERIALES Y METODOS.

MATERIALES. ~

Se trabajo con 1la levadura Saccharomyces cerevisiae,

obtenida comercialmente de la féabrica ' La Azteca'.

Todos 1los reactivos utilizados son de grado analitico. Los
aminodcidos 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 1la 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), anadiendo 0.250 ml
del antiespumante FG-10 de Corning. La mezcla se incubd
durante 8 horas a 30°C, burbujeando aire a través de un
vidrio poroso. Al término de este tiempo, las levaduras se
lavaron dos veces por centrifugacidn durante 10 min a 600 G
(2000 rpm); hecho esto, 1las células se resuspendieron <en
agua destilada en un volumen total de 300ml y se dejaron

aerear durante 16 horas a 30°C; transcurrido est

[¢]

tiempo,
las células se lavaron dos veces por centrifugacidén durante
10 min a 600 G (2000 rpm), después de lo cual se pesd 1la
levadura y se resuspendid en agua desionizada en un volumen

total igual al doble del peso humedo de la levadura.
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-- Tratamiento de la levadura durante los experimentos.-
A menos que otra cosa se indique, previamente al ensayo de
transporte, las cé&lulas a una densidad de 50 mg/ml fueron
preincubadas durante una hora en un buffer MES-TEA 20 mM pH
6.0 con glucosa 150 mM (medio A), més las adiciones que en
cada caso se indiquen (39).
-- Medida del transporte de aminodcidos.-
Terminada 1la preincubacidén en el médio A, se agregd el
aminodcido radiactivo a la mezcla de ensayo, hecho esto a
los tiempos que se indican mads adelante, se tomaron de cada
mezcla de ensayo dos muestras (F, T) de 0.1 ml cada una. La
muestra F se lavd por filtracidn en filtros marca Sartorius
de 450 nm con 15 ml de agua desionizada a 0 ©C; a 1los
filtros asi obtenidos, se les agregd 5 ml del liquido de
centelleo Tritosol (49), vy se contaron en un contador de
centelleo liquido TRI-CARB 300C. A la otra muestra (T), se
le agregd directamente 5 ml de Tritosol y se contd, para
¢sconocer la radiactividad total agregada a cada mezcla de
ensayo.
La captacidén de aminodcidos por las levaduras se calculd de
la siguiente manera

Captacién = ( C.F / C.T )*( S * D )

donde

C.F

Cuentas por minuto (cpm) en la muestra F

!
]

C. cpm en la muestra T.
S = nmolas aminocacido / ml.
D

= Factor de dilucidén (D = 20 en la mayoria de los

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

aminodcido a las levaduras esta expresada como

V = nmolas aminodcido / (min * g).
En cada figura, a menos que otra cosa se 1indique, 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 5 min (39). La fig. 1, muestra que también el
transporte de citrulina es lineal hasta los 5 min; debido a
esto, decidimos incubar a las levaduras durante 3 min con el
aminodcido radiactivo en los experimentos sin KCl1 y 2 min en
los experimentos con KC1l ya que el K* parece sacar al
sistema de velocidades iniciales (datos no mostrados). Para
el aspartato, no se deterﬁiné el intervalo en el <cual se
encuentra en velocidades iniciales ya que con este
aminodcido no se hicieron cinéticas.
-- Mediciodon de sintesis de proteinas.-
La sintesis de proteinas se mididé mediante la incorporacidn
a estas de L-3H-Leucina para lo cual, 1las células se
preincubaron con L-3H-Leucina 0.200 mM en el medio A mis las
adiciones que en cada caso se indican, a distintos
intervalos de tiempo, se tomaron de las mezclas de ensayo,
muestras de 0.1 ml y se mezclaron cada una con 1 ml de TCA
al 10 % (w/ v), el precipitado total obtenido con TCA se se

lavé por filtracidén con 15 ml de agua desionizada a 0 °C vy
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Fig. 1. Velocidades iniciales de la entrada de L-Citrulina.
Las células fueron preincubadas durante una hora en el medio
A. al cabo de ese tiempo se agregd L-14C-citrulina a las

concentraciones que se sefialan y a los tiempos indicados se

tomaron muestras y se determind la captaciodn.

- (wa¥)




la radiactividad del material que quedd en los filtros se
midio en forma andloga a como se sefiald en el transporte de
aminodcidos.

Para inhibir la sintesis de proteinas, se agregd 0.4 mM de
cicloheximida (CH) al medio A. La tabla 3 muestra que la CH
efectivamente inhibe 1la sintesis de proteinas en las
levaduras. La tabla 4, muestra que 0.4 mM de CH no tiene

efecto directo sobre los transportadores de aminodcidos.

4.2



Tabla 3. Efecto de la CH sobre la sintesis de proteinas. Las

levaduras fueron preincubadas con 0.20 mM L-°H-leucina en el

medio A méds la condicidn que se indica durante una hora. La

sintesis

material insoluble bajo cada condicién.

CH

0

( mM )

.40

.40

Tiempo de preinc.
0
0
60

60

( min )

de proteinas estd medida como cpm incorporadas al

cpm
1237
1685
20097
391



Tabla 4. Efecto de 1la CH sobre los transportadores de
aminodcidos. Las levaduras fueron preincubadas por una hora
en el medio A. Al cabo de ese tiempo se agregd L-H3-leucina
junto con CH a las concentraciones que se indican; 3 min

después se determind la captacidn.

CH (mM ) Leu ( mM ) \%
0 0.10 460.2
0.40 0.10 546.0
0 0.50 1096.3

0.40 0.50 1107.0



RESULTADOS

1. Estudios sobre la afinidad de los sistemas de transporte

de aminoacidos.

Con el objeto de determinar si la entrada de 1leucina se
lleva -a cabo a través de la PG, dado que la citrulina es
transportada por ese sistema (21), estudiamos 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 inhibitério sobre
el transporte de citrulina mayor que el que este Oltimo
produce sobre la leucina. Si la entrada de ambos aminodcidos
fuera por 1la misma permeasa, este dato indicaria que la
afinidad del sistema seria mayor por la leucina; Grenson
reportd wuna Km de 0.080 mM de la PG para la citrulina vy
nésotros una Km de 0.215 mM del acarreador de leucina, por
lo tanto 1los datos de la tabla 5 parecen indicar que 1la
citrulina vy la leucina no entran por la misma permeasa. En
apoyo a esta conclusidn, la fig. 2 muestra que 0.90 mM de
citrulina no tuvo ningGn efecto sobre 1la cinética del

transporte de leucina.

i
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Tabla 5. Inhibicidn del transporte de leucina por citrulina
y viceversa. Las levaduras fueron preincubadas una hora en
el medio A, al cabo de ese tiempo se agregd 0.10 mM de L-3H-
leucina junto con citrulina a las concentraciones indicadas,
o 0.080 mM de L-+4C-citrulina junto con leucina Tres min

después se determind el transporte.

Aminodcido % Inhibicidén de % 1inhib. de
citrulina sobre leucina sobre
inhibidor (mM) ‘ leucina citrulina
0 0 0
0.10 15 50

¢ 1.00 30 90¢

s

£



Fig. 2. Hofstee del transporte de leucina. Las levaduras
fueron preincubadas por una hora en el medio A; al cabo de

P

s L~3H—leucina

ese tiempo se agregd la L-3H-leucina (@
mds 0.90 mM citrulina (C). Tres min después se determing el

transporte.
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do que las observaciones anteriores no encajan dentro del

esquema propuesto por Grenson, decidimos estudiar la
cinética del transporte de citrulina cubriendo un intervalo
de concentraciones mucho mids amplio cque el abarcado por esta
autora. En la fig. 3, se muestra que la grafica 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 uniodn
para el sustrato, siendo en general dificil distinguir entre
esas dos posibilidades. La fig. -3, también 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 aminodcidos anidnicos, prolina vy
los aminodcidos azufrados pricticamente mno 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. catidnicos. Asi, el componente de alta afinidad
presenta 1la especificidad que es de esperarse de un
transportador de aminodcidos bidsicos, esto no es dificil de
entenderse si se recuerda que la estructura dé la citrulina
corresponde a la de un aminodcido bésico.

Con el objeto de obtener informacidn que nos permitiera
distinguir entre la posibilidad de dos sistemas de
transporte de citrulina o de uno solo con dos sitios de

unidn, decidimos estudiar el efecto del pH del medio al



componentes.
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Fig. 3. Hofstee del transporte de Citrulina.
Las condiciones experimentales son las mismas que 1las
indicadas en 1la fig 2. () L-l4C-citrulina, (o) L- l4c-

citrulina mas 0.320 mM Leu.
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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

agregd 0.0150 mM de citrulina mds 0.10 mM del aminodcido que

se indica y se mididé el transporte.

Ned

Aminoacido %
Ninguno
arginina
histidina

lisina

alanina
leucina

triptofano

de inhibicidn Aminoacido

0

86
96
96

50
40

44

metionina

cisteina

prolina

glutamato

aspartato

% de inhibicidn
29

6

24

-20



En 1la fig 4, se observa que el compdnente 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 si solo no se puede
considerar como concluyente a favor de la existencia de dos
permeasas diferentes para la citrulina, pero sumado a otro
tipo de observaciones, puede resultar de wutilidad para
descartar alguna de las dos posibilidades que tenemos.

Como se menciondé en la introduccibn, se ha reportado que una
gran variedad de sistemas de transporte muestran un aumento
en su actividad al preincubar a 1las levaduras con
glucosa (15); por lo tanto decidimos estudiar este aspecto
de la entrada de citrulina, con el objeto de ver si existian
sdiferencias entre sus dos componentes durante este proceso.
La fig.5, muestra que al igual que sucede con la leucina y
otros aminoacidos (15, 38, 39), el transporte de citrulina
se incrementa considerablemente al preincubar a las cé&lulas
con glucosa, y que el curso temporal de esta estimulacidn es
el mismo para los dos componentes del transporte. Podria
pensarse que este dato constituye una evidencia en contra de
la hipo6tesis de dos sistemas distintos para la citrulina.
Sin embargo, Kotyk ha mostrado que sistemas de transporte
distintos pueden presentar un curso temporal de estimulacidn

por glucosa semejante (15). Este dato por si solo entonces,

tamnnco puede tomarse camo cancluvente

U
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Fig.4. Efecto del pH al momento del transporte sobre 1la
captacidn 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
centrifugacidén durante 5 min; después fueron resuspendidas
en un medio con glucosa 150 mM y un buffer variable 40 mM
seglin el valor de pH indicado en el eje de las abcisas, con

0.03 mM Cit* 6 con 1.5 mM Cit* + 1 mM Leu () y 3 min

después se determindé la captacién.
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2. Papel de los cationes monovalentes en el transporte de

amonoacidos.

Asi, decidimos abocarnos al otro objetivo de este estudio,
el del papel de los cationes monovalentes en el <transporte
de aminodcidos, <con el propbésito adicional de que .al
hacerlo, en forma paralela pudiéramos 1ir obteniendo
informacidén en 7relacidn con las opciones cinéticas del
transporte de citrulina.
Como se menciond en la introduccidén,hemos encontrado que la
preincubacidén con K* estimula el transporte de leucina (39).
Por ello, se buscd estudiar la generalidad de dicho efecto
sobre la entrada de aminoadcidos a la levadura, vy dado que
los resultados cinéticos que hemos mostrado en relacidén con
el transporte de leucina y citrulina no encajan dentro del
esquema propuesto por Grenson, decidimos estudiar este
aspecto utilizando wun representante de cada grupo de
aminoidcidos a saber : leucina, citrulina y aspartato.
La fig. 6.A, muestra que la preincubacidén de las levaduras
en presencia de K* estimula notablemente tanto el transporte
de leucina como el de citrulina y el de aspartato; por 1lo
que este efecto es prébablemente general en el transporte de
aminodcidos en estas células. Por otra parte, 1la fig. 6.8,
comprueba los reportes de la literatura de que el NHg+
inhibe el transporte de leucina y citrulina, pero ademis

muestra que no tiene ningln efecto sobre el transporte de
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aspartato, por 1o gue a diferencia de la estimulacidn por
K*, 1la inhibicidn por NHg+ no es una caracteristica general
del transporte de aminodcidos en las levaduras.

En la figura 7,se muestra que el efecto del amonio en la
actividad de las permeasas, tiene las siguientes
caracteristicas:

1) Como se ha reportado en la literatura, en la inhibicidn
ejercida por el NHg+ interviene un elemento de inactivacidn

2) Como se preveia de la fig. 6.B, el NHyg+ en estas
condiciones no tuvc ninghn efecto sobre el transporte de
aspartato. Los valores elevados de captacidén de este
aminodcido observados a los 35 min, probablemente se deben a
que a esos tiempos la CH dejo de tener efecto sobre la
sintesis de proteinas.

3) E1 curso temporal de la inactivacidén por NHy+, 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 NHg+
inhibe wuna gran variedad de permeasas distintas a través de
elementos genéticos comunes.

4) El curso temporal de la inactivacidén por NHg+, fue un
poco méds lento tanto para citrulina como para leucina
cuando las levaduras habian sido preincubadas con X*:. asi
mismo, los valores <finales de transporte (a los 40 min)
fueron mayores. Por lo tanto; parece que la preincubacidn
con X* proteje en cierta medida a las levaduras contra el

efecto inactivador del NHzg+ sobre el transporte de

U
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aminodcidos.

Con bhase en lo anterior, decidimos estudiar el efecto de la
preincubacidén de las levaduras en presencia de K* y NHg+ en
cantidades equimolares. La fig.8, muestra que

1) En todo el intervalo de concentraciones probado, la
preincubacidén con K¥ estimuld el transporte de citrulina a
través de su componente de baja afinidad, en tanto que 1la
preincubacidén con NHg+ lo inhibid.

2) Tanto el efecto estimulatorio del X*, como el inhibitorio
del NHp"™ presentan saturacidén a concentraciones altas de
ambos cationes (por arriba de 10 mM).

3) Cuando 1las levaduras son preincubadas en presencia de
cantidades equimolares de X" y NHg", 1los efectos que estos
iones producen por si solos, se cancelan mutuamente.

Cabe sefilalar que estos mismos resultados se obtuvieron para
el transporte de citrulina a través de su componente de alfa
afinidad, asi como para el transporte de leucina {datos no
mostrados), por lo que es probable que sean comunes a todas
aquellas permeasas inhibibles por NHgz™".

Los datos presentados en las figs 7 y 8 parecen indicar que
existen elementos comunes en el mecanismo de estimulacidn
del K* y el de inhibicidn por NHgz", esto nos motivd a
estudiar méds detalladamente las caracteristicas del efecto
del X', asi que, priméro decidimos estudiar su especificidad
mediante el empleo de otros cationes del primer grupo de la
Tabla Periddica, 1los metales alcalino-terreos. La fig.9,
muestra que al menos por lo que toca al transporte de

leucina, el efecto estimulatorio del K* es altamente

Uy
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Fig.8. Efecto de distintas concentraciones de K* y/o NHy+
sobre el componente de baja afinidad por Cit. Las levaduras

fueron preincubadas por una hora en el medio A mas KC1 (&

-

6 NHg*+ (4 ) 6 KC1 + NHyg+ () a la concentracidn total de
los cationes que se indica en el eje de las abcisas,
transcurrido ese tiempo se agregd 1.5 mM Cit* + 1 mM Leu y 2

min después se midid la captacion.
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inespecifico; obteniendose resultados casi idénticos con
Rb*, Cs*, y Na*, la Gnica excepcidn fué el Li™, el cual no
tuvo el mismo efecto que los otros cationes; en relacidén a

la inespecificidad de este efecto, es importante seflalar que
los mismos resultados que se muestran en la fi1g.8, se
obtuvieron para el transporte de leucina cuando el X' se
sustituyd por Na* (datos no mostrados).

La fig.10, muestra que 1 curso temporal de la estimulacidn
por K*, tiene las siguientes caracteristicas

1) Tiene forma sigmoidal, aunque esto es menos claro para el
transporte de leucina guse ra el de citrulina (fig 10.B).

pa
2} Aunque de forma sigmcidal, tanto la velocidad como el

(i
F_l
Or
—
—

porcentaje de estimula son distintos para los dos

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

sentido de que estos corresponden a dos sistemas de
transporte distintos (fiz.10.A)
La forma sigmoidal de la estimulacidén 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
aminoacido. .

Con el objeto de obtener evidencias respecto a si el aumento
observado en el transporte se debe a que hay un aumento en
el namero de permeasas y/o un aumento en 1a> actividad de
estas, se procedid a estudiar si el KT ~era capaz de

incrementar la entrad de aminoacidos en ausencia de

S8}

sintesis de proteinas. La fig.ll, muestra que

1) Para que el K* sea capaz de incrementar en forma efectiva

o

H
i
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Fig.10. Curso temporal de . la estimulacidén por K¥*. Las
levaduras fueron preincubadas durante una hora en el medio A
y dentro de esta hora, estuvieron con KC1 10 mM los tiempos
que se indican en el e¢jc de las abcisas. Al cabo de la hora
de preincubacidén, se agregd : 0.015 mM Cit* (), 1.5mM Cit*
+ 1mM Leu (), 0.08 mM Leu* 6 0.08 mM Asp* y 2 min después

se determindé la captacidn.
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la captacidén de citrulina a través del componente de alta
atfinidad, se Trequiere que las levaduras sean capaces de
sintetizar proteinas (comparense los valores respecto al
control con glucosa); sin embargo :

2) La entrada de citrulina a células preincubadas con CH més
K*, fue mayor que en las células preincubadas solo con CH;
el K" ejerce un ligero efecto activador que no es suficiente
para explicar su estimulacidén del transporte.

Resultados andlogos 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 estimulacién por XK*, fue estudiado
en células que habian sido preincubadas con glucosa o c¢on
glucosa mds K™ antes de la adicidén de la CH, «con el objeto
de que al obtener de esta manera captaciones mas elevadas,
pudiéramos distinguir con méds claridad la importancia de la
activacidén por el K*' observada en 1la fig.ll; La fig. 12,
muestra que:

1) E1 K* tiene un efecto activatdério sobre el transporte . de
citrulina y aspartato, independientemente de si las
levaduras fueron preincubadas con 6 sin K'; ademis:

2) En el caso de la leucina, no es posible hablar de un
efecto activador en el proceso de estimulacién por el K.
Asi, de los datos presentados en las figs.1l1l y 12 se tiene
que, al menos por lo que toca al transporfe de citrulina y
aspartato, el efecto del K* tiene un componente de
activacién, pero en las levaduras que no han  sido

preincubadas con glucosa y que por lo tanto de acuerdo con
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Fig.12. Efecto del K+ sobre la actividad de las permeoasas d

D

aminpacidos. Las condiciones gxperimentales son las miemas
que las de la fig.7. excepto gue ahora en vez de NHat+ Be

agregé EC1 10 sM. (O~ Cit, A - L@uﬁDm Asp.



Kotyk (15) mno tienen un nimero suficientemente grande de

acarreadores en la membrana, el componente de activacidn por

el K* es minimo. Para observar una estimulacidn
ignificativa es necesario, el que hava sintesis de
proteinas.

Por este motivo, decidimos estudiar el efecto del K* sobre
la sintesis de proteinas. La fig.13, muestra que el K* no
tiene ningin efecto ni sobre la velocidad ni sobre 1los
valores finales alcanzados (a una hora) en 1la sintesis
general de proteinas que tiene lugar cuando las levaduras
son puestas en presencia de glucosa.

Como se mencioné en la introduccibén, Pefa encontrd que la
elevacibn del pH del medio produce el mismo efecto
metabdélico que la adicidén de XK' a pH del medio bajo, y que
el K* a pH alto no produce ningin efecto sobre el
metabolismo; por este motivo decidimos estudiar el efecto
del pH del medio durante 1la preincubacidn sobre el
transporte de amincdcidos, vy compararlo con el resultado
obtenido al preincubar a pH 6.0 (como siempre) en presencia
de K7, con la esperanza de que esto mnos daria més
informacién sobre el mecanismo por el cual el K* estimula la
entrada de aminoépidos. La fig.14 muestra que en el caso del
transporte de citrulina, es equivalente preincubar a ﬁH 6.0
con K* que preincubar a pH alto (pH 8.5) sin K™, Dado que el
poner a las levaduras a pH alto sin K* 6 a pH bajo con K7
produce en ambos casos una alcalinizacidédn del dinterior

celular, el resultado anterior pareceria indicar que la

o
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seflal que dispara la estimulacidén del <transporte es la
alcalinizacidén inicial producida por el K+;. sin embargo
hemos encontrado tambien, -que a pH del medio alto (8.5) el
K* es capaz de estimular aln mis el transporte, por lo que
el mecanismo en ambos casos debe ser distinto (datos no

mostrados).



Andlisis Tedrico. Graficas de Uniodn.

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

la termodinamica de circultos, dos aspectos del transporte
de aminoacidos en las levaduras, a saber:

1) El cotransporte con protones, y

2) Su estimulacidén por potasio.

Cotransporte aminodcido-protones:

Debido a que ha sido ampliamente estudiado (30-33, 36), el
cotransporte con protdédn no fue abordado experimentalmente en
este estudio; sin embargo, ya que es uno de los aspectos
centrales del mecanismo de entrada de los aminoéacidos,
cualquier modelo que trate de la captacidén de estas
moléculas deberid, necesariamente, de incluirlo como una de
sus partes. Asi, la elaboracidn de una gradfica de unidn que
dé cuenta de 1la fase de cotransporte con protones,
constituye el primer paso para el andlisis dentro de 1la
termodinémica de «circuitos de distintos aspectos del
transporte, uno de 1los cuales es su estimulacidén por el
potasio.

En 1la élaboracién de la grafica y en el tratamiento de 1las
ecuaciones que de ella se deriven, deben tomarse en cuenta
los siguientes resultados experimentales:

1) La captura de 1los aminoacidos es acompaniada por la
entrada acoplada de 1 a 3 H*, siendo la estequiometria
variable segln el aminoacido, la especie de las levaduras y

su condicidén metabdlica (32, 36).



2) De acuerdo con elAgrupo de Slaymann (36), el cambio en el
pH del idinterior celular que produce la entrada de 1los
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 concentracidn intraceluiar de H*
como practicamente constante.

3) E1 transporte de aminodcidos, generalmente, presenta
cinéticas del tipo de Michaelis-Menten (39).

Ahora bien, comunmente con el objeto de obtener la cinética
de un proceso de transporte se suele considerar, en forma
esquemdtica, que tanto el acarreador libre como el unido a
sus sustratos, puede difundir a través de la membrana, asi
por ejemplo, Schultz (50) da el siguiente esquema cinético

para un proceso de cotransporie:

e .
R O 2 L \
(0% | X )t RO
/|
/‘!\| K\L
o '/O . . .
Gy oY XE e
/ A J
1N
|~ K
1% e
-.VO ?| o (.
Ly K= ()X

Donde K3, Ky son 1las constantes de equilibrio de -las
reacciones de asociacidén y disociacidén de los complejos, Yy
P1, Py son las constantes de velocidad de los procesos. de
"difusidén" en la membrana. Se esta considerando, ademds, que
la wunion de los sustratos con el acarreador sigue un 6rden
especifico, en este caso, primero se une "i" y luego "j'".

Por lo que, estableciendo un paralelismo con estos modelos
cinéticos, 1la grdfica de union para el cotransporte ‘con

protones, debe de incluir:

%‘a.
A



1) La consideracidén de un orden para la wunion de 1los
protones y el amino&cido con el acarreador.

2) Las reacciones de formacidn y descomposicién de 1los
distintos complejos.

3) Los procesos de difusién o translocacién del acarreador
tanto en su forma libre como unido a sus sustratos
(ligandos).

El cotransporte H*-aminodcido en las levaduras, afn no se ha
estudiado a mnivel molecular, vy por lo tanto no existen
suficientes datos como para asignar un determinado orden a
la union de estos con el acarreador. Asi, consideraremos
tres graficas de union, una en que no se tomari en cuenta el
orden de union de los ligandos con el acarreador, otra en la
que se supondréd que primero se unen los protones con el
acarreador y después el aminoidcido en el lado externo de la

membrana, saliendo priméro el aminodcido vy luego 1los

. . . { '
rotones en el interior celular 3 finalmente el caso
3

inverso; con el objeto de compararlas y elejir 1lo més
conveniente para incluir el efecto del potasio.
Tomando en cuenta la discusidn anterior, -la grafica_  del

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

union de los ligandos, toma la siguiente forma:

a2
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Los superindices "o'" e "i'", se refieren al lado externo y al
interno de la membrana respectivamente; la region
comprendida entre las lineas punteadas, da cuenta de los
procesos que se verifican dentro de la membrana.
. . o o R ..
Las <capacitancias CA,CH Yy QK,C“ representan la acumulacidn
de los amino&dcidos A y los protones H en los lados externo
. . Lo s D

e interno de las células. Durante el transporte CA ,Cy se
i
W

La resistencia reactiva Rrl, representa la disipacién de la

estan descargando; en tanto que QL,C se estan cargando,
reaccidn correspondiente a la formacidn del complejo XHA
entre el acarreador, el aminodcido y los protones en el lado

externo de la membrana.
o

Ckéé’cgﬁg y Ci ,C; representan 1la acumulacidén local del
acarreador libre X y del complejo XHA dentro de la membrana.
La resistencia difusiva Riax representa la disipacidn por la
translocacidén del complejo XHA en la membrana.

Ri\ , Tepresenta la disipacién por la translocacidén de 1los

sitios activos del acarreador.

Los transductores TD, tienen por objeto introducir 1la
estequiometria del flujo del aminodcido con 1los protbnes,
como Yya se ha sefialado, esta es variable con valores
estimados que van de 1 a 3 H* por aminodcido. Por lo tanto,
con el objeto de simplificar el modelo, consideraremos una
estequiometria de uno a uno, con lo cual podemos eliminar a
los transductores de la grafica.

Finalmente, antes de escribir la grafica de union con , sus

flujos asociados, es necesario hacer 1las siguientes

~



alcaraciones:
. : ) . S e
La capacitancia C& s representa al aminoacido A con un
(5%
potencial electroquimico en el lado externo de la célula/f o
: /

. o
y al darse el transporte, de este elemento sale un flujo J,

S
O JA
O it
M, O
’e\_}

Ahora bien, 1la écpacién constitutiva (velocidad de reacciénj
de por ejemplo la resistencia Rrl, esta dada por:
Vi= Ry (0 (A°CH)° = Ry (xuA°
esto es,\V, esta escrita en términos de las concentraciones
de los participantes en la reaccidn, por lo tanto, en vez de
o
poner al potencialyéﬁ)asociado con Ci es conveniente poner
la concentracidén de A en el lado externo (Af. Esto no
representa  ningln inconveniente ya que (A)®  puede
o .
considerarse como equivalente a}%bg, pues para una solucidn

e ‘\)Q
3 1 . - e L a . hQ
diluida: /A/o = ae FRT I (M4 24 7Y

Ao

=2 (M) = @x?Q(FA,e "’-}ijo> /‘{Lﬂ e Ay U‘%”ﬁ /QTJI

4

: ¢ -~ "o __:X

o Sy tAz D T (A% (L){?L(/AA/G —/AJC’)/R\

Esta aclaraciodn, vale tambien para el ©proton yl el
acarreador, respecto a este Gltimo, cabe senalar 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 mneta negativa cuando se encuentra libre (51). En las
levaduras, no disponemos de informacidén que nos permita
asignar carga eléctrica .al acarreador en alguno de sus

distintos estados.
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Asi, habiendo hecho estas aclaraciones, la gridfica de union

para el cotransporte aminodcido-proton sin tomar en cuenta

el O6rden de formacidn del complejo entre el acarreador y sus

ligandos, queda finalmente como:



o D <
Cxun Riaa Cxuaa
A A /
/42{. — A
= -
{)ﬁ I P “{Jr l/‘if
7 U< - & [ o
! < <[5
O > w -:-{;;
= 2 3
— o~ Y, 2
NECTNNRNS SR XV N XQ\K’L S
! - S ? R
X ' 4 Uy U;—
‘ Y
'y L _— %
(x)y® h i - (<) ¢
K3 s )
Y 7~
N
33 - ;’,\
I x I
pi | L i<
L v
C i by
%Zi‘) \‘f\c“a
X ®




Considerando relaciones constitutivas lineales para los
elementos de la grafica, tenemos:

--Hcuaciones capacitivas

. g
w O - N !,.'-4'3 9‘, "\..) ~§
K\Si’g - \S‘;(‘g;’:; T %ua o

7

N 2y . N fme v Y
R <L SO G RNRD
i a— o -, "
3w J > SR S
--Bcuaciones resistivas difusionales
N,

4
L N ®
siwd = R ]

J
¢ Iy D\%[%’\r‘

Sy oz U/RY% ) UK
--Ecuaciones resistivas reacti
hY

i

T

] ! oAy

Jo = Ul U~ = 20 (A2 0O (W) 2ay (XRA)
a0 'Y

AN
i\J%’w*\Jé

e}

=2 [y [

"‘PL 1 % 3 £ .‘- l { ‘,\:é::; .‘ H 1
Jo = N5 - Vg = Br (XHAY'— Rog {AJTO0)V (RS
A}
Los estudios que hemos realizado se efectuaron en estado
estacionario, es estas condiciones, todas las derivadas con
respecto al tiempo que aparecen en las ecuaciones
capacitivas se anulan, de donde se obtiene:
K)0 4 (Ot O A Tanve = (X))
(KYS F OO L AT 4 (XBA) = (uwsTanve = (K ror
que es la ecuacidén de conservacidn del acarreador. -

El transporte de aminodcidos presenta la cinética de

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

modelo conduce a esta ecuacibn, las relaciones obtenidas de
la grafica se manejaron bajo la hipdtesis de equilibrio
ridpido que se hace en los modelos cinéticos (50, 52). Cabe
aclarar, que este procedimiento no introduce eiementos
artificiales dentro del esquema que estamos manejando pues,

como Mikuleky ha sefialado (53), la termodindmica de

oo



circuitos unifica las ideaé de la c¢inética y la
termodindmica; mas aGn, como en seguida veremos, este
enfoque nos dard informacidn acerca de 1los factores que
determinan el valor de las constantes cinéticas.

. ) ! 2.
Asi, suponiendo que las reacciones representadas por Rr , Rr

i

g e
estan en equilibrio, obtenemos: @Qadjgx
v o\
y D wy DE VO
Wy o= ST <"’}‘ O° (M3 ¢ ) ";}re.gx:»:g';;%
! - Y2 oot Y
ot (R A Noo, ¥ o)
“‘11 Ly
w300
3 A
\ Ren o (x RA) e () B B H L
{2.3 Er— - : T g e B B BE.
.~ (AL OrdY (k)

De 1la definicidn de union-1 y de la condicidn de estado

estacionadrio, se tiene:
O i ~
Ja = Jx = Jxua

o » de las ecuaciones resistivas difusionales:
j’ k_?/ V] o g‘i % “T}i&) //
(e ) TG0t - 00t = (i) (e (ruAY= Re (x

si suponemos que -1z R~ y definimos:

Tz %R, 9 T2= /ey

obtenemos: -

??_3; (X))t - (%)™ ?[(.«\H\A) (xy\é‘)“ﬁ.... ()

(58
H

Finalmente, emplearemos la hipdtesis usual de los modelos
cinéticos (50):

QD1

JA T Ia 4 <K ﬁA)Q

o - . . S
Donde JA ¢ es el influjo del aminodcido (en nuestras
condiciones experimentales no hay eflujo). Por analogia con

los pasos seguidos por Schultz (50), proponemos:

) . Ja P(xun)”
Ia= T ORAYC2) 6dmar ™ TG0 (0 + (RER° + ()t

Donde, como puede verse, se ha ganado informacidén adicional

7
+ i

Q)



sobre el modelo cinético se Schultz, por ejemplo tenemos
que:

(I

fjfg 32‘2

——e
Exuna
Esto es, 1la constante de velocidad que determina el flujo,

es 1inversamente proporcional a la resistencia difusiva del
comblejo XHA a través de 1la membrana, y directamente
proporcional a la constante de velocidad de descomposicidn
del complejo en el lado interno de la membrana.

Ahora bien, suponiendo que K= Ky =KX= , de a,b,c y d

obtenemos:

AN \
- o (A \
IA = Smnx (A R { Ec. de Michaelis—MentenLX

‘f&.e? r (A)°

donde: - . o iy o "SITRTE
T %) Pa ' & ?\ (ATY MY
Sax = = (X)rox \ e
Pa ko270, (UL R
. Y
2 U g (e P AT 7
< - “<*"/ o - y1e | oo y < e
N () CRJ2 | Pu 4 220(H) 5 (N 25 G THAN
Kap es la constante de Michaelis (Km) que se mide

&

experimentalmente, como podemos ver, esta es igual a 1la
verdadera Km dividida por (Hfi Por 1o tanto, de acuerdo con
el modelo, el cotransporte con proton cinéticamente se
manifestarad como wuna disminucidn en el valor de Kap al
disminuir el pH externo.

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

a) Las resistenéias difusionales sean constantes.

b) (A)ésea constante, esta condicidén se aproxima mediante la

corta duracidén de los ensayos de transporte.



c) (H)* sea constante, esta condicidn de acuerdo con Slayman

(36) también se satisface en forma aproximada.

2) Consideremos ahora el caso en el que priméro se uniera el
H* con el acarreador y después el aminodcido en el 1lado
externc de la membrana, liberandose en el drden inverso en
el interior. La gradfica de union correspondiente es una
modificacidén de la anterior, segin se muestra en la

siguiente pagina.

¥\
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Considerando relaciones constitutivas lineales, tenemos:

-Ecuaciones capacitivas

e 0 SUL N LMK

Ua = i) = Caun 5, (3% - 3x) = O é’éT

‘ ‘ > Vg o 5 (x)°

(Sxua - 3&) = Chun af o Ox - X&) = C S5t
{ B(XH).L ° yxW’

. . S >
(S%H — SQ) - Cxu ”Sz’— ) LJY——jx“):?(%H 5Nt

-Ecuaciones resistivas difusionales

Txia = (A /Bo4a) (VY - VUL)
S - (/@) Loot - oo

-Ecuaciones resistivas reactivas
Se = Ug _VL = By (XM (A= Ry (v
J% = UL - WY = ke (xuA)U- R-2 (M (xRN
33 = vl - Uk = Rz Ll - o3 (oF G0
S = 0% ud = Ba 0PN rag (XWY
Bajo las mismas hipdtesis que en el modelo anterior, de las

relaciones constitutivas, obtenemos nuevamente:

Srmax (A7
AT TR et
donde ahora: ° (K)\'QT[\ S Rby W U\)((\'\)‘\-&

T 1
DNAX = TS TR T (AL (W4 P E&qu\)iuww\dm‘*ﬂ

A - B2 et N ,3 ' L a
< R LR R A G O A SN
Ke? = 05 (11 o e (Rt t 4 RE (K NE 04 @t )

3) Finalmente, consideremos que priméro se une el aminoicido

con el acarreador y después el proton en el lado externo de
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la membrana, disociandose priméro el proton en el lado

interno. La grafica de union correspondiente es como la

[o]

anterior, solo que ahora las capacitancias Cyy 'y C deben

K\
reemplazarse por CXA y CXA respectivamente, realizando esta

modificacidén se llega al resultado:

P (KItor L1E P RYX kP (w)t (A L)
[§K¥ (W) )/m) —&(H VR et (e SDEIRS (\<'L(H)t(A)t+\<(H)“

SP\'\K =

2¢ ¢ " (A)» VAL L KA RY (Wt (AT
Kat = 0 | [(eru) el (04 6 &x K TGS (R LCWIA,

De 1los resultados de estos modelos, puéde decirse que:
1) Las gréaficas de union que hemos realizado son todas
correctas, en el sentido de que las relaciones constitutivas
que de ellas se obtienen permiten obtener la ecuacidn 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 segiin el drden de
unibén de los ligandos con-el acarreador.
3) Cinéticamente, 1la participacidén de los protones en 1los
tres casos considerados afecta al valor de Kap, y s6lo que
el aminodcido sea el priméro en unirse con el acarreador se
verd afectado Jmax. Por consiguiente, 1la determinacién
experimental de estos pardmetros a distintos valores de pH
externo puede, en principio, dar informacidn sobre el érden
de formacidén de los complejos. A este respecto, cabe seflalar

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



transporte de glicina, en el YJue se requiere que priméro se
unan 3 protones al acarreador y desp;és 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 mds informacidén que la

obtenida con 1las consideraciones puramente cinéticas que
habitualmente se siguen. Notese a este respecto, que no
obtuvimos toda 1la informacidén que se desprende de 1las

relaciones constitutivas. )

5) Lo anterior mno significa que las gradficas de wunion
presentadas, sean las mads adecuadas para describir un
proceso de cotransporte; un mayor acopio de trabajo tanto
experimental como sobre 1las graficas mismas permitira

obtener un mejor resultado.

Estimulacidn por K*. Grafica de union.
En este trabajo hemos encontrado que la estimulacidon del
transporte obtenida mediante 1la preincubacidén de las
levaduras en presencia de K" tiene, entre otras, las
siguientes caracteristicas:
1) De acuerdo a lo mostrado en la figura 10, la estimulacidn

tiene un curso temporal largo, que alcanza su maximo en



aproximadamente una hora. Esto ‘contrasta con la velocidad de

entrada del K*, el cual es transportado por completo en el
6rden 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 aminodcidos, sino que parece
inducir la sintesis (con un curso temporal largo) de alguna
molécula que es la que directamente produce el aumento en la
actividad de las permeasas. - Para una justificacidén méis
detallada de esta conclusidén, vease la discusidon al final
del trabajo.

2) La preincubacién con K*, aparta al sistema de la cinética
de Michaelis (datos no mostrados).

De esta forma, con el objeto de formular hipétesis sobre el
mecanismo mediante el cual las moléculas M sintetizadas al
preincubar las levaduras con KCl incrementan la captacidn de
los aminodcidos, se introdujo este elemento a la gridfica de
union que no considera el Orden de formacidén del complejo
con el acarreador. Se eligid esta gridfica debido a que, en
este trabajo, no se estudio la variacidén de Jmax y Kap con
el pH del medio; por lo tanto no disponemos de datos sobre
el 6rden de formacidén de los complejos, por lo que se optd
por el modelo mids general y simple, asi la grdfica que no
toma en cuenta ningdn O6rden de union para los ligandos se
modificé para introducir el efecto del potasio, segin se

muestra en la siguiente hoja.
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El significado de los elementos que .constituyen la grafica,
es el mismo que el de los correspohdientes a estos en las
griaficas anteriores. La diferencia radica Gnicamente en que,
ahora ademis, se tiene a la molécula M en aquellos elementos
donde el simbolo M aparece.

Los elementos nuevos en esta grafica son:

- La capacitancia CH’ que representa la acumulacidn en el
interior celular de la molécula hipotética M, sintetizada
como resultado de preincubar a las levaduras con KCl. EIl
curso temporal largo de la estimulacién por X*, significa
que a CH debemos asignarle una constante de tiempo grande.

- La resistencia reactiva RY , que fepresenta la disipacibn
correspondiente a la formacidén 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 ademids, que la molécula permanece wunida al
acarreador durante todo el ciclo subsecuente de transporte.

- E1 transductor TD, este elemento.colocado a la salida de C;n
tiene por objeto introducir, en ese lugar, 1la constante de
velocidad Q.o , simplemente para consistencia en el manejo
de las unidades.

Hechas estas aclaraciones, de los flujos y fuerzas asociados
con la grafica obtenemos:

- Ecuaciones capacitivas \

L
© o U~ t { BUvz_
(JZ - Sy\“\h) < CX\—\AH dk P) QSM\AH- SA) - (XRAV\ S
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. . Y CILE .'i SER-ACE,
kj{‘_j,g ) = (% St J (Sg._fxn)= Cxm Y

o o o dR-zlemye
LJXM—\Vk—3)3XH>: CKH N4

-FEcuaciones resistivas difusionales

\ T
SX\-\AY\ = U/ey\.\mr\\ (\){ - U"')

Txm = (Veww) (VI —k-7 (x1)°)

-Ecuaciones resistivas reactivas

o= V- Ul =y (07 (xmY - oy (xuAn)°®

$2 - 0} - ub - Ba (xMAN)— R (REGDE (D0
722 0% 0% =y (O (O o weg ()

Nuevamente, en el estado estaciondrio, todas las derivadas
respecto al tiempo de las ec. capacitivas se anulan, de
donde obtenemos la relacién de conservacidén para el

acarreador:
(' L e m)t + ()2 4 (raat) P ( wANn) Gz CousT = (K)<or
Si consideramos, al igual que en los modelos anteriores, que
el influjo de los aminodcidos esta dado por:
Ja: ?y (x wAH)®
donde ahora:
(XHAMf’es la concentracidn del complejo entre el acarreador,

el proton, el aminodcido y la molécula M y: ?\: p’L/Qx\\m—\
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entonces, en relacién con el manejofde las ecuaciones de la
grafica, se tiene que:

1) Si suponemos que las tres reacciones de formacibén vy
descomposicidn de complejos estan en equilibrio, entonces la
ecuacién de velocidad final tiene 1la forma de 1la de
Michaelis-Menten. Por lo tanto, dado que al preincubar con
el K* el sistema ya no sigue esta cinética, podemos concluir
que en estas condiciones alguna(s) 7reaccibn(es) esta(n)
fuera del equilibrio.

2) De la relacidn:

R~

(xuanm)©
RY |
X WAW

JA =

como una primera y burda hipbtesis podemos considerar que la

estimulacidn por el potasio, puede deberse a que:
Y

N
Rswan < Rxun

esto es, la unidén de la molécula M al acarreador provocaria
un cambio conformacional en este, tal que la resistencia a
la translocacidén de su sitio activo a través de la membrana
disminuiria. Obviamente, a futuro deben de trabajarse las
relaciones constitutivas de este y otros modelos
alternativos, mediante 1la asignacidén de valores a 1las
constantes numéricas, con la ayuda de una computadora, hasta
lograr la concordancia con los resultados experimentales, lo

que a su vez llevaria al disefio de nuevos experimentos.
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DISCUSION

Durante mucho tiempo se ha éceptado que la entrada de
aminodcidos en las levaduras ocurre a través de permeasas
especificas ry de una PG. Las evidencias en que se basd 1la
proposicién de este esquema fueron a un tiempo gendticas y
cinéticas, donde el punto central del argumento fue la falta
de sensibilidad al NHy4+ de las permeasas especificas, junto
con la reaparicion de actividad de transporte en mutantes
que habian perdido esta capacidad, cuando estos eran
crecidos en un medio con prolina en vez de NHz* como fuente
de nitroégeno. Lo anterior se explicd como debido a 1la
reactivacidon de un sistema de trénsporte no especifico, la
PG, que mediante experimentos cinéticos de competencia con
citrulina, mostrd mediar la entrada de aminodcidos bédsicos
y neutros. A estos trabajos es posible hacer las siguientes
criticas y observaciones:

1) Nosotros hemos visto que la permeasa de leucina es muy
especifica por este aminodcido (39), y en este trabajo
confirmamos que es inactivada por el NHy+ como previamente
senalé Kotyk (15). Hemos encontrado asi mismo, dque la
entrada de aspartato no es inactivada por NHy*, pero Grenson
reportd que la entrada de glutamato si lo &s, al igual que
la de prolina y metionina (20, 21). En resumen,parece que el
NHg* puede afectar a un buen nimero de permeasas de
aminoacidos Yy por consiguiente 1la Treaparicidén de la

actividad de transporte que se observd al reemplazar al NHy"
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por prolina como fuente de nitrbégeno, bien pudo déberse a la
desinhibicidén de algunas de estas permeasas.

2) En ningun; de los tr;bajos en los que Grenson se apoyb
para la formulacidén de su modelo, se realizaron cinéticas en
la cepa silvestre crecida en un medio con prolina, donde se
pudiera ver si aparecia un nuevo sistema de transporte,
ademéé de cada uno de los especificos que se describieron
en las levaduras crecidas en un medio con NH4*. Este punto a
mi manera de ver constituye una_seria ‘debilidad en 1la
conclusidén de Grenson.

3) En todas las cinéticas reportadas, nunca se considerd un
intervalo amplio de concentraciones (no se pasd de 0.20 mM).
4) A partir de la formulacidén del modelo en 1970, este ha
sido generalmente aceptado y los datos que se han obtenido
en diversos estudios de tfansporte de aminoacidos,
simplemente se han tratado de explicar dentro del contexto
propuesto por Grenson. Pero, resulta muy curioso que no ha
habido ningGn 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 habia dicho, identificado
como la PG.. E1 componente de alta afinidad presenta 1la
especificidad que se esperaria de un transportador de
aminodcidos bédsicos. No obstante, . hay que sefialar que la

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

<
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dos sitios de unidén, solo puede darse con mutantes que no
presenten uno ‘de los dos 3upuestos sistemas.

2) La 1leucina entra por una sola permeasa y esta no es
utilizada por 1la <citrulina, ello resulta extrafio si se
recuerda que se supone que los aminodcidos neutros pueden
entrar por la PG.

En conclusidn, podemos decir que en nuestras levaduras, o no
existe 1la PG, o bien los aminodcidos neutros no pueden
entrar por ella, ademds 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 aminodcidos a las levaduras, dado
que no nos fue posible realizar cinéticas de competencia a
través del componente de alta afinidad por citrulina, por 1lo
que solo podemos decir que este componente muestra la
especificidad que es de esperarse de un acarreador de
aminodcidos bésicos. Por otro lado, hemos encontrado que,
las caracteristicas cinéticas del transporte de aminoééidos,
son funciodon del estado metab6lico de las levaduras (datos no
mostrados); por 1lo que no debe pensarse en términos de
modelos cinéticos rigidos, sino mads bien en esquemas sujetos
a mecanismos regulatorios de diversa indole; . en este
sentido, el modelo de Grenson es probablemente uno de 1los
posibles mecanismos de las levaduras para adaptarse a su
medio ambiente, el cual no se presenta en nuestras
condiciones de trabajo.

Por 1lo que toca a los efectos del NHg* y del K*, 1los



resultados presentados en este trabajo indican:

1) La estimulacién por X*, parece ser una caracteristica
- A

comin del transporte de aminodcidos en las levaduras, a

diferencia de la inhibicidn por NH4*, la cual no opera sobre

ciertas permeasas como la del aspartato (fig.6). Este punto
podria inducirnos a pensar que ambos efectos son
independientes, es decir, que no tienen elementos de

interaccidén en su mecanismo, sin embargo

2) De acuerdo con los datos presentados en la fig.7 y con
resultados no mostrados, podemos afirmar que la
preincubacidén de las levaduras en presencia de K* 1las
proteje contra la inhibicidén del NHg*. Esto no se puede
explicar, a menos que se admita que ambos efectos deben
tener alglin(os) aspecto(s) comin(es). Lo anterior también
explica el que al preincubar a las levaduras en presencia de
cantidades equimolares de K* y NHjy*, 1los efectos que estos
iones producen de manera individual se cancelan mutuamente
(fig.8).

3) Aunque la estimulacidn por K* es un fendmeno general
dentro del transporte de aminoacidos, este tiene
caracteristicas propias en los distintos acarreadores, como
lo demuestra el curso temporal mostrado en la Fig.10, vy el
hecho de que tanto para la citrulina como para el aspartato
exista un componente de activacidn en este efecto,en tanto
que dicho componente no existe o es mas dificil 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 estimulacidén del K* en
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el transporte, a) requiere que las células sean capaées de
sintetizar proteinas vy, b)ﬁtiene un curso temporal 1lento
comparado con la velocidad de entrada del K* a las células,
que es del O6rden de minutos. Ademds como se muestra en la
figura 13, el K* no 'tiene efecto alguno ni sobre la
velocidad ni sobre 1los valores finales (a una hora)

alcanzados en la sintesis general de proteinas. Estas
observacionés hacen dificil explicar el aumento en la
captaci6n de aminodcidos mediante un incremento en la
cantidad de permeasas ocasionado directamente por el K*; 1o
que mas bien creemos que ocurre, es que el K' provoca en
especifico 1la sintesis (con un curso temporal largo) de
élguna molécula que aumenta la actividad de las permeasas.

La introduccidén de este elemento a la grafica de wunidn
correspondiente, nos permitirad, en el futuro, realizar
hipétesis sobre el mecanismo de estimulacién producido por

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

constantes cinéticas y su simulacidn con computadora.

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

menos por lo que toca a la citrulina, la princubacidén de 1las

levaduras a pH 8.5 también produce un efecto estimulatorio

comparable al del K*. La preincubacién a pH alto, produce un

aumento del pH interno de las células (54) que podria, en
eéte caso ser la seflal que desencadena la estimulacidén del

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

K+ estimula atn méds la captacidn de aminodcidos (datos no

mostrados) sin producir una alcalinizacidén neta extra del
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interior celular, pero si una aceleraciodon del procééo de
aumento del pH interno (10, 54). Por lo tanto, en relacidn a
este punto, podemos concluir que la estimulacidén 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
intefno.

Otra posibilidad, .es que la depolarizacidén producida por 1la
entrada de K+ abra canales de Cal*, siendo el aumento en la
concentracidén interna de este ion la sefial que aumentaria el
transporte de aminodcidos, en este sentido, cabe sefialar que
se han encontrado canales de K+ en las levaduras (55), por
lo que es probable que tambien presenten canales de CaZl*;
otro lado, aunque en nuestros medios no agregamos calcio,
este catidén se encuentra siempre como contaminante de 1os
reactivos, asi, por flamometria, encontramos en el medio A +
10 mM KXCl1 wuna concentracién de Cal* de 5 uM y si a este
medio se le agregan levaduras, a la densidad usual, a los 2
min la concentracién de Ca2* esade 11 uM, probablemente por
liberacién del Ca?* pegado a la pared y a 1la membrana
plasmitica, y/o a la liberacidn de Cal* intracelular; por lo
tanto, si se abrieran canales de calcio este entraria a las
células (considerando unAY negativo y una concentracidén
interna de calcio 1libre de aprox 0.1 uM); este posible
efecto de K+, a través del potencial de membrana, explicaria
su inespecificidad (fig 9).

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

serie de senales diferentes para aumentar su transporte de

por
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aminoacidos y otros nutrientes (ver Kotyk, ref 15). Todas
las sefiales producen el mismo resultado, pero, cada wuna
mediante un mecanismo diferente, 1lo que puede. resultar en

una mayor capacidad de adaptacidén a medios ambientes

cambiantes.
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