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Resumen del proyecto

Un aspecto importante del mantenimiento de la homeostasis celular y las respuestas al estrés es la
regulacion de la composicion de los transportadores en la membrana plasmadtica responsables de la
absorcidn y exportacion de nutrientes, asi como de otras moléculas pequenas no permeables. Los
mecanismos generales que controlan este proceso estdn altamente conservados entre los organismos
eucariotas e involucran tanto la regulacion transcripcional como la regulacidn del trdfico intracelular a
través de la modulacién del equilibrio de secrecidn, reciclaje y degradacion de transportadores en
respuesta a cambios en el entorno extracelular. Con respecto a este ultimo, todos los transportadores de
hongos, y varios transportadores de mamiferos, que se han estudiado, son regulados negativamente en
respuesta a senales fisioldgicas o de estrés, o en respuesta a la actividad de transporte en presencia de
un suministro continuo de sustrato. Esta remocién selectiva de transportadores, mediada por endocitosis, es
uno de los mds importantes mecanismos de regulacion, ya que permite una rdpida adaptacién de las
células a cambios en el ambiente. En la regulacion de este proceso endocitico participan tanto elementos en
cis como factores en trans.

En este proyecto aportamos al conocimiento de estos mecanismos de regulacién, utilizando como modelo
UreA, el transportador de urea del hongo filamentoso Aspergillus nidulans. Nuestro grupo identificé
elementos en cis presentes en el dominio C-terminal del transportador, asi como elementos en trans (e.g.
ubiquitin-ligasa y un adaptador para ésta) que estarian involucrados en el proceso de degradacion de UreA
mediado por endocitosis. En el marco de este proyecto logramos confirmar el rol de estos elementos en el
proceso degradativo de UreA y generamos un sistema que permitird identificar nuevos elementos en cis
presentes en UreA, el cual puede ser adaptado para el estudio de estos elementos en otros
transportadores de A. nidulans.
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Un componente importante del mantenimiento de la homeostasis celular y las respuestas al estrés es la
regulacion de la composicion de los transportadores de membrana plasmdtica (MP), responsables de la
absorcidon y exportacion de nutrientes y otras moléculas pequenas no permeables. Los mecanismos
generales que controlan este proceso estdn altamente conservados entre los organismos eucariotas e
implican tanto la regulacion transcripcional como la modulacidn del equilibrio de secrecidn, reciclaje y
degradacion de transportadores en respuesta a los cambios en el entorno extracelular [1-3]. Con respecto
a este ultimo, todos los transportadores de hongos, y varios transportadores de mamiferos, que se han
estudiado, son regulados negativamente en respuesta a senales fisioldgicas o de estrés, o en respuesta a
la actividad de transporte en presencia de un suministro continuo de sustratos [4,5]. Esta remocidn
selectiva de transportadores, mediada por un proceso de endocitosis es uno de los mds importantes
mecanismos de regulacidén, ya que permite una rapida adaptacién de las células a cambios en el ambiente.
Las vesiculas endociticas internalizadas se convierten en endosomas tempranos, que maduran a endosomas
tardios/cuerpos multivesiculares y eventualmente se fusionan con la vacuola/lisosoma, en donde son
degradados. Algo comun en la endocitosis de transportadores, y posterior degradacion vacuolar es la
ubiquitinacidn (unidn covalente de ubiquitina, un polipéptido de 76 aminodcidos) de residuos especificos de
Lys [6]. Los procesos endociticos han sido estudiados en hongos modelo como Saccharomyces cerevisiae o
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Aspergillus nidulans [7-9]. Las Lys modificadas por ubiquitinaciéon estdn presentes casi exclusivamente en
los extremos citosélicos de los transportadores [3,10,11]. En S. cerevisiae y A. nidulans la ubiquitinacién de
transportadores se lleva a cabo por una ubiquitin-ligasa de la familia HECT del tipo Nedd4, altamente
conservada en hongos [12], denominada Rsp5 o HulA, respectivamente [10,13-15]. Rsp5/HulA posee 3
dominios WW que reconocen motivos PY (PPxY o LPxY) presentes en sus proteinas blanco. Sin embargo, la
mayoria de los transportadores carecen de estos motivos, por lo que su ubiquitinaciéon depende de
proteinas adaptadoras, denominadas alfa-arrestinas [16,17]. El modelo actualmente aceptado es que estas
proteinas se unen a motivos (parches) acidicos que se localizan generalmente en los extremos citosélicos
de los transportadores, proximos a las Lys a ser ubiquitinadas. Los multiples dominios PPxY presentes en
las alfa-arrestinas son reconocidos por los dominios WW de Rsp5/HulA, reclutando de esta manera a esta
ubiquitin-ligasa hacia la proximidad de las Lys a ubiquitinar en el transportador (revisado en [11]). En A.
nidulans, en los transportadores de purinas UapA y FurE, se demostré que un motivo acidico corto (E/DXEE),
ubicado en el extremo C-terminal citosélico y préximo a las lisinas ubiquitinadas, actuaria como sitio de
union de la arrestina ArtA, siendo este esencial para la ubiquitinacién y/o endocitosis [18,19]. Estos sitios de
unién a arrestina también se describieron en el extremo N-terminal citosélico de los transportadores de
metionina (Mup1) y arginina (Can1) de S. cerevisiae [20—22]. Estos hallazgos sugieren un mecanismo comun
para el reconocimiento de transportadores por arrestinas en ascomicetes, basado en las interacciones
entre arrestinas y los parches acidicos presentes en los extremos citosélicos [3,20].

En este proyecto nos propusimos contribuir al conocimiento de estos mecanismos que regulan la endocitosis
de transportadores de MP eucariotas utilizando como modelo el transportador de urea, UreA de A. nidulans
[23]. Estudios previos de nuestro grupo han encontrado evidencia de la participaciéon de factores
reguladores en trans (ubiquitin-ligasa HulA y alfa-arrestina ArtA) y en elementos en cis (Lys candidatas a
ser ubiquitinadas, y un parche acidico como posible sitio de unién de ArtA) en el extremo C-terminal del
transportador, que participan de la endocitosis del transportador en respuesta a la adiciéon de amonio al
medio de cultivo. El tema central a investigar en este proyecto es el rol de estos elementos en cis y factores
en trans identificados en la endocitosis de UreA. Para ello buscamos responder a las siguientes preguntas:

1) (Cudl es el rol en la degradacién/ubiquitinacion de UreA de los elementos en cis y factores en trans
identificados?

Para determinar el rol de los elementos en cis y factores en trans, identificados en la endocitosis de UreA,
se analizé si mutantes de los mismos son capaces de ser ubiquitinados y degradados. Con respecto al
posible sitio de union a la arrestina, no podemos descartar la posibilidad de que la secuencia identificada
pueda formar parte de un motivo tridimensional, interactuando con otras partes de la molécula de UreA.
Para verificar esto, nos propusimos fusionar la regién C-terminal de UreA a la region C-terminal de AzgA,
un transportador de purinas, prdcticamente insensible a la endocitosis inducida por amonio [24]. Esto
permite determinar si el extremo C-terminal de UreA es capaz de provocar la endocitosis de AzgA en estas
condiciones. Esta estrategia fue empleada con éxito por Karachaliou et al [19].

2) ;Existe una interaccidn directa entre ArtA y UreA?

A pesar de la extensa diseccidn del trdafico intracelular de UapA (revisado en [3,9]), donde la evidencia
bioquimica y genética implica una interaccidn entre UapA (y otros transportadores) con la arrestina ArtA,
esto no pudo demostrarse experimentalmente in vivo [19]. Por esta razén, buscamos determinar si existe
una interaccidén directa entre UreA y ArtA. La necesidad de ArtA para la endocitosis de UreA y la existencia
de un posible sitio de unién a arrestina nos llevé a investigar si existe una interaccién directa UreA-ArtA.
Para esto, propusimos emplear la estrategia utilizada por Llopis-Torregrosa et al [25] en levadura, quienes
demostraron la interaccidn in vivo entre la arrestina Rod1y los transportadores Hxt1/Hxté6, mediante
ensayos de complementacion bimolecular de fluorescencia (BiFC) y ensayos de co-inmunoprecipitacion.
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3) ¢Existen otros elementos en cis que participen de la endocitosis de UreA?

Mediante la generacién de una quimera Mup1-GFP-His3, Guiney et al [20] disefiaron un método para la
detecciéon de mutantes del transportador Mup1 de levadura, incapaces de ser endocitados. Los autores
fusionaron tanto GFP como la enzima biosintética de histidina, His3, a Mup1. Mup1 es internalizada por
endocitosis en respuesta a la estimulacion con metionina (internalizacién inducida por el sustrato [26]), por
lo que las células de levadura que carecen de la enzima de biosintesis de histidina His3 obtuvieron
prototrofia de histidina mediante la expresidn de Mup1-GFP-His3 en un medio que carece de metionina. En
presencia de metionina, Mup1-GFP-His3 es endocitada, lo que provoca que las células vuelvan a ser
auxoétrofas de histidina. Las mutaciones, generadas por mutagénesis al azar (mediante error-prone PCR),
que bloquearon la endocitosis, impidieron la degradacién de la proteina quimérica y permitieron el
crecimiento en ausencia de histidina incluso en presencia de metionina en el medio de cultivo. Nos
propusimos generar una quimera similar con UreA para el mismo fin, para realizar posteriormente una
mutagénesis al azar (quimica) sobre el transportador para obtener versiones mutantes del mismo que sean
incapaces de ser endocitadas (en el caso de UreA en respuesta a la adicién de amonio al medio de cultivo).
Esto tenia como objetivo no solo identificar otros elementos en cis (o validar los elementos ya detectados)
necesarios para la endocitosis del transportador, sino que también poner a punto un sistema para la
deteccion de elementos en cis de otros transportadores de A. nidulans, en donde se ha reportado su
endocitosis (e.g. PrnB, UapC y AgtA [27-29]).

Objetivo general

Contribuir al conocimiento de los elementos que actian en cis y en trans regulando la endocitosis de
transportadores de membrana plasmatica eucariota, utilizando como modelo el transportador de ureaq,
UreA, del hongo filamentoso Aspergillus nidulans.

Objetivos especificos

1) Determinar si los elementos en cis y factores en trans previamente identificados en el dominio C-terminal
de UreA participan en la ubiquitinacion/degradacién del transportador.

2) Determinar si el posible sitio de unidn a ArtA identificado en el extremo C-terminal de UreA es suficiente
para llevar a la internalizacion de AzgA.

3) Determinar si existe una interaccion directa entre UreA y ArtA.

4) Identificacion de otros elementos en cis que participen de la endocitosis de UreA.

Metodologia/Diseiio del estudio

1) Cultivo y manipulaciéon de A. nidulans

Se utilizaron medios y técnicas de cultivo estandar para este organismo[30]. Para inducir la expresion de
ureA, los cultivos liquidos se realizaron con prolina como fuente de nitrégeno no represiva. La utilizacién de
amonio como fuente de nitrégeno inhibe la expresidn de uref, y cuando se agrega al medio de cultivo,
induce endocitosis del transportador [23]. La transformacién de A. nidulans se llevé a cabo segun [31].

2) Construccion de “cassettes” génicos para la generacion de las diferentes proteinas marcadas/de fusion y
guimeéricas.

La construccidn de los distintos “cassettes” génicos se realizé mediante la técnica Fusion-PCR[31,32],
utilizada de rutina en nuestro laboratorio [23,33,34]. Todas las construcciones génicas se verificaron
mediante secuenciacion y la integracion exclusiva de los “cassettes” se verificé mediante Southern blot.
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3) Determinacion de la ubiquitinacion de UreA-GFP y sus versiones mutantes al imponer condiciones
endociticas.

Se aislaron fracciones enriquecidas en proteinas de membrana (segin[24,35]) de las diferentes cepas que
portan mutaciones en el dominio C-terminal de UreA, asi como de la cepa UreA-GFP salvaje (estd dltima
como control). Para UreA-GFP en el contexto genético delta_artA y hulA_delta_C2, se utilizé una cepa de
tipo salvaje para artA y hulA como control. Se inmunoprecipité UreA-GFP mediante el uso de anticuerpos
especificos anti-GFP (ratéon) y Dynabeads conjugadas a IgG anti-ratén. Inicialmente se buscé verificar la
identidad y la ubiquitinacion de las proteinas inmunoprecipitadas por espectrometria de masa, pero luego
se optd por deteccion de la ubiquitinacion mediante Western blot con anticuerpo anti-ubiquitina (ver
Resultados).

4) Evaluacidn del nivel de degradacion de UreA-GFP en el contexto genético delta_artA y hulA_delta_C2.
Las diferencias en el nivel de degradacién de UreA-GFP en respuesta a la adicion de amonio, se detectaron
mediante Western blot con anticuerpos anti-GFP. En esta técnica es normal observar una banda
correspondiente a la fusién UreA-GFP y otra correspondiente a la GFP libre. La deteccion de GFP libre es
una medida indirecta estdndar de la degradacién vacuolar de proteinas de membrana fusionadas a GFP
[36,37]. Por lo tanto, una mayor presencia de GFP libre en el extracto proteico indicaria una mayor
degradacion de UreA-GFP y viceversa.

5) Generacidn de una cepa para el aislamiento de mutantes con una endocitosis defectuosa de UreA

Se utilizé una estrategia similar a la empleada por Guiney et al [20], generando una cepa que expresa una
proteina quimérica UreA-GFP-PyrG (PyrG: enzima de la via de biosintesis de pirimidinas) en un contexto
genético pyrG89 (mutacion de pérdida de funcién que genera auxotrofia por uridina y uracilo).

A diferencia de Mup1, UreA no estd sujeto a la internalizacién inducida por el sustrato (sino que la misma es
inducida por amonio), por lo que se empled una estrategia diferente. Se generd una cepa que expresa
constitutivamente la molécula quimérica, colocando el gen ureA-gfp-pyrG bajo control del promotor
constitutivo gpdA [38] (es decir, un promotor que no estd sujeto a la represioén por amonio). Se propuso
generar una cepa capaz de: a) complementar la mutacién pyrG89 en un medio con fuentes de nitrégeno no
preferenciales (e.g. prolina), pero no complementar esta mutacién en un medio que contiene amonio; y b)
localizarse en la MP en presencia de fuentes de nitrégeno no preferenciales (e.g. prolina), pero ser
constitutivamente internalizada en presencia de amonio. En nuestro caso, al igual que Guiney et al [20], fue
necesario sobreexpresar la alfa-arrestina (ArtA). A modo de control se aplicé la misma estrategia para
generar una cepa que exprese una quimera de Uref incapaz de ser internalizada (e.g. UreADEESEE/A6-
GFP-PyrG).

Una vez obtenidas las cepas se procederd a la mutagénesis al azar (actualmente nos encontramos en esta
etapa, ver Resultados), que a diferencia de lo realizado por Guiney et al [20], se realizard mediante una
mutagénesis quimica mediante el uso de 4-nitroquinolina-1-6xido (estrategia utilizada previamente por
nuestro grupo [33]). Se aislardn mutantes capaces de crecer en medio con amonio como fuente de nitrégeno
en ausencia de uridina y uracilo (indicativo de un endocitosis defectuosa del transportador). Para verificar
que las mutaciones que evitan la endocitosis de UreA se localicen en la secuencia codificante de ureA, y no
en otro locus, se cruzardn [39] los mutantes aislados con una la cepa que exprese la quimera
UreADEESEE/A6-GFP-PyrG, que no puede ser endocitada (actualmente en proceso de generacidn). Se
analizard la progenie de la cruza y si toda la progenie es capaz de crecer sin uridina y uracilo en medio
con amonio como fuente de nitrédgeno, se secuenciard el gen ureA del mutante en cuestién para identificar
la mutacién que provoca el defecto en la endocitosis.
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6) Andlisis de la interaccidon UreA-ArtA mediante complementacion bimolecular de fluorescencia (BiFC) y co-
inmunoprecipitacién

Se realizé un ensayo de BiFC, el cual permite la deteccion in vivo mediante microscopia de fluorescencia de
la interaccion entre dos proteinas, mediante la reconstitucion de YFP [40]. Para esto, se generd una cepa
que co-expresa la fusiéon de UreA con la mitad N-terminal de YFP y la fusidn de ArtA con la mitad C-terminal
de YFP. Si la interaccién tiene lugar, se esperaba detectar la reconstituciéon de YFP. Como control negativo,
se generaron cepas que portan las fusiones por separado (e.g. una cepa que co-expresa UreA fusionado a
YFP-N e YFP-C sin fusionar, y otra que coexpresa ArtA fusionada a YFP-C e YFP-N sin fusionar).

Para los ensayos de co-inmunoprecipitacidn, se generdé una cepa que porta, ademds de UreA-GFP, una
version de ArtA marcada con una “tag” 3xHA (tres repeticiones consecutivas de un péptido de nueve
aminodcidos de la glucoproteina de la superficie del virus de la gripe humana, generando la fusidn ArtA-
3xHA). Actualmente estamos realizando la puesta a punto del ensayo (ver Resultados), UreA-GFP se
inmunoprecipitard con anticuerpo anti-GFP y ArtA-HAx3 con anticuerpo anti-HA (i.e. usando UreA-GFP y
ArtA-HAx3 como "carnada”, por separado). En estos inmunoprecipitados, la presencia o ausencia de las
diferentes proteinas marcadas se detectard mediante ensayos de Western blot. Previo a la extraccion de
proteinas para llevar a cabo la inmunoprecipitacidn, se realizard un entrecruzamiento de proteinas (e.g
mediante el uso de agente entrecruzante ditiobis(succinimidilo propionato) o DSP) para estabilizar las
interacciones débiles in situ. Como control, se utilizardn cepas que expresen UreA sin marcar (UreA/ArtA-
HAx3), ArtA sin marcar (UreA-GFP/ArtA) y una cepa que exprese solamente la GFP libre (ésta ultima para
descartar la posiblidad de que ArtA interaccione directamente con GFP).

Resultados, andlisis y discusidn

A continuacion, se detallan y se discuten los resultados obtenidos en base a los objetivos especificos
planteados en el proyecto:

Objetivo especifico 1: Determinar si los elementos en cis y factores en trans previamente identificados en el
dominio C-terminal de UreA participan en la ubiquitinacidn/degradacién del transportador.

Mediante ensayos de Western blot se pudo determinar que, en respuesta a condiciones endociticas (i.e.
adicion de amonio al medio de cultivo), la versidn salvaje de UreA-GFP es degradada. Se puede observar
una gran disminucion de la intensidad de la banda correspondiente a la fusion UreA-GFP y un aumento de la
intensidad de la banda correspondiente a la GFP libre. Esto no ocurre en los diferentes mutantes analizados
(tanto en los mutantes de los elementos en cis como en los mutantes de los elementos en trans), donde a
pesar de estar presente el estimulo endocitico se puede observar una intensidad de banda correspondiente
a UreA-GFP similar a la observada en ausencia de este estimulo. Esto indica que tanto las Lys 689 y 693, el
parche acidico préximo a estas, la proteina adaptadora ArtA y la ubiquitin-ligasa HulA, son elementos
necesarios para que tenga lugar la degradacion del transportador en respuesta a la adicién de amonio.
Para que tenga lugar la degradacion de transportadores de membrana, éstos deben ser ubiquitinados [7—
9], motivo por el cual se procedié a determinar si tanto la versidn salvaje de UreA como los mutantes
mencionados anteriormente podian ser ubiquitinados en condiciones endociticas. Inicialmente se intentd
realizar una inmunoprecipitacion con anticuerpo anti-GFP, a partir de fracciones enriquecidas en proteinas
de membrana de las diferentes cepas. Se realizé la puesta a punto del método; sin embargo, dada la baja
solubilidad de las proteinas de membrana, el limite de deteccién del espectrémetro de masas y la elevada
cantidad de anticuerpo requerida para inmunoprecipitar y detectar niveles suficientes de UreA, esta
metodologia resulté econdmicamente inviable para el desarrollo del proyecto. Por este motivo se procedié a
realizar una inmunoprecipitacion con anticuerpo anti-GFP seguido de un Western blot con anticuerpo anti-
ubiquitina sobre el inmunoprecipitado. Esto permitié determinar que la versidn salvaje de UreA es
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ubiquitinada en condiciones endociticas, y que las dos Lys identificadas son ubiquitinadas. No se detectd
ubiquitinacion ni en el doble mutante K689R/K693R ni en el mutante de HulA. Los simples mutantes K689R y
K693R muestran ubiquitinacién, aunque en menor medida que la proteina salvaje. Por otra parte, el mutante
del posible sitio de union de ArtA y el mutante que carece de ArtA, muestran una muy leve senal de
ubiquitinacion, sugiriendo la importancia de estos elementos en el proceso de ubiquitinacion.

Estos resultados confirman el rol clave de los elementos en cis y trans analizados en la ubiquitinacién de
UreA, la cual tiene como consecuencia la degradacion del transportador.

Objetivo especifico 2: Determinar si el posible sitio de unién a ArtA identificado en el extremo C-terminal de
UreA es suficiente para llevar a la internalizacién de AzgA.

La fusion del dominio C-terminal de UreA al transportador AzgA tuvo como resultado un aumento en la
endocitosis y posterior degradacién de este transportador en respuesta a la adicién de amonio. Esto pudo
determinarse tanto mediante Western blot, como mediante ensayos de microscopia de epifluorescencia
dado que las distintas versiones de AzgA (salvaje y AzgA-C-terminal UreA) se encuentran fusionados a la
GFP. Estos resultados demuestran que el dominio C-terminal de UreA es capaz de llevar a la
internalizacion de AzgA (en respuesta a la adicion de amonio), por lo que los elementos en cis presentes en
este dominio son suficientes para mediar la ubiquitinacion y posterior degradacion.

Objetivo especifico 3: Determinar si existe una interaccion directa entre UreA y ArtA.

Se procedié a determinar la interaccién entre UreA y ArtA mediante ensayos de BiFC y co-
inmunoprecipitacion. Se generaron todas las cepas necesarias para realizar estos ensayos (incluyendo los
controles necesarios) y se procedid, en primera instancia, a realizar el ensayo de BiFC. No se observéd
fluorescencia, lo cual indicaria que, o bien no existe una interaccién directa entre estas proteinas, o que
estd interaccidn es demasiado débil y/o transitoria como para ser detectada por esta aproximacion.

Dado que el ensayo de co-inmunoprecipitacidn incluye el uso de un agente de entrecruzamiento, que
estabilizaria estd interaccion débil/transitoria, esta podria (de existir) ser detectada. La obtencién de las
cepas necesarias para realizar este ensayo fue mads dificultosa de lo esperado, lo que retrasé la
realizacion del mismo durante el periodo informado del proyecto. Actualmente estamos realizando la puesta
a punto del ensayo.

Objetivo especifico 4: Identificacion de otros elementos en cis que participen de la endocitosis de UreA.

La adaptacidn de la estrategia empleada por Guiney et al [20] en nuestro sistema fue exitosa. Se logré
generar una cepa portadora de la quimera UreA-GFP-PyrG incapaz de crecer en presencia de amonio como
fuente de nitrégeno y en ausencia de uridina y uracilo en el medio de cultivo, y capaz de crecer en
presencia de fuentes secundarias de nitrégeno (i.e. nitrato de sodio) y en ausencia de uridina y uracilo.
Para lograr esto, fue necesario sobreexpresar la proteina adaptadora ArtA, al igual que Guiney et al[20], lo
que retraso la obtencion de la cepa deseada.

Dado que la idea es aislar mutantes (por mutagénesis quimica) capaces de crecer en medio con amonio
como fuente de nitrégeno en ausencia de uridina y uracilo (indicativo de una endocitosis defectuosa del
transportador), es importante determinar que las mutaciones que evitan la endocitosis de UreA se localicen
en la secuencia codificante de ureA, y no en otro locus. Para esto, como se mencion6 anteriormente, es
necesario generar una cepa que exprese la quimera UreADEESEE/A6-GFP-PyrG (ver metodologia).
Actualmente estamos generando dicha cepa, y estamos en proceso de realizar la mutagénesis quimica
sobre la cepa ya obtenida.

Conclusiones y recomendaciones
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Los resultados obtenidos en este proyecto permitieron verificar el rol de los elementos en cis (673-DEESEE-
678, K689 y K693) presentes en el dominio C-terminal de UreA y los elementos en trans (ArtA y HulA),
previamente identificados por nuestro grupo, en la ubiquitinaciéon y posterior degradacidén del
transportador. Si bien no pudimos determinar la interaccidn directa entre UreA y ArtA mediante el ensayo
de BiFC, queda confirmar este resultado mediante el ensayo de co-IP, el cual nos proponemos realizar
préximamente.

Asimismo, logramos adaptar exitosamente la estrategia empleada por Guiney et al [20] en nuestro sistema.
En breve procederemos con la mutagénesis quimica para aislar mutantes en UreA (UreA-GFP-PyrG)
capaces de crecer en ausencia de uridina y uracilo y en presencia del estimulo endocitico (presencia de
amonio en el medio de cultivo), y asi poder identificar nuevos elementos en cis necesarios para la
internalizacion del transportador.

Por todo lo anteriormente mencionado, creemos que los resultados obtenidos en este proyecto contribuyen
al conocimiento de los elementos que actldan en cis y en trans regulando la endocitosis de transportadores
de membrana plasmdtica eucariota. Esperamos poder publicar estos resultados en una revista
internacional arbitrada en un futuro cercano.
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