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Nomenclatura: 

TRK 1, gen que codifica para el sistema de transporte de K* de alta afinidad 

TRK2, gen que codifica para el sistema de transporte de K* de baja afinidad 

PMAI, gen que codifica para la ATPasa de membrana plasmatica. 

KATI, TOK1, gen que codifica para un canal rectificador entrante de K*. 

Aun’, potencial electroquimico de protones. 

DCCD, diclorohexiicarbodiimida. 

DNP, 2,4-dinitrofenol. 

ApH, gradiente de pH. 

AY, potencial de membrana. 

TTP", tetrafenilfosfonio. 

DiSC;(3), ditiocarboctanina (cianina). 

pHi, pH interno. 

PH., pH externo.



ABSTRACT 

As reported by other authors, yeast cells using glucose as carbon source, accumulate large 

amounts of carbon dioxide, carbonic acid, bicarbonate, and K* than when the carbon source was 

ethanol. The addition of propionic acid to the cells increased the accumulation of K*in ethanol 

grown cells, but not when in the presence at glucose. 

The internal pH of the cells grown on ethano} was lower than in those grown in glucose, 

suggesting that the intracellular pH decrease was not the limiting factor for potassium 

accumulation. When the membrane potential was estimated, it was found that it was higher with 

glucose as substrate than with ethanol. Also, with ethanol, the addition of propionic acid 

increased the membrane potential, in agreement with an accumulation of dissociated monovalent 

acids, which are not diffusible. As a result of anion accumulation, the negative membrane 

potential inside increased, providing an additional driving force to accumulate larger amounts of 

monovalent cations. 

The addition of propionic acid to cells incubated with glucose produced an efflux of 

carbon dioxide from the cells, indicating that the acids were exchanged across the membrane. 
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RESUMEN 

Como Io informaron otros autores, con glucosa como fuente de carbono, las levaduras 

acumulan una mayor cantidad de CO>, Acido carbénico, carbonato y K* que cuando se incuban 

con etanol. La adicién de acido propiénico produjo aumento en la acumulacién de potasio en 

células incubadas con etanol como sustrato, pero no en las incubadas con glucosa. 

Por otro lado, el pH interno de las células incubadas con etanol fue mas bajo que en las 

incubadas con glucosa, sugiriendo que la disminucién del pH interno no es un factor limitante 

para la acumulacion de potasio. 

Cuando las células se incubaron con glucosa, la diferencia de potencial de la membrana fue 

mayor que cuando se incubaron en etano}. La adicién de Acido propiénico aumenté dicho 

potencial en las células con etanol como sustrato, indicando que la acumulaci6n de aniones de 

acidos monopréticos, que no difunden hacia fuera de la membrana, aumenta el potencial 

negativo en el interior de la célula, el cual favorece la acumulacién de cationes monovalentes. 

Ademas, se encontré que la adicién de acido propiénico al medio de incubacién con glucosa 

como sustrato, produjo una salida de CO, de la célula, al parecer intercambiandose por 

propionato y por eso en este caso no se observé entrada de K’ adicional. 

Para explicar estos resultados se propone que la acumulaci6n de bicarbonato, derivado de la 

produccién de CO, y posterior hidratacién, genera un potencial de Donnan, negativo en el 

interior. Es decir, la actividad de la ATPasa de membrana plasmética, que bombea protones al 

exterior, permite retener la forma ionizada del acido carbénico (el bicarbonato), el cual no puede 

difundir al exterior y permite la acumulacién de cantidades adicionales de K*. Este mecanismo 

ademés explica, por qué esta levadura, que produce grandes cantidades de CO), el cual se hidrata 

a HCO; puede alcanzar valores de pH citoplasmico cercanos a 7. Por otro lado, permite 

mantener un gradiente de protones muy grande a través de la membrana plasmatica y 

aprovecharlo de manera indirecta en la acumulacién de K*. 
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INTRODUCCION 

El transporte del K* en la levadura, 

Todas las células requieren potasio y lo acumulan en el interior para diversos fines. 
Probablemente fue la levadura el organismo en el cual se realizaron los primeros estudios 
formales sobre el transporte de iones, en especial del potasio. A través del tiempo, se definieron 
para este fendmeno las caracteristicas generales (Conway y O'Maley, 1946) y se hicieron 
propuestas sobre los mecanismos basicos (Conway y cols, 1958; Pefia y cols, 1969, 1972) y su 
cinética (Conway y Duggan, 1958; Rothstein y Bruce, 1958; Borst-Pauwels, 1981; Rodriguez- 

Navarro y cols., 1984; Ramos y cols., 1985). 

Conway y O'Malley (1946), realizaron estudios orientados a elucidar el mecanismo de 
transporte de potasio en la levadura; este grupo observé una relacién practicamente 
estequiométrica de 1:1 entre la entrada de potasio y la acidificacién del medio durante la 
fermentacién. Después, en los afios cincuenta (Conway y cols., 1950), se postuldé que la entrada 
de potasio y otros iones a Ia célula se llevaba a cabo preferentemente por un sistema de 
transporte o acarreador fisioldgico de K”, y se propuso una "bomba" que podia funcionar 
produciendo el intercambio de K* por H’, en un mecanismo eléctricamente neutro para la 
membrana plasmatica (Conway y Brady, 1950). 

Mediante experimentos de transporte y consideraciones cinéticas; la célula en la que por 
primera vez se demostré la presencia de un acarreador fue la levadura (Conway y Duggan, 1958; 
Rosthein y Bruce, 1958). Para dicho sistema de transporte, Conway y cols. (1950), plantearon 
como hipotesis, la existencia de un acoplamiento del movimiento de los protones y del K*, que se 
efectia a expensas de la energia libre de las reacciones de 6xido-reduccién del metabolismo 
celular. Pefia y cols. (1967) encaminaron su investigacién, a localizar las reacciones de la 

secuencia glucolitica responsables de la activacién de la ruta metabdlica, en presencia de iones 
potasio; al analizar algunos intermediarios importantes de la glucélisis, no confirmaron que el 
poder reductor de las células fuera la fuerza motriz para el transporte de potasio. Sin embargo, 
luego se definid que el sistema est4 constiuido por una bomba de protones (Pefia y cols, 1972; 

Pefia, 1975). 

Rothstein y Demis (1953), estudiaron la estimulacién de la fermentacién, producida por la 
presencia de potasio en el medio extracelular; sus datos fueron verificados por Pefia y cols. 
(1967), pero estos autores encontraron que ademds del proceso de fermentacién, el K* también 
estimulaba la respiracién. 

Pefia y cols. (1969), confirmaron que la adicién de potasio a la levadura, producfa variaciones 
notables en los niveles de los nuclestidos de adenina; asi como 1a estimulacién en respiracién y 
glucélisis: proponiendo que el fendmeno se debia a ia disminucién en la concentracién de ATP, y 
fundamentalmente al aumento en la concentracién del ADP. Esto llevé a pensar, que el gasto de 
ATP podia ser una consecuencia de los requerimientos del sistema de transporte de potasio, o 
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que la presencia del ion dentro de la célula, inducia los cambios necesarios para estimular la 
actividad de una ATPasa (Peiia y cols. 1969). En 1972, informaron que el pH alcalino del medio 
sin K*, también ejercia la estimulacion de ambos procesos celulares (fermentacion y respiracién), 
acompafiado de la salida rapida de H’; y cuando el pH del medio era acido, esta salida de H’ se 
aceleraba al agregar K”. 

Slayman y cols. (1973), estudiaron en otro sistema (Neurospora crassa), el efecto del pH 

extracelular sobre el transporte de cationes. Sugirieron que la entrada de K* y la salida de H’, se 

podia explicar en términos de la existencia de una bomba de protones, que generaba una 
diferencia de potencial electroquimico al nivel de la membrana plasmatica. 

Estudios posteriores consistieron en la reconstitucién de la ATPasa (Malpartida y Serrano, 
1981) y la identificacién de los componentes implicados en el transporte de potasio (Calahorra y 
cols., 1987). Finalmente se clonaron y secuenciaron los genes de la ATPasa (Serrano, 1986) y los 

de los transportadores de K* (Gaber y cols., 1988; Ko y cols., 1990) llevando poco a poco a la 

descripcién de un complicado sistema de transportadores, impulsados por el potencial 
electroquimico generado por una bomba de protones (Pefia y cols., 1975; ver mas adelante). 

EI principio de la teoria quimiosmética de Mitchell (1968); asi como las investigaciones en 
hongos y levaduras, permitieron plantear que: 

e EI ATP se utiliza como fuerza impulsora para la salida activa de protones. 
¢ El gradiente de protones genera un potencial transmembranal, negativo en el interior 

de la célula; 

e Laentrada del potasio utiliza dicha diferencia de potencial; 

¢ El bombeo de los protones y la entrada del K*, ocurren por dos acarreadores 

diferentes; 

* La salida de aniones balancea la de H” cuando el pH es Acido, de acuerdo con los 
experimentos de Conway y Brady (Conway y Brady 1950; Pefia y cols., 1972). 

La cinética de los sistemas de transporte del K”. 

Los estudios cinéticos que se han realizado sobre el transporte de K*, indican que se trata de 

un sistema complejo, porque varios factores importantes como el potencial de membrana, pH, 
etc., lo influyen directamente. Conway y Duggan (1958) y Rothstein y Bruce (1958), demostraron 

que el transporte de K” sigue una cinética del tipo Michaelis-Menten a pH 6 y 7, lo cual podia 
indicar que estaba involucrado un sistema de transporte unisitio. Posteriormente, Armstrong y 
Rothstein (1964; 1967), sugirieron la participacién de diferentes factores, sobre el sistema 
acarreador al observar desviaciones de la cinética de Michaelis-Menten en el transporte de K* a 
pH Acido, por la influencia de otros iones. Por ejemplo, sefialaron la existencia de un efecto de 
inhibicién competitiva cuando el pH extemno era 6.0; que pudo ser interpretado como una 

interaccién de H* directamente con un sitio del acarreador involucrado en el transporte de K*. 

En estudios similares, Borst-Pauwels y cols. (1973), encontraron que habja estimulacién del 
transporte de potasio por influencia de concentraciones muy pequefias de otros iones en el medio 
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de incubacién. Slayman y cols. (1970) y Borst-Pauwels y cols (1971), consideraron que el 
transporte de K*, se efectuaba a través de un acarreador multisitio, modelo que explicaba las 

diferencias observadas a la cinética de Michaelis a pH acido y alcalino; esto es, consideraron que 

en el acarreador, los protones no sdlo se unian a un sitio para sustrato, si no también a un 

segundo sitio llamado modificador (sin funcién de transporte), causando una inhibicién parcial. 

Asi mismo, los H’ podian reemplazarse por el catién sustrato (potasic) o por algun otro cation 
monovalente, que se encontrara a concentracién mayor. 

Posteriormente, Borst-Pauwels (1973) propuso la existencia de un tercer sitio (involucrado en 
el transporte del cati6n monovalente) al que denomin6 sitio de activacién. 

Dado que el Rb* y el Na® se transportan por el mismo acarreador de potasio, Derks y Borst 
Pauwels (1980), describieron que a bajas concentraciones de Rb* y pH acido, existia una relacion 
sigmoidal entre la velocidad de entrada y la concentracién. A pH alto las desviaciones de la 
cinética de Michaelis-Menten no eran tan pronunciadas. Estas diferencias las atribuyeron a una 
inhibicion parcial no competitiva de los H”, donde la inhibicién pudo superarse por aumento en 
la concentracién de Rb’. Al sitio involucrado en esta inhibicién parcial, le !lamaron sitio de 

activacién, debido a que el transporte de *Rb* aumenté al incrementarse la concentracién de Rb 
no radiactivo en el medio. 

Las divergencias cinéticas que se encuentran en Ia literatura sobre el comportamiento del 
transportador por la presencia de algunos cationes como Cs", Rb’ y K", pueden deberse a que 
existen diferencias en sus propiedades, de una levadura a otra (Brunner, y cols, 1982). 

Rodriguez-Navarro y Ramos (1984), observaron que los parametros cinéticos del transporte 
de potasio, variaban significativamente con las condiciones de crecimiento. Cuando se trabaja 
con levaduras en fase de crecimiento, se manifiestan dos formas (o sistemas) de transporte de K*: 
un sistema con dos sitios de interaccién o dos sistemas de transporte diferentes (Rodriguez 

Navarro y Ramos 1985, 1986). Uno de ellos se presenta con baja afinidad (Km 2 mM), a 
concentraciones de K* relativamente altas, y otro de alta afinidad (Km 20 pM), cuando la 

concentracion de K* en el medio es baja. Estos dos sistemas de transporte no sélo difieren en su 
cinética, sino también en su dependencia del pH, sensibilidad a desacoplantes, respuesta a 
cambios en el ATP y en la dependencia a la temperatura. Por otro lado, los datos sugieren que el 
acarreador de baja afinidad se convierte en, o se reemplaza por el de alta afinidad, pero no 
coexisten durante el crecimiento. Segun los resultados cinéticos con mutantes de levadura 
(Ramos y Rodriguez Navarro, 1986), estos dos posibles sistemas de transporte de potasio, se 
regulan por transinhibicién, debida al contenido de K* interno y por conversién de un estado de 
baja a uno de alta afinidad, que se da en condiciones de ayuno. 

Gaber y cols. (1988), continuando en la misma direccién, mediante experimentos de biologia 
molecular, aclararon sin duda que el sistema de transporte de potasio es independiente de la 
ATPasa de protones y que se trata de dos sistemas diferentes. La identificacién del gen TRK/, 
requerido para el transporte de alta afinidad para potasio (Gaber y cols., 1988), y el gen PMA de 
la ATPasa de la membrana plasmatica (Serrano, 1986); demostraron que son codificados por loci 

no relacionados. La mutacién del TRK/ en la levadura confiere un defecto significativo en el 
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transporte de potasio de alta afinidad, pero no en el bombeo de protones ni en el transporte de 
potasio de baja afinidad. Posteriormente, se clonaron los genes 7RK/ (Gaber y cols., 1988) y el 

TRK2 (Ko y cols., 1990). 

Brunner y cols. (1982), en una mutante de K/uyveromyces /actis, también produjeron un 

defecto en el transporte de potasio, sin afectar el bombeo de protones. Se ha logrado clonar y 
secuenciar este gen responsable, del cual en KX. /actis, sdlo existe una copia (Pefia y cols., 

comunicaci6n personal). 

Un enfoque previo, para demostrar que el transporte de potasio implica un acarreador que usa 

el gradiente electroquimico generado por una ATPasa de protones, consistié en el uso de 
inhibidores del transporte que no afectan a la ATPasa. Pressman (1963) y Chapell (1963), 
informaron que varios derivados de guanidinas actian como inhibidores del metabolismo 
mitocondrial. También se habia descrito cierta similitud entre los cationes monovalentes y 
algunas moléculas organicas de naturaleza catiénica, como la guanidina, con relacién al efecto 

que tienen sobre la permeabilidad del canal de Na’ en células nerviosas (Hille, 1971). 

Para tratar de establecer la relacion entre los flujos de K* y H’ a través de la membrana 
plasmatica de levaduras, el grupo de Peiia, (1973), realizé estudios con diversos inhibidores, 

entre los cuales se utilizaron las alquilguanidina y algunos colorantes, esperando que estos 
compuestos pudieran inhibir el transporte de potasio en la levadura, para observar el efecto de los 
mismos sobre la salida de H* (Pefia y cols., 1979). Pefia (1973) encontré que las alquilguanidinas, 
inhibian el transporte de K* competitivamente, sin alterar la salida de protones; efecto que a su 
vez encontré de manera mas clara con bromuro de etidio (Pefia y Ramirez, 1975), permitiendo 

separar la actividad de bombeo de protones de la del transporte de potasio. 

Otros sistemas de transporte para el K*. 

En Neurospora crassa, Blatt y cols. (1987), describieron que el potasio se cotransporta con 
protones, en una relacién 1:1 (simporte);, este mecanismo permite aprovechar el gradiente 
electroquimico creado por la bomba de protones, para sostener el gradiente de potasio a través de 
ta membrana del hongo. En Saccharomyces cerevisiae se ha intentado encontrar dicho 
cotransporte sin ningiin éxito, a pesar de que Boxman (1984), sugirié la existencia de un 
simportador en esta levadura. 

EI grupo de Kung (Gustin y cols., 1986), realizé estudios electrofisiolégicos en la membrana 
plasmatica de levaduras, y encontré canales iénicos dependientes de voltaje en un numero 
aproximado de 7 a 10 por célula. Las caracteristicas mas sobresalientes de estos canales son: la 
activacién por voltajes positivos (corriente de despolarizacién) y no por voltajes negatives, su 
alta selectividad al ion potasio comparada con el sodio, conductancia de 20 picosiemens, etc. 
Gustin y cols. (1988) plantearon que la funcién de estos canales probablemente sea el regular la 
homeostasis del potencial de membrana celular. Van de Mortel y cols. (1988), sugirieron que la 
apertura de canales de K* de la membrana plasmatica, es la responsable del eflujo de potasio ¢ 
hiperpolarizacién transitorios de la membrana que observaron. El mismo grupo de Kung (Gustin 
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y cols., 1988), informo sobre la existencia de un canal idnico diferente al anterior, el cual se 

regula por energia mecanica (tension de la membrana). La probabilidad de apertura del canal 
mecanosensible, podria ser funcién de la presién aplicada y del tamajio celular. Para canales 
regulados por presién osmotica, la probabilidad de apertura es independiente del tamafio celular. 

Estos canales tienen una selectividad muy pobre para cationes alcalinos, indicando 
probablemente una funcién de osmorregulacién, aprovechando el gradiente de K* como fuente 
de energia. En 1995 Bertl, realizé la caracterizacién de un canal rectificador entrante de potasio, 

mediante andlisis de patch-clamp, codificado por el gen KAT1. 

La membrana plasmatica de las levaduras posee diferentes clases de canales para K*, que 
varian en sus propiedades de apertura. Van de Mortel y cols. (1990), caracterizaron un canal de 
potasio que se abre transitoriamente a valores de pH por arriba de 5.5, al inicio del metabolismo 

celular. Este canal puede bloquearse por su posible interaccién con algun sitio extemno del canal, 
con concentraciones micromolares de cationes polivalentes externos; pero difieren de los canales 
descritos por Gustin, en su insensibilidad a TEA y 3,4-diaminopiridina entre otras cosas. 

Sin embargo para Pefia y cols. (1991), era poco probable que los resultados presentados por 
van de Mortel en 1990, fuesen indicativos de la presencia de un canal. Datos adicionales 
indicaron que la salida de potasio podia estimularse por gadolinio (Gd°*) 0 terbio (Tb™*), ya 
descritos como inhibidores de canales idnicos (Gustin, 1988). Pefia y su grupo demostraron que, 
bajo sus condiciones experimentales, los resultados correlacionan mas con un sistema 

intercambiador K*-H". Una explicacién posible a la inhibicion del eflujo de potasio por cationes 
bivalentes, era el efecto conocido de éstos sobre el transporte de potasio a través de los cambios 
que producen sobre el potencial de membrana. De acuerdo con esta idea, Ramirez y cols. (1996) 
y Camarasa y cols. (1996), utilizando vesiculas de membrana plasmatica de levaduras, 
demostraron un intercambio H'/K* electroneutro, que puede inducir la entrada de Rb, 
aparentemente contra una diferencia de potencial electroquimico, que muestra baja afinidad por 
el catién y que se inhibe por amilorida. 

La Fig.1 representa algunos sistemas de transporte de potasio en la levadura: Un uniportador, 
utiliza como energia la diferencia de potencial (A) que se establece a través de la membrana 
plasmatica; un antiportador H*-K*, que utiliza como fuerza motriz el gradiente de protones (ApH) 
existente entre citosol y medio externo, y canales idnicos, que pueden utilizar el AY como fuente 
de energia, pueden ser regulados por energia mecanica 0 responder a cambios de presién 

osmotica. 

El potencial de membrana y el transporte de kK’: 

Durante muchos afios, se buscé un intermediario quimico que acoplara la oxidacién 

metabdlica con la sintesis de ATP. Peter Mitchell (1961), inspirado en los trabajos de Conway 

(Conway y cols., 1950), postulé la hipétesis quimiosmética, con el propésito de explicar los 

mecanismos de conservacién de energia y el transporte de iones en los sistemas vivos. Asi, este 

autor sugirié que el unico "intermediario" en la fosforilacién oxidativa, era el acoplamiento a la 
cadena transportadora de electrones (de mitocondrias o bacterias), mediante el gradiente de 
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Fig. 1 Sistemas de transporte de potasio en Is levadura. 1: uniportador 

2: antiportador H’-K* 3: canales idnicos



  

5 : os + 
protones creado a través de la membrana y que genera un potencial electroquimico Apy . Este 
potencial, es necesario para mover iones, mediante sistemas de transporte especificos, en contra 

de un gradiente de concentracién. 

De acuerdo con esta teoria, los sistemas de transporte pueden ser: 

¢ Transportadores primarios o bombas (ATPasas, que obtienen la energia del ATP de la 
célula). 

e Los sistemas de transporte de electrones (de la cadena respiratoria). 

¢ La proteina bacteriorrodopsina (que es capaz de usar la luz para bombear protones y 
sintetizar ATP). 

e Transportadores secundarios (portadores, que obtienen Ia energia de los potenciales 
formados por la bomba). 

Posteriormente aparecieron resultados que sostenian el punto de vista de una entrada 
electroforética de protones en diferentes microorganismos, acompafiada de la entrada de algunos 
sustratos, como azicares y aminoacidos. Eddy y cols. (1970), evidenciaron en células 
desenergizadas de S. cerevisiae, una relacién estequiométrica entre la entrada de protones y el 
transporte de algunos aminoacidos y de maltosa. 

Riemersma y Alsbach. (1974), trabajando con S. cerevisiae durante su metabolismo 
anaerobio, presentaron pruebas de que el transporte de K* podia estar acoplado de una forma 

indirecta a la salida activa de H’. Ellos compararon las caracteristicas del transporte de H* y K* y 
detectaron cambios en la distribucién de carga en la superficie externa de la célula. Esto lo 

hicieron mediante el uso de ciertos iones lipofilicos, que no funcionan como moléculas 

permeantes a la membrana, sino como pruebas de interaccién con ésta. 

La forma de aclarar el problema no fue sencilla. A partir de experimentos con desacoplantes, 
para inhibicién del transporte de K*, varios autores habian elaborado hipétesis acerca del 
mecanismo involucrado para dicho efecto. Riemersma (1968) propuso que en la transduccién de 
energia de la célula hacia los sistemas de transporte en la membrana, estaba involucrada la 
hidrdlisis de un intermediario hipotético de alta energia. Borst-Pauwels (1971), sefialé a partir de 
datos cinéticos, que la presencia de bajas concentraciones de DNP inhibfa el transporte de Rb* 
por un efecto directo del desacoplante sobre el acarreador. Misra y Hofer (1975) informaron que 
la levadura Rhodotorula gracilis, aerobia obligada, bombea H* por un proceso que requiere K* y 
es sensible a desacoplantes y a DCCD. Como dato adicional se sabia, por los trabajos en 
electrofisiologia de Slayman (1965) con N. crassa, que el potencial de membrana era 
extremadamente sensible a DNP (2,4-dinitrofenol). Los resultados mostraron despolarizacién de 
la membrana plasmatica en cuestién de segundos; indicando que una bomba de iones 
electrogénica estaba directamente acoplada al metabolismo y funcionaba para separar cargas a 
través de la membrana. 

Pefia (1975) y De la Pefia (1981), mostraron que el efecto de los desacoplantes en las 

levaduras, dependia de la direccién de los gradientes de H* y K* 0 del potencial electroquimico 
de la célula. De acuerdo con los reportes sobre la capacidad de la membrana para conducir 
protones; Pefia planted la existencia de una bomba de protones (ATPasa), responsable de crear el 
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potencial electroquimico, que involucra el transporte de potasio de una forma acoplada pero 

independiente, acorde a lo descrito por la hipdtesis quimiosmotica. 

El transporte de potasio, utiliza el potencial de membrana formado por el bombeo de 
protones (AY de -45 a -80 mV en S. cerevisiae (de la Pefia, 1982)). Hofer y cols. (1985), 

trabajando con R. gracilis, interpretaron sus resultados, para el acoplamiento del flujo de potasio 

y protones, como un sistema electroneutro dependiente de energia (Hauer y cols., 1981). 

La identificacién de la ATPasa de la membrana plasmatica como responsable del bombeo de 

protones capaz de generar un gradiente electroquimico, viene de estudios con mutantes de 
levadura deficientes en respiractén y de experimentos con inhibidores de la ATPasa de 
membrana plasmatica. Con estas mutantes de S. cerevisiae, Serrano (1980) observ que el 

dietilstilbestrol y la diciclohexilcarbodiimida inhibian la actividad de la ATPasa y el bombeo de 

protones de una manera especifica, sin afectar los niveles de ATP celular ni la permeabilidad a 

los protones. Estos resultados, Serrano (1980) puntualizé, sugerian que la actividad de la ATPasa 

de membrana plasmatica correspondia a la bomba de protones de la levadura. 

Posteriormente se obtuvo una evidencia directa de la actividad de bombeo de la ATPasa de 
membrana plasmatica y electrogenicidad del proceso, al purificar la enzima y reconstituirla en 
liposomas (Villalobo, A. y cols., 1981; Malpartida y Serrano, 1981). En este sistema, el ATP se 

hidrolizaba del lado externo de 1a membrana y la entrada de H* generé un potencial de 

membrana, positivo en el interior. La naturaleza electrogénica del bombeo de protones, se 

demostré por el movimiento de H* que sdlo tiene lugar en presencia de un cation y un iondforo 

(K*-valinomicina), para compensar la carga. Ademas observaron que el gradiente electroquimico 

de protones generado a través de la membrana del liposoma, controlaba la velocidad de hidrolisis 

de ATP, y la estequiometria del bombeo (H’/ATP) de la ATPasa era modulada por el 

metabolismo en N. crassa (Warncke y cols.,1980). 

Ademéas, la actividad de la ATPasa esta regulada por otros factores. Eraso y Gancedo (1987) 

y Carmelo (1997), describieron que 1a acidificacién del medio extracelular, asi como la glucosa, 

causa activacién de la ATPasa. Riemersma (1974), informé que los cambios en el pH interno, 

son capaces de regular la actividad de la enzima. Benito y cols., (1992), describieron que la 

ATPasa se activa, “in vivo", en levaduras en ayuno de nitrégeno. 

Los potenciales en la membrana plasmatica de las levaduras: 

Una capacidad particular de las células consiste en generar diferencias de concentraci6n a 

través de su membrana. El movimiento de agua y moléculas (neutras o con carga), de un lado a 

otro de la membrana genera gradientes quimicos y de carga eléctrica, que conducen a la 

formacién de potenciales electroquimicos. La forma en que se puede generar un potencial de 

membrana puede ser: mediante el funcionamiento de una bomba electrogénica de iones, como se 
mencion6 en el apartado anterior, o por la presencia de moléculas en las que el catién y el anién 

tienen distinto coeficiente de permeabilidad. Esto provoca que uno de los iones se mueva mas 

répidamente que el otro, por la facilidad que tiene para atravesar la membrana, creando un 
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potencial de difusién (Ohki, 1981). Esta distribucion desigual de las cargas eléctricas a ambos 
lados de la membrana es fo que se conoce como diferencia de potencial, o simplemente potencial 
de membrana. 

Hay varios mecanismos para la formacién de potenciales electroquimicos a través de las 
membranas bioldgicas, que se pueden cuantificar por la teoria de Nerst 0 la de Donnan, que 
permiten calcular la magnitud del potencial o describir la relacién de concentracién de los iones 
a través de dos fases, respectivamente. 

El potencial de difusién se produce cuando la membrana es permeable a un ion y éste se ha 
acumulado en uno de sus lados. Esta situacién influye particularmente, en las estructuras 

celulares transductoras de energia, debido a la presencia de transportadores en la membrana que 
especificamente producen la salida de un ion. Como resultado, cuando se suspenden estas 

estructuras en un medio de baja fuerza iénica, los cationes mas méviles salen del organulo o de la 
célula, hasta que el potencial inducido compensa el gradiente de concentracién de cationes. 

Potencial de Donnan: 

Donnan y Gibbs mostraron que en presencia de un ion que no difunde, los iones que si 
difunden se distribuyen de manera que, en el equilibrio, sus relaciones de concentracién son 
iguales de un lado y otro de Ja membrana. 

[K*eal / (Kind = [Chant] /[ Clea] =r 

el término “r” se denomina re/acién Donnan 

Entonces, la ecuacién para el potencial de membrana en el modelo Donnan es: 

w =(RT/F) * Inr 

Este w, es causado por la distribucién desigual de los cationes, y que para iones 
monovalentes debe ser idéntico al potencial creado por la distribucién desigual de aniones. Es 
decir, la presencia de un ion impermeante, como el HCO; de un lado de la membrana, demanda 
un niimero desigual de iones que difunden en las dos fases separadas por la membrana, todo para 
que la neutralidad eléctrica pueda mantenerse. 

Técnicas para la medida del potencial transmembranal: 

Son muchas las técnicas que se han desarrollado con el fin de medir el potencial 
transmembranal de las células. Por ejemplo, por medio de microelectrodos en N. crassa, se 

encontré un potencial de -260 mV, en células maduras e incubadas en pH alto (Slayman, C.L., 
1965); en Endomyces magnussi, que tiene aproximadamente 100 veces el volumen de S. 
cerevisiae, se informé un potencial estable de -35 mV a pH 7.5 (Vacata y cols., 1981; Bakker y 
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cols., 1986). 

Sin embargo, los organelos, vesiculas y células de levadura, son estructuras muy pequefias 
para ser estudiadas por microelectrodos. En S. cerevisiae, el potencial de membrana medido por 
éste medio no es estable y decae con una vida media de 0.2 - 3 segundos. Ademas, no se 

observan diferencias significativas en la medida del potencial de membrana, cuando el sistema se 
encuentra en presencia de dinitrofenol 1mM o en diferentes estados metabdlicos (Borst-Pauwels, 
1981). 

En los 70’s, para medir cambios en la diferencia de potencial eléctrico de estructuras 
pequefias, se usaron cationes como el tetrafenilfosfonio (TTP’) y el trimetilfenilfosfonio. Por su 
naturaleza lipofilica, éstas moléculas son capaces de atravesar la membrana celular, y su 
distribucién depende del potencial transmembranal (Hauer and Héfer, 1978). Sin embargo, 

parece que la distribucién del TTP’, en el interior de la levadura en particular, no mantiene una 
relacién cuantitativa con el voltaje de la membrana; ni en la magnitud, ni en la sensibilidad a los 
cambios del pH. Estas son limitaciones que muestran que dichas moléculas no se pueden usar en 
métodos cuantitativos, para medir el potencial eléctrico de la membrana celular (Bakker y cols., 

1986; Ballarin-Denti y cols., 1994). 

También se han utilizado colorantes fluorescentes para estimar, mas que medir, los cambios 
del potencial de membrana (al mostrar cambios en la fluorescencia y transmisién de la luz). 
Waggoners (1979), menciona tres clases de colorantes sensibles a potencial: merocianinas, 

cianinas y oxonoles. Las moléculas una vez en el interior de la célula, se distribuyen y acumulan 

en funcién del potencial eléctrico existente. 

En 1984 Peiia y cols., realizaron experimentos con cianina DiSC;(3), en un intento de 
utilizarla como un indicador de los cambios en el potencial de membrana de la levadura; 
concluyeron que dicho compuesto es un buen indicador cualitativo del potencial de membrana 
mitocondrial y plasmatica (cuando se anula la capacidad de la mitocondria para concentrar el 
colorante por medio de un desacoplante). Ademés, es importante mencionar que sobre una base 
cualitativa, la cianina se puede usar para seguir cambios rapidos en el potencial de membrana. 

El potencial de superficie de la membrana: 

Por otro lado, la influencia de cargas negativas fijas, en las membranas transductoras de 
energia, induce 1a formacién del potencial superficial. A causa de este potencial, la 
concentracién de iones en la vecindad de la membrana, es mayor que en el seno de la fase 
acuosa. Junge (1977), Ohki (1971, 1972) y MacDonald, 1972, en membranas de fosfolipidos, 
fueron los primeros en mostrar la contribucién del potencial de superficie al potencial 

transmembranal. 

Los fosfolipidos aniénicos de la membrana de levaduras (fosfatidilinositol y fosfatidilserina), 

contribuyen en gran medida en la magnitud de las cargas fijas (densidad de carga superficial 

negativa) (Cerbén y Calderén, 1990). La concentracién de los fosfolipidos en la membrana 
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celular (con carga neta negativa), es un factor que controla la densidad de carga superficial. El 
potencial de superficie a su vez, se comporta como factor que puede modular la sintesis de estos 
fosfolipidos anidnicos, regulando su concentracién y transposicién (interna-externa) (Cerbon y 
Calderén, 1990, 1994). Aparentemente, la presencia de las cargas negativas (de los fosfolipidos) 
en la vecindad de los sitios de enlace de sistemas de transporte idnico, ejercen cierto efecto sobre 
la cinética del transporte (Borst-Pauwels, 1981) al concentrar cationes y excluir aniones en la 
membrana o pared celular. 

Los cambios del pH intracelular en S. cerevisiae: 

Durante la actividad metabélica, se generan acidos débiles que acidifican el interior celular; 
por esta raz6n, la medicién del pH interno ha sido uno de los tépicos analiticos mas importantes 
en el area. El pH es un factor que determina mucho del comportamiento general de las células, 
por ejemplo: caracteristicas importantes de la estructura, de la actividad de las enzimas y otras 
moléculas biolégicas y de los procesos celulares (incluyendo los de transporte). 

Los métodos més antiguos para estimar el pH; se realizaron directamente lisando u 
homogeneizando las células (por ebullicién o por congelamiento-descongelamiento), Sin 
embargo esta homogeneizacién celular, rompe los organelos intracelulares, lo cual hace 
imposible la determinacion real del pH citosdlico (Conway y Downey, 1950; Roos y Boron, 

1981). 

Conway y Downey, (1950), utilizaron la capacidad de distribucién de acidos organicos 

débiles, como el propidnico y carbénico, para medir el pHj en células de levadura. La técnica se 

fundamenta en que sélo la forma protonada cruza la membrana; entonces el pH; puede calcularse 
al conocer su distribucién en el estado estacionario, toda vez que el pH, y el valor del pKa 
interno y externo se conozcan (estas constantes se relacionan en la ecuacién de Henderson- 

Hasselbach). 

Deamer y cols. (1972), utilizaron moléculas fluorescentes ionizables para determinar el 

gradiente de pH a través de la membrana de liposomas, estas moléculas son permeantes en la 

membrana y se distribuyen entre el citoplasma, los organelos y el medio externo, dependiendo 
del pH. Slavik en 1982, introdujo esta técnica a levaduras, utilizando un éster fluorescente, que al 

entrar en contacto con esterasas se transforma, produciendo una molécula impermeante en la 

membrana que se retiene en el interior de la célula. De este modo, estimé el gradiente de pH a 

través de la membrana de Ia levadura (Slavik y cols., 1984). Sin embargo Slayman y cols. (1994), 

mencionan que las esterasas se encuentran acumuladas preferentemente en las vacuolas u otros 

compartimentos, donde llevan a cabo su accién, lo que es una desventaja para el uso de este 

colorante. 

Kano y Fendler (1978) utilizaron la piranina como un indicador fluorescente del pH interno 

en liposomas. Pero 1a piranina no se incorpora a células completas, por su naturaleza hidrofilica, 
Para superar esta limitacién, Pefia y cols. (1995) introdujeron la molécula a células de levadura 

por electroporacién. Teniendo la ventaja de que la piranina se aloja unicamente en el citosol; y 
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los cambios de fluorescencia registrados, al protonarse o desprotonarse la molécula, 
corresponden con cambios de pH en la levadura, por efecto de diferencias en las condiciones de 

incubacion. Los datos de pHi obtenidos, son un poco més altos que los valores reportados por 

otros métodos (Conway, 1950, Pefia, 1972, Slavik, 1982); ésto quizd se deba a que sean mas 

representativos de citosol, ya que no se da informacién de otros compartimentos celulares mas 
acidos, como la vacuola. 

Otro método descrito en la literatura, aplicado a células de levadura intactas, es la 

determinacién del pH interno por el espectro de resonancia magnética nuclear del *"P, cuya base 
es el cambio quimico que sufre el ortofosfato intracelular en funcién del pH; (Salhany, y cols., 
1975) (den Hollander y cols., 1981) (Gillies, y cols., 1981). Sin embargo, también tiene algunas 

limitaciones, como por ejemplo el requerir equipo sofisticado y personal técnico especializado, 
asi como su lentitud. 

Por un método u otro, se ha tratado de determinar la respuesta del pH; bajo diferentes 
condiciones de incubacién. Pefia y cols. (1972, 1995), informaron que el pH externo influye 
directamente en el pH intracelular, a diferencia de lo que informé Den Hollander (1981). 
Posteriormente, Slavik (1984) y Cimprich (1995) confirmaron también, la dependencia del pH 
intracelular con el pH del medio, al medir por pruebas fluorescentes el gradiente de pH que se 
forma en el citoplasma, bajo diferentes condiciones de acidez. 

Por otro lado, el pH celular también depende del estado metabdlico de la célula y de las 
diferentes condiciones de cultivo (Imai y cols., 1995). En 1989 Ramos y cols., mostraron que la 
adicion de glucosa o fructosa, inducia acidificacién intracelular en S. cerevisiae, sugiriendo que 
los H* provenian de la etapa de fosforilacién de Ja ruta glicolitica, argumentando que el pKa de 
la glucosa-6P es de 1.4 mientras el pKa de los grupos disociables del ATP es cercano a 7.0. 
Ademas este fendmeno no se presenté en mutantes deficientes de todas las azicar-cinasas, ni 
tampoco correlacionaron con el aumento del cAMP (Eraso y cols. 1987). 

A pesar de la variacién en el pH interno, como resultado de diferentes factores, existe una 

tendencia de la célula a mantener la concentracién interna de H*, dentro del intervalo de 

operacién optima de las enzimas citoplasmicas (Roos and Boron, 1981). Es claro que la 
constancia del pH intracelular, representa un estado estacionario y no de equilibrio real; por esta 
razon algunos autores han tratado de atribuirle un papel predominante al bombeo de protones en 

el contro! del pH interno. Sanders (1981), en N. crassa observé que cuando una carga acida 
causaba disminucidn en el pH;, aumentdé el bombeo de H” al exterior, acompaifiado de una 
hiperpolarizacién transitoria al inicio de la acidificacién citoplésmica. Sin embargo, la funcién 
de la ATPasa como controladora del pH; no es muy clara. La participacién de la ATPasa para 
generar una gran diferencia de potencial electroquimico (Aju;’) es importante, pero no 
necesariamente la regulacién del pH; estaria a cargo de ella misma; ya que fa respuesta de la 
membrana a la disminucién del pH es el aumento progresivo de su conductancia. Posteriormente 
este mismo grupo (Sanders y Slayman, 1982), reconoce que la influencia de la ATPasa sobre el 

pH citoplésmico es limitada. Hay otros mecanismos, como el propio metabolismo, el cual puede 
liberar o consumir una buena cantidad de protones y/o moléculas, con capacidad amortiguadora, 
que participan para mantener el pH; dentro de margenes fisiolégicos compatibles con las 
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funciones celulares, ain cuando la bomba de protones esté inhibida. 

En 1986 Blatt propuso que la respuesta primaria a estrés por acido, es el aumento de la 
actividad de la ATPasa de membrana plasmatica. Por otro lado, el transporte de K* constituye 
una valvula esencial, para regular la salida de H” por medio de un simportador, descrito en 

Neurospora crassa. En \as levaduras no se ha descrito este simportador. 

La figura 2 muestra algunos modelos que se han propuesto para el bombeo de protones y el 
transporte de potasio. E] esquema 1 presenta al acarreador fisiolégico, donde el movimiento de 
H’ y K*, se acopla a expensas de la energia libre de reacciones de oxido-reduccién del 
metabolismo; el esquema 2 es un acarreador electroneutro; el movimiento de K* esta 
estrechamente acoplado al transporte de H* (no hay transferencia neta de carga a través de la 
membrana); el esquema 3 propone que en la transduccién de energia, para el transporte de K* y 
bombeo de H”, esta involucrada la hidrdlisis de un intermediario hipotético de alta energia; el 
esquema 4 representa el transporte de K* que se acopla al bombeo de H’ (electrogénico), por 
medios independientes (uniportador y ATPasa respectivamente). 

Diferentes mecanismos de activacién de los sistemas de entrada de potasio. 

En las levaduras, los transportadores de iones en general, se impulsan por la diferencia de 

potencial de membrana y el ApH generados por la ATPasa. Sin embargo, existen ciertas 
caracteristicas cinéticas particulares del transporte de potasio, que también han sido objeto de 
estudio. 

En cultivos de S. cerevisiae, Ramos (1986) obtuvo células con diferente contenido de K*, al 
tratarlas con azida de sodio. Encontré que la célula retenia una concentracién interna de potasio 
minima, a partir de la cual, no permitia mayor salida del mismo. En estas células con bajo 
contenido de potasio, el pHi fue mas dcido, y el transporte de Rb” (catién monovalente, que 
utiliza el mismo transportador de potasio) fue mayor, comparado con las células sin tratamiento. 
Ramos (1990) planted que el mecanismo que explica este fenédmeno, era el efecto de la 
disminucién de pH; (interno) o la activacién directa de la ATPasa de membrana plasmatica. 

Ramos (1992), trabajando con mutantes de la ATPasa y del transporte de glucosa (de alta 
afinidad), analizé cinéticamente la entrada de K*. Sus experimentos mostraron que la presencia 
de glucosa u otros azticares fermentables indujeron aumento en la Vmax sin afectar la Km, 
ademas, bajas concentraciones de glucosa en el medio activaron muy poco el transporte; 
fenémeno que no se produjo en presencia de etanol. Estos resultados, sugirieron que la entrada 
de potasio a la célula, también se regula por fermentacié6n. 

Alijo y Ramos en 1993, al trabajar con mutantes de cinasas de azicares y con andlogos de 
glucosa no asimilables (2-deoxiglucosa), sefialaron que la entrada de potasio, cuyo mecanismo 
era activado por la fermentacién, dependia principalmente de la fosforilacién del azicar, como 
sefial inicial. Esta activacién ademas, era independiente de la ruta del cAMP, de la disminucién 
del pH; y ni el gen TRK1 ni el TRK2 eran activados por este mecanismo. 
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Fig. 2 Modelos alternativos para el bomibeo de ptotones y transporte de potasio. 1: Bomba 
redox (Conway y cols., 1950) 2: acatteadbr elecitoneutro. 3: existencia de un intermediario 
(Riemersma, 1968) 4: bomba electrogénica acoplada al transporte de K+ mediante sistemas 
diferentes (Pefia, 1975)



  

La dindmica del CO, en la levadura. 

El bidxido de carbono juega un papel importante en el metabolismo celular, ya sea en la 

biosintesis, en reacciones de carboxilacién o como producto metabdlico, a partir de reacciones de 

descarboxilacion. En la levadura, esta molécula adquiere especial importancia, dado que durante 

la fermentacién se producen grandes cantidades de CO, El CO), dentro de la célula se hidrata 

para dar H,CO,, el cual se ioniza a H‘y HCO;. Es clara la gran cantidad de H* y HCO, que se 

producen por este proceso; planteandose de inmediato los posibles recursos que la célula 
requiere, para mantener bajo control su pH intemo y la electroneutralidad dentro de ciertos 
limites. En el estado estacionario, la relacion interna de [HCO ” /H,CO3], para un intervalo de 

valores de pH; de 5.8 a 6.8, varia entre 0.269:1 y 2.69:1. Estos son los valores de pH interno 

citoplasmico que se encuentran en presencia de un sustrato para valores externos de pH entre 4.0 

y 7.0 (Cimprich y cols., 1995; Pefia y cols. 1995). 

Krebs y cols. (1948) y Cooper y cols. (1968) informaron que durante el metabolismo, la 
produccién de CO, ocurre como CO,(aq), aunque estos resultados entraban en conflicto con los 
de Conway y Donnel (1945), quienes sefialaron que el producto de las carboxilasas de levaduras 
era directamente H,CO; y no diéxido de carbono ni bicarbonato. Krebs (1948) aseguraba que 

bajo esas condiciones experimentales (pH 5.5, 37°C y exceso de piruvato) las diferencias en las 

velocidades de produccién de CO, en ausencia o presencia de anhidrasa carbonica, indicaban que 

el producto de la descarboxilacion del piruvato era directamente CO>. 

En la distribucién de las concentraciones relativas del CO, en todas sus formas, dentro y 

fuera de la célula, participa la membrana plasmatica, que actha como una barrera de 
permeabilidad selectiva, practicamente impermeable a la especie i6nica HCO; °, y que permite el 

libre acceso de moléculas neutras, como el CO} (aq),CO> gas) Y HCO; (Hunter, M.J., 1977; Simon, 

S.A. and Gutknecht, J. 1980). 

Existe desde luego un equilibrio entre CO,(aq) y CO,(gas) por el fendmeno de deabsorcién; 
cuando el CO,(aq) pasa a la fase gaseosa es porque la concentracién en el seno del liquido rebasa 
los limites de su solubilidad, estableciéndose el equilibrio entre las fases (aire-liquido), ya sea en 
condiciones normales, o cuando existe esta transferencia de masa por una reduccion en la presién 

parcial del diéxido de carbono externa por algun factor ambiental (Faust, 1982). Cuando por 

alguna razon se pierde CO, celular, esto conduce a una disminucién de H,CO; , H* y HCO, , yal 

disminuir los H’, se observa un aumento en el valor del pH interno (la deshidratacién conduce a 

un nuevo equilibrio, preferentemente a la formacién de CO. y H,0). 

La concentracién de las especies moleculares de diéxido de carbono en la fase liquida se 

puede describir de acuerdo con las reacciones de asociacién/disociacién y factores que 

intervienen para definir sus proporciones: 

Co, (tase gas) <> co, (fase acuosa) Coeficiente de solubilidad del gas 

CO)» (ecuosa) + HyO <> H,CO; Presién parcial de CO, 
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H,CO; «HCO, + H* Constante de ionizacion 

Por otro lado, la concentracién de CO, disuelto se puede relacionar con la presién parcial 
externa de didxido de carbono por medio de la ley de Henry: 

COd disuetoy = H* pCO, 

donde: 

pCO, es la presién parcial (atm) del gas disuelto y H es la constante de la ley de Henry, que a 

30°C tiene un valor 28.57 mM CO, / atm. 

La constante de equilibrio de varias reacciones de asociacién/disociacién, es funcion de los 
solutos y de la temperatura. Debido a que la velocidad de hidratacién del CO, gq para formar 
HCO, es una etapa limitante; el equilibrio de este sistema de reacctones no se puede alcanzar 
instantaneamente. Este dato es reelevante en S. cerevisiae, ya que la enzima anhidrasa carbénica, 
que cataliza la reaccién de hidratacién del CO,, tiene poca actividad (Shoaf and Jones, 1970) 0 no se 

encuentra (resultado de nuestra investigacion; datos no mostrados). 

Ademis, el flujo neto y 1a concentracién de CO, en todas sus formas a través de la membrana 
plasmatica, dependeran de su concentracién respectiva en el fluido intracelular y extracelular en el 
estado estacionario; por lo tanto, la concentracién interna de didxido de carbono total, es decir 

(COxeq, H2CO3 y HCO;), sera funcién del pHi, y para valores altos del pH interno aumenta la 

contribucién de la especie idnica HCO,” Existe entonces una interrelaci6n del pH, con la 
concentracién de diéxido de carbono, ya que los cambios en el pH; guardan una relacién directa con 
el movimiento pasivo del CO; y la disminucion de acido carbénico y bicarbonato al estar presente 
una carga Acida, ya sea externa o producto del metabolismo. 

La célula responde a una acidificacién interna aguda, reforzando varios mecanismos que 
eliminan H’, con el fin de disminuir la magnitud del cambio del pH intemo. Un mecanismo, por 
ejemplo, es la conversion de un metabolito Acido débil a su base conjugada, o a un producto neutro 
que pueda abandonar répidamente la célula (como el CO, y H,O), resultando en una disminucién de 
los protones intracelulares. Por su naturaleza quimica, el bicarbonato es uno de los mejores sistemas 
reguladores del pHi, siempre y cuando los cambios en el pH no provengan de cambios en pCO». 

Cuando se adiciona una carga 4cida fuerte, la mayoria de los protones se combina con la base 

conjugada del acido débil. Como resultado, existe un incremento en la concentracién del dcido débil 
y simultaneamente una disminucién de la concentracin de su base conjugada. Sin embargo cuando 
se elimina el Acido débil, formado por la adicién de protones, la base conjugada disminuye, mientras 

el dcido débil permanece cercano a un valor constante. En este caso, el ion bicarbonato disminuye y 
se forma CO»; pero el exceso de CO, se libera al ambiente en un sistema abierto, estableciéndose un 

nuevo equilibrio donde la relacién [HCO;/a*pCO,] no cambia dramaticamente. Cuando se agrega 

una base fuerte a la célula, ésta puede ser neutralizada por el acido carbénico, y el CO, se puede 

reemplazar por el que se genera metabélicamente y nuevamente la relacién del par amortiguador no 
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cambiaria mucho. 

Cuando en la célula baja el pH citosdlico por el aumento en la concentracién de un 
componente que produce acidez, por ejemplo CO, (por cada molécula de diéxido de carbono que 

reacciona con el agua produce un protén y se forma un idn bicarbonato); los protones pueden ser 

amortiguados por proteinas y fosfatos, o bombeados por la ATPasa de protones de la membrana 
plasmatica. Como resultado, el ion bicarbonato libre aumenta mucho mas que los protones. Si 
por el contrario, la acidez se remueve de este sistema por disminucién de la pCO,, el i6n 

bicarbonato disminuye. El protén no disminuye en una proporcién equivalente, ya que el resto de 

los reguladores se disocia para resistir el cambio de pH (Baggot,1997) 

EI papel del pH interno y los aniones de dcidos débiles en a acumulacién del K’: 

Ryan y cols. (1971 y 1972), por otro lado, trabajando con acidos organicos débiles que difunden a 
través de la membrana, propusieron que el pH intracelular era un factor importante en la regulacion 
del transporte de potasio. La entrada de K* a Ja célula implica la salida de protones y por 

consiguiente que el pH interno aumente, impidiendo mayor acumulacion de potasio. Considerando 
que el intercambio H’-K“ es eficiente a pH acido, la presencia de los dcidos organicos débiles que 
acidifican el citosol, facilitaran la entrada del cation en ausencia, inclusive, de una fuente de energia 

asimilable (Ryan, 1972). 

Pefia (1975), estudié el transporte de K* en levaduras; burbujeando nitrégeno al medio para lavar 
el CO, , que se produce por fermentacion, observé menor acumulacién de potasio comparado a las 

condiciones control. Empero, si se permitia a la célula primero acumular el CO», el burbujeo de Np, 

en estas condiciones, no sélo bloqueaba la entrada de potasio, sino que ademas experimentaba una 
salida que podia revertirse por el burbujeo de CO, al medio de incubacién. Estos resultados y 
experimentos con diferentes acidos organicos débiles, lo condujo al planteamiento de que la 
acidificacion del medio, los aniones y la magnitud de su acumulacién (requiriéndose para retener al 

catién en el citosol), eran importantes en el proceso de captacién del potasio (Pefia, 1975, Rothstein y 

col., 1958). 

Por otro lado, atin cuando se sabe que los sistemas de transporte de potasio en la levadura se 
activan por la presencia de azicares fermentables (y no por etanol), hemos observado que los 
productos metabdlicos de la glucdlisis 0 la respiracion, en especial los aniones de Acidos débiles, 
son capaces de activar los sistemas de captacién de K* (resultados de esta tesis); planteando 
como hipétesis que la acumulacién de K" puede favorecerse por la generacién de un gradiente de 

concentracién de cargas negativas (aniones; principalmente bicarbonato) que no difunden, 

formando un potencial Donnan (Fig. 3). Como la acumulacién y distribucién de HCO; depende 

de los valores relativos del pH; y pH.,, es posible que mediante este mecanismo, indirectamente 

se pueda estar utilizando el gradiente de pH pare acumular potasio en la levadura, sin necesidad 

de un simportador H*/K* como el descrito para Neurospora (Rodriguez Navarro y cols., 1986). 
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pH; 6.75 

  
Fig. 3. Esquema representativo del efecto Donnan. (1) reaccién de hidratacién espontanea 

del CO;, que produce HCOs , el cual se disocia en bicarbonato y un proton (2); la ATPasa 

de membrana plasmatica, entonces expulsa el protén (3), lo cual baja el pH extemo y un 

aumento en el pH interno. El 4cido carbénico es capaz de difundir libremente a través de la 

membrana plasmatica, mientras el bicarbonato no. A un alto valor de pH interno, (6.75 en 

la Figura) la disociacién del acido carbénico se desplaza para producir bicarbonato. A un 

valor bajo de pH externo (3.4 en la Figura, la especie predominante es acido carbénico. Ya 

que el bicarbonato no puede difundir, éste permanece adentro, generando un potencial 

eléctrico adicional, que puede dirigir una acumulacién mayor de potasio a través de su 

acarreador.



OBJETIVO 

Investigar el papel del bicarbonato y aniones de dcidos organicos débiles, productos del 
metabolismo, en la acumulacion de K* en la levadura Saccharomyces cerevisiae y en la 
regulacion del pH interno de la célula. 
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MATERIALES Y METODOS 

1. Microorganismo y condiciones de cultivo. 

Se utilizé la levadura Saccharomyces cerevisiae, aislada de una colonia procedente de un 

producto comercial (La Azteca, S.A). Las células se cultivaron en 500 ml de medio YPD (1% de 

extracto de levadura, 2% de peptona y 2% de glucosa) durante 24 h en un agitador rotatorio a 250 

rpm a temperatura de 30 °C. Las células se colectaron por centrifugacién y se lavaron dos veces 

con agua destilada. El paquete celular se resuspendié en agua destilada (10%, w/v) y se aired 

toda la noche durante 14 h, con el fin de disminuir el contenido de sustratos enddgenos. Se ha 

observado que este procedimiento disminuye la concentracién intracelular de iones. Al término 
de la incubacion, las células se centrifugaron y se lavaron dos veces, para ser resuspendidas en 

agua a una concentracién final de 0.5 g/ml y se mantuvieron en hielo durante el curso del mismo 

dia. 

2. Medida de la acumulacién de iones. 

Se incubaron 100 mg de células en Sm! de medio de cultivo conteniendo 100 mM de glucosa 

y sin agitacion en 8.6 mM de etanol (con agitacién para este sustrato) durante 15 minutos en un 

matraz Erlenmeyer en un bafio de agua de temperatura controlada a 30 °C. Se agregé luego 30 

mM de KCI cuando se indica en los experimentos. El medio se amortig6 con 10 mM de 

trietanolamina (TEA) y se ajusté a pH 7.5 con acido tartarico o se amortigué a pH 4.5 con 10 

mM de Acido tartarico, el cual se ajusté con TEA. Después de la incubacidn, las muestras se 

pasaron a un bafio de hielo y rapidamente se centrifugaron durante 3 min. El sobrenadante y/o el 

paquete celular se utilizaron para cuantificar diferentes metabolitos. En los experimentos en que 

asi se sefiala, se agregd 10 mM de dcido propidnico, ajustado al pH externo actual. 

3. Determinacién de CQ,. 

Se agregaron 2m! de NaOH al 1% (w/v) al sobrenadante y paquete celular para fijar el CO, 

en todas sus formas. El contenido de CO, se midié utilizando un respirémetro de Warburg, 

agregando después de que se equilibré la temperatura, 0.5 ml de H)SO, 2N para liberar todo el 

CO. 

4. Determinacién del contenido de potasio. 

Las células se centrifugaron y se resuspendieron en agua destilada-desionizada y se pusieron 

en un bafio a ebullicion (92 °C) durante 30 min. Después de enfriar, la suspensién se centrifugé y 

las diluciones apropiadas del sobrenadante se utilizaron para la medicién del K* en un fotometro 

de flama. 
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5. Distribucién de dcido propiénico radioactivo. 

La acumulacién del propionato se midié usando 'CH;-CH,-COOH. Después de incubar las 
células bajo las condiciones ya mencionadas durante 10 minutos, se adicionaron las 

concentraciones de acido propidnico, y después de 10 minutos mds, se tomé una alicuota de Ja 

suspension; se filtré a través de un filtro Millipore (tamafio promedio de poro de 0.45 uM) y la 

radioactividad se midié en un contador de centelleo. 

6. Estimacién del potencial de membrana. 

El potencial de membrana se estimé siguiendo los cambios de fluorescencia de 0.25 uM 

de cianina DiSC;(3) (ditiocarbocianina, Molecular Probes) a 540-590 nm (Pefia y cols., 1984) en 

un espectrofluor6metro DMX-1000 (SLM Instruments) con un compartimento para muestras 

controlado a 30 °C y un sistema de adquisicién y procesamiento de datos. Se incubaron 25 mg de 

células (peso himedo) en 2.0 ml del medio siguiente: 100 mM de glucosa u 8.6 mM de etanol; 

trietanolamina 10 mM ajustado a pH 7.5 con acido tartérico, o acido tartarico ajustado a pH 4.5 

con TEA; 10 uM de pentaclorofenol y 10 uM de CaCh. 

7. Determinacién del pH interno. 

EI pH interno de las células se midié a través de los cambios en la fluorescencia de la 

piranina (1,3,6-hidroxi-piranina 8-sulfonato) (Pefia y cols., 1995, Hofer y cols., 1996) introducida 

por electroporacién con un electroporador marca Bio-Rad con pulso controlado, utilizando un 

volumen de 700 j1l de suspension celular, mds 20 l de piranina 100M. Se aplicé un pulso de 

1500 V con capacitancia de 25 uF y 200 Q de resistencia, durante aproximadamente 3.1 mseg. 

Las células se centrifugaron y se lavaron 3 veces con agua desionizada en una microfuga 

Beckman por 10 segundos, se resuspendieron a la concentracién original (para tener una relacién 

de 0.5 g/ml) y se emplearon como se indica en cada experimento. Los cambios de fluorescencia 

se registran a 460-520 nm en un espectrofluorémetro DMX-100 (SLM Instruments, Urbana,IL.) 

con un compartimento para muestras a temperatura controlada (30 °C) (Calahorra y cols., 1998). 

Método de céiculo: La forma ionizada de la piranina es fluorescente a 460-520 nm. El pH se 

relaciona a la constante de disociacién por medio de la ecuacién de Henderson-Hasselbalch [pH 
= pK — log (forma disociada/forma protonada)], por tanto, el pH (del ambiente donde se 

encuentra la piranina) se puede evaluar a partir de los cambios registrados en la fluorescencia 

como sigue: 

La cantidad de piranina interna disociada, es la sefial de fluorescencia total, menos Ia seiial de 

fluorescencia de piranina externa (observada inmediatamente después de la adicién de las 

células, antes de cualquier contribucién del metabolismo) ademés se resta, la pequefia 

fluorescencia observada después de acidificar con acido propiénico. 
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La cantidad de piranina interna total, es la medicién de la fluorescencia utilizando Tns (para 

obtener la disociacién completa), menos la fluorescencia de la piranina externa en su forma 

disociada (para un pKa de 7.2, la correccién debera ser un factor de 1.16, para la fluorescencia 

observada inmediatamente después de la adicidn de las células a el medio con pH 8.0, ya que a 

este pH externo, de acuerdo a la ecuacién de Henderson-Hasselbalch, 86% de la piranina est4 

ionizada) (Pefia y cols., 1995). 

8. Determinacién del pH externo. 

El pH externo se midié siguiendo los cambios en el medio con un electrodo de pH conectado 

a un potenciémetro. La mezcla de incubacién se describe en cada experimento. 

9. Respiracién. 

Se midié siguiendo el consumo de oxigeno con glucosa o etanol como sustratos a pH 4.5 y 

7.5, La mezcla de incubacién se mantuvo a temperatura constante en un recipiente de vidrio 

cerrado y termoestabilizado a 30 °C, con agitacién para obtener una adecuada distribucion de las 

células de levadura y del oxigeno. El consumo de oxigeno se midié con un electrodo de oxigeno 

Clark conectado a un polarizador y un sistema de registro conectado a una computadora. Las 

condiciones experimentales se describen en la figura correspondiente. 

10. Activacién de la ATPasa de membrana plasmatica por bicarbonato o propionato. 

Se permeabilizaron células de acuerdo con el método descrito por Ulaszewski y cols. (1983) 

como sigue: las células (10- 6 células/ml) se incubaron en 4 ml de medio que contenia 2% de 

glucosa, 2% de extracto de levadura, 1% de peptona de gelatina por 12 horas a 30 °C. Las células 

se centrifugaron y se resuspendieron en 25 vol. de KCI 100 mM, 4 mM de MgCl,; 8 mM de 

regulador imidazol/HC! pH 6.5. Se adicioné un volumen de mezcla de permeabilizacién al 

paquete celular (igual a 1.25) y se mezclé durante pocos segundos en un vortex. La mezcla de 

permeabilizacién contenia 1 vol. de tolueno, 4 vol. de etanol y 1 vol de triton X-100. Después de 

la centrifugacién, el paquete celular se resuspendié en 5 vol de sorbitol al 10% y se lavé. La 

actividad de ATPasa se midié con 30 l de esta suspensién durante 30 minutos a 30 °C en 1ml 

de: 6 mM de ATP, 12 mM de MgCl, 50 mM de regulador Mes pH 6.0, 0.2 mM de KCl y 10 mM 

de NaN. La reaccion se detiene con 100 pl de dcido tricloroacético y se mide el fosfato 

inorganico liberado por método colorimétrico, utilizando una modificacién del método de Fiske y 

Subbarow (1925). Esta reaccién se incuba 5 minutos y se inicia con la adicién de 250 pl de una 

solucién que contenia 12 g de molibdato de amonio, 28 ml de H,SO,, 40 g de SDS, 1 1 de agua, 

posteriormente se agrega 250 yl de ELON. Se preparé un estandar de fosfato para cada ensayo. 

Después de 15 minutos se midié la intensidad de color a una longitud de onda a 700 nm en un 

espectrofotémetro Shimadzu UV 160A. 

Otro método adicional utilizado para cuantificar la activacién de la ATPasa fue el sistema de 
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regeneracién de ATP, siguiendo la desaparicion de NADH a 340 nm en un espectrofotémetro de 
doble longitud de onda SLM, modelo DW2; conversién de On-Line Instruments Systems Inc. 

conectado a un sistema de almacenamiento y procesado de datos. Los experimentos cinéticos s¢ 
Hevaron a cabo dentro de una camara con agitacién a 30 °C en un volumen de 2 ml total de la 
mezcla de reaccién conteniendo: 10 mM de NaN3, 20 mM KCl, ImM MgCh, 2 mM PEP 

(fosfoenolpiruvato), 7 U/ml de LDH (lactato deshidrogenasa), 2 mM de ATP (disuelto en 10 mM 

de regulador Mes pH 6.0), 0.2 mM NADH (disuelto en 10 mM de regulador Mes pH 6.0 
preparado al momento de su uso), 10 U/ml PK (piruvato cinasa), regulador Mes 10 mM pH 6.0 y 

diferentes concentraciones de suspension de células permeabilizadas 0 de membranas plasmatica 
(0-20 ul). Se adicionaron diferentes concentraciones de bicarbonato de sodio (0 - 100 mM) 

ajustado con HCl a pH 6.5 y 6.0 6 diferentes concentraciones de Acido propidnico-TEA ajustado 
a los mismos pHs. La reaccién se inicié por la adicién de ATP. 

La membrana plasmatica se preparé de acuerdo al método descrito por Calahorra y cols. 
(1987), que en breve consistié en: 4 g de células resuspendidas en un medio que contenia: 20 ml 

de sorbitol 1 M, 50 mM de K;HPQ,, EDTA 1 mM, pH 7.4, 1 l/ml de B-mercaptoetanol 6 10 

mM de DTT e incubadas durante 10 minutos a 30 °C. Posteriormente se afiadid 1000 U/g de 
liticasa 6 0.6 mg/g de zimoliasa y se incubd a 30 °C. Se monitored 1a formacién de protoplastos 

(tomando 20yI de Ia muestra diluyéndola en 3 ml de agua) registrando turbidez a 550 nm c/15 
min. hasta obtener una disminucién del 10% en D.O. Después se le afiadi6 PMSF a 
concentracién final de 1 mM, y se rompieron las células en frio por sonicacion con intervalos de 
15 seg hasta completar Imin. Se centrifugaron por 10 minutos a 3500 rpm. El sobrenadante se 
volvié a centrifugar a 18,000 rpm 30 min. De aqui nuevamente se recupero el sobrenadante y se 
centrifugé a 18,000 rpm durante 45 min, (se retiré la nata formada) y se lav el precipitado con 

una solucién de 30 mM de EGTA- Tris 1 mM pH 7.2 con ayuda de un homogenizador, se 
centrifugé a 18000 rpm 45 min. El precipitado se resuspendié ayudandose de una varilla de 
vidrio en 1 ml de fa misma solucién. La actividad enzimatica se midié como se indica en el 
apartado 4.10. 

11. Actividad de la anhidrasa carbénica. 

Se prepararon extractos celulares como lo indican Funayama y cols. (1980): 100 mg del 
paquete celular cosechado en fase logaritmica se resuspendié en 0.5 ml de amortiguador 20 mM 
de imidazol, 20 mM de Tris, 1 mM EDTA, 1 mM de mercaptoetanol, 2 mM PMSF pH 8.0 y 1.5 g 

de perlas de vidrio de 0.5 mm. Se rompié en frio, en un vortez, por perfodos de un minuto y | 
minuto de reposo en hielo (por un total de 20 minutos); se centrifugé a 25,000 g durante 15 
minutos. 

La actividad de anhidrasa carbénica se cuantificéd por un método colorimétrico, que 

consistié en lo siguiente: 3 ml de la mezcla de reaccién (10 mM de amortiguador de 

trietanolamida pH 8.0, colorante azul de bromotimol a una D.O de 0.7 y 300 pl de extracto 

celular), se le adicioné 500 pl de agua saturada con CO, el cambio de color que acompafia el 

cambio en el pH de la soluci6n se registré a 620 nm en un espectrofotémetro (de doble haz) con 
agitacién y temperatura controlada a 30°C. 
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Con la finalidad de saber si durante el proceso de extraccién nuestra enzima no era 

degradada, se midié paralelamente actividad de alcohol deshidrogenasa en el mismo extracto, la 

cual es una enzima citosdlica. Como control positivo de anhidrasa carbénica, se utiliz6 un lisado 

de eritrocitos; los cuales se prepararon de acuerdo a Keilin y col. (1940): el paquete glubular se 

lavé 3 veces con 0.9% de NaCl y se homogeneizaron con agua destilada. A 10 ml de este lisado 

se le adiciond rapidamente 8 ml de etanol al 40 % y 4 ml de cloroformo, se agité y se centrifugd 

3 minutos a 3500 rpm, recuperando el primer sobrenadante que es la solucién enzimatica. 
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RESULTADOS 

La cuantificaci6n del contenido idnico y otros parametros se llevé a cabo después de 15 
minutos de incubaci6n, una vez que las células habian alcanzado el estado estacionario y no 
existian cambios importantes en la acumulacion neta de iones. Los resultados de la Tabla 1 

muestran, que el contenido de CO, en las levaduras incubadas en presencia de glucosa fue mayor 

que cuando se usd etanol como sustrato. 

Tabla 1. Acumulacién de CO," a diferentes valores del pH extemo, con glucosa o etanol como sustrato. 

  

  

PH exserno inicia 4.5 75 

sinKC} con KC! c/KCI - s/KC | sin KCI con KCI cfKCI - s/KC 
(*) (*) 

Glucosa 150 43.5 185+2.1 35 (23) 173 3.1 218+ 2.57 45 (26) 
Etanol 43421 56 +2.5 13 GO) 3543.2 43443 8 (23)               
  

100 mg de células se incubaron en 5 ml de un medio con 100 mM de glucosa sin agitacion, o bien etanol 8.6 mM, con 

agitacin en un matraz Erlenmeyer de 25 mi, KCI 30 mM (cuando se indica). El medio se amortigué con TEA 

(trietanolamina) 10 mM ajustado a pH 7.5 con acido tartarico, o Acido tartarico ajustado con TEA a pH 4.5. Las 

células se incubaron 15 min, a 30 °C en un bafio de agua de temperatura controlada. Después de la incubacion la 

suspension celular se centrifugé y el sobrenadante y/o el paquete celular se utilizd para las mediciones de CO. 

"La concentracién de CO, se expresa como mM de HCO; + CO;. La desviacién estindar fue menor del 10% en 7 

ensayos por duplicado, Los valores en paréntesis indican el porcentaje de aumento en la concentracién de CO, con 

KCI. De acuerdo con resultados anteriores, para fos célculos de la concentracién interna, se utiliza como valor del 

agua interna, !a mitad de! peso hamedo en ml. (Pefia y cols., 1967). El andlisis estadistico indica una P< 0.001 en 

glucosa 

Se consideré importante llevar a cabo experimentos en condiciones de pH Acido y alcalino, 

ya que la distribucién relativa del 4cido carbénico y bicarbonato entre el medio y el interior 

celular debe ser diferente. En los experimentos sin potasio en el medio, cuando el pH inicial del 

medio fue de 7.5, con glucosa como sustrato, se observé una mayor acumulacién interna de CO, 

que cuando el pH fue dcido; con etanol por el contrario, a pH inicial alcalino, ia acumulacién fue 

ligeramente menor.Con potasio en el medio, la concentracién interna de CO, aumentd en ambas 

condiciones de pH y sustratos, comparados con los controles sin K*, no obstante que el K” no 

estimula la fermentacion ni la respiracién a pH alcalino (Rothstein y Demis, 1953; Pefia y cols., 

1972). 

Aunque el aumento de CO, (alrededor del 26%) fue similar a ambos valores de pH y 

sustratos, el aumento en valores absolutos, fueron mayores con glucosa (35 y 45 mM) que con 

etanol (13 y 8 mM). 
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Los experimentos descritos en la Tabla 2 muestran que las células, en presencia de potasio 
acumularon diferentes cantidades de éste cation, cuando se incubaron con glucosa o etanol. 

Sobre la base del contenido inicial de potasio (misma concentracién que en la condicién control), 
en pH acido e incubadas con glucosa, las células acumularon 264 mM (equivalente a un aumento 
de 36 %), mientras que con etanol, se acumulé 240 mM (equivalente a 29 %); en pH alcalino, la 
acumulacién fue 266 mM (38 %) y 220 mM (13 %) en glucosa y etanol respectivamente. Es 
decir en valores absolutos, con glucosa la acumulacién de potasio (70 mmoles) fue mayor que 
con etanol (54 mmoles). Por otro lado, mientras la concentracién de potasio fue mayor con 

glucosa (con un aumento de 74 mmoles), en condiciones de alcalinidad con etanol, apenas es de 

26 mmoles, encontrando diferencia estadistica significativa entre el grupo de glucosa y etanol en 
ambos valores de pH (p < 0.001). 

Tabla 2. Cambios de la concentracién de potasio intracelular (mM) en diferentes condiciones experimentales 

  

  

DH essere ical 45 75 

sin KCI con KCI o/KCI- KC | sinKC! con KCI KCI - s/KC 
(*) (%) 

Glucosa 194414 264+ 1.9 70 (36) 19243.14 | 2664134 174(8) 

Etanol 186 43 240 42.1 54 (29) 194 + 2.26 220+1.9 }26(13)               
  

Las condiciones experimentales fueron similares a las de la Tabla 1. La desviacién estandar fue menor del 10% en 3 

experimentos. Los valores en paréntesis son el porcentaje de aumento con KCI sobre la base de la condicién control 
El andlisis de varianza indica una P <0.001 entre los gpos glucosa/etanol bajo la misma condicién de pH. 

Sin K* en el medio, después de 15 minutos de incubacién a pH acido, las células incubadas 

con etanol, mostraron una ligera pérdida de K*, mientras que a pH alcalino y con glucosa, en 

ambos pHs, el contenido de potasio se mantuvo la misma concentracién 194 mM; el contenido 

de potasio, en las células después del ayuno, es la misma concentracién que la registrada en la 
condicién sin K* en el medio (datos no mostrados). 

Es necesario subrayar que el contenido de ATP fue mayor con glucosa que con etanol como 

sustrato (en resultados promedio de dos experimentos diferentes); medido en ausencia de K’, 

3.1(moles/ g de célula) con glucosa y 2.1(moles/ g de célula) con etanol; y en presencia de K* 

2.75 y 2.0 (moles/ g de célula) para glucosa y etanol, respectivamente. 

Como muestran las Tablas 1 y 2, el contenido de CO, y K* auments tanto con glucosa como 

con etanol en la misma direccién que el K*, siendo mayor para potasio y no observandose 

proporcién de 1:1. 
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Se consideré importante medir el pH interno para correlacionar los datos de K* con la 
distribucién de CO). 

La tabla 3 muestra los valores de pH interno de las células, al minuto 2.5 y al final de la 
incubacion, en cada condicién experimental, utilizando el método descrito en materiales y 

métodos (Pefia y cols. 1995). Los resultados corresponden a pH del citoplasma y no al de otro 

organelo. 

Tabla 3: Valores de pH interno de células incubadas con glucosa y etanol, obtenidos a partir de la fluorescencia de la 
piranina, después de 2.5 y 15 minutos de incubacién 

  

  

        

PHpiciat externa 45 15 

sin KCi con KCI sin KCI con KCI 

Glucosa (2.5 min.) 6.20 + 0.05 6.75 + 0.05 6.70 + 0.05 6.95 + 0.07 

Glucosa (15 min) 6.22 + 0.02 6.55 + 0.13 6.80 + 0.04 6.75 + 0.02 
Etanol (2.5 min) 5.9+0.05 5.97 £0.02 6.140.135 6.2 + 0.05 

Etanol (15 min) 5.90 + 0.03 6.30 + 0.02 6.55 + 0.02 6.70 + 0.02   
  

25 mg de células se incubaron en el medio como sigue: 10 mM del regulador tartrato-TEA, pH 4.5 o regulador TEA- 
tartrato, pH 7.5; 100 mM de glucosa u 8.6 mM de etanol. Previamente se electroporé la piranina a las células como se 

describe en materiales y métodos. Los cambios en a fluorescencia se midieron a 460-520 nm en un espectrofluorémetro a 
30°C. El valor de pH se calculé como lo describe Pefia y cols.(1995). Los valores se obtuvieron después de la incubacién de 
15 min. 

Como se observa en la Tabla 3, Bajo condiciones acidas (pH inicial externo de 4.5), sin K* en 
el medio, el pH intracelular con glucosa es de 6.22 y con etanol de 5.9: en presencia de potasio es 
de 6.55 y 6.3 respectivamente. En condiciones alcalinas (pH inicial externo de 7.5), sin potasio, 
el pHi es de 6.8 con giucosa y 6.55 con etanol; con potasio en el medio, es de 6.75 y 6.7 para 
glucosa y etanol. Esto es, el valor de pH celular interno, bajo condiciones comparables, a pH 4.5, 
es mas Acido con etanol que con glucosa, e incluso esta situacién es mas clara a los 2.5 min. de 

incubacién, en ambos valores de pH, a pesar de que con glucosa se genera una alta concentracion 

de CO, y consecuentemente acido carbénico. 

Por otro lado, al calcular los valores de pH interno de la célula, utilizando la distribucién 

de acido carbénico y bicarbonato (Tabla 4), se obtienen valores mas altos que los calculados por 
cambios en la fluorescencia. El pH interno calculado de ésta forma, es mayor en las dos 
condiciones de pH externo y sustratos. Esto es, pHi sin potasio en el medio y condiciones dcidas: 
es 7.9 y 8.0; e incubadas con potasio, 8.0 y 7.5, para glucosa y etanol respectivamente. En 
condiciones alcalinas: sin potasio, 6.8 y 6.55; con potasio, 6.75 y 6.7 con glucosa y etanol 
respectivamente. 
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Tabla 4. Valores de pH interno celular calculados a partir de la distribucién de CO, y pH del medio al final de la 

  

  

  

  

incubacién. 

PH extemoinicial 4.5 75 

sin KC] con KCl sin KC] con KCI 

Glucosa 79 8.0 78 8.0 

Etanol 8.0 8.5 8.7 8.9   
          
Incubacién: 100 mg de células en 5 mf de medio con de glucosa 100 mM sin agitacién, o bien 8.6 mM de etanol agitando en 
un matraz Erlenmeyer de 25 ml de capacidad; se agreg6 KCI 30 mM cuando se indica. El medio se amortigué con 10 mM 
de TEA (trietanolamina) ajustada a pH 7.5 con 4cido tartarico, o dcido tartérico ajustado con TEA a pH 4.5. Las células se 
incubaron 15 mimatos a 30°C en un bafio de temperatura controlada. Después de la incubacién la suspensién celular se 
centrifiugé y el sobrenadante y/o el paquete celular se utilizaron para la medicién de CO, y pH extemo (Tabla 5), para 

calcular la distribuci6n de H,CO; y HCO, internos y externos, y de aqui el pH interno por la ecuacién de Henderson 

Hasselbalch. El valor de pKa del carbonico que se tomé fue 6.35. Los resultados se obtuvieron de los datos de las Tablas 1 y 

5. 

La Tabla 5 muestra la distribucion de CO, de acuerdo con el pH intracelular, de células 

incubadas en condiciones de acidez 0 alcalinidad, con glucosa como sustrato, tomando los datos 

de la Tabla 1. 

Como podemos observar, la concentracién de boicarbonato fue mayor que la de dcido 

carbonico, en ambas condiciones de pH con y sin potasio en el medio. Al comparar la 

concentracién de bicarbonato a los diferentes pHs, se observé mayor concentracién en 

condiciones iniciales de alcalinidad. Lo mismo que el A CO), con potasio en el medio, pero 

ligeramente para AKCI. 

Tabla 5. Concentraciones de bicarbonato y Acido carbénico (mM) de células de levadura incubadas con glucosa a pH. 

4.5 y 7.5 cony sin la adicion de KCI. 

  

  

  

  

  

  

  

pH inicial 4.5 75 

Acido carbénico Bicarbonato Acido carbénico Bicarbonato 

con KCI 4l 114 23 165 

sin KCl 43 TT 37 106 

ACO, con KCI -2 37 -14 59 

“AKC! 110 122         
  

Los resultados fueron calculados de los datos de la Tabla 1 y los valores obtenidos para el pH interno de las células por la 

fluorescencia de la piranina (y restando el valor de CO; soluble). 

* A diferencia en valores absolutos del contenido (mM) de bicarbonato o dcido carbénico en presencia o ausencia de potasio 

a diferentes condiciones de pH 

** A diferencia en valores absolutos de K+ 
glucosa. 
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Durante la fermentacidn, las células de levadura acidifican notablemente el medio. La Tabla 

6 muestra los valores de pH externo de la suspensién celular, después de 15 minutos de 

incubacién. Con etanol, como sustrato, el cambio del pH del medio por la accién metabdlica, en 
ambas condiciones de pH inicial, no fue drastico; es decir, en condiciones de acidez (pH 4.5), la 

disminucion en el pH fue hasta 4.4 sin K*, 4.3 con K* en el medio; y en alcalinidad (pH 7.5) 6.6 
sin K* y 6.7 con K*. En glucosa, el cambio es notable particularmente en presencia de potasio; a 

pH 4.5, en la condicién control el pH externo fue 4.4 y con potasio de 3.9; a pH 7.5, en ausencia 
del catién fue de 5.7 y en su presencia de 5.3. 

No obstante, la presencia de un amortiguador, hubo una acidificacién importante del 
medio, que representa un gradiente significativo de pH a través de la membrana celular. Ademas, 
la disminucién del pH externo fue mayor cuando la condicién inicial de pH fue 7.5 
(particularmente con glucosa como sustrato); esto puede explicarse, debido a que existe mayor 
actividad del bombeo de protones a pH alcalino, de acuerdo con los resultados de Pefia y cols. 

(1972). Aun cuando en agua pura, se requiere una cantidad mas grande de H para cambiar el pH 

de 4.5 a 3.4 (2.85 x 10 ~ moles. It!) que de 7.5 a 5.3 (4.98 x 10° moles.It-1), los experimentos aqui 
descritos, se llevaron a cabo en presencia de un amortiguador, y por titulacién se pudo comprobar que 
la disminucién del pH en condiciones alcalinas, representa una cantidad de protones bombeados 

mayor que a pH acido (datos no mostrados). 

Tabla 6: Valores de pH externo después de 15 minutos de incubacién con glucosa o etanol como sustratos. 

  

  

  

  

pH??externo??inicial 45 LS 

sin KCI con KCI sin KCI con KCI 

Glucosa 4.4 (0.06 3.4 (0.2 5.7£0.1 5340.1 

Etanol 4440.07 4340.1 6.6 + 0.07 6740.2             

  

100 mg de células se incubaron en las mismas condiciones experimentales de la Tabla 1. Los resultados son el promedio de 3 
experimentos diferentes, con una desviacion esténdar menor a 10%. 
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Con los datos de las Tablas 3 y 6, obtuvimos la diferencia entre el pH del citosol y el del 

medio, al término de la incubacién en cada condicién experimental como se muestra en la Tabla 
7. 

Tabla 7. Diferencia de pH entre el interior y exterior celular de S. cerevisiae después de 15 minutos de incubaci6n. 

  

  

  

  

  

  

PH inicial 45 75 

sin KCl con KCl sin KCl con KCl 

PHireano 62 66 68 68 

Glucosa PHatermo 44 3.4 5.7 5.3 

ApH 1.8 3.2 11 15 

PHstemo 5.9 6.3 66 6.7 

Etanol PHexemo 44 43 6.6 6.7 

ApH L5 2.0 0.0 0.0             
  

Los resultados fueron calculados de fos datos de las Tablas 3 y 6. 

Como se muestra en la Tabla 7, observamos que el A pH fue mayor en glucosa que con 

etanol, tanto a pH de 4.5 y 7.5 como en presencia o ausencia de potasio en el medio. En glucosa, 

en condiciones de acidez, el A pH fue mayor que en alcalinidad. La presencia de KCI en el medio 

favorece un aumento en el A pH en ambos sustratos y valores iniciales de pHs, excepto con 

etanol en condiciones alcalinas 

La Tabla 8 muestra que cuando el sustrato fue glucosa, en presencia de 30 mM de K*, la 

adicién de concentraciones diferentes de Acido propidnico no modificé fa acumulacién de K* en 

ambos valores de pH. Por otro lado, al utilizar etanol, se observé un aumento significativo (p < 

0.001) en la acumulacion del catién, alcanzando un maximo, al agregar alrededor de 10 mM de 

propiénico; a pH 4.5, de 258 a 309 mM; y a pH'7.5, de 248 a 309 mM.



Tabla 8: Efecto del acido propiénico en la acumulacién de potasio (mM) en células incubadas con glucosa o etanol 

como sustratos a diferente pH del medio. 

  

  

  

  

PH inicial externo 4.5 15 45 75 
Glucosa Etanol 

mM Ac. Prop. 

0 304+ 3.16 314456 258 + 2.1 248 + 3.09 
5 304 + 6.20 314432 277 £2.15 293 + 2.26 

10 309 + 5.10 310+3.24 309 + 3-9 290 + 3.1         
  

  
Se incubaron 100 mg de células con 30 mM de KCI, durante 10 minutos como se describe en la Tabla 1, y después se 
adicioné acido propidénico, continuando Ia incubacién por 5 minutos mas. Las células se centrifugaron y la concentracién 
intema de potasio se midié como se describe en materiales y métodos. Los resultados son el promedio de 3 experimentos. 
* Se burbujed CO, en agua durante 30 minutos en baiio de hielo, la concentracién que se afiadié en los ensayos equivale a 3 
mM de CO, medido con el respirémetro de Warburg. 

  

El efecto del acido propidénico sobre la acumulacién de CQ), en células cultivadas con 
glucosa 0 etanol a pH acido 0 alcalino, se puede observar en la Tabla 9. La adicién de acido 
propidnico a 5 6 10 mM, en células incubadas con glucosa, provoca disminucién en la 

acumulacién de CO, independientemente del pH inicial (4.5 6 7.5). Aunque a pH de 7.5 la 
acumulacién de CO; siguié siendo mayor que a pH 4.5. Cuando las células fueron incubadas con 
etanol, la acumulacién del CO, también se vid afectada por la adicién de dcido propidnico, 

provocando su disminucion. Los niveles de CO, fueron significativamente menores, en funcién 

del sustrato utilizado, siendo de 3 a 4 veces menores en etanol que en glucosa. 

Tabla 9: Efecto del acido propiénico en la acumulacién de CO, (mM) en células incubadas con glucosa o etanol como 

sustratos a distintos valores de pH en el medio. 

  

  

  
  

        

| DH inicial extemo 45 75 45 75 
Glucosa Etanol 

mM Ac. Prop. 
0 185 + 2.11 218 + 2.57 57425 43443 
5 127 43.1 171 £5.2 56 + 6.22 28 + 3.2 

10 118 43.5 189 +7.1 4242.1 3023.1 
  

Se incubaron 100 mg de células como se describe en la Fig. Idurante 10 minutos y después se le adiciond 10 mM de 

Acido propiénico, continuando Ia incubacién durante 5 minutos més. Las células se centrifigaron y se midié la 

concentracién interna de CO como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados son el promedio de tres 

experimentos. 
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Por otro lado, se observé que el Acido 14C-propiénico se acumula, practicamente, igual en 
glucosa 0 etanol como sustratos (Tabla 10). Es decir, en ambos sustratos e iguales condiciones de 
pH externo, la acumulacién fue alrededor de 20 mM. Al final del experimento, se midid el pH 

externo siendo de alrededor de 3.9 + 0.2 y pH interno alrededor de 5.9 + 0.08, resultando muy 
parecido en las cuatro condiciones experimentales. 

Tabla 10: Acumulacion de '“C-propiénico (mM) en células de levadura con glucosa o etanol como sustratos a 
diferentes valores de pH. 

  

  

  

  

DH extenso inicial 45 75 

sin KCI con KCI sin KC] con KCl 

Glucosa 19+3 2243 19 +3 2344 

Etanol 2144 2542 20 +3 2242   

  

          
100 mg de células se incubaron como se describe en Ja Fig.1 durante 10 minutos, después se adiciond 10 mM de acido 
propionico radioactivo, continuando la incubacién durante 10 minutos mas. Entonces las células fueron filtradas y la 
radioactividad se midié en un contador de centelleo. Los resultados son el promedio de tres experimentos. 

Bajo nuestras condiciones experimentales, la diferencia de potencial transmembranal debiera 

ser mas pequeiia con etanol, lo cual permitiria a la célula acumular una menor cantidad de 

aniones. Para explorar esta posibilidad, se decidié estimar este parémetro siguiendo la 
fluorescencia de la cianina DiSC,(3). Lo que se esperaria es que con etanol como sustrato, la 
diferencia de potencial transmembranal aumentara por la adicién de propionato. 

Como muestra la Figura 4, primero, la fluorescencia con etanol fue menor, y segundo, la 
adicién de propionato produce un aumento en la sefial con este sustrato. Con glucosa hay mayor 

diferencia del potencial en la membrana y la adicién de propionato, como se esperaba, no 
muestra cambio apreciable en el potencial de membrana (manifiesto por el cambio en la 
fluorescencia de la cianina). 

Ain cuando se sabe que el Acido propénico no es metabolizado por la mayoria de las 
levaduras (Borst-Pauwels, 1981), se hicieron experimentos midiendo respiracién para descartar 
la posibilidad de que el aumento en el potencial de membrana se debiera a estimulacién 

mitocondrial, por la presencia del Acido. Con etanol o glucosa, como sustratos, la respiracién no 

se altera por la adicién de 10 mM de Acido propidnico para ninguna condicién de pH del medio; 
con etanol, en todo caso, el Acido tiende a inhibir un poco la respiracién (los datos no se 

muestran). 
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pHi 6.75 

H,CO3 

H,0 + COQ,   
Fig. 3. Esquema representativo del efecto Donnan. (1) reaccidén de hidratacién espontanea 
del CO., que produce HCO; , el cual se disocia en bicarbonato y un protén (2); la ATPasa 
de membrana plasmatica, entonces expulsa el protén (3), lo cual baja ef pH externo y un 
aumento en el pH interno. El Acido carb6nico es capaz de difundir libremente a través de la 
membrana plasmatica, mientras el bicarbonato no. A un alto valor de pH interno, (6.75 en 
la Figura) la disociacién del acido carbénico se desplaza para producir bicarbonato. A un 
valor bajo de pH externo (3.4 en la Figura, la especie predominante es acido carbénico. Ya 
que el bicarbonato no puede difundir, éste permanece adentro, generando un potencial 

eléctrico adicional, que puede dirigir una acumulaci6n mayor de potasio a través de su 

acarreador.
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Fig. 4 Cambios en el potencial de membrana producidos por la adicién de acido 
propiénico en las células incubadas con etanol o con glucosa como sustratos. 25 mg de 
células se adicioné al siguiente medio: glucosa 100 mM o etanol 8.6 mM; 
trietanolamina 10 mM, ajustado a pH 7.5 con acido tartérico, 0 dcido tartarico 10 mM 

ajustado a pH 4.5 con trietanolamina; pentaclorofenol 10 1M; cloruro de calcio 10 uM 
(Pefia y col., 1984).El volumen final fue de 2 ml, temperatura de 30 °C. Cuando se 
indica, se adicioné 10 mM de acido propidnico.



  

DISCUSION 

Acumulacién de CO, y K’ en condiciones dcidas y alcalinas. 

Los datos obtenidos como se muestra en la tabla 1concuerdan, en general, con los de Conway 

y Brady (1950) y Pefia y cols. (1969); es decir, que la presencia de K* promueve el aumento de la 

concentracién de COQ , tanto en glucosa como en etanol: Sin embargo aunque el aumento de estos 

iones ocurre en la misma direccién, la relacién estquiométrica entre el anién bicarbonato y los 

iones potasio no fue 1:1 como lo sugirieron Conway y O’Malley en 1946, ésta diferencia podria 
deberse a que en nuestras condiciones experimentales las mediciones se realizaron en el estado 
estacionario mientras que ellos determinan sus valores inmediatamente después de adicionar la 
glucosa, lo cual influye en el pH celular, como lo observamos en la Tabla 3. La concentracién de 

potasio interno fue alrededor de 266 mM y la concentracién de CO, fue alrededor de 200 mM, 
como se observa en las Tablas 1 y 2. La célula puede ser capaz de retener una alta concentracién 
de CO, y la forma de retencién seria como H,CO,/ HCO;, ya que de acuerdo a Krebs y cols. 
(1948) la produccién de CO, ocurre como COz4q) el cual se hidrata para dar H»CO; y en funcién 

del pHi existente se ioniza para formar HCO;.. : 
Nosotros calculamos que llega existir hasta 165 mM de bicarbonato, como se observ6 en la 

Tabla 5. La gran cantidad de bicarbonato detectado en la célula, pareciera tambien sugerir que 
ésta debe tener un mecanismo capaz de compensar el efecto adverso de éste anién sobre la 
actividad de algunas enzimas, ademas de mantener asi la electroneutralidad y su pH interno. 

La concentracion del bicarbonato acumulado por las células en condiciones acidas 0 alcalinas, 

puede obedecer a varios mecanismos y uno de ellos seria la movilidad del HCO; a través de la 

membrana, por difusién simple de la forma protonada.donde su distribucién dependera de la 

ionizacién del H»CO; y de los valores del pH interno y externo, los datos obtenidos de la tabla 5 

parecen apoyar efectivamente que la acumulacién de bicarbonato y de H,CO; depende del pH, 
observando mayor concentracién de bicarbonato a pH alcalino y mayor concentracién de HCO; 

a pH acido, los cuales estarian ademas influenciados por la actividad de la H*-ATPasa de la 

membrana, la cual expulsa protones desde el interior de la célula. A pesar de esto, la expticacién 

ala distribucién del par H»CO;/HCO,,, en la célula, no parece simple. Al medir los valores del 

pHi mediante un indicador fluorescente (piranina), o por la distribucién del par H,CO;/HCOs, se 

encontré diferencia entre ellos. Mientras los resultados, obtenidos con piranina, indicaron un pH 

citosélico de 6.95 (en presencia de K+ y pH alcalino), el valor estimado de pH mediante el 

método con acidos débiles (en este caso el par HyCO;/HCO;)) fue de 8.0 (Tablas 3 y 4). Esta 

diferencia del valor de pHi, puede deberse a que los resultados obtenidos con las células 

electroporadas en presencia de piranina, representan valores del citosol (Pefia y cols. 1995; 

Calahorra y cols. 1998), mientras que utilizando las concentraciones del acido carbénico y 

bicarbonato, se obtiene el pH de toda la célula, incluyendo la vacuola. La vacuola es importante 
debido a su tamafio, que aunque es més dcida que el citosol (Calahorra, 1998) acumula también 

otros cationes como el K+, situacién que podria modificar la distribucién y la relacién del par 

H2C03/HCO3 explicando las diferencias observadas. 
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Tal pareciera que las levaduras, ademas de acumular bicarbonato, en funcién de los valores 
relativos de pH, lo acumularan en los diferentes compartimentos, y la vacuola podria ser 

considerada como un probable reservorio para retener bicarbonato, por su tamaiio y potencial de 
membrana inverso, positivo adentro. Esta idea es reforzada por lo informado por Calahorra y 
cols. (1998) donde observan un pH vacuolar de 6.0, cuando el de citosol es de 6.2 y el del medio 
de 4.0. 

Las mediciones de pH realizadas mediante la electroporacién de las células en presencia de 
piranina, indicaron que el pH intracelular era de 6. 55 y 6.75 para glucosa a pH acido y alcalino 
respectivamente, los cuales son resultados que estan de acuerdo con los valores informados 

previamente por Preston y col. (1989); Haworth y Fliegel (1993); Héfer y col. (1996); Pefia y col. 
(1995) y Calahorra y col. (1998). Esto nos lleva a suponer que nuestros valores se encuentran 
dentro del intervalo aceptable y ademas de que este método es suficientemente util y preciso para 
medir el pH interno del citoplasma. 

E] efecto de los aniones sobre la acumulacién de K* 

Conway y O’Malley (1946) establecieron que existia una relacién estequiométrica entre el 

bicarbonato y la acumulacidn de iones K+, y esta caracteristica no se mantiene para nuestras 

condiciones experimentales. 

Ryan y cols. (1971) y Ryan y Ryan (1972), informaron que cuando los acidos producidos por 
el metabolismo no pueden abandonar la célula, el transporte de K* aumenta y esto depende de los 

valores de pH interno. En las Tablas 1, 2, y 8 observamos que cuando Ia célula acumula aniones, 
la acumulacién de potasio también aumenta. Por otro lado, cuando las condiciones de incubacién 

son acidas los valores del pH interno observados con etanol (Tabla 3) fueron mas bajos que los 
obtenidos con glucosa. Esto se observa mas claro ai minuto 2.5, toda vez que el pHi alcanza su 
valor mas alto, para descender a los 15 min. de incubacién. Ryan y Ryan (1972) observaron 
estimulacion del transporte de potasio al medir el efecto de la presencia de Acido propidnico en el 
medio, y plantearon que la disminucién del pH interno era capaz de estimular la entrada del 
catién, ya que la alcalinidad interna seria la que frenara el transporte de potasio (al limitar la 
actividad de la ATPasa). Sin embargo, y particularmente en nuestras condiciones de incubacién a 
pH bajo, la explicacién de Ryan y cols. (1971) y Ryan y Ryan (1972) no parece sostenerse, en 
vista que los valores de pH interno observados con etanol fueron inferiores a los de glucosa. Si el 
aumento del pH interno resultante de la acumulacién de K* fuera el factor limitante para el 
transporte del mismo, deberia esperarse que la entrada de K* fuera menor con glucosa que con 

etanol. , 

El efecto de la adicién de Acido propidnico a los 10 minutos de iniciada la incubacién de las 
células con glucosa o etanol, mostré que la acumulacién del catién no cambié con glucosa, pero 
si se observa un aumento cuando el sustrato es etanol (Tabla 8); Ademas también observamos 
que con glucosa como sustrato, la adicién de écido propiénico produce una disminucién en la 
concentracién de CO, dentro de las células (Tabla 9) Bajo estas condiciones experimentales, 
podemos considerar, como acidos monopraticos, al dcido carbénico y al propidnico ya que el 
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pKal dei primero es alrededor de 6.3 y el del acido propiénico de 4.8, sugiriendo quiza que una 
parte del propionato sustituye al bicarbonato ademas de cambiar las relaciones del par 
bicarbonato/ac. carbénico. Esto quizas indica que la levadura pudiera utilizar distintos aniones 
como contraién para acumular K+ y la alta acumulacién de potasio con glucosa, diferente que 
con etanol, pudiera sugerir que bajo nuestras condiciones experimentales existiera una mayor 
producci6n de aniones, como por ejemplo intermediarios metabdlicos tales como: los productos 
de la glucdlisis, particularmente los fosfatos de aziicares (Pefia y cols., 1969, 1972) y succinato 

(Conway y Brady, 1950). Ademas, la concentracién de la forma aniénica del acido débil dentro 

de la célula debe ser mas baja con etanol como sustrato que con glucosa, debido al pH interno 
inferior que prevalece con este sustrato (Tabla 3). Un factor que podria estar involucrado, es la 
concentracién de ATP de las células, el cual bajo nuestras condiciones experimentales se 

produce en menor concentracién con etanol que con glucosa como sustrato (en presencia de 
potasio 2.0 moles/g de célula en etanol y 2.75 moles/g de célula en glucosa), esto podria influir 
quiza en el potencial que genera la ATPasa y a su vez en el transporte de potasio; sin embargo 
este es un factor dificil de valorar. 

Nuestros datos apoyarian la idea de que la formacion del anion HCO; + H’ se favorece en 

diferentes grados, debido al equilibrio de las reacciones de asociacién/disociacién de CO> (ag ¥ 
H,COQ; en solucion y en funcién de los valores de pH interno producidos durante el metabolismo. 

Es posible que 1a acumulacién de este anion en grandes cantidades pueda favorecer la 
acumulacién de K+ por la generacién de un gradiente de concentracién de una carga negativa 
que no difunde (Fig. 3), de acuerdo con el equilibrio de Donnan. Este fenémeno pareceria ser 

mas importante a valores bajos de pH externo, donde se tiene una gran diferencia de pH, como lo 

muestra la Tabla 7, y es cuando la relacion de la concentracién de bicarbonato interno y externo 

alcanza un valor mas alto. Lo que nos permite sugerir que se forma un potencial Donnan por la 

acumulaci6n pasiva de un anién que no difunde (bicarbonato), sea posiblemente el mecanismo 

de acumulacién de potasio, medio por el cual la levadura pueda indirectamente utilizar el 

gradiente de pH sin la necesidad de un simporte H+/K+ como el encontrado en Neurospora 

(Rodriguez-Navarro y cols., 1986). Esta explicacién pudiera aclarar el aumento en la 

acumulacién de K” al incubar las células con etanol como sustrato y agregar acido propidnico en 

el medio, ya que se estaria favoreciendo la generacién del potencial Donnan con la acumulacién 

de aniones propionato, producidos por la disociacién del acido propidnico (cuyo pKa es 4.8) a las 

condiciones de pH intracelular prevalecientes en nuestras condiciones (alrededor de 6.0) ademas 

de su posible transporte al interior (Tabla 10). 

El apoyo experimental para esta propuesta, se fundamenta en los datos obtenidos por la 

estimacién del potencial de membrana de las células y los cambios producidos por la adicién de 

Acido propiénico para ambos sustratos, glucosa y etanol. De hecho, al agregar dcido propiénico al 

medio cuando el sustrato es etanol, se manifiesta un aumento significativo de la fluorescencia de 
la cianina DiSC3(3) que se utilizé para medir el potencial de la membrana (Pefia y cols. 1984) el 

cual no se observé cuando el sustrato era glucosa. Aunque podria argfirse que la entrada del 

Acido propidénico es semejante con etanol y glucosa como sustratos (Tabla 10), debe tomarse en 

cuenta que con glucosa, la adicién del propiénico produjo una disminucién del CO, (Tabla 9), 

parte del cual podria intercambiarse con fos aniones propionato y/o cambiar la relacién del par 

HCO,/H,CO;. Ademas cuando medimos los valores de pH (externo e interno) al momento de 
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agregar el acido propidnico, observamos que la diferencia de pH, en las cuatro condiciones 
experimentales (datos no mostrados), fueron parecidas, lo que nos indicaria que el transporte de 

potasio (efectuado por cualquiera de los transportadores) se realiza como consecuencia del 
aumento en el potencial de membrana. 

Los datos obtenidos del consumo de oxigeno en ambos sustratos, bajo diferentes condiciones 
experimentales, descartan la posibilidad que el efecto observado por la presencia del Acido se 
debiera a una contribucién como fuente de energia o estimulacién sobre la ATPasa mitondrial, ya 

que con etanol como sustrato la velocidad de consumo de oxigeno disminuy6é con 10 mM de 
propidnico; ésto es, se inhibié la respiracién (datos no mostrados). Estos datos reforzarian la idea 
de que el aumento en el potencial de membrana, bajo nuestras condiciones experimentales, se 

debe a la importante contribucién del potencial Donnan generado por las cargas negativas que se 
acumulan, sin negar que la H*- ATPasa se acepta como la principal generadora del AY en las 

células de levadura (aun cuando esta en debate el grado de electrogenicidad) en analogia con lo 
establecido en Neurospora crassa (Slayman y cols., 1973) 

También se consideré la posibilidad que el aumento del potencial de membrana plasmatica, 
se debiera a un efecto de estimulacion directa, de los aniones bicarbonato o propionato, sobre la 
ATPasa de la membrana plasmatica; semejante a otras reportadas, como ejemplo, ATPasa de 
eritrocitos (Itzusu, 1997), ATPasa mitocondrial de pera (Malhotra, 1974) y de higado de ratas 

(Ebel, 1975) asi como V-ATPasa (Kibac, 1993). Sin embargo nuestros resultados (datos no 

mostrados) indicaron que no habia estimulacién sobre la ATPasa, cuando trabajamos con 

membranas plasmaticas de levadura; datos que concuerdan con lo informado por Delhez (1977) 

para ATPasa de membrana plasmatica de Schizosaccharomyces pombe. 

La regulacién del pH interno de la levadura. 

El principal mecanismo por el cual la levadura se deshace de los protones, consiste en su 
expulsion, acidificando del medio (Tabla 6), por medio de la H*-ATPasa que ayuda a retener una 
gran cantidad de HCO; en su interior (Tabla 5). Estos datos podrian llevarnos a la discusién del 
papel regulador de la H*- ATPasa de la membrana plasmatica sobre el pH interno de la célula. Se 
ha considerado que esta enzima es la que expulsa una parte importante de los protones derivados 
del metabolismo (Serrano, 1980), podria pensarse que regula el pH interno, como lo sugerian 
Sanders y cols. (1981) y Sanders y Slayman (1982), sin embargo, parece tratarse més bien de una 
capacidad de la enzima simplemente para bombear mas protones mientras més hay, pero no a un 
papel regulador propiamente dicho, ya que existen evidencias fisiolégicas de que el pH interno y 
extemo son factores que regulan la actividad de la ATPasa de levaduras (Riemersma y Alsbach, 
1974; Serrano, 1980). 

De hecho, el bombeo de protones por parte de la ATPasa da lugar a que el pH interno no se 
acidifique. En presencia de glucosa, por la produccién de CO, y el acido carbénico derivado de 
su hidratacién, se esperarian valores de pH interno mucho mis bajos que cuando el sustrato es 
etanol, sin embargo el pH intracelular es mas alto (Tabla 3). De esta manera, el bombeo de 

protones por la H’-ATPasa de la membrana plasmatica, en especial a valores altos del pH 
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externo, o atin a pHs bajos en presencia de K*, da lugar a una alcalinizacion del citoplasma, pues 
el resultado neto es la acumulacién de bicarbonato (Tabla 5), también como lo sugieren los 

resultados de Pefia y cols., 1969, 1972 y Pefia, 1975. Entonces la ATPasa juega un papel 
fundamental como responsable de valores de pH altos, pero no podria decirse que regulara el pif 

citosdlico. 

La regulacién del pH interno al final requiere de un mecanismo que evite una exagerada 
alcalinizacién en presencia de glucosa, tanto a un pH alto del medio, como en presencia de K*. 
Al respecto, Ramirez y cols. (1998) han propuesto la existencia de un intercambiador H‘/K* que 

tendria entonces la funcién de expulsar al cation monovalente a cambio de protones y evitar la 
alcalinizacién exagerada del citoplasma. 

Otro dato importante encontrado, consiste en que no encontramos actividad de anhidrasa 
carbénica. Esta informacién no existe en la literatura, y no deja de lamar la atencién que un 

organismo como la levadura, que maneja cantidades enormes de CO,, no cuente con un sistema 

rapido para hidratar o deshidratarlo. 
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CONCLUSIONES 

La concentracion de aniones de dcidos débiles producidos por el metabolismo, parece 
estimular la acumulacién de potasio por la célula, por la generacién de un gradiente de 
potencial (negativo en el interior), de acuerdo con un equilibrio de Donnan, que 
representa un factor importante para la acumulacién del K”, particularmente a pH externo 
bajo. Los aniones de acidos débiles provocan un aumento de potencial a través de la 

membrana, puesto de manifiesto con pruebas con el indicador fluorescente. 

Este mecanismo de acumulacién de K* puede utilizar diferentes aniones, pero 

cuantitativamente tal vez el HCO; sea el mas importante. 

EI potencial generado a través de la membrana, no es producto de la estimulacion de los 
aniones sobre la ATPasa de membrana plasmatica. 

La disminucién del pH interno que provoca la carga acida, no parece ser el mecanismo 
que dirige el transporte de potasio al interior, ya que células incubadas con etanol como 
fuente de energia tiene un pH interno més bajo que las crecidas con glucosa, y el 
contenido de potasio es menor en el primero que con el segundo. 

Hay un papel de la H"-ATPasa de la membrana plasmatica que aunque dificilmente se 
puede considerar como regulador del pH interno de la célula, le permite a ésta, no sdlo 
mantener el pH interno en valores mayores que lo que seria de esperar por la gran 

produccién de COz, que se hidrata a Acido carbénico, sino que el medio interno en 

presencia de glucosa, que deberia ser mucho mis bajo, sea en realidad mas alto. 
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With-glucose as carbon source. as reported by other authors (Conway ef a/., 1950), yeast cells accumulated large 

amounts of CO,, carbonic acid, bicarbonate and K* than when grown with ethanol. The addition of propionic acid 
to the cells produced an increase in the potassium ion accumulation when cells were incubated with ethanol as 
substrate, but not when incubated with glucose. In disagreement with Ryan et al. (1971) and Ryan and Ryan (1972). 
the internal pH of the cells with ethanol was lower than with glucose, eliminating this factor as the limiting factor 
for potassium accumulation. When the membrane potential difference was estimated. it was found that it was higher 
with glucose as substrate than with ethanol. In addition, with ethanol the addition of propionic acid produced an 

increase of the membrane potential, in agreement with the idea of an accumulation of the anions of monoprotic 
acids, which, being not diffusible, increase the negative membrane potential inside, which can drive the accumulation 
of larger amounts of monovalent cations. It was also found that the addition of propionic acid to cells incubated 
with glucose as substrate produced an efflux of CO, from the cells, so that an exchange of the acid appears to take 

  

place. Copyright © 1999 John Wiley & Sons, Ltd. 

KEY WORDS — yeast; bicarbonate; potassium accumulation; Donnan potential 

INTRODUCTION 

In Neurospora crassa, Rodriguez-Navarro et al. 
(1986) showed that the pH gradient can be used to 
drive potassium ions into the cell bs :neans of a 
H*/K* symporter, which allows the cc! to use this 
gradient as an additional driving fore. to accumu- 
late K* (see also Blatt et al, 1987). “Uthough in 
yeast this symporter has been impossilve to find, it 
appears possible that yeast cells also have a way 
of using the pH gradient for the same purpose, 
especially because they can generate it to a much 
larger extent than Neurospora. In fact, it has been 
known for a long timé (Conway and O’Malley, 
1946) that yeast cells can produce very low values 
of the external medium pH; starved cells show 
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values of the internal pH between 5-7 and 5-9, 
which in the presence of a substrate and K* can 
reach values close to 7:0. This change of the pH of 
the medium, which is larger when the starting pH 
is high, is produced both by the activity of the 
H*-ATPase of the plasma membrane (Pefia, 1975: 
Goffeau and Slayman, 1981) and the production of 
large amounts of CO, which can be hydrated to 
H(*)5. Then the latter ionizes into HCO,” and 
H”, and hydrogen ions are pumped out by the 
ATPase, resulting in the accumulation of bicarbo- 
nate. It has also been found that the accumulation 
of carbonic acid and bicarbonate increases by the 
presence of K* (Conway ef ai., 1950). 

Ryan et ai. (1971) reported that the addition of 
organic acids, acetate or propionate or the bub- 
bling of CO, increases the accumulation of K* 
with ethanol as substrate. This phenomenon was 
reproduced by Pefia (1975). These results were 
explained by Ryan and Ryan (1972) as a result of 
the compensation of the alkatization produced by 
the transport of K* resulting from the increased 
proton pumping by the cells observed in the 
presence of the cation. It was suggested that the 
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increase of the internal pH resulting from the 
transport of K* could be a limiting factor for its 
accumulation (Ryan ef al, 1971; Ryan and Ryan, 
1972). 

Yeast cells have to handle up to around 200 mu 
amounts of CO, and H.CO, and H* deriving 
from its ionization, which represent an interesting, 
problem from the point of view of the regulation 
of the internal pH of the cell. In fact, at equi- 
librium, the internal HCO,~/H,CO, changes 
between 0°25:1 and 6:1 for external pH values 
between 4-0 and 7-0. resulting in internal pH 
values between 5-7 and 7-0. CO, production occurs 
as such in decarboxylation reactions (Krebs and 
Roughton, 1948; Cooper ef al, 1968); it is 
hydrated with a negligible activity of carbonic 
anhydrase, and part of it is dissolved. 

This work represents an attempt to explain the 
role of weak acids, but mainly carbonic acid, in the 
accumulation of monovalent cations and some 
of the factors involved in the regulation of the 
internal pH of the cells, 

MATERIALS AND METHODS 

Yeast and growth conditions 

Yeast Saccharomyces cerevisiae, isolated as a 
single colony from a commercial product (La 
Azteca, S.A) was. used for this work. Cells were 
grown in 500m! of YPD medium (1% yeast 
extract, 2% peptone and 2%. glucose) for. 24h ina 
girotory shaker at 250 rpm in a room at a con- 
trolled temperatu: 2 of 30°C. They were. collected 
and washed twice with distilled water by centrifu- 
gation. The res:. sing pellet was resuspended in 
distilled water (111%, w/w) and aerated by: incu- 
bation in the sams gyrotory shaker for 14h. Then 
they were collected again, washed twice by cen- 
trifugation and resuspended in water to a ratio of 
0-5 g/ml, and kept on ice until used during the 
course of the same day. 

  

fon accumulation experiments 

100 mg of cells were incubated in 5ml of a 
medium containing 100 mm glucose without shak- 
ing, or 8-6 mM'ethanol, shaking for 15min in a 
25 mi Erlenmeyer filask:in a water bath at 30°C. 
30mM KCt was added when ‘indicated. The 
media were buffered with 10 mm triethanolamine 
(TEA) adjusted to pH 7-5 with tartaric acid, or 
tartaric acid adjusted with TEA to pH 4:5. After 
incubation the suspension was centrifuged and the 

Copyright ¢ 1999 Iohn Wiley & Sons, Lid. 
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supernatant and/or the pellet were used for the 
measurement of the different metabolites. When 
indicated, 10 mm propionic acid. adjusted to the 
external pH, were added. 

CO, measurements 

After incubation and centrifugation, 2 ml of 1% 
NaOH were added both to the supernatant and the 
cell pelfet to fix CO, in all its forms. The content of 
CO, was measured using the Warburg respirom- 
eter, adding after temperature equilibration 0.5 ml 
of 2N H,SO, to liberate all the CO,. 

Measurement of potassium content 

After centrifugation, the cells were resuspended 
‘in distilled deionized water and were placed in a 
boiling bath for 30 min. After cooling, the suspen- 
sion was centrifuged and appropriate dilutions of 
the supernatant were used for the measurement of 
K* in a flame photometer. 

Distribution of radioactive propionic acid 

Its entrance was measured using ‘4CH3-CH,- 
COOH. After incubating the cells under the 

already mentioned conditions for 10 min. the indi- 
cated concentrations of propionic acid were added, 
and after 10 more min. an aliquot of the suspen- 
sion was taken, filtered through a millipore filter 
(0-45 um mean pore size) and the radioactivity was 
measured in a scintillation counter. 

Estimation of the membrane potential 

Membrane potential was estimated by following 
the fluorescence changes of 0-25 ym of the cyanine 
DiSC,(3) (dithiacarbocyanine, Molecular Probes) 
at: 540-590 nm (Pena e7 al.,:1984) ina DMX-1000 
spectrofluorometer (SLM Instruments) with a cell 
compartment controlled at 30°C and an acquisi- 
tion and processing system. 25mg of cells were 
incubated in 2-0ml of the following medium: 
100 mM glucose or 8-6mM ethanol; 10mm tri- 
ethanolamine adjusted to pH 7-5 with tartaric acid, 
or 10mm tartaric acid adjusted to pH 4-5 with 
triethanolamine; 10 ym pentachlorophenol, 10 um 
CaCl,. 

Measurement of the internal pH 

The internal pH of the cells was determined by 
measuring the fluorescence changes of pyranine 
(8-hydroxy- t.3.6-pyranine-thiosulfonic acid) (Petia 
et al, 1995; Hofer er al. 1996) introduced by 
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BICARBONATE AND K~ ACCUMULATION IN YEAST 

Table |. CO, (mm) accumulated at different values of the external pH. with glucose or 

ethanol as substrates. with or without the addition of KCl. 
  

Initial external pH 
  

  

  

45 75 

Control Plus KC! = Control Plus KCI 

Glucose 150 185 (23%) 173 218 (26%) 
Ethanol 43 57 (32%) 35 43 (23%) 

Increase by K* with glucose 35 45 
Increase by K* with ethanol 14 8 

  

100 mg of cells were incubated in $ ml of a medium containing 100 mm glucose without shaking, or 
8-6 ms ethanol. shaking in a 25 ml Erlenmeyer fiask, 30 mm KCI (when indicated). The media were 

buffered with 10 ma triethanolamine (TEA) adjusted to pH 7:5 with tartaric acid, or 10 ma tartaric 

acid adjusted with TEA to pH 4-5. The cetls were incubated for 15min at 30°C in a controlled 
temperature water bath, After incubation the suspension was centrifuged and the supernatant and/or 
the pellet were used for the measurement of CO,. When indicated, 10 mm propionic acid. adjusted to 
the desired pH were added. Standard deviation was less than 10% in seven separate experiments in 
duplicate. Values in parentheses indicate the percentage increases in CO, concentration with K*. 
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electroporation, which was carried out with a 
Bio-Rad Gene Pulser, with pulse controller, using 
a mixture of 0-7 ml of the cell suspension, plus 
20 ul of 100 mM pyranine. A pulse of 1500 V with a 
capacitance of 25 pF and a resistance of 200 Q was 
applied, lasting approximately 3-0 msec. Then the 
cells were centrifuged and washed three times in a 
Beckman microfuge for 10s and resuspended to 
its original concentration of 0-5 g/ml, and were 
employed as indicated in each experiment. The 
fluorescence changes at 460-520 nm were followed 
in a DMX-1000 spectrofluorometer (SL\: Instru- 
ments, Urbana, IL, with a temperature- ntrolled 
sample compartment (30°C) (Calahor: . er al, 
1998). 

External pH measurements 

The external pH was measured by following the 
changes of the medium with a pH electrode con- 
nected to a pH meter. The incubation mixture is 
provided in each experiment. 

Carbonic anhydrase measurements 

The activity of this enzyme was performed by 
incubating a cell extract obtained by vortexing of 
the cells with glass beads, according to Funayama 
et al, (1980). Carbonic anhydrase was quantified 
as follows: 300 pl of the cell extract were added 
to 10mm triethanolamine buffer, pH 8-0, and 
bromothymol blue to an optical density of 0-5. To 
this mixture, 500 pl of ice-cold water saturated 

Copyright © 1999 John Wiley & Sons. Ltd. 

with a constant flow of CO, was added, and the 
colour change was followed at 620 nm. As a posi- 
tive control of the method, an extract of erythro- 
cytes was also used. Fina] volume was 2:0 ml under 
constant stirring at 30°C. 

RESULTS 

The measurement of ionic contents and other 
parameters was performed after an incubation of 
15 min, when the cells had reached a steady state 
and no further important net changes could be 
detected in ion accumulation. Table ! shows, as 
expected, that the total CO, content of the cells 
incubated in the presence of glucose was higher 
than that with ethanol as substrate. These results 
are in agreement with those reported previously by 
Conway and Downey (1950) and Pefia et ai. 
(1969). Also, with glucose as substrate, when the 
pH was increased, CO, accumulation increased; 
with ethanol, by contrast, this accumulation 
showed a slight decrease at the high pH. The 
presence of potassium had similar effects, increas- 
ing the CO, concentration at both pH values, in 
spite of the fact that it does not stimulate fermen- 
tation or respiration at high pH values (Rothstein 
and Demis, 1953; Peiia er al/.. 1972). The percent- 
age increase in the accumulation of CO, (around 
30%) was similar at both pH values; however, the 
increase in absolute values was higher when the 
substrate was glucose than with ethanol. 
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Table 2. Intracellular potassium concentration (ma) in cells incubated at both pH values 
with glucose or ethano! as substrates. 
  

Initial external pH 
  

  

  

45 75 

Control Plus KC] — Control Plus KCI 

Glucose 194 264 (36%) 192 266 (39%) 
Ethanol 186 240 (32%) 194 220 (13%) 
Increase with glucose 70 78 

Increase with ethanot 44 26 

  

Experimental conditions were similar to those of Table t, Results are the mean of three different 
experiments, with a standard deviation tower than 10%. Values in parentheses are the percentage 
increases with KCI. 

The experiment described in Table 2 allowed us 
to verify that in fact, as described by Ryan (1971), 
under our conditions cells incubated with different 
carbon sources accumulated different amounts of 
K™, but it was considered important to carry out 
the experiments at both high and low pH, since the 
relative distribution of carbonic acid and bicarbo- 
nate between the medium and the cell interior 
should be different at both pH values. Results 
showed that when 30 mm of the cation was present, 
a greater accumulation was observed at both pH 
values with glucose than with ethanol. With 
ethanol as substrate, if K* was not present in the 
medium, a small amount of the cation was lost by 
the cells at the lower pH. It is necessary to point 
out that the ATP content was higher with glucose 
than with ethanol as substrate, which were in the 
absence of K*, in i: per gram of cell, 3-1 with 
glucose and 2-1 wil! ethanol as substrates, and 
2:75 and 2:0 in the presence of K* for glucose 
and ethanol, respec‘ively, as the mean of two 
experiments. 

As shown in Tables | and 2, the intracellular 
content of CO,, increased both with glucose and 
ethanol in the same direction as K*. However, 
quantitatively, the potassium ion increases were 
higher. It was considered important to define the 
internal pH values, in order to correlate them with 
the distribution of CO,; the results are shown in 
Table 3. It is- important to stress that with the 
method used (Pefia et al., 1995), the cytoplasmic 
pH was measured. 

As reported before (Pefia ef ai, 1995), the 
internal pH of the cells, under comparable condi- 
tions, was higher with glucose than with ethanol .as 
substrate; this is apparently contradictory, because 

Copyright €. 1999 John Wiley & Sons, Ltd. 

the former generates high concentrations of CO, 
and consequently carbonic acid from it. Also. 
when the internal pH values of the cells were 
calculated from the distribution of carbonic acid/ 
bicarbonate (Table 4), higher values were obtained 
than those measured by the fluorescence changes 
of pyranine. This fact already indicates that the 
distribution of this important pair of substrates 
implies additional factors (see below). 

Yeast cells during fermentation notably acidify 
the medium (Conway and O'Malley, 1946); this is 
partly due to the production of H,CQ,, but also to 
the pumping of protons from the cell interior by 
the H*-ATPase, or by the expulsion of other 
organic acids; for this reason it was decided also to 
measure the changes of the external pH. Table 5 

Table 3. Internal pH values of yeast cells incubated 
with glucose and ethanol, measured with pyranine 
electroporated into the cells. 
  

Initial external pH 
  

  

45 75 

Control Plus KCI Control Plus KCI 

Glucose 6-22 6°55 6°80 675 

Ethanol 5-90 6-30 655 6-70 
  

25 mg of cells were incubated in 10 ms tartrate-TEA buffer, 
pH 45 or TEA-tartrate buffer, pH 7-5; 10mm glucose or 
8-6 mst ethanol. Pyranine was electroporated into the cells as 
described under Methods. Fluorescence changes were measured 
at 460-520 nm in a.spectrofluorometer at 30°C. pH values were 
calculated as described by Peiia et af. (1995) and Calahorra 
et al. (1998). Where indicated, 30 mm KCl was added. Values 
shown were obtained after an incubation of 15 min. 

\ 
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Table 4. Values of the internal pH of yeast obtained 
from the distribution of H,CO, and bicarbonate. 
according to the internal and external pH values of the 
cell. 

  

Initial external pH 

  

  

  

45 75 

Control Plus KCI Control Plus KCI 

Glucose 79 8-0 78 8-0 
Ethanol 8-0 8-5 87 8-9 

  

100 mg of cells were incubated in 5 ml of a medium containing 
100 m glucose without shaking. or 8-6 ms ethanol, shaking in 
a 25 ml Erlenmeyer flask. 30mst KCl (when indicated}. The 
media were buffered with 10m triethanolamine (TEA) 
adjusted to pH 7-5 with tartaric acid, or 10 mst tartaric acid 
adjusted with TEA to pH 4-5. The cells were incubated for 
15 min at 30°C in a controlled temperature water bath. After 
incubation the suspension was centrifuged and the supernatant 
and/or the pellet were used for the measurement of CO,, and of 
the external pH to calculate the distribution of H,CO, and 
HCO, ~ inside the celis, and from there, the internal pH by 
means of the Henderson Hasselbalch equation. 6-35 was taken 
as the value for the pK of carbonic acid. The results were 
obtained from the data of Figures | and 5. 

Table 5. External pH values after 15 min, of incu- 
bation with glucose or ethanol as substrates. 
  

Initial external pH 
  

  

  

45 TS 

Control Plus KCI Control Pius KCI 

Glucose 44 3-4 “7 5-3 
Ethanol 44 43 “9 68 

  

100 mg of cells were incubated in 5 ml . medium containing 
100 ma glucose without shaking, or 8 tethanol, in a 25 ml 
Erlenmeyer flask, 30 ma KCI (when indic.: ed). The media were 
buffered with 10 mM triethanolamine (TE-\) adjusted to pH 7-5 
with tartaric acid, or 10 mM tartaric acid adjusted with TEA to 

pH 4:5. The cells were incubated for 15min at 30°C in a 
controlled temperature water bath. After incubation the sus- 
pension was centrifuged and the supernatant and/or the pellet 
were used for the measurement of pH with a pH meter. 

  

shows the values of the external pH of the cellular 
suspensions after 15 min of incubation. An import- 
ant acidification of the medium was observed, 
which corresponded to a significant pH gradient at 
both sides of the cell membrane. In addition, the 
decrease of the external pH was larger when the 
initial pH was higher, in agreement with the results 
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Table 6. Effect of varying propionic acid concen- 
trations on K* accumulation (mm) with glucose or 

ethanol as substrates. 

  

Initial external pH 

  

. Glucose Ethanol 
Propionic ee 

acid, ma 45 75 45 75 

0 304 314 258 248 
5 304 314 277 293 

10 309 320 309 309 
20 309 314 309 308 

30 309 315 307 309 

  

100 mg of cells were incubated as described for Table | during 
10 min, in the presence of 30mu KCl and then 10 ms of 
Prapionic acid was added, continuing the incubation for 

another 0 min. Then the cells were centrifuged and their 
internal CO. concentration was measured as described under 
Methods. Results are the mean of two different experiments. 

of Pefia et al. (1972). This is particularly notable 
with glucose as the substrate. Although in pure 
water a much smaller amount of H* is required to 
change the pH from 4-5 to 3-4 (285 x 1074 m/l) 
than from 7-5 to 5-3 (4-98 x 107 ° m/), this exper- 
iment was carried out in a buffered medium, and 
by titration it can be easily shown that the larger 
decrease of the pH starting at pH 7-5 represents 
a larger amount of protons pumped out form 
the cells, also coincident with an increase of the 
internal pH. 

Ryan and Ryan (1972) measured the effect of 
different concentrations of propionic acid on the 
accumulation of potassium and on the intracellu- 
lar pH, concluding that the acidification produced 
by the entrance of protonated propionic acid 
releases the transport system from the alkalization 
of the cell contents, which was supposed to be the 
limiting step for potassium transport. Table 6 
shows that when glucose was the substrate, and in 
the presence of 30 mm K*, the addition of different 
concentrations of propionic acid did not increase 
the accumulation of K*. On the other hand, when 
ethanol was the substrate, a significant increase 
of the accumulation was observed, reaching a 
maximum at around 10 mM propionic acid. 

Since the cells incubated with glucose as sub- 
strate have a much higher content of CO,, and the 
addition of propionate with this substrate did not 
increase their K* content, it was decided to study 
the effect of propionic acid on the concentration of 
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Table 7. Effects of propionic acid on the CO, (ms) 
accumulated by cells with glucose or ethanol as sub-, 
strates at both pH values of the medium. 
  

Initial medium pH 

  

- Glucose Ethanol 
Propionic acid — 

added, mu 45 15 45 TS 

0 185 218 $7 43 
5 127 171 56 28 

10 118 189 42 30 
20 120 189 42 32 
30 127 190 43 33 

  

100 mg of cells were incubated as described for Table } for 
10 min with 30 mat KCI. and then 10 mm of propionic acid was 
added. continuing the incubation for another 10 min. Then the 
cells were centrifuged and their internal CO, concentration was 
measured as described under Methods. Results are the mean of 
two different experiments. 

Table 8. 'C-propionic acid accumulation (mm) by 
yeast cells with glucose or ethanol as substrates at two ! 
different pH values. 
  

Initial pH = 4:5) 4-5 plusK* 7:5 7-5 plus K* 
Glucose 19 22 19 23 
Ethanol 21 25 20 22 

  

100 mg of cells were incubated as described for Table 1 for 
10 min, and then 10 ma of propionic acid was added, continu- 
ing the incubation for another 10 min. Where indicated, 30 mu 
KC} was present. Then the cells were filtered and the radio- 
activity was measured in a scintillation counter. Results are the 
mean of three different experiments. 

CO, in the cells incubate 1 with glucose or ethanol 
at both pH values of ti. medium, expecting that 
propionate would sub>::tute for carbonic acid— 
bicarbonate. In fact. tie addition of the acid 
produced a decrease of te total CO, accumulated, 
which was significantly higher when the substrate 
was glucose (Table 7). On the other hand, '4C- 
propionic acid accumulated similarly with glucose 
or ethanol as substrates (Table 8). 

The cells incubated in the presence of glucose 
accumulated high concentrations of the non- 
diffusible anion bicarbonate, which may increase 
the membrane potential difference in the plasma 
membrane of yeast because of a Donnan effect, 
resulting from the accumulation of the negative 
charges of non diffusible bicarbonate (Figure 1). 
The membrane potential difference should be 
smaller with ethanol as substrate, which allows the 
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cells to accumulate smaller amounts of the anion: 
thus, it was decided to estimate this parameter by 
following the fluorescence of the cyanine DiSC (3). 
It was also expected that with ethanol as substrate. 
the membrane potential difference would increase 
by the addition of propionate with this substrate. 
As Figure 2 shows, first, the fluorescence with 
ethanol was lower than with glucose; indicating a 
higher membrane potential difference with glucose. 
and second, the addition of propionate produced 
an increase in the signal in the presence of ethanol. 
The addition of propionate, as expected. did not 
produce an increase of the fluorescence of the 
cyanine when glucose was the substrate. This 
experiment was carried out at different times of 
addition of propionic acid, with similar results (not 
shown). 

DISCUSSION 

Accunulation of K* at both pH values 

The data presented are in general agreement 
with those of former authors. However, although 
the increases of bicarbonate and of K* are in the 
same direction, the coincidence was not stoichio- 
metric. Calculation of the bicarbonate concen- 

- trations from the data of Table |, after subtraction 
of the dissolved CO, produced the results shown in 
Table 4. Conway and Brady (1950) stated that 
there is a direct relation between the bicarbonate 
and K™* accumulation, and this did not hold for 
our experimental conditions. Quantitatively, our 
data are more in agreement with the statement of 
Ryan et al. (1971) and Ryan and Ryan (1972), who 
postulated an indirect relation, according to them 
depending on the values of the internal pH as the 
limiting factor for the accumulation of the cation. 
However, our remaining results indicate that there 
are other factors involved in this phenomenon. 

Also, a higher accumulation of K* was observed 
at the higher pH values of the medium, which at 
least partially could be explained by the findings of 
who demonstrated a competition between K~ and 
H*, which may be independent of the effect of the 
anions. However, this is a kinetic factor affecting 
flux rates, but may not have a clear effect on the 
accumulation of the cation under our steady state 
conditions after 15 min of incubation. It is also 
possible that the efflux of K* at the high pH. 
observed by Van de Mortel er al. (1988), did not 
occur or was compensated by the influx of the 
cation under our experimental conditions. 
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Kt 

pH 3.4 

i H* 4 
pH 6.75 

HCO, + Ht 3 

HCO, + Ht 

+ 2 

H,CO, 

H ! 
H,0 + CO,~{——_~ Co, + H,0 

Figure 1. Scheme representing the Donnan effect. On the assumption that decarboxylation 
reactions produce CO,, this is spontaneously hydrated to HCO, (1), which then dissociates into 
bicarbonate and one proton (2); the proton is expelled by the H*-ATPase of the plasma membrane 

(3), which lowers the external pH and increases it inside. Carbonic acid is supposed to diffuse freely 
through the plasma membrane, while bicarbonate does not. At the high internal pH (6:75 in the 

figure), carbonic acid dissociation is displaced to produce bicarbonate. At the lower external pH 

(3-4 in the Figure), the predominant species is carbonic acid. Since bicarbonate cannot diffuse, it 

remains inside, generating an additional electric potential, which may drive more K* inside 

  

through its carrier. 

Particularly at the low pH incubation ccndi- 
tions, the explanation of Ryan e¢ al. (1971) and 
Ryan and Ryan (1972) did not appear to hold, in 
view of the values of the internal pH observeu with 
ethanol, which were always lower that thu» ob- 
tained with glucose. If the increase of the internal 
pH resulting from the accumulation of K* were 
the limiting factor for the uptake of this cation, 
one would expect that the uptake of K* were 
lower with glucose than with ethanol, and our 
results showed the contrary situation for this 
parameter. 

The addition of propionic acid 10 min after 
starting incubation of the cells with glucose or 
ethanol showed that the accumulation of the 
cation did not change with glucose but increased 
when the substrate was ethanol, again in agree- 

ment with the data of Ryan ef al. (1971) and Ryan 

and Ryan (1972). It was also found that when 

glucose was the substrate, the addition of propi- 

onic acid produced a decrease of the CO; concen- 
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tration within the cells, indicating perhaps that 
propionate substituted for bicarbonate under these 
conditions. Another factor which may be involved 
in the higher accumulation of potassium with 
glucose than with ethanol is the higher production 
of anions with the former, which can be observed 
starting with the formation of the intermediaries of 
glycolysis, particularly of the sugar phosphates 
(Pefia et al, 1969, 1972), and that of succinate 
demonstrated by Conway and Brady (1950). 
Besides, the concentrations of the anion forms of 
weak acids within the cell must be lower with 
ethanol as substrate, due to the lower internal pH 
prevailing with this substrate. It was also found 
that the ATP concentration of the cells was lower 
when ethanol was the substrate that with glucose. 
Still another factor which may be invoived is the 
stimulation of the H*-ATPase of the plasma 
membrane produced by glucose (Serrano. 1983). 

Our data indicate that due to the equilibrium of 
CO, in solution and the formation of H,CO, at the 
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Figure 2. Changes of the membrane potential produced by the addition of propionic 
acid to cells incubated with glucose or ethanol as substrates. 25 mg of cells were added 
to the following medium: 100 mm glucose or 8-6 mM ethanol; [0 ms triethanolamine 
adjusted to pH 7-5 with tartaric acid, or 10 mm tartaric acid adjusted to pH 4°5 with 
triethanolamine; 10 um pentachlorophenol, 10 um CaCl; (Peiia ef af. 1984). Final 
volume was. 2-0 ml, temperature 30°C. Where indicated, 10 mm propionic acid was 
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added, 

internal pH values reached during metabolism, the 
formation of the anion HCO,~ is favoured in 
different degrees. It is possible that the accumula- 
tion of this anion in large amounts may favour the 
accumulation of K* by generating a concentration 
gradient .of a non-diffusible negative charge, 
according to a Do: nan equilibrium. This phenom- 
enon appears to .e more important at the low 
values of the es :rnal pH, when the ratio of 
internal to exteri:al bicarbonate concentrations 
reached higher \.'ues. It is possible that by this 
mechanism of pu sive accumulation of a non- 
diffusible anion, ycast may indirectly use the pH 
gradient without the need of a H*/K* symporter 
such as that found in Neurospora (Rodriguez- 
Navarro et a/., 1986). This same explanation can 
be given to the increased accumulation of K* 
when the cells were incubated with ethanol as 
substrate and propionic acid was added to the 
medium. The experimental proof for. this assump- 
tion was obtained by the estimation of the mem- 
brane potential of the cells and the changes 
produced by the addition of propionic acid, both 
with glucose or ethanol as substrates. In fact, when 
the latter was the substrate, upon the addition of 

Copyright ¢ 1999 John Wiley & Sons, Ltd. 

propionic acid, a significant increase of the fluor- 
escence of the cyanine used to estimate the mem- 
brane potential was observed. This increase of the 
fluorescence of the cyanine was not observed with 

glucose, 
There is still another consideration to the data, 

referring to the higher value of the internal pH 
observed with glucose as substrate, in spite of the 
fact that with this substrate high amounts of CO, 
are produced, which can be hydrated to carbonic 
acid, dissociating then to HCO,~ plus H*. There 
are other factors which can be invoked to explain 
this phenomenon, one of which is the stimulation 
of the H*-ATPase produced by glucose (Serrano, 
1983). Also, at the high pH values of the medium. 
the ATPase is stimulated, even in the absence of 
K* (Pefia ef al, 1972). This stimulation of the 
ATPase was also observed by incubating the cells 

at low pH values with glucose (Eraso and 
Gancedo, 1987). 

Another fact to be considered is that the values 
of the internal pH of the cells measured by the 
distribution of carbonic acid were higher than 
those measured by the fluorescent dye pyranine. 

Results on the measurement of this parameter by 
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means of electroporated pyranine indicate that this 
method is accurate enough to measure internal 
PH, producing results in accordance to different 
methods (Pefia er al., 1995: Calahorra et al.. 1998; 
Preston et al.. 1989: Haworth and Fliegel, 1993; 
Hofer er al, 1996). Moreover. the calculations for 
the internal pH under extreme conditions (in the 
presence of K*, and at an initial external pH of 7:5 

produced by this method an internal pH close to 9, 
which appears to be unacceptable, by its value 
itself, and also because of the disagreement with 
the results of the above mentioned authors. If this 
is accepted, it appears that there are other factors 
involved in the accumulation of bicarbonate 

within the cell, and not only the distribution of 
both carbonic acid and bicarbonate by the free 
diffusion of CO, and carbonic acid, according to 
the relative values of the pH in the different 
cellular compartments. It should be pointed out 
that the distribution of bicarbonate and carbonic 
acid between the cytoplasm and the vacuole ac- 
cording to their pH values, in any case, should 
be the opposite to what was observed, since the 
latter compartment is more acidic. One possible 
explanation for this finding could be that of a 
retention mechanism for bicarbonate within the 
cells, perhaps considering the vacuole as the main 
candidate for bicarbonate accumulation, because 
of its size and inverted membrane potential, posi- 
tive inside. However, this phenomenon deserves 
further exploration. 
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Abstract 

Potassium efflux in yeast induced by several cationic compounds showed different characteristics. All of the observed 
efflux required glucose as substrate at the concentrations used. For most of them, the phenomenon required binding of the 

cationic compound to the cell surface and increased with the negative cell surface charge, and for all the compounds tested. it 
depended on a metabolizable substrate. Efflux induced with terbium chloride appeared more likely due to the function of a 

K*/H* antiporter. With DEAE-dextran and dihydrostreptomycin, potassium efflux was dependent on the cell potassium 

content and was also sensitive to osmotic changes of the medium. DEAE-dextran-provoked efflux was not due to cell 
disruption. Dihydrostreptomycin seemed to activate a potassium efflux system which could not be studied in isolation, but its 

inhibition of potassium uptake may also be involved. Except for cells treated with ethidium bromide, no appreciable cell 

disruption was observed. The potassium efflux observed appears to be a membrane phenomenon reversible after washing 
with magnesium chloride. © 1999 Elsevier Science B.V. All rights reserved. 

Keywords: Potassium ion efflux: ‘ tionic compound: (Saccharomyces cerevisiae) 

  

other trivalent cations such as Al’+ (3). The efflux 

produced by terbium ions appeared to be mainly of 

electroneutral nature and ascribed to the operation 

L. Introduction 

Studies by Rothstein and Bruce [1,2] described a 

  

potassium efflux system in yeast. An energy-depend- 

ent efflux system for potassium ions in yeast was also 

demonstrated by Pefia and Ramirez [3]. This efflux 

system was stimulated by glucose or ethanol; it was 

also stimulated, in a substrate-dependent manner, by 
cationic molecules like ethidium bromide and other 
cationic dyes [4], dihydrostreptomycin (3), diethyl- 

aminoethyldextran (5], and lanthanide cations and 

* Corresponding author: 
E-mail: apdGifisiol.unam.mx 

of a K*/H™ exchanger [3]. 
Work by Gustin et al.{6] and Bertl and Slayman [7] 

based on patch-clamp analysis revealed the presence 

of both a mechanosensitive ion channel and an out- 
ward rectifying K* channel; the latter was identified 
as a pH-esensitive, depolarization-activated, out- 

wardly-rectifying potassium channel, or TOK! {8} 
or DUKI [9] or YORK [10] or YKC1 [11] channel, 

with properties apparently different from those of the 

mechanosensitive ion channel (11). 
Using yeast plasma membrane vesicles, Ramirez et 

al. [12] and Camarasa et al. [13] provided evidence 

for a K*/H* exchanger, which may be involved in 

the regulation of the internal pH of the cells when 

0005-2736 /99/$ — see front matter © 1999 Elsevier Science B.V. All rights reserved. 
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they accumulate high concentrations of K~ [12]. The 

J0909 gene from chromosome X reported by Miosga 

et al. [14] predicts an 873-residue protein with se- 
quence similarity with the putative Enterococcus hi- 
rae Na*/H* antiporter and the putative K*/H~ 
KefC antiporter of Escherichia coli. Yet, the se- 

quence of a Saccharomyces cerevisiae gene on chro- 

mosome IV likely encodes a Na*/H* antiporter (15). 

These findings prompted studies on the potassium 

efflux mechanisms, regulation and energetic require- 

ments of the efflux system. In this context, cationic 

dyes and other molecules [3,4] have been used as a 

tools to reveal the interactions governing potassium 

efflux. In the present work, we used four structurally 

unrelated cationic compounds to learn more about 

the mode of action of these compounds and their 
kind of interactions with yeast cells. 

2. Materials and methods 

2.1. Yeast and growth conditions 

The yeast Saccharomyces cerevisiae, isolated as a 
single colony from a commercial product (La Azteca, 

Mexico) was used for this work. Cells were grown in 

500 ml of YPD medium (1% yeast extract, 2% pep- 

tone and 2% clucose) during 24 h in a gyratory shak- 

er placed in « controlled temperature room at 30°C. 
They were i: lected and washed twice with distilled 

water by centrifugation. The resulting pellet was re- 

suspended in distilled water (10%, w/w) and aerated 

by incubation in the same gyratory shaker during 

14 h. The cells were collected again, washed twice 

by centrifugation and resuspended in water to a ratio 

of 0.5 g per ml and kept on ice until used, during the 

course of the same day. 

2.2. External potassium determinations 

K* movements were measured by continuously 

recording its external concentration with a potassi- 

um-selective electrode. Data were captured using 

software specially designed for that use in our 

laboratory. Determinations were made in 10 ml of 

an incubation medium consisting of 2 mM MES- 

TEA (pH 6.0), 10 mM glucose and 25 mg of fresh 

cells. 

2.3. Proton pumping activity 

Proton pumping activity was continuously re- 

corded using a pH electrode. Conditions were similar 

to those used for external potassium determina- 

tions. 

2.4, Internal pH 

This parameter was followed by measuring the 

fluorescence changes of pyranine (8-hydroxy-1,3,6- 

pyrene-thiosulfonic acid) introduced by electropora- 

tion, which was carried out with a Bio-Rad gene 

pulser, with a pulse controller, using a mixture of 

0.7 ml of the cell suspension, plus 20 pl of 100 mM 

pyranine. A pulse of 1500 V with a capacitance of 
25 wF and a resistance of 200 Q was applied, lasting 

approximately 3 ms. Then the cells were centrifuged, 

washed three times in a Beckman microfuge for 10 s 

and resuspended to its original concentration of 

0.5 g/ml. The fluorescence changes at 460-520 nm 

were followed in a DMX-1000 spectrofluorimeter 

(SLM Instruments, Urbana, IL), with a tempera- 

ture-controlled sample compartment (30°C) [16]. 

2.5. Estimation of the membrane potential 

Membrane potential was estimated by following 

the fluorescence changes of 0.25 uM of the cyanine 

DiSC,(3) (dithiacarbocyanine, Molecular Probes) at 

540-590 nm [17] in the DMX-1000 spectrofluorime- 

ter (SLM Instruments) with a cell compartment con- 

trolled at 30°C and an acquisition and processing 

system. 25 mg of cells were incubated in 2.0 ml of 

the following medium: 50 mM glucose, 10 mM 

MES-TEA (pH 6.0). 10 1M pentachlorophenol and 

10 mM CaCh. 

2.6. Rubidium uptake experiments 

The experiments were carried out as follows: 50 mg 

of fresh cells were incubated in 1 ml! of a medium 

containing 5 mM MES-TEA (pH 6.0) buffer, 50 mM 

glucose, and different concentrations of ®RbC! rang- 

ing from 50 1M to 20 mM. 100-yI samples were 

withdrawn at 15, 30 and 45 s, 1, 2. 4 and 8 min, 

and filtered through a Millipore filter (0.45 jm 

mean pore size). Filters were washed twice with
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20 mM KC and then dried. Radioactivity was meas- 

ured in a Beckman LS6500 scintillation counter. 

From these data plotted against time. the initial up- 

take rates were obtained. Inhibition experiments 
were performed as indicated previously, but the in- 
cubation medium contained 50 pM ethidium bro- 

mide (EB), 50 4M dihydrostreptomycin (DHS), 

50 jg diethylaminoethyidextran (DEAE-D) or 

20 uM terbium chloride additional to the rest of 
the components. 

2.7. Surface charge determinations 

Surface charge determinations were made accord- 

ing to Theuvenet et al. [18]. Two uM 9-aminoacri- 

dine was added to a medium containing 2 mM 

MES-TEA buffer (pH 6.0), 1 4M antimycin A, dif- 

ferent concentrations of any of the cationic com- 

pounds (from 1 to 100 41M) and 25 mg of fresh cells. 

The cells were centrifuged immediately after mixing 

and the supernatant was collected for fluorometric 

determinations of the 9-aminoacridine using the 

wavelength pair for excitation and emission, 400 nm 

and 454 nm, respectively. The surface charge was 

calculated from the difference after measurement 
with 10 mM MgCh. 9-Aminoacridine binding versus 

concentration of the cationic compounds plots were 

built and from thes: plots the concentration of the 

cationic compound ahibiting half 9-aminoacridine 
binding was calculated. 

2.8. Loading of cells with © Rb* 

Six grams of fresh cells were diluted at 10% in a 

10 mM glucose solution, 3000000 dpm of 100 mM 

86Rb were added, and the incubation mixture was 
transferred to Falcon tubes and incubated during 

24 h with continuous shaking at 4°C. After this 

time, cells were centrifuged and washed twice with 

distilled water and resuspended at 50% w/v for use 
in the Rb* efflux experiments. 

2.9. Rb* efflux determinations 

Cells loaded with 8*Rb* were used to determine 
the efflux of the cation. Fifty mg of **Rb* preloaded 
cells were incubated in 1 mi of a medium containing 

5 mM MES-TEA buffer (pH 6.0) and 50 mM _glu- 

cose, with or without any of the following cationic 

compounds: 50 1M TbCl;, 50 »M DHS, 50 uM EB 

or 50 pg DEAE-D. After an incubation at 30°C for 
5 min, 100-1 samples were withdrawn and filtered 
through a millipore filter (0.45 jm mean pore size). 

Filters were washed twice with 20 mM KCl, dried in 

air and the radioactivity was measured in a Beckman 

LS6500 scintillation counter. ®*Rb* loss was deter- 
mined as the difference between the contro] without 

cationic compound and those with the cationic com- 

pounds added. ®Rb7 content in the control re- 

mained unchanged after 30 min incubation. 

2.10. Terbium binding determinations 

Terbium binding determinations and maximal 

binding of terbium and dissociation constant estima- 

tions were made by measuring the free concentration 

of Tb?+ remaining after incubation of the cells as 
follows: 25 mg of fresh cells were placed in 5 ml of 

a medium containing 5 mM MES-~TEA (pH 6.0) and 

different concentrations of terbium chloride, from 

2 uM to 30 uM. Cells were incubated for 1 min 

and then centrifuged; the supernatant was used for 

terbium determinations. Terbium concentration was 
measured adding different aliquots of the superna- 

tant to 20 4M dipicolinic acid, in 5 mM MES-— 
TEA (pH 6.0), in a final volume of 5.0 ml. fluores- 

cence was measured at 276-545 nm as the excitation 
and emission wavelengths, respectively. Fluorescence 
values were compared to a standard curve prepared 

with known concentrations of TbCl;. The cation 
forms a fluorescent adduct with dipicolinic acid, 

and this property of the cation has been successfully 
used to measure its binding to biological molecules 
[19]. 

2.11. Data analysis 

All experiments were repeated at least three times, 

without significant differences. In most cases, typical 
tracings are shown. For kinetic data, values + stand- 

ard deviation are given. In the case of K~ move- 
ments and pH changes, representative experiments 

are presented. Values of K, and Kg were obtained 

by nonlinear regression (Inplot program) and fitted 

best to a rectangular hyperbola with one component. 

Dispersion of the data gave a maximum value of
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15%. Kg is the concentration value of terbium chlo- 

ride necessary to attain 50% of the maximum binding. 

3. Results ‘ 

The efflux of potassium ions to a potassium-free 
medium is a common response of the cells to. the 
presence of some cationic compounds [3,4]. This 

can be observed only if an adequate substrate is 
present in the medium (Fig. 1A). As Fig. 1B shows, 

in the absence of glucose, at the concentrations of 

the cationic agents used, no potassium efflux was 

detected in the presence of DHS, EB, DEAE-D or 

TbCl3. In the presence of glucose, at the concentra- 

tions used, this efflux showed in some instances a 
variable delayed response of 20 to 30 s, and after 
this time a steep efflux was observed. The response 

consisted of a transient inhibition of the potassium 

efflux in the presence of glucose, more or less coin- 

cident with the building of the membrane potential. 
It is worthwhile to mention that a dependence exists 
between the extent of potassium efflux and the time 

of fasting of the cells, which modifies the internal 

content of potassium (see below). 

Potassium efflux induced by the addition of cati- 

onic compounds was tested for its dependence on 

K> concentration, 1M 
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Fig. 1. Potassium efflux produced by different cationic agents: 

glucose requirement, Incubation conditions: 2 mM MES-TEA 

buffer (pH 6.0). 10 mM glucose. Final volume was 10.0 ml. 25 
mg of yeast (wet weight) was added after a few seconds of in- 
cubation. In B. glucose was omitted. K~ concentration was fol- 

lowed with a K~-selective cationic electrode: 
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’ Fig. 2. Ku efflux produced by DHS with different substrates. 

Potassium efflux was determined with a potassium-selective elec- 

trode. Incubation medium: 10 mM glucose, 2 mM MES~TEA 
buffer (pH 6.0); final volume, 10.0 ml. Where indicated, 10 mM 

2-deoxyglucose and 6-deoxyglucose (A) and 10 mM xylose (B) 

were added instead of glucose. 

glucose metabolism or a related event thereafter, 

and it was found dependent on this substrate. The 

efflux was not observed using 2-deoxy-p-glucose or 

6-deoxy-D-glucose instead of glucose which can not 

be metabolized by yeast. Fig. 2A, shows the results 

with DHS, which were similar with the other agents 

(data not shown). No effect was also observed when 

using a poorly utilized substrate (xylose); results of 

Fig. 2B also show this fact. None of the substitutes 

for glucose used could support the efflux of potassi- 

um to the extent observed when using this substrate, 

indicating a metabolism-derived link as responsible 
for this efflux. Similar results were obtained when 

DEAE-D was used instead of DHS. 

As Fig. 3 shows, an increase in the effiux of potas- 

sium with most cationic compounds was observed in 

the presence of EDTA. In the presence of this che- 

lator, which increases the negative surface charge of 

the cells, potassium efflux was increased with EB and 

DHS. On the other hand. no change in the efflux of 

potassium promoted by DEAE-D was observed. The 
addition of EDTA. on the other hand, prevented 

potassium efflux by Tb*-. probably because of the 
complexation of the cation by EDTA. 

These results indicated that a negative surface 

charge might be involved in the efflux of potassium
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Fig. 3. Efflux of potassium produced by different cationic com- 

pounds in the presence of 100 uM EDTA. Incubation medium: 

10 mM glucose, 2 mM MES-TEA buffer (pH 6.0): final vol-. 

ume, 10.0 ml. 

when treating cells with cationic compounds; they 

agree with those earlier reported by Elferink and 

Booij [20]. Results in Table 1 agree with those of 

Fig. 3, in the sense that cationic compounds may 

be binding to negative surface charges, as shown by 

their ability to displace 9-aminoacridine from bind- 

ing to the cells. We measured this capacity as the 

concentration of the cationic compound necessary 

to inhibit 50% binding of the dye to the cell surface; 

a correlation was found between the affinity of the 

cationic compound for the negative surface charge 

and the extent of notassium efflux they promoted. 

However, DEAE-i showed a low affinity for the 

negative groups «-. the cell surface; as a conse- 

quence, with this uzent, no differences in the efflux 

of potassium were expected with an increased cel] 

surface charge due to EDTA presence (Fig. 3). 

Table 1 
Concentrations of cationic compounds inhibiting 50% of 9-ami- 
noacridine binding 

From these results we could expect that if the neg- 

alive cell surface charge was blocked, then no efflux 

of potassium would result by treatment of the cells 

with cationic compounds. Results of Table 2 are con- 

sistent with this view: if 1 mM MgCl was present at 

the same time as the cationic compound. less potas- 

sium efflux was promoted by the cationic compound. 

It is important to mention that 1 mM MgCl, did not 
significantly affect potassium efflux or uptake in con- 

trol experiments. 

Measurements of terbium ion binding in the pres- 

ence and absence of glucose were carried out, to 

define if the presence of the substrate could increase 

either the number or affinity of negative surface 

charges of the cells for the cations. Results showed 

no differences due to the presence of glucose. Max- 

imal binding of terbium, and its dissociation constant 

in the absence of glucose were 2.15+0.57 nmol/mg 

of fresh cells and 9.49 + 0.42 (1M, respectively, when 

terbium was preincubated for | min. In the presence 

of glucose and after incubating terbium during | min 
maximal binding of terbium was 2.08 + 0.46 nmol/mg 

(wet weight) of cells, with a dissociation constant of 

8.48 £1.35 1M. These results indicate that glucose 

does not promote any appreciable change in cell sur- 

face charge that could be detected with this method, 

based on the determination of residual terbium with 
dipicolinic acid [19]. 

In order to define if the cationic compounds could 

be removed from the cells, the experiment shown on 

Table 3 was carried out. The cells were incubated for 

5 min with the respective cationic compound; after 

this time cells were collected by centrifugation, then 

Table 2 

Effect of MgCl; on K~ efflux produced by several cationic 

compounds 
  

  

  

Addition IDso Treatment Total efflux. nmol 

Dihydrostreptomycin §£2.3 uM Control : 95423 
Terbium chioride 1046.1 pM 1 mM MgCl: 110432 

DEAE-dextran 300 + 56 pg/ml! 50 ug DEAE-D 260+ 42 

The binding of 9-aminoacridine to the cells was determined ac- 50 ug DEAE-D. | mM MgCl 45212 
cording to Theuvenet et af. [18]. 2 1M 9-aminoacridine was 50 »M DHS M5245 

50 uM DHS, 1 mM MgCl: 78423 added to a medium containing 2 mM MES-TEA (pH 6.0): 
1 uM antimycin A, different concentrations of any of the cati- 
onic compounds (1 to 100 uM) and 25 mg of fresh cells. The 

cells were centrifuged immediately after mixing with 9-amino- 
acridine and the supernatant was collected for the spectrofluori- 

metric determination of the free dye. 

  

K7* efflux was measured by means of a potassium-sclective elec- 

trode in a medium containing 25 mg (wet weight) of cells. 

2 mM MES-TEA (pH 6.0). 10 mM glucose and where stated. 
1 mM MgCl; and the respective concentration of the cationic 

compound. Final volume was 10 ml.
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Fig. 4. Reversibility of the effect of DEAE-D by washing of the . 
cetls with MgCl, 50 mg (wet weight) of cells previously incu- 
bated with DEAE-D during 5 min were washed twice with 
1 mM MgCl, and then washed with distilled water, and used 

for potassium efflux determinations with a potassium-selective 
electrode. Incubation conditions were the same as used in Fig. 1. 

washed once with 1 mM MgCl) and twice with dis- 
tilled water; the cells so treated were used for con- 

tinuous recording of potassium in the presence of 

10 pM KCl. The effect of DEAE-D disappeared after 
washing (Fig. 4). To a minor extent, treatment with 

dihydrostreptomycin could also be blocked as a re- 

Table 3 

Reversion of the effects of cationic compounds by washing with 
m.: mesium chloride 
  

  

Tr atment External potassium (41M) 

Couttrol, washed 3.541.3 
20 uM TbCh 30 $8.4 
20 uM TbCl,, washed 12.544.2 
DEAE-D, 50 pg/m! 28413 
DEAE-D, 50 pg/m!, washed 4419 
50 4M DHS 33414 
50 uM DHS, washed 13£5.6 
50 uM EB 40415 
50 4M EB, washed 2447.3 
  

25 mg (wet weight) of cells were treated with the respective 
concentrations of the cationic compounds in a medium contain- 
ing 2 mM MES-TEA (pH 6), 10 mM glucose. during 5 min. 

After this time, the cells were collected by centrifugation in a 
microfuge. suspended in 1 mM MgCh, centrifuged and washed 
twice with distilled water, The cells were then incubated in 
10 ml of medium containing 2 mM MES-TEA (pH 6). 10 mM 
glucose and 10 1M KCI for continuous recording of external 

Potassium with a potassium-selective electrode. Values presented 

were obtained after 10 min of this second incubation. 

sult of washing. In this case the recordings also show 
a slow uptake of the potassium externally added. On 

the contrary, washing the cells treated with ethidium 

bromide or Tb’ did not produce the disappearance 
of the effect promoted by the cationic compounds. 

The efflux of potassium might be attributed to the 
operation of a K-/H™ exchanger and also the mech- 
anosensitive ion channel that can transport K+ 
and H~ [3,6]. This prompted the necessity of assay- 
ing the effect of cationic compounds on the internal 
pH and proton pumping activity. The method devel- 

oped by Pefia et al. [16] was used to measure the 

internal pH. Results on Table 4 show that DEAE- 
D and DHS both promoted a negligible, if any, in- 

crease in the internal pH, showing small differences 

between the two agents tested. On the contrary, 

TbCl; promoted a high internal acidification of the 
cell. That is, cationic compounds showed a differen- 

tial effect on the cell pH; in spite of the fact that 

potassium efflux was the common element. 

In agreement with the results of Table 4, the in- 

crease of the cell pH appeared to correspond to a 

proton pumping activity. Fig. 5 shows that both 

DEAE-D and DHS promoted a negligible increase 

of the proton pumping activity and this results agree 

with those of Table 4 in the sense that the increase in 

cell pH is the result of a higher proton pumping 
activity. On the other hand, terbium chloride dimin- 

ished proton pumping activity (data not shown), in 

agreement with the decrease found of the internal pH 

value and previous results [3] (Table 4). 

Table 4 

Effect of the cationic compounds on internal cell pH using pyr- 
anine, introduced by electroporation as an indicator 
  

  

Treatment Internal pH. 

Control 6.5 
DHS, 50 uM 6.6 
DHS, 100 uM 6.65 
TbCla, 50 pM 6.15 
ToC, 100 uM 6.12 
DEAE-D, 25 pg/ml 6.7 
DEAE-D, 50 jig/ml! 6.75 
  

0.7 ml of a 50% cell suspension was electroporated in the pres- 

ence of 20 ul of 100 mM pyranine with a pulse of 3 ms of 

1500 V at 25 pF and 200 2. Electroporated cells were washed 

three times with distilled water. Fluorescence at 460-520 nm 
was measured, using 25 mg (wet weight) of cells in a medium 

containing 2 mM MES-TEA (pH 6). 10 mM glucose and the 

indicated concentrations of each of the cationic compounds.
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Fig. 5. Effects of DEAE-D and DHS on proton pumping by 
yeast. H~ concentration was continuously recorded with a pH 
electrode in a medium similar to that of Fig. 1, with 50 mg of 
fresh cells, Where indicated. $0 uM DHS or 50 pg DEAE-D 
was added to the medium. 

The efflux of potassium induced by DEAE-D and 

DHS also showed to be sensitive to changes in the 

osmotic pressure of the medium or to differences of 

osmotic pressure between the internal and external 

compartments (Fig. 6). When the cells were incu- 

bated with 0.8 M sorbitol, the efflux of potassium 

induced with 50 pg of DEAE-D was abolished; 

also gluce e-induced potassium efflux was abolished 

completei: However, with DHS, only half of the 

potassiur: efflux was abolished in the presence of 

0.8 M svroitol. Similar results were obtained when 

0.8 M galtctose, a nonmetabolizable sugar by these 

cells was used instead of sorbitol, and no differences 
with the results of Fig. 6 could be noted; that is, 
galactose also abolished totally the efflux of potassi- 

um induced by DEAE-D and partially that produced 

with DHS. The measurement of respiratory rates by 

our starved cells (data not shown) showed that sor- 

bitol was not used as a substrate by yeast and also 

did not interfere with glucose utilization. With these 
two agents, also changes in the transport kinetics of 

86Rb* uptake were observed; DEAE-D affected Vinax 
for Rb* uptake, but not Km; Vmax was 18.343.2 in 

its absence, and 8.00.96 nmol/mg fresh cells/min in 

the presence of 50 ug of DEAE-D and the Km varied 
only from 0.8+0.32 to 0.540.2 mM. DHS also di- 
minished the Va, for Rb*+ uptake to 4.96 + 1.96 

nmol/mg fresh cells/min with 50 uM of DHS and 

the Km (0.77£0.28 mM) did not show anv increase. 

in agreement with previous results [21]. 
Cell disruption was assessed by two methods: by 

measuring absorbency at 260 nm of material leaking 

out of the cells, using as the control 200 uM CTAB 

(data not shown) (this method was not used with 

ethidium bromide, because of its absorbency at the 

wavelength used). We also measured ®Rb~ efflux in 
cells preloaded with ®*RbCI] during 24 h; after this 
time 15+4.5% of the total cell potassium had been 

replaced with *Rb~. An efflux in the range of 1-3% 
was observed when incubating the cells for 5 min 

50 pM DHS, 50 pg of DEAE-D or 50 uM TbCh. 
However, incubation with 50 1M ethidium bromide 

under the same conditions promoted a 30 £ 5.6% loss 

of 8Rb, It is important to point out that discrimi- 
nation for K~ over *°Rb* exists, judging from the 

failure of cationic compounds to promote a higher 

efflux of ®Rb. In order to define if the effect of EB 
on K* efflux was only due to cell disruption or also 

to the competitive inhibition of monovalent cation 

transport by this agent, we measured the effect of 

this dye on Rb* transport: The K,, for the transport 

of the monovalent cation in the presence of EB was 

3.64 1.7 mM, as compared to 0.8 +0.32 mM for the 

20yM DHS 
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Fig. 6. Effects of 0.8 M sorbitol on potassium efflux produced 
by DEAE-D and DHS. Potassium efflux was followed continu- 
ously with a potassium-selective electrode in a medium and 
conditions similar to those of Fig. 1. Where indicated, 0.8 M 

sorbitol and/or 20 1M DHS and 50 wg of DEAE-D were 

present in the medium.
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control, and the Vina, of 13.8£2.7 and 18.34 3.2 

nmol/mg of fresh cells/min in the presence 50 UM 

of EB or in its absence, respectively. 
Measurements of membrane potential using a flu- 

orescent cyanine as a probe [17] showed no signifi- 

cant changes of this parameter using cationic com- 
pounds at concentrations of 20-50 uM which 
promoted potassium efflux. Only concentrations of 

TbCl; 50-fold higher (2.5 mM) quenched 28 + 3.3% 
the fluorescence of the control; under similar condi- 
tions, 2.5 mM DHS only produced a decrease of 
11+5%. DEAE-D used at the same concentration 
inducing potassium efflux (50 pg) only quenched 

4% of the fluorescence, compared with 20 mM of 

KCI that quenched 16+ 3.9% of the same control. 
The efflux of potassium induced by cationic com- 

pounds showed a response depending on the cellular 

potassium concentration; when cell potassium de- 

creased, a decreased efflux of potassium by DEAE- 

D and TbCl, was observed (data not shown). Our 

results showed that at a cell K* content of 256 mM, 

treating the cells for 5 min with 100 pg of DEAE-D 

an efflux of 11% of the cell potassium was produced; 

when cellular potassium was 116 mM, no efflux of 
potassium could be measured. For 100 21M TbCh, 

with a cellular potassium concentration of 215 mM, 

an efflux of 12% was observed, and with a cellular 

potassium concentration of 164 mM no efflux of po- 

tassium was observed. With EB and DHS, the re- 
sponse was independent of the cellular potassium. 

With these agents, no changes in the efflux were 

found in relation to cell potassium: with 100 uM 

DHS, for a cellular potassium of 271 and 153 mM, 
16% and 13% of efflux was produced, respectively. 

4. Discussion 

The results presented here show that the several 

cationic compounds used promoted efflux of potas- 
sium with certain particularities, which probably de- 

rived from the kind of interaction with yeast cells 

and response elements involved in the phenomenon. 

For the agents used, the phenomenon appears to be 

unrelated to their structure, and mainly related to 

their charge. However, the mechanisms by which 

they produced K* efflux appear to be different; in 

fact, some other cations which have been tested, con- 

taining in their structure a guanido group, sulfagua- 
nidine and arginine, for instance. did not produce a 

potassium efflux (data not shown), but alkylguani- 
dines do [21]. This may indicate that the potassium 

efflux induced by cationic compounds is not derived 
from a generalized effect due to their interaction with 

cell surface negative charges; it appears to depend on 

different mechanisms characteristic to each agent, 

although for most of them the effect appears to in- 

volve the negative charges on the cell surface. 

The experiments showed that binding of most of 

the cationic compounds to the negative surface 

charges of the cell was necessary for the phenomenon 

* to occur, since some of the agents could be removed 

from the surface of the cell by washing with MgCh, 

showing that the efflux of potassium occurred at the 
level of the cell membrane. Our experiments also 
show that although a generalized increase of surface 

charge produced by EDTA favored the cationic com- 

pound binding, this is not, in all cases, a factor de- 

fining the efflux of potassium, since with DEAE-D, 

the presence of the chelator prevented its effect. 
As previously reported [3], the efflux of potassium 

induced by cationic compounds showed glucose de- 
pendence as a common characteristic to all those 

tested,as well as to others already reported [4,21]. 

This dependence was not only due to transport of the 

substrate, because it was not observed when two 

transportable nonmetabolizable sugar analogues 

were used instead of glucose. It was also not due 

to a decrease of the internal pH as a result of phos- 

phorylation of glucose or the nonmetabolizable ana- 

logue 2-deoxyglucose; if this were the case, potassi- 

um efflux should have been observed with this 

glucose derivative, which is phosphorylated. The ef- 

flux of potassium appears to depend on a glucose- 

induced establishment of a membrane potential dif- 

ference; this may be inferred because when the cells 

were treated with DEAE-D, DHS and EB, these 

compounds induced a delayed response of glucose- 

dependent potassium efflux, approximately similar to 

that required for the establishment of a membrane 

potential, as shown by the use of the fluorescent 

cyanine DiSC,(3) [17]. However. it is possible that 

some other event related to metabolism of glucose 

may be involved. 

Regarding the requirement of glucose to observe 

the effects of the cationic agents tested. another pos-
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sibility was explored: a glucose-dependent increase of 

the negative surface charge. However, this possibility 
does not apply to all the cationic compounds tested, 
because when the surface charge was increased by 
EDTA treatment the effect of DEAE-D diminished, 

indicating that for this agent, other mechanisms are 

involved, although a cell surface increase should fa- 

vor DEAE-D binding over the entire cell surface, 

because of its cationic nature. On the other hand, 

the effect of this compound was greatly diminished 

by the presence of MgCl. Also, the presence of glu- 

cose did not appear to modify the negative surface 

potential of the cells (see below). 

Another likely explanation to reconcile these appar- , 

ently contradictory results may be that glucose pro- 

motes the accessibility of particular negative charges 

in the vicinity of potassium transporters, making 

them accessible to the cationic compounds, some of 

which have been shown to produce an effect upon 

the kinetics of ion transport {22}. Except for the case 

of DEAE-D, this was supported by the enhanced 

effects of the agents in the presence of EDTA, that 

promotes a generalized increase of negative surface 
charges. Differences of DEAE-D against DHS and 

EB could be attributable to differences in affinity for 

surface charges, or other factors involved in DEAE- 

D binding, perhaps due to its sugar nature. 

Measurement of the surface charge with 9-amino- 

. idine showed that, in fact, the different agents 

xd displaced this dye from the negative charges 

is the surface, but again, DEAE-D was the excep- 

lin. In the presence of glucose, the measurement of 

surface charge with this dye is difficult because the 

dye is taken up by the cells in the presence of glu- 

cose, as revealed by clear changes of its fluorescence 

during longer incubations (data not shown). How- 

ever, measurement of terbium ion binding can be 

taken as an indication of the surface charge of the 

cells, and it showed no differences in the presence or 

absence of glucose. Neither maximal binding of 
terbium, nor its dissociation constant were modified 
in the presence of glucose as compared with control 

cells. These results indicate that glucose does not 
promote any appreciable change in cell surface, 
but, as mentioned before, discrete changes in the 

vicinity of transporters which may not have been 

detected with our method cannot be ruled out. 
An additional finding of the experiments is that 

Tb'- did not appear to be significantly washed 

from the cells. and it is not transported into the cells 

(data not shown). This opens the possibility to use 

this cation to measure the negative surface charge of 

the cells under different conditions, in a similar way 

as has been used to measure its binding to biological 

molecules {19}. This procedure is currently under fur- 

ther study in our laboratory. 

Previous reports showed that cationic compounds 

like mercury ion [23] methylene blue [24], ethidium 

bromide {25] and some other compounds [26] in- 

duced an all-or-none effect in the cells, attributing 

potassium efflux to cell disruption. In this respect, 

it was confirmed that EB promoted cell disruption, 

but the rest of the cationic compounds tested, at the 

concentrations used, did not promote the disruption 

of the cells, as revealed by the amount of material 

absorbing at 260 nm as an indication of nucleotides 

leaking from the cells together with K*. Also, dis- 

ruption of the cells should have produced a leak of 
86Rb*, and no reversion of the effect on potassium 
efflux after washing should have been seen. More- 

over, glucose dependence of potassium efflux and 

the increase of cell pH induced by the treatment 
are inconsistent with this mechanism. In summary, 

of the cations tested here, only EB, in agreement 

with other authors {23-25], seemed to produce cell 

disruption. With this agent, as well as in the case of 

DHS and DEAE, another factor may be involved; 

that is, a competitive inhibition of Rb* uptake [27]. 

Potassium efflux, especially with DEAE-D and 

DHS, was found to be modified by changes in the 

osmotic pressure of the medium with several sugars, 
and no efflux could be produced when the cells had a 

diminished cell potassium content. This is important 

to note, in view of previous reports {5} ascribing to 
DEAE-D a selective disruption of the plasma mem- 

brane, leaving intact the internal membranes of the 

cells in the presence of sorbitol. This behavior of the 
cells was not confirmed in our experiments, which is 

interesting, and may be due to the strain of yeast 
cells used. 
DEAE-D, and DHS to a lesser extent, both in- 

duced potassium effiux through a mechanism appar- 
ently not related to the operation of a K7/H7- ex- 
changer, but to another mechanism that can produce 
the efflux of potassium ions. Several possibilities ex- 
ist, one of which could be the activation of an ion 
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channel [6]; however, from our results it is not evi- 

dent that a voltage-dependent potassium channel [7- 

11] may be activated as a result of binding or the 

effiux of K* produced by the cationic compounds, 

because no appreciable changes on membrane poten- 

tial were observed after binding. 
Perhaps the most interesting results were those ob- 

tained with terbium chloride, which are consistent 

with a stimulating effect of this cationic compound 
on a putative K*/H* antiporter [12,13] producing 

the extrusion of K* ions; this agent promoted po- 

tassiurn efflux concomitantly with cell acidification 
and had no appreciable effect on the membrane po- 

tential. None of the other cationic compounds tested 

showed this stimulating effect over a putative K*/H* 

antiporter. 

It is also important to point out that, except for 
EB, which produced the disruption of the cells, some 

specificity of the cation efflux system exists, since all 

other compounds produced a high efflux of K*, and 

only a very small one for ®°Rbt. 
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