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1. RESUMEN 

En este trabajo se caracterizó la saIida de potasio de la ievadura Saccharomyces 
cerevísiae inducida por los siguientes agentes catiónicos : bromuro de Etidio (EB), 
dihidroestreptomicina (DHS), cloruro de terbio (TbCi,) y DEAE-dextrán (DEAE-D). 

La salida de K+ promovida por estos agentes catiórucos requiere de un sustrato 
oxidable; es decir, el fenómeno no se observa en ausencia de un sustrato metabolizable 
como glucosa o etanol. Los análogos no metabolizables de la glucosa (2-desoxiglucosa o 
6~desoxiglucosa), o bien, los azúcares no metabolizables bajo las condiciones de los 
experimentos, no promueven la salida de potasio mas allá del control en ausencia de 
sustrato. 

Otra generalización respecto al efecto de estos agentes catlónicos es que requieren unirse 
a sitios con carga negativa en la superficie celular para promover la salida de potasio. Es 
decir, el efecto disminuye con la disminución de las cargas negativas de la superficie de la 
levadura. El aumento de la carga de superficie inducido por el tratamiento con EDTA, 
sin embargo, no indujo de manera general un aumento mayor de la salida de potasio. Esto 
probablemente se deba a las diferencias en afinidades de los agentes catiónicos por la 
carga de superficie. 

Se exploró la posibilidad de que los agentes catÍónicos utilizados promovieran la 
ruptura celular en poblaciones de células sensibles al tratamiento con estos agentes. 
Algunos de los resultados que esgrimimos en el sentido contrario de esta alternativa son 
principalmente la dependencia de sustrato para la salida de potasio, la reversibilidad del 
fenómeno después de lavar con cloruro de magnesio las células previamente tratadas y la 
incapacidad de los agentes, excepto el EB, para promover la salida de &6Rb i- en células 
previamente cargadas. En general, la reversibilidad del tratamiento con los agentes 
catiónicos indica que el fenómeno requiere la integridad de la membrana. 

En particular, el DEAE-D mostró una dependencia de la concentración interna de 
potasio para promover la salida de potasio de la levadura. Este mismo agente catiónico 
mostró que la salida de potasio que promueve, depende de la presión osmótica y pudiera 
estar activando alguna actividad de transporte sensible a la presión osmótica o 
mecanosensible. 

Por otra parte, el cloruro de terbio parece estar activando un sistema intercambiador que 
permite la saIida de potasio en intercambio por protones. 

Los agentes catiónicos empleados no mostraron efectos sobre el potencial de membrana 
y, en consecuencia, sobre ningún sistema sensible a cambios en el potencial de 
membrana 



H.SUMMARY. 

The effects offour stmctürally u,'''úeIated caticnic agents: ethiditL.'11 oromide (EB), DEAE
Dextran (DEAE-D), dihydrostreptomycin (DHS) and terbium chloride (TbCI,) were 
characterized for their ability ta promote potassíurn efflux from the yeast Saccharomyces 
cerevisiae. 

As a common rule, this catíoníc agents promote potassium effiux in a substrate
dependent manner, that is, no effect could be detected when glucose or ethanol was 
absent frem the incubation medium. AIso non metabolizable gIucose derivatives like 2-
deoxyglucose or 6-deoxyglucose, or any non assim.ilable carbohydrate, in our 
experimental conditions, could suppor:t !he efflux of potassium in the presence of the 
cationic agents io a leve} higher than the control in the absence of substrate. 

A second generalization regarding the effect of the catÍoruc agents tested upon the 
potassium effitL\: is the requisite of bindillg of the agents to discrete negative charges on 
the surface ofthe cell tor the phenomenom to occur. That is, the induced efflux of 
potassium dimipished when the negative surface charge diminished. On the contrary, not 
every increase due te EDTA treatment promoted an inerease in the efflux ofpotassium. 
This could be ascribed to dífferences in affinities ofthe cationic agents for the negative 
surface charges. 

The possibility that) as a result ofthe treatment with the cationic agents, the cells were 
penneabilized was explored. Arguments contrary to this statement are : fue dependency 
of the phenomenom on the presence of a substrate, the reversion ofthe phenomenom after 
washing fue eelIs with magnesium ch!oride and ilie inability afthe agents, except EB, to 
promote 86Rb'" efflux from cells preloaded with this cation. Except for EB, the 
reversibility afilie patassium efflux as a result ofilie washing offue cells wifu 
magnesium chloride indicated that the efflux of potassium induced by the catíonic agents 
was a membrane phenomenon and required its integrity. 

Regarding ¡he effeets ofDEAE-D, it showed to depend on fue internal potassium 
content and also on the osmotic pressure. DEAE-D effects point out to the activation of a 
mechanosensitive activity or to sorne transport activity activated by changes in osrnotic 
pressure. 

Terbium chloride appeared to activate an exchange of intemally contajned potassium 
and extemally located protons, like a K+/H-'- exchanger proposed by Peña and Ramírez 
(B. B. Acta, 1068:237-244,1991). 

In general, the cationic agents tested do not cause any appreciabIe changes in the 
membrane potential and, as a consecuence, in any transport system dependent on it. 
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m.INTRODVCCION 

HU. General. 

El potasio juega un papel central en la vida; todos los organismos 10 requieren; es por 
ello que la homeostasis del potasio ha sido objeto de extensos estudios para caracterizar 
su transporte tanto en células animales (Levitt, 1980) como en bacterias y 
microorganismos (Epstein y Laimins,1980) donde se han descrito muchas de sus 
características. 

En cuanto a los hongos, es Saccharornyces cerevísiae el organismo del cual se tiene más 
infonnación sobre el transporte de potasio (Borst-Pauwels,1981), aunque todavía no se ha 
llegado a un esquema cabal de los mecanismos de transporte, sus interacciones y 
regulación (Ramos et al., 1994; Gaber, 1992; André,1995). 

Como consecuencia de la actividad del transporte de potasio, el crecimiento de 
Saccharomyces cerevisiae es independiente de la concentración externa de potasio hasta 
valores muy bajos del orden de 2 a 4 ¡tM (Ramos et al.,1985; Rodriguez-Navarro y 
Ramos,1984). Con estas concentraciones de potasio externo las velocidades de 
crecimiento y el contenido interno de potasio (del orden de 130 a 150 mM) san cOnstantes 
lo que implica que el sistema de captación de potasio se tiene que adaptar para 
proporcionar una entrada neta casi constante de potasio (Ramos et al., 1994). 

Para mantener una cierta concentración interna de potasio, que no disminuye mas allá 
de 80 alOa mM aún a tiempos proIongados de ayuno (J. Ramírez, comunicación 
persona!), la contraparte de los sistemas de captación de potasio son sus sistemas de 
salida, de los cuales se conoce menoS respecto a su regulación y dependencia de la 
concentración interna, pH interno y/o potencial de membrana (André,1995). 

Los sistemas que permiten la salida de potasio consisten en un canal específico de 
potasio que funciona como un rectificador saliente (Kelchum et al., 1995; Reid el al., 1996; 
Lesage et aI.,1996; Zhou et al.,1995), previamente caracterizado electrofisiologicamente 
(Bertl y Slayrnan, 1992), un canal mecanosensible caracterizado de la misma manera 
(Gustin et al.,1988) y de cuya existencia no se tiene una evidencia molecular, así como un 
presunto antiportador K+/H+ del que se tiene evidencia fisiológica y molecular(Camarasa 
el al.,1996; Peña y Ramírez, 1991; Ramirez el al., 1996). Varios genes podrían ser 
candidatos para este antiportador y entre estos están: KHA1 (Ramírez et al., 1998) y 
NHA1 (Bañuelos et al.,1998). 

Respecto al requerimiento de energía, tanto el transporte de potasio como fa salida están 
acoplados a las fuentes de energía; es decir, el transporte está acoplado indirectamente a 
¡aH+-ATPasa (peña,1982; Peña,1976; Peña,1975) y la salida de potasio a través del 
canal de potasio rectificador saliente está acoplada a cambios en el potencial eléctrico de 
la levadura (Bertl y Slayman,1992; Ketchum et a1.,1995; Reid et al., 1996) y dependen de 
la presencia de un sustrato como glucosa o etanol (Peña y Ramírez, 1991). 

Adicionalmente, la homeostasis del potasio en la ievadura tiene repercusión en el pH 
interno de la célula (Calahorra et al., 1998) Y por contraparte una regulación inadecuada 
del pH celular tiene influencia sobre la concentración celular de potasio (Ramírez et 
al.,1998) y la continuacion del ciclo celular (McCusker et a1.,1987; Ramirez et a1.,1998). 
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Con el advenimiento de la secuenciación total del genoma de levadura y el a.TláIisis de 
las secuencias génicas, se han deducido más de 100 posibles proteínas con función de 
transportador (André,1995). Esto último hace necesaria la búsqueda de compuestos que 
pennitan discriminar y caracterizar estas actividades. En cuanto al estudio de los sistemas 
de salida de potasio, éste se ha abordado con el uso de compuestos catiónicos que 
promueven la salida de potasio de la levadura, de manera dependiente de energía (Borst
Pauwels, 1981; Peña y Ramirez,1991; Peña et a1.,1979). 

U1.2. Proteinas de transporte primario en. :\.20 levadura. 

El transporte primario se define como aquel transporte en el cual distintos tipos de 
energía se transfonnan en energía electroquímica en la forma de gradientes de iones o 
solutos; es decir, a todas aquellas formas de transporte manejadas por el ATP, poder 
reductor o la luz, entre otras, En este apartado sólo consideraremos al transporte primario 
asociado con la membrana plasmática. Aunque la H+ -ATPasa de la membrana plasmática 
de la levadura es una ATPasa del tipo P, se le considera en forma especial dada su 
importancia en la generación de los gradientes de iones y solutos y en ei control del pH en 
la levadura. 

UI.2.1. H'-ATPasas 

A partir de los estudios en los cambios de concentración de los nucleótidos de adenina 
inducidos por el transporte de potasio al interior de la levadura,. así como en el aumento 
del poder rooüctor (NADH), como consecuencia del mismo transporte, se pudo demostrar 
que existía en la levadura una ATPasa de protones (Peña et aL, 1972; Peña,1982; 
Peña, 1976). Dicha enzima al hidrolizar ATP y bombear protones al exterior genera un 
gradiente de potencial electroquímico de protones que es la fuerza necesaria para 
impulsar el transporte de otros iones o metabolitos al interior (Peña, 1976; Goffeau y 
Slayman, 1981). 

La H+-ATPasa es la principal bomba electrogénica de iones en los hongos y puede 
producir una diferencÍa de cuatro órdenes de magnitud entre las concentraciones externa e 
interna de protones (Gaber,1992). Además de proporcionar la energía para el transporte 
de nutrientes, también es el principal control del pH intracelular (Ulazewski et at,1987). 
Esta enzima es una proteína muy abundante que constituye del 20 al 40% de la proteína 
total de la membrana plasmática y constituye más del 90% del total de la actividad de 
ATPasa de la membrana plasmática (Gaber,! 992). 

La ATPasa de la membrana plasmática forma un intermediario covalente acil-fosfato 
COmo parte de su ciclo de reacción y tiene dos fonnas intermediarias fosforiladas (El y 
El), las cuales difieren en conformación (Goffeau y Slayrnan, 1981). Este tipo de enzima 
es denomínada ATPasa E j -E2 o tipo P, debido a que alterna entre las conformaciones El y 
E2 Y lleva a cabo una autofosforilación durante el transporte de iones (Gaber,1992), 

Anterior al cambio de confonnación de El a E2, la enzima une un protón y una 
molécula de ATP, y por un mecanismo desconocido, la energía química conter.ida en el 
enlace del ATP se transforma en energía mecánica para transportar a través de la 
membrana al protón previamente unido (Caber,1992). 
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El aislamiento del gene que codifica para la H+ ~ATPasa de levadura se logró por la 
deteccjón con anticuerpos de los productos de las genotecas de expresión Agtll y 
permitió la clonación de! gene PMAl de Saccharomyces cerevlsiae (Serra..T1o et aL i 986). 

Este mismo gene de Saccharomyces cerevisiae se aisló posteriormente por 
complementación de la mutación recesiva que causa resistencia al inhibidor el Dio-9 
(Ulazewski et al.,1987). PMAI está localizado en el cromosoma VIl, entre el 
centrómero y el gene LEUl con el cual está fuertemente enlazado (Serrano el al., 1986). 

El aislamiento del gene PMAl ha pennitido saber que la enzima, en su porción 
embebida en la membrana presenta de 8 a 12 cruces transmembranales, con los extremos 
amino y carboxilo tenninales localizados en el citoplasma (van der Rest et al.,1995). 
También se han detectado los motivos, en la secuencia de aminoácídos, que están 
altamente conservados y seha establecido la importancia de los mismos en el 
funcionamiento de la ATPasa. El residuo de glutamato 232 en el motivo TGES se 
requiere para la hidrólisis del intermediario fosforilado de la enzima; la treonina en el 
mismo motivo está involucrada en la unión del vanadato (van der Rest et a1.,1995). El 
aspártico 378 en el motivo CSDKTGTse requiere para la formación del íntennediario 
catalítico fosforBado y es esencial en el bombeo de protones (van der Rest et a1..1995). La 
lisina 475 en el motivo KGAP y el aspártico 534 en el motivo DPPR también se requieren 
para la formación del intermediario acil-fosfato (van der Rest et al.,1995). 

Respecto a la regulación de la actividad de la ATPasa se sabe que lleva a cabo cambios 
drásticos en la actividad dependiendo principalmente de dos factores: la glucosa y el pH 
ácido. El metabolismo de la glucosa aumenta de manera reversible la Vmax por un factor 
de 3 y disminuye la Km de un valor de 1.5-2 mM a 0.3-0.6 mM, aumentando el pH de 
máxima actividad de 5.6 a 6.7 (Serrano,1983). En relación al pH, la actividad aumenta a 
pH más ácido y se puede inferir que el efecto combinado del pH y la glucosa definen la 
homeostasis dei pH, dado que el metabolismo de la glucosa causa acidificación 
intracelular (Serrano,1991). 

En Saccharomyces cerevisiae se ha descrito un segundo gene de ATPasa, el PMA2, el 
cual presenta un 90% de ídentidad en sus aminoácidos con PMA1; dicho gene 
probablemente corresponda a otra isoforma de la ATPasa y su expresión es irrelevante 
para e[ crecimiento de la levadura, ya que no se expresa en condiciones normales de 
crecimiento (Serrano,1991). 

H!.2.2. Bombas de 1l:ones. 

Como resultado de la secuenciacion del genoma de la levadura se tiene conocimiento de 
que al menOs 30 genes diferentes tienen homología de secuencia con genes que codifican 
para actividades de bombas de iones (André, 1995). En este apartado sólo se consideran 
aqueUos genes que se sabe están asociados con actividades localizadas en la membrana 
plasmática. 
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nl.2.2.1. Transportadores ABe. 

La secuenciación dd genoma de la levadura permitió identificar por estudíos de 
comparación de secuencias al menos 18 genes díferentes homólogos a la familia ABe (o 
cassette de unión del A TP). Estos genes pertenecen a dos grupos: los que tienen una copia 
de las unidades estructurales TM6-NBF o NBF-TM6 o los que tienen dos copias de estas 
mismas unidades estructurales (André,1995). Se sabe que los miembros de esta familia de 
transportadores están altamente conservados entre las especies, desde los 
microorganismos hasta ei hombre (Balzi y Goffeau,1994) y están relacionados con la 
salida de ATP la que activa canales de el- en las células. En Saccharomyces no se ha 
identificado todavía la localización de los productos de tales genes, aunque se ha podido 
caracterizar la salida de A TP de la levadura dependiente de glucosa, no se ha podido 
atribuir a productos génicos de la familia ABC. El miembro mejor caracterizado de la 
familia ABe en levadura es la proteína Ste6p, localizada en la membrana plasmática y 
que promueve la secreción de la feromona a (André,1995). Otros genes caracterizados en 
la levadura son SNQ2 y PDR5 que confieren resistencia inespecífica a drogas (Balzi y 
Goffeau,1994). . 

1H.2.2.2. ATPasas tipo P. 

Entre las ATPasas tipo P que han sido asociadas con la membrana plasmática están los 
productos de los genes PMR2IENA1, ENA2, ENA3 Y ENA4 (André,1995). El gene 
PMR2/ ENAl es parte de un agregado de 4 genes contiguos ENAl,ENA2,ENA3 y 
ENA4, los cuales están en el cromosoma IV (André,1995; Haro et aL,1991). El gene 
PMR2IENAl se clonó por su capacidad para complementar la sensibilidad al Lt de una 
cepa con baja capacidad para expulsar a este catión. La interrupción del gene generó una 
cepa defectuosa en la salida de Na +, Lii- Y probablemente K+ y sensible al pH alcalino 
(Haro et al.,1991). 

UI.3. Proteínas de transporte secundario en 1a levadura. 

En el transporte secundario la energía para la traslocación de un soluto está dada por los 
gradientes eléctricos o químicos de otros salutos O iones. Estos gradientes 
electroquímicos se generan por los sistemas de transporte primarío dependientes de A TP 
(van der Res! et al, 1995). A los transportadores secundarios se les puede clasificar como 
uniportadores, simportadores , antiportadores y canales dependientes de potencial 
eléctrico. En este apartado se les considera en dos grupos dependiendo de la 
direccionalidad del transporte de iones. 
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H1.3.1. El transporte de pútasiu en la levadura. 

Aquf sólo consideraremos el transporte de potasio como un ejemplo de transporte 
secundario. 

La sahda de protones por la ATPasa requiere la entrada de un contraión con el fin de 
lograr la electroneutralidad. Esto se logra por la operación de un sistema uniportador que
transporta el potasio al interior (Conway y Duggan, 1958). Dicho uniportador tiene una 
mayor capacidad de discriminación por el potasio sobre e.I mbidio j sodio y magnesio para 
los cuales tiene las afinidades relativas de 2, 4 Y 3 respectivamente{Conway y 
Duggan,1958). El transporte de potasio está acoplado sólo indirectamente al 
funcionamiento de una ¡(-ATPasa y se lleva a cabo con una estequiometría de IR': lK". 
En medios carentes de amonio y sodio, fue posible expresar dos sistemas para el 

transporte de potasio en Saccharom~vces cerevisiae, con diferente sensibilidad a CCCP 
(carbonil metacloro cianuro fenil hidrazona) y a la disminución de A TP. Estos 
transportadores mostraron ser de alta afinidad (Km 24 flM) Y baja afinidad (2 mM) 
(Rodríguez-Navarro y Ramos,1984). Adicionalmente se obtuvo una mutante que carecía 
del componente de alta afinidad (trkl) lo que le impedía crecer en medio con bajo nivel 
de potasio (Ramos el a1.,1985). La eliminación del gene TRKl permitió concluir que este 
gene codifica para un transportador de alta afinidad y que la diferente afinidad por el 
potasio no se debía a diferentes especies de un mismo transportador, sino que reflejaban 
la existencia de dos trausportadores (Gaber, 1 992). Con la obtención de cepas trkl!;, fue 
posible identificar geneticamente al gene del transportador de baja afinidad o TRK2 (Ka y 
Gaber, 1 991 ). 

La eliminación de los genes TRKl y TRK2 permitió la identificación de dos genes que 
complementan el defecto del transporte de potasio en la doble mutan!e trklt. trk2!;. El 
análisis de secuencia de estos genes reveló que son altamente homólogos con los 
transportadores de galactosa y glucosa codificados por GAL2 y HXTl ~2) por ID que se 
postuló que son transportadores de azúcares dependientes de potasio (van der Rest et 
a1.,1995). 

Los estudios ctnéticos del transporte de potasio en la levadura han demostrado que la 
entrada de potasio se lleva a cabo por medio de un sistema de traslocación multisitio. Este 
sIstema tiene tres sitios para el potasio que son: el sitio del sustrato, el sitio modificador 
(Annstrong y Rothstein, 1 967; Borst-Pauwels, 198 j)y el sitio de activación (Borst-Pauwels 
et al.,1971). La unión y/o desplazamiento de los caüones de estos sitíos da como 
resultado desviaciones de la cinética de Michaelis-Menten (Borst-Pauwels, 1981). En 
cualquier caso, la cinética de transporte de cationes monovalentes se afecta por el 
potencial de superficie (Borst-Pauwels, 1981). Los cationes polivalentes aumentan la 
constante de disociación del Rb + para el sitio del sustrato y para el sitio de activación, 
porque los cationes polivalentes disminuyen el potencial de superficie negativo haciendo 
un efecto de apautallamiento de los grupos con cargas negativas (Borst-Pauwels, 1 98 1). 
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m.3.2. Salida de potasio de la levadura. 

La salida de potasio de la levadura es un fenómeno dependiente de energía que se 
presenta de manera independiente a la entrada de potasio a la célula, porque funciona 
normalmente en células carentes del sistema de captación de potasto de alta afinidad o 
TRKl (Peña y Ramírez.1991). Es decir, la entrada y la salida de potasio no dependen del 
mismo transportador. 

De las proteínas involucradas en la salida de potasio, sólo se tiene evidencia molecular 
de un canal rectificador saliente específico para potasio. Este canal ya se había detectado 
por los registros realizados con la técnica de fijación de voltaje o patch-clamp (Bertl y 
Slayrnan, 1992; Gustin et al., 1986). Con esta técnica se demostró que las corrientes 
especificas de potasio de 20 pS registradas en células enteras y en segmentos 
membranales outside-out, se inducían en respuesta a la despolarización de la membrana 
y se bloqueaban por inhibidores de canales de potasio como tetraetilamoruo y cloruro de 
bario (Gustin et al..1986). 

Este canal sensible al potencial se expresó en ovocitos de Xenopus laevis y mostró ser 
un rectificador saliente (Ketchum et al.,1995; Reid et al.,1996; Lesage et al., 1 996) El 
gene que codifica para este canal ha sido denominado TOKl (Ketchum et al.,l 995), 
DUKl (Reid et aL,1996), YORK (Lesage et al., 1996) o YKC1 (Zhou et a1..1995). La 
eliminación de este gene no interfiere con el crecimiento mitótico, por lo que se propone 
que otro gene pudiera compensar la falta de DUKl (Reid et al., 1996). Las propiedades 
farmacológicas y de regulacíón de YOR,.X indican que las corrientes se bloquean con 
bario y quinina desde dos sitios con afinidades diferentes y el bioqueo con tetraetilamonio 
sólo se realiza desde un sitio (Lesage et aL, 1996), Adicionalmente, este canal presenta 
duplicación del dominio de poro (Ketchum et a1.,1995; Reid et al.,1996; Lesage et 
al.,] 996) Y su eliminación no afecta la conductancia de 40 pS también presente en la 
membrana (Zhou el aL, 1995). 

Además del canal descrito anteriormente, existe otro en la membrana plasmática que 
conduce tanto cationes como aniones de manera sensible al estiramiento de la membrana. 
Esta actividad mecanosensible se ilLnibe por gadolinio y es insensible al tetraetilamonio 
(Gustln et al.,1988). Uno de los papeles fisiológicos atribuídos a este canal es la 
regulación osmótica lo que se logra por el aumento de la conductancia a sales (Gustin et 
al., 1988). La eliminación del canal dependiente de potencial (Tokl p) indica que ambos 
canales están codificados por genes diferentes (Zhou et al., 1995). 

Otras proteínas involucradas en la salida de potasio de la levadura pudieran ser la", 
codificadas por los genes KHA1 (Ramirez et a1.,1998) y NHAl(Bañue1os et al.,1998), las 
cuales tienen función de intercambiadores. En el primer caso la evidencia fisiológica 
indica que se trata de un intercambiador K+/ft, ya que la mutante khal acumula mas 
potasio y presenta un pH interno mas alto que la contraparte silvestre y se le ha atribuído 
un papel fisíológico en la regulación del pH en condiciones de alta conc.entración interna 
de potasio (Ramírez et a1.,1998). El gene KHAl presenta similitud de secuencia del orden 
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de 24% con NAP1, un intercambiador K+fl-l.+ de Enterococus hirae y una menor slmilitud 
con KEFC de Eschenchia coli (Ramírez et al., 1998). Por su parte NHA 1 se ha reportado 
como un intercambiador Na + II-t con menor selectividad por el potasio que por el sodio 
(Bañuelos et al" 1998). 

n1A. Salida de potasio inducida por moléculas catiónicas. 

Los colorantes catiónrcos han sido objeto de estudio por sus interacciones con 
moléculas y estructuras celulares (Peña et aL, 1979). En la levadura se ha propuesto que 
para que los colorantes catiónicos interactúen con los componentes celulares, primero 
tienen que hacer contacto con la superficie celular y probablemente requieran introducirse 
a la célula (Armstrong,1958), aunque también se ha reportado que cambios en el potencial 
de superficie tienen influencia sobre las actividades enzimáticas de transporte, 
dependiendo de la carga del ion a transportar, de los mecanismos de transporte y de la 
magnitud del potencial de superficie (Borst-Pauwels,1981; Borst-Pauwels y 
Theuvenet, 1984; Roomans y Borst-Pauwe1s, 1978; Roomans y Borst-Pauwe1,1979). 

A este respecto, se ha reportado que el bromuro de etidio se introduce a la levadura por 
el transportador de potasio (peña et al.,1980), de ll.."1a manera dependiente de energía; 
donde se concentra mas de 1 00 veces (Peña y Ramirez,1975). El hecho de que el 
bromuro de etidio interactúe con el transportador de potasio se dedujo de la cinética de 
inhibición competitiva que este colorante presenta por el potasio para la entrada (Peña y 
R<L."11írez,1975). Adicionalmente, se sabe que en Kluyveromyces lactis la resistencia de 
esta levadura al hromuro de etidio correiaciona con el defecto de la misma cepa para 
internar al potasio (Brunner et al., 1982). 
Se ha reportado que otros colorantes catiónicos también interfieren con el transportador 

de potasio, ya que presentan competencia para el transporte de 86Rb + entre ellos: azul de 
metileno, safranrna y acriflavina (Peña et aL, 1979). Sb embargo, la salida de potasio de 
la levadura no se explica por la interferencia de las moléculas catiónicas con el 
transportador de potasio, ya que se presenta en mutantes trkl (Peña y Ramírez, 1991). 

De manera general, las moléculas catiónicas disminuyen su efecto de promover la 
salida de potasio cuando en el medio hay Ca2

-'- o cationes monovalentes, presentando 
diferencías en el grado de inhibición, que derivan de las afinídades con las que se unen los 
compuestos catiónicos a los sitios con carga negativa de la superficie (Peña y 
Ramírez,1975; Peña et al.,1979; Ei1am,1983). 

En algunos casos se ha observado que la salida de potasio promovida por compuestos 
catiónicos induce una entrada de ci+ (Eilam, 1983), aparentemente porque la salida de 
potasio es de tipo electrogénico y esta energía se utiliza para el transporte de glicina y los 
cationes divalentes, Ca2

+ y Mn2
+ (peña,1978). 

Otros ejemplos de compuestos catiónlcos que promueven la salida de potasio de la 
levadura son algunos inhibidores de la ATPasa como: Dio-9 (Borst-Pauwe1s el al.,1983; 
Dufour et al.,1980; Foury el al.,1977), mieonazo1 (Borst-Pauwe1s el al.,1983; Dufour et 
a1.,1980), suloetidi1 (BorSl-Pauwe1s el al.,1983), dieiclohexí1 earbodiimída (Borst
Pauwe1s et al., 1983; Dufour et al., 1980), dieti1stilbestro1 (Borst-Pauwe1s et a1.,1983), 
trifeni1 estaño (Borst-Pauwe1s et al.,1983), y octi1arnino éster (Dufour el al., 1980). Con la 
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fll?OTESlS 

La salida de potasio de la levadura Saccharomyces cerevísiae es un fenómeno 

ticausal que se activa por compuestos catíónicos no relacionados estructuralmente. 

caracterización de la saHda de potasio de la levadura inducida por una serie de 

mpuestos catiónicos no relacionados estructuralmente pennitiría, en primera inStfu'lcla, 

)nocer las condiciones en las que se da la salida y tambien daria luz sobre el tipo de 

cansportadores involucrados en el fenómeno. Adicionalmente, el conocimiento de las 

interacciones de los compuestos catiónicos con las levaduras nos permitiría contar con 

una serie de compuestos con los cuales evaluar la relevancia fisiológica de los 

transportadores en el control de la homeostasls del potasio. 
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v. OBJETIVOS: 

General: 

Caracterizar la salida de potasio de la levadura inducida por el tratamiento con 

compuestos catJónicos; con el fin de tratar de plantear generalizaciones y/o la mecanica 

del fenómeno. 

Particulares 

Q Determinar el efecto que diferentes valores de carga de superficie tienen sobre la 

salida de potasio inducida en levaduras por el tratamiento con compuestos catiónicos. 

1;) Determmar la salida de potasio inducida po:- compuestos catiónícos en presencia o 

ausencia de glucosa y análogos no metabolizables de la glucosa. 

o Determinar la salida de potasio inducida por compuestos catiónicos a diferentes 

valores de contenido interno de potasio. 

~ Determinar los cambios en el pH interno, bombeo de protones y potencial de 

membrana por el tratamiento con compuestos catiónicos. 

o Determinar el efecto que cambios en la presión osmótica tienen sobre la 

salida de potasio provocada por los agentes catiónicos empleados. 
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Vi. MATERIALES Y METO DOS. 

V!I.1. Cepa y condiciones de cuUñvo: 

Se utilizó una cepa de levadura Saccharomyces cerevisiae aislada a partir de una 

colonia de la levadura comercial La Azteca. Las células se cultivaron a partir de 25 mI de 

un precuitivo de 24 horas, el volumen final del medio de cultivo fue 500 mL El medio de 

cultivo utilizado para el precultivo y el cultivo fue YPD (2% de glucosa, 2% de peptona y 

1 % de extracto de levadura). El medio de cultivo inoculado con los 25 mI del precultivo 

se dejó crecer por 24 horas en una mesa de agitación a 250 rpm y a 30°C de temperatura 

Las células se cosecharon centrifugando 10 minutos a 4,000 rpm en un rotor GS3, en 

una centrífuga Sorvali Re-SB con temperatura controlada. El paquete conteniendo las 

células, se colectó y se resuspendió en agua destilada dos veces, para después 

re suspenderlo al 10% Y ayunarlas por 14 horas en la misma mesa de agitación. 

Posteriormente, las levaduras se colectaron por centrifugación y el paquete celular se lavó 

en agua destilada para volver a centrifugarlas y resuspenderlas. Al final se resuspendieron 

a una relación de 0.5 g de células/mI y se mantuvieron en hielo para usarlas en el curso 

del mismo día. 

VI.l. Determinación del potasio externo. 

Los cambios en la concentración de potasio externo se registraron en fenna continua 

utilizando un electrodo selectivo para potasio (Orion Research 9319), conectado a un 

analizador de iones (Beckrnan selection 2000). Los datos se capturaron utilizando un 

software especialmente diseñado para el laboratorio por el Ing. W. Martínez. Las 

determinaciones se realizaron en 10 mI de un medio que contenía 2 mM de Mes-TEA, pH 

6.0, 10 mM de glucosa y 25 mg de levaduras frescas. En algunos casos, las 

determinaciones se hicieron con variaciones en la composición del medio que se indican 

en los pies de figura. Durante el experimento la celda se mantuvo siempre a 30°C y con 

agitación continua. 
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VL3. Bombeo de protones. 

La determinacion de la actividad de la bomba de protones se realizó registrando 

continuamente los cambios en la concentración extracelular de protones utilizando un 

electrodo de pH (Cole Parmer 60648) conectado a un analizador de iones Beckman 

selection 2000. Los datos se capturaron utilizando un software especialmente diseñado 

para el laboratorio. El medio y las condiciones de incubación fueron las mismas que las 

descritas en el apartado anterior. 

V1.4. Determinación del pH intracelular. 

Este parámetro se determinó siguiendo los cambios de fluorescencia de la piranina (ácido 

8-hidroxi-l ,3,6-plren-tiosulfónico) introducido por electroporación (Peña et al., 1995). La 

electroporación se llevó a cabo utilizando un electroporador Bio-Rad Gene Pulser, con un 

controlador de pulsos, usando una mezcla de 0.7 mI de la suspensión celular mas 20 ¡.tI de 

piranina 100 rn'fl,1. Para la electroporación se aplicó un pulso de 1,500 Va una 

capacitancia de 25 ¡..tF Y una resistencia de 200 0.. Después del pulso de 3 mseg 

aproximados de duradón, las células se centrifugaron por 10 seg en una microfuga 

Beckman y se lavaron tres veces; posterionnente se resuspendieron en agua a su 

concentración original de 0.5 g/mI. Los cambios de fluorescencia a 460-520 nm se 

siguieron en un espectrofluorómetro DMX-IOOO (SLM instruments, Urbana, Tll.). Durante 

las detenninaciones la celda se mantuvo a 30°C. 

VL5. Estimación de! potencia! d.e membrana. 

El potencial de membrana se estimó siguiendo los cambios de fluorescencia de 0.25 ¡..tM 

de la cianina DiSC3 (3) (ditiacarbocianina, Molecular Probes) (Peña et a!., 1984). Los 

cambios de fluorescencia a 540-590 nm se siguieron en un espectrofluorómetro DMX

JODO (SLM Instruments), manteniendo la celda a 30'C. 25 rng de células se incubaron en 

50 mM de glucosa, 10 mM MES-TEA pH 6.0, 1 O ~M de pentaclorofenol y 10 mM de 

CaCI,. 
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VI.6. Transporte de rubidio. 

Estos experimentos se llevaron a cabo como sigue: 50 mg de células frescas se incübaron 

en 1 mI de un medio que contenía amortiguador MES-TEA 5 mM, pH 6.0, glucosa 50 

mM y diferentes concentraciones de "Rb+ desde 50 ~M hasta 20 mM. A los 15, 30 Y 45 

segundos y al, 2, 4 Y 8 minutos se retiraron alícuotas de 100 ¡.tI para filtrarlas a través de 

un filtro Millipore de 0.45 ¡.tm de diámetro promedio de poro. Los filtros se lavaron dos 

veces con 20 mM de KCl y después Se dejaron al aire para secarlos. La radiactividad se 

midió en un contador de centelleo Beckman LS6500. Las velocidades iniciales se 

obtuvieron de las gráficas de concentración de rubidio transportado contra tiempo. Los 

experimentos de inhibición se llevaron a cabo como se describió previamente, sólo que al 

medio de incubación se le adicionó 50 ~M EB, 50 ~M DHS, 50 flg DEAE-Dextrán o 20 

,uM de cloruro de terbio además del resto de los componentes del medio de incubación. 

VL7. Determinación de la carga de superficie. 

La determinación de la carga de superficie se hizo de acuerdo Con el método de 

Theuvene1 el al. (1984). Se adicionaron 2 flM de 9-aminoacridina a un medio que 

contenía 2 mM de bulIer MES-TEA pH 6.0, 1 ~M de antimicina A, diferentes 

concentraciones de cada uno de los compuestos catiónicos (de 1 a 100 ¡.tM) )' 25 mg de 

levaduras frescas. Las células se mezclaron con el medio de incubación y se centrifugaron 

inmediatamente después por 10 seg en una microfuga. Los sobrenadantes se colectaron 

para la detenninación fluorométrica de la 9-aminoacndina a 400- 454 run. La carga de 

superficie se calculó por la diferencia después de detenninar el residual obtenido por el 

tratamiento con 10 mM de cloruro de magnesio. A partir de las curvas de unión de la 9-

arninoacridina cor.tra la concentración del compuesto catiónico se determinó la 

concentración del compuesto catiónico que inhibe el 50% de unión de la 9-aminoacridina. 

VI.8. Carga de las levaduras con 86Rb: 

6 gramos de levaduras frescas se diluyeron al 10 % p/v con una solución de glucosa 10 

mM y 3 x 106 dprn de 86Rb + IOOrnM. La mezcla de incubación se transfirió a tubos 

Faleon y se incubaron durante 24 horas a 4°C con agitación continua. Después de este 
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tiempo las células se centrifugaron y se lavaron dos veces con agua destilada, para 

después resuspenderias al 50 % p/v para usarlas en experimentos de salida de 86Rb +. 

VL9. Determinación de la saErl.n de 86Rb +: 

Para determinar la salida de 86Rb + se utilizaron células que previamente habían sido 

cargadas con este catión. 50 mg de células previamente cargadas con 86Rb se incubaron 

en 1 mI de un medio que contenía amortiguador MES-TEA 5 mM, pH 6.0 Y glucosa 50 

mM, con o sin cada uno de los compuestos catiónicos siguientes: 50 [.tM de cloruro de 

terbio, 50 ¡.tM de DHS, 50 ¡.tM de EB o 50 ¡.tg de DEAE-dextrán. Después de incubar 5 

minutos a 30°C, se retiraron alícuotas de 100 ¡lI de muestra y se filtraron a través de un 

filtro Mtllipore de 0.45 !lM de diámetro promedio. Los filtros se lavaron dos veces con 

KCl 20 mM, se les dejó secar al aire y después se procedió a medir la radiactividad con 

un contador de centelleo Beckman LS6500. La salida de 86 Rb + se determinó después de 

restar la radiactividad residual de las células control sin el compuesto catiónico los 

valores de los filtros que contenían las células tratadas con los diferentes compuestos 

catiónicos. El contenido de 86Rb"- en el control sin tratar permaneció sin cambio aún 

después de 30 minutos de incubación. 

VI.IO. Determinaciones de la fijación de terbio: 

Las determinaciones de la unión de terbio, así como de la máxima unión de terbio y las 

constantes de disociación se hicieron midiendo bis concentraciones libres de terbio 

remanentes después de la incubación de las células. La incubación se realizó de la manera 

siguiente: 25 mg de células frescas se depositaron en 5 mI de un medio que contenía 5 

mM de MES-TEA, pH 6.0, diferentes concentraciones de cloruro de terbio desde 2 ¡.tM 

hasta 30 ¡lM. Las células se incubaron por un minuto y después se centrifugaron, 

recolectando el sobrenadante para las determinaciones de terbio. El catión se midió 

después de agregar a las alícuotas del sobrenadante 20 ¡lM de ácido dipicolír.ico en 5 mM 

de MES-TEA pH 6.0 a un volúmen final de 5 mI. Los cambios de fluorescencia se 
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VE. RESULTADOS 

VII.!. Efectos de Hos dñstintos compuestos catiónicos sobre na salida del potasio de na 
levadura. 

Los primeros experimentos se encaminaron a establecer comparaciones en la 

capacidad de los agentes más comunmente utilizados por otros autores para provocar la 

salida del K+. Como puede verse en la figura 1, la salida del potasio promovida por los 

compuestos catiónicos DEAE-dextrán(DEAE-D), clomro de terbio (TbCh), 

dihidroestreptomicina (DHS) y bromuro de etidio (EB) requiere la presencia de glucosa, 

hecho que ya habí,"~ reportado Peña y Ramírez (1991). Respecto a la salida de potasio 

promovida por el terbio, parece ser que el tamaño atómico de este catión que es 

semejante al del Ca2
+ (Hughes,1981) y su reactividad semejante frente a diferentes 

ligandos (Hughes,1981), pudieran explicar la sustitución del Ca2
+ por el Tb3

+, con la 

concomitante liberación del ci+ de la superficie. Barba-Behrens et aL (1990) ha 

propuesto que los grupos guanidio contenidos en la fracción estreptidina de la DHS, 

pueden ñjar calcio, además de que pudieran unirse a los sitios con carga negativa en la 

superficie celular. 

Las levaduras, al ser colocadas en el medio mostraron una salida muy rápida de K+, 

tanto en presencia corno en ausencia de glucosa; sólo que en presencia del sustrato lo 

recapturan rapidamente (figura 1 A vs figura 1 B). En presencia de glucosa y los 

compuestos catiódcos antes citados, no se produjo recaptura de K+ por las levaduras, sino 

un aumento constante en su salida. Este comportamiento no se observó cuando en el 

medio no había glucosa o etanol (no ilustrado). 

Los resultados de Peña y RamÍrez (\991), para el caso del Tb3
+, mostraron que la 

salida se inhibió en presencia de sales de M¡(+ y de Ca2
+ en el medio de crecimiento. De 

igual manera, cuando se suplemenla al medio YPD (de bajo contenido de sales) con 

Mg2
+ o Ca2

+ tampoco se observó la salida de potasio. Tal situación parecería indicar que 

la carga de superficie negativa del exterior de la célula participaba en la mediación del 

efecto de salida de potasio causada por la presencia de los compuestos catiórucos en el 

medio. Al respecto, Elferink y Booij (1975) reportaron que el EDTA intensifica el efecto 
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de los compuestos catiónicos sobre la salida de potasio de la levadura. La explicación de 

tal comportaIlliento parece ser el aumento de la carga negativa en la superficie de la 

levadura, generada por la formación de complejos de ci+ y Mg2
+ con el EDTA. Por tal 

motivo se decidió investigar si el aumento de la carga de superficie inducida por el EDTA 

también afectaba de la misma manera la salida de potasio de la levadura inducida por los 

compuestos catiónicos utilizados por nosotros. Nuestros resultados (figura 2) concuerdan 

parcialmente con lo reportado previamente (Elferink y Booij,1975), en el sentido de que 

no todos los agentes se comportaron igual, sino que se observaron tres tipos diferentes de 

efectos de los compuestos catiónicos en presencia del EDTA: 

(1 Se inhibió totalmente el efecto de salida de potasio inducido por TbCb. 

e Se encontró una inhibición parcial y en algunos casos total (no mostrado) del efecto 

inducido por el D EAE-dextrán. 

G Se produjo un aumento del efecto de salida de potasio inducidos por EB y DHS. 

Debe señalarse que el EDTA por sí mismo induce una pequeña salida de potasio de 

la levadura, la cual pudiera atribuirse al equilibrio ácido-base del EDTA que en su fonna 

de ácido libre genere los protones que se unan a los sitios de activación del transporte de 

potasio; trayendo como consecuencia la inhibición de la recaptura del potasio por la 

levadura (Borst-Pauwels et al.,1971). Es también posible que el agente quelante remueva 

de la superficie de la levadura principalmente los cationes divalentes que se requieren 

para dar mayor estabilidad a la membrana de la célula. 

Sin embargo, el aumento de la salida de potasio que el EDTA produjo en presencia de 

EB y DHS en ningún caso fue acumulativo. Es decir, se produjo un incremento abrupto 

en la salida de potasio y, en algunos casos, hubo desaparición del retardo que se observa 

con EB y DHS (esto último no mostrado en la figura 2). 

El hecho de que el EDTA no intensificara el efecto del TbCh, a pesar de que aumenta 

la carga negativa de la superficie, nos llevó a realizar experimentos de conductividad para 

discriminar si estaba ocurriendo algún tipo de interacción del Tb3
+ con el EDTA, y aÚn 

entre el DEAE-D yel EDTA, que disminuyeran la disponibilidad del TbC13 y del DEAE

D como efectores de la respuesta de salida de potasio. Los resultados que se muestran en 
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la tabla 1, son congruentes con la existencia de interacciones Tb3+-EDTA y DEAE-D

EDTA; ajüzgar por la disminución de ia conductividad de! TbCb y el !JEAE-D en 

presencia del EDTA. Nuevamente, si se revisan los datos de la tabla 1, observamos que a 

mayor disminución de la conductancia corresponde una mayor inhibición de la salida del 

potasio; es decir, que el TbCb, cuyo efecto sobre la salida del potasio disminuyó más, en 

presencia de EDTA, interactúa más con e1 EDTA, Y el DEAE-D que se bloquea 

parcialmente por el EDTA, interactúa menos con éste. Inferimos de estos resultados que 

es necesaria la presencia de una entidad química en" libre como efectora de la respuesta 

de salida de potasio y que al disminuir ésta, disminuye el efecto. 

vn.2. Posible permeabilización de la levadura por los compuestos catiónicos. 

Peña y Ramírez (1991) señalan que el hecho de que los compuestos catiónicos 

induzcan la salida de potasio de una manera dependiente de energía, indica que se 

requiere la integridad de la célula y sus funciones metabólicas durante la salida de 

potasio; aunque apuntan que no se puede descartar que los compuestos catiórucos 

provoquen la lisis celular liberando el potasio celular al medio. Otros autores como 

Passow el al. (1959), Passow y Rothslein (1960) y Massart el al. (1947), al referirse al 

efecto de los compuestos catiónicos sobre la salida del potasio de la levadura, señalan que 

se trata de lL."1 proceso de todo o nada en el que está involucrada la ruptura celular. Por 

esta razón quisimos investigar si los compuestos catiónicos que utilizamos, estaban 

provocando la lisis celular; tomando como criterio de ruptura celular la detección de 

material que absorbiera a 260 run (fundamentalmente nuc1eótidos), que saliera por efecto 

del tratamiento con los compuestos catiónicos. 

Los resultados que se presentan en la tabla 2 muestran que de los cuatro compuestos 

utilizados, el DEAE-D promovió una mayor salida de material que absorbe a 260 run, y 

que la salida representaba una proporción importante del valor obtenido con el detergente 

CTAB a una concentración de 200 ¡.tM, el cual rompe las células. No obstante, es 

necesario señalar que el DEAE-D no fue, a la misma concentración utilizada, el 

compuesto que más potasio celular liberara (figura 1). Este experimento muestra la falta 

de correlación entre la liberación de potasio celular y la liberación de material que 
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absorbe a 260 run. Es importante señalar que la DHS tampoco mostró una correlación 

entre la magnitud del potasio que saca y la magnitud del materiai que absorbe a 260 nn:. 

liberado; es decir, aunque indujo la salIda de 30 ± 2.5 ~M de potasio (figura 1 y tabla 3), 

produjo la salida de una cantidad pequeña de material que absorbe a 260nm (Tabla 2). 

Debe señalarse qt:e en este experimento no se incluyó al EB, porque absorbe luz a 260 

nm. 

El compuesto más interesante en este sentido, es el TbCi), que a pesar de producir la 

salida del potasio intracelular, no mostró ningún efecto sobre la salida de material que 

absorbe a 260nm (Tabla 2). 

VH.3. Liberación del caldo epicclular. 

En vista de que los compuestos catiónicos, a juzgar por los resultados anteriores, 

indujeron la liberación del potasio de una manera relacionada con la carga de superficie 

negativa; quisimos investigar si las variaciones en la carga de superficie estacan 

relacionadas con variaciones en los niveles del calcio extracelular, ésto en vista de que la 

remoción de calcio extracelular está relacionada con la estabilidad de la membrana. Para 

tal efecto, medimos los niveles de calcio extracelular con un electrodo especítlco de 

calcio, en las mismas condiciones en que se da la liberación del potasio celular. 

Los resultados consignados en la tabla 3 yen la figura 3 muestran claramente que tanto 

la DHS como el TbC13 provocaron cambios en la concentración del calcio extracelular, 

con una cinética de libera ción rápida que se manifiestaba de una manera independiente 

de la presencia del sustrato (glucosa). Esto nos podría hacer pensar que los cambios 

inducidos por el TbCh y la DHS se debieran a la remoción del calcio epicelular; es decir, 

que tanto la DHS como el TbCl" aún a bajas concentraciones (l a 5 ~), disminuyeran la 

afinidad del calcio por sus sitios de unión en la superficie celular externa, o bien 

sustituyan a éste de sus sitios de fijación a la membrana. El DEAE-D, por el contrario, y 

como se ve en la figura 3, no produjo la remoción del calcio epicelular, ni en presencia ni 

en ausencia de sustrato. 
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ViHA. Detei"minaciórr de b. carga de superficie. 

La determinación de la carga de superficie de las células se realizó con el fin de 

evaluar la capacidad de los compuestos catiónicos empleados para abatir la carga de 

superficie de la levadura. Con ello, el interés era también poner de manifiesto la 

participación de la carga de superficie en la salida de potasio inducida por los compuestos 

catiónicos. 

La medida se hizo detenninando la unión de la 9-arninoacridina a los sitios con carga 

negativa en la superficie celular, bajo el supuesto de que si los compuestos catiónicos se 

unen a los sitios con carga negativa de la superficie celular, disminuirían los sitios para la 

unión de la 9-aminoacridlna. 

Los datos de la tabla 3 muestran la concentración del compuesto catiónicü que 

disminuye en un 50% la carga de superfIcie; es deCIr, que dismininuye la unión de la 9-

aminoacridina en esa proporción, y se calcularon de las correspondientes CUrvas de unión 

de la 9-aminoacridina contra la concentración del compuesto catiónico, que no se 

muestran en los resultados. 

Se puede ver que se requieren bajas concentraciones de DHS (5 IlM), para disminuir la 

carga de superficie en un 50%, lo que quiere decir que este compuesto se une con una 

gran afinidad a los sitios con carga negativa de superficie, que es incluso mayor que la 

concentración correspondiente a los compuestos catiónicos del tipo C3
-r como Al y La, 

que de acuerdo CO:1 lo reportado por Theuvenet et al (1984), la concentración que abate el 

50% de la carga de superficie es de alrededor de 10¡.tM. 

Los resultados que obtuvimos para el TbCb son de 10 ± 6.11lM (tabla 3) los cuales 

concuerdan con los de estos autores. Los datos de la tabla 3 tambien indican que tanto la 

DHS (5 ± 2.3 ¡.tM) como el TbCl, son muy afines por las cargas negativas de superficie. 

Sin embargo, como el método de la unión de la 9-aminoacridina. presenta el 

inconveniente de que el colorante se introduce a la célula y las detenninaciones se tienen 

que hacer rápido para poder obtener resultados confiables, en nuestro laboratorio Judith 

González y yo hemos estado tratando de establecer un método para medir la carga de 

superficie. Este método se basa en la detenninación del Tb3
+ libre en el sobrenadante 
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después de centrifugar las levaduras, el cual fonna un complejo fluorescente con el ácido 

dipicolínico. ütilizando este método la unión máxima de terb:o y su constlli"lte de 

disociación en ausencia de glucosa fueron 2.15 ± 0.57 nmoles/mg de levadura (peso 

fresco) y 9.49 ± 0.42 ¡..tM, respectivamente. En presencia de glucosa la unión máxima fue 

2.08 ± 0.46 nmoles/mg de lev (peso fresco) con una constante de disociación de 8.48 ± 

1.35 ¡rM. 

En los resultados de la tabla 3 se puede notar que el DEAE-D no fue capaz de 

desplazar totalmente a la 9-aminoacridina de sus sitios de unión, lo cual quiere decir que 

si se une a los sitios con carga negativa de la superficie, lo hace con mucha menor 

afinidad que la 9-aminoacridina. Es decir, estos resultados no necesariamente descartan 

que el DEAE-D, tenga efecto sobre la carga de superficie. Otro elemento importante 

consiste en que las concentraciones necesarias para desplazar a la 9-aminoacridina no 

coinciden con las que se requieren de los diferentes agentes para provocar la salida del 

potasio. 

VIl.5. Efecto de fOS compuestos catiónicos sobre la salida de 86Rb de la levadura. 

La salida neta de potasio que se detectó con el electrodo específico de potasio puede 

ser el reflejo de un aumento en la salida del potasio celular o la inhibición del sistema de 

captura (transporte) del mismo. Por ello era necesario establecer con certeza los efectos 

de los compuestos catiónicos sobre la salida de potasio. 

Para lograr este objetivo se detenninó el efecto de los distintos compuestos catiónicos 

sobre células que previamente habían sido cargadas durante 24 horas con 86Rb+. 

Armstrong y Rothstein (1964) reportaron que este catión metálico puede transportarse por 

el mismo acarreador del potasio. De igual manera, puede salir de la célula por un 

intercambiador K+ m+ según Ramirez et al (1996) y Camarasa et al (1996), o por un canal 

sensible al voltaje para K+, según Gustin el al (1988) Y Bertl y Slayman (1992). 

En estos experimentos, tomando corno valor aproximado del agua intracelular de la 

levadura de 0.5 mI por gramo de peso húmedo, la concentración celular calculada de 86Rb 

al cabo de 24 horas de incubación, en ningún caso fue mayor de 20 mM, lo que en 

promedio representa menos del 15 ± 4.5% del contenido celular de potasio. 
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Lo que inmediatamente se observa de los resultados de la fIgura 4, es que 

prácticamente ni la D!-fS ni ei TbCb afectara!: la salida de 86Rb. Por el con~rario, el EB 

aumenta notoriamente la salida de 86Rb. 

Por otra parte, el aumento de la carga de superficie producido por la presencia de 

EDTA no aumentó de manera significativa la salida de 86Rb promovida por los 

compuestos catiónicos, como se puede juzgar de los resultados de las figura 5. Estos 

últimos resultados, cuando se les compara con aquellos de la figura 4 realizados en 

ausencia de EDTA, no muestran diferencias significativas. Lo anterior significa que si 

bien los compuestos catiónicos afectan la carga de superficie, el aumento de ésta no tiene 

influencia en la salida de 86Rb. Sin embargo, debe hacerse notar que la concentración 

final de 86Rb alcanzada es menor que la concentración interna de potasio, por lo que es 

muy probable que el 86Rb presente poca competencia frente al potasio por sus sistemas de 

salida. Esto podría evitar que se viera algún efecto de los agentes estudiados sobre la 

salida. 

Este parece ser el caso al menos para el TbCl" la DHS y el DEAE-D, los cuales 

afectaron muy poco la salida de 86Rb. Sin embargo, el EB afecta mas la salida de 86Rb, 

indicando que parte del efecto del EB pudiera deberse a ruptura celular como lo señalan 

Tbeuvenet et al ([983). 

No se puede pasar por alto el hecho de que el DEAE-D también mostró poco efecto 

sobre la salida del 86Rb, tanto en presencia como en ausencia de EDTA. Esto es también 

de llamar la atención, en vista de que en reportes de Huber-Willchli y Wiemken (l979) se 

llegó a la conclusión de que penneabiliza de manera diferencial la membrana plasmática, 

sin afectar la vacuoiar; y es una práctica común utilizar el DEAE-D como método para 

diferenciar los contenidos citoplásmico y vacuolar de potasio. Debe mencionarse también 

que Ohsumi et aL (l988) reportaron que el uso del DEAE-D da resultados variables. por 

lo que este método no es muy confiable para medir las pozas citoplásmica y vacuoIar de 

potasio. Por otra parte, el peso molecular del DEAE-D utilizado es de 400,000, lo que 

probablemente haga dificil su paso por la membrana celular, debido a la barrera que para 

este tamaño de compuestos representa la pared de la célula (Gerhardt y Judge,1964; 

Scherer et aL,1974). 
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Los resultados de la figura 6 muestran que el DEAE-D practicarnente no afecta la 

membrana plasmática, y2. que de otra rr.anera hubiera promovIdo una salida masiva de 

86Rb. Sin embargo, estos resultados parecieran contradictorios con los mostrados 

previamente en la tabla 2, ya que por un lado se muestra que el DEAE-D promueve la 

salida de material que absorbe a 260 run, y por otro no logra la salida de 86Rb en la misma 

magnitud. 

Los resultados de la tabla 4 indican que DHS, DEAE-D y TbCh, a las concentraciones 

usadas, afectan muy poco la salida de 86Rb + (en el orden de 1 a 3 %) después de 5 

minutos de tratamiento; y sólo es claro por los resultados de la tabla 4 y aquellos de las 

figuras 4 y 5, que el EB puede estar penneabilizando, al menos parcialmente, a la célula, 

tal como ya lo reportaron Theuvenet et al (1983) 

VH.6. Determinación del contenido de potasio. 

Los experimentos de Rothstein y Bruce (l958a y b) muestran que la incubación de 

levaduras con K+ aumenta gradualmente la velocidad de salida de K+ en un medio carente 

de K+; es decir, existe una mayor salida de potasio cuando mayor es la diferencia de 

concentración de potasio entre el interior y el exterior celular. Esto no se cumpliría si los 

compuestos catiónicos usados pennearan la célula o modificaran in Sltu los parámetros 

cinéticos para la salida del potasio. En consecuencia, si estos compuestos catiónicos 

promovieran la ruptura celular se tendría un rápido equilibrio en la concentración de K+ 

en los compartimentos intracelular y extracelular. En caso contrario, la evidencia sugeriría 

que el compuesto catiónico no pennea la célula y su efecto lo realiza desde el 

compartimento extracelular. 

Para esto medimos la salida de K+ promovida por los compuestos catiónicos a dos 

concentraciones de KT 

internas diferentes, incubando por 30 minutos las células, que se 

habían ayunado 14 a 15 horas, en un medio que contenía MES-TEA 2 mM, pH 6.0, KCl 

20 mM y glucosa 10 mM. El contenido celular de potasio se logró bajar después de lavar 

e! paquete celular con agua desionizada de 5 a 7 veces. En el mejor de los casos la 
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concentración interna mínima de potasio obtenida después de los lavados fue del orden de 

100 mM. 

La figura 7 muestra que la salida de potasio inducida por TbCl3 dependía del 

contenido interno de potasio, aunque debe hacerse notar que el efecto a mayor contenido 

de potasio interno no resultó ser muy grande si se le compara con los determinados con el 

electrodo (figuras 1 y 2). Al disminuir el contenido interno de potasio hasta W120 ± 6.3%, 

la salida de potasio se vio prácticamente anulada, inclusive aquella que se obtuvo por el 

solo hecho de lavar con agua desionizada. 

En la figura 8 se consignan los resultados obtenidos con DEAE-D. De nuevo, como 

en el caso de los obtenidos con TbC13, existe una clara dependencia del efecto del catión 

con la concentración interna de potasio. A diferencia de los datos obtenidos con TbCb 

(figura 7), el DEAE-D promovió una salida mayor de potasio, incluso en las células 

lavadas, que en este experimento tenían el 50% del contenido celular de potasio de las 

células incubadas, presentando este efecto semejanza con la salida de 86Rb inducida por el 

mismo compuesto (figura 6). 

Por su parte, el EB (figura 9) promovió la salida de potasio de una manera 

independiente de la concentmción interna de potasio, a pesar de que la diferencia de 

concentración de potasio interno fue mayor del 50% con respecto a las concentración de 

potasio que presentaban las células incubadas previamente con potasio. 

La DHS también produjo la salida de potasio de una manera independiente de su 

concentraciónjnterna (figura 10), aunque a diferencia de la salida 

promovida por el EB, se observó salida aún a concentraciones bajas de DHS. 

Los resultados de las figuras 7, 8, 9 Y 10 muestran dos tipos de comportamiento: por 

una parte, el efecto tanto del TbC13 como del DEAE-D dependió de la concentración de 

potasio interno para manifestarse; es decir, a menor concentración interna de potasio, 

tendía a desaparecer el efecto promovido por el TbC13 y el DEAE-D sobre la salida de 

potasio de la levadura (Figuras 7 y 8). De hecho, a bajas concentraciones de potasio 

interno, del orden de 100 a 150 mM, el DEAE-D y particularmente el TbCI, no lograron, 

en presencia de glucosa, promover la salida de potasio de la levadura. 
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Por otra parte, tanto el EB corno la DHS indujeron la salida de potasio de una manera 

independiente de su concentración interna (figuras 9 y 10). Es deci;, Su efecto se observó 

aún a bajas concentraciones de potasio interno (del orden de 120 a 150 mM). 

VII.7. Efecto de los compuestos catiónicos sobre el transporte de 86Rb +. 

La DHS, el TbCI" el EB y el DEAE-D afectan el transporte de "Rb de dos maneras. 

o Disminuyendo la V max para el transporte de 86Rb, sin afectar sensiblemente la Km; 

ésto sucede al transporte de "Rb en presencia de DHS, TbCI, y DEAE-D. De estos 

compuestos, el TbCl3 y la DHS son lo que afectan más la V m"', 5.2 ± 0.65 y 4.96 ± 

1.96 nmoles/mg lev min, respectivamente, respecto al valor control de 18.3 ± 3.2 

nmoles/mg de levadura minuto. 

o Disminuyendo la afinidad del 86Rb por los sitios que lo unen para su posterior 

transporte y, en menor grado, la V max. Tal es lo que sucede al transporte de 86Rb, en 

presencia del EB, el cual aumenta la Km de 0.8 ± 0.32 a 3.6 ± 1.7 mM (tabla 5). Estos 

resultados concuerdan con aquellos reportados por Peña y Ramírez (1975) respecto a 

la diminución de la afinidad y, a diferencia de los mismos, nosotros pudimos 

determinar también una disminución en la V ma.\:. 

va.s. Efecto del DEAE-D y la DHS sobre la s.lida de potasio. Efecto del MgC12• 

Dado que los resultados anteriores mostraron la participación de la carga de superficie 

en la mediación de la respuesta de los compuestos catiónicos, se creyó conveniente 

conocer el efecto de tales compuestos catiónicos, a un valor mínimo de carga de 

superficie. Para lograrlo, se incubaron los compuestos catiónicos con las levaduras en 

presencia de MgCb 1 mM. En principio, si el efecto promovido por los compuestos 

catiónicos depende de la unión de los mismos a sitios con carga negativa en la superficie 

de la levadura, entonces, disminuirá el efecto, al disminuir el número de sitios disponibles 

para que se unan los compuestos catiónicos a la levadura. 

Como puede verse de la figura 11, la salida de potasio en presencia de DEAE-D 

disminuyó notoriamente al disminuir la carga de superficie de la célula (por el MgCh), 

siendo incluso la salida menor que el control de glucosa. Los resultados de la figura 12, 
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realizados con levaduras ayunadas 15 horas, muestran basicamente un comportamiento 

s~milar, en el sen:ido de que se inhibió la salida de potasio inducida por DEAE-D. Si:! 

embargo, la inhibición fue menor que la obtenida con células ayunadas por 5 horas (figma 

11), las cuales se mostraron más sensibles a la inhibición por la disminución de la carga 

de superficie. Aparentemente esta discrepancia se debió a que las células ayunadas menor 

tiempo tuvieran una menor carga de superficie que las ayunadas por 15 horas (alrededor 

de 3.2 veces menos). De hecho en estas últimas, la inhibición de la salida de potasio 

inducida por DEAE-D, no logró revertir la salida al nivel del controlo a una menor salida 

que el control como se logró en las células que se ayunaron por 5 horas. 

Por lo que respecta a la salida de potasio inducida por la DHS , también se mostró 

sensible a la disminución de la carga de superficie por el1\1gCh (figura 13). Sin embargo, 

a diferencia de los resultados obtenidos con el DEAE-D, no se revirtió el efecto al grado 

de observar una entrada neta de potasio (como en el caso del DEAE-D en células 

ayunadas 5 horas), sino siempre una salida de potasio, mayor a mayor tiempo de ayuno 

(esto último no mostrado). En resnmen, en los resultados de las fignras 11, 12 Y 13 se 

muestra que el cloruro de magnesio inhibe la salida de potasio inducida por DEAE-D y 

DHS, independientemente de la concentración interna de potasio. Sin embargo, se 

presentan algunas diferencias: 

il El DEAE-D se mostró más sensible a la inhibición por cloruro de magnesio que la 

DHS. Se observó también que el cloruro de magnesio revirtió el efecto del DEAE~D 

hasta el grado de observarse una entrada neta de potasio a la célula. 

o El efecto de la DHS, aunque se inhibe por el cloruro de magnesio, muestra una menor 

sensibilidad a la inhibición, observfuldose que el cloruro de magnesio no logra revertir 

el efecto de la DHS, como para medir una entrada neta de potasio. 

lID Estos resultados, están de acuerdo con las diferencias con que estos agentes catiónicos 

desplazan a la 9-AA de los sitios con carga negativa de la superficie de la célula 

(tabla 3). 
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VIl.9. Efecto de! sorbitoi sohre la salida de potasio. 

Ya antes se presentaron resultados que muestran que la salida de potasio promovida 

por algunos compuestos catiónicos dependía de la concentración interna de potasio. Visto 

de otra manera, la salida de potasio parece depender de diferencias de la presión osmótica 

entre los compartimentos intracelular y extracelular. Es decir, a mayor diferencia, mayor 

salida de potasio, aún en ausencia de los compuestos catiónicos. 

Por su parte, los resultados de Gustin et al (1988) muestran que existe actividad de un 

canal de potasio asociada a la membrana plasmática, la cual es activable por cambios en 

el voltaje, pero también por la presión ejercida de manera longitudinal a la membrana, y 

por estiramiento de la misma. 

Aunado a todo esto, Gloria Martínez en nuestro laboratorio ha observado que las 

levaduras de panadería crecidas en YPD conserva..'l intacta la vacuola, en comparación 

con aquellas crecidas en un medio con un mayor contenido en sales (Kloet), las cuales 

muestran un vacuola disgregada o vesiculada. Estos cambios morfológicos pudieran 

deberse a diferencias en la presión osmótica, dadas las diferentes composiciones de 

ambos medios de cultivo, y quizá tuvieran influencia sobre la salida de potasio inducida 

por las moléculas catiónicas, hecho que ya habían observado Peña y Ramírez (1991). Es 

por ésto que supusimos que si aumentábamos la osmolaridad externa, disminuiriamos las 

diferencias de presión osmótica entre los compartimentos intra y extracelular. Con ello 

pretendiamos liberar la membrana plasmática de la presión ejercida por el compartimento 

intracelular y bloquear cualquier efecto de los agentes catiónicos que dependendiera de 

esas diferencias de presión. 

Para lograr lo anterior, se indujo la salida de potasio con DEAE-D y DHS en· 

presencia de sorbitol 0.8 M. En primer lugar, nuestros resultados (figura ISa) muestran 

que eJ sorbitol por sí solo no modifica sustancialmente el transporte de potasio en la 

levadura ayunada S horas. Sin embargo, en algunos casos de células sometidas a un ayuno 

de 15 horas, que además transportaban menos potasio, el sorbitol aumentó el transporte 

de potasio (figura l5b). 
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Debe hacerse notar que la concentracion 0.8 M de sorbitol no afecta la respiración con 

glucosa; es decir, no interfiere con la utilizacion de la glucosa (datos no mostrados). 

Como lo indican los resultados de la figura 11, el sorbitol, en células ayunadas por 5 

horas inhibió el efiujo de potasio inducido por el DEAE-D, de manera tal que incluso se 

pudo observar una entrada neta de potasio. Este mismo comportamiento pudo observarse 

en células que fueron sometidas a un ayuno de 15 horas (figura 12), salvo que la 

inhibición de la salida de potasio inducida por DEAE-D es de tal magnitud, que dicha 

salida llega a ser despreciable. Dado que la concentración interna de potasio en células 

ayunadas por 5 horas es de 227 ± 34 mM y la de las células ayuuadas por 15 horas de 172 

± 27, esto quiere decir que a menor concentración interna de potasio, mayor es el efecto 

de inhibición de! eflujo de potasio que se logra con el sorbitol. 

El hecho de medir una inhibición de la salida de potasio por el sorbitol, en 

condiciones en las que se observaría una salida neta de potasio, o incluso, de llegar a 

medIr una entrada de potasio en células sometidas a un menor ayuno (5 horas), es 

incompatible con la perdida de la integridad celular promovida por el DEAE-D. 

Ya se mencionó también que la DHS, a diferencia del DEAE-D, promovió la salida 

de potasio de una manera independiente a la concentración de potasio interna; por ello 

juzgamos conveniente evaluar si la inhibición de la salida de potasio que se logró con el 

sorbitol presentaba las mismas características en presencia de DHS. 

La inhibición de la salida de potasio por el sorbitol·en presencia de DHS, en células 

sometidas a un ayuno de 5 horas (figura 13), fue menor que aquella lograda en presencia 

de DEAE-D (figura 11). Además presentó la misma cinética de salida que cuando sólo 

hay DHS en el medio. Se encontró también que el sorbitoI inhibió el eflujo de potasio 

inducido por la DHS en células sometidas a un ayuuo de 15 horas (figura 14), aunque en 

este caso la inhibición fue mayor y dependiente de la concentración interna de potasio. 

En ningún caso la inhibición fue mayor a aquella obtenida en presencia de DEAE-D. Otra 

particularidad que se observó, fue que el sorbitol no revirtió el efecto de la DHS al grado 

de observar una entrada neta de potasio, lo que se explica por un efecto dual de la DHS, 

activando la salida de potasio e inhibiendo el transporte del mismo. 

30 



Dado el TbCb y el EB registran señal en el electrodo de potasio, no fue posible 

realizar los experimentos con estos compuestos. También debe notarse que ia if'Lki;.i!Jic~ó:: 

de la salida de potasio inducida por DEAE~D y DHS, en presencia de sorbItol, no 

aumentó más al disminuir la carga de superficie con MgCh y las diferencias observables 

entre el DEAE-dextrán y la DHS (figuras 11 y 13) son fácilmente atribuibles a diferencias 

en afinidad que estos dos compuestos catiónicos presentan por la carga de superficie 

(tabla 3). 

La inhibición de la salida de potasio por el sorbitol en presencia del DEAE-D y la 

DHS no parece ser un fenómeno atribuible al sorbitol mismo, sino un efecto de 

osmoprotección, dado que la galactosa 0.8 M, reproduce el efecto con las particularidades 

antes descritas. Es decir, en presencia de DEAE-dextrán y células ayunadas por 15 horas 

se observa una gran inhibición de la salida de potasio e incluso una entrada neta de 

potasio a la célula (figura 16). Respecto a la inhibición que la galactosa produjo en células 

tratadas con DHS, ésta fue sensiblemente menor y no se observó una entrada neta de 

potasio a las células ayunadas por 15 horas (figura 17). 

VII.IO. Reversibilidad de los efectos con cloruro de magnesio. 

Los resultados de la tabla 3 indican que el TbCI) y la DHS se unen con alta afinidad a 

los sitios con carga negativa en la superficie de la levadura, mientras que el DEAE-D lo 

hace laxamente. Si la salida de potasio inducida por estos compuestos catiónicos implica 

la concentración de los mismo en el exterior, entonces, si se logran remover, se revertiría 

la salida de potasio. Los resultados mostrados antes indican que al menos el DEAE-D y el 

TbC!) se unen extracelulaITilente. En principio, se esperaría una fácil remoción del 

DEAE-D, y en consecuencia, la reversión de la salida de potasio inducida por este 

compuesto catiónico. 

La remoción de los compuestos catiónicos se realizó de la siguiente !llanera: las 

células se incubaron con los compuestos catiónicos por 5 minutos, al cabo de este tiempo 

se centrifugaron y se resuspendieron en MgCh, se volvieron a centrifugar y se lavaron 2 

veces con agua desionizada con el fin de diluir el MgC12, el cual inhibe un poco el 
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transporte de potasio (no mostrado). Después de este tratamiento se siguió el transporte 

de potasio con el electrodo de potasio, y en un medio que ccntenl2. KCl 10 ¡..tM. 

Corno se esperaba, la remoción del DEAE-D logró la reversión casi total de la salida 

de potasio (figura 18), mostrando una cinética de entrada de potasio similar al control de 

células no tratadas con DEAE-D pero sometidas al tratamiento de lavado con MgCb. 

Contrario a io que se esperaba, la DHS se pudo remover en gran medida, a juzgar por 

la reversión de la salida de potasio lograda por los lavados con MgCI, (figura 19) y de 

hecho se logró medIr una entrada de potasio posterior a una salida inicial que resultó ser 

menor que la obtenida por el control con DHS sin lavar. Sin embargo, el nivel de entrada 

no semejó al del control lavado y sin tratar con el DHS. 

La remoción del cloruro de terbio por el lavado con cloruro de magnesio resulté en la 

inhibición de la salida de potasio promovida por este compuesto catiónico. Sin embargo, 

no logró medirse una entrada neta del potasio a la célula (figura 20). Estos resultados 

hasta cierto punto eran los esperados en virtud del bajo valor de 1D50 calculado para el 

cloruro de terbio a partir de los datos de la remoción de la 9-aminoacridina, que indican la 

gran afinidad del terbio por los sitios con carga negativa de la superficie celular (tabla 3). 

En general, la figura 20 muestra que es posible revertir al menos parcialmente la unión 

del terbio a la célula con Mg, lo que indica la posibilidad de que el terbio se concentre 

extracelularmente. 

Como puede verse de la figura 21, el bromuro de etidio no logró removerse de la 

superficie celular, a juzgar porque el lavado con cloruro de magnesio no logró revertir el 

efecto de salida de potasio inducido por éL 

VII.H. Cambios en ei pE: interno de la levadura en presencia de !os compuestos 

cationicos. 

Los resultados de Peña y Ramírez (1991) del efecto del cloruro de terbio sobre la 

salida de potasio de la levadura son congruentes con la existencia de un sistema 

antiportador K+ /I-t, activado por el TbCI3_ A este respecto era interesante saber si los 

compuestos catiónicos que usamos promovían taInbién la salida de potasio a través de la 

activación de dicho sistema de intercambio. Fue por esta razón que evaluamos la 
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influencia de nuestros compuestos catiónicos sobre el pH interno de la levadura, 

utilizando como sonda la pira'li~a de acuerdo con el método de Peña et al (1995). 

La DHS indujo aumentos en el pH interno de la levadura, ya sea que el registro se 

iniciara con la DHS y las levaduras conteniendo la piranina introducida por 

electroporación (figura 22A); o bien, la DHS se agregara una vez iniciado el trazo (figura 

22B). En cualquiera de los dos casos la tendencia fue hacia el aumento del pH, y al menos 

para las dos concentraciones probadas, no se observó una dependencia con la 

concentración de DHS, quizá atribuible la existencia de mecanismos de compensación. 

En términos cualitativos se obtuvo el mismo resultado al descrito anterionnente al 

agregar DEAE-D a la levadura cargada con piranina. Es decir, el DEAE-D produjo un 

aumento del pH interno de la levadura, tanto al iniciar el registro con el DEAE-D en la 

celda de incubación (figura 24 A), como cuando ya iniciado con glucosa se agregó 

DEAE-D a la celda (figura 24 B). Sin embargo, el rápido aumento del pH interno que se 

logró al agregar el DEAE-dextrán después de iniciado el registro no concuerda con la 

cinética de alcalinización que se observó cuando el DEAE-dextrán se agregó desde el 

micio del registro; lo que tal vez signifique que las diferencias en el comportamiento del 

efector catiónico dependan o de pH interno o de potencial de membrana. En los registros 

también se utilizaron dos concentraciones diferentes de DEAE-D y también se observó el 

mismo comportamiento ya descrito anteriormente, es decir, no se observó mayor aumento 

del pH interno con el aumento de la concentración del compuesto catiónico. También 

existe en este caso un límite máximo de respuesta del sistema que parece estar a un pH de 

6.7 a 6.8. 

Lo contrario se encontró con el TbCh, el cual provocó la disminución del pH interno. 

Este comportamiento se pudo observar tanto al agregar TbC13 a la celda de incubación 

desde el inicio del trazo (figura 23 A), como cuando se le agregaba una vez iniciada la 

determinación con glucosa (figura 23 B). 

Nuevamente, y a las concentraciones ensayadas, se observó la respuesta independiente de 

la concentración de cloruro de terbio, mostrando el sistema un límite inferior de respuesta 

que pudiera ser atribuible a la operación de mecanismos compensatorios que regulen el 

pH, este límite está alrededor de 6.0 a 6.05. Hasta este punto, todos los resultados 
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evidencian la posibilidad de que el cloruro de terbio pudiera estar activando un 

mecarlismo antiportador K+íH+o 

VH.12. Efecto de los compuestos ca.tiónicos sobre el bombeo de protones. 

En concordancia con los resultados de la sección anterior se muestra el bombeo de 

protones en presencia de DHS, la cual, según se ve en la figura 25 aumentó esta actividad. 

En la misma figura se presentan las actividades de bombeo de protones en presencia de 

DHS y sorbitol O.8M. En estas condiciones, la DHS no fue capaz de aumentar tanto el 

bombeo de protones. Sin embargo, el sorbitol no fue capaz de bloquear completamente el 

efecto que sobre la bomba de protones tiene la DHS (figura 25). 

El bombeo de protones de la levadura aumentó también en presencia de DEAE-D, 

como se esperarla para el aumento del pH interno medido en la sección anterior Los 

datos de la figura 26 muestran que efectivamente el DEAE-D indujo ti,'l mayor bombeo de 

protones por la levadura. En esta misma figura también se muestra que el sorbitol O.8M 

inbibió el efecto del DEAE-D en mayor grado que para la DHS ,hecho que concuerda 

perfectamente con los descritos atrás sobre los cambios del pH externo. 

VIi.B. Efecto de los compuestos catiónicos en presencia de otras fuentes de 

carbono. 

Los resultados hasta ahora presentados seguían sin contestar por qué la salida de 

potasio inducida por los compuestos catiónicos sólo se observaba en presencia de glucosa 

(figura 1); es decir, no pennitían discriminar si esto se debía a que el metabolismo 

participara en la mediación del efecto, por ejemplo, por el establecimiento de un potencial 

de membrana., o por el aumento de la carga de superficie en presencia del sustrato, ° por 

un efecto derivado del metabolismo mismo. Tampoco se podía diferenciar si el sustrato 

favorecía la interacción compuesto catiónico-superficie celular. Por todo lo anterior, 

decidimos medir la satida de potasio en presencia de análogos no metabolizables de la 

glucosa como la 6-desoxiglucosa y la 2-desoxiglucosa. 
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En el primer caso, este análogo no se fosforüa en la posición 6 n: procede ~a glucólisls 

en su presencia; en el caso de la 2-desoxiglucosa, este análogo no procede en la vía 

aunque si se fosforila en la posición 6, sólo se le ha atribuído a dicha fosforilación la 

acidificación inicial en el pH interno de la levadura (Ramos et al, 1989). En este sentido 

también se desca..rtaría que el efecto de los compuestos catiónicos sobre la salida de 

potasio pudiera tener como señal la bajada inicial en el pH que se logra por el 

metabolismo de la glucosa. También se incluyó un azúcar (la xilosa) que no se asimila ni 

produce la disminución inicial del pH interno (Ho et al, 1998). 

Los análogos no metabolizables de la glucosa, la 6-desoxiglucosa y la 2-

desoxiglucosa, no fueron capaces de sostener la salida de potasio inducida por el DEAE

D (figura 27 A), ni fueron capaces de revertir el efecto del DEAE-D al grado de 

observarse una entrada neta de potasio a la célula.· Esto quiere decir que se requiere del 

metabolismo celular para que el DEAE-D sea capaz de inducir la salida de potasio de la 

levadura y que la disminución rápida inicial del pH interno no es una señal derivada del 

metabolismo involucrada en el proceso de salida de potasio de la levadura, ya que de otra 

forma se presentaría salida de potasio en presencia de 2-desoxiglucosa. En presencia de 

xilosa (figura 27 B), el DEAE-D indujo la salida de potasio de la levadura de manera 

lenta, es decir, se observó un retraso en la respuesta, probablemente relacionado con la 

capacidad metabólica de la célula para utilizar la glucosa endógena. 

Respecto al comportamiento de las células en presencia de DHS y de los análogos de 

la glucosa, puede verse de la figura 28A que se inhibió la salida de potasio inducida por la 

DHS al usar corno sustrato tanto la 6-desoxiglucosa como la 2-desoxiglucosa. De estos 

resultados y de aquellos de la figura 27A, se observa que incluso no solo se inhibió la 

salida de potasio por el DEAE-D y DHS, sino que el grado de respuesta fue menor que 

cuando no se usó glucosa externa; es decir, con los niveles endógenos de glucosa (no 

mostrado). El uso de la xilosa no logró hacer evidente la inducción de la salida de potasio 

por la DHS (figura 2gB), 

Estos resultados muestran que el metabolismo es esencial para que DEAE-D y la 

DHS promuevan la salida de potasio de la levadura; también muestran que esta salida de 
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potasio no responde a una señal de acidificación temporal del interior celular. 

Probablemente ei efecto de estos dos compuestos catiónicos dependa de la fermentació:1 

dado que la xilosa, que no se asimila (Ramos et a1,1989) ni es fermentable, no logró 

poner de manifiesto la salida de potasio de la levadura por los compuestos catiónicos 

ensayados. Si la diferencia en la utilización de la glucosa vs la xilosa, permite un rápido 

establecimiento del potencial de membrana en presencia de la glucosa, entonces, las 

diferencias en la salida de potasio podrían ser atribuíbles a este hecho. 

VH.14. Efecto de tos compuestos catiónicos sobre el potencial de membrana. 

El potencial de membrana se estimó midiendo la fluorescencia de la cia."una DiSC3 

de acuerdo con el método de Peña el al (1984). Una vez establecido el potencial de 

membrana (2 minutos), se agregó cada uno de los compuestos catiónicos y se registró de 

manera continua el efecto de estos compuestos sobre el potencial preestablecido. Una de 

las cosas que debe hacerse notar es que en principio se requerían concentraciones 

mayores que las necesarias para lograr la salida de potasio de la levadura; es decir, al 

utilizar las concentraciones de los compuestos catiónicos en el orden 20 a 50 )1M no se 

observaron cambios significativos en el potencial de membrana, a pesar de que a estas 

concentraciones se promovió la salida de potasio de la levadura. 

Sólo concentraciones de TbCl3 cincuenta veces mayores (2.5 mM) abatieron un 28 ± 

3.3 % la fluorescencia del control; bajo condiciones similares, 2.5 mM de DHS solo 

produjo una disminución del 11 ± 5 %. DEAE-D usado a la misma concent:-ación a la que 

inducía la salida de potasio (50 )1g), sólo abatió un 4 ± 1.8 % la fluorescencia del control. 

En estos experimentos, se utilizó 20 mM de KCl como control y se obtuvo una 

disminución de la fluorescencia del 16 ± 3.9 %. 
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TABLA 1. Determinación de la conductividad de los compuestos catiórucos en presencia 

de EDTA. 

COMPUESTO 

TbCI3 5 ¡.tM 

EDTA 5¡.tM 

TbC13 + EDTA 

DEAE-dextrán 125 ¡.tg 

DEAE-dextrán + EDTA 

CONDUCTIVIDAD ¡.tS 

4.25 ± 0.54 

4.70 ± 0.65 

4.65 ± 0047 

1.65 ± 0.72 

4.20 ± 0.53 

Las determinaciones se realizaron a temperatura ambiente, utilizando un conductímetro, cuya 
sonda estaba inmersa en una cubeta que contenía agua destilada hasta un volumen de 2.0 mI. 

TABLA 2. Detenninación de la permeabilización de las células por la medida del 

material que absorbe a 260 nm 

TRATAMIENTO A260nm 

NINGUNO 0.04 ± 0.01 

DHS 100flM 0.135 ± 0.015 

D EAE-dextrán 300¡.tg OA! ± 0.073 

TbCI3 20 ¡.tM 0.025 ± 0.003 

CTAB 200flM 0.58 ± 0.063 

Se utilizaron 25 mg de células colectadas en fase estacionaria, ayunadas y lavadas dos veces con 
agua destilada; se les resupendió en 10 mI de Buffer MES-TEA 2 mM pH 6, glucosa 1 OmM , y se 
incubaron con los compuestos y a las concentraciones que se indican durante 5 minutos. Al 
finalizar el tratamiento, las células se centrifugaron y filtraron en filtros con un tamaño de poro 
de 0.45)lm. Utilizando el filtrado para las determinaciones de absorbencia. 
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Tabla 3. Salida de K-+', liberación de Ca2
+ y carga de superficie de las levaduras ante los 

distintos agentes catiónicos. 

Salida de K+, ¡tM Liberación de Carga supo Compuesto 

Glucosa G+EDTA Ca-, ¡tM (IDsol, ¡tM 

DHS 50 ¡tM 30 ±2.5 80 ± lOA 7±O.9 5 ±2.3 

EB, 10 ¡tM 25 ± 3.2 55 ± 6.6 N.D. N.D. 

Tbel3,20 p.M 3G±3.9 4íl ± 4.8 7 ± 1.1 10 ± 6.1 

DEAE-D, 50 ¡tg 50 ± 7.3 60 ±8.3 Sin ef. 300 ± 56 l'glm! 

Las determinaciones de la salida de K\ en presencia o ausenCia de EDTA, y las de Ca2~ se 
realizaron con electrodos específicos de K~ y Ca2~, respectivamente. La carga de superficie se 
determinó midiendo la fluorescencia residual de la 9~aminoacridina, después de incubar las 
células con eiia. En todos ¡os casos se utilizaron 25 mg de células frescas, 2 mM de Buffer MES~ 
TEA pH 6, 10 mM de glucosa. Donde se indica se utilizó 100 ).LM de EDTA y 4 ¡..tM de 9-
aminoacridina. El volumen final de la suspensión para las determinaciones de K+ y ci+ fue de 
10 mI. Los valores de la carga de superficie se dan como la concentración de cada uno de los 
agentes utilizados q'Je produjo la liberación de la mitad de la 9~aminoacridina fija a las células. 

TABLA 4. Porcentajes máximos de salida de 86 Rb obtenidos por la incubación de las 

levaduras con compuestos catiónicos. 

EB 50~M 

TbCl, 50 l'M 

DEAE-D 50~g 

DHS 50 fLM 

30 ± 5.6 % 

1.2 ±O.3 % 

3.5 ± 0.7 % 

2.2±O.9 % 

Se utilizaron 6g al 10% de células cosechadas en fase estacionaria, las cuales se incubaron con 
86Rb (IDO mM, 3,000,000 dpm), y glucosa 10 mM durante 24 horas. Al cabo de este tiempo se 
lavaron y se utilizaron 50 mg de ceiulas para medir la salida de 86Rb en presencia de diferentes 
concentraciones de cada uno de los compuestos catiónicos correspondientes. Las 
determinaciones se hicieron por diferencia después de filtrar las células en un multifittro con 
membranas de 0.45~m. 
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TABLA 5. Detenninación de las constantes cinéticas para el transporte de 86Rb + en 

presencia de los compuestos catiónicos. 

COMPUESTO CONSTANTES 

V máx (nmoles/mg ley min) Km (mM) 

Control 18.3 ± 3.2 0.8 ±0.32 

50 ¡;MDHS 4.96 ± 1.96 0.77±0.28 

50¡;M EB 13.8 ± 2.7 3.6 ± 1.7 

50 ¡;M TbCl, 5.2 ±0.65 0.6 ± 0.05 

DEAE·dextrán 8.0 ±0.96 0.5 ± 0.2 

Las constantes eméticas se calcularon a partir de las gráficas correspondIentes de Lmcweaver-Burk e Eadie
Hofstee. Se utilIzaron 50 mg de células, amortiguador MES-TEA 5 mM pH 6, glucosa 50 mM. Las células 
se IOcubaron 2 mtnutos y al final de este periodo se pUSIeron en presencia de dIstintas concentraciones de 
s6Rb + (de 50llM a 20 mM) y las concentraciones indICadas de los agentes cahólllcos. Se retiraron alícuotas 
de 100 )11, a los 15,30 Y 45 segundos y al, 2, 4 Y 8 minutos las cuales se filtraron y se les detenninó s6Rb+. 
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FIGURA 1. SALIDA DE POTASIO PRODUCIDA POR DIFERENTES AGENTES 
CA nONJCOS; REQUERIMIENTO DE GLUCOSA. Condiciones de incubación: 
a.l11ortiguador MES-TEA 2 mM pH 6.0 Y donde se señala en cada trazo, la concentración 
correspondiente del compuesto catiónico. Volumen final 1 O ml. El registro de la 
concentración externa de potasio se inició después de agregar 25 rng de levaduras frescas. 
Para realizar las determinaciones se utilizó un electrodo específico de potasio. En A todos 
los trazos se realizaron en presencia de glucosa 10 mM y en B en su ausencia. 
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FIGURA 2. SALIDA DE POTASIO INDUCIDA POR DIFERENTES AGENTES 
CATIONICOS EN PRESENCIA DE EDTA 100 ¡tM. Condiciones de mcubación: 
amortiguador MES·TEA 2 mM pH 6.0, glucosa 10 mM, EDTA 100 f!M (excepto en el 
registro control) y donde se señala en cada trazo, la concentración correspondiente del 
compuesto catíónico. Volumen final 10 mI. El registro de la concentración externa de 
potasio se inició después de agregar 25 rng de levaduras frescas. Para realizar las 
detenninaciones se utilizó un electrodo específico de potasio. 
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FIGURA 3. CAMBIOS EN EL CALCIO EXTERNO INDUCIDOS POR 
DIFERENTES AGENTES CA nONICOS. Condiciones de incubación: an'.ortiguador 
MES-TEA 2 mM pH 6.0, glucosa lOrnM (donde se señala) y las concentraciones 
correspondientes de cada compyesto catiónico .. Volúmen final 10 mI. El experimento se 
inició al agregar 25 mg de levaduras al medio de incubación y se empezaron a registrar 
tos cambios en el calcio externo, posteriormente se agregaron los compuestos catiónícos 
correspondientes. La concentración externa de calcio se detenninó utilizando un electrodo 
específico de calcio. El control sin glucosa y células, asi como el control con células y 
glucosa coinciden con el trazo de 12.5 ¡..¡.g de DEAE-D con glucosa por esta razón no se 
incluyeron. 
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FIGURA 4. SALIDA DE 86Rb INDUCIDO POR DIFERENTES COMPUESTOS 
CATIONICOS. 50 mg de células previamente cargadas con 86Rb se incubaron en 
SmM de MES·TEA pH 6.0 Y glucosa 50 mM con diferentes concentraciones de cada 
unos de los compuestos catiónicos. A diferentes tiempos (15,30,45 seg y 
1,2,5, ¡ 0,20,30min.) se retiraron alícuotas de 100 fLl que se filtraron, lavaron con KCl y se 
contaron en un contador de centelleo. 
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FIGURA 5. SALIDA DE "Rb INDUCIDA POR DIFERENTES COMPUESTOS 
CATIONICOS EN PRESENCIA DE EDTA IO¡tM. 50 mg de células previamente 
cargadas con "Rb se incubaron en 5mM de MES-TEA pH 6.0, EDTA 10 ~M Y glucosa 
50 mM con diferentes concentraciones de cada unos de los compuestos catiónicos. A 
diferentes tiempos (15,30,45 seg y 1 ,2,5,IO,20,30min.) se retiraron alicuotas de 100 ~l 
que se filtraron, lavaron con KCl y se contaron en un contador de centelleo. 
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FIGURA 6. SALIDA DE "Rb INDUCIDA POR DEAE-D EN PRESENCIA O 
AUSENCiA DE EDTA 10 )lM. 50 mg de células previamente cargadas con 86Rb se 
incubaron en 5mM de MES-TEA pH 6.0, glucosa 50 mM con y sin EDTA 10 ~M Y 
diferentes concentraciones de cada Ui10S de los compuestos catiónicos. A diferentes 
tiempos (15,30,45 seg y 1,2,5,10,20,30min.) se retiraron alícuotas de lOO ~I que se 
filtraron, lavaron con KCI y se contaron en un contador de centelleo. 
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FIGURA 7.- SAUDA DE POTASIO INDUCIDA POR TERBIO A DOS 
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE POTASIO INTERNO. 50 mg de 
levaduras frescas fueron lavadas dos o mas veces con agua destilada con el fin de 
disminuir la concentración de potasio interno. Otros 50 rng de levaduras se utilizaron sin 
este tratamiento después de ayunarlas. Ambas células se trataron con diferentes 
concentraciones de cloruro de terbio en un medio de incubación con 2mM: de MES~TEA 
pH 6.0, glucosa IOmM y se incubaron por 5 minutos. Al cabo de este tiempo, se 
centrifugaron y el sobrenadante se recolectó para determinar el potasio externo en un 
flarnómetro. 
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FIGURA 8.- SALIDA DE POTASIO INDUCIDA POR EL TRATAMIENTO CON 
DEAE-D A DOS DIFERENTES CONCENTRACIONES DE POTASIO INTERNO. 
SO mg de levaduras frescas fueron lavadas dos o mas veces con agua destilada con el fin 
de disminuir la concentración de potasio interno. Otros 50 rng de levaduras se utilizaron 
sin este tratamiento después de ayunarlas. Ambas células se trataron con diferentes 
concentraciones de DEAE-D en W1 medio de incubación con 2mM de MES-TEA pH 6.0, 
glucosa 1 Onlivf Y se incubaron por 5 minutos. Al cabo de este tiempo, se centrifugaron y 
el sobrenadante se recolectó para determinar el potasio externo en un flamómetro. 
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FIGURA 9.- SAUDA DE POTASIO INDUCIDA POR EL TRATAMIENTO CON 
BROMURO DE ETIDIO A DOS DIFERENTES CONCENTRACIONES DE 
POTASIO INTERNO. 50 mg de levaduras frescas fueron lavadas dos o mas veces con 
agua destilada con el fin de disminuir la concentración de potasio interno. Otros 50 rng de 
levaduras se utilizaron sin este tratamiento después de ayunarlas. Ambas células se 
trataron con diferentes concentraciones de Bromuro de etidio en un medio de incubación 
con 2mM de MES-TEA pH 6.0. glucosa 10mM y se incubaron por 5 minutos. Al cabo de 
este tiempo, se centrifugaron y el sobrenadante se recolectó para determinar el potasio 
externo en un flamómetro. 
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FIGURA 10.- SALIDA DE POTASIO INDUCIDA POR EL TRATAMIENTO CON 
DHS A DOS DIFERENTES CONCENTRACIONES DE POTASIO INTERl""O. 50 
rng de levaduras frescas fueron lavadas dos o mas veces con agua destilada con el fin de 
disminuir la concentración de potasio interno. Otros 50 mg de levaduras se utilizaron sin 
este tratamiento después de ayunarlas. Ambas células se trataron con diferentes 
concentraciones de DHS en un medio de incubación con 2mM de MES-TEA pH 6.0, 
glucosa 10mM Y se incubaron por 5 minutos Al cabo de este tiempo, se centrifugaron y 
el sobrenadante se recolectó para determinar el potasio externo en un flamómetro. 
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FIGURA 11.- SAUDA DE POTASIO INDUCIDA POR DEAE-D. EFECTO DEL 
SORBITOL y CLORURO DE Ml .. GNESlO EN CELULAS AYUNADAS 5 
HORAS. Condiciones de incubación: MES-TEA pH 6.0 2 mM. glucosa 10 mM. Donde 
se indica se agregó sorbitol 0.8 M Y MgCl, 1 mM.VolÚlnen final 10 mI. Después de unos 
segundos de incubación con 50 ~g de DEAE-D, se agregaron 25 rng de levaduras frescas, 
ayunadas por 5 horas, registrando continuamente la concentración externa de potasio por 
medio de un electrodo específico de potasio. 
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FIGURA 12.- SALIDA DE POTASIO INDUCIDA POR DEAE-D. EFECTO DEL 
SORBITOL y CLORURO DE MAGNESIO EN CELULAS AYUNADAS 15 
HORAS. Condiciones de incubación: MES-TEA pH 6.0 2 mM, glucosa 10 mM. Donde 
se indica se agregó sorbitol 0.8 M Y MgCl2 lmM.Volúmen final 10 mI. Después de unoS 
segundos de incubación con 50 Jlg de DEAE-D, se agregaron 25 mg de levaduras frescas, 
ayunadas por 15 horas, registrando continuamente la concentración externa de potasio 
por medio de un electrodo específico de potasio. 
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FIGURA 13.- SALIDA DE POTASIO INDUCIDA POR DHS. EFECTO DEL 
SORBITOL y EL CLORURO DE MAGNESIO EN CELULAS AYUNADAS 5 
HORAS. Condiciones de incubación: MES-TEA pH 6.0 2 mM, glucosa 10 mM. Donde 
se indica se agregó sorbitol 0.8 M Y MgCI, ImM.Volúmen final 10 mI. Después de unos 
segundos de incubación con 20 IlM de DHS, se agregaron 25 mg de levaduras frescas, 
ayunadas por 5 horas, registrando continuamente la concentración externa de potasio por 
medio de un electrodo específico de potasio. 
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FIGURA 14.- SAUDA DE POTASIO INDUCIDA POR DHS. EFECTO DEL 
SORBITOL EN CELULAS AYUNADAS 15 HORAS. Condiciones de incubación: 
MES-TEA pH 6.0 2 mM, glucosa 10 mM.Donde se indica se agregó sorbitol 0.8 M. 
Volúmen final 10 m1. Después de unos segundos de incubación con 20 ¡.tM de DHS, se 
agregaron 25 mg de levaduras frescas, ayunadas por 15 horas, registrando continuamente 
la concentración externa de potasio por medio de un electrodo específico de potasio. 
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FIGURA 15.- EFECTO DEL SORBITOL SOBRE EL CONTROL DE GLUCOSA 
EN CELULAS AYUNADAS 5 Y 15 HORAS. Condiciones de incubación: MES-TEA 
pH 6.02 mM. sorbitol 0.8 M Y donde se indica glucosa 10 mM. Volúmen final 10 ml. 
Después de unos segundos se agregaron 25 mg de levaduras frescas, ayunadas por 5 
(figura I5A) y 15 horas (figura 1SB), registrando continuamente la concentración externa 
de potasio por medio de un electrodo específico de potasio. 

54 



25

1 
o 

20 1 
e I 
~ 

QJ 

X 
QJ 

15 o 
'w 
ro -o 
Q. 

QJ 
-o 10 
UJ 
QJ 

O 
E 
e 

o 50 100 150 200 250 300 

TIEMPO (segundos) 

FIGURA 16.- SALIDA DE POTASIO INDUCIDA POR DEAE-D. EFECTO DE LA 
GALACTOSA EN CELULAS AYUNADAS 15 HORAS. Condiciones de incubación: 
MES-TEA 2 mM pH 6.0, glucosa 10 mM. Donde se indica se agregó galactosa 0.8 M. 
Volúmen final 10 mI. Después de unos segundos de incubación con 50 ¡;g de DEAE-D, 
se agregaron 25 rng de levaduras frescas, ayunadas por 15 horas, registrando 
continuamente la concentración externa de potasio por medio de un electrodo específico 
de potasio. 
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FIGURA 17.- SALIDA DE POTASIO INDUCIDA POR DHS. EFECTO DE LA 
. GALACTOSA EN CELULAS AYUNADAS 15 HORAS. Condiciones de incubación: 

MES-TEA pH 6.0 2 mM, glucosa la mM.Donde se indica se agregó galactosa 0.8 M. 
Volúmen final 10 mI. Después de unos segundos de incubación con 100 ¡tM de DHS, se 
agregaron 25 mg de levaduras frescas, ayunadas por 15 horas, registrando continuamente 
la concentración externa de potasio por mediQ de un electrodo especiflco de potasio. 
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FIGURA 18.- REMOCION DEL DEAE-D POR LAVADO CON CLORURO DE 
MAGNESIO. 50 rng de levaduras se pusieron a incubar por 5 minutos con 50 ~g de 
DEAE-D en 10 mI del siguiente medio: 2 mM de MES-TEA pH 6, 10 mM de glucosa. 
Las levaduras se centrifugaron y se lavaron dos veces con lmM de cloruro de magnesio. 
La células lavadas se recuperaron y se resuspendieron en 10 ml del medio de incubación 
mas 10 ¡..tM de KCI para medir los cambios de concentracion externos de potasio con un 
electrodo especifico de potasio. 
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FIGURA 19.- REMOCION DE DHS POR LAVADO CON CLORURO DE 
MAGNESIO. 50 mg de levaduras se pusieron a incubar por 5 minutos con 1 00 ~M de 
DHS en 10 mI del siguiente medio: 2 mM de MES-TEA pH6. 10 mM de glucosa. Las 
levaduras se centrifugaron y se lavaron dos veces con ImM de cloruro de magnesio. La 
células lavadas se recuperaron y se resuspendieron en 10 mI del medio de incubación mas 
10 IlM de KCI para medir los cambios de concentracion externos de potasio con un 
electrodo específico de potasio. 
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FIGURA 20.- REMOCION DEL CLORURO DE TERBIO POR LAVADO CON 
CLORURO DE MAGNESIO. 50 mg de levaduras se pusieron a incubar por 5 minutos 
con 20 ~M de TbCl, en 10 mI del siguiente medio: 2 mM de MES-TEA pH6, 10 mM de 
glucosa. Las levaduras se centrifugaron y se lavaron dos veces con 1 mM de cloruro de 
magnesio. La células lavadas se recuperaron y se resuspendieron en 10 mI del medio de 
incubación mas 10 ¡..tM de KCI para medir los cambíos de concentracion externos de 
potasio con un electrodo específico de potasio. Nota: no se incluye el control de terbio sin 
lavar porque interfiere con el electrodo, para ello referirse a la figura 1. 
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FiGURA 21.- REMOCION DEL BROMURO DE ETIDIO POR LAVADOS CON 
CLORURO DE MAGNESIO. 50 mg de levaduras se pusieron a incubar por 5 minutos 
con 50 flM de Bromuro de elidio en 10 mI del siguiente medio: 2 m.lv! de MES-TEA pH6, 
10 m1v1 de glucosa. Las levaduras se centrifugaron y se lavaron dos veces con lmM de 
cloruro de magnesio. La células lavadas se recuperaron y se resuspendieron en 10 mI del 
medio de incubación mas 10 ¡..tM de KCI para medir los cambios de concentracion 
externos de potasio con un electrodo específico de potasio. Nota: no se incluye el control 
sin lavar y tratado con bromuro de etidio porque interfiere con el electrodo, para ello 
dirigirse a la figura 1. 
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FIGURA 22.- EFECTO DE LA DHS SOBRE EL pH INTERNO DE LA 
LEVADURA. 25 rng de células previamente electroporadas con 2.8 mM de piranma se 
utilizaron para el ensayo de medición del pH interno de la levadura, estas células se 
depositaron en un medio que contenía glucosa 10 mM, MES-TEA 2 mM pH 6.0. En los 
trazos A, se agregó 50 0100 ¡tM de DHS junto con el medio y se inició el registro en el 
momento de agregar las levaduras. En los trazos B, el medio no contenía la DHS y se 
inició el registro del pH al agregar las células y una vez iniciado el trazo se agregaron 50 
o 100 )lM de DHS a los tiempos indicados en la gráfica. 
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FIGURA 23.- EFECTO DEL CLORURO DE TERBIO SOBRE EL I'H INTERNO 
DE LA LEV AnURA. 25 mg de células previamente electroporadas con 2.8 mM de 
piranina se utilizaron para el ensayo de medición del pH interno de la levadura, estas 
células se depositaron en un medio que contenía glucosa ¡ O mM, MES-TEA 2 mM pH 
6.0. En los trazos A, se agregó 50 o ¡ 00 ~M de cloruro de terbio junto con el medio y se 
inició el registro en el momento de agregar las levaduras. En los trazos B, el medio no 
contenía el cloruro de terbio y se inició el registro del pH al agregar las células y una vez 
iniciado el trazo se agregaron 50 o 100 J.lM de Cloruro de terbio a los tiempos indicados 
en la gráfica. 
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FIGURA 24.- EFECTO DEL DEAE-D SOBRE EL pH INTERNO DE LA 
LEVADURA. 25 rng de células previamente electroporadas con 2.8 mM de piranina se 
utilizaron para el ensayo de medición del pH interno de la levadura, estas células se 
depositaron en un medio que contenía glucosa 10 mM. MES-TEA 2 mM pH 6.0. En los 
trazos A, se agregó 25 o 50 J..tg DEAE-D junto con el medio y se inició el registro en el 
momento de agregar las levaduras. En los trazos B, el medio no conterua el DEAE-D y se 
inició el registro del pH al agregar las células y una vez iniciado el trazo se agregaron 25 
o 50 flg de DEAE-D a los tiempos indicados en la gráfica. 
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FIGURA 25.- EFECTO DE LA DHS SOBRE LA ACTIVIDAD DE BOMBA DE 
PROTONES. La concentración de protones se determinó continuamente con un 
electrodo de pH en un medio con 2 mM de MES-TEA pH 6.0 Y 10 mM de glucosa 
utilizando 50 rng de levaduras. Otras condiciones se indican con flechas y corresponden 
a: 50 ~M de DHS, 0.8 M de sorbitol y/o 1 mM de cloruro de magnesio. El registro se 
inición al agregar las levaduras. 
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FIGURA 26.- EFECTO DEL DEAE-D SOBRE LA ACTIVIDAD DE BOMBA DE 
PROTONES. La concentración de protones se detenninó continuamente con un 
electrodo de pH en un medio con 2 mM de MES-TEA pH 6.0 Y 10 mM de glucosa 
utilizando 50 rng de levaduras. Donde se indica, se agregaron 50 ¡..LG de DEAE-D y/o 0.8 
M de sorbitol. 
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FIGURA 27.- SALIDA DE POTASIO INDUCIDA POR DEAE-D EN PRESENCIA 
DE OTROS CARBOHIDRA TOS NO METABOLIZABLES. La salida de potasio se 
detenninó con un electrodo específico de potasio en un medio con 2 mM de MES-TEA 
pH 6.0 Y glucosa la mM. Donde se indica. se agregó 50 ¡.tg de DEAE-D y se reemplazó 
la glucosa por 10 mM de 2-desoxiglucosa o 6-desoxiglucosa (trazos A); o bien por 10 
mM de xilosa (trazos B). 
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FIGURA 28.- SALIDA DE POTASIO INDUCIDA POR DHS EN PRESENCIA DE 
OTROS CARBOHIDRA TOS NO METABOLIZABLES. La salida de potasio se 
detenninó con un electrodo específico de potasio en un medio con 2 mM de MES-TEA 
pH 6.0 Y glucosa 10 mM. Donde se indica, se agregó 50 flm de DHS y se reemplazó la 
glucosa por 10mM de 2-desoxiglucosa o 6-desoxíglucosa (trazos A); o bien por 10 mM 
de xilosa (trazos B). 
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VIII. DISCUSION. 

VE!..L La =:ar-ga de supe.rfide y lz saE.rla de pütasio de la Ievadur'a. 

Parte de lo que pretendíamos averiguar en este trabajo era dónde se concentraban los 

compuestos catiónicos para producir su efecto. Los resultados de Peña y RamÍrez (I975) 

mostraban que el EB se transportaba a través del acarreador de potasio y que 

probablemente requería concentrarse en el citoplasma para ejercer su efecto. En 

con.secuencia, pudieron aislarse cepas Fesistentes a EB afectadas del transportador de 

potasio (Brunner et al, 1982), 

Por otra parte, los resultados de Peña y Rarnírez (1991) mostraban diferencias en la 

magnitud de salida de potasio que diferentes agentes catiónicos promovían. La 

explicación que dieron a este hecho fue que la composición de ambos medios era la causa 

de tal divergencia. Es decir, sale más potasio por efecto del tratamiento con los cationes 

cua..l1do se usan levaduras crecidas en medio YPD, que las crecidas en medio de De Kloet. 

Dado que este último medio tiene un mayor contenido de sales que el medio de YPD, 

se infirió que presentaba una menor carga de superficie para la unión de los compuestos 

catiónicos y que la carga negativa de la superficie era importante para que se presentara ei 

fenómeno. De hecho nuestras detenninaciones de carga de superficie, usando como sonda 

la 9-aminoacridina, indican que las células crecidas en YPD tienen 2.7 ± 0.4 veces más 

carga de superficie que las células crecidas en medio de K16et. 

En este mismo sentido, en la literatura está reportado por E1ferink y Booij (1975), que 

el EDTA aumenta el efecto promovido por los colorantes catiónicos, aparentemente 

porque aumenta la carga de superficie. 

Nuestros experimentos mostraron que la unión de los compuestos catiónicos utilizados 

a las cargas negativas de la superficie era un requisito para que el fenómeno de salida de 

potasio se presentara. Esto a juzgar por la inhibición que se obtuvo de la salida de potasio 

en presencia del agente catiónico y el ion Mg2
-'-, que compite por las cargas negativas. 

Sin embargo, el incremento de la carga de superficie por el tratamiento con el EDTA 

nO resultó en una mayor salida de potasio para todos los cationes usados; es decir, la 

salida de potasio promovida por los compuestos catiónicos no se _explica solamente por el 
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enmascaramiento de las cargas negativas de la superficie de la célula. En este punto, 

aunque la DHS y EB mostraron un mayor efecto, el TbCb y el DEAE-D mostraron 

inhibición de la salida de potasio en presencia del EDT A. El primer caso se explicó por la 

formación de un complejo entre el Tb3
+ y el EDTA, pero no así para el DEAE-D. Este 

último caso, parece estar más relacionado con un enmascaramiento diferencial de sitIOS 

con carga negativa que por el enmascaramiento del total de las cargas negativas, ya que 

en el sentido contrario (dismininuye la carga de superficie), también existe inhibición. En 

este sentido, si el DEAE-D presenta poca afinidad por los sitios con carga negativa, al 

aumentar la carga de superficie, aumentaria el reparto del DEAE-D trayendo como 

consecuencia que ya no se concentrara en la vecindad de los efectores involucrados en la 

salida de potasio disminuyendo la promoción de la salida de potasio. 

En general, los experimentos mostraron que se requiere la unión específica del catión a 

los sitios con carga negativa de la superficie para que el fenómeno de salida de potasio se 

presente. Es decir, independientemente de que se trate de un efecto generalizado sobre la 

carga de superficie, ya que un aumento generalizado de la carga de superficie no es en 

todos los casos tul factor que defina la salida de potasio. 

Este aspecto ta..rnbién se refleja en el hecho de que a pesar de que los compuestos 

ensayados, DEAE-D, DHS y TbCl3 se unen con diferente afinidad por los sitios con carga 

negativa de la superfIcie, no existe en este sentido una relación directa con la salida de 

potasio. Lo que señala que no es la disminución generalizada de la carga de superficie la 

involucrada en la salida de potasio. 

Está reportado en la literatura (Borst-Pauwels 1981), que la disminución de la carga de 

superficie de la levadura diminuye importantemente la afinidad con la que se une el K+ a 

su transportador de entrada y que ésto se refleja como una disminución en la captación del 

86Rb +. Como consecuencia de ésto, las determinaciones de potasio externo que 

realizamos podrían indicar tanto una inhibición de la entrada como un aumento de la 

salida de potasio. Sin embargo es claro de nuestros resultados que ni la DHS, ni el 

DEAE-D ni el TpCI, tienen efecto sobre la afinidad del potasio por su transportador, sino 

su velocidad máxima, indicando que aunque abaten la carga de superficie, no 10 hacen 

uniendose a los sitios en la vecindad del transpo:tador de potasio, los cuales sí afectan la 
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afinidad del potasio por su sitio de unión. Estos resultados nuevamente apuntan a que no 

se afecta de manera generalizada ia carga de superficie. La excepción a este 

comportamiento fue el EB, el cual si disminuyó la K..'11 para el tra:.í.sporte de potasio, 

coincidiendo con lo reportado previamente (Peña y Ramírez,1975). 

El hecho de que los cationes que utilizamos afecten de manera diferencial la carga de 

superficie es algo más que una inferencia si se toman en cuenta los resultados de la 

remoción del calcio de IR_ levadura, los cuales muestran quc existen diferencias en 

reactividad de los compuestos catiónicos respecto de los SItiOS que unen calcio y que este 

hecho no está relacionado con el fenómeno de salida de potasio, ya que se presentan de 

manera independiente. De igual manera, la explicación de la remoción del calcio puede 

ser por similitudes en reactividad y radio iónico del Tb3
+ y el Ca2

+ (Hughes, 1981), o por 

la capacidad de la DHS de complejar el Caz- y de remplazarlo en su sitio de unión 

(Barba-Behrens et al,1990). 

Otro de los aspectos estudiados que están relacionados con la carga de superficie fue la 

remoción de los compuestos catiónicos por lavados con MgClz. En principio estos 

resultados mostraron que la eliminación de los compuestos catiónicos trajo como 

consecuencia la reversión del efecto de salida de potasio promovido por ellos~ lo cual es 

indicativo del sitio desde donde estos agentes catiónicos llevan a cabo su efecto. Es decir, 

que la salida de potasio promovida por compuestos catiónicos es un fenómeno que deriva 

de la interacción externa de los agentes catiónicos con la membrana. 

VIII.2. Ruptura celular y salida de potasio de la levadura. 

En la literatura se ha reportado que al menos parte de la salida de potasio de la 

levadura pudiera deberse a una ruptura gradual de las ievaduras inducida por las 

moléculas catiónicas (Peña et al, 1979; Borst-Pauwels et al,1983). Entre los compuestos 

que se sabe inducen un efecto de todo o nada en la levadura están el ion mercurio 

(Kuypers y Roomans, 1979), el azul de metileno (Passow et al, 1959) Y el bromuro de 

etidio (Theuvenet et al,1983). Sin embargo, nuestros resultados mostraron que se requiere 

de un sustrato (glucosa) para que se lleve a cabo la salida de potasio de la levadura; lo 

que significa que las funciones metabólicas de la célula estan intactas. 
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Otros :esultados que concuerdan con este punto de vista son la restitución del 

transporte de potasio en la levadura que previamente había sido t:-atada con los agentes 

catiónicos. Es decir, si el lavado con cloruro de magnesio pudo eliminar ei agente 

catiónico en mayor o menor medida, y se restituyó el transporte de potasio a nivel del 

control (DEAE-D y DHS), es porque la célula conservó la capacidad para contener ei 

potasio. Debo señalar que los resultados obtenidos con el DEAE-D son especialmente 

interesante::; en vista de que en reportes previos se le ha atribuido la capacidad de romper 

selectivamente la membrana plasmática sm afectar la membrana vacuo lar; y de hecho se 

le utiliza como un método para discriminar los contenidos vacuarar y citoplásmico 

(Huber-Walchli y Wiemken, 1979). También hay que señalar que otros autores (Kuypers y 

Roomans,1979) mencionan que el DEAE-D produce efectos variables dependiendo de la 

población y especie de levadura que se utilice .. 
e, . 

Nosotros utilizamos la medida del materiaLq~e absorbe a 260 nm como una prueba de 

integridad celular. Los resultados muestran que aunque algunos compuestos promueven 

la salida de material que absorbe a 260 mn (fundamentalmente nucleótídos) como DEAE

D Y DHS, el TbCb no lo promueve. Además de lo anterior, no existe una correlación 

estrecha entre la magnitud de salida de potasio y la de material que absorbe a 260 mn 

como se esperaría si estuviera ocurriendo ruptura celular. En principio estos resultados 

indican que no está ocurriendo ruptura celular por el tratamiento con los compuestos 

catiónicos utilizados. 

Respecto a la salida de material que absorbe a 260 nm y la falta de correlación de este 

parámetro con la ruptura celular, quizá habría que considerar la posibilidad de que 

algunos de los compuestos ensayados estén alterando la salida de compuestos como ATP, 

timina y uracilo. En la literatura está reportado que la salida de ATP (Boyum y 

Guidottí, 1996; Boyum y Guidotti, 1997), tímina y uracilo (Eddy,1997) es dependiente de 

glucosa, se activa por desacoplantes y es independiente de la ruptura celular; datos que 

concuerdan con la salida de potasio que nosotros medimos. 

Adicionalmente se cargaron las células con 86Rb +, durante 24 horas con el fin de 

estudiar la sallda de potasio. Estos resultados tambIén muestran que tanto el tratamiento 

con DEAE-D, DHS y Tber" no afecta la integridad celular, ya que de otro modo se 
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tendría una salida masiva de 86Rb +. El tratamiento con EB sí parece promover la ruptura 

celular, hecho que concuerda con lo reportado previamente (Theuvenet et al,1983; Borst~ 

Pauwe!s et al,1 983). Sin embargo~ esta ruptura parece ser parcial, ya que el efecto del EB 

se revirtió parcialmente por el lavado con el cloruro de magnesio, se conservó la 

dependencia de la glucosa en la mediación del fenómeno y no se observaron cambios 

sustanciales en la velocidad máxima del transporte de potasio por el tratamiento con el 

EB. 

VIl!.3. Dependencia de sustrato para la salida de potasio de la levadura. 

Como ya se había reportado previamente, la salida de potasio inducida por los 

compuestos catiónicos mostró dependencia de la glucosa como una característica común 

a todos los compuestos ensayados, así como a otros reportados anterionnente (Peña y 

Ramirez,1975; Peña y Ramirez,1991; Peña et al,1979; Peña et al,1980). 

La dependencia de la glucosa no se puede atribuir al transporte mismo del sustrato, ni 

a eventos derivados del transporte como un aumento en la presión osmótica celular, ya 

que no se observó en presencia de los análogos no metabolizables de la glucosa. Es decir, 

a pesar que tanto 2-deoxiglucosa como 6-deoxiglucosa se transportan, no indujeron la 

salida de potasio. Tampoco se presentó la salida de potasio en presencia de xiI osa, un 

sustrato no utilizado en las condiciones de nuestro experimento (M. H6fer, comunicación 

personal, Ha el al,1998). Por tanto los resultados apuntan a que la salida de potasio 

inducida por compuestos catiónicos depende de energía o de algún evento relacionado 

Con el metabolismo de la glucosa. 

De manera adicional, estos mismos experimentos muestran que la disminución inicial 

del pH como consecuencia de la fosforilación de la glucosa (Ramos et al, 1989) no es una 

señal involucrada en la mediación de la salida; ya que de otra manera se hubiera 

presentado el fenómeno en presencia de la 2-deoxiglucosa, la cual se fosforila en C6 y no 

se hubiera presentado en 6-deoxiglucosa. 

Respecto al requerimiento de glucosa para observar los efectos de los compuestos 

catiórucos, se exploró la posibilidad de que la glucosa causara un aumento en la carga 

negativa de superficie. Los resultados de la unión de Tb3
+ a la carga de superficie indican 
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que na sucede ta.l cosa. De igual manera, se evaluó este parámetro usando la 9-

aminoacridina obteniendo resultados similares (datos no mostrados). 

No podemos descartar la posibilidad de que la glucosa promueva la accesibilidad de 

cargas negativas específicas en la vecindad de los transportadores de potasio involucrados 

en la fenomenología de salida de potasio, permitiendo la unión de estas cargas por Los 

agentes catiónicos ensayados, lo que se ha demostrado que produce desviaciones en la 

cinética de transporte de cationes (Borst-Pauwels,1981; Cerbón y Calderón,1990) Sin 

embargo, tal explicación sería dificil de demostrar si las sondas utilizadas no fueran 

capaces de discriminar este cambio. 

VIlIA. La presión osmótica y salida de potasio. 

Resültados del grupo de Rodríguez muestran que la salida de potasio de la levadura 

dependiente de glucosa varía de manera directamente proporcional con el contenido 

celular de potasio (Ramos et al,1990). Este control se conservó en las células tratadas con 

DEAE-D y con TbCI" pero la salida de potasio inducida por DHS y EB se mostró menos 

sensible al contenido celular de potasio. 

En principio esto indicaría que se ha perdido la integridad celular, lo cual concuerda 

con los resultados obtenidos de salida de 86Rb + para el EB, pero están en desacuerdo con 

los obtenidos con DHS. Alternativamente podría considerarse que si se elimina la 

dependencia de la salida de potasio por el potasio interno esto indicaría que, en ausencia 

de ruptura celular; la DHS se transporta al interior de la levadura y que desde este 

compartimento se realiza la promoción de la salida de potasio. 

Analizando los resultados de eliminación de los compuestos catiórucos con cloruro de 

magnesio, no observamos la reversión de la salida de potasio, hecho que puede sugerir 

que parte del DHS se transporta hacia el interior de la célula. Esta posibilidad ha sido 

evaluada por el Dr. Peña con eH)-DHS y sus resultados permitieron concluir que 

efectivamente parte de !a DHS se interna a la célula. 

Desde otro punto de vista, las diferencias hasta ahora reseñadas podrían indicar que el 

DEAE-D y el TbC~3 promueven la salida de potasio de la levadura si existen diferencias 

en presión osmótica entre los compartimentos intracelular y extracelular, o simplemente 
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por la diferencia de concentración entre el interior y el exterior. Tal observación parece no 

estar tan alejada dei hecho de que la salida de potasio dependiente de giucosa se presentz 

cuando se transfieren ¡as células a un medio carente de potasio (Peña et al. 1979; 

Rotbstein y Bruce, 1958a: Rotbstein y Bruce, 1958b). 

Por este motivo utilizamos O.8M de sorbitol con el fin de disminuir las diferencias en 

presión osmótica entre ambos compartimentos y detenninamos la salida de potasio de 

levaduras tratadas con DEAE-D y con DHS. Es decir, un agente que mostró que 

promueve la salida de potasio de manera sensible al contenido celular de potasio y otro 

que no se mostró sensible. 

Las curvas de concentración de sorbitol mostraron que a partir de O.6M de sorbitol se 

inhibió totalmente la salida de potasio de la levadura tratada con DEAE-D; sin embargo, 

en los experimentos utilizamos O.8M de sorbitol. Estos resultados fueron como se 

propuso: se inhibe totalmente la salida de potasio en las células tratadas con DEAE-D que 

es sensible al contenido mterno de potasio y se obtuvo un efecto parCIal, cualitatÍvamente 

diferente, en las células tratadas con DHS que mostró prevíamente ser parcialmente 

sensible al contenido intracelular de potasio. 

Estos experimentos ftleron realizados también con galactosa O.8M, repitiéndose 

exactamente los resultados anteriores, lo que indica que es un efecto de la presión 

osmótica del sorbitol sobre la levadura lo que inhibe la salida de potasio por el DEAE

D. 

Respecto a la carga de superficie, se puede descartar que el sorbitol o la galactosa 

impidan el acercamiento del compuesto catiónico dado que existen diferencias en cuanto 

a los resultados obtenidos con DEAE-D y con DHS. A este respecto~ resultados parciales 

utilizando Tb3
+ como sonda para determinar la carga de superficie, muestran que el 

sorbitol 0.8 M no afecta sustancialmente la unión de Tb3
'¡' (l González, comunicación 

personal). 

Sin duda, nuestros resultados son indicativos de que la unión de DEAE-D a la 

superficie celular podría alterar el funcionamiento de algún sistema de salida de potasio 

sensible a la presión osmótica. Un candidato sería el canal mecanosensible descrito por 

Gustin et al (1988), que se sabe que se activa por estiramiento de la membrana, y una 
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propuesta sería que el DEAE-D unido a la superficie celular promueva tensión en la 

membrana, si existen diferencias en la presión osmótica entre el interior y el exterior, y 

que cuando tales diferencias disminuyen también disminuye la tensión ejercida por el 

DEAE-D, disminuyendo consecuentemente la sa:ida de potasio. 

Estos efectos del DEAE-D se proponen por efectos estéricos derivados de la unión de 

moléculas de DEAE-D a sitios negativos vecinos. 

VHL5. Efectos sobre el pH interno y el potencial de membrana. 

Resultados anteriores de nuestro laboratorio (Peña y Ramírez, 1991) indicaban la 

posibilidad de que el cloruro de terbio estuviera activando un sistema intercambiador 

K+ /H+, el cual funcionara sacando potasio y metiendo iones H+ a la célula. Esta actividad 

de intercambio pudo ser demostrada en un sistema reconstituído por Ramírez et al (1996) 

y Camarasa el al (1996). 

Los resultados de nuestros experimentos concuerdan con el hecho de que el TbCl3 

pudiera estar activando tal sistema intercambiador, dado que este agente aumenta la salida 

de potasio y disminuye el pH, por un aumento en la entrada de protones. Este aumento de 

la entrada de protones lo vemos como una actividad menor de las detenninaciones de la 

bomba de protones medida con un electrodo específico de protones. Además, el TbC13 no 

afectó apreciablemente el potencial de membrana, lo cual es indicativo de un sistema 

electroneutro como el propuesto intercambiador K+/H-'- que no afectara el potencial de 

membrana. 

Los dos agentes catiónicos restantes (DEAE-D y DHS) no mostraron un efecto 

estimulatorio sobre un antiportador putativo K+/I-t; por el contrario, en su presencia 

ocurre un aumento del pH coincidente con el aumento del bombeo de protones, lo que en 

principio produciría un aumento en el potencial de membrana por aumento de la 

concentración celular de aniones. Nuestros resultados no mostraron tal hecho, porque nO 

afectaron notoriamente el potencial de membrana detenninado con cianina (Peña et 

al,1984). Lo que podría indicar que estuvieran saliendo contraiones conjuntamente con 

los H<-, como lo indican los resultados de Peña y RamÍrez (1991), quienes pudieron medir 

un aumento del Pi por el tratamiento con compuestos catiónicos . 
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IX. PERSPECTIVAS. 

La investigación futura estaría encauzada a ia búsqueda de los elememos involucrados 

en la salida de potasio de la levadura por efecto del tratamiento con compuestos 

catiónicos. Dentro de estos es necesario definir la participacion del intercambiador 

K+ IH+, el cual según nuestros resultados se activa por el tratamiento con TbC13 . 

Por pnncipio de cuentas es necesario conocer al o los sitios a los cuales se une el Tb3
+ y 

al respecto en el laboratorio se adaptó una técnica para medlr el Tb residual por 

complejación cOn el ácido dipicolínico que da lU1 complejo fluorescente. En este aspecto 

se encuentra trabajando actualmente la Dra. Judith González. 

En el laboratorio se cuenta con algunas mutantes como khal, construida por Jorge 

Ramírez (Ramírez et al., 1998) cuyo gene codifica para un intercambiador KIH+, la 

mutante del gene NHAl que codifica para un intercambiador Na+/f-t (Bañuelos et al., 

1998) y que fue construida por la Dra. Hana Sychrova, asi como mutantes de TOKl que 

codifica para un canal de potasio rectificador saliente (Ketchum et aL,1 995) y mutantes de 

los genes TRKI y TRK2, que codifican para los transportadores de potasio de alta y baja 

afinidad respectiv3..trnente. Con esta bateria de n:utantes y otras dobles y triples mutantes 

que se construyan como: trk1·tok1, tokl ·kha1. tok1·OOa1, kha1-OOa1, trk1·kha1, trkl· 

OOa1, tokl .kha1-OOa1, trk1·tok1·kha1 y tok1·trk1·OOa1 será posible definir la relevancia 

de cada una de estos transportadores en la salida de potasio de la levadura y también 

COnocer si el terbio se une al intercambiador K+lJ-t. 

Otro aspecto que es necesario evaluar es la respuesta de los movimientos de potasio ante 

los cambios de la presión osmótica externa. Al respecto, en agosto de este año apareció 

en la literatura publicado el papel del gene MIDl el cual codifica para un canal de potasio 

sensible al estiramiento (Kanzaki et al., 1999) con propiedades aparentemente diferentes a 

las del canal rnecanosensible caracterizado por el grupo de Kung (Gustin et al., 1988). 

Sería necesario contar con la mutante de MID 1, o construir una mutante de este gene y de 

la misma manera como se descriió el caso de KHAl y NHA 1 definir si el producto del 

gene MID1 es el blanco de las acciones del DEAE·D. 
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Algo que debe notarse es que el uso del DEAE-D puso de manifiesto un mecanismo 

mecanosensibie que utiiiza ai Potasio cuando ia presión osmótica interna es mayor que la 

externa y se revierte cuando ocurre lo contrario, o bien se igualan las presiones a ambos 

lados de la membrana plasmática. Un mecanismo que opera de manera semejante a 

través del producto del gene FPS 1, permite la salida de glicerol de la célula y está 

regulado por la vía HOG (crecimlento en alta osmolaridad) (Tamas et al., 1999). La 

convergencia de este mecanismo con la saltda de potasio inducida por DEAE-D, hace 

necesario evaluar cómo operan estos mecanismos que le permiten a la célula contender 

con los cambios en la presión osmótica externa. Es decir, si operan al mismo tiempo, si 

requieren de glucosa para operar, si en ambos casos estan influenciados por cambios en la 

carga de superficie, si se regulan por los mismo efectores de la via HOO, etc. 

Hemos hecho un primer intento por entender esta convergencia al caracterizar la salida 

de potasio inducida por DEAE-D en mutantes de FPS 1, la cual nos fue donada por el Dr. 

Hohmann de la Universidad Católica de Lovaina, Bélgica. Resultados preliminares, no 

publicados, indican que los mecanismos operan de manera independiente. Sin embargo, 

la inexistencia de uno de ellos (FPS 1) parece no aumentar la salida de potasio. Aunque 

debo señalar que no se han determinado otros parámetros como cambios en el pH celular, 

concentración celular de potaslO, potencial de membrana ni la carga de superficie que 

permitan entender mejor la similitud del fenómeno. 

Otro de nuestros intereses seria explorar si con DEAE-D estamos activando algún 

mecanismo sensor de la integridad celular y por ello sería interesante evaluar si la salida 

de potasio inducida por DEAE-D está relacionada con esta vía, la cual involucra la 

actividad de la cinasa PKC y los productos de los genes MID2 y SLG 1 (de Bettignies et 

aL, 1999). Nuevamente, como en el caso anterior, la letalidad se revierte con la 

estabilizacion osmótica por el uso de sorbitollM (de Bettignies et al., 1999); lo cual 

coincide con la reversión de la salida de potasio de la levadura que nos pudiera indicar 

que la salida de potasio de la levadura estaría involucrada en la estabilización osmótica 

cuando existen cambios osmóticos a ambos lados de la membrana plasmática. 
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y como en el caso del transporte de glicerol, un primer enfoque para entender el 

fenómeno sería la caracterizacion fisiológica del transporte y salida de potaslO de las 

levaduras mutantes de la via PKC. 

En el presente trabajo no exploramos la procedencia del potasio que se sale por efecto del 

tratamiento con los compuestos catiónicos, una idea que surgió de un trabajo de tesis 

paralelo desarrollado por la Dra. Ruth López (Ruth López, tesis doctoral, 1999) indicaba 

que en la acumulación de potasio por la levadura participaba el ion HC03- y que pudieran 

acumularse en la vacuola grandes cantidades de este anión. Esta es una idea que tiene su 

fundamente en el hecho de que está reportado que la vacuola es un reservorio de 2/3 

partes del potasio celular (Ohsumi et aL, 1988) o del 50% del contenido celular del 

potasio (Huber-Walchli y Viemken, 1979). 

Esta situación nos reunió a la Dra. Ruth López y a mí en la tarea de tratar de 

perrneabilizar la levadura sin afectar la membrana vacuo lar, usando DEAE-D, tratando de 

adaptar el método de Huber-Walchli y Viemken. Este trabajo lo desarrollo en su tesis de 

licenciatura Fabiola Jiménez. Los resultados de este trabajo fueron, entre otros, que la 

levadura Saccharomyces cerevisiae sobrevivia en un 97% al tratamiento con 200 )lg de 

DEAE-D por mg de levadura (F. Jiménez, tesis de licenciatura, 1997). Estos resultados y 

los aquí consignados señalan que el DEAE-D no causa ruptura celular, por lo que 

decidimos ensayar con concentraciones sublíticas de CTAB, trabajo en eI que nos hemos 

involucrado la Dra. Ruth López, la Dra. Martha Calahorra y yo. Este equipo de trabajo 

por sugerencia del DI. Peña también ha estado interesado en evaluar fisiologicamente las 

características de la ruptura celular inducida por la Nistatina con el fin de comparar 

nuestros resultados y los obtenidos por el tratamiento con CIAB. 

El fracaso para permeabilizar la membrana plasmática de la levadura utilizando DEAE-D 

y el conocimiento obtenido en mi trabajo de que el DEAE-D puede removerse de la 

superficie celular y revertir los efectos de salida de potasio de la levadura, pennitieron 

abordar un problema que tenía la Dra. Ruth López en el desarrollo de sus experimentos: 
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el control del contenido celular de potasio. Este problema se abordó por medio de lavados 

con DEAE-D para después eiiminar este calión con MgCh, estos resultados eslá.ll 

consignados en el artículo de López (López, et aL, 1999). Respecto a este trabajo otra 

colaboración consistió en el desarrollo y realización del protocolo para medir el transporte 

del ácido propiónico que desarrollamos conjuntamente la Dra. López y yo. 

El contar con un mé:odo para penneabilizar selectivamente la membrana plasmática, 

pennitirá estudiar, entre otros casos, el transporte de iones y otras sustancia por la 

vacuara. y en relación con esto resultados preliminares, no publicados, desarrollados por 

nosotros han permitido conocer que efectivamente el HC03- se transporta a la vacuola 

utilizando un canal aniónico. 

Otro aspecto que se evaluó parcialmente en este trabajo fue la dependencia del fenómeno 

de la glucosa. Lo que propongo es que se evalúe la participación de la vía relacionada con 

la detección de glucosa en relación a la horneostasis del potasio en la levadura. En este 

sentido en la literatura está actualmente reportándose la participación de los genes HAL4 

y HAL5 en relación a la modulación de la captación de potasio (Mulet et al., 1999). Sin 

embargo no existe nada en relación con el control del eflujo de potasio de la levadura. 

La difere.nte respuesta de la salida de potasio por el tratamiento con cationes que se da en 

presencia de glucosa pudiera estar controlada a nivel del transporte mismo del azúcar o 

bien ~ nivel de la generación de una señal en la cual estan involucrados los productos de 

los genes SNF3 y RGT2 (Johnston, 1999). 

Obviamente, como en todos los casos anteriores, contar con las mutantes adecuadas nos 

pennitiría saber la manera COmo se regula la salida de potasio de la levadura que es parte 

del objetivo general del grupo del Dr. Peña. 
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X. CONCLUSIONES. 

(¡ La salida de potasio de la levadura inducida por el tratamiento con compuestos 

catiónicos requiere de la unión de los compuestos catiónicos a la superficie celular. 

Sin embargo, esta salida está promovida por la unión de algunos compuestos a ciertos 

grupos en la superficie celular. Es decir, depende de reactividad de los compuestos 

con los diferentes grupos y un cierto grado de selectividad hacia los mismo grupos 

negativos de superficie. Esto, sin d\Ida, da como resultado que los compuestos 

catiónicos utilizados no presenten un mismo patrón de respuesta a las diferentes 

pruebas con que los evaluamos, 10 que implíca que diferentes mecanismos están 

involucrados en la promoción de la salida de potasio por los compuestos catiónicos. 

• Los mecanismos involucrados en la salida de potasio dependen de la presencia de un 

catión, independientemente de la estructura química del mismo. Otro requisito 

necesario es la presencia de un sustrato metabolizable, y parece estar mediado por el 

metabolismo mismo y no por otros aspectos derivados de la presencia misma del 

azúcar corno apantallamiento de grupos. 

e Excepto el bromuro de etidio , los cationes ensayados no causaron la salida masiva de 

potasio por ruptura celular. 

• El efecto que la unión de los compuestos catiónicos tienen sobre la carga de 

superficie, no se manifestó en una disminución del transporte de 86Rb a la célula, por 

lo que no se trata de un efecto-generalizado sobre la carga de superficie. 

~ El efecto de los compuestos catiónicos es reversible por lavado con cloruro de 

magnesio, en mayor o menor grado; indicando que la salida de potasio de la levadura 

por estos compuestos catiónicos es un fenómeno de membrana. 

Q Respecto a los agentes catiónicos utilizados: tanto DEAE-D como TbC13 presentan 

t:fectos más claros sobre la salida de potasio. En relación al primero se mostró 

sensible a los cambios en la presión osmótica entre los compartimentos intracelular y 

extracelular. Es posible que su efecto esté mediado por algún acarreador de potasio 

mecanosensible, que pudiera estar involucrado en un mecanismo de regulación de la 

presión osmótica a través de la salida del potasio celular. 
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Abstrae! 

Potassium effiux in yeas! induced by severa! catiOnic compounds sbowed different cnaracterlStlC$. AH of the observed 
emux required glucose as substrate at the concentrations used. For most ofthem, the phenomcnon required bmdmg ofthe 
cationic compound to the cell surface and increased with the negatlve cell surface charge, and for al! the compounds tested, it 
depended on a metabolizable substrate. Effiux induced with terbiUrn chloride appeared more hkely duc to the functlOn of a 
K+fH+ antiporter With DEAE-dextran and dibydrostreptomycin, potassium effiu."( was dependen! on Ihe cell potassJUm 
COntenl and was also sensitive to osmotlc changes of the medium. DEAE-dextran-provoked effiux was not due to ccll 
disruption. Dihydrcstreptomycin see:ned, to activare a potassium effiux system which coutd not be studled in Isolation, but its 
inhibitioo of potassium uptake may also be involved. Except for cells trealed with ethidium bromide, no appreciable cell 
disruption was observed The polassium eft]u."( ebserved appears te be a membrane phenomenon reversIble after washmg 
wlth magneslUm chlonde. {) 1999 Elsevier Seieoce B.V. AH rights reserved 

Ke)'l\'ords .. PotasslUm ion emUl(, Cationic compound; (Sacclu;¡romyces cerevrsiae) 

1, Introduction 

Studies by Rothstein and Bruce [1,2] described a 
potassium efflux system In yeast. An energy-depend
ent effiux system for potassium ious in yeast was also 
demonstrated by Peña and Ramírez [3]. ThlS effiux 
system was stimulated by glucose or ethanol; it was 
also stimulated, in a substrate-dependent manner, by 
cationic molecu!es like ethidium bromide and other 
cationic dyes (41, dihydrostreptomycin [31, diethyl
aminoethyldextran [5], and lanthanide cations and 

* Corresponding. author. 
E-mail: apd@ifisJ01.unammx 

other trivalent cations such as A13+ [3] The effiux 
produced by terbmm ions appeared lo be mamly of 
electroneutral nature and ascnbed to the operation 
of a K+/H+ exchanger [3]. 

Work by Gustin et al [6J and Bert[ and Slayman [7} 
based on patch-clamp analysls reveaJed the presence 
of both a mechanosensitive ion channe1 and an out
ward rectifymg K+ channel; the latter was identified 
as a pH-sensitive, depo!arization-activated, out
wardly-rectifying potassium channe1, or TOKI [8] 
or DUKl [9] or YORK [lO] or YKCl [i 1] channe!, 
with properties apparentIy different from those of the 
mechanosensitive ion channe1 fU]. 

USlOg yea.st plasma membrane vesides, Ramirez et 
al. [12] and Camarasa et al. [13] provlded eVldence 
for a K"/H+ exchanger, which may be ínvolved in 
the regulation of the interna! pH of (he cells when 
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they accumulate hi5h concentrations of K- (12] Thc 
J0909 gene from chromosome X reported by Miosga 
et al. [14] pre(i!cts an 873-residue protein with se
quenee similarity with the putative EnteroCOCCll$ J¡¡
rae Na+{H+ antiporter and the putative K- fH-r 
KefC antiporter of Escherichia eolL Yet, the se
quence of a Saccharo!11)'ces cerCl'isiae gene an chro
mosome IV likely encocles a Na-/H+ antiporter [15J. 

These findings prompted studies on the potassium 
effiux mechanisms, regulation aod energetic require
ments of the effiux system In this context, cationic 
dyes and other molecules [3.4} have been used as a 
tools to reveal the interactlOlls goveming potassium 
effiux. In the present work, we llSed four structurally 
unrelated catioruc compounds to learn more about 
the mede of action of these compounds and their 
kind of interactions with yeast cells. 

2. Materials and metbods 

2.1. Yeas-t and growth conditlons 

The yeast Sacdwromyces cere~'isiac, isolated as a 
single colony froIn a comrnercial product (La Azteca, 
Mexico) was used for tbis work. Cells were grown in 
500 ml of YPD medium (1%. yeast extraCt, 2%, pep
tone and 2% glucose) during 24 h in a gyratory shak
er ptaced in a controlled temperature room at 30"e. 
They were collected and washed tmce with distilled 
water by centrifugation. The resulting pellet was re
suspended in distilled water (10%, w/w) and aerated 
by incubation in the saIne gyratory shaker during 
14 h. The cells were collected again, washed twice 
by centrifugatíon a:ld resuspended in water to a ratio 
of 0.5 g per mi and kept on ice until used, during the 
course of the same day. 

2.2. External potassium determina/lOns 

K+ movements were measured by continuously 
recording i1$ external concentration with a potassi
um-selective electrode. Data were captured usmg 
software specially designed for that use in our 
¡abaratory. Determinations were made in 10 mi of 
an incubatian medium consisting of 2 mM MES-
TEA (pH 6.0), 10 mM glucose and 25 mg of fresh 
cells. 

2 3. ProtOIl pllmpmg aC{I\'ilJ' 

Proton pumping activlty 'Nas continuously re
corded using a pH clectrode. Condltions were simIlar 
tO thase used for ex.terna) potu""lum detennlna
tlom. 

2.4. Internal pH 

This parameter was foHov.'e(j by measuring tbe 
fluorescence changes of pyranine (8-hydroJ..y-I,3,6-
pyrene-thiosulfomc acid) introduced by e!ectropora
tion, which was carned out with a Bia-Rad gene 
pulser, with a pulse controller, usmg a mixture of 
0.7 mi of the ceIl suspension, plus 20 J.11 of 100 mM 
pyranine. A pulse of 1500 V with a capacitance Df 
25 J.1F and a resistance of 200 n was applied, lasting 
approximate!y 3 D1S. Theo the cells were centrifuged, 
washed three times in a Beckman microfuge for 10 s 
and resuspended to its original concentrotion of 
0.5 g/mi. The fluorescence changes at 460-520 nm 
were followed in a DMX-IOOO spectrofluorimeter 
(SLM Instruments, Urbana, IL), with a tempera
ture-controlled sample companment (30°C) [16]. 

2.5. Estimation 01 rhe membrarze potenttaf 

Membrane potential was estimaled by followmg 
the fluarescence changes of 0.25 fLM of the cyanme 
DiSC3(3) (dithiacarbacyamne, Molecular Probes) at 
540-590 nm 117] in the DMX-lOOO spectrofiuorime
ter (SLM Instruments) wlth a cel! campartment con
trolled al 30°C and au acquisition and processing 
system 25 mg of cells were incubated in 2.0 mi of 
¡he following medlUm: 50 mM glucose, 10 mM 
MES-TEA (PH 6.0), 10 !lM pentach1orophenol and 
10 mM CaCh. 

2.6. RubidLUJ1! uptake experimenls 

The experiments were carried out as foUows: 50 mg 
of fresh cens were incubated in 1 ml of a medium 
containing S mM MES-TEA (pH 6.0) buffer, 50 mY1 
glucose, and different concentmtions of 86RbCI rango 
mg from 50 !lM to 20 m:vf. iOO-~1 samples were 
withdrawn at 15, 30 and 45 s, 1. 1, 4 and 8 mm, 
and filtered through a M¡lIipore fi!ter (0.45 !lm 
mean pore size). Fllters were washed twice with 
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20 mM KCl and then dried RadlOactlVlty was meas
ured in a Beckman LS6500 scintinatlon counter. 
From these data ploued against time, the initlal up
take rates were obtallled. Inhibition expenments 
were performed as indicated previously, but the m
cubation medium contained 50 MM ethidium bro
mide (EB), 50 11M dlhydrostreptomycm (DHS), 
50 Ilg dlethy!aminoethyldextran (DEAE~D) or 
20 ¡.tM 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 t-tM 9-aminoacri
dme was added to a medium containing 2 mM 
MES----TEA buffer (pH 6.0), 1 11M antimycin A, dif
ferent concentrations of any of the cationic com
pounds (from 1 to 100 J.lM) and 25 mg of fresh censo 
The cells were centrifuged immediately after mixing 
and the supematant was collected for fiuorometric 
detenninations of the 9~aminoacridme using the 
wavelength pan for excitabon and emission, 400 nm 
and 454 nm, respective1y. The surface charge was 
calculated from the dlfference after measurement 
with 10 mM MgC12. 9-Aminoacridine binding versus 
concentration of the cationic compounds plots were 
built and from these plots the concentration of the 
catiomc compound inhibiting half 9-aminoacridine 
bindmg was calculated. 

2.8. Loadmg of cells wlfh 86 Rh + 

Six grams of fresh cel1s were diluted at 10% In a 
10 mM glucose solution, 3000000 dpm of 100 mM 
86Rb were added, and the incubation mixture WdS 

transferred to Falcon tubes and mcuhated during 
24 h wlth continuous shaking at 4°C. After this 
time, cells were centrifuged and washed twice wlth 
distilled water and resuspended at 50% w~v for use 
in the Rb- effiux experiments. 

2.9. Rb+ effiux determinatiOIlS 

Cells loaded wlth s6Rb+ were used to determine 
the efflux of the catlOn. Fifty rng of 86Rb+ preloaded 
cells were mcubated in 1 mI of a medium contaming 
5 mM MES-TEA buffer (pH 6.0) and 50 mM glu-

cose, with or wilhout any of the followmg cationic 
compounds: 50 11M TbCI3, 50 IlM DHS, 50 11M EB 
or 50 Ilg DEAE-D After an incubatlOn at 30°C for 
5 min, 100-1.11 samples w<::re withdrawn and filtered 
through a miUipore filter (0.45 ¡;.m mean pore size). 
Filters were washed lwice with 20 mM KCI, dried in 
air and the radioactivity was measured in a Beckman 
LS6500 scintillation counter. 86Rb+ 10ss was deter
mined as the difference between the control wlthout 
cationic compound and those with the catlOnic com
pounds added. 86Rb+ content in the control re
mained unchanged after 30 min incubation. 

2.10 Terbium bindmg determinations 

Terbium bmding determinations and maximal 
bmding of terbium and dissociation constant estima
tions were rnade by measuring the free concentration 
of Tb3+ remaining after incubation of the cells as 
f01l0ws: 25 rng of fresh cells were placed in 5 mlof 
a medium containing 5 mM MES-TEA (pB 6.0) and 
different concentrations of terbium chlonde, from 
2 ~M to 30 ¡;.M. Cells were incubated for 1 min 
and then centrifuged; the supematant was used for 
terbium detenninations. Terbium concrntration was 
measured addmg different aliquots of the superna~ 
tant to 20 ~M dlpicolinic aCld, III 5 mM MES
TEA (pH 6.0), in a final volume of 5.0 mI. fiuares
cence was measured at 276--545 nm as the excitation 
and emission wavelengths, respectively. Fluorescence 
values were campa red to a standard curve prepared 
with known concentrations of TbCh. The cation 
forms a fiuorescent adduct wlth dlpicolinic acid. 
and this property of the cation has been successfully 
used to mcasure its binding to biological molecules 
[19). 

2.11 Data analyslS 

Al! expenments were repeated at least three times, 
without significant dlfferences In most cases, typica! 
tracings are shown. Far kinetic data, va!ues ± stand
ard deviatiOn are given. In the case of Kt" move
ments and pH changes, representat¡ve expcriments 
are presented. Values of Km and K> were obtained 
by nonlinear regresslOn (lnplot program) and fitted 
best to a rectangular hyperbola wlth ane component. 
Dlspersion of the data gave a maxlmum value of 
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15%. KcJ is the concentration vaJue of terbium ehla
ride necessary to attaín 50% ofthe maxlmurn binding. 

3. Results 

The effiux of potassium ions to a potassium-free 
mernum is a common response of the cells to the 
presence of SOrne cationic compounds (3A1 This 
can be obserl./ed only if an adequate substrate is 
present in the medium (Fig. lA). As Fig. lB 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 er 
ThCI3_ In the presence of glucose, at the concentra
tians used. tbis. efilux: showed in sorne instauces a 
variable delayed response of 20 to 30 s, and after 
this time a steep effiux was observed. The response 
consisted of a transient inhibition of the potassium 
effiux 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 potassiwn efilux and the time 
of fasting of the cells, which modifies the internal 
content of potassium (see below). 

Potassium efilux induced by the addltion of cati
onie eompounds was tested for its dependence on 
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Flg. L Potasslum effiux produced by dlfreren! catianie agents. 
glucose requlrement. Tneubatlon condltions 2 mM MES-TEA 
buffer (pH 6_0). 10 mM glucose_ Fínal volume was 100 mI 25 
mg of y=1 (I'.'et weight) was added after a few =nds of m
cubatlOn. In B, glucose was ornltted. K~ concentration was fol-
10wed "1th a K~-selective calionic e!ectrode. 
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Flg_ 2. K-'- emUX produced by DHS wilh d¡!rerent substrates. 
Potass¡um ef!l.ux was determined with a potassium-selecuve elec
trode. InC'..!bauon medium: 10 mM glucose. 2 mM MES-TE<\ 
buffer (pH 6.0); final volume, 10.0 mL Where tndlcated. 10 mM 
2-deo:(yglucose anó 6-óeoxyglU1::if.>e (A) and H~ mM :(ylcse {B} 
were added instcad 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-D-glucose or 
6--deoxy-o-glucose instead of glueose whieh can not 
be metabolized by yeast. Flg. 2A. shows the results 
with DHS, whieh were similar with the other agents 
(data not shown). No effect was aIro observed when 
using a poorly utilized substrate (xylose); results of 
FIg. 2B atso show this faet. None of the substitutes 
for glucose used could support the effiux of potassl
um to the extent observed when using thls substrate, 
indicating a metabolism-derived link as responsible 
for this effiux. Similar results were obtained when 
DEAE-D waS used instead of DHS. 

As Fig. 3 shows, an ioerease in lhe effiux of potas
sium with most cationie compounds was observed in 
the pre"ence of EDT A. In the presence of thi" ehe
Jator, which increases the negalive surface eharge of 
the cel!s, potassium efilux was inereased wlth EB and 
DHS. On the other hand, no change in the effiux of 
potasslUm promoted by DEAE-D was observed. The 
addition of EDTA, 00 the other hand, prevented 
potassium effiux by TbJ ->-, probably because of the 
complexatlOo of the cation by EDTA. 

These results indicated that a oegative surface 
eharge might be involved In the efflux of potassium 
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Fig 3 Efflu:o; of potassiUm produced by dllfcrent catLonic com
pounds in the pn:sence of 100 ¡.tM EDTA. Incubatlon mediUm 
!ú mM g!ucosc, 2 m1f MES-TEA buffer (pH 6 O), final vo!
ume, 10.0 ml 

when treating cel1s with cationic compounds; they 
agree wlth those earÍler reported by Elfermk and 
Booij [20]. Resu[ts in Tab!e 1 agree with those of 
Fig. 3, 111 the sense that cationic compounds may 
be binding to negative surface charges, as shown by 
thcir ability to displace 9-aminoacridine from bind
mg to the cel!s. We measured this capacity as the 
concentration of the cationic compound necessary 
to inhibit 50% binding of the dye to the cell surface; 
a correlatlon was found between the affinity of the 
cationic compound for the negative surface charge 
and the extent of potassium eillux they promoted. 
However, DEAE-D showed a low affinity for the 
negativc groups on the ceH surface; as a conse
quence, with this agent, no dlfferences in the effiux 
of potasslUm were expected wlth an increased cell 
surface charge due to EDTA presence (FIg. 3). 

Tablc! 
Conccntrallons of catlOmc compounds mhlblltng 50% 01 9·aml
noacndme bmdlng 

Additwn 

Dthydrostreptomycm 
Terblum ch[onde 
DEAE..je:.tran 

5±23¡¡M 
10±6.! uM 
300 ± 56 ¡¡g/mi 

Thc bmdmg of 9·ammoacndme tO the cells was determmcd ac· 
cordmg to Tneuvenet el al (181 2 ¡¡M 9~aminoacridme was 
add~d to a rncd,um oontammg 2 mM MES-TEA (pH 6 O), 
! ¡..tM antlmyCtll A. different ooncentratJons of any of th'!; cati
ome compounds (l lO 100 ¡¡M) and 25 mg of fresh cells. The 
cclls were centrifuged ¡mmediately after mlxing wllh 9·am¡no
aClldmc and lhe: supernatant was CO!kCICd for the spectrofluon· 
metflc dClermma!10n of the free dye 

From thcse results we could expect that if the neg
ative ce!! surface charge was blocked, then no effiux 
of potassium \Vould result by treatment of the ce11s 
wlth catlOnic compounds. Results of Table 2 are con
sistent with this vlew; if 1 mM MgClz \Vas present at 
the same time as the cationlc compound, less potas
sium effiux was promoted by the catiOnic compound. 
It IS lmportant to mentlOn that 1 mM MgCl2 did not 
significantly affect potassium efflux or uptake in con
trol experiments 

Measurements of terbium ion binding ¡fl the pres
ence and absence of glucose were carned out, to 
define if the presence of the substrate could increase 
either the number or affimty 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 \Vere 2.15±0.57 nmoUmg 
of fresh cells and 9.49 ± O 42 MM, respective1y, when 
tCl"bium was premcubated for 1 mino In the presence 
of glucose and after incubating terbium during 1 min 
maximal binding of terbium \Vas 2.08 ± 0.46 nmoIlmg 
(wet weight) of cens, with a dissociation constant of 
8.48 ± 1.35 l!M. These results indicate that glucose 
does not promote any apprectable change in cell sur
face charge that could be detected with this method, 
based on thc determinatlOn of residual terbium with 
dipicolinic acid [19]. 

In order to define if the cationic compounds could 
be removed [rom the ceIls, the experiment shown on 
Table 3 was carned out. The cells were mcubated for 
5 min with the respectIve catioillc compound; after 
this time ceils were collected by centnfugatíon, then 

TabJe 2 
Eifect of MgClc on K-'- effiu\ produced by Severa! catlomc 
compounds 

Treatment 

Control 
1 mM MgCl2 
50 ¡.tg DEAE-D 
50 ).lg DEAE·D. I mM MgC!, 
50).lM DHS 
50 ¡¡M DHS. 1 mM MgCl, 

Total effiux, nmo! 

95 ±23 
1 W± 31 
160±41 
45± 12 
315±45 
78 ±23 

K, effiu:\ was measured by means of a potaSstu¡¡¡·se!echve ekc
trodc m a rrediurn contamtng 25 mg (wet \\c!ght) of ceHs, 
2 mM MES-TEA (pH 60). III m\.1 glucose aml where staled. 
! m~ ~1gCl2 and the respcct¡\~ concentrdtion of ¡he catlon:e 
compotJnd Fin,¡! volume \\as !O mi 
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FLg. 4. Reversibility ofthe effect of DEAE-D by washing of the 
cells "'1th MgCb. 50 mg (wet weight) of cells previously mcu
bated IImh DEAE-D dUrWg 5 min "'ere washro twice ",¡lh 
1 mM Mga~ and then washed with chstilled w3ter. and used 
for potassium effllU detenmna1.J.ons w¡th a pota5s1urn-select¡ve 
ekctrooe. I=bation ~ndJtiO!l5 were the same as used b Flg 1 

washed once with 1 mM MgCb and twice with dis
tilled water; the ce11s so treated were used for con
tinuous recorrung of pOtasslUIn in the presence of 
10 tLM KCl. The effect of DEAE-D disappeared after 
washing (FIg. 4). To a mmor extent, treatment with 
dlbydrostreptomycin could also be blocked as a re· 

Tab\e 3 
Revenioo of the effects oC cationic compounds by washmg ",uh 
magnesium chloride 

Treatment 

Control, washed 
20 ¡.tM TbCh 
20 J.!-M ThCI¡. washcd 
DEAE-D. 50 J-I.gfrnl 
DEAE-D. 50 J-I.gfrnl. washed 
SO!J.M DHS 
50 /lM DHS, wamed 
50 11M EB 
50 ¡.tM EB. washed 

Externa! potassium (¡tM) 

3.5 ± 1.3 
30±8.4 
12.5±42 
28 ± 13 
4± 1.9 
33 ± 14 
13±5.6 
40±J5 
24± 7 3 

25 mg (wet W("gbl) of =lls WCle trcated with ¡he re:specl1\e 
conceutratlOns of che catiomc compollnds in a medlUm contaiu
ing 2 mM MES-TEA (pH 6), lO mM glllCOse. dllring 5 ml!! 
After chIS time, the cells were collected by centnfuga!Ion in a 
mlcrofuge. suspended in 1 mM MgCl", centrifuged and washed 
twice with dlStillcd waler. The cells were then incubated U1 
!O ml of medium containmg 2 mM MES-TEA (pH 6). !O mM 
glucose and 10 JlM KCI for continuollS recordm$ of external 
potasslum with a potasslum-sel~tlve electrodo. VaIues prescnted 
were obtamed a:,~¡- 10 mm of this second Itlcubation. 

sult of washing. In this case the recordings also show 
a s!ow uptake of the potassium extemally added. On 
the contrar)', washing the cel!s treated with etbidium 
bromide or Tb3- did not produce the disappearance 
of the effect promoted by the cationic compounds. 

The effiuA. of potassium might be attributed to the 
operation of a K-/H+ exchanger and also the mech
anosensitive ion channeI that can transport K-I. 
and H+ 13,6]. This prompted the necessity of assay
ing the effect of cationic compounds on the intemal 
pH and proton pumping actiV::ty. The method deveI
opoo by Peña et al. [16] was usoo to measure the 
internal pI-L 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, 
TbCl3 promoted a high internal acidification of tbe 
celL That is, cationic compounds showed a differen
tial efrect on the cell pH; in spite of tbe fact that 
potassium effiux was tbe cornmon eIernen!. 

In agreement with the results of Tahle 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 dlmin
ished proton pumping activity (data n01 shown), in 
agreement with the decrease found of the internal pH 
value and previous results [3] (fable 4). 

Table 4 
Effect of the catlOme compounds on internal coll pH using P}T

anille, introduced by electroporatlOn as an mdicator 

Treatment 

Control 
DHS. 50 11M 
DHS, 100 /lM 
na" so J-I.M 
TbCl~, 100 f.l.M 
DEAE-D, 25 ¡.Lglrnl 
DE/tE·D. 50 ¡.Lglml 

Interoa! pH 

6.5 
6.6 
6.65 
615 
6.12 
6.7 
6.75 

o 7 ml of a 50% cell suspenslon was electropontted In !he pres
e:J.ce of 20 ¡.tl of 100 mM pyranine \1."Íth a pulse of 3 ros of 
1500 V at 25 J.lF and 200 n. Electropotated cells were washed 
thrtX: tunes wíth distilled water. Auo=ce at 460-520 nm 
was measured, using 25 rng (wet weight) of cells in a medium 
COl.ltaml.ng 2 mM MES-TEA {pH 6j. 10 mM glu= and the 
ind,eated concentrations of each of the callonie compollnds. 
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F¡g. 5 Efi'ects of DEAE-D and DHS on proton pumpmg bJ 
yeast. H+ concentration "las continuous[y recorded with a pH 
electrode In a medmm similar to that of Fig 1. wl!h 50 mg of 
fresh ceils. Whefe indicated, 50 ¡.tM DHS or 50 Il-g DEAE-D 
"las added to me medium. 

The effiux of potassium induced by DEAE~D and 
DHS a1so showed to be sensitive to changes in the 
osmotic pressure of the medium or to differeuces of 
osmotic pressure betweeu the internal and externa! 
compartments (Fig. 6)- When the cells were mell

bated with 0.8 M sorbitol, the effiux of potassium 
induced with 50 p.g of DEAE-D was abolished, 
also gluCose-induced potassium efilux was abolished 
completely. However, with DHS, only half of the 
potassium effl.w; was abolisheñ in ~he presence Df 

0.8 M sorbitol Similar results were obtained when 
0_8 M galactose, a nonmetabolizable sugar by these 
cells was usoo instead of sorbitol, aud no dlfferences 
with the results of Fig_ 6 could be notOO; that is, 
galactose also abolishOO totally the effiux of potassi
um induced by DEAE-D and partially that produced 
with DHS_ The measurement of respiratory rates by 
our starved cells (data no! shown) showed that sor
bitol was not used as a substrate by yeast and also 
did not interfere with glucose utihzation. With these 
two agents, also changes in the transport kinetlcs of 
86Rb~ uptake were observed; DEAE-D affected Vma~ 
for Rb~ uptake, but not Km; V max was 18.3 ± 3 2 in 
its absence, and 8.0±0.96 nmollmg fresh cells!min in 
the presence of 50 )lg of DEAE-D and the Km vaned 
only froro 0.8±0.32 lo 0.5±0.2 mM. DHS also dl
minished thc Vma~ for Rb-'- uptake to 4.96± 1.96 
nmoVmg fresh cells/min with 50 JlM of DHS and 

the Km (0.77 ± 0.28 mM) did 110t show any mcrcase, 
In agreerncnt with previOus results [2IJ. 

Cell dísruptiOn was assesscd by two mcthods' by 
measunng absorbency at 260 nm of material !cakmg 
out of the cells, usmg as the control 200 JlM cr AB 
(data nol shown) (rhls method was no! used wllh 
ethidlUffi bromide, beca use of its absorbency at the 
wavelength used). We also measured 86Rb-'. effiux m 
cells preloaded with 86RbCI dunng 24 h; after th1S 
time 15±4.5% of the total cell potassium had been 
replaced with 86Rb-r. An cffiux in thc range of 1-3% 

was observed when incubating thc cclls for 5 mm 
50 )lM DHS, 50 )J.g of DEAE-D or 50 )J.M TbCI3• 

Howc\'er, incubatíon with 50 )lA-f ethidlUm bromide 
under the same conditions promoted a 30 ± 5.6% 10ss 
of 86Rb. It Is important to point out that dlscriml
nation for K- over 86Rb+ exists, Judging from the 
failure of catiOUlC compounds to promote a higher 
effiux of S6Rb. In order to define if the effect of EB 
on K+ effiux was only due to cell disruption or also 
to the competltive inhibition of monovalent cation 
transport by this agent., we mea:sured the e[fect of 
this dye on Rb+ transport: The Km for the transport 
of the monovalent cation m the presence of EB was 
3.6 ± 1.7 mM, as compared to 0.8 ± 0.32 mM [ur lht:: 

- " j 

DEAE + SORBITOL 

20llM DH$ 

50j.lg DEAE-D 

::>'O~M DHS + 
SORBITOL o 8M 

CONTROL 

"" TIme. se<: 

Flg. 6 Effccts of O 8 1\1 sorbltol on polassmm effl.ux prodllced 
by DEAE-D and DHS. PotasslUm effl.u~ was followed conlmu
ous!y wllh a potas~!Urn-selccl1ve e!ec!rode ln a medlUm and 
condluons sim1!ar lO ¡hose of Fig 1 Where mdleated. O 8 M 
sorbitol andfor 20 ~M DHS dnd 50 ¡.tg of DEAE-D were 
presen! in the medium 
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control, and the Vmax of 13.8±2.7 and 18.3±3.2 
nmoVmg of fresh cells/min in the presence 50 t-tM 
of EB or in its absence, respectively. 

Measurements of membranc potential using a tiu
arescent cyanine as a probe (17] showed no signifi
cant changes of this parameter using catioruc coro
pounds. at concentratÍons of 20-50 J..l-M which 
promoted potassium effiux. Only concentrations of 
TbCb 50-fold higher (2.5 mM) quencbed 28 ± 3.3% 
the fiuorescence of the control; under similar condi
tions, 2.5 mM: DHS only produced"a decrease of 
11 ± 5%. DEAE-D used al the saroe concentration 
inducing poussium efHux (50 J..l-g) on1y quenched 
4% of the fluorescence, compared with 20 mM: of 
KC¡ that quenched 16±3.9% of the same control. 

The efHux of potassium induced by cationic com
pounds showed a response depending on the cellular 
potassium concentration; when cell potassium de
creased, a decreased effiux of potassium by DEAE
D and TbCI} was observed (data not shown). Our 
results showed tbat at a cell K+ content of 256 mM. 
treating the cells for 5 min witb 100 J.l.g of DEAE-D 
an effiux of 11 % of the cell potassium was produced; 
when cellular potassium was 116 mM, no effiux of 
potassiUffi could be measured. For 100 J1.M ThCI3. 
with a cellular potassium concentration of 215 mM. 
an efflux of 12% was observed. and witb a cellular 
potassium conceutration cf 164 mM no effiux of po
tassium was observed. With EB and DHS, the re
sponse was independent of the ceIlular potassium. 
With these agents, no changes in the effiux were 
found in relation to cell potassium: with 100 J.l.M 
DHS, for a cellular potassium of 271 and 153 mM, 
16% and 13% of clfiux was produced, respectively 

4. Discussion 

The results presented here show that the severa! 
o:::ationic compounds used promoted effiux of potas
sil.ll!1 with cerrain pantcularities, whích probably de
rived from the kind of interaction with yeast ce!ls 
and response elements involved in tue phenornenon. 
For the agents used, the phenomenon appears to be 
unrelated to thelr structure, and mainly related to 
their charge. However. the mechanisms by which 
they prodllced K+ effiux appear to be different; in 
fact, sorne other cations whicb have been tested, con-

taining in the!r structure a guanido group, sulfagud
nidioe and arginine, for Instance, did not produce a 
potassium effiux (data not shown). but aJkylguani
dines do [2IJ. This roay indlcate that the potassiuIn 
effim.:: induceó. by catiomc compounds is not denvcd 
fram a generalized effect duc lO their interaction v. ith 
cell surfacc ncgative charges: ir appears to oepend UIl 

different mechanisms characteristic to each agent, 
although for most of them the effect appears to in
volve the negative charges on the ce!! surface. 

The experiments showed that bmding of most of 
the cationic compounds to the negative surface 
charges ofthe cell was necessal}' for the phenornenon 
to occur, since sorne of the agents could be removed 
from the surface of the cell by washing wlth MgCb. 
showing that the efflux of potassium occurred at ¡he 
level of tbe cell memhrane. Our experiments also 
show that although a generalized increase of surface 
charge produced by EDTA fa\'ored the cationic com
pound binding, this is not, in a[1 cases, a factor de

fining the effiux of potassium. since with DEAE-D, 
the presence of the chelator prevented its effect. 

As previously reponed [3J, the effiux of potassium 
induced by cationic compounds showed gIucose de
pendence as a common characteristic to al! those 
tested. as well as to others aIready reported [4,21J. 
This dependence was not only due to transport of the 
suhstrate, because it was not observed when two 
transportable nonmetabolizab!e 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 nonmetabollzable ana
logue 2-deoxyglucose; if ¡his were the case, potaSS1-
um effiux should have been ohserved with tbis 
glucose derivative, which is phosphory!ated. The ef
flux of potassium appears to depend on a glucose
induced establishment of a rnernhrane potential dlf
ference; this may be inferred because when the cells 
were treated with DEAE-D. DHS and EB, these 
cornpollnds induced a de!ayed response of glucose
dependent potassiurn efflux, approxlmatdy similar to 
ihat required for the establishment of a rnembrane 
pctentiai, as shown by the use of the ftuorescenl 
cyanine DiSC3(3) [i 7]. However, it is possible that 
sorne other event related to metabohsm of glucose 
may be involved. 

Regarding tbe requirement of gIucose to observe 
tbe effects of the cationic agents tested, another pos-
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slbility was exploroo: a glucose-dependent increase of 
the oegative surface charge. However, thls posSlhility 
does oot apply to al! the catiooic eompounds tested, 
hecause when the surface charge was increased by 
EDTA treatment the effcct of DEAE~D dimiOlshed, 
indieatiog that for this agent, other mechanisms are 
involved, although a cell surface iocrease should fa
vor DEAE-D binding over the eotlre ee!! surface, 
because of its cation¡c nature. On the other hand, 
the effect of this compound was greatly diminished 
by the presence of MgCh. Also, the preseoce of glu
cose did nor appear to mod¡fy the negative surface 
potential of the cells (see below). 

Another likely explanation to reconcile these appar~ 
eotly contradictory results may be that glucose pro~ 
motes the accessibility of particular negative charges 
in the vicinity of potassium transporters, makiog 
them accessible to the catlonie compounds, sorne of 
which have been shown to produce ao 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 EDT A, that 
promotes a generahzed increase of negative surface 
charges. Differences of DEAE-D against DHS aod 
EE could be attributable to difference5 in affinity for 
surface charges, or other factors involved in DEAE~ 
D bindmg, perhaps due to ltS sugar nature. 

Measurement of the surface charge with 9-amino~ 
acridioe showed that, In faet, the different agents 
used displaced this dye from the negative charges 
to the surface, but again, DEAE-D was the excep~ 
lion. In the presence of glucose, the measurement of 
surface charge wlth thls dye IS dlfficult beca use 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 indicatlOn of the surface charge of the 
cells, and It showed no dlfferences in the presence or 
absence of glucose. Nelther maximal bindmg of 
terbium, nar its dissoclation constant were modified 
in the presence of glucase as compared wlth control 
cel1s These results Indlcate that glucose does not 
promote any appreclable change io cell surface, 
but, as mentioned befare, discrete changes in the 
V1CI!llty of transporters which may not have been 
detected with our method cannot be ruled out 

An addltlOnal finding of the experiments is that 

Tb j 
.... d¡d not appear to be significantly washed 

from the ce!ls, and it ¡S not transported mto the cells 
(data not shown). This apeos the posslbiJity to use 
thls catlon to measure the negative surface charge of 
the cells under different condltions, m a similar way 
as has been used to measure its bmdmg to blOlogical 
molecules [!9J This procedure IS currently under fur~ 
ther study 10 our ¡aboratory_ 

Previous reports showed lhat cationic compounds 
hke mercury ion [23J methy!ene blue [24], ethidium 
bromide [25] and sorne other compounds [26] tn

duced an all-or-none effect in the cells, attributing 
potassium effiux to cell disruption. In this respect, 
it was confinned that EB promoted cell disruption, 
but the rest of the calionic compounds tested, at the 
conceotrations used, did not promote the disruption 
of the cells, as revealed by the arnount of material 
absorbiog at 260 om as an indication of nucleotides 
leaking from the ce!1s together with K"-. Also, dis
ruption of the cel!s should have produced a leak of 
86Rb+, aod no reversion of the effect on potassiurn 
effiux after washing should have been seen. More
over, glucose dependence of potassmm effiux and 
the increase of cell pH induced by the treatmeot 
are inconsisteot with this mechanism. lo summary, 
of the cations tested here, only EB, In agreement 
wlth other authors [23-25], seerned 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 competltive inhibition of Rb+ uptake [27]. 

Potassium effiux, especially with DEAE-D aod 
DHS, was found to be modlfied by changes m the 
osmotic pressure of the medium with several sugars, 
aod no effiux could be produced when the cells had a 
dimioished cel! 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. Thls behavior of the 
cells was not confirmed in our experiments, which is 
ioterestmg, and may be due to the strain of yeast 
cells liSed. 
DEAE~D, and DHS to a lesser extent, both in

duced potassium effiw. through a mechanism appar
eotly not related to the operation of a K+/H+ ex
changer, but to another mechanism that can produce 
the efflm .. of potasslum 100S. Severa] possibllitles cx~ 
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 channe\ [7-
11J may be activated as a result of binding or the 
effiux of K- produced by the cauonic compounds, 
because no appreciable changes 00 membrane poten
tial were observed after binding. 

Perhaps the most interesting results were those ob
tained with terbium chloride. whích are consisten! 
with a stimulating effect of tms cationie compollnd 
on a putative K+/H-r antlporter [12,13] producing 
the extrusion of K+ ions; this agent promoted po
tassium effiux concomitantIy with cen acidification 
and had DO appreciable effect on the membrane po
tentiaL Nane of the other catioruc compounds tested 
showed this stimulating effect over a putative K-'-JH-"
antiporter. 

It is also important to point out that, except for 
EB. wruch produced the disruptiou of the cens, sorne 
specificity of the cation effiux system eKists, siuce a11 
other compounds produced a high effiux of K"", and 
ou!y a very smaU oue for s6Rb-. 
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Effects of Weak Acids on Cation Accumulation, ópH 
and 11 'P in Yeast . 

Del'Urla/JIr!IIIO de CC/lCII((1 \ B!(J/ogío ~{()/C( ',/a, !I/I/IU/" de rl\wl(Jgía Cdu/ar, L /li:('1 ,¡dud \(!( wnu/ !d!(JI/(JJlW de 
/v[cüco Ap¡lI/mlo 70-fiOO, 04510 Ih\lw /JF 1I1'\IUI 

\\'1111 glucosc ll', carbon ~ource. d$ reported b) Dlher ,Hlthor.., (CO,l\ld: e/ (1/. 1950)_ :t:d't .:.:11\ dCClltllutltcd large 
amounts of CO 2• (arbODlC aCld b,carbonalG "nel K + tildt1 \\ hell gro\\ 11 \"¡lb ethanol T he dllJllion (li' pl'.lptonic ac¡d 
to the cells produced &n 1llCredSe in lhe: pota~sillm ,on ,{ccumllLltlOn \\11en cells \\erc tncubdtcd \\lt11 dhdnol dS 
sllbstrate. bu! no! \\ he'l 11lcubated \\'lt11 glucose. In dl~,igleC:lllcnt \\ ¡tb R:an CE a! (1971) dnu R: cm aná R\ <in (1972). 
lhe internal DH 01 the celb \\ith ethanol \\dS 1m,cl ¡lMIl \\:111 i!1ucose. c:l11nmatllll! lh1\ ld<::lor a\ the llI1:;llllQ: factor 
for potass1Ul;1 <lcculhulatlon When ¡he m~mbrd.lle p('t~ntld uiírcrcllce \\'J.\ esltmat~d. 1t \\a~ found tha;: 11 \,a~ h.gher 
wlth glucose dS subst1ate than \\Ith ethanol [n d.Udll10n. \\tlh etllanol the dddillOll al ptOplO1l1C dud p10duced an 
increase of the membranc: potentia.!. III agre,::mel't \\ llb ¡!l,;: lúed 01' an dccumulatlon of the ant()il~ ol' monoprot,c 
acids, Wh1Ch. be'ng not ditTuSlble, mcrea~e the llega t1\ e: me,11br<lne potcnl1al ll1side. \\ 11ich can dl1ve lhe: ,lceumulation 
of largcr amounts 01' monolaienl Cdilons 11 was dho found l11d¡ ¡IN: addlllOn 01' plOplOtlll dCKl w '-cll~ ¡¡¡cubaloo 
w1th glucos,," as subsuMe produccd áll c:tTIu;... ofCO" irom lhe cclls. \0 lh,¡, <In eAchange ot the dCIU dpp~db \(l take 
place Copyngh¡ ( 1999 J01m \\llle:- & Son~. Ltd 

KE\ WORO:;, - y<':d~t. b1carbor,atc. pO¡aSSlUm dCn.,11UL\\lO'l_ DO'll1dn pOlentm] 

Il'lTRODLCTION 

In Neuro:,poro CI{/\:,(f, Rodríguez-;-";a~arro el al 
(J 986) sho\\ ed that the pH grad1e'1t can be used to 
drive pot<lssJUm 10ns lOto tlle cell by mean,> 01' a 
H+/K+ symporter. \\l1ich ,,110\\'5 the cell to cl:-.e tlm 
grad¡ent as an addltlonal d1Ivlng force to <lccumu
late K'" (see also Blatt el o/. 1987) t\lthough III 

yea:;,t this ~ymponer bdS bcc!1 Imposslble (o fine; 1t 

appcars pos~ibk ¡ha! yea~t cclls <:1"0 h<l\C d \\.1;

of using ¡he pH gradient ror lhe same purpo~c, 
especIa!!)' because ¡hey can gcnerdte ¡t to a much 
larger eAten! than :Vi'lIi'Ospora In fdCL it has becn 
knO\\-l1 ror a lOl1o¿ tnnc (COll\\d\ dnd O·;'-,1dlle\. 
1946) that yea<,t c~lls ed.1l produc~ \er;- 10\\ \dl11~'" 
of ¡he external medlum pl-L stdf\cd cc1b ~h{)\\ 

*Cone:~pon<.l~n..:c 1<' .-l, 1'~ll,¡. D~p.!rUl'1~11to dc (¡~n,·tt"l : 
!3wlo!!,,\ \1oILcul,¡r ¡n~tlt\t¡O d~ F'~IOlo,;"l ('e'[ul,11 L L11\'~I'i· 
d,¡o ~,\Clondl -\l,W'O,llC: d'~ "k\:~o \¡;,tll.\du 7(1·(,00 u..¡" ,1 
MC\ll<l DL \k\tco [-111,111 ,lpdr,itil,to¡ U·\.',lllll\ 
COlllt«Ulgl,\1ll ~I"'l"'" Dl'CC\-IOll G~,,~r,LI ,k -\\\1]\1'" "';,'1 
Pel~On,t¡ A~,!d_mKl' l'nt\<,;r,;cdd ;-.J.1CWI',!i -l,l,¡<>lll1Il1t" lk 
J\k\lC<l. ('"nl'.'c~/~t.I,'\ illltnb"r, 1'\_:::():\',)~ 1"-2076% 
Conlr"u/grdlh 'pu 1"" Con~~jC) "-,K,on,d d~ Cl~ll~'" 

Tccnologl<L \k\l~,) C01l\rdct/gr,1ll1 nU:~ln~r ,1 Si'''- '\'nil~ 

cee 0-'..¡9 511:<X/(Nfln)~~, 10517 'iO 
CUI)]Il~hL I IlJlJlJ J"hl \\'I'~\ <.\. 5,on, Ud 

valucs of the interna! pH be\\'\eCll 5-7 <lnd 59. 
\\ h!ch 111 ¡Ile presence oC a Sllb~lrak ,!!ld K + can 
reaeh \alues clase to 7-0 Thls c1Mnge 01' the pH oC 
the mcdlUt1l. WhlCh IS Iargcr \\ 11cn ¡he ~tartmg pH 
!~ high. lS produced both b~ ¡he detl', ity of the 
l-\' -ATPase of ¡be p\a~l1la tllCmbrdnc (I)cílL 1975: 
Goffeau <llld Sldyman, 1981) anu lhe pmduetlOl1 01' 
laJge <llllOun!s of CO.:-. \\]m;)¡ Cd¡~ be Jl}drated to 
H,CO,. Then tlle IdttC1 ¡onlze~ mIO ¡-¡ca; - and 
\-1+, dnd h)drogen lon~ a1C j)LLlllpcd out b) the 
c\TP(l.se. resultmg m the J.ccul1lulat1on 01' bICdrbo
n,ltc lt IMs aho been found tha1 thc accullLuiatlon 
01' CdrbOll!c anu anó bic.'llbon:l!c I11Ln.\lSCS b\ ¡be 
plc .... ence ot K + (COn\\d) ['{ uf. 19::'0) -
R~dn el uf (1971) r:.:ported lha! lhe :lddH10n oC 

org,tnK <!cH.b. acetdle 01 propional<.: l;r thc bub
blmg of CO~ lt1crcases ¡he dccu11lul:Il1011 of K + 
\\1t)¡ c¡hano) as sllb~lIdC Tllh nhCIlOtnclWn \\dS 
r~producc:d b) Peña (i97::,) Tl\<.:s<.: 1C~Ults \vere 
'-'\pLllt1cd b~ Ryan and R),1I1 (1972) a~ a rcsult ol' 
¡hc compcn .... au(Jll of !hc dlka)¡z,¡tlOll p:oduccd b~ 
lhe tr,ll1~ron oC K'" rcsu\¡ing 11'0111 lh.: !llcrcased 
pro(OIl plflllrmg b;. (he cdl" ob .... cr\<.'d rn (he 
pn:\cncc 01' the catlon II \\,1'> .... uggc~kd tlMI the 

Rc'L~t\t'd 27 I c'brU,il\ 19% 
\ccc','kd Il) '\ll\~mb~r 1\)9~ 
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lncrease of lhe in!<!rnal pH resulting flom lhe 
transpon of K ~ cou1d be a limiüng factor for IlS 

accumulatIOo (R)dl1 el al.. 1971; Ryan :.lIld R)dl1. 
1972). 

Yea::.l cells hd\e to handle up to around .200 nnr 
¿mounts or CO~ c.nd H:,CO~ and H - derivlllg 
from its ionizat;o11. \\hlch represent an interesting 
problem from the paint of \'iev. of the regulation 
of the mternal pH oC the ce11, In fae!. a: eqUl
librium, the mternal HCO, -/H:,C03 changes 
bet\\een 025:1 and 6 1 for externa! pH \'alu~s 
between 4'() and 7 O. resu!ting in inte,nal pH 
\ a!ucs between 5 7 and 7·0 CO~ production oecurs 
as sueh in decarboxylation reactions (Krebs aod 
Roughton, 1948; Cooper el aL 1968); it is 
h~ drated v"1th d negligible actiHty of carbonic 
anhydrase, and part of it is dlsso!ved. 

This work represents an attempt to explain the 
role ofweak acids, but mall1ly carbonic acid, in the 
accumulation of mono'-'aleot catioos and some 
of the factors im oh-ed in the ree:ulation of tbe 
mternal pH of the ceUs. -

.!'vL·l • .-r ERIALS AND METHODS 

Yeosr Gnd g/(m lh LOl1difiOIJ.\ 

Veas! SouJ¡arom.1 ces CCT(!I'I$WC, isoldted as a 
smgle colony from a commereial produet (La 
Azteca, S A) \.\as used for this work. CcJ:s were 
grown in 500 mI of YPD medium (1 %, yeast 
extraet, 2'X, pepIOne and 2'X, glueose) for 2.1 h io a 
glrotory sbaker al 250 rpm in d rOom at a coo
trolled temperatur~ of 30"C They \\lere collected 
<:lnd washed t\Vlce wilh distilled water b~, centnfu
gation The resulring pellet was resuspended in 
distilled water (1O'Y<\, \\1\\') and aeratcd by tncu
batíon in the same g)rotory sllaker for 14 h, Then 
thev \,ere colkcted a2ain. wa::.hed t\\,1(X bv Ce':l1-
tnfugdtlOn and resusp~nded in \\atcr 10 d r~!io oC 
0-5 g/mI. aod kept on Ice unlil used dunng th:'! 
course of the sarnc day. 

1011 accull1u/ailU/l cXj7ailJl('I1I.\ 

100111"- oC cells \\ere': ineubated 10 5 mI 01' J. 

medium -conta1l11ng 100 m~! glucose without shak
ing, or 8,611l\\ ct:ldnol, shak.iog for 15 mm in a 
25 mi EI1enmeyer lla~k 111 a water bdlh al 30"c' 
30 l11~1 KCI \VdS <ldded \\'hCll indicatcd, Th.: 
media \\ere butfered \\ith 10 111\1 triet!Mnol<l1nine 
(TEA) adjUSIl':O to rH 7·5 wit11 tartarie <leid, or 
tcirlane ,~cíd adjuslcd \~ith TEA to pH 4·5, Alter 
incubation ¡he suspension \\as centriruged and lhe 
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supernatant and/or ¡he pelle! \\ ere uscd (01' ¡he 
llleasur-.:mcnt 01' the dilrerent i1lddh0ltt<.:~ \\lI1Cll 
md!CaICd, 10 m\1 proplOl11C acid. ,tdJll~tcd lO ¡he 
c\.tCf1l"tI pH, Viere added. 

ca: mCUllIrelJJ(:n[\ 

Aflcr lllcubatlO11 dnd centnfu~alion, 2 mi of I ',<, 
"aOH were added both to ¡he ~~rcí:latalll dnd lhe 
cell pellel to fiA CO: in a!l its fonm T!'e con:cn, of 
CO~ \\'i.!S measured LlSlllg the W,,'·buJg lcsplrom
eter. adding afler temperature equ¡Jlhr,~¡ioo 0,,5 m; 
of 2" H:SO..¡ la liberate aH the ca:: 

J.1easuremelll of porQlSfum (onlelll 

After centrirugation, ¡he cells \"ere resllspendcd 
111 distilled delOnized water and \\ ere placed in a 
boiling bath for 30 min. After eoolmg, lhe': suspen
SlOn '-'as eentrifugcd and appropn,ne dilutions of 
lhe suocmatant v"ere used for the me:;,sulement of 
K ~ in' a fiame photometer. 

Dis!¡i!mrioll o(radi(Jaclil'e proP/(!/ilt aud 
lts entrance \\as rncasurcd l!~l'1¿! I-lCH,;_C}-!::_ 

COOH, After incubating the celb under the 
a!reddv mentioned conditlOOs for 10 min, ¡he indl
caled ~oncentrdtions of proplonrc acid \\ere ddded, 
and ¿fter 10 more min, an ahquot al' lhe suspen
SlOn ""as taken, Altered through a m¡JJ¡pore Alter 
(0'45 um mean pore size) and the radlOaetl\Jt) \vas 
mcasured 111 a scintillatiao counte':r 

Eslillw(wn of rhe memhml1c por('JI{ia! 

\1embrane potentlal "'as estímat~d b) rollo\\lllg 
¡he nuorescence cballges ofO'25 1.:.\1 of the c)anine 
D\SC,(3) (dith\aca\bocyanine, Mokc',!\dí Probes) 
dl 540-590 nm (Pella el a/" 198-+) J'l d D!'vtX-IOOO 
sp:.:ctrolluoro111cter (SLV! InstruI11:n;,,1 \\ :lb d cdl 
compartment controlJed at 30'(' dno <in acquisl-
11011 and proccssing system. 2501g of cclls nere 
mcubJ.ted m ]:0 ml of the r"ilo\\ 11H1. medlum: 
IDO m\l glueose al' 8·6 m\1 e':lhL!n~~L -10 tl1\[ trI

ct!1dl1o!aminc ddjusted la pH 7 5 \\ nll t,l:·tarie: deld, 
01' 10111\1 tartar!c acid ddju::.tcd :0 pll-1- 5 \\ilh 
tnctlMl1oIaminc: lO LnI pcntachlür~)ph.:noL 10,u\1 
Cael:,. 

,t[C[{.llIICiJleJl{ id lhe ;¡¡I('//Ial flH 

The inlCrtldI pH of ¡he cclb \\a~ detcrmined by 
lllc,Lsuríng lhe fiuorescencc chal1g~s oC p~ ranílle 
(8-11) drúxy-I ,3,6-pyranine-thiosulfon:t: deid) (Pc;::ilcl 
el (1/ .• 1995; Horcr el a/" 1996) Ill!rúduced by 
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1.lbJc ¡ ca, Im\¡) ;lCcum¡¡laled dI t!¡ll,:lell! \'nll1cs 01' Ihe c\lef11Jl pH, \Hth glllcose ü¡

<:tildlll1! a\ subslrale~, \\111, or \\!lhOll! ¡he .lddltlOIl of KCl. 

lmlia! external pH 

45 7 5 

Giucose 
Eth.tI1o! 
lncrcdse b\ K+ \\Ith s:lucose 
!ncrea~e b;' K + wnh ~thanol 

Control 

150 
43 

Plus KCi 

185 (23(1,,) 
57 (32%) 

35 
14 

Cortroi Plus KCl 

173 218 (26'%) 
35 43 (23"/ú) 

45 
8 

I(JO mg ofcdl, \',ere ilH:ub,lted 1I1 5 01101 J. medlum contJltllllg 10001\1 gluco;e Wlthout shakll1g, or 
:5 6 hl\' c¡ranol, shd.kmg 1'1 J. 25 mi Erlenmeycr flask, 30 m\! KCI (\\h.;:n mdlCdtcd) Thc media ",ere 
bulklcd \\lIh 10 m~1 tneth,lIlOIJlllll1e (fEA) adJu<;\<!d lO pH 7 S \\1:h lartark aCld, or 10 m\llartanc 
a'-id Jd¡us¡ed "'Ilh TEA lO pl:i 4 5 Thc cells II.;:re 'ncLlbated fOf 1501111 al 30'C 111 d conlrollcd 
teffiperJture walcr balh. Afler IllCub.ltlon lhe $uspenslon \Ias centnfuged and the ~\lperna¡ant andfor 
lhe pcllc! werc used for ¡he medsuremenl of CO! When mdlcaloo, 10 mM prOplOI11C aCld, adjll~ted to 
¡he dc,ired pH "ere adoed Standard dcV!,llIo'1 v,as le,s than 10% in sevcn scparate expenmenls m 
dllpücate Va!ues In parcmhescs mdlCdle the percenlage mercases In CO2 concemr,ltlOn wuh K ~ 

electroporatlOn. \\ hich was carried out \vnb a 
Bio-Rad Gene Pulser. wlth pulse controller, usmg 
a mü,ture 01' O 7 mI of the cell suspension, plus 
20 pi of i 00 ill.\1 pyramne. A pulse of 1500 V Wl!)l a 
capac¡tanee of 25 llF and a reslstance of 200 Q was 
apphed, !a:.ting approxlmately 3·0 msec. Then the 
cel1s were centrifuged and washed three times io a 
Beckman microfuge for 10 sanó resuspeodeó to 
its onginal coneentration of 0·5 gfml, and were 
employed as md1cated 111 each expenment. The 
fluorescencc changes at 460~520 nm wcre folJo\\ed 
111 a DMX-lOOO spectrofiuorometer (SLM lnst1u
ment';, Lrballa, ¡L. w1th a temperatUl·e-controlied 
sample compartnlcnt (30°C) (Calahorra el o/., 

1998). 

E.\lelllO! pH lJIe(/.\U/cments 

Th<:: cxlefl1<11 pH \\as mea::.ured b) followlng the 
changes 01' lhe medium wlth a pH e1cctrode con
nected lo a pH meter The inct~batlon mlx.tllre t:; 

pro\ldcd In each e'\penmenL 

Curó()]I/( (/Il!J,\'drol(' 111('asurcmeilt,) 

Tlle acti\!t) or this enzyme \\<lS pelformed by 
ll1CUbatlllQ d cell ~"tract obtained bv \ortcxing oC 
the cdls \~Ith glass bead:., acc:ordmg-to Funay;ma 
el {JI (1980) Carbonie anhydrase \Vas quant¡[1cd 
as ro11o\\'$ ]00 ~tl of ¡he cell c'\tract \Vele added 
to 10 tll\l Inethanolamine buffer. pH 8·0, and 
bron'olbY"lül bllle to an opticdl densit)' oC O), To 
11m I111AlllIC, 500 pI 01' ice-cold \\'ater saturated 
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with a Constant flo\V of CO2 was added, and the 
co!our change was followed at 620 nm As a POSl
t¡ve control 01' the method, an extract of erythro
cvtes was also used, Fmal voJume \\'aS 1,0 ml undcr 
c;nstant stllTiog at 30°C 

RESULTS 

The measurement 01' lome contents and other 
parameters was pcrformed after an mcubatlOn of 
15 min, \Vhe11 the cells had reached a steady state 
and no further Important net changes could be 
deteeted in Ion accumulatlOlL Table 1 sho\\'s, as 
ex;:¡eeted, tha! the total ca, content Qf the ce!!s 
Illcubated !11 the presence o-f glucose \Vas hlgher 
than th¿¡t ,virh ethano! as substmte, These results 
are in agreement with those reponed PI eviously by 
Conway and Downey (1950) and Peña et al 
(1969). A1so, w1th glucose as substrate, when the 
pH \vas increased, ca, accumulatlon mc¡ eased, 
with ethanol, by eoñtrast, tbis dccumulatlOn 
showed a sllght dec¡case al rhe high pH The 
prcsence of potasslUm had stm¡)ar effects, increas
ing the CO:? eoneentratiOn at both pH \'alues, in 
spite ofthc faet that it does not SU!11utate fermen
tatlOn 01' rcspnat¡on al hlgh pH values (Rothstelll 
and Demls, 1953, Peña e{ al.. 1972) The pe¡cent
age mcrcase 111 the accllmulation of CO.:: (around 
30';;',) \\as slmilar at both pH values: howe\er. the 
lncredSc in abso!ute values was highcr when the 
substrate was glucose than wJth cth¿tnol. 
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Tablr;~. ~nLracd\u\ar 'P0t;:\ss!um concentHtmn (m ... t) In cells mcubated at bc,th pH ya\ue" 
\\Ith glucosc: or <!tiMll01 dS Substrd.les. 

[nllw.] externa! pH 

4·5 7 :. 

Con:ro! Plus KCl Control Plus KCI 

Glucose i94 26-:- (36'/;') 192 266 (39'Y.,) 
E¡hano! 186 240 (32'Y,Jj 194 220 (13';.1 
Increase \\ ith glucose 70 78 
1 ncrease \\!lh ethanol 44 26 

Exper:mcntal condlllons \\Cf<! Similar to those of T.lblc Re'ilJlts are the mean of three d¡frcr~r.¡ 
e:>..penments. "ith a standard de,latio>! lo\\cr lfldl1 IO'i;,. V,lIues n paremheses are the percenl~gc 
¡ncreases "lth KCi 

The experiment described in Table 2 al!owed us 
to verify that In fact, as descnbed by Ryan (1971), 
under our condltions cells incubated \vith different 
carbon sources accumulated different aITlounts of 
K'¡', but lt was considcrcd important to carry out 
the experiments at both high and 10\\ pH, since the 
relative dJstributlOn of carbonic acid and bicarbo
nate between thc medium and the cell interior 
should be different at both pH values. Results 
showed that when 30 m:,>[ of the cation was present, 
a greater accumulation was observed at botb pH 
values with glucose than with ethanoL With 
ethanol as substrate, If K ~ was not present in the 
medium, a smal! amount of the cation was lost by 
the cells a! the lower pH. It is necessary to point 
out that the ATP canten! was higher witb glucose 
than wlth ethanol as substrate. which were in the 
absence of K'¡', in J.l.M per gram of cell, 3·1 wlth 
glucose and 2- J with ethanol as substrates, and 
2·75 and 2·0 in the presence of K'" for glucose 
and ethanol, respcctlvel), as l.he mean of !\\'o 
e"periments. 

As shown m Tables I and 2. the intracellu!ar 
canten! of CO" increased both with glucose and 
ethano! in the - same dlrection as K +. HO\.'vever. 
quantitatívely, ¡he potassium ion increases were 
hlgher. lt was considercd im.portant to define the 
interna! pH values. in order lO correlate thero with 
the distributlOll of CO" the results are shown in 
Table 3. It is Importañt to stress that \vith ¡he 
method used (Peña el aL 1995), the cytoplasmlc 
pH was measured. 

As reponed before (Peña el al, 1995), the 
internal pH of the cells, under comparable condi
tions, \\as higher wilh glucose than with ethano! as 
substrate; this is apparent!y contradictory. beca use 

the former generates high concentratlOns of CO;! 
and consequently carbonic acid from 11. AIso, 
when the interna! pH values of the ce!ls were 
calculated froro the distribution of carbonic acidl 
bicarbonate (Table 4), higher yalues \\ ~re obtained 
than those measured by the f1uorescence changes 
of pyranme. ThlS fac! already indicates that the 
distribution of thls important pair of substrates 
implies addltional factors (see belo\\). 

Veast cells during fermentation notabl~ acidlfy 
the medium (Conway and O'Malley. 1946): this is 
partly due to the production of H;!CO;:, bUI a1so to 
tbe pumping of protons from the cell lIlterior by 
the H+-ATPase, or by the expulsion of other 
organic acids: for this reason it was decided a1so to 
measure the changes of the external pH. Table 5 

Tablc 3. Inte:rnal pH value:s of ye:asr cdb mcubdte:d 
'Anh glucose and ethanoL measured \\'uh p~ranine 
electroporated into lhe cells. 

Glucose 
Ethano! 

Illltlal externdl pH 

Control Plus KCI Control Plus KCI 

6 SO 
655 

15 mg of ce1\, were: l:1cubated in 10 m\! tanr.I!~·TE·\ buller, 
pH 4·5 or TEA-tartrate butrcr_ pH 7 5: 1[l m\l f!hILO$C or 
S 6111\1 ethdnoI. P)ramne WdS electroporatcd Ultl' lh,' cdh J.S 
de,;cnbcd under Me¡had, FluoresccnCt: chdnge~ "ere m~J.sur~d 
<II..:l60-510 nm :n ,1 spcctrofiuorometer at 30'C 1,li \~ill~, \\cre 
c.l1clll.\lt::d a~ de>cnoed D) Peiia ('/ (11. (19951 ,Illd c.'j..r.horrd 
<'1 al (1998). Where mdlC<lled. 30 m\! KCI \'.1, ,'dd~,¡ Vdlue, 
shown were oblJ.incd df¡er an mCl.lbJllon of 1:' mm 

}¡'{/\/ 15_ 553-5(,::' (1999) 
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Tab1e 4. Vdlue~ o:' the i:llanal pH 01 ~C,lq obla,ncd 
[rom lhe d,~¡nbutlon (le H~CO, ,tnd btcdrbolldlc. 
accordl11g to ¡he Inlerlldl dnd eXlcrn,d pI-! vallles 01' ¡he 
cell. 

Glucose 
Ethdnol 

!nitla! cAlcrnal pH 

7 ) 

Control Plus KCl Control Plu~ KCI 

7·9 
8·0 

80 
85 

100 mg of celb '~cr~ lllcub4tcd m 5 mi of a med,um conldlmng 
100 m'! glucmc \\lt'tO:Jt sl1,\king. O! S 6 ffi\í elhd.nol. ~hd.kmg)11 
a 25 mi Erlemne\cr fid.~k. 3001\1 KCI (\\hen ImJ¡eatcd). Th~ 
media \\erc buírered \\'ith 10 m~! trielhanold.mu'c (TE·\) 
ddJusted lO pH 7 5 \\1th lMEane d.cld, or 10 m'<! u.nanc ,I<'-Id 
adjusted "'Ith TE'!" ro pH 4 5 The cclls \\cre IIlcuholed 1"01 
15 ro!'"! a¡ 30"( ,n a controlled temperature wdter bath. Af:cr 
mcubatlon the <;uspension lilas ccn!rlfuged and the supcrn,lldlll 
andlor the pellet \\'ere used for tlle meaSUlcmem of COz' and of 
tlle externa! pH to cdlculate the dist~¡but!on of H,CO, and 
HCO, - msidc ¡he e~lIs. <lnd from thefe, Ihe mter;al pH h;. 
means of the Henderson Hasselbalch equation. 6,35 \\as t<l)"en 
,15 the value for tbe pK of c,"lrbonic ae!d. The results werc 
obtamed from th~ dd!d of Figures ¡ and 5 

Tablc 5. Externa! pH values after 15 mm. o[ mcu
bation with gluco~e or ethanol as substrates. 

[mtial external pH 

7 5 

Control Plus KCl Control Plus KCl 

Glucose 
Ethanol 

44 
4·4 

,H 
43 

5· 3 
68 

lOO O1g 01" cclls \\erc !ncub<lted 1Il 5 mI of a medn.un containll1g 
100 mM glucose \\llhO!1l shaking. or 8·6 !TI\1 ethanol. Ifl ,l 25ml 
Erlenmeyer Ilask. ~(1 m\! Ke! (\\ hcn IndlCdtcd¡ Th~ med!'! \\ ere 
bulfered \\lth lO m\! tneth,moldminc (TEA) ddJusted lO pH 7·5 
\\'ith ¡drtaric dCld. or 10 m\1 tartdrlC <leid adJu$tcd \\!lh TEA 10 
pH 4 5 The ~ell,; \\ere Incubdted for 15 mm ,11 3WC m d 
controlled tempcrdlUrc "<ltcr batb. Aftcr In~ubatlon !he ,tI,_ 
pcnslon \~as ~"Cnlnfugcd ,ll1d th~ 5uperndt"nt d.ndlor lhc pellet 
were uscd for the m~d~urcment of pH wnh a pH meter 

shows the values of the cxternal pH of the cellular 
suspensions after 15 min 01' lI1CUbatiofl. An import
ant aCldificatíon 01" the medium \Vas obser\'cd. 
which corresponded to a sigmficant pH gradient ,lt 
both Sldes of ¡he cel! membrane. In addltion, the 
decreasc 01' the e\.temal pH \VdS h¡rger lA hen the: 
mi tia! pH was highcr. in agreement with the resulte, 
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T,¡bk 6 Ellecl oC \arymg r¡OrlO11l": <\Cid conCCll
lr,lllon~ on K + ,¡CCul11uldlIOn (!l1\!l \\\\h gluco~c or 
c'th,llwl as ~ubSlrdtc~ 

PropiOUlC 
¡¡cid. n1'\,1 

o 
5 

10 
20 
30 

Initldl c\.I"ln.:l pH 

G!ucose Ethanol 

45 7·-; -L' 7·5 

304 314 ~:'S 248 
304 JI4 293 
309 320 309 309 
309 314 309 308 
309 315 ~lI- 309 

100 mg of cells \\cre incubated d.~ d6enbcd f('f T<lblc 1 durmg 
!V mm, m ¡hc presence of JO m\1 KCl anc ¡hel) JO m.~1 of 
proplOnlC J.cld was ¿dded, conn!lumg ¡he lIlcubdhon for 
d.no¡hcr 10 mln. Then ¡he cells \\Cfl! eenlntugcd .md thelr 
mtcrn,tl CO, eoncentr'¡dOIl \\.tS me<lsl.Ircd <1, d~-.cnbcd under 
Mcthod,. Rcsu]¡~ drc the mCl1l1 of t\\O dt!rat:1ll C\flCriments. 

01' Peña ef al. (1972). Thls IS particularly notable 
\vith glucose as the substrate. Although In pure 
water a much smaJ!er amount of H'" i$ required to 
change the pH from 4·5 to 3·4 {2 85 x lO - 4 Mil) 
than from 7,5 to 5·3 (4,98 x 10 - (, MIl). t1m exper
¡ment was cdmcd out in a butfercd mediuITI. and 
by titration it can be easily shown that the ¡arger 
dccrease of the pH starting at pH ¡'50 represents 
a larger amount of protons pumpeJ out form 
the cetls. a1so coincldent with an IIlcre,\se of the 
lOternal pH. 

R)an and Ryan (1972) measured the effect of 
dtlTerent concentratlOns of prOplO!1!C aCld 011 the 
dccumulation of potassiUm dnd 011 lhe intraceliu
lar pH. conc1uding that the aCldlficati~ln produced 
by th::: entrance of pwtonated pWplOI1iC acid 
rdeases the transport s}stem frOJ11IhO' .!lblJzation 
of the cell contents, which was supposed to be the 
¡imltlng step fOI" potassium transporto Table 6 
shows that when glucose was the sub~trate, and in 
the presence 01' 30 m~l K"', the addnl~ln of dilferent 
concentratlons 01' propiomc aCld d¡d not mcrease 
rhe accumularion of K .... 011 tite otller /t¡¡nd. w/ten 
cthdnol was the substrate, a sígnificant increase 
of the accumulation was observed. reac!üng a 
ma\.lmum at aWlInd 10 mM propion¡.:: ,lCld 

Sinee the eells incubated \\ Ith glu.::ose as sub
~tr¡¡te have a much higher content of CO.:.- and the 
"ddnion of propionate wltll thlS sub~tr,ne did Ilat 
lllcrcase the!r K + cantent. it \\ as dccltkd to Studi 
the dIeet of propionic aCld on the concentration of 
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Table 7. Ellects of propionic acid on the CO~ (nnl) 
accuI1lulated by ce!!s. \üth glucos<: or ethano! dS sub
strates al both pH vdlues of the rncdium. 

Inltla1 medlUm pH 

Propionic acid 
Glucose Etnanol 

added, m\1 4-5 7-5 4-5 7-5 

O lSS 218 57 .. t3 
5 127 171 56 28 

10 11% lE9 42 30 
20 120 189 42 32 
JO 127 190 43 33 

IGO mg of celIs were mcubated as descnbe:d for Tdbli: 1 for 
10 miñ \\.ith 30m\! Ka, and then IOm~! ofproplomc aCld \\.l~ 
added. conunuing, the Incubation for another !() mm. Then ¡he 
cells \\ere cr.:ntnfuged and their internal CO! concentr,ilIon .\"S 
rncasurcd as dcscnbed Ilnder Methods. Results are ¡he me,m of 
two diffcrent cxperiments. 

Table 8. 14C-propionic ac¡d accumulation (m\l) by 
yeast cells u'ith glucose or ethanol as substrates al t\\'o 
different pH values 

lnitial pH 
Glucose 
Ethanol 

4·5 4-5 plus K'" 
19 12 
21 25 

7-5 7-5 plus K" 
19 23 
20 n 

100 mg of cel1s were meubated as described for Tab\e 1 for 
10 mili. and then 10 m\1 ofpropl0nlc ¡¡cid \\J.S added. CQnlIJlU
i~g th~ mcub.J.tion for another 10 mino Where mdlCdled. 30 m'! 
KCl ",as presenl Then ¡he cells were filtered and the ~ddIO· 
aetivity \\as mCll$urcd in a scintillation counter. Result.s are ¡he 
mean of three different e;:;periments. 

COz in the cells incubated with g[ucose or ethanol 
at both pH values of the medium, expect1l1g thd( 
propionate would substitute for carbomc aCld
btcarbonate. In faet. the addnion of the dcid 
produced a decrease ofthe total COl accumulatcd. 
I,I¡hich was slgnificatttly hi.gher \'<hen the substrate 
was glucose (Table 7). On the other hand. l-lC_ 
propionic acid accumulated similarly with gIucosc 
or ethanoi as substrates (Table 8). 

The celIs incubcited in the presence of gIucose 
accumulaled his!.!, concentr.:1tions of lhe 000-

diffusible anlon -bicarbonate. which may increa~ 
the membrane potemia! difference in the plasma 
membrane of \east beca use of a Oonnan effcct. 
resultiog from - the dccumularion of lhe ncgati\'c 
chan~es of non dllfllsible bicarbonate (Fi!!UIC !). 
The ~ membrane potentiJ.1 difference sh¿-uld be 
smal\.er with ethano\ as substrate. which al\ows thc 
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cells to accumulate smal!er amounts of lh~ amon. 
thus. It was decided to estimate th1" paraI11~ler b) 
rollowmg the fiuoresccnce ofthc cJ aI1Inc DiSC3(?) 

Ir was also cxpccted that wlth cthanol as substratc. 
the membrane potential difference \, ould ¡ncrea~e 
by the additioo of proplOnate \\ i1h l.lm. subsuate 
As Figur~ 2 sho,""s. firsL ¡he fluorescence \\11h 
ethanol \vas lo""er than with glucosc. indlcating " 
htgher membrane poteo:ldl difrerence \vith glucose. 
aod second, the addition of propionate produccd 
an mercase in the slgnal in the presence of ethanoL 
The <lddition of propionate. as expected. dld n01 
produce an iocrease of the fluorescence of lhe 
cyamne wheo glucose ",as the "ubstrate. This 
experiment \\as carned out at dlñerent times of 
addition ofproplOnic aeid, with similc.r results (not 
shown). 

DlSCUSSION 

AccuII/ulallOn o.f K+ (l{ bOl/¡ pH \alw.:.\ 

The data presented are in !:!~neral agrcement 
with those of former authors. HO\,e"::T. although 
the ¡ncreases of bicarbonare and of K + dre in the 
same directlon. rhe coincidence \vdS not stoichlO
metric. Calculation of the bicarboodte concen
trations from the data ofTable l. after subtraction 
of the dlssolved COl produced the resu!ts shown in 
TabJe 4. Conwav aod Bradv (1950) staled that 
there is a direct ;elation bet\~'een ¡he bicarbonate 
and K + accumulation. and this dld not hald for 
om experimental condItions. Quantitatively. our 
data are more in agree;neot with the statemcnt of 
Ryan el al. (\ 971) a~d Ryan o:Ind Ryan (1972), ""ho 
postu1ated an iodirect ~e!ation. according to them 
depeodmg 00 lhe values of lhe internal pH as the 
ltmlting factor for the accumUI,:ltlon of the cation. 
Howcver. OUT remaming re~ulE indicate that there 
are other factors invo!\ed in ¡his phenomenon 

A1so. a hi~her accumulatIoo of K + \\<lS obsen'ed 
al the high;r pH values of ¡he medlUI1l. which at 
Ieast partiaIly could be expIained by lhe findlogs of 
\\"ho dCmO!lstídled a competltlon between K'" and 
H +. which may be indepcndent of the erreet of the 
.mions. Howc\'er. this IS a kinetic factor añeetll1g 
ftm. rates, but rnay nol ha\'e d c\cdr dIcet on the 
accumulatioO 01" the cation uoder our steady sta te 
condítions aftcr 15 min oC mcUbdtion. It IS a!so 
possiblc that lhe efi1u:\ of K ~ al the htgh pH. 
obscrvcd by Van dc Morte! e( al. (1988). did not 
occur or ".:1S compcnsated b,:. ¡he infiu\ oí' the 
caLÍon under Om eJ,perime¡,nal conditton~ 
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3 
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HC03-+ H+ 

ti 2 

",CO, ",eo, 

// \\ 
",O + CO,,-'r====~:- CO,+",O 

flgure 1. 5cheme representing the Donnan effect On the assumptlOn tha! decarbo)l.yl,l!Ion 
rCllnions p.roduce CO2. Ibis 15 sponr;¡neous)y hydr,ued 10 H1C03 (J), wnlch lhen dlS50c1.:ltes mID 

bicarbona!e and one prolon (2), the proton lS expellcd by the H+ _ATPase ofthe plasma membra:le 
(3), \\ h¡eh lo\\ers thc c;>..tcrnal pH and inereases \t Hl~ide. Carbonte add is supposed 10 dlffuse fredy 
through ¡hc plasma membrane, whlle bicarbOlld!e does not At ¡he hlgh internal pH (675 in the: 
figure). carbomc aCld dlssoclahon is displaced to produce bicarbonate. At thc lo\~er externa! pH 
(34m the FIgure). the prcdornmant specles 15 carbomc acid 5mce blcarbonatc cannot d¡ffuse. 1( 

remains mside, generatmg an addltlOnal elcctm: potentmL which may dnve more K + mside 
through lb Carner. 

Partlcularly at the 10w pH incubation condl
tions, the explanatlon of Ryan el al. (1971) and 
Ryan and Ryan (1972) díd not appear to hold, 111 

vie\.V of the values of the internal pH observed w¡th 
ethanoL which were always 100,.,er that those ob
tamed w1th glucose. If the increase of the internal 
pH resulting from the accumulation of K + were 
the hmiting factor for rhe uptake of this cation, 
one would expect that the uptake of K'" were 
lowcr \.Vlth !!lucose than \Vlth ethanol, and our 
results sho\\';ed the COntrdry situatíon for tlm 
parameter. 

Thc addltlOn of propionic acid 10 min aftef 
starting lllcubatlOn of the ceJ/s wi(h glucose 01' 
ethanol sho\\ed that the accumulation of thc 
cation did not change wlth glucose but increased 
when the substrate was ethanol. again in agrce~ 
ment wlth the data of Ryan el al (1971) aud Ryan 
and Ryan (1971). Ir was a1so founó ¡ha1 whcn 
glucose \\ aS the substrate. the addition of pro pl
onic aCld produced a decrease of the CO~ concen~ 

Ct1ryright (; 1999 .iobn \Vüc) & 50ns. Ud. 

tration withm the cells, indlcatmg perhaps that 
proplOnate substituted for blcarbonate under these 
conditions. Another factor whlch may be involved 
m the hlgher accumulatlOl1 of potassium with 
glucose than \\lth ethanol is the hlghcr production 
of anions w¡th the former, whlch can be observed 
startlt1g wi1h the fonnation of the intermediaries of 
glycolysls, particularly of the sugar phosphates 
(Peña el aL 1969, 1972). and that of succinate 
demonstrated by Conway and Brady (1950). 
Besides. the concentratlOns of the anjon fomls of 
weak acids within the cel! mllst be lower with 
ethanol as substrate, due to the lower mtcrnal pH 
preva!!mg wlth thlS substrate. rt was a1so found 
that the ATP concentration 01 the cells \Vas lower 
when ethanol was the substrate that wlth glucosc_ 
Still another factor \'vhlch may be involved 15 the 
stlmulatlon of the H+ -ATPase of the plasma 
membmne produced by glucose (Serrano, ¡ 983). 

Our data indicate that due to rhe eqU\hbrium or 
CO~ 111 solution and rhe formation of H2C03 at the 

y",H[ 15. 553-562 (1999) 
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FIgure 2. Changes of the mcmb;-ane potent:,l.1 produced by the additlon of proplonic 
dCld to cell~ mcubdled Wllh g1ucos,," or elhano! as substrate:s. 25 rng of cdls \\ere .:tdded 
![1 lhe íollo"m~ mec!mm. 100 m\: !!lucoS<! or S 6 m\1 elhanol; 10 rn\! triethanolamm~ 
<Idjusled !O pH-75 "I,h t.:tnanc acid. or 10 :rt\1 tanaric acid adjusted to pH.H wnh 
lTlcth,molnT:"lll\c. \0 U\\ pemJ.chlorophcl\ol, \(h~\\ C-aC\~ (Pem. el al. 19S~\ F\:"l<!.1 
volume \u<; 2·0 mL lcmpcralurc :'\O°C Whe~e md·wtcd. 10 ffiJ.\ propion!c d.cld \\<lS 
added 

Interna! pH values reached during metabolism, the 
fonnation of the anion HCO, - 1S favoured in 
differenl degrees. lt IS possible i.hat the accumula
tion of thls amon in large amounts may favour the 
accumulation of K'" by generating a concentration 
gradlent of a non-diffusible negative eharge. 
according to a Donnan equilibri.um. This phenom
enon appears to be more important at the 10\\ 

values of the external pH. when the ratio of 
internal to e"-ternal bicarbonate concentratíons 
rcached highe~ values. It is possib!e that by this 
mechanism of passive accumulation of a non
diffusible anion, yeast may indlrectly use the pH 
!.'!radient v. ¡thaut lhe need of a H +/K + symportcr 
~ueh as tbat faund in ..ve¡¡ro~pora (Rodriguez
Navarro el al .. 1986). This same explanatíon edn 
be given to the increased aecumulatiOn of K + 

when lhe eells ""ere incubated \Vith ethanol as 
substrate and propionie aeJd \\as ddded to the 
medium. The ex:perimental proof for tbis as.sump
tion was obtained by the estimation of the mem
brane potential of lhe cclls and the changes 
produced by lhe additiOn of propionic aeid. both 
\\,ilh S!lueose or ethanol dS substratcs. In faet, when 
the ¡¡tter \Vas tbe substrate. upon the addition of 

COP)righl i' 1999 John Wlky & Son~. Ltd. 

propiOnic acid, a sIgnifican! inerease of lhe fiuor
csce:nee of the cyanine useó. to estmMtc the mem
brane potential was obscncd ThlS mercase of the 
tluorescence of the cyanine was not observed with 
glueose. 

TIlere is sü!l another eonsiderauon 10 the data, 
refernng te the higher value of the in1.ernal pH 
observed with glucose as substrate, in spite of the 
(aet that with this substrate hie:h amounts of CO~ 
are produced, whieh can be hydrd1<::d lo earboOlc 
<leid. dissOclattng ¡hen to HC03 - plus H .... There 
are other factors which ean be invoked ro explain 
¡his phenomenon. one of whieh IS Ihe stimulation 
of the H + ~A TPase produced by gluco~e (Serrano, 
1983). AIso. al ¡he high pH \alues ortbe medlUm, 
¡he ATPase is stimulated. e\el1 in ¡he absence of 
K+ (Pena el al., 1972). TllIS stimulation or the 
ATP,lse \vas aIso obscr\'cd bv incubdtin!:. the cells 
elt 10\\ pH values wnb glueosc (Eraso and 
Gancedo. 1987J. 

Another raet to be consldercd is that ,he \"alues 
of the mlernal pH of the cclls me.lsurcd by ¡he 
distribution of carbOnlC aCld were hH!her Ihan 
those measured by the fiuoreseent d~e - pyranine 
Results on the measuremeIlt of this paratl1e1er by 
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means of ekclropord1ed pyrdnine mdlCate that tlm 
method i~ accurdte cnough te measute inten1dl 
pH, producing results in accordance to dtfferent 
methods (Pena el al. 1995, Calahorra el al., 1998, 
Preston el o/, 1989; Ha\\orth <:lnd Hegel, 1993; 
Hófer el al .• 1996). Moreover, lhe ea!cu!allOns for 
the interna! pH under extreme condltiOns (in the 
presence 01' K +, and at an mitial external pH of7 5 
produced by tlm method an lnternal pH dose to 9. 
whicll appeaiS to be unacceptabJe, by :ts v¿due 
ilSclf, and also beca use of the d1sagrcemen¡ with 
the results of the aboye mentioned authors lf th15 
is aeeepled, it appears that there are other factors 
invohed in the accumulation of bicarbonatc 
withm the ceil. and not only the distribution of 
both carbonic dcid and bicarbonate by the free 
diffusion 01' CO2 and carbonic aeid, accordmg to 
the relatlvc vallles of the pH lO the dlfferent 
cellular compartments. It should be pomted out 
that the distributlOo of blcarbonate and carboolc 
acid between the cytoplasm and the vacuoJe ac
cording to their pH values, m any ca!:>e, should 
be the opposlte to what was observed, since ¡he 
latter compartment is more aCldic. Qne pos!:>ible 
explanatlon for thlS findmg could be that of a 
retent!on meehamsm for b!carbonate wlthin the 
cells, perhaps eonsidering ¡he vacuoJe as the main 
candidate for bicarbonate accumulatJOn, beca use 
of its size and inverted membrane potcntlal, POSI

tive mSlde. However, this phenomenon dese¡ves 
further c>..plofJ.!JOo. 
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