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Resumen

Para muchos es un hecho incuestionable que el ATP (adenosin trifosfato) es la fuente
de energia mas importante para realizar cualquier trabajo que requiere la célula. Sin
embargo, en los afios setenta del siglo pasado, quienes trabajamos y mas tarde colabo-
ramos con mi queridisimo amigo Armando Gémez Poyou, no imagindbamos siquiera que
fuese la molécula de ATP la que aportase la energia necesaria para que Saccharomyces
cerevisiae, la mds conocida de las levaduras, capturara y transportara a su interior el
potasio esencial para su crecimiento, ¢ Cdmo lo hace? Nos llegamos a preguntar en aquel
entonces.

En este texto, cuya lectura requiere de elementos basicos de bioquimica, se des-
cribe la construccidon de este conocimiento a partir de una observacién hecha por se-
rendipia: que la enzima glutamato deshidrogenasa es mas activa en presencia de sodio
gue de potasio. A partir de este hecho, realizamos una serie de observaciones y experi-
mentos clave, entre los que destacan el estudio del efecto del pH en la acumulacién de
NADH y en el cambio en los niveles de ATP y ADP dentro de la célula. La acumulacion de
evidencias, descritas con cierto detalle en el texto, nos llevo a explicar cdmo sobrevive S.
cerevisiae en un medio acido y sin oxigeno, y a plantear la existencia en la membrana de
una proteina que no sélo rompe al ATP, sino que, utilizando la energia de su hidrdlisis, se
encarga de transportar Na* y K* a través de la membrana de la célula.

Esta proteina, hoy conocida como ATP sintasa (ATPasa), también expulsa proto-
nes al exterior de la célula usando la misma fuente de energia, acidificando el medio ex-
terno, alcalinizando el interno y generando una diferencia de potencial eléctrico a ambos
lados de la membrana. La existencia de este sistema, fue mas tarde confirmada también
en células de organismos superiores y es hoy explicado en todos los textos de biologia y
bioquimica celular.

Palabras clave: ATP, adenosin trifosfato, saccharomyces cerevisiae, levadura, Arman-
do Gémez Poyou
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THE POTASSIUM TRANSPORT MECHANISM IN YEASTS. AN IM-
PORTANT DISCOVERY CARRIED OUT IN MEXICO

Abstract

For many, it is an unquestionable fact that ATP (adenosine triphosphate), is the most im-
portant energy source the cell has to carry out any function. However, in the seventies
(last century) those of us that worked and later collaborated with my dearest friend Ar-
mando Gémez Puyou, did not imagine that the single ATP molecules could provide all the
energy required for the absorption and internal transport of the potassium atoms that
baker’s yeast (Saccharomyces cerevisiae) requires as essential nutrient for growth. How
does it do it? We asked ourselves in those days.

In this manuscript, whose reading requires notions of basic biochemistry, the con-
struction of this knowledge is described, starting from a basic serendipity experiment, in
which we were able to demonstrate that the enzyme glutamate dehydrogenase is more
active on potassium than in sodium ions. From this fact, we carried out additional obser-
vations and key experiments, including the effect of pH in the intracellular accumulation
of NADH and the modification of ATP/ADP levels. The accumulated evidence presented
with detail in this text, led us to describe how the yeast cell survives in an acid environ-
ment without oxygen and to propose the existence of a protein in the cell membrane that
not only breaks down ATP, but also uses the energy from the hydrolysis, to transport Na*
and K* through the cell membrane.

This protein, (ATPase), also uses this energy to transport protons outside the cell,
acidifying the external medium, alkalizing the internal one and creating an electrical po-
tential in both sides of the membrane. This system was later described in other eukaryotes
and is now found in all biochemical and cellular biology textbooks.

Keywords: ATP, adenosine triphosphate, Saccharomyces cerevisiae, yeast, Armando
Gomez Puyou
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EL MECANISMO DEL TRANSPORTE DEL POTASIO EN LA LE-
VADURA. UN IMPORTANTE DESCUBRIMIENTO REALIZADO
EN MEXICO

La serendipia

uisiera iniciar este articulo sefialando que la publicacién de mi primer trabajo

en conjunto con el Dr. Armando GOdmez Puyou y nuestro maestro, el Dr. Jesus

Guzman, referente al hecho de que la enzima glutamato deshidrogenasa tiene
mas actividad cuando se encuentra durante la reaccion con fosfato de sodio, que con la
misma sal de potasio (PENA et al., 1963) fue un hallazgo fortuito. Sucedié que mientras
media la actividad de esa enzima, utilizaba fosfato de potasio para mantener el pH del
medio: todo estudioso de las enzimas debe saber que el pH de la reaccién debe regularse
para que las enzimas funcionen adecuadamente. Pero un buen dia, en todo el Departa-
mento de Bioquimica de la Facultad de Medicina, se terminé el fosfato de potasio; decidi
entonces que no habria diferencia si utilizaba fosfato de sodio. La sorpresa fue que la
actividad en esta sal era bastante mayor; completamos el dato con algunas medidas de
la cinética de la enzima y lo publicamos.

Pero este trabajo nos dejo con la inquietud de buscar algln sistema bioldgico
adecuado para estudiar esta diferencia de comportamiento de la enzima frente al pota-
sio y el sodio. Yo propuse estudiar la levadura; Armando decidié estudiarlo a través de la
respuesta de las mitocondrias a un esteroide sintético, la triamcinolona, en presencia de
sales de sodio o de potasio. Esto dio lugar a toda una serie de publicaciones interesantes,
a las que no me referiré en este espacio.

El efecto del potasio en la levadura

Por mi parte, durante algun tiempo busqué un sistema que nos permitiera responder
esa misma pregunta. Fue entonces cuando un trabajo publicado en una revista cienti-
fica llamd mi atencién. En él, se describia que la levadura de panaderia, Saccharomyces
cerevisiae, aceleraba la fermentacién en presencia de potasio, pero no en presencia de
sodio (ROTHSTEIN y DEMIS, 1953), lo que estaba intimamente relacionado con nuestro
hallazgo.

Con dichos antecedentes, en 1965, planteé a nuestro maestro y jefe del Departa-
mento de Bioquimica de la Facultad de Medicina, el Dr. José Laguna, mis intenciones de
profundizar en este fendmeno, propuesta a la que accedid. Empezamos asi algunos ex-
perimentos que quedaron plasmados en un trabajo sencillo, mas bien descriptivo (PENA
et al., 1967), en el que ademads de verificar los resultados de Rothstein -en el sentido de
que la levadura fermentara mejor en presencia de iones de potasio que de sodio- encon-
tramos que las células respondian mucho mejor si se les colectaba en una fase avanzada
del crecimiento que en la fase temprana. La Figura 1 muestra en una grafica de barras
que la produccién de alcohol es claramente mayor en presencia de la sal de potasio
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Figura 1: Comparacion del
etanol producido durante la
fermentacion de aztcar con

S.cerevisiae para producir
etanol en presencia de sodio
y potasio, tanto en células
cosechadas en la fase log,
como células cosechadas en
la fase estacionaria.
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(KClI) que de sal de sodio (NacCl), y
que la diferencia es mas clara aun,
si las células se colectan en la fase
estacionaria, cuando la levadura ha
dejado de crecer.
Con este sistema montado, inicia-
mos un andlisis mds cuidadoso de
los cambios fisiolégicos derivados
de la presencia de potasio. Asi, en-
contramos que los niveles de NADH
(cofactor que se cuantifica a través
de la fluorescencia que éste emite
excitando la suspensién de células
con luz de 340nm y recibiendo a
460 nm), cuando las células no tie-
nen oxigeno en el medio de cultivo,
aumentaba mucho mas en presen-
cia de potasio (KCl) en el medio,
pero también que al agregarlo, des-
pués de alcanzada la anaerobiosis, producia un claro, rapido e importante aumento. Tal
efecto, que se muestra en la siguiente figura, nos indicaba que una de las reacciones de
la glucdlisis se aceleraba al agregar potasio, pero también que el efecto era inmediato.
Siguiendo la linea continua (con K*) puede verse que el nivel es mas alto, pero también en
la parte de abajo, que al agregarlo, el cambio es inmediato.
Después decidimos medir los
g cambios que ocurrian a‘Il agregar
) KCl (K*) en la concentracién de al-
5 gunos intermediarios de la que es

B probablemente la via metabdlica

---- Geeml . MAs importante de la levadura: la

glucdlisis. El resultado no pudo ser

N ' concluyente, ya que encontramos

:
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que si bien inmediatamente des-

”"[?'T pués de la adicién de potasio ocu-
1 b rria una disminucién en los niveles
de algunos compuestos de la via,
habia otros compuestos cuya con-
centracién aumentaba.

Rothstein y Demis habian pro-
puesto que el efecto del K* podria
deberse a que al entrar a las células
producia la estimulacién de algunas de las enzimas de la glucélisis. Sin embargo, nuestros
estudios permitieron demostrar que no era asi, debido a la rapidez de los cambios en
concentracién observados, ya que en tiempos tan cortos, era dificil suponer que el po-
tasio pudiera aumentar significativamente al interior de la célula. Por esta razén, decidi-
mos seguir en los mismos experimentos los niveles de ATP y ADP. Desafortunadamente,

2

Glucose
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Figura 2. Cambios observa-
dos en los compuestos de la
via glucolitica de la levadura.
En rojo se muestran los com-
puestos cuya concentracion
se modific6 en presencia de
potasio en el medio. En verde
se muestra el ATP y el ADP
derivado de la via.
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la técnica que usamos para su extraccion y cuantificacion, no nos permitié descifrar el
mecanismo que daba lugar a los cambios observados.

Hasta ese momento, lo Unico que podiamos inferir era que la adicion de iones K* daba
lugar a la aceleracién de la via glucolitica, especificamente a través del efecto de los
iones en una de dos de las enzimas que al aumentar de actividad, daban lugar a niveles
mas elevados de NADH. Pero los cambios que observamos en los niveles de ATP y ADP
no nos permitian llegar a conclusiones, a pesar de que si observamos un ligero aumento
en los niveles de fosfato al agregar el K*. Dichos cambios se resumen en la Figura 2, en la
gue se muestran en rojo los aumentos observados. En verde se muestra la variacion en
los niveles de ATP y el ADP obtenidas, pero dado que dichas mediciones, ahora sabemos,
eran erréneas, no pudo obtenerse conclusién alguna.
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Tuvieron que pasar otros dos afios mas de trabajo, andlisis e interpretaciéon de
datos, para que cayéramos en la cuenta de que habia un error en la medicion de los
niveles de ATP y ADP del trabajo anterior. Tal consideracidn se debid en parte a que en
otro experimento encontramos que el potasio también estimulaba la respiracion (la fase
aerobia del cultivo), pero que ademas, se obtenia el mismo efecto independientemente
de si se utilizaba glucosa o etanol como sustrato para la respiracion; también encontra-
mos que este efecto ocurria inmediatamente y sin ningln retraso después de la adicion
del K*. Estos nuevos resultados fueron publicados en 1969 (PENA et al., 1969). Los trazos
de la Figura 3 muestran la actividad respiratoria, que corresponde a la etapa durante la
cual disminuye el oxigeno del medio en que se incuban las células.

Tal observacidn hacia dificil sostener la hipdtesis de que el K* debia entrar a las
células para estimular la actividad de alguna enzima, pues los cambios observados eran
inmediatos, y son muchas las enzimas que participan en los procesos de respiracion y
fermentacion.

GLUCOSA — Tucossi-P —% fncicas-SP —9% Frocoss ] S0P
i e \

Etanol
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Figura 3. Actividad respira-
toria de S. cerevisiae medida
como el cambio en la concan-
tracion de oxigeno disuelto
en el medio de cultivo. La
linea continua representa

la respiracion en un medio
con glucosa, mientras que la
punteada en etanol.

Figura 4. Cambios observa-
dos en los niveles de ATP y
ADP que se producen segun-
dos después de agregar iones
potasio (KCl), en un cultivo
aerobio de levadura utilizan-
do etanol como sustrato. La
flecha muestra el momento
de adicién. (A) Etanol como
sustrato, (B) butanol como
sustrato.
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lSubstrate

Fue entonces que comprendimos q[J() 4
que estaban equivocados los re-
sultados a partir de los cuales cal-
culamos los cambios en las con-
centraciones de ATP y ADP, y que
no tenian sentido. El error surgia
en la concentracion del acido que
habiamos utilizado en la extraccién
de estos nucledtidos. Sélo fue cues-
tion de aumentarla, asi obtuvimos
los resultados que se muestran en
la Figura 4. En esta figura se pueden
observar los cambios en los niveles
de ATP y ADP que se producen se- 0
gundos después de agregar el po-

tasio (KCl), utilizando tanto etanol

como butanol sustrato. Se constata claramente que en ambos casos el ATP disminuye y

el ADP aumenta.

0. concentration (%)

204 A ATP 2 0+ H En otro experimento con glu-
- ATP cosa como sustrato, los resultados
mostraron que con este sustrato,
g aunque los cambios fueron seme-
5 154 15 jantes, la magnitud del cambio fue
Loy in_f_ notablemente menor, pero repro-
§ ducible.
=
107 K 1.0 La presencia de una
T, T, ATPasa
4 6 8 10 4 & B 10 12
Tima {min)

Una vez obtenidos estos resultados,
el siguiente experimento era obvio:
si baja el ATP y sube el ADP al agregar K, lo mas légico era que al agregar el K*, se estimu-
laria la enzima ATPasa, enzima que cataliza la reaccion de hidrélisis del ATP:

K* ATP - ADP + Pi

Y en efecto, resultd que al agregar K*, constatamos que junto al ADP, aumentaba
también la concentracidon del fosfato libre (Pi), el otro producto de la reaccién (Figura 5)
para tres diferentes fuentes de carbono: glucosa, etanol y butanol.

Sin embargo, aun habia mds: en el mismo trabajo, Rothstein y Demis reportaron
que con sélo aumentar el pH del medio se estimulaba la fermentacién, pero que con un
pH mads alto, la adicién de iones K* ya no tenia efecto. No obstante, en nuestro trabajo ya
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Figura 5. Cambios en la
concentracion de fosfato des-
pués de la adicion de potasio

(KCI) en la respiracion de
S. cerevisiae en presencia de
A) butanol, B) etanol y C)
glucosa como sustratos.

Figura 6. Efecto de la adicion
de iones potasio (KCI) sobre
la velocidad de consumo de
oxigeno realizada en presen-
cia de glucosa A) pH=4.0, B)
pH=7.5.

Si se analiza la velocidad del
consumo de oxigeno en el
experimento que se muestra
en la Figura 6 A), realizado a
pH 4.0, més 4cido, puede ob-
servarse que el K* claramente
estimuld la respiracion (linea
punteada). Sin embargo, en
la Figura 5 B), que muestra
los resultados obtenidos a pH
7.5, se constata en primera
que la respiracion es mas
répida, y en segunda que el
K* no estimula el consumo
de oxigeno. La observacion
anterior nos llevé a medir los
cambios del ATP y del ADP
al agregar el K* en células
incubadas tanto a pH 4.0
como a pH 7.5.
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citado de 1969, también encontramos que al al-
calinizar el medio aumentando el pH, se acelera-
ba la respiracidn, pero que en estas condiciones,
la adicién de iones K* ya no tenia efecto (Figura
6).

En el nuevo experimento encontramos
gue los cambios de concentracién del ATP y del
ADP que tuvieron lugar al pH de 4.0, no se pro-
ducian cuando las células se incubaban a pH 7.5.
Aunque era claro que la adicién de K* producia
una disminucion de los niveles de ATP y un au-
mento en los de ADP y fosfato inorganico, que
indicaba sin lugar a dudas que la adicién del K
estimulaba a una ATPasa, solo nos atrevimos a
postularla como la causa de la estimulacién de
la fermentacion por la generacion del ADP, que
se requiere para el avance de las dos reacciones
de la glucolisis siguientes:
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No obstante, continuamos trabajando esta vez enfocados en los efectos del pH del me-
dio sobre la fermentacién y la respiracion, que ya sabiamos se aceleraba al aumentarlo.
Este trabajo se concretd a finales de 1971, y fue aceptado y publicado en 1972 (PENA et

al,, 1972).

Conociendo ya los efectos inmediatos de la adicion del K* sobre los niveles de los inter-
mediarios de la glucélisis, procedimos a medirlos esta vez, antes y después de agregar
una cantidad suficiente de una base orgdnica para subir rdpidamente el pH de 4.0 a 7.5.
Fue una verdadera sorpresa encontrar que los cambios producidos por el aumento del
pH eran practicamente iguales a los observados al agregar K* a este mismo pH inicial. En-
tusiasmados por los resultados, decidimos medir, también al cambiar el pH, los cambios
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Figura 7. Cambios en la con-
centracion de NADH durante
la incubacion de la levadura
en glucosa al modificar con
una base organica el pH del
medio de4a7.5.

Figura 8. Cambios en la
concentracion de ATP, ADP y
AMP durante el cultivo de le-
vadura en etanol al modificar

el pH con una base organica.
No cabia duda ya, tanto la
adicion de K*al incubar a pH
bajo, como el simple aumento
del pH, ademas de forma
excluyente, producian la es-
timulacion de una actividad
de ATPasa.
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de la fluorescencia del NADH. Nuevamente, los cambios eran semejantes a los observa-
dos con la presencia o la adicidn del K*.El cambio del pH de 4.0 a 7.5 producia un aumento

de la fluorescencia (y los niveles) del NADH.

El resultado antes mencionado nos llevé a medir los cambios resultantes del au-
mento del pH sobre los niveles de ATP y ADP, tanto con glucosa como con etanol como
sustratos. Nuevamente, la sorpresa fue que al aumentar el pH aumentaba el ADP y dismi-
nuia el ATP, como lo muestra la Figura 8. Como puede constatarse en la figura, los cam-
bios son similares a los obtenidos con la adicidn de K*, pero mds claros cuando el sustrato

es etanol.
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La explicacion y propuesta del mecanismo del transporte del K*

en la levadura

Desde mucho tiempo atrds era conocida la capacidad de S. cerevisiae, tanto para acidi-
ficar como para tomar K* del medio con gran eficacia. De hecho, esta levadura debe su
prevalencia sobre casi cualquier otro microorganismo en un medio azucarado, a que: a)
puede acidificarlo hasta niveles muy bajos (pH de 3.0 o menor); b) que puede respirar, y
por ello es capaz de consumir todo el oxigeno, volviendo el medio anaerébico; pero ade-
mas, c) ella misma no requiere de oxigeno para vivir, pues puede obtener toda su energia
de la fermentacién. Dado entonces que el medio es muy acido y anaerdbico, la Unica que

puede sobrevivir en él es la misma S. cerevisiae.

Esta gran capacidad, tanto para acidificar como para tomar el K* del medio, hizo
suponer al grupo de Conway (1950) que existia un sistema en la levadura que se encar-
gaba de intercambiar protones (H*) del interior de la célula por K* del exterior. Ademas,
consciente de que en el proceso se acumula una alta concentracién de K" en el interior,
no sélo supuso que deberia haber una fuente de energia para llevar a cabo el proceso,
sino que, a través de una complicada serie de experimentos, propuso que la fuente de
energia para este intercambio deberia ser el potencial redox de la célula, es decir, el

NADH.

Por otra parte, Jan Skou (1957) habia encontrado que en el sistema nervioso
habia una ATPasa que se estimulaba por la presencia de distintos cationes, el Mg2*, que
participa en las reacciones en que interviene el ATP, pero también el Na*y el K*. Con el
paso del tiempo se llegd a concluir que hay una proteina que no sélo es una enzima que
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rompe al ATP, sino que utilizando la energia de su hidrdlisis se encarga de transportar al
Na*y al K* a través de la membrana de las células animales.

Otro dato importante fue que unos afios antes, Peter Mitchell propuso, y mas
tarde se demostrd, que en las mitocondrias la cadena de transporte de electrones se
encarga de expulsar protones hacia el exterior, generando una diferencia de potencial
eléctrico y de concentracion de protones, como habia propuesto Conway para la levadu-
ra. También propuso que una enzima, también mitocondrial, que se habia descrito como
una ATPasa, no era precisamente hidrolitica, sino al contrario, podia ser impulsada por
los protones (H*), que tendian a regresar al interior de la mitocondria, generando con
la energia de ese regreso, la sintesis del ATP a partir de ADP y fosfato inorganico (Pi).
Mds aun, propuso que esta ATPasa, ahora llamada ATP sintasa, podia ella misma, con la
energia del ATP, expulsar protones al exterior; es decir, era una enzima a la que, si se le
daba ATP, aun en ausencia de la respiracidn, podia expulsar protones. Este autor no sélo
publicd su teoria, sino que escribid un libro sobre ella (MITCHELL, 1968).

En esta etapa de nuestro trabajo, hubo una influencia importante de uno de
nuestros colegas, Sergio Estrada, quien regresd de una estancia en la Universidad de
Wisconsin, en los Estados Unidos, convencido de lo que entonces era sélo una teoria
por parte de Mitchell. Fue la suya una influencia definitiva para que plantedramos un es-
guema segun el cual existiria una enzima en la membrana plasmadtica, capaz de expulsar
protones al exterior, utilizando, no la energia de éxido-reduccién como habia propuesto
Conway, sino de la hidrdlisis del ATP, como ilustra el esquema siguiente.

Exterior Membrana Interior

H* ATP
ApH H+ H*H’ w
H* "
H* H* ADP+Pi

AY + —

—7—»K"‘

Las condiciones de su actividad serian las siguientes:

Deberia estar en la membrana plasmatica de la célula.

Deberia funcionar poco a un pH bajo y estimularse a un pH alto.

Su actividad deberia acidificar el medio externo, pero alcalinizar el interno.

Deberia, por la expulsién de las cargas positivas de los protones, generar una dife-
rencia de potencial, negativo en el interior y positivo en el exterior.

Esta diferencia de potencial impulsaria al K* hacia el interior.

6. Dado que podia funcionar en ausencia de K, s6lo con aumentar el pH, los sistemas
de bombeo de protones y del transporte del K* deberian ser diferentes.
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7. Lapresenciade K*, a valores bajos del pH estimularia la actividad de la ATPasa porque
el cation al entrar neutralizaria parcialmente el potencial generado, “liberando”, por
asi decirlo, a la ATPasa para facilitar una hidrélisis y producir mas ADP.

8. Finalmente, dado que, ante un pH externo elevado, en presencia o ausencia de K,
0 a un pH bajo en presencia del catién, se estimulaba la ATPasa, el ADP generado
produciria la aceleracidn de la respiracién o la fermentacion.

Faltaba un experimento mds. Dado que ya sabiamos que las células acidificaban el me-
dio, debiamos demostrar que en las condiciones adecuadas el interior se alcalinizaba. Lo
realizamos y confirmamos que, en efecto, el interior de las células se alcalinizaba bajo las
siguientes condiciones:

1. Requeria de la presencia de glucosa.
2. No se observaba a valores bajos del pH, a menos que se agregara K.
3. Se producia ante valores altos del pH, independientemente de la presencia de K.

Conclusiones y trascendencia del trabajo

Un afio mas tarde, el grupo de Carolyn Slayman encontrd evidencias para proponer un
mecanismo semejante para Neurospora crassa (SLAYMAN et al., 1973).

Ya en 1985, se demostré la existencia de un transportador de K* a través de en-
contrar una mutante del mismo (RAMOS et al., 1985). Posteriormente, Ramon Serrano,
en el laboratorio de Gerald Fink, aisld y secuencié el gen de la ATPasa (SERRANO et al.,
1986), encontrando ademas que este gen es muy parecido a la ATPasa de Na*y Ky a la
gue bombea Ca2* en las células animales.

Otros autores encontraron una actividad semejante en otras levaduras, en espe-
cial en Schizosaccharomyces pombe; el mecanismo se extendié también a muchos otros
hongos, y finalmente a las plantas.

Hay varias revisiones que describen otras versiones sobre la manera en que se
llegd a definir el mecanismo d el transporte del K* en los hongos y las plantas. Sin embar-
go, nosotros, es decir, Armando Gémez Puyou, Martietta Tuena y yo, gracias a una muy
amable colaboracidon, adornada con la amistad que siempre nos unid, tuvimos la fortuna
de ser los primeros en proponerlo, dejandolo suficientemente claro para el resto de los
colegas del mundo. &
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