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ABREVIATURAS

PMAL gene de la H'-ATPasa de membrana plasmatica, principal regulador def
pH citosdlico.

LEUI gene de la isoprilmalato isomerasa, biosintesis de leucina.

PMAZ gene de la ATPasa de membrana plasmatica no esencial para la viabilidad
celular.

KHAIl gene del intercambiador K.'/H" de membrana plasmatica.

NHAI gene del infercambiador NaVH' de membrana plasmética.

ABC famitia génica de transportadores que unen ATP.

STE6 gene de un transportador ABC, glicoproteina componente de fa ruta
secretoria del factor a.

SNQ2 gene de un transportador ABC relacionado con la resistencia pleiotrépica a
drogas.

PDRS gene de un transportador reiacionado con la resistencia pleiotropica a
drogas.

PMRZ/ENAL gene de una ATPasa tipo P de sodio, localizada en la membrana
plasmética.

ENAZ gene de una bomba de Na™ de membrana plasmatica, P-ATPasa.
ENA3 gene que se requiere para el funcionamiento de ENAJ.

ENA4 gene que se requiere para el funcionamiento de ENAL

TRK1 gene del uniportador de K de alta afinidad.

TRK2 gene del uniportador de K de baja afinidad.

GALZ gene de la permeasa de galactosa.

HXT1 gene del transportador de glucosa de alta afinidad.

HXT2 gene del transportador de glucosa de baja afinidad.

TOK! gene del canal rectificador saliente de potasio.

DUK1 otra denominacidn de TOKI.

YORK ofra denominacién de TOK].

YKCt otra denominacion de TOXK1.

NAPI1 gene del intercambiador K'/H' de Enterococcus hirae.

KEFC gene del intercambiador K'/H" de Escherichia coli.

MID1 gene de un canal entrante de Ca®' y que se requiere para fa cruza celuiar.
Frsi gene de un canal involucrado en la salida de glicerol.

HoG familiz génica involucrada en ia ruta de crecimiento en alta osmolaridad.
MID2 gene requerido para Ia cruza celular.

SLG1 gene que se requiere para mantener la infegridad de la pared celular,
HAT4 gene involucrado en la homeostasis idnica.

HALS gene que codifica para un homologo de una protein cinasa confiere
resistencia a sales.

SNF3 gene Involucrado en la via de deteccién de glucosa.

RGT2 gene de la glucosa permeasa.

DHS Dihidroestreptomicina



L RESUMEN

En este trabajo se caracterizd la salida de potasio de la ievadura Saccharomyces
cerevisige inducida por los siguientes agentes cationicos : bromuro de Etidio (EB),
dihidroestreptomicina (DHS), eloruro de terbio (ThCly) y DEAE-dextrén (DEAE-D).

La salida de K promovida por estos agentes catiénicos requiere de un sustrato
oxidable; es decir, el fendmeno no se observa en ausencia de un sustrato metabolizable
como glucosa o efanol. Los anlogos ne metabolizables de la glucosa (2-desoxiglucosa e
6-desoxiglucosa), o bien, los aziicares no metabolizables bajo las condiciones de los
experimentos, no prormusven la salida de potasio mas alla del control en ausencia de
sustrato.

(tra generalizacién respecto al efecto de estos agentes catidnicos es que reguieren unirse
a sitios con carga negativa en la superficie celular para promover la salida de potasio. Es
decir, el efecto disminuye con la disminueidn de las cargas negativas de 1a superficie de Ia
levadura. El aumenio de la carga de superficie inducido por el tratamiento con EDTA,
sin embargo, 1o indujo de manera gereral un aumento mayor de la salida de potasio. Esto
prabablemente se deba a las diferencias en afinidades de los agentes catidnicos por la
carga de superficie,

Se explord la posibilidad de que los agentes catidnicos utilizados promovieran la
ruptura celular en poblaciones de células sensibles al tratamiento con estos agentes.
Algunos de os resultados que esgrimimos en el sentide contrario de esta alternativa son
principalmente la dependencia de sustraio para la salida de potasio, la reversibilidad del
fendmeno después de lavar con cloruro de magnesio las células previamente tratadas v la
incapacidad de ios agentes, excepto el EB, para promover Iz satida de **Rb" en células
previamente cargadas. En general, la reversibilidad del tratamiento con los agentes
catidnicos indica que el fendmeno requiere la integridad de la membrana.

En particular, el DEAE-I) mostrd una dependencia de la concentracidn interna de
potasio para promover la salida de potasio de la levadura. Este mismo agernte catidnico
mosird quoe la salida de potasio que promueve, depende de la presidn osmotica y pudiera
estar activando alguna aciividad de transporte sensible a ia presidn osmética o
mecanosensible.

Por otra parte, ¢l cloruro de terbio parece estar activando un sistema intercambiador que
permite fa salida de potasio en intercambio por protones.

Los agentes catibnicos empleados no mostraron efectos sobre ¢l potencial de membrana
¥, en consecuencia, sobre ninglin sistema sensible a cambios en 2] potencial de
membrana



1i. SUMBARY.

The effects of four structurally unrelated cationic agents: ethidium bromide (EB), DEAE-
Dextran (DEAE-D}, dihydrostreptomycin {DHS) and terbium chloride (ThCl;) were
characterized for their ability to promote potassium efflux from the yeast Seecharomyces
cerevisiae.

As a common rule, this cationic agents promote potassium efflux in a substrate-
dependent manner, that is, no effect could be detected when glucose or ethano! was
absent from the incubation medium, Also non metabolizable glucese derivatives like 2-
deoxyglucose or 6-deoxygiucose, or any non assimilable carbohydrate, in our
experimental conditions, could support the efflux of potassium in the presence of the
cationic agents to a level higher than the control in the absence of substrate.

A second generalization regarding the effect of the cationic agents tested upon the
potassium efflux is the requisite of binding of the agents to discrete negative charges on
the surface of the cell for the phenomenom to occur. That is, the induced efflux of
potassium diminished when the negative surface charge diminished. On the contrary, not
every increase due to EDTA treaiment promoted an increase in the effiux of potassium.
This could be ascribed to differences in affinities of the cationic agents for the negative
surface charges.

The possibility that, as a result of the treatment with the cationic agents, the cells were
permeabilized was explored. Arguments conirary to this statement are : the dependency
of the phenomenom on the presence of a substrate, the reversion of the phenomenom after
washing the cells with magnesium chloride and the inability of the agents, except EB, to
promote PRb” efflux from cells preloaded with this cation. Except for EB, the
reversibility of the potasstum efflux as a result of the washing of the cells with
magnesium chloride indicated that the efflux of potassium induced by the cationic agenis
was a membrane phenomenon and required ifs infegrity.

Regarding the effects of DEAE-D, it showed to depend on the internal potassium
comtent and also on the osmotic pressure. DEAE-D effects point out to the activation of 2
mechanosensitive activity or to some transport activity activated by changes in osmotic
pressure.

Terbjum chloride appeared to activate an exchange of injemally contained potassium
and externally located protons, like a K'/H" exchanger proposed by Pefia and Ramirez
(B. B. Acta, 1068:237-244,1991).

In general, the cationic agents tested do not cause any appreciable changesin the
membrane potential and, as a consecuence, in any transport system dependent on it



fik INTRODUCCION

I1L.1. General.

El potasio juega un papel central en la vida; todos los organismos lo requieren; es por
ello que fa homeostasis del potasio ha sido objeto de extensos estudios para caracterizar
sutransporte tanto en células antmales (Levitt,1980) como en bactetias y
microorganismos (Epstein y Laimins, 1980} donde se han descrito muchas de sus
caracteristicas.

En cuanto a los hongos, es Saccharomyces cerevisiae el organismo del cual se tiene mas
informacion sobre el transporte de potasio (Borst-Pauwels, 1981}, aunque todavia no se ha
liegado a un esquetna caba! de 10s mecanismos de transporte, sus interacciones y
regulacién (Ramos et al., 1994; Gaber,1992; André,1995).

Como consecuencia de la actividad del transporte de potasio, e crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae s independiente de la concentracion exierna de potasio hasta
valores muy bajos del orden de 2 a 4 pM (Ramos et al.,1985; Rodriguez-Navarro y
Ramos,1984), Con estas concentraciones de potasio externo las velocidades de
crecimiente y el contenido interno de potasio (del orden de 130 a 150 mM) son constantes
o que implica gue €f sistema de captacién de potasio se tiene que adaptar para
proporcionar una eitrada neta casi constante de potasio {(Ramos et al., 1994).

Para mantener una cierta concentracién interna de potasio, que no disminuye mas alla
de 80 2 160 mM atn a tiempos prolongados de ayuno (J. Ramirez, comunicacion
personat}, la contraparte de los sistemas de captacidn de potasio son sus sistemas de
salida, de los cuales sc conoce menos respecte a su regulacién y dependencia de la
concentracion interna, pH interno y/o potencial de membrana {André, 1995).

Los sistemas que permiten la salida de potasic consisten en un canal especifico de
potasio que funciona como un rectificador saliente (Ketchum et al.,1995; Reid et al.,1996;
Lesage et al.,1996; Zhou et al.,1995), previamente caracterizado electrofisiologicamente
(Bertl y Siayman,1992), un canal mecanosensible caracterizado de la misma manera
{Gustin et al.,1988) y de cuya existencia no se Hene una evidencia molecular, asi como un
presunto antiportador K'/H' del que se tiene evidencia fisioldgica y molecular(Camarasa
etal ,1996; Pefia y Ramirez, 1991; Ramirez ¢t al.,1996). Varics genes podrian ser
candidatos para este antiportador y entre estos estin: KHA1 {Ramirez et al,, 1998} y
NHAI (Bafiuelos et al.,1998).

Respecto al requerimiento de energia, tanto ¢l transporte de potasio como [a salida estén
acoplados a las fuentes de energia; es decir, el transporte esta acoplado indirectamente a
laH"-ATPasa (Pefia, 1982, Pefia,1976; Pefia, 1975} v la salida de potasio a través del
canal de potasio rectificador saliente estd acoplada a cambios en el potencial eléctrico de
lalevadura (Bertl y Slayman,1992; Ketchum et al.,1993; Reid et al.,1996) y dependen de
{a presencia de un sustrato como giucosa o etanol {Pefa y Ramirez, 1991).

Adicionalmente, la homeostasis del potasio en la levadura tiene repercusion en el pH
interno de la célula {Calahorra et al.,1598) y por contraparte una regulacién inadecuada
del pH celular tiene influencia sobre fa concentracion celular de potasio (Ramirez et
al,1998) y la continvacion def ciclo celular (McCusker et al.,1987; Ramirez et al.,1998).



Con ¢l advenimiento de la secuenciacién total del genoma de levadura v el andlisis de
las secuencias génicas, se han deducido mas de 100 posibles proteinas con funcion de
transportador (André,1995}. Esto Gltimo hace necesaria la blsqueda de compuestos que
permitan discriminar y caracterizar estas actividades. En cuanto al estudio de Ios sistemas
de salida de potasio, éste se ha abordado con el uso de compuestos catiénicos que
promueven la salida de potasio de la levadura, de manera dependiente de energfa (Borst-
Pauwels,1981; Pefia y Ramirez,1991; Pefia et al.,1979).

TILZ. Proteinas de trapsporte primario en la levadura.

El transporte primario se define como aquel transporte en ¢l cual distintos tipos de
energla se transforman en energia eleciroquimica en ia forma de gradientes de iones o
solutos; es decir, a todas aguellas formas de transporte manejadas por el ATP, poder
reductor o la luz, entre otras. En este apartado sélo consideraremos al transporte primario
asociado con la membrana plasmdtica, Aungue la H'-ATPasa de la membrana plasmatica
de la levadura es una ATPasa del tipo P, se le considera en forma especial dada su
importancia en la generacion de los gradientes de lones y solutos v en el coptrol del pH en
la levadura,

I11.2.1. H'-ATPasas

A, partir de los estudios en los cambios de concentracion de los nucledtidos de adenina
inducidos par el transporte de petasio al interior de 1a levadura, asi como en ¢l aumento
del poder reductor NADH), come consecuencia del mismo transperie, se pudo demostrar
que existia en la levadura una ATPasa de protones (Peda et al., 1972; Pefia,1982;
Pefia,1976). Dicha enzima al hidrolizar ATP y bombear profones a! exterior genera un
gradiente de potencial electroquimico de protones que es la fuerza necesaria para
impulsar el transporte de otros iones o metabolitos al interior (Pefia,1976; Goffeau y
Slayman,1981}.

LaH'-ATPasa es la principal bomba electrogénica de iones en los hongos y puede
producir una diferencia de cuatro drdenes de magnitud entre las conceniraciones exferna e
intema de protones (Gaber,1992). Ademdés de proporcionar la energia para ¢l transporte
de nutrientes, también es el principal control del pH intracelular (Ulazewski et at,1987).
Esta enzima es una proteina muy abundante gue constituye del 20 al 40% de la proteina
total de la membrana plasmdtica v constituye mas del 90% del total de la actividad de
ATPasa de [a membrana plasmética (Gaber,1992).

La ATPasa de l2 membrana plasmdijca forma un intermediaric covalente acil-fosfato
como parte de su ciclo de reaccion vy tiene dos formas intermediarias fosforiladas (B y
ty), las cuales difieren en conformacién (Goffeau v Slayman,1981). Este tipo de enzima
es denominada ATPasa E;-E; o tipo P, debido a que alterna entre las conformaciones Ey y
E; y lleva a cabo una autofosforilacién durante el transporte de iones (Gaber, 1992).

Anterior al cambio de conformacion de E; 2 E;, la enzima une un protén y una
mwlécula de ATP, y por un mecanismo desconocido, la energia quimica contenida en el
exlace del ATP se transforma en energia mecénica para transportar a traves de la
membrana al protdn previamente unido {Gaber,1992).



E! aislamienio del gene que codifica para la H™-ATPasa de [evadura se logrd por la
deteccidn con anticuerpos de los productos de las genotecas de expresion Agtll y
permitié la clonacion dei gene PMAL de Saccharomyces cerevisiae {Serrano et ai.. 1986).

Este mismo gene de Saccharomyces cerevisige se aisld posteriormente por
complementacion de la mutacin recesiva que causa resistencia al inhibidor el Dio-¢
{(Ulazewski et al.,1987). PMAL esté localizado en ¢l cromosoma VI, entre e}
centromero ¥ el gene LEU! con el cual esta fuertemente enlazado (Serzane et al., 1986}

El aislamiento del gene PMA1 ha permitido saber que la enzima, en su porcidn
embebida en la membrana presenta de 8 a 12 cruces transmembranales, con los extremos
amino y carboxilo terminales localizados en el citeplasma (van der Rest et al. | 19%3).
También se han detectado los motivos, en Ia secuencia de aminoacidos, que estan
altamente conservados v se ha establecido la importancia de los mismos en el
funcicnamiento de la ATPasa. El residuo de glutamato 232 en ] motivo TGES se
requiere para la hidrdlisis del intermediario fosforilado de ia enzima; la treonina en el
mismoe motivo estd involucrada en la unién del vanadato (van der Rest et al.,1995). El
aspartico 378 en el motivo CSDKTGT se requiere para la formacion del intermediario
catalitico fosforilado v es esencial en el bombeo de protones (van der Rest et 21..1995). La
lisina 475 en el motivo KGAP v el aspdrtice 534 en el motivo DPPR también se requieren
para la formacion del intermediario acil-fosfato (van der Rest et al.,1995).

Respecto a la regulacion de la actividad de lz ATPasa se sabe que lieva a cabo cambios
drésticos en la actividad dependiendo principalmente de dos factores: [a glucosa y el pH
acido. El metabolismo de la glucosa aumenta de manera reversible la Vimax por un factor
de 3 y disminuye la Km de un valor de 1.5-2 mM a 0.3-0.6 mM, auvmentando el pH de
méxima actividad de 5.6 2 6,7 (Serrano,1983). En relacién al pH, la actividad aumenta a
pH més acido y se puede inferir que el efecto combinado del pH y la glucosa definen la
homeostasis dei pH, dado que el metabolismo de [a glucosa causa acidificacién
intracetular (Serrano,1991).

En Saccharomyces cerevisioe se ha descrito un segundo gene de ATPasa, el PMA2, el
cual presenta un 90% de identidad en sus aminodcides con PMAL; dicho gene
probablemente corresponda a ofza isoforma de la ATPasa y su expresion es irrelevante
para ei crecimiento de [a levadura, ya que no se expresa en condiciones normales de
crecimiento {Serrano,1991).

13L.2.2. Bombas de Jones.

Como resultado de la secuenciacion def genome de [z levadura se tiene conocimiento de
que al menos 30 genes diferentes tienen homologia de secuencia con genes que codifican
para actividades de bombas de iones {Andzé,1995). En este apartado sélo se consideran
aquellos genes que se sabe estdn asoclados con actividades localizadas en ia membrana
plasmatica,



HE2.2.1. Transportadores ABC.

La secuenciacion del genoma de {a Jevadura permitié identificar por estudios de
comparacién de secuencias ai menos [8 genes diferentes homélogos a la familia ABC (o
cassetie de union del ATP). Estos genes perienccen a dos grupos: los que tienen una copia
delas unidades estructurales TMg-NBF o NBF-TM;g o los que tienen dos copias de estas
mismas unidades estructurales (André, 1993). Se sabe que los miembros de esta familia de
transportadores estdn altamente conservados entre las especies, desde los
tnicroorganismos hasta el hombre (Balzi y Goffean,1994) v estan relacionados con la
salida de ATP Ia gue activa canales de C1"en las células. En Saccharomyces no se ha
identificado todavia ia localizacion de los productos de tales genes, aunque se ha podido
caracterizar la salida de ATP de la levadura dependiente de glucosa, no se ha podido
atribuir a productos génicos de la familia ABC. El miembro mejor caracterizado ds la
familia ABC en levadura es la proteina Stedp, localizada en la membrana plasmatica y
que promueve fa secrecion de Ja feromona a (André, 1995). Otros genes caracterizados en
la levadura son SNQ2Z y PDRS5 que confieren resistencia ingspecifica a drogas (Balzi v
Goffean,1994). )

[11.2.2.2. ATPasas tipo T

Entre ias ATPasas tipe P gue han sido asociadas con la membrana plasmética estin los
productos de Jos genes PMR2/ENAL ENA2, ENA3 y ENA4 (André, 1995). El gene
PMR2/ ENAL es parte de un agregado de 4 genes contiguos ENALENAZ ENA3 v
ENAA4, los cuales estdn ¢a ¢l cromosoma IV (André, 1993; Haro et al. 1991). El gene
PMR2/ENAL se cloné por su capacidad para complementar la sensibilidad al Li” de una
cepa con baja capacidad para expulsar a este cation. La inferrupcién del gene generd una
cepa defectuosa en Ia salida de Na*, Li” v probablemente Ky sensibie al pH alcaline
(Haro et al 1991},

I1L.3. Proteinas de fransporfe secundario en la levadura.

En el transporte secundario la energia para la traslocacion de un soluto estd dada por los
gradientes eléctricos o quimicos de otros solutos o iones. Estos gradientes
electroquimicos se generan por [os sistemas de transporte primario dependientes de ATP
(van der Rest et al,1995). A Ios 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.



{i1.3.1. Ei transporte de poiasis en la levadura.

Aqui sélo consideraremas eof transporte de potasio como un gjemplo de transporte
secundario.

La sabda de protones por la ATPasa requiere la entrada de un contraidn con el fin de
lograr la elecironeutralidad. Esto se logra por la operacion de un sistema uniportador gue
trangporta ¢l potasio al interior (Conway y Duggan,1958). Dicho uniportador tiene una
mayor capacidad de discriminacion por el potasio sobre el rubidio, sodio y magnesio para
los cuales tiene las afinidades relativas de 2, 4 v 3 respectivamente{Conway v
Duggan,1958). El transporte de potasio esid acoplado sdlo indirectamente al
funcionamiento de una H-ATPasa v se lleva a cabo con una estequiometria de 1H 1K,

En medios carentes de amonio y sodio, fue posible expresar dos sistemas para el
transporte de potasio en Saccharontyces cerevisiae, con diferente sensibilidad a CCCP
(carbonil metacloro cianuro fenil hidrazona) v a la disminucidn de ATP. Estos
wransportadores mostraron ser de afta afinidad (Km 24 pM) y baja afinidad (2 mM)
{Rodrignez-Navarro y Ramos,1984). Adicionalmente se obtuvo una muiante que carecia
del componente de alta afinidad {trk1} lo que le impedia crecer en medic con bajo nivel
de potasio (Ramos ¢t al.,1985). La eliminacién del gene TRK 1 permitié concluir que este
gene codifica para un transportador de alta afinidad y que la diferente afinidad por el
potasio no se debia a diferentes especies de un mismo transportador, sino que reflejaban
la existencia de dog transportadores {Gaber,1992). Con la obtencidn de cepas trk1A, fue
posible identificar geneticamente al gene del transpertador de baja afinidad o TRKZ (Ko y
Gaber,1991).

La eliminacion de los genes TRK1 y TRK2 permitid la identificacién de dos genes gue
complementan el defecto del transporte de potasio en la doble mutante trk14A wk2A. El
apalisis de secuencia de estos genes reveld que son altamente hormdlogos con los
transporiadores de galactosa v glucosa codificados por GALZ y HXT1-2, por Io que se
postulé que son transportadores de azlicares dependientes de potasic (van der Rest et
al.,1995).

Los estudios cinéticos del transporte de potasio en la levadura han demostrado que la
entrada de potasio se lleva a cabo por medio de un sistema de trasiocacién multisitio. Esie
sistema tiene tres sitios para el potasio que san: el sitic del sustrato, el sitio modificador
(Armstrong v Rothstein, 1967, Borst-Fauwels, 198 1)y el sitio de activacion (Borst-Pauwels
et al ,1971). La unidn v/o desplazamiento de los cationes de estos sitios da como
resultado desviaciones de la cinética de Michaelis-Menten (Borst-Pauwels, 1981}, En
cualquier case, la cinética de transporte de cationes monovalentes se afecta por el
potencial de superficie (Borsi-Pawwels, 1981). Los cationes polivalentes aumentan la
constante de disociacion del Rb' para el sitio del sustrato v para el sitio de activacién,
porque los cationes polivalentes disminuyen el potencial de superficis negativo haciendo
un efecto de apaniallamiento de los grupos con cargas negativas (Borsi-Pauwels, 1981).



I1.3.2. Salida de potasio de la levadura.

1a salida de potasio de Ia levadura es un fendmeno dependiente de energia que se
presenta de manera independiente 2 la entrada de potasio a 1a célula, porque funciona
normalmente en células carentes del sistema de captacion de potasic de alta afinidad o
TRK1 (Pefia y Ramirez,1991). Es decir, la entrada y 1a salida de potasio no dependen del
mismo transportador.

IX¢ las proteinas involucradas en la salida de potasio, sdio se tiene evidencia molecular
de un canal rectificador saliente especifico para potasio. Este canal va se habia detectado
por los registros realizados con Ia téenica de fijacion de voltaje o patch-clamp (Bertl y
Slayman,1992; Gustin et al,,1986). Con esta téenica se demosird que 1as corrientes
especificas de potasio de 20 p§ registradas en células enteras y en segmentos
membranales outside-out, se inducian en respuesta a la despolarizacion de la membrana
y se bloqueaban por inhibidores de canales de potasio como tetraetilamonio v cloruro de
bario {Gustin et al.,1986).

Este canal sensible al potencial se expresd en avocitos de Aeropus laevis y mosird ser
un rectificador saliente (Ketchum et al.,1995; Reid et al.,1996; Lesage et al,,1996) Ei
gene que codifica pare este canal ha sido denominado TOK 1 (Ketchum et al.,1993),
DUKI (Reid et al.,1996), YORK (Lesage et al., 1996) 0 YKC1 (Zhou et al.,1995). La
eliminacién de este gene no interfiere con el crecimiento mitdtico, por lo que se propone
gue ofro gene pudiera compensar la faita de DUK1 (Reid et al., 1996). Las propiedades
farmacolégicas v de regulacién de YORK indican que lag corrientes se bloquean con
bario ¥ quinina desde dos sitios con afinidades diferentes y el blogueo con tetrastilamonio
s0lo se realiza desde un sitio (Lesage et al.,1996). Adicionalmente, este canal presenta
duplicacion del dominio de poro (Ketchum et al.,1995; Reid et al.,1996; Lesage et
al.,1996) y su eliminacion no afecta la conductancia de 40 pS también presente en la
membrana (Zhou et al.,1993).

Ademds del canal descrito anteriormente, existe otro en la membrana plasmatica que
conduce tante cationes como aniones de manera sensible al estiramienio de la membrana.
Esta actividad mecanosensible se inhibe por gadolinio y es insensible al tetractilamonio
{Gustin et al,,1988). Uno de los papeles fisiclégicos atribuidos a este canal es la
regulacidn osmdtica lo que se logra por el aumente de la conductancia a sales (Gustin ¢t
al.,1988). La eliminacidn del canal dependiente de potencial (Teklp) indica que ambos
canales estan codificados por genes diferentes (Zhou ef al., 1995).

Otras protefnas involucradas en la salida de potasio de Ia levadura pudieran ser las
codificadas por los genes KIHAL (Ramirez et al.,1998) y NHA1{Bafivelos et al,, 1998), las
cuales tienen funcion de intercambiadores. En el primer caso la evidencia fisiologica
indica que se trata de un intercambiador K/H, ya que la mutante khal acumula mas
potasio y presenta un pH intermo mas alto que la contraparte silvestre y se fe ha atribuido
un papel fisiclogico en ia regulacion del pH en condiciones de alta concentracién interna
de potasio (Ramirez et al.,1998}. El gene KHAT presenta similitud de secuencia del orden



de 24% con NAP?, un intercambiador K'/H" de Enterococus hirae y una menor similitud
con KEFC de Escherichia coli (Ramirez et al.,1998). Por su parte NHA1 se ha reportado
como un intercambiador Na*/H" con menor selectividad por el potasio gue por el sodio
(Bafiuelos et al.,1998).

171.4. Salida de potasic inducida por meléculas catiénicas.

Los colorantes catidnicos han sido objeto de estudio por sus interacciones con
moléeulas y estructuras celulares (Pefia et al., 1979). En la levadura se ha propugsto que
para que los colorantes catidnicos interactien con jos componentes celulares, primero
tienen que hacer contacto con la superficie celutar y probablemente requieran introducirse
a la célula (Armstrong,1958), aungue también se ha reportado que cambios en ¢l potencial
de superficie tienen influencia sobre las actividades enzimaticas de transporte,
dependiendo de la carga del jon 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-Pauwels, 1978; Roomans y Borst-Pauwel,1979).

A este respecto, se ha reportado que el bromuro de etidio se introduce a la levadura por
el transportador de potasio (Pefia et al.,1980), de una manera dependiente de energia;
donde se concentra mas de 100 veces (Pefia y Ramirez,1975). El hecho de que el
bromuro de etidio interactiie con el transportador de potasio se dedujo de fa cinética de
inhibicién competitiva gue este colorante presenta por el potasio para la entrada (Pefia y
Ramirez,1973). Adicionalmente, se sabe que en Kiuyveremyces lactis la resistencia de
esia levadura al bromuro de etidio correlaciona con el defecto de la misma cepa para
internar al potasio (Brunner et al.,1982).

Se ha reportado que otros colorantes catiénicos también interfieren con el wansportador
de potasio, ya que presenian competencia para el transporte de #Qb* entre ellos: azul de
metiteno, safranina ¥ acriflavina (Pefia et al,, 1979). Sin embargo, la salida de potasio de
la levadura no se explica por ia interferencia de las meléculas catidnicas con el
transportador de potasio, va que se presenta en mutantes trk! (Pefia y Ramirez, 1991).

De manera general, las moléculas catiénicas disminuyen su efecto de promover la
salida de potasio cuando en el medio hay Ca’” ¢ cationes monovalentes, presentando
diferencias en el grade de inhibicion, que derivan de las afinidades con {as que se unen los
compuestos catibnicos a 1os sitios con carga negativa de la superficie (Pefia y
Ramirez,1975; Pefia et al.,1979; Eilam,1983).

En algunos casos se ha observado gue la salida de potasio promaovida por compuestos
catibnicos induce una entrada de Ca® (Eilam, 1983), aparentemente porque la salida de
potasio es de tipo electrogénico y esta energia se utiliza para el transporie de glicina y los
cationes divalentes, Ca”* y Mn® (Pefia,1978).

QOfros gjemplos de compuestos catidnicos que promueven la salida de potasio de la
levadura son algunos inhibidores de la ATPasa como: Dio-9 (Borst-Pauwels et al.,1983;
Dufour ¢t al.,1980; Foury et al.,1977), miconazol {Borst-Pauwels et al,1983; Dufour et
al., 1980}, suloctidil {Borst-Pauwels et al.,1983), diciclohexil carbodiimida {Borst-
Pauwels et al.,1983; Dufour et al.,1980), dietilstilbestrol {Borst-Pauwels et al.,1983),
trifenil estafio (Borst-Pauwels et al.,1983), y octilamino éster (Dufour et al.,1980). Con la



HIPOTESIS
La saltida de potasio de la levadura Succharomyces cerevisiae es un fendmenc
ticausal que se activa por compuestos catidnicos no relacionados estructuralmente.
caracterizacion de la salida de potasio de la levadura inducida por una serie de
mpuestos catiénicos no relacionados estructuralmente permitisia, en primera instancia,
mocer las condiciones en fas que se da a salida y tambien daria luz sobre el iipo de
ransportadores involucrados en el fendmeno. Adicionalmente, el conocimiento de las
interacciones de fos compuestos catidnicos con las levaduras nos permitiria contar con
una serie de compuestos con los cuales evaluar iz relevancia fisioldgica de los

transportadores en el control de fa homeostasis det potasio.
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V. OBJETIVOS:

General:
Caracterizar la salida de potasio de iz levadura inducida por el tratamiento con
compuestos catidnicos; con €] fin de tratar de plantear generalizaciones y/o la mecanica

del fendomeno.

Particulares

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

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

o Determunar la salida de potasio inducida por compuestos catidnices en presencia o

ausencia de glucosa y analogos no metabolizables de la glucosa.

o Determinar iz salida de potasio inducida por compuestos catiénicos 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 compuesios catidnicos.

e Determinar el efecto gue cambios en la presién osmética tienen sobre la

salida de potasio provecada por los agentes cationicos empleados.



VE. MATERIALES ¥ METODOS.

VE.1. Cepa y condiciones de cultivo:

Se utilizd una cepa de levadura Saccharomyces cerevisine aislada a partir de una
colonia de la levadura comercial La Azteca. Las células se cultivaron a partir de 25 ml de
un precultivo de 24 horas, el volumen final del medio de cultivo fue 500 ml. El medio de
cultivo utilizade para el precultive y el cultivo fue YPD {2% de glucose, 29 de peptona y
194 de extracto de levadura). El medio de cultive inoculado con los 25 ml del precultivo
se dejd crecer por 24 horas en una mesa de agitacion a 250 tpm y & 30°C de temperatura

Las células se cosecharen centrifugando 10 minutos a 4,000 rpm en un rotor GS3, en
una centrifuga Sorvall RC-5B con temperatura controlada. El paquete conteniendo las
células, se colectd y se resuspendic en agua destilada dos veces, para despuds
resuspenderlo al 10% y ayunarlas por 14 horas en la misma mesa de agitacion.
Posteriormente, las levaduras se colectaron por centrifugacion y el paquete celular se lavo
en agua destilada para volver a centrifugarlas v resuspenderlas. Al final se resuspendieron
a una relacion de 0.5 g de células/ml ¥ se mantuvieron en hielo para usarlas en ¢l curso

del mismo dia.

V1.2. Determinacién del potasio externo.

Los cambios en la concentracidn de potasio externo se registraren en forma continua
utilizando un electrodo selectivo para potasic (Orion Research 9319), conectado a un
analizador de iones (Beckman selection 2000). Los datos se capturaron utilizando un
sofiware especialmente disefiado para el laboratorio por el Ing, W. Martinez. Las
determinaciones se realizaron en 10 mi de un medio que contenia 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 er la composicion del medio que se indican
en los pies de figura. Durante el experimento la celda se mantuvo siempre 2 30°C y con

agitacion continua.
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VI.3. Bombeo de protones.

La determinacion de la actividad de la bomba de protones se realizo registrando
continuamente los cambios en la concentracidon 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 disefiado
para el laboratorio. El medio vy las condiciones de incubacion fueron las mismas que las

descritas en el apartado anteriot.

VI.4. Determinacién del pH intracelular,

Este parametro se determing siguiendo los cambios de fiuorescencia de la piranina (dcido
8-hidroxi-1,3,6-piren-tiosulfonico} introducido por electroporacién {Peffa et al., 1995). La
electroporacion se llevd a cabo utifizando un electroporador Bio-Rad Gene Pulser, con un
controlador de pulsos, usando una mezela de 0.7 ml de la suspensién celular mas 20 pl de
plranina 100 mM. Para la electroporacion se aplied un palso de 1,500 V a una
capacitancia de 25 uF y una resistencia de 200 Q. Después del pulso de 3 mseg
aproximados de duracion, las células se centrifugaron por 10 seg en una microfuga
Beckman y se lavaron tres veces; posteriormente se resuspendieron en agua a su
concentracién original de 0.5 g/ml. Los cambios de flucrescencia a 460-520 nm se
siguieron en un espectrofluorémetro DMX-1000 (SLM instruments, Urbana, I}, Durante

las detenminaciones la celda se mantuvo a 30°C,

V1.5, Estimacién del potencial de membrana,

El potencial de membrana se estimé siguiendo los cambios de flucrescencia de (.25 uM
de la cianina DiSC; (3) (ditiacarbocianina, Molecular Probes) (Pefia et al.,1984). Los
cambios de {luorescencia a 540-590 nn s¢ siguieron en un espectrofluorémetro DMX-
1000 (SLM Instruments), manteniendo la celda a 30°C. 25 mg de células se incubaron en
50 mM de glucosa, 10 mM MES-TEA pH 6.0, 10 uM de pentaclorofeno! y 10 mM de
CaCl,.
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VI.6. Trausports de rubidio.

Estos experimentios se llevaion a cabo como sigue: 50 mg de células frescas se incubaron
en 1 mi de un medio que contenia amortiguador MES-TEA $ mM, pH 6.0, glucosa 30
mM y diferentes concentraciones de ¥Ryt desde S0 uM hasta 20 mM, A los 15,30y 45
segundos ¥ a 1, 2, 4 y $ minutos se retiraron alicuotas de 100 pl para filtrarlas a través de
un filtro Millipore de 0.45 pm de didmetro promedio de poro. Los filtros se lavaron dos
veces con 20 mM de KCl v después se dejaron al aire para secarlos. La radiactividad se
midi6 en un contador de centelieo Beckman L86300. Las velocidades iniciales se
obtuvieron de las grédficas de concentracidn de rubidio transportado contra tiempo. Los
experimentos de inhibicién se llevaron a cabo como se describid previamente, sdlo que al
medio de incubacion se le adiciond 50 uM EB, 50 uM DHS, 50 ug DEAE-Dextrdn o 20

#M de clorure de terbio ademads del resto de los componentes del medio de incubacion.

VL.7. Determinacién de la carga de superficie.

La determinacion de la carga de superficie se hizo de acuerdoe con el método de
Theuvenet ef al. (1984). Se adicionaron 2 pM de 9-aminoacridina a un medio que
contenia 2 mM de bufter MES-TEA pIf 6.0, 1 uM de antimicina A, diferentes
concentraciones de cada unc de los compuestos catidnicos (de 1 a 100 pM) y 25 mg de
levaduras frescas. Las células se mezelaron con el medio de incubacién y se centrifugaron
inmediatamente después por 10 seg en una microfuga. Los sobrenadantes se colectaran
para la determinacion fluorométrica de la $-aminoacndina a 400- 454 nm. La carga de
superficie se calculd por Ia diferencia después de determinar el residual obtenido por el
tratamiento con 10 mM de cloruro de magnesio. A partir de as curvas de unién de la -
amineacridina contra la concentracién del compuesto catiénico se determind la

concentracidn de] compuesto catiénico que inhibe el 50% de unién de la 9-amincacridina.

V1.8, Carga de las levaduras con Rb:
6 gramos de levaduras frescas se difuyeron al 10 % p/v con una soiucién de glucosa 10
mM v 3 x 10% dpm de **Rb* 100mM. La mezcla de incubacion se transfird a tubos

Falcon v se incubareon durante 24 horas a 4°C con agitacién 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 “Rb”.

VL.9. Determinacién de la salida de ¥Rb*:

Para determinar l2 salida de *Rb" se utilizaron células gue previamente habian sido
cargadas con este catién. 50 mg de células previamente cargadas con %Rb se incubaron
en 1 mlde un medio que contenia amortiguador MES-TEA 5 mM, pH 6.0 y glucosa 50
mM, con o sin cada uno de los compuestos catiénicos siguientes: 50 uM de cloruro de
terbio, 50 pM de DHS, 50 uM de EB o 50 ug de DEAE-dextran. Después de incubar 5
minutos a 36°C, se retiraron alicuotas de 100 u! de muestra y se filtraron a través de un
filtro Mailipore de 0.45 uM de didmetro promedio. Los filtros se lavaron dos veces con
KC120mM, se les deid secar al aire y después se procedid a medir la radiactividad con
un contador de centelleo Beckman LS6500. La salida de ** Rb* se determind después de
restar 1a radiactividad residuat de las célules control sin el compuesto catidnico los
valores de los filtros que contenian las células tratadas con los diferentes compuestos
catiénicos. El contenido de **Rb" en el control sin tratar permanecid sin cambio aln

después de 30 minutos de incubacion.

VE.10. Determinaciones de la fijacién de terbic:

Las determinaciones de la unién de terbio, asi como de la méxima unién de terbio v las
constantes de disociacién se hicieron midiendo las conceniraciones libres de terbio
remanentes después de la incubacion de las céhulas. La incubacion se realizé de la manera
siguiente: 25 mg de células frescas se depositaron en 5 ml de un medio que contenia 5
mM de MES-TEA, pH 6.0, diferentes concentraciones de ¢loruro de terbio desde 2 uM
hasta 30 uM. Las células se incubaron por un minuto y después se centrifugaron,
recolectando el sobrenadante para las determinaciones de terbio. El catidn se midid
después de agregar a las alicuotas del sobrenadante 20 uM de 4eido dipicolinico en 5 mM

de MES-TEA pH 6.0 a un volamen final de 5 ml. Los cambics de fluorescencia se
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VIE RESULTADOS

Vil.l, Efectos de los distinfos compuestos catiénicos sobre la salida del potasio de ia
fevadura.

Los primeros experimentos se encaminaron z establecer comparaciones enla
capacidad de los agentes mds comunmente ufilizados por otros autores para provocar la
salida del K'. Como puede verse en la figura 1, la salida de! potasio promovida por los
compuestos catidnicos DEAE-dextran{DEAE-D), clorure de terbic {ThCl5),
dihidroestreptomicina {DIHS) v bromuro de etidio (EB) requiere Ia presencia de glucosa,
hecho que ya habian reportado Pefia y Ramirez (1921). Respecto a !a salida de potasio
promovida por el terbio, parece ser que el tamafio atdmico de este catidn que es
semejante al del Ca®" (Hughes,1981) v su reactividad semejante frente a diferentes
ligandos {Hughes,1981), pudieran explicar la sustitucién del Ca®* por el TH*, con la
concomitante liberacion del Ca®* de Ia superficie. Rarba-Behrens et al. (1990) ha
propuesto que los grupos guanidio contenidos en la fraccion estreptidina de la DHS,
pueden fijar calcio, ademés 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 ripida de K,
tanto en presencia como en ausencia de glucosa; sélo que en presencia del susirato lo
recapturan rapidamente (figura 1A vs figura 1B). En presencia de glucosa y los
compuestos catiénicos antes citados, no se produjo recaptura de K por las levaduras, sino
un aumenio constante en su salida. Este comportamiento no se observd cuando en el
medio no habia glucosa o etanol {no ilustrado).

Los resultados de Pefia y Ramirez (1991), para ef caso del Tb*', mostraron que la
salida se inhibi6 en presencia de sales de Mg™ v de Ca® en el medio de crecimiento. De
igual manera, cuando se suplementa al medio YPD (de bajo contenido de sales) con
Mg o Ca™ tampoco se observé la salida de potasio. Tal situacion pareceria indicar que
la carga de superficie negativa del exterior de la célula participaba en la mediacién del
efecto de salida de potasio causada por la presencia de los compuestos catidnicos en el

medio. Al respecto, Elferink v Booij {1975) reportaron que el EDTA intensifica el efecto



de los compuestos catidnicos sobre la salida de potasio de la levadura. La expiicacion de
tal comportamiento parece ser €] aumento de la carga negativa en la supezficie de la
levadura, generada por la formacion de complejos de Ca® y Mg con el EDTA. Por tal
motivo se decidio investigar si ef aumento de |a carga de superficie inducida por el EDTA
también afectaba de la mistna manera la salida de potasio de la [evadura inducida por los
compuestos catidnicos 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 agenies se comportaron igual, sino que se observaron tres tipos diferentes de
efectos de los compuestos catidnicos en presencia del EDTA:
e Se inhibid totalmente el efecto de salida de potasio inducido por ThCls.
¢ Seenconiré ung inhibicidn parcial v en algunos cascs total (o mostrado) del efecto
inducido por el DEAE-dextréin.

o Se produjo un aumento del efecto de salida de potasic inducidos por EB y DHS,

Debe sefialarse que el EDTA por si mismo induce una pequefia salida de potasio de
la levadura, la cual pudiera atribuirse al equilibrio dcido-base de! EDTA que en su forma
de acido libre genere los protones que se vnan a los sitios de activacidn del transporte de
potasio; trayendo como consecuencia la inhibicién de Iz recaptura del potasio por la
levadura (Borst-Pauwels et al.,1971). Es también posible que el agente quelante remueva
de la superficie de ia levadura principalmente los cationes divalentes que se requieren
para dar mayor estabilidad a la membrana de la célula.

Sin embargp, el aumento de la salida de potasio que el EDTA produjo en presencia de
EB y DHS en ningln caso fue acumulativo. Bs decir, se produjo un incremento abrupto
en la salida de potasio y, en algunos casos, hubo desaparicion del retardo que se observa
con EB y DHS {esto altimo no mosirado en ia figura 2).

El hecho de que el EDTA no intensificara el efecto del ThCls, a pesar de que aumenta
la carga negativa de la superficie, nos llevo a realizar experimentos de conductividad para
discriminar s estaba ocurriendo algin tipo de interaccion del T con el EDTA, y atn
entre el DEAE-D y el EDTA, que disminuyeran la disponibilidad def TbCl; y dei DEAE-

D como efectores de [a respuesta de salida de potasio. Los resultados que se muestran en
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1a tabla 1, son congruentes con la existencia de interacciones Th**-EDTA y DEAE-D-
EDTA,; a juzgar por la disminucion de ia conductividad del TeCly y 2! DEAE-Den
presencia del EDTA. Nuevamente, si se revisan los datos de Ia tabla 1, observamos que a
mayor disminucién de la conductancia corresponde una mayor inhibicién de la salida del
potasio; es decir, que el TbCl, cuyo efecto sobre la salida del potasio disminuyd mds, en
presencia de EDTA, interactla més con el EDTA, y el DEAE-D que se bloquea
parcialmente por el EDTA, interactia menos con éste. Inferimos de estos resultados que
es necesaria la presencia de una entidad guimica C™ libre como efectora de la respuesta

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

VIL2. Posible permeabilizacion de la levadura por los compuestos catiénicos.

Pefia y Ramirez (1991} sefialan que el hecho de que los compuestos catidnicos
induzean la salida de potasio de una manera dependiente de energia, indica que se
requiere 1a integridad de la célula y sus funciones metabdlicas durante la salida de
potasio; aungue apuntan que no s¢ puede descartar que los compuestos catiénicos
provoquen la lisis celular liberando el potasio celular al medic. Otros autores como
Passow et al. {1959), Passow y Rothstein (1960) y Massart et al. (1947), al referirse al
efecto de los compuestos catidnicos sobre la salida del potasio de la levadura, sefialan que
se trata de un proceso de todo o nada en el que estd involucrada la ruptura celular. Por
esta razon quisimos investigar si los compuestos catidnicos que utilizamos, estaban
provocando la lisis celular; tomando como criteric de ruptura celular la deteccién de
material gue absorbiera a 260 nm (fundamentalmente nucledtidos), que saliera por efecto
del tratamiento con los compuestos catiénicos.

Los resultados que se presentan en la tabla 2 muestran que de los cuatro compuestos
utilizados, el DEAE-D promovié una mayor salida de material que absorbe a 260 nm, ¥
que la salida representaba una proporcion importante del valor obtenido con el detergente
CTAB a una concentracién de 200 puM, el cual rompe las células. No obstante, es
necesario seftalar que el DEAE-D no fue, 2 la misma concentracion utilizada, el
compuesto que mas potasio celular liberara (figura 1). Este experimento muestra la filta

de comrelacién entre 1a liberacidn de potasio celular y la liberacién de material que
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absorbe a 260 nm. Es importante sefialar que la DHS tampoce mostrd una correlacién
entre la magnitud del potasio que saca y la magnitud del material que absorbe a 260 nm
liberado; es decir, aunque indujo la salida de 30 £ 2.5 pM de potasio (figura 1 y tabla 3),
produjo la salida de una cantidad pequefia de material que absorbe a 260nm (Tabla 2).
Debe sefialarse que en este experimento no se incluyé al EB, porque absorbe luz a 260
.

El compuesto mas interesante en este sentide, es el TbCls, que a pesar de producir la
salida del potasio intracelular, no mostrd ningtin efecto sobre la salida de material que

absorbe a 260nm (Tabla 2).

WIL3. Liberacién del calcio epicelular.

En vista de que los compuestos catidnicos, a juzgar pot los resultados anteriores,
indujeron la liberacién del potasio de una manera relacionada con la carga de superficie
negativa; quisimos mvestigar si las variaciones en la carga de superficie estaban
relacionadas con variaciones en los niveles del caicio extracelular, ésto en vista de gue la
remocién de calcio extracelular esta relacionada con la estabiiidad de Ia membrana. Para
tal efecto, medimos los niveles de caleio extracelular con un electrodo especifico de
calcio, en las mismas condiciones en que se da la liberacién del potasio celular,

Los resuitados consignados en la tabla 3 y en la figura 3 muestran claramente que tanto
la DHS como el TbCl; provocaron cambios en la concentracion del calcio extracelular,
con una cinética de libera cidn rapida que se manifiestaba de una manera independiente
de ia presencia del sustrato (glucosa). Esto nos podriz hacer pensar que los cambios
inducidos por el TeCls y la DHS se debieran a la remocion del caleio epicelular; es decir,
que tante la DHS como e TbCls, afin a bajas concentraciones {1 a 5 M), disminuyeran ia
afimidad del calcio por sus sitios de unién en la superficie celular externa, o bien
sustituyan a €ste de sus sitios de fijacién a la membrana. Ef BEAE-D, por el conirario, ¥
como se ve en la figura 3, no produjo la remocién del calcio epicelular, ni en presencia ni

en ausencia de susitrato.
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Vil4. Determinacion de iz earga de superficie,

La determinacion de la carga de superficie de las células se realizd con el fin de
evaluar la capacidad de los compuestos catidnicos empleados para abatir la carga de
superficie de la levadura. Con ello, el interés era también poner de manifiesto la
participacion de la carga de superficie en la salida de petasio inducida por los compuestos
catiénicos.

La medida se hizo determinando la unién de la 9-aminoacridina a los sitios con carga
negativa en la superficie celufar, bajd el supuesto de que si los compuestos catidnicos se
unen a los sitios con carga negativa de la superficie celular, dismirnvirian los sitios para la
unién de la 9-aminoacridina.

Los datos de la tabla 3 muestran ia concentracion del compuesto catidnico que
disminuye en un 50% la carga de superficie; es decir, que dismininuye la unién de la 9-
aminoacridina en esa proporeidn, v se calcufaron de las correspondientes curvas de unidn
de 1a 9-amincacridina conira la concentracién del compuesto catidnico, que no se
muestran en los resultados.

Se puede ver que se requieren bajas concentraciones de DHS (5 pM), para disminair la
carga de superficie en un 50%, lo que quiere decir que este compuesto se URe con una
gran afinidad a los sitios con carga negativa de superficie, que es incluso mayor que la
concentracion correspendiente a los compuestos catidnicos del tipo C*" como Al v La,
que de acuerdo con lo reportado por Theuvenet et al (1984), la conceniracidn que abate el
50% de la carpa de superficie es de alrededor de 10uM.

Los resultados que obtuvimos para el ToCl; son de 10 + 6.1uM (tabla 3} los cuales
concuerdan con los de estos autores. Los datos de la tabla 3 fambien indican que tanto la
DHS (5 + 2.3 pM) como el TbCl; son muy afines por las cargas negativas de superficie.
Sin embargo, comg el método de la unidn de la 9-aminoacridina, presenta el
inconveniente de que el colorante se introduce z la célula y [as determinaciones se tienen
gue hacer rapido para poder obtener resultados confiables, en nuestro laboratorio Judith
Gonzélez v vo hemos estado tratando de establecer un método para medir 12 carga de

superficie. Este método se basa en 1a determinacion del TH*" libre en el sobrenadante
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después de centrifugar las levaduras, el cual forma un complejo fluorescente con el dcido
dipicolinico. Utilizando este método i unidn méxima de terbio y su constanie de
disociacion en ausencia de glucosa fueron 2.15 £ 0.57 nmoles/mg de levadura (peso
fresco) v 9.49 £ 0.42 uM, respectivamente. En presencia de glucosa la unién méxima fue
2.08 + 0.46 nmoles/mg de lev (peso fresco) con una constante de disociacion de 8.48
1.35 uM.

En los resultados de Ia tabla 3 se puede notar que el DEAE-D no fue capaz de
desplazar totalmente a la 9-aminoacridina de sus sitios de unién, lo cual quiere decir que
si se une a los sitios con carga negativa de la superficie, lo hace cor 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 fas concentraciones necesarias para desplazar a la 9-aminoacridina no
coinciden con las que se requieren de los diferentes agentes para prevocar la satida del

potasio.

VILS. Efecto de los cotupuestos catiénicos sobre la salida de ¥ Rb de la levadura.

La salida neta de potasio que se detectd con el electrodo especifico de potasio puede
ser ef reflejo de un aumento en lz salida del potasio celular o la inhibicion del sistema de
captura (transporte) del mismo. Por ello era necesario establecer con certeza los efectos
de los compuestos catidnicos sobre la salida de potasio.

Para lograr este objetivo se defermind el efecto de los distintos compuestos catiénicos
sobre células que previamente habian sido cargadas durante 24 horas con **Rb*.
Armstrong y Rothstein (1964) reportaron que este catidn metélico puede transportarse por
el mismo acarreador del potasio. De igual manera, puede salir de la célula por un
intercambiador K'/H™ segrin Ramirez et al (1996) y Camarasa et al (1996}, o por un canal
sensible al voltaje para K7, segiin Gustin et al (1988) y Beril y Slayman (1992).

En estos experimenios, tomando como valor aproximado del agua intracelular de ia
levadura de 0.5 1l por gramo de peso himedo, la concentracion celular calculada de *°Rb
al cabo de 24 horas de incubacidn, en ningin caso fue mayor de 20 mM, lo que en

promedio representa menos del 15 £4.5% del centenido celular de potasio.
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Lo que inmediatamente se observa de los resultados de la figura 4, es que
practicamente ni la DHS ni el ThCl; afectaror la salida de *°Rb. Por el comirario, el EB
aumenta notoriamente la salida de *Rb.

Por otra parte, el aumento de la carga de superficie producido por la presencia de
EDTA no aumenté de manera significativa la salida de **Rb promovida por los
compuestos catidnicos, como se puede juzgar de los resultados de las figurz 5. Estos
altimos resultados, cuando se les compara con aquellos de la figura 4 realizados en
ausencia de EDTA, no muesiran diferencias significativas. Lo anterior significa que si
bien los compuestos catidnicos afectan la carga de superficie, el aumento de ésta no tiene
influencia en la salida de ®Rb. Sin embargo, debe hacerse notar que la concentracion
final de **Rb alcanzada es menor que Ia concentracién interna de potasio, por lo que es
muy probable que el **Rb presente poca competencia frente al potasio por sus sistemas de
salida. Esto podria evitar que se viera algin efecte de los agentes estudiados sobre la
salida.

Este parece ser el caso al menos para el ToCls, 1la DHS y el DEAE-D, los cuales
afectaron muy poco la salida de *°Rb. Sin embargo, ¢l EB afecta mas la salida de *°Rb,
indicando que parte del efecto del EB pudiera deberse a ruptura celular como lo sefialan
Theuvenet et al (1983).

No se puede pasar por alto el hecho de que el DEAE-D también mostrd poco efecto
sobre la salida de! **Rb, tanto en presencia como en ausencia de EDTA. Esto es también
de liamar la atencién, en vista de que en reportes de Huber-Wilchli y Wiemken (1979) se
legd a la conclusidn de que permeabiliza de manera diferencial la membrana plasmatica,
sin afectar 1a vacuolar; y es una practica comin utilizar el DEAE-D como método para
diferenciar los contenidos citoplasmico y vacuolar de potasio. Debe mencionarse también
que Ohsumi et al. {1988) reportaron que el uso del DEAE-D da resuitados variabies, por
lo que este método no es muy confiable para medir las pozas citopldsmica y vacuclar de
potasic. 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 tamafio de compuestos representa la pared de [a célula (Gerhardt y Judge,1964;
Scherer et al.,1274).
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Los resultados de la figura 6 muestran que el DEAE-D practicamente no zfecta la
membrana plasméitica, v que de otra menera hubiera promovido una salida masiva de
%Rb. Sin embargo, estos resultados parecieran contradictorios con los mostrados
previamentie en [a tabla 2, ya que por un lado se muestra que el DEAE-D promueve la
salida de material que absorbe a 260 nm, y por otro no logra la salida de **Rb en la misma
magnitud.

Los resultados de Ia tabla 4 indican que DHS, DEAE-D y ThCls, a las concentraciones
usadas, afectan muy poco la salida de **Rb” (enel orden de 1 a3 %) despugs de 5
minufos de tratamiento; ¥ s6lo es claro por los resuitados de la tabla 4 y aquellos de las
figuras 4 y 5, que el EB puede estar permeabilizando, al menos parcialmente, 2 la célula,

tal como ya lo reportaron Theuvenet et al (1983)
VILS. Determinacién del contenido de potasic.

Los experimentos de Rothstein y Bruce (1958a y b) muestran que la incubacion de
levaduras cor: K aumenta gradualmente la velocidad de salida de X' en un medio carente
de X es decir, existe una mayor salida de potasio cuando mayor es la diferencia de
concentracion de potasio entre el interior y el exterior celular. Esto no se cumplirfa si los
compuestos catidnicos usados permearan la célula o modificaran in sifu los pardmetros
cinéticos para la salida del potasio. En consecuencia, si estos compuestos catiénicos
promovieran la ruptura celular se tendriz un ripido equilibric en Iz concentracién de K
en los compartimentos intraceluiar v extracelular. En caso contrario, la evidencia sugeriria
que el compuesto catiénico no permea la célula y su efecto lo realiza desde el
compartimento extracelular.

Para esto medimos la salida de K promovida por los compuestos catidnicos a dos
concentraciones de K internas diferentes, incubando por 30 minutos las células, que se
habian ayunado 14 a 13 horas, en un medio que contenia MES-TEA 2 mM, pH 6.0, KCI
20 mM vy glucosa 10 mM. El conterido celfular de potasio se logrd bajar después de lavar

el paquete celular con agua desionizada de 5 a 7 veces. En el mejor de los casos la
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concentracion interna minima de potasio obtenida después de los lavados fue del orden de
100 mM.

Lafigura 7 muesira que la salida de potasio inducida por TbCl; dependia del
contenido interno de potasio, aunque debe hacerse notar que el efecto a mayor contenide
de potasio intermo no resulté ser miy grande si se le compara con fos determinados con el
electrode (figuras 1 v 2). Al disminuir el contenido interno de potasio hasta un 20 + 6.3%,
ia salida de potasio se vio practicamente anuiada, 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 ei caso de los obtenidos econ Th(l;, existe una clara dependencia dsl efecto del catién
con la concentracidn interna de potasio. A diferencia de los datos obtenidos con TbCh
(figura 7), el DEAE-D promovi6 una salida mayor de potasio, incluso en las células
lavadas, que en este experimento tenfan el 50% del contenido celular de potasio de las
células incubadas, presentando este efecto semejanza con la safida de *Rb inducida por el
mismo compuesto (figura 6).

Por su parte, el EB (figura 9) promovié la salida de potasic de una manera
independiente dc la concentracidn interna de potasio, a pesar de que la diferencia de
concentracion de potasio interno fue mayor del 50% con respecto a las concentracion de
potasio que presentaban las ¢élulas incubadas previamente con potasio.

La DHS también produjo la salida de potasio de una manera independiente de su
concentracion interna (figura 1G), aunque a diferencia de la salida
promovida por el EB, se observo salida aiin a concentraciones bajas de DHS.

Los resultados de las figuras 7, 8, 9 ¥ 10 muestran dos tipos de comportamiento: por
una parte, el efecto tanto del TbClz como de! DEAE-D dependi6 de 1z concentracién de
potasio interno para manifestarse; es decir, 2 menor concentracion interna de potasio,
tendia a desaparecer el efecto promovido por el ThCl; y el DEAE-D sobre la salida de
poiasio 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 TbCly no lograron,

en presencia de giucosa, promover lz salida de potasio de la levadura.
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Por ofra parte, tanto el EB come la DHS indujeron ia salida de potasio de una manera
independiente de su concentracién interna (figuras 9 y 10). Es deciz, su efecto se observé

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

VIL7. Efecto de los compuestos catiénicos sobre el transporte de “Rb’.

La DHS, el TbCls, el EB y el DEAE-D afectan ¢! transporte de **Rb de dos maneras.

o Disminuyendo la Ve para el transporte de 8‘SRb, sin afectar sensiblemente la Kin:
ésto sucede al transporie de %Rben presencia de DHS, ThCly y DEAE-D. De estos
compuestos, ef ThCl; y 1a DHS son lo que afectan mas [a Vi, 5.2 £0.65y4.96 £
1.96 nmoles/mg lev min, respectivamente, respecto al valor control de 183 £3.2
nmoles/mg de levadura minuto.

e Disminuyendo la afinidad del **Rb por los sitios que lo unen para su posterior
transporte ¥, en menor grado, 1a Vo, Tal es lo gue sucede al ransporte de %Rb, en
presencia del EB, el cual aumenta fa K de 0.8 £ 0.32 23.6 £ 1.7 mM (tabla 3). Estos
resultados concuerdan con aquellos reportados por Pefia y Ramirez (1975) respecto a
la diminucién de la afinidad v, a diferencia de los mismos, nosctros pudimos

deferminar también una disminucion en la Ve

VILS. Efecto del BEAE-D y la DHS sobre ia salida de potasio. Efecto def MgCh.

Dado que los resultados anteriores mostraron la participacion de la carga de superficie
en la mediacion de la respuesta de los compuestos catidnicos, se creyd conveniente
conocer el efecto de tales compuestos catidnicos, a un valor minimo de carga de
superficie. Para lograrlo, se incubaron los compuestos cationicos con las levaduras en
presencia de MgCl; I mM. En principio, si el efecto promovido por los compuestos
catidnicos depende de la unidn de los mismos a sitios con carga negativa en la superficie
de la levadura, entonces, disminuira el efecto, al disminuir el niimero de sitios disponibles
para que se unan los compuestos catidnicos a la levadura.

Como puede verse de la figura 11, la salida de potasio en presencia de DEAE-D
disminuy$ notoriamente al disminuir la carga de superficie de la célula (por el MgCly),

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

similar, en el sentide de gue se inhibi¢ la salida de potasio inducida por DEAE-D, Sin

ernbargo, la inhibicién fue menor gue la obtenida con células ayunadas por 5 horas (figura

11), las cuales se mosiraron més sensibles a la inhibicién por la disminucién de la carga

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

tiempo tuvieran una menor carga de superiicie que las ayunadas por 15 horas (alrededor
de 3.2 veces menos). De hecho en estas dltimas, la inhibicién de la salida de potasio
inducida por DEAE-D, no logrd revertir la salida al nivel del control ¢ a una menor salida
que el control como se logrd en las células que se ayunaron por 5 horas.

Por lo que respecta a la salida de potasio inducida por la DHS |, también se mostrd
sensible a la disminucion de la carga de superficie por el MgCl, (figura 13). Sin embargo,
a diferencia de los resultados obtenidos con el DEAE-D, no se revirti el efecto al grado

e observar una entrada neta de potasio {como en el case del DEAE-D en células
ayunadas 5 horas), sino siempre una szlida de potasio, mayor a mayor tiempo de ayuno

(esto ultimo no mostrado). En resumen, en los resultados de las figuras 11, 12y 13 se

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

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

presentan algunas diferencias:

& El DEAE-D} se mostrd mds sensible a {a inhibicién por cloruro de magnesio que la
DHS. Se observé también que el cloruro de magnesio revirtid el efecto del DEAE-D
hasta el grado de observarse una entrada neta de potasio a la célula.

o Elefecto de fa DHS, aunque se inhibe por el cioruro de magnesio, muestra una menor
sensibilidad a la inhibicidn, observandose que el cloruro de magnesio no logra revertir
el efecto de 1a DHS, como para medir una entrada neta de potasio.

= Estos resultados, estdn de acuerdo con las diferencias con que estos agentes catiénicos
desplazan a ia 9-AA de los sitios con carga negativa de la superficie de la célula

(tabla 3).
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VIL3, Efecto del serbitol sobre la salida de petasio.

Ya antes se presentaron resultados que muestran que la salida de potasio promovida
por algunos compuestes catidnicos dependia de la concentracidn interna de potasio. Visto
de otra manera, la salida de potasio parece depender de diferencias de la presidn osmdtica
entre los compartimentos intracelular y exiracelular. Es decir, a mayor diferencia, mayor
salida de potasio, ain en ausencia de los compuestos catidnicos.

Por su parte, los resultados de Gustin et al (1988) muestran que existe actividad de un
canal de potasio asociada a la membrana plasmatica, la cual es activable por cambios en
el voltaje, pero también por la presién ejercida de manera longitudinal a la membrana, ¥
por estiramiento de la misma.

Aunado a todo esto, Gloria Martinez en nuestro laboratoric ha observado que las
levaduras de panaderfa crecidas en YPD conservan intacta la vacuocle, en comparacion
con aquelias crecidas en un medio con un mayor contenido en sales (Kloet), las cuales
muestran un vacuola disgregada o vesiculada. Estos cambios morfoldgicos pudieran
deberse a diferencias en la presion osmotica, dadas las diferentes composiciones de
ambos medios de cultivo, y quizi tuvieran influencia sobre la salida de potasio inducida
por las moléculas catidnicas, hecho que ya habian observado Pefia y Ramirez (1991). Es
por ésto que supusimos que si aumentdbamos la osmolaridad externa, disminuiriamos las
diferencias de presion osmotica entre los compartimentos intra y extracelular. Con eilo
pretendiamos liberar la membrana plasmatica de la presion ejercida por el compartimento
intracelular y bloguear cualquier efecto de los agentes catiénicos que dependendiera de
esas diferencias de presiomn.

Para lograr lo anterior, se indujo 1z salida de potasio con DEAE-D y DHS en-
presencia de sorbitel 0.8 M. En primer lugar, nuestros resultados (figura 15a) muestran
que el sorbitol por s solo no modifica sustancialmente ef transporte de potasic en la
levadura ayunada 5 horas. Sin embargo, en algunos casos de c€lulas sometidas a un ayuno
de 15 horas, que ademés transportaban menos potasio, el sorbitol aumentd el transporte

de potasio (figura 15b).
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Debe hacerse notar que la concentracion 0.8 M de sorbitol no afecta la respiracion 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 inhibi¢ el efijo de potasio inducido por el DEAE-D, de manera tal que inclusc se
pudo observar una entrada neta de potasio. Este mismo comportamiento pudo observarse
en células que fueron sometidas a un ayuno de 15 heras (figura 12), salvo que la
inhibicion de la salida de potasio inducida por DEAE-D es de tal magnitud, gue dicha
salida llega a ser despreciable. Dado que la concentracion interna de potasio en células
ayunadas por 5 horas es de 227 + 34 mM y la de las células ayunadas por 15 horas de 172
+ 27, esto quiere decir que a menor concentracion interna de potasio, mayor es el efecto
de inhibicion del eflujo de potasio que se logra con el sorbitol.

El hecho de medir una inhibicién de la salida de potasio por el sorbitol, en
condicicnes en las que se observaria una salida neta de potasie, o inclusc, de llegara
medrr 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 mencioné también que la DHS, a diferencia del DEAE-D, promovi6 la salida
de potasio de una manera independiente a la concentracidn de potasio interna; por ello
juzgamos conveniente evaluar si la inhibicion de [a salida de potasio que se logré con el
sorbitol presentaba las mismas caracteristicas en presencia de DHS.

La inhibicién de lza salida de potasio por el sorbitol en presencia de DHS, en células
sometidas 2 un ayuno de 5 horas (figura 13), fue menor que aguella logradz en presencia
de DEAE-D (figura [1}. Ademas present6 la misma cinética de salida que cuando solo
hay DHS en el medio. Se encontrd también que el sorbitol inhibid el eflujo de potasio
indueido por ia DHS en células sometidas a un ayuno de 15 horas (figura 14), aunque en
este caso la inhibicién fue mayor y dependiente de la concentracion intemna de potasio.
En ningtn caso la inhibicién fue mayor a aquella obtenida en presencia de DEAE-D. Otra
particularidad que se observd, fue que el sorbitol no revirtid 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.
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Dado el TbCl; y el EB registran sefial en el electrodo de potasio, no fue posible
realizar los experimentes con estos compuestos, También debe notarse que la inhibicidn
de la salida de potasio inducida por DEAE-D y DHS, en presencia de sorbitol, no
aumento més al disminuir la carga de superficie con MgCl, v las diferencias obhservables
entre el DEAE-dextran y [a DHS (figuras 11 y 13) son facilmente atribuibles a diferencias
en afinidad que estos dos compuestos catidnicos presentan por la carga de superficie
(tabla 3).

La inhibicién de la salida de potasio por el sorbitol en presencia del DEAE-D y la
DHS no parece ser un fendmeno atribuible al sorbitol mismo, sino un efecto de
osmoproteccion, dado que la galactosa 0.8 M, reproduce el efecto con las particularidades
antes descritas. Es decir, en presencia de DEAE-dextrén v células ayunadas por 15 horas
se observa una gran inhibicién de la salida de potasio e incluse una entrada neta de
potasio a la célula (figura 16). Respecto a la inhibicidn que la gzlactosa produjo en células
tratadas con DHS, ésta fue sensiblemente menor ¥ no $& observé una entrada neta de

potasio a las células ayunadas por 13 horas (Agura 17).

VIL20. Reversibilidad de los efectos con clorure de magnesic.

Los resultados de la tabla 3 indican que el TbClz y la DHS se unen con alta afinidad a
los sitios con carga negativa en la superficie de [a levadura, mientras que el DEAE-D lo
hace laxamente. Si la salida de potasio inducida por estos compuestos cationicos implica
la concentracion de los mismo en el exterior, entonces, si se logran remover, se reveriiria
la salida de potasio. Los resultados mosirados antes indican que al menos el DEAE-D y el
ThCl; se unen extracelularmente. En principio, se esperaria una faci! remocion del
DEAE-D, y en consecuencia, la reversion de la salida de potasio inducida por este
compuesto catlonico.

La remocion de los compuestos catiénicos se realizé de la siguiente manera: las
células se incubaron con los compuestos catidnicos por 5 minutos, al cabo de este tiempo
se centrifugaron y se resuspendieron en MgCls, se volvieron a centrifugar y se lavaron 2

veces con agua desionizada con el fin de diluir el MpCly, el cual inhibe un poco el
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fransporte de potasio (no mostrado). Después de este tratamiento se siguid el transporte
de potasio con el electrodo de potasio, y en un medio que conteniz KCI 18 uM.

Como se esperaba, la remocion del DEAE-D logrd la reversion 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 fratamiento de lavado con MgCl,.

Contrario a lo que se esperaba, la DHS se pudo remover en gran medida, a juzgar por
la reversion de la salida de potasio lograda por los lavados con MgCly (figura 19) v de
hecho se logrd medir una entrada de potasio posterior a una salida inicial que resulté ser
menor que ia obtenida por el control con DHS sin lavar. Sin embargo, ef nivel de entrada
no semejo al del control lavado y sin tratar con el DHS.

La remocion del cloruro de terbio por el lavado con clorure de magnesio resulté en la
inhibicién de la salida de potasio promovida por este compuesto catiénico. Sin embargo,
no logrd medirse una entrada neta del potasio a la célula {(figura 20}. Estos resultados
hasta cierto punto eran ios esperados en virtud del bajo valor de IDsg calculado para el
cloruro de terbio a partir de los datos de 1a remocion de ta 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 unién
de! terbio a la céluta con Mg, lo que indica la posibilidad de que ¢l terbio se concentre
extracelularmente.

Como puede verse de la figura 21, el bromure de etidio no logrd removerse de Ia
superficie celular, a juzgar porque el lavado con cloruro de magnesio no logré revertir el

efecto de salida de potasio inducido por éL

VII.11. Cambios en el pH interns de la levadura en presencia de los compuestos
cationicos.

Los resultados de Pefia y Ramirez (19921) del efecto del clorure de terbio sobre la
salida de potasio de la levadura son congruentes con la existencia de un sistema
antiportador K'/H", activado por el ThCl;. A este respecto era interesante saber si los
compuestos catidnices que usamos promovian también la salida de potasio a través de la

activacién de dicho sisterna de intercambio. Fue por esta razdn que evaluamos la
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influencia de nuestros compuestos catidnicos sobre el pH interno de la fevadura,
utilizando como sonda la piranira de acuerde con el método de Pefia et al {1995).

La DHS indujo aumentos en el pH interno de la levadura, ya sea que el regisiro se
iniciara con la DHS y las levaduras conteniendo la piranina introducida por
electroporacion (figura 22A); o bien, ta DHS se agregara una vez iniciado el trazo {figura
22B). En cualquiera de los dos casos la tendenciz fue hacia el aumento del pH, y al menos
para {as dos concentraciones probadas, no se observd una dependencia con la
corcentracidn de DHS, quizd atribuible la existencia de mecanismos de compensacién.

En términos cualitativos se ohtuvo el mismo resuitado al descrito anteriormente al
agregar DEAE-D a la ievadura cargada con piranina. Es decir, el DEAE-D produjo un
aumento del pH intérno de la levadura, tanto al iniciar el registro con el DEAE-Den la
celda de incubacion (figura 24 A), como cuando ya iniciado con glucosa se agregd
DEAE-D a la celda {figura 24 B). Sin embargo, el répido aumento del pH interno gue se
logrd al agregar el DEAE-dextran después de iniciado el registro no concuerda con la
cinética de alcalinizacidn que se observd cuando 2l DEAE-dexiran se agregd desde el
micio del registro; lo que tal vez signifique que las diferencias en el comportamiento del
efector cationico dependan o de pH interno o de potenciaf de membrana. En los registros
también se utilizaron dos concentraciones diferentes de DEAE-D v también se observo el
misie comportamiento va descrito anteriormente, es decir, no se observé mayoer aumento
del pH interno con el aumento de la concentracion del compuesto catidnico. También
existe en este caso un limite méximo de respuesta del sistema que parcce estar a un pi de
6.7a6.8.

Lo centrario se encontré con el Tbll, el cual provoed la disminucién del pH interno.
Este comportamiento se pudo observar tante al agregar TbCl 5 a la celda de incubacion
desde ¢l inicio del trazo (figura 23 A), como cuando se le agregaba una vez iniciada la
determinacion con glucosa {figura 23 B).

Nuevamente, y a las concentraciones ensayadas, se observé la respuesta independiente de
la concentracidn de cloruro de terbio, mostrandao el sistema un limite inferior de respuesta
que pudiera ser atribuible a [z operacidn de mecanismos compensatorios que regulen el

pH, este limite estd 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

. L 1 oty ot
mecanismo antiportador K'/H .

VIL12, Efecto de los compuestos eatiénicos sobre el bombeo de protones.

En concordancia con los resultados de la seccidn anterior se muestra el bombeo de
protones en presencia de DHS, la cual, segin se ve en la figura 25 aument6 esta actividad.
En Ja misma figura se presentan las actividades de bombeo de protones cn prescncia de
DHS y sorbitol 0.8M. 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 aument6 también en presencia de DEAE-D,
como s¢ esperaria para el aumento del pH interno medido en la seccién anterior Los
datos de la figura 26 muestran gue efectivamente el DEAE-D indujo un mavor bombeo de
protones por la levadura. En esta misma figura también se muestra que el sorbitol 0.8M
inhibié6 el efecto del DEAE-D en mayor grado que para la DHS | hecho que concuerda

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

Vi1.13. Efecto de los compuestos catiduicos en presencia de otras faentes de
carbozo.

Los resultados hasta ahora presentados segufan sin contestar por qué la salida de
potasic inducida por los compuestos catidénicos s6lo se observaba en presencia de glucosa
(figura 1), es decir, no permitian discriminar si esto se debia a que el metabolismo
pariicipara en 2 mediacion del efecto, por ¢jemplo, por ¢l establecimiento de un petencial
de membrana, o por el aumento de la carga de superficie en presencia del sustrato, o por
un efecto derivado del metabolismo mismo. Tampoco se podia diferenciar si el sustrato
favorecia la interaccidn compuesto cationico-superficie celular. Por todo lo anterior,
decidimos medir la salida de potasio en presencia de andlogos no metabolizables de ia

glucosa como la 6-desoxiglucosa y la 2-desoxiglucosa.



Exn el primer caso, este andlogo no se fosforiia en la posicién & ni procede la glucdlisis
en su presencia; en ¢l caso de la 2-desoxiglucosa, este andlogo no procede en la via
aunque si s¢ fosforila en la posicion 6, sdlo se le ha atribuido a dicha fosforilacion la
acidificacion inicial en el pH interno de la levadura (Ramos et al,1989). En este sentido
también se descartaria que e! efecto de los compuestos catidnicos sobre [a salida de
potasio pudiera tener como sefial la bajada inicial en el pH que se logra por el
metabolismo de fa glucosa. También se incluyd un azicar (la xilosa) que no se asimiia ni
produce la disminucién inicial del pH interno (Ho et al,1998).

Los analogos no metabolizables de la glucosa, la 8-desexiglucosa ¥ 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. Este quiere decir que se requiere del
metabolismo celular para que el DEAE-D sea capaz de inducir Iz salida de potasio de la
levadura v que la disminucidn rapida inicial del pH interno no es una sefial derivada del
metabolismo involucrada en el proceso de salida de potasio de la levadura, ya que de otra
forma se presentaria salida de potasio en presencia de 2-desoxiglucosa. En presencia de
xilosa (figura 27 B}, el DEAE-D indujo la salida de potasio de Iz levadura de manera
lenta, es decir, se observé un retraso en la respuesta, probablemente relacionado con la
capacidad metabolica de la célula para utilizar ia glucosa enddgena.

Respecto al comportamiento de las células en presencia de DS y de los andiogos de
la glucosa, puede verse de la figura 28A que se inhibi6 1a salida de potasio inducida por la
DHS al usar como sustrato tanto la 6-desoxiglucosa como ia 2-desoxiglucosa. De esfos
resultados v de aquellos de la figura 27A, se observa que incluso no solo se inhibid la
salida de potasio por el DEAE-D y DHS, sino que ei grado de respuesta fue menor que
cuando no se usd glucosa externa; es decir, con los niveles enddgenos de glucosa (ro
mostrado). El uso de la xilosa no logrd hacer evidente la induccion de la salida de potasio
por la DHS (figura 28B).

Estos resultados muestran que ¢l metabolismo es esencial para que DEAE-Dy la

DHS promuevan la salida de potasio de fa levadura; también muestran que esta salida de
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potasio no respende a una sefial de acidificacion temporal del interior celular,
Probablemente el efecto de esios dos compuestos catidnicos dependa de Ia fermentacion
dado que la xilosa, que no se asimila (Ramos et al,1989) ni es fermentable, no logro
poner de manifiesto la salida de potasio de la levadura por los compuestos catidnicos
ensayados. Si la diferencia en la utilizacion de la glucosa vs la xilosa, permite un rapido
establecimiento del potencial de membrana en presencia de la glucosa, entonces, las

diferencias en la salida de potasio podrian ser atribuibles a este hecho.

VIL14. Efecte de los compuestos catidnicos sobre el potencial de membrana.

Ei potencial de membrana se estimé midiendo la fluorescencia de {a ciamna DiSC;
de acuerdo con ! método de Pefia et al (1984), Una vez establecido el potencial de
membrana (2 minutos), se agregd cada uno de los compuestos catidnicos y se regisird de
manera continua el efecto de estos compuestos sobre €l potencial preestabiecido. Una de
las cosas que debe hacerse notar es que en principio se requerian concentraciones
mayores que las necesarias para lograr la salida de potasio de la levadura; es decir, al
utilizar las concentraciones de los compuestos catidnicos en el order 20 a 50 uM no se
observaron cambios significativos en el potencial de membrana, a pesar de que a estas
concentraciones se promovio la salida de potasic de la levadura.

86lo concentraciones de ThCl; 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 disminucidén del 11 £ 5 %. DEAE-D usade a la misma concentracion a la que
inducia 1a salida de potasio {50 pg), solo abatié un 4 £ 1.8 % la fluorescencia del control.
En estos experimentos, se utilizd 20 mM de KCI como cenfrol ¥ se obtuvo una

digiminucion de la fluorescencia del 16+ 3.9 %.
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TABLA 1. Determinacidn de la conductividad de los compuestos catidnicos en presencia

de EDTA.
COMPUESTO CONDUCTIVIDAD S
ToCl; 5 uM 4254054
EDTA 5uM 470055
TbCl; + EDTA 4.65+0.47
DEAE-dextrén 125 ug 1.65+0.72
DEAE-dextréan + EDTA 420+ 0.53

Las determinaciones se realizaron a temperaiura ambiente , utilizando un conductimetro, cuya
sonda estaba inmersa en una cubeta que contenia agua destilada hasta un volumen de 2.0 mi.

TABLA 2. Determinacion de a permeabilizacion de las células por la medida del

material que absorbe a 260 nm

TRATAMIENTO Az60nm
NINGUNO 0.04 £0.01
DHS 100uM 0.135+£0.015
DEAE-dextran 300pg 041 £0.073
TbCls 20 pM 0.025 +0.003
CTAB 200pM (.58 + 0.063

Se vtitizaron 25 mg de células colectadas en fase estacionaria, ayunadas y favadas dos veces con
agua destilada; se les resupendié en 10 ml de Buffer MES-TEA 2 mM pH 6, glucosa 10mM , y se
incubaron con los compuestos v a las concentraciones que se indican durante S minutos. Al
finalizar el tratanriento, las células se centrifugaron ¥ filtraron en filtros con un tamaiic de poro
de 0.45um. Utilizande el filtrado para las determinaciones de absorbencia.

37



Tabla 3. Salida de K, liberacién de Ca™ y carga de superficie de las levaduras ante los

distintes agentes catiénicos.

Salida de K*, uM Liberacién de Carga sup. Compuesto
Glucosa ~ G+EDTA  Ca™, M (IDsq), M
DHS 50 M 30x25 8G+106.¢4 709 5+£2.3
EB, 10 uM 15+32 55+6.6 M. b. M. D,
ThCh, 20 uM 30139 40+ 4..3 T+£11 10+6.3
DEAE-D, 50 pg 50 £7.3 60483  Sinef 300 + 56 yg/m!

Las determinaciones de a salida de K, en presencia o ausenciz de EDTA, y las de Ca’~ se
realizarcn con electrodos especificos de K™y Ca®”, respectivamente. La carga de superficie se
determiné midiendo fa fluorescencia residual de la 9-aminoacridine, después de incubar las
cétulas con ella. Ea todos los casos se utilizaron 25 mg de células frescas, 2 mM de Buffer MES-
TEA pH 6, 10 mM de glucosa. Donde se indica se utilizd 100 pM de EDTA y 4 pM de 9-
aminoacridina. El volumen final de la suspensién para las determinaciones de K' v Ca®* fue de
10 ml. Los valores de la carga de superficie se dan como la concentracién de cada uno de los
agentes utilizados gue produjo la liberacién de la mitad de [a 9-aminoacridina fija a las células.

TABLA 4. Porcentajes méximos de salida de 3 Rb obtenidos por la incubacion de las

levaduras con compuestos catidnicos.

EB 50uM 30+5.6 %

TbCly 50 uM 12+03%
DEAE-D 50ug 35+07%
DHS 50 M 22+09%

Se utilizaron 6g al 10% de células cosechadas en fase estacionaria, fas cuales se incubaron con
%Rb (100 mM, 3,000,000 dpm), ¥ glucosa 10 mM durante 24 horas. Al cabo de este tiempo se
lavaron vy se utilizaron 50 mg de celulas para medir la salida de **Rb en presencia de diferentes
concentraciones de cada uno de los compuestos catidnicos correspondientes. Las
determinaciones se hicieron por diferencia después de filtrar las células en un mulifiitro con
meinbranas de 0.45um.
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TABLA 5. Deternninecién de las constantes cinéticas para ] iransporte de ~ Rb' en
presencia de los compuestos catiénicos.

COMPUESTO CONSTANTES

Vmax {nmoles/mg lev min) K (mbM)
Control 183+£3.2 0.8 £0.32
50 uM DHS 4.96 £ 1.96 §.77 +0.28
50uM EB 13.8 +2.7 3617
50 uM TbCly 5.2+ 0.65 0.6 + 0.03
DEAE-dextrdan 8.6 £0.96 0.5+0.2

Las constantes cinéticas se calcularon a partir de las graficas correspondientes de Lmeweaver-Burk ¢ Eadie-
Hofstee. Se utilizaron 50 mg de células, amortiguador MES-TEA 5 mM pH 6, glucosa 50 mM. Las células
se meubaron 2 minutos y al final de este periode se pusieron en presencia de distintas concentraciones de
¥Rb" (de 50uM a 20 mM) v las concentraciones indicadas de los agentes catdnicos. Se retiraron alicuotas
de 100 ul, alos 15,30 y 45 segundos v a 1, 2, 4 y 8 minutes las cuales se filtraron y se les determing Rb'.
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FIGURA 1. SALIDA DE POTASIC PRODUCIDA POR DIFERENTES AGENTES
CATIONICOS; REQUERIMIENTC DE GLUCOSA. Condiciones de incubacion:
amortiguador MES-TEA 2 mM pH 6.0 v donde se sefiala ¢n cada trazo, la concentracion
cotrespondiente def compuesto catidnico. Volumen final 10 ml. El registro de la
concentracién extema de potasio se inicié después de agregar 25 mg de levaduras frescas.
Para realizar las determinaciones se utilizo un electrodo especifico 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 pM. Condiciones de incubacion:
amoriiguador MES-TEA 2 mM pH 6.0, glucosa 10 mM, EDTA. 100 uM (excepto en el
registro conirol) ¥ donde se sefiala en cada trazo, 12 concentracitn correspondiente del
compuesto ¢atidnico. Volumen final 10 mi. El repistro de {2 concentracién externa de
potasio se inicid después de agregar 25 mg de levaduras frescas. Para realizar las
determinacicnes se utilizé un electrodo especifico de potasio,
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FIGURA 3. CAMBIOS EN EL CALCIO EXTERNQG INDUCIDGS POR
DIFERENTES AGENTES CATIONICOS. Condicicnes de incubacidn: amortiguador
MES-TEA 2 mM pH 6.0, glucosa 10mM (donde se sefiala) y las concentraciones
correspondientes de cada compyesto catidnico.. Volimen final 10 ml. El experimento se
inicid al agregar 25 mg de levaduras al medio de incubacitn y se empezaren a registrar
los cambios en el calcio externo, posteriormente se agregaron los compuestos catiénicos
correspondientes. La concentracion externa de calcio se determing utilizando un electrodo
especifico de calcio. El control sin glucosa y células, asi como el control con céfulas ¥
glucosa coinciden con el trazo de 12.5 pg de DEAE-D con glucosa por esta razén ne se
inclayeron.
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FIGURA 4. SALIDA BDE *Rb INDUCIBG PGR DIFERENTES COMPUESTOS
CATIONICOS. 50 mg de células previamente cargadas con *°Rb se incubaron en
5mM de MES-TEA pH 6.0 y glucosa 50 mM con diferentes concentraciones de cada
unos de los compuestos catidnicos. A diferentes tiempos (15,30,45 seg ¥
1,2,5,10,20,30min.) se retiraron alicuotas de 100 1! que se filtraron, lavaron con KC1 y se
contarcn en un contador de centelleo,
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FIGURA 5. SALIDA DE “Rb INDUCIDA POR DIFERENTES COMPUESTOS
CATIONICOS EN PRESENCIA DE EDTA 10pM. 50 mg de céiulas previamente
cargadas con $Rb se incubaron en SmM de MES-TEA pH 6.0, EDTA 10 uM v glucosa
50 mM con diferenies concentraciones de cada unos de los compuestos cationicos. A
diferentes tiempos (15,30,45 segy 1,2,5,10,20,30min.) se retiraron alicuotas de 100 ul
gue se filtraron, lavaron con KCi 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 5M. 50 mg de células previamente cargadas con *Rb se
incubaron en SmM de MES-TEA pH 6.0, glucosa 50 mM con y sin EDTA. 10 uMy
diferentes concentraciones de cada unos de los compuestos catidnicos. A diferentes
tiempos (15,30,45 seg ¥ 1,2,5,10,20,30min.) se retiraron alicuotas de 100 pl que s¢
filtraron, lavaron con KCl y se contaron en un contador de centelleo.
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FIGURA 7.- SALIDA DE POTASIO INDUCIDA POR TERBIO A BOS
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE POTASIO INTERNQ. 50 mg de
ievaduras frescas fueron lavadas dos o mas veces con agua destilada con el fin de
disminuir Ia concentracidn de potasio interno. Otros 30 mg de levaduras se utilizaron sin
este tratamiento después de ayunarlas. Ambas ¢élulas se trataron con diferentes
concentraciones de cloruro de terbio en un medio de incubacion ¢on 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 recolectd para determinar el potasio externc en un
flamémetro.
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FIGURA 8.- SALIDA DE POTASIO INDUCIDA POR EL TRATAMIENTO CON
DEAE-D A DOS DIFERENTES CONCENTRACIONES DE POTASIO INTERNG.
50 mg de levaduras frescas fueron lavadas dos o mas veces con agua destilada con el fin
de disminuir la concentracidn de potasio interno, Otros 50 mg de levaduras se utilizaron
sin este tratamiento después de ayunarias. Ambas células se trataron con diferentes
concentraciones de DEAE-D en un medio de incubacién con 2mM de MES-TEA pH 6.0,
glucosa 10mM y se incubaron por 5 minutos. Al cabo de este tiempo, se centrifugaron y
¢! sobrenadante se recolectd para deferminar ¢l potasio externo en un flamometro.
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FIGURA 9.-SALIDA DE POTASIO INDUCIDA POR EL TRATAMIENTO CON
BROMURG DE ETIDIO A DOS DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
POTASIO INTERNG, 50 mg de levaduras frescas fueron lavadas dos o mas veces con
agua destilada con el fin de disminuir la concentracién de potasio interno. Otros 50 mg 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 incubacidn
con 2mM de MES-TEA pH 6.0, glucosa 10mM y se incubaron por $ minutos. Al cabo de
este tiempo, s¢ centrifugaron v el sobrenadante se recolectd para determinar el potasio
externo en un flamometro,
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FIGURA 10.- SALIDA DE POTASIC INDUCIDA POR EL TRATAMIENTOG CON
DHS 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 concentracidn de potasio interno. Otros 50 mg de levaduras se utilizaron sin
este tratamiento despuds de ayunarlas. Ambas células se trataron con diferentes
concentraciones de DHS en un medio de incubacién con 2mM de MES-TEA pH 6.0,
giucosa 10mM v se incubaron por 5 minutos Al cabo de este tiempo, se centrifugaron y
el sobrenadante se recolectd para determinar el potasio externo en un flamometro.
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FIGURA 1i.- SALIDA DE POTASIO INDUCIDA POR DEAE-D. EFECTOC DEL
SORBITOL Y CLORURO DE MAGNESIO EN CELULAS AYUNADAS 5
HORAS. Condiciones de incubacién: MES-TEA pH 6.0 2 mM, giucosa 10 mM.Donde
se indica se agregd sorbitol 0.8 M y MgCl; 1 mM.Voliunen final 10 mi. Después de unos
segundos de incubacidn con 50 ug de DEAE-D, se agregaron 25 mg de levaduras frescas,
ayunadas por 5 horas, registrando continuamente la concentracion externa de potasio por
medio de un electrodo especifico de potasio.
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FIGURA 12.- SALIDA DE POTASIO INDUCIDA POR DEAE-D. EFECTC DEL
SORBITCOL Y CLORURC DE MAGNESIC EN CELULAS AYUNADAS 15
HORAS. Cendiciones de incubacién: MES-TEA pH 6.0 2 mM, glucosa 10 mM.Donde
se indica se agregd sorbitol 0.8 My MgCl ImM. Volimen final 10 ml. Después de unos
segundos de incubacién con 30 pg de DEAE-D, se agregaron 25 mg de levaduras frescas,
ayunadas por 15 horas, registrando conftinuamente la concentracidn externa de potasio
por medio de un electrodo especifico de potasio.
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FIGURA 13.- SALIDA DE POTASIO INRPUCIDA POR DHS. EFECTO DEL
SORBITOL Y EL CLORURC DE MAGNESIO EN CELULAS AYUNADAS 5
HORAS. Condiciones de incubacion: MES-TEA pH 6.0 2 :nM, glucosa 10 mM.Donde
se indica se agregd sorbitol 0.8 M y MgCl, ImM.Volamen final 10 mi. Despuds de unos
segundos de incubacidn con 20 pM de DHS, se agregaron 25 mg de levaduras frescas,
ayunadas por 5 horas, registrando continuamente la concentracién externa de potasio por
medio de un electrodo especifico de potasic.
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FIGURA 14.- SALIDA DE POTASIO INDUCIDA POR DHS. EFECTO DEL
SORBITOL EN CELULAS AYUNADAS 15 HORAS. Condiciones de incubacion:
MES-TEA pH 6.0 2 mM, glucosa 10 mM.Donde se indica se agregd sorbitol 0.8 M.
Volumen figal 10 ml. Después de unos segundos de incubacion con 20 uM de DHS, se
agregaron 25 mg de levaduras frescas, ayunadas por 15 horas, registrando continuamente
la concentracién externa de potasio por medio de un electrodo especifico de potasio.
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FIGURA 15.- EFECTC DEL SORBITOL SOBRE EL CONTROL DE GLUCCOSA
EN CELULLAS AYUNADAS 5% 15 HORAS, Condiciores de incubacién: MES-TEA
pH 6.0 2 mM, sorbitol 0.8 M y donde se indica glucosa 10 mM. Volimen final 10 ml.
Después de unos segundos se agregaron 25 mg de levaduras frescas, ayunadas por 5
(figura 15A) v 15 horas (figura 15B), registrando continuamente la concentracion externa
de potasio por medio de un electrode especifico de potasio.
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FIGURA 16.- SALIDA DE POTASIO INDUCIDA POR DEAE-D. EFECTODE LA
GALACTOSA EM CELULAS AYUNADAS 15 HORAS. Condiciones de incubacion:
MES-TEA 2 mM pH 6.0, glucosa 10 mM. Donde se indica se agregd galactosa 0.8 M.
Voltumen final 10 mi. Después de unos segundos de incubacién con 50 pg de DEAE-D,
se agregaron 25 mg de levaduras frescas, ayunadas por 15 horas, registrando
continuamente la concentracién exierna de potasio por medio de un electrodo especifico
de potasio.
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FIGURA 17.- SALIDA DE POTASIC INDUCIDA POR DHS.EFECTODE LA

- GALACTQOSA EM CELULAS AYUNADAS 15 HORAS. Condiciones de incubacion:
MES-TEA pH 6.0 2 mM, glucosa 10 mM.Donde se indica se agregd galactosa 0.8 M.
Volimen final 10 ml. Después de unos segundos de incubacién con 100 pM de DHS, se
agregaron 25 mg de levaduras frescas, ayunadas por 15 horas, registrando continuamente
la concentracién externa de potasio por medio de un electrodo especifice de potasio.
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FIGURA 18.- REMOCION DEL DEAE-D POR LAVADO CON CLORURO DE
MAGNESIO. 50 mg de fevaduras se pusieron & incubar por 5 minutos con 50 ug de
DEAE-D en 10 mi del siguiente medio: 2 mM de MES-TEA pH 6, 10 mM de glucosa.
Las levaduras se centrifugaren v se lavaron dos veces con 1mM de cloruro de magnesio.
La células lavadas se recuperaron y se resuspendieron en 10 ml del medio de incubacion
mas 10 pM 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 LAVADQO CON CLORURO BE
MAGNESIQ. 50 mg de levaduras se pusieron a incubar por 5 mminutos con 100 M de
DHS en 10 ml de! siguiente medio: 2 mM de MES-TEA pH6, 10 mM de glucosa. Las
levaduras se centrifugaron y se lavaron dos veces con 1mM de cloruro de magnesio. La
céhulas lavadas se recuperaron y se resuspendicron en 10 ml det medio de incubacion mas
10 uM de KCl para medir [os cambios de concentraclon externos de potasic con un
electrodo especifico de potasio.
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FIGURA 20.- REMOCION DEL CLORURO DE TERBIO POR LAVADQ CON
CLORURQO DE MAGNESIQ, 50 mg de fevaduras se pusieron a incubar por 5 minutos
con 20 uM de ThCls en 10 ml del siguiente medio: 2 mM de MES-TEA pH6, 10 mM de
glucosa. Las levaduras se centrifugaron v se lavaron dos veces con 1mM de cloruro de
magnesio. La células lavadas se recuperaron y se resuspendieron en 10 mi del medio de
incubacién mas 10 uM de KCi para medir los cambios de concentracion externos de
potasio con un electrodo especifico de potasio. Nota: no se incluye el control de terbio sin
lavar porque interfiere con el electrodo, para cllo 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 pM e Bromuro de etidio en 10 ml del siguiente medio: 2 mM de MES-TEA pII6,
10 mM de glucosa. Las levaduras se centrifugaron y se lavaron dos veces con 1mM de
cloruro de magnesio. La células lavadas se recuperaron y se resuspendieron en 10 ml del
medio de incubacién mas 10 uM de KCl para medir los cambios de concentracion
externos de potasio con un electrodo especifice de potasio. Nota: no se incluye ¢l control
sin lavar y tratade con bromuro de etidio porque interfiere con el electrado, para ello
dirigirse a la figura 1.
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FIGURA 22.- EFECTOQ DE LA DHS SOBRE EL pH INTERNO DE LA
LEVADURA. 25 mg de células previamente electroporadas con 2.8 mM de piramna se
utilizaron para el ensayo de medicion del pH interno de la levadura, estas célufas se
depositaron en un medio que contenia giucosa 10 mM, MES-TEA 2 mM pH 6.0. En los
trazos A, se agregd 50 o 100 pM de DHS junto con el medio v se inicio el registro en el
momento de agregar las levaduras. En los trazos B, el medio no contenia la DHS y se
inicid ¢l registro del pH al agregar las células y una vez iniciado el trazo se agregaron 50
o 100 uM de DHS a los tiempos indicados en la grafica.
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FIGURA 23.- EFECTO DEL CLORURO DE TERBICO SOBRE EL pH INTERNO
DE LA LEVADURA. 25 mg de células previamente electroporadas con 2.8 mM de
piranina se utilizaron para el ensayo de medicion del pH interno de la levadura, estas
célufas se depositaron er un medio que contenia glucosa 10 mM, MES-TEA 2 mM pH
6.0. En los trazos A, se agregd 50 o 100 uM de cloruro de terbio junto con el medio y se
inicid el registro en el momento de agregar las levaduras. En los trazos B, el medio no
contenia el cloruro de terbio y se inicid el registro del pH al agregar las células y una vez
iniciado el trazo se agregaron 50 o 100 uM de Cloruro de terbio a los tiempos indicados

en la grafica.
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FIGURA 24.- EFECTO DEL DEAE-D SOBRE EL pH INTERNO DE LA
LEVADURA. 25 mg de células previamente electroporadas con 2.8 mM de piranina se
utilizaron para el ensayo de medicién del pH interno de la levadura, estas células se
depositaron en un medio que contenia giucosa 10 mM, MES-TEA 2 mM pH 6.0. En los
trazos A, se agregd 25 0 50 pg DEAE-D junto con el medio v se inicio el registro en el
momento de agregar las levaduras. En los trazos B, ¢l medio no contenia el DEAE-D y se
inicié el registro del pH al agregar las células y una vez iniciado el trazo se agregaron 25
0 50 pg de DEAE-D a los tiempos indicados en la gréfica.

63



2.0

DHS
DHS, MgCl,
1.5 7 DHS SORBITOL
1.0 H

ueguiv. H

glucosa

0.5 DHS,80RBITOL,MgCl,

0.0

T i —1
0 200 400 600

TIEMPO (SEGUNDOS)

FIGURA 25.- EFECTOC DE LA DHS SOBRE LA ACTIVIDAD DE BOMBA DE
PROTONES. La concentracion de protones se determing continuamente con un
electrodo de pH en un medic con 2 mM de MES-TEA pl] 6.0 v 1¢ mM de glucosa
utilizando 50 mg de levaduras. Otras condiciones se indican con flechas y corresponden

a: 50 pM de DHS, 0.8 M de sorbitol ¥/o 1 mM de cloruro de magnesio. El registro se
inicién al agregar las levaduras.
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FIGURA 26.- EFECTO DEL DEAE-D SOBRE LA ACTIVIDAD DE BOMBA DE
PROTONES. La concentracién de protones se determiné continuamente con un

electrodo de pH en un medio con 2 mM de MES-TEA pH 6.0 y 10 mM de glucosa
utitizando 50 mg de levaduras. Donde se indica, se agregaron 50 uG de DEAE-D y/o 0.8
M de sorbitol.
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FIGURA 27.- SALIDA DE POTASIO INDUCIDA POR BEAE-D EN PRESENCIA
DE OTROS CARBOHIDRATGOS NO METABOLIZABLES. Lz salida de potasio se
determinG con un electrodo especifico de potasio en un medio con 2 mM de MES-TEA
pH 6.0 v glucosa 10 mM. Donde se indica, se agregd 50 ug de DEAE-D y se reemplazé
la glucosa por 10 mM de 2-desoxiglucosa o §-desoxiglucosa (trazos A); o bien por 10
mM de xilosa (trazos B).
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FIGURA 28.- SALIDA BE POTASIO INDUCIDA POR DHS EN PRESENCIA DE
OTROS CARBOHIDRATOS NO METABOLIZABLES. La salida de potasio se
determind con un electrodo especifico de potasio en un medio con 2 mM de MES-TEA
pH 6.0 y glucosa 10 mM. Donde se indica, se agregé 50 um de DHS y se reemplazd ia
glucosa por 10mM de 2-desoxiglucosa o 6-desoxiglucosa (trazos A); o bien por 10 mM

de xilosa (trazos B).
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VIiL1, La earge de superficie v Iz salida de potasi

Parte de lo que pretendiamos averiguar en este trabajo era ddnde se concentraban los
compuestos catidnicos para producir su efecto. Los resultados de Pefia y Ramirez (1975)
mostraban gue ef EB se transportaba a través del acarreador de potasio y que
probablemente requeria concentrarse en el citoplasma para ejercer su efecto. En
consecuencia, pudieron aislarse cepas resistentes a EB afectadas del transportador de
potasio (Brunner et al, 1982).

Por otra parte, los resultados de Pefiz v Ramirez (1991) mostraban diferencias en la
magnitud de salida de potasio que diferentes agentes cationicos promovian. La
explicacidn que dieron a esie hecho fue que Iz composicién de ambos medios era la causa
de tal divergencia. Es decir, sale més potasio por efecto del tratamiento con los cationes
cuando se usan fevaduras crecides en medio YPD, que las crecidas en medic de De Kloet.

Bado que este ultimo medio tiene un mayor contenido de sales que el medio de YPD,
se infirid que presentaba una menor carga de supetficie para la union de los compuestos
catidnicos y que la carga negativa de la superficie era importante para que se presentara el
fenémeno. De hecho nuestras determinaciones de carga de superficie, usando como sonda
la 9-aminroacridina, indican que las células crecidas en YPD tienen 2.7 + 0.4 veces més
carga de superficie que las células crecidas en medio de Klget.

En este mismo sentido, en la literatura estd reportado por Elferink y Booij (1975), que
el EDTA aumenta el efecto promovido por los colorantes catidnicos, aparentemente
porque aumenta la carga de superficie.

Nuestros experimentos mostraron que Iz unidn de los compuestos catidnicos utilizados
a las cargas negativas de la superficie era un requisito para que el fendmeno de salida de
potasio se presentara. Esto a juzgar por la inhibleién que se obtuvo de la salida de potasio
en presencia del agente catidnico y el ion Mg, que compite por las cargas negativas.

Sin embargo, el incremento de la carga de superficie por el tratamiento con ¢l EDTA
no resuitd en una mayor salida de potasio para todos los cationes usados; es decir, la

salida de potasio promovida por los compuestos catidnicos ne se explica solamente por el
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enmascaramicnto de [as cargas negativas de [a superficie de la célula. £n este punto,
aunque la DHS y EB mostraron un mayor efecto, el TbCly y el DEAE-D mostraron
inhibicion de la salida de potasio en presencia del EDTA. El primer caso se explicd por la
formacién de un complejo entre el Tb*" v el EDTA, pero no asf para ¢l DEAE-D. Este
ultimo caso, parece estar més relacionado con un enmascaramiento diferencial de sitios
con carga negativa gue por el enmascaramiento del total de las cargas negativas, ya que
en el sentido contrario (dismininuye lz carga de superficie), también existe inhibicién. 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 involucrades en la
safida de potasio disminuyendo la promocion de la salida de potasio.

En general, los experimentos mostraron gue se requiere la union especifica del cation a
los silios con carga negativa de ia superficie para que el fendmeno de salida de potasio se
presente. Es decir, independientemente de que sz 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 casas un factor que defina la salida de potasio.

Este aspecto también se refleja en el hecho de que a pesar de que los compuestos
ensayados, DEAE-D, DHS v TbCI3 se unen con diferente afinidad por los sitios con carga
negativa de la superficie, no existe en este sentido una relacidn directa con la salidade
potasio. Lo que sefiala gue no es la disminucion generalizada de la carga de superficie la
involucrada en la salida de potasio.

Esta reportado en la literatura ( Borst-Pauwels 1981), que la disminucion de ia carga de
superficie de la levadura diminuye importantemente [2 afinidad con fa que se une el K' &
su transportador de entrada y que €sto se refleja como una disminucién en la captacion del
¥Rb". Como consecuencia de ésto, las determinacionss de potasio externo que
realizamos podrian indicar tanto una inhibicidn 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-Dniel TpCI; tienen efecto sobre la afinidad del potasio por su transportador, sino
su velocidad méxima, indicande que aunque abaten la carga de superficie, no o hacen

uniendose a los sitios en la vecindad del transportador de potasic, los cuales si afectan la
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afinidad del potasio por su sitio de unién. Estos resultados nuevamente apuntan a que no
se afecta de manera generalizada 1a carga de superficie. La excepcidn a este
comportamiento fue el EB, el cual si disminuyd ia KXm para el transporte de potasio,
coincidiendo con lo reportado previamente (Pefia v Ramirez,1973).

El hecho de que los cationes que utilizamos afecten de manera diferencial la carga de
superficie es algo mds que una inferencia si se toman en cuenta los resultados de la
remocion del calcio de Ia levadura, los cuales muestran que existen diferencias en
reactividad de los compuestos catiénicos respecto de los sitios que unen calcio y que este
hecho no estd relacionado con el fendmeno de salida de potasio, ya que se presentan de
manera independiente. De igual manera, a explicacion de Ia remocién del calcio puede
ser por similitudes en reactividad y radio i6nico del Tb** y el Ca®" (Hughes,1981), o por
la capacidad de la DHS de complejar el Ca’

(Barba-Behrens et al, 19%0).

"y de remplazarlo en su sitio de union

Otro de los aspectos estudiados que estén relacionados con la carga de superficie fue la
remocion de los compuestos catiénicos por lavados con MgCly. En principio estos
resultados mostraron que la eliminacién de los compuestos catidnicos trajo como
consecuencia la reversidn del efecto de salida de potasio promovide por ellos; lo cual es
indicativo del sitic desde donde estos agentes catidnicos llevan a cabo su efecto. Es decir,
que la salida de potasio promovida por compuestos cationicos es un fendmeno que deriva

de la interaccion externa de los agentes catidnicos con la membrana.

VIIL2, Ruptura celular y salida de potasio de a levadura.

En la literatura se ha reportado gue al menos parte de la salida de potasio de la
levadura pudiera deberse a una ruptura gradual de las levaduras inducida por las
moléculas catidnicas (Pefta et al, 1979; Borst-Pauwels et al,1983). Entre los compuestos
que se sabe inducen un efecto de todo o nada en la levadura estén el ion mercurio
(Kuypers y Roomans, 1979), el azul de metiieno (Passow et al,1959) v el bromurc de
etidio (Theuvenet et al,1983). Sin embargo, nuestros resultados mostraron que se requiere
de un sustrato (glucosa ) para que se leve a cabo la salida de potasio de la levadura; lo

que significa que las funciones metabélicas de la célula estan intactas.
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Otros resultados que concuerdan con este punto de vista son la restitucion del
transporte de potasic en la ievadura que previamente habia sido tratada con los agentes

e magnesio pudo eliminar el agenie

catidnico en mayor o menor medida, y se restituyd el transporte de potasio a nivel del
control (DEAE-D y DHS), es porque la célula conservd la capacidad para contener el
potasio. Debo sefialar que los resultados obienidos con el DEAE-D son especialmente
interesanles en vista de que en reportes previos se le ha atribuido la capacidad de romper
selectivamente Iz membrana plasmatica sin afectar la membrana vacuolar; y de hecho se
le utiliza como un método para discriminar los contenidos vacuolar y citoplasmico
{Huber- Walchli y Wiemken,1979). También hay que sefialar que otros autores (Kuypers y
Roomans,1979) mencionan que el DEAE-D produce efectos variables dependiendo de la
poblacién y especie de levadura que se utifice.

Nosotros utilizamos la medida del material_’r_t\;_ae absorbe a 260 nm como una prucba de
integridad celular. Los resultados muestran que aungue algunos compuestos promueven
la salida de material que absorbe a 260 nm {fundamentalmente nucledtidos) como DEAE-
D y DHS, el ThCk no lo promueve. Ademas de lo anterior, no existe una correlacion
estrecha enire la magnitud de szaiida de potasio y la de material que absorbe 2 260 nm
como se esperaria si estuviera ocurriendo ruptura celular. En principio estos resuitados
indican que no estd ocurriendo ruptura celular por el tratamiento con los compuestos
catidnicos utilizados.

Respecto a la salida de material que absorbe a 260 nm y la falta de correlacién de este
pardmetro con la ruptura celular, quiza habria que considerar la posibilidad de que
algunos de los compuestos ensayados estén alterando la salida de compuestos comoe ATP,
timina y uracilo. En la literatura esta reportado que la salida de ATP (Boyum y
Guidotti,1996; Boyum y Guidotti,1997), timina y uracilo (Eddy,1997) es dependiente de
glucosa, sc activa por desacoplantes y es independiente de la ruptura celular; datos que
concuerdan con la salida de potasio que nosoiros medimos.

Adicionalmente se cargaron las células con **Rb”, durante 24 horas con el fin de
estudiar la salida de potasio. Estos resultados también muestran que tanto el frafamiento

con DEAE-D, DHS v TbCls, no afecta la integridad celular, ya que de otro modo se
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tendria una salida masiva de **Rb". El tratamiento con ER si parece promover la ruptura
celular, hecho que concuerda con lo reportado previamente (Theuvenet et al,1983; Borst-
Pauwels et 21,1983}, Sin embargo, esta runtura parece ser parcial, ya gus el e
se revirtid parcialmente por el lavado con el clorure de magnesio, se conservé la
dependencia de la glucosa en la mediacion del fenémeno y no se observaron cambios
sustanciales en la velocidad maxima del transporte de potasio por el tratamiento con el
EB.

Y1IL.3. Dependencia de sustrato para [a salida de potasio de Ia levadura.

Como ya se habia reportado previamente, la salida de potasio inducida por los
compuestos catidnicos mostrd dependencia de la glucosa como una caracteristica comin
a todos los compuestos ensayados, asi como a ofros reportados anteriormente (Pefia v
Ramirez,1975; Peiia y Ramirez,1991; Pefia et al,1979; Pefia et al,1980).

La dependenciza de la glucosa no se puede atribuir al transporte mismo del sustrato, ni
a eventos derivados del transporte como un aumento en la presion osmdtica celular, ya
que no se observo en presencia de los andlogos no metabolizables de la glucosa. Es decir,
a pesar que tanto 2-deoxiglucosa como 6-deoxiglucosa se transportan, no indujeron ia
salida de potasio. Tampoco se presentd la salida de potasio en presencia de xilosa, un
sustrato no utilizado en las condiciones de nuestro experimento (M. Héfer, comunicacién
personal, Ho et ai,1998). Por tanto los resultados apuntan a que la salida de potasio
inducida por compuestos catidnicos depende de energia o de algiin evento relacionado
con el metabolismo de la glucosa.

De manera adicional, estos mismos experimentos muestran que la disminucién inicial
del pH como consecuencia de [a fosforilacidn de la glucosa (Ramos et al,1989) no es una
sefial involucrada en la mediacion de la salida; ya que de otra manera se hubiera
presentado el fendmeno en presencia de la 2-deoxiglucosa, la cual se fosforila en C6 v no
se hubiera preseniado en 6-deoxiglucosa.

Respecto al requerimiento de glucosa para observar los efectos de los compuestos
catidnicos, se explor¢ la posibiiidad de que la glucosa causars un aumento en la carga

negativa de superficie. Los resultados de la unién de Th*" a la carga de superficie indican
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que no sucede tal cosa. De igual manera, se evalu¢ este pardmetro usando ia 9-
aminoacridina obteniende resultados similares (datos no mostrados).

No podemos descartar Ya posibilidad de que la glucosa promueva la accesibilidad de
cargas negativas especificas en la vecindad de los transportadores de potasio invelucrados
en la fenomenclogia de salida de potasio, permitiendo la unién de estas cargas por los
agentes catidnicos ensayados, lo que se ha demostrade que produce desviaciones en la
cinética de transporte de cationes (Borst-Pauwels,1981; Cerbon y Calderon,1990) Sin
embargo, tal explicacién serfa dificil de demostrar si las sondas ufilizadas no fueran

capaces de discriminar este cambio.

ViIi.4. La presion osmotica y salida de potasio.

Resultados dei grupo de Rodriguez muestran que la salida de potasio de la levadura
dependiente de glucosa varfa de manera directamente proporcional con el contenido
celular de potasio (Ramos et al,1990). Este control se conservd en las células tratadas con
DEAE-D vy con TbCl;, pero }a salida de potasio inducida por DHS y EB se mostré menos
sensible al contenido celular de potasio.

En principio esto indicaria que se ha perdido la integridad celular, lo cual concuerda
con los resultados obtenidos de salida de **Rb” para e} EB, pero estan en desacuerdo con
los obtenidos con DHS. Alternativamente podria considerarse que si se elimina la
dependencia de la salida de potasio por ¢l potasio interno esto indicaria que, en ausencia
de ruptura celular; la DHS se iransporta al inferior de la levadura v que desde este
compartimento se realiza la promocién de la salida de potasio.

Analizando los resultados de eliminacién de Jos compuestos catidnicos con cloruro de
magnesio, no observamos la reversion de [a salida de potasio, hecho que puede sugerir
que parte del DHS se transporta hacia el interior de a célula. Esta posibilidad ha sido
evaluada por ef Dr. Pefia con CH)-DHS v sus resultados permitieron concluir que
efectivamente parte de la DHS se intema a la célula.

Desde otro punto de vista, Ias diferencias hasta ahora resefiadas padrian indicar que ¢l
DEAE-D yel ThCl; promueven a salida de potasio de la levadura si existen diferencias

e presion osmotica entre los compartimentos intracelular y extracelular, o simplemente
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por la diferencia de concentracién entre el interior y el exterior. Tal observacion parece no
estar tan alejada del hecho de que la salida de potasio dependiente de giucosa se presenta
cuando se transfieren jas células a un medio carente de potasio (Pefa et al. 1979,
Rothstein ¥ Bruce,1958a: Rothstein y Bruce, {9358b).

Por este motive utilizamos 0.8M de sorbitol con el fin de disminuir las diferencias en
presion osmotica entre ambos compartimentos y determinamos la salida de potasio de
levaduras tratadas con DEAE-D y con DHS. Es decir, un agente gue mostrd que
promueve la salida de potasio de manera sensible al contenido celular de potasio y otro
que no se mostrd sensible. 7

Las curvas de concentracién de sorbitol mostraron que a partir de 0.6M de sorbitol se
inhibié totalmente la salida de potasio de la levadura tratada con DEAE-D; sin embargo,
en los experimentos utifizamos 0.8M de sorbitol. Estos resultados fueron como se
propuso: se inhibe totalmente [a salida de potasio en las células tratadas con DEAE-D que
es sensible al contenido mterno de potasio y se obtuvo un efecto parcial, cualitativamente
diferente, en las células tratadas con DHS que mostrd previamente ser parcialmente
sensible al contenido intracelular de potasio.

Estos experimentos fueron realizados también con galactosa 00.8M, repitiéndose
exactamente los resultados anteriores, lo que indica que es un efecto de la presion
osmética del  sorbito} sobre la levadura to que inhibe la salida de potasio por ¢l DEAE-
D.

Respecto a la carga de superficie, se puede descartar que el sorbitol o la galactosa
impidan el acercamiento del compuesto catidnico dado que existen diferencias en cuanio
a los resultados obtenidos con DEAE-D v con DHS. A este respecto, resultados parciales
utilizando Tt como sonda para determinar la carga de superficie, muestran que el
sorbitol 0.8 M no afecta sustancialmente la unién de Tb** (J. Gonzélez, comunicacion
personal).

Sin duda, nuestros resultados son indicativos de que la unién de DEAE-D a la
superficie celular podria alterar ¢! funcionamiento de algin sistema de salida de potasioc
sensible a la presion osmotica. Un candidato seria 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 seria que el DEAE-D unido a la superficie celular promueva tensién en la
membrana, si existen diferencias en la presion osmética entre el interior y el exterior, y
gue cuando tales diferencias disminuyen también disminuye la tensidn ejercida por el
DEAE-D, disminuyendo consecuentemente {a salida de potasio.

Estos efectos del DEAE-D se prononen por efectos estéricos derivados de la unidn de

moléculas de DEAE-D a sitios negativos vecinos.

VIIL.5. Efectos sobre el pH interno y el potencizl de membrana,

Resuitados anteriores de nuestro laboratorio (Pefia v Ramirez,1991) indicaban la
posibilidad de que ¢! cloruro de terbio estuviera activando un sistema intercambiador
K*/H", el cual funcionara sacando potasio y metiendo jones H' a la célula. Esta actividad
de intercambio pudo ser demostrada en un sistema reconstituido por Ramirez et al (1996}
vy Camarasa et al {1996).

Los resultados de nuestros experimentos concuerdan con el hecho de que el ThCly
pudiera estar activando tal sistema intercambiador, dado que este agente aumenta la salida
de potasio y disminuye el pH, por un aumenio en la entrada de protones. Este aumento de
la entrada de protones lo vemos como una actividad menor de 1as determinaciones de la
bomnba de protones medida con un electrodo especifico de protones. Ademads, el ToCl; no
afectd apreciablemente el potencial de membrana, 1o cual es indicativo de un sistema
electroneutro como el propuesto intercambiador X'7H que no afectara el potencial de
membrana.

Los dos agentes catidnicos restantes (DEAE-D y DHS) no mostraron un efecto
estimulatorio sobre un antiportador putativo K'/H; por el contrario, en su presencia
ocurre un aumento del pH coincidente con el aumento de] bombeo de protones, lo que en
principio produciria un aumento en el potencial de membrana por aumento de la
concentracién celular de aniones. Nuestros resultades no mostraron tal hecho, perque no
afectaron notoriamente ¢l potencial de membrana determinado con cianina (Pefia et
al,1984). Lo que podria indicar que estuvieran saliendo contraiones conjuntamente con
los HY, como lo indican los resultados de Pefia y Ramirez (1991}, quienes pudieron medir

un aumento del Pi por el fratamiento con compuestos cationicos .
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IX. PERSPECTIVAS.

La investigacién futura estaria encauzada a iz blsqueda de 10s elementos involucrados
en la salida de potasio de la levadura por efecto del tratamiento con compuestos
catidnicos, Dentro de estos es necesario definir la participacion del intercambiador
K'/H", el cual seglin nuestros resultados se activa por el tratamiento con TbCl; .

Por principio de cuentas €s necesario conocer a! o 1os sitios a los cuales se une el Th*" y
al respecto en el laboratorio se adaptd una téenica para medir el Th residual por
complejacion con el dcido dipicolinico que da un complejo fluorescente. En este aspecto
se encuentra trabajando actualmente la Dra. Judith Gonzélez.

En el laboratorio se cuenta con algunas mutantes como khal, construida por Jorge
Ramirez {Ramirez et al., 1998} cuyo gene codifica para un intercambiador K 747, Ia
mutante del gene NHAI que codifica para un intercambiador Na™/H™ (Bafiuelos et al.,
1998) v que fue construida por la Dra. Hana Sychrova, asi como mutantes de TOX1 que
codifica para un canal de potasio rectificador saliente (Ketchum et al.,1993) y mutantes de
los genes TRK! y TRK2, que codifican para los transportadores de potasio de alta y baja
afinidad respectivamente. Con esta bateria de mutantes y otras dobles y triples mutantes
gue se construyan como: trkl-iokl, toki-khal, ickl-nhal, khal-nhal, trki-khal, trki-
nhal, tokl-khal-nhal, trkl-tokl-kkal v tokl-trki-nhal serd 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 IKHH*.

Otro aspecto que es necesarlo evaluar es la respuesta de los movimientos de potasio ante
los cambios de la presion osmotica externa. Al respecto, en agosto de este afio aparecid
en la literatura publicado el papel del gene MIDI el cual codifica para un canal de potasio
sensible al estiramiento (Kanzaki et al., 1999) con propiedades aparentemente diferentes a
las del canal mecanosensible caracterizado por el grupo de Kung (Gustin et al., 1988},
Serfa necesario contar con la mutante de MID1, o construir una mutante de este gene y de
{a misma manera como se descrilé ef caso de KHAT y NHA1 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
mecanosensible que utiliza al Potasio cuando la presion osmotica interna es mayor que ia
externa y se revierte cuando ocurre lo contrario, o bien se igualan las presiones a ambos
lados de la membrana plasmdtica. Un mecanismo que opera de manera semejante a
través del producto del gene FPS1, permite la salida de glicerol de la célula y estd
regulado por la via HOG (crecimiento en alta osmolaridad) (Tamas et al., 1999). La
convergencia de este mecanismo con la salida de potasio inducida por DEAE-D, hace
necesario evaluar como operan estos mecanismos gue e permiten a la célula contender
con los cambios en la presidn osmdiica 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 HOG, etc.

Hemos hecho un primer intento por entender esta convergencia al caracterizar la salida
de potasio inducida por DEAE-D en mutantes de FPS1, [a cual nos fue donada por el Dr.
Hohmann de la Universidad Catdlica de Lovaing, Béigica. Resultados preliminares, no
publicadas, indican que los mecanismos operan de manera independiente, Sin embargs,
la inexistencia de uno de ellos (FPS1) parece no aumentar la salida de potasio. Aungue
debo sefialar que no se han determirado otros parametres como cambios en el pH celular,
concentracion celular de potasio, potencial de membrana ni la carga de superficie que

permitan entender mejor la similitud del fendmeno.

Otro de nuestros Intereses seria explorar si con DEAE-D estamos activando algin
mecanismo sensor de la integridad celular y por elle seria interesante evaluar si la salida
de potasio inducida por DEAE-D est4 relacionada con esta via, 12 cnal involucra la
actividad de la cinasa PKC y los productos de los genes MID2 y SLG1 (de Bettignies et
al., 1999). Nuevamente, como en ¢l caso anterior, la letalidad se revierte con la
estabilizacion osmética por el uso de sorbitol 1M (de Bettignies et al., 19993; lo cual
coincide con la reversion de 1a salida de potasio de la levadura que nos pudiera indicar
que la salida de potasio de la levadura estar{a involucrada en la estabilizacién osmética

cuando existen cambios osmoticos a ambos lados de la membrana plasmatica.



Y como en el caso del transporte de glicerol, un primer enfogue para entender el
fendmeno serfa la caracterizacion fisioldgica del trapsporte y salida de potasio de fas

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 catiénicos, una idea que surgid de un trabaje de tesis
paralelo desarrollado por la Dra. Ruth Lopez (Ruth Lépez, tesis doctoral, 1999) indicaba
que en la acumulacién de potasio por la levadura participaba el ion HCO;™ y que pudieran
acumuliarse en la vacuola grandes cantidades de este anién. Esta es una idea que tiene su
fundamente en el hecho de que esta 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 situacion nos reunio a la Dra. Ruth Lépez v a mi en la tarea de tratar de
permeabilizar ia levadura sin afectar la membrana vacuolar, usando DEAE-D, tratando de
adaptar el método de Huber-Wilchli y Viemken. Este trabajo lo desarrollo en su tesis de
licenciatura Fabiola Jiménez. Los resultados de este trabajo fueron, entre otros, que la
tevadura Saccharemyces cerevisiae sobrevivia en un 97% al tratamiento con 200 pg de
DEAE-D por mg de levadura (F. Jiménez, tesis de licenciatura, 1997). Estos resultados y
los aqui consignados sefialan que el DEAE-D no causa ruptura celular, por lo que
decidimos ensayar con concentraciones subliticas de CTAB, trabajo en el que nos hemos
involucrado la Dra. Ruth Lépez, la Dra. Martha Calahorra y vo.  Este equipo de trabajo
por sugerencia del Dr. Pefia también ha estado interesado en evaluar fisiologicamente las
caracteristicas de la ruptura celular inducida por la Nistatina con el fin de cormparar

nuestros resultados v los obtenidos por el tratamienio con CTAB.

El fracaso para permeabilizar la membrana plasmatica de la levadura utilizando DEAE-D
y el conacimiento obienido en mi frabajo de que el DEAE-D puede removerse de la
superficie celular y revertir los efectos de salida de potasio de la levadura, permitieron

abordar un problema que tenia la Dra. Ruth Lopez en el desarrollo de sus experimentos:
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el control del contenido celular de potasio. Este problema se abordd por medio de lavados
con DEAE-D para después eliminar este cation con MgCly, estos resultados ¢stdn
consignados en el articulo de Lopez (Lopez, et al., 1999). Respecto a este trabajo otra
colaboracién consistid en el desarrollo y realizacion del protocolo para medir el transporte

del 4cido propidnico que desarroliamos conjuntamente la Dra. Lopez y yo.

El contar con un método para permeabilizar selectivamente la membrana plasmatica,
permitird estudiar, entre otros casos, el transporte de iones y otras sustancia por la
vacuola. Y en relacidén con esto resultados preliminares, no publicados, desarrollados por
nosotres han permitido conocer que efectivamente el HCO5' se transporta a la vacuola

utilizando un canal aniénico.

Otro aspecto que se evalud parcialmente en este {rabajo fue la dependencia del fendmeno
de la glucosa. Lo que propongo es que se evalie la participacion de la via relacionada con
la deteccién de glucosa en relacién a la homeostasis del potasio en la levadura. En este
sentido en la literatura esté actualmente reporténdose la participacion de los genes HAL4
vy HALS en relacion a la modulacion de la captacion de potasio (Mulet et al., 1599). Sin
embargo no existe nada en relacion con ¢l control del eflujo de potasio de la levadura.

La diferente respuesta de la salida de potasio por el tratamiento con cationes que se da en
presencia de glucosa pudiera estar controlads a nivel del transporte mismo del azicar o
bien a nivel de la generacién de una sefial en la cual estan involucrados los productos de

los genes SNF3 y RGT2 (Johnston, 1999).
Obviamente, cormno en todos los casos anteriores, contar con las mutantes adecuadas nos

petimitiria saber la manera como se regula la salida de potasio de la levadura que es parte

del objetivo general del grupo def Dr. Pefia.
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X. CONCLUSIONES.

-]

La salida de potasio de la levadura inducida por el tratamiento con compuestos
catiénicos requiere de la unién de los compuestos catidnicos a la superficie celular,
Sin embargo, esta salida estd promovida por la unién de algunos compuestos a ciertos
grupos en la superficie celular. Es decir, depende de reactividad de los compuestos
con los diferentes grupos y un ¢ierto grado de selectividad hacia los mismo grupos
negativos de superficie. Esto, sin duda, da como resultado que los compuesics
catiénicos utilizados ro presenten un mismo patrén de respuesta a las diferentes
pruebas con que los evaluamos, lo que implica que diferentes mecanismos estan
involucrados en la promocidn de la salida de potasio por los compuestos catidnicos.
Los mecanismos involucrados en la salida de potasio dependen de la presencia de un
catidn, independientemente de la estructura quimica del mismo. Otro requisito
necesario ¢s la presencia de un sustrato metabolizable, y parece estar mediado por el
metabolismo misma y ne por otros aspectos derivados de la presencia misma del
aznicar como apantaliamiento de grupos.

Excepto el bromuro de etidio , los cationes ensavados no causaron la salida masiva de
potasio por ruptura celular.

El efecto que la unidn de fos compuestos catiénicos tienen sobre la carga de
superficie, no se manifesté en una disminucidn del transporte de *Rb a la célula , por
lo que no se trata de un efecto generalizado sobre la carga de superficie.

El efecto de los compuestos catidnicos es reversible por lavado con clorure de
magnesio, en mayor o menor grado; indicando gue la salida de potasio de la levadura
por estos compugestos catidnicos es un fendmeno de membrana.

Respecto a los agentes catidnicos utilizados: tanto DEAE-D como ThCl; presentan
eitclos mas claros sobre la salida de potasio. En relacién al primero se mostrd
sensible a los cambios en la presion osmética entre los compartimentos intracelular y
extraceiular. Es posible que su efecto esté mediado por algtn acarreador de potasio
mecanosensible, que pudiera estar involucrado en un mecanismo de regulacién de la

presion osmética a través de la szlida del potasio celular.
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Abstract

Potassivum efflux in yeast induced by several cationic compounds showed different charactenstics. All of the observed
efftux requited glucose as substrate at the concentrations used. For most of them, the phenomenon required binding of the
cationic compound to the cell surface and increased with the negative celi surface charge, and for all the compounds tested, it
depended on a metabolizable substrate. Efflux induced with terbium chloride appeared more hikely due to the funciwon of a
KH/H* antiporter With DEAE-dextran and dihydrostreptomyein, potassivm efflux was dependent on the cell potassium
content and was also sensitive to osmotic changes of the medium. DEAE-dextran-provoked efflux was not due to cell
disruption. Dihydrostreptomycin seemed to activate 2 potassium efflux system which could not be studied in isotation, but its
inhibition of potassium uptake may also be involved. Except for ceils treated with ethidium bromide, no appreciable cell
disruption was observed The potassium efflux observed appears to be 2 membrane phenomenon reversible after washing
with magnesium chlonde. © 1999 Elsevier Science B.V. All rights reserved

Keywords: Potassium ion cfflux, Catienic compound; (Saccharemyees cerevisine)

1. Intreduction

Studies by Rothstein and Bruce [1,2] described a
potassium efflux system 1a yeast. Az energy-depend-
ent efflux system for potassium ions 1n yeast was 2lso
demonstrated by Pefla and Ramirez [31. This efflux
system was stimulated by glucose or ethanol; it was
also stimulated, in a substrate-dependent manner, by
cationic molecules like ethidium bromide and other
cationic dyes [4], dihydrostreptomycin (3], diethyl-
aminoethyldextran {5, and lanthanide cations and

* Corresponding author,
E-mail: apd@ifisich.unam mx

other frivalent cations such as AP* [3] The efflux
produced by terbium ions appeared to be manly of
electroneutral nature and ascrnibed to the operation
of a K*/H* exchanger (3]

Work by Gustin et al [6] and Bertl and Slayman {7]
based on patch-clamp analysts revealed the presence
of both a mechanosensitive ion channel and an out-
ward rectifying K* channel; the latter was identified
as a pH-sensitive, depolarization-activated, out-
wardly-rectifying potassium chanrel, or TOKI [8]
or DUKI1 [9] or YORK {10} or YKCI1 [11] channel,
with properties apparently different from those of the
mechanosensitive ion chanpel [11].

Using yeast plasma membrane vesicles, Ramirez et
al. [12] and Camarasa et al. {I13] provided evidence
for a K*/H* exchanger, which may be involved in
the regulation of the internal pH of the celis when

0005-2736 /9978 — sce front matter © 1999 Elsevier Science B V. All rights reserved
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they accumulate high concentrations of K~ (12] The
J0909 gene from chromosome X reported by Miosga
et al. {14] predicts an §73-residue protein with se-
quence similarity with the putative Enterococcus iu-
rae Nat/H* antiporter and the putative K-/H~
KefC antiporter of Escherichia coli. Yet, the se-
quence of a Seccharonmyces cerevisine gene on chro-
mosome [V likely encodes 2 Na™/H™ antiporter {15].

These findings prompted studies on the potassium
efflux mechanisms, regulation and energetic require-
ments of the effiux system En this context, cationic
dyes and other molecules {3,4] have been used as a
tools to reveal the interactions governing potassium
efflux. In the present work, we used four structurally
unrelated cationic ¢compounds to learn mmore about
the mode of action of these compounds and their
kind of interactions with yeast cells.

2. Materials and methods
2.1, Yeast and growth conditions

The veast Saccharomiyces cerevisize, isolated as a
single colony {rom a commercial product (La Azteca,
Mexico) was used for this work. Cells were grown in
500 mi of YPD medium (1% veast extract, 2% pep-
tone and 2% glucose) during 24 h in a gyratory shak-
er placed in a controlied temperature room at 30°C.
They were collected and washed twice with distilled
water by centrifugation. The resulting pellet was re-
suspended in distilled water (10%, w/w) and aerated
by incubation in the same gyratory shaker during
14 h. The cells were collected again, washed twice
by centrifugation aad resuspended in water to a ratio
of 0.5 g per ml and kept on ice until used, during the
course of the same day.

2.2. FExternal potassium determinations

K* movements were measvred by continuously
1ecording its external concentration with & potassi-
umn-selective clectrode, Data were captured wusing
software specially designed for that use in our
laboratory. Determinations were made in 10 ml of
an incubation medium consisting of 2 mM MES-
TEA (pH 6.0), 10 mM glucose and 25 mg of {resh
cells.

2 3. Prolon pumpmg activily

Proton pumping activity was continuously re-
corded using 2 pH clectrode. Conditions were similar
1o those used for external polassivm determina-
tons.

2.4. Internal pH

This parameter was followed by measuring the
fluorescence changes of pyranine (8-hydroay-1,3,6-
pyrene-thiosulfome acid) introduced by electropora-
tion, which was carned out with a Bio-Rad gene
pulser, with 2 pulse controller, using a mixture of
0.7 ml of the cel suspension, plus 20 ul of 100 mM
pyranine. A pulse of 1300 V with a capacitance of
25 UF and a resistance of 200 € was applied, lasting
approximately 3 ms. Then the cells were centrifuged,
washed three times in a Beckman microfuge for 10 s
and resuspended to its original concentration of
0.5 g/ml. The fuorescence changes at 460-520 nm
were followed in a DMX-1000 spectrofluorimeter
(SLM Instruments, Urbana, IL), with a tempera-
ture-controlled sample compartment (30°C) {16]-

2.5. Estimation of the membrane potential

Membrane potential was estimated by following
the fluorescenice changes of 023 uM of the cyamne
DiSC;(3) (dithiacarbocyanine, Molecular Probes) at
340-590 nm {17} in the DMX-1000 spectrofluonme.
ter (SLM Instruments) with a2 cel! compartment con-
trelled at 30°C and an acquisition and processing
system 25 mg of cells were incubated in 2.0 mil of
the following medium: 50 mM glucose, 10 mM
MES-TEA (pH 6.0), 10 pM pentachlorophenol and
10 mM CaCl;.

2.6. Rubidumm uptake experiments

The experiments were carried out as foilows: 50 mg
of fresh cells were incubated in 1 mi of a2 medium
containing 5 mM MES-TEA (pH 6.0} buffer, 50 mM
glucose, and different concentrations of ¥RbC rang-
g from 50 M to 20 mM. 100-pl samples were
withdrawn at 15, 30 and 45 s, 1, 2, 4 and 8 min,
and filtered through a Miliipore filter (0.45 pm
mean pore §ize). Filters were washed twice with
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20 mM KCl and then dried Radioacuwity was meus-
ured in a Beckman LS6500 scintiflation counter.
From these data plotted against time, the initial up-
take rates were obtamed. Iohibition experiments
were performed as indicated previously, but the -
cubation medium contained 50 pM ethidium bro-
mide (EBj, 50 uM dihydrostreptomycin (DHS),
50 ug diethylamincethyldexiran (DEAE-D) or
20 uM terbium chloride additional to the rest of
the components

2.7. Surface charge determinations

Surface charge determinations were made accord-
ing to Theuvenet et al [18] Two puM 9-aminoacr-
dine was added 1o a medium centaining 2 mM
MES-TEA buffer (pH 6.0), [ yM antimycin A, dif-
ferent concentrations of any of the cationic com-
pounds (from | to 100 pM) and 25 mg of fresh cells.
The cells were centrifuged immediately after mixing
and the supermatant was collected for fluorometsic
determinations of the Y-aminoacridine using the
wavelength pair for excitation and emission, 400 nm
and 454 nm, respectively. The surface charge was
calculated from the difference after measurement
with 10 mM MgCl;. 9-Aminoacridine binding versus
concentration of the cationic compounds plots were
built and from these plots the concentration of the
cationic compound inhibiting half 9-amincacridine
binding was caleulated.

2.8, Loading of cells with *Rb*

Six grams of fresh cells were diluted at 0% m a
10 mM plucose solution, 3000000 dpm of 100 mM
®Rb were added, and the incubation mixture was
ransferred to Falcon tubes and incubated during
24 h wath continuous shaking at 4°C. After this
ume, cells were centrifuged and washed twice with
distilled water and resuspended at 50% wiv for use
in the Rb™ efflux experiments.

2.9 Rb" efflux determinations

Cells loaded with *Rb* were used to determine
the efflux of the cauon. Fifty mg of *Rb* preloaded
cells were 1ncubated in 1 ml of a medium contaming
5 mM MES-TEA buffer (pH 6.0) and 50 mM glu-

cose, with or without any of the following cationic
compotinds: 50 pM TbCl;, 56 uM DHS, 50 pM EB
or 50 ug DEAE-D After an incubaton at 30°C for
5 min, 100-u! samples were withdrawn and filtered
through a millipore filter (0.45 um mean pore size).
Filters were washed twice with 20 mM KCl, dried in
air and the radicactivity was measured in a Beckman
L86500 scintillation counter, Rb+ loss was deter-
mined as the difference between the control without
cationic compound and those with the cationic com-
pounds added. ¥Rb' content in the control re-
mained unchanged after 30 min incubation. -

2.10 Terbium bindmyg deterninations

Terbium binding determinations and maximal
binding of terbium and dissociation constant estima-
tions were made by measuring the free concentration
of Tb* remaining after incubation of the cells as
follows: 25 mg of fresh cells were placed in 5 ml of
a medium containing 5 mM MES-TEA (pH 6.0) and
different concentrations of terbium chlonde, from
2 UM to 30 pM. Cells were incubated for 1 min
and then centrifuged; the supernatant was used for
terbium determinations. Terbium concenfration was
measured addmg different aliguots of the supema-
tant to 20 uM dipicelinic aad, 1n 5§ mM MES-
TEA (pH 6.0}, in a final volume of 5.0 ml. fluores-
cence was measured at 276-545 nm as the excitation
and emission wavelengths, respectively. Fluorescence
values were compared to a standard curve prepared
with known concentrations of TbCl;. The cation
forms a fluorescent adduct with dipicolinic acid,
and this preperty of the cation has been successfully
used to measure its binding to biclogical molecules
191

2.11 Data analysis

All expertments were tepeated at lgast three times,
without significant differences In most cases, typical
tracings are shown. For kinetic data, values £stand-
ard deviation are given. In the case of K™ move-
ments and pH changes, representative experiments
are presented. Values of K, and K were obtained
by nonlinear regresston (Inplot program) and fitted
best to a rectangular hyperbola with one component.
Dispersion of the data gave a maximum value of
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15%. Ky is the concentration value of terbium chlo-
ride necessary 10 attain 50% of the maximum binding.

3. Results

The efflux of potassium ions to a potassium-free
medium is a common response of the cells to the
presence of some cationic compounds [3,4] This
can be observed only if an adequate substrate is
present in the medium (Fig., 1A). As Fig. 1B shows,
in the absence of glucose, at the concentrations of
the cationic agents used, no potassium efflux was
detected in the presence of DHS, EB, DEAE-D or
TbCl;. In the presence of glucose, at the concentra-
tions used, this efflux showed in some instances a
variable delayed response of 20 to 30 s, and after
this time a steep efflux was observed. The response
cansisted of 4 transient intibition of the potassium
efflux in the presence of glucose, more or less coin-
cident with the building of the membrane potential.
It is worthwhile to meation that a dependence exists
between the extent of potassium efflux and the time
of fasting of the cells, which modifies the internal
content of potassium (see below).

Potassium efflux induced by the addition of cati-
onic compounds was tested for its dependence on

K concentauai, M
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Fig. 1. Porassium cfflux produced by different cationic agents,
glucose requrement. Incubztion conditions 2 mM MES-TEA
buffer (pH £.0), 19 mM glucose. Final volume was 100 m! 25
mg of yeast (wet weight) was added after a few seconds of n-
cubation. {o B, gltucose was omutted. K™ concentration was fol-
lowed with a K™-selective calionic electrode.

30 5
LA 504 DHS,Glc

53ukk DHS G

25 -

\
= H

ES Z20-

R £

E I 3

£ ) g

5 g 5

T =

£ w4 R

E E . 5000 DS Xy,
= | z 1w

[} h & 5

i 500 OHS, 2d-g
: —T o )
0 100 200 300 400 SO0 SO0 0 100 200 300 05 500
Time, sec Time SeT
Fig. 2. K* efflux produced by DHS with different substrates.
Porassium efflux was determined with a potassium-selective clec-
trode. Incubanon medium: [0 mM glucose, 2 mM MES-TEA
buffer (pH 6.0}; final volume, 19.0 ml Where indicated, 10 mM
2-deoxyghucese and 6-deoxyphucose {A) and 10 mM xylese (B
were added instead of glucose.

glucose metabolism or a related event thersafter,
and it was found dependent on this substrate. The
efflux was not observed using 2-decxy-D-glucose or
6-deoxy-p-glucose instead of glucose which can not
be metabolized by yeast. Fig. 2A, shows the results
with DHS, which were similar with the other agents
(data not shown), No effect was also observed when
using a poorly utilized substrate (xylose); results of
Fig. 2B also show this fact. None of the substitutes
for glucose used could support the efffux of potassi-
um to the extent observed when using this substrate,
indicating a metabolism-derived link as responsible
for this efffux. Similar results were obtained when
DEAE-D was used instead of DHS.

As Fig. 3 shows, an increase in the efflux of potas-
stum with most cationic compounds was observed in
the presence of EDTA. In the presence of this che-
iator, which increases the negative surface charge of
the cells, potassium efflux was increased with EB and
DHS. On the other hand, no change in the efflux of
potassium promoted by DEAE-D was observed. The
addition of EDTA, on the other hand, prevented
potassium efflux by Tb**, probably because of the
complexation of the ¢ation by EDTA.

These results indicated that a negative surface
charge might be involved in the effiux of potassium
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Fig 3 Efftux of potassium produced by different cationic com-
peunds in the presence of 100 uM EDTA. Incubauon medium
10 mM glucose, 2 mM MES-TEA buffer (pH 60), final vol-
ume, 100 ml

when treating cells with cationic compounds; they
agree with those earher reported by Elferink and
Booij [20]. Results in Table 1 agree with those of
Fig. 3, w the sense that cationic compounds may
be binding to negative surface charges, as shown by
their ability to displace 9-aminoacridine from bind-
mg to the cells. We measured this capacity as the
concentration of the cationic compound necessary
to inhibit 50% binding of the dye to the cell surface;
a correlation was found between the affinity of the
cationic compound for the negative surface charge
and the extent of potassivm effiux they promoted.
However, DEAE-D showed a low affinity for the
negative groups on the cell surface; as a conse-
quence, with this agent, no differences in the efflux
of potassium were expected with an increased cell
surface charge due to EDTA presence (Fig. 3).

Table 1
Concentranons of caltonic compounds tambiting $0% of S-amu-
noacridine inding

From these results we could expect that if the neg-
ative cell surface charge was blocked, then no efflux
of potassium would result by treatment of the cells
with cationic compounds, Results of Table 2 are con-
sistent with this view: if | mM MgCl; was present at
the same time as the cationic compound, less potas-
stum efflux was promoted by the cationic compound.
It 1s umportant to mention that | mM MgCl, did not
significantly affect potassium effux or uptake in con-
trol experiments

Measurements of terbium ion binding i the pres-
ence and absence of glucose were carried ouf, to
define if the presence of the substrate could increase
either the number or affimity of negative surface
charges of the cells for the cations. Results showed
no differences due to the presence of glucose. Max-
imal binding of terbium, and its dissociation constant
in the absence of glucose were 2.15£0.57 nmol/mg
of fresh cells and 9.4% %0 42 uM, respectively, when
terbium was premncubated for I min. In the presence
of glucose and after incubating terbium during 1 min
maximal binding of terbium was 2.08 £0.46 nmol/mg
(wet weight) of cells, with a dissociation constant of
8481 1.35 pM. These resuls indicate that glucose
does not promote any appreciable change in cell sur-
face charge that could be detected with this method,
based on the determination of residual terbium with
dipicolinic acid {19].

In order to define if the cationic compounds could
be removed from the cells, the experiment shown on
Table 3 was carried out. The cells were incubated for
5 min with the respective cationic compound; after
this tine cells were collected by centnfugation, then

Table 2

Effect of M2Cl on K* efflux produced by several catiomc
compounds

Addition D5 Treatment Total efflux, nmol
Dihydrostreptomyein 3523 pM Control 95423

Tertwm chlonde 10£6.1 uM i mM MaCly 1g£32
DEAE-deatran 300 % 56 uglml 50 pg DEAE-D 260142

The binding of $-amincacridine to the cells was determuned ac- 50 pg DEAE-D, 1 mM MgCl: = i: 2,

cording 1o Tneuvenet =t al {1§8] 2 pM 9-aminoacridine was 50 pM DHS 3l5+"_'14>

added to 2 medwm contarning 2 mM MES-TEA (pH 60}, 50 pM DHS. | mM MgCly 8L

| gM antimycin A, different concentrations of any of the cati-
ome compounds {1 to 100 pM) and 25 mg of fresh cclls. The
cells were centrifuged mmmediately after mixing with S-amino-
acuidine and the supermatant was collected for the spectrofluorn-
metnc determination of the free dye

K= efffun was measured by means of a potassium-selective elec-
trode n gz medium contaiming 25 mg {wet weighty of cells,
2 mM MES-TEA (pH 60). 16 mM glucose and where stated,
I mM MgCly and the respestive concentration of the cationic
compound Final volume was 10 m!
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Fig. 4. Reversibility of the effect of DEAE-D by washing of the
cells wath MgCl:. 50 mg (wet weight) of cefls previously incu-
bated with DEAE-D during 5 min were washed twice with
I mM MgCly and then washed with distilled water, and used
for potassium effux determinations with 2 potasstum-selective
electrode. Tncubation conditions were the same as used 12 Fig 1

washed once with | mM MgCly and twice with dis-
tilled water; the cells so treated were used for con-
tinuous recording of potassium in the presence of
10 uM KCl. The effect of DEAE-D disappeared after
washing (Fig. 4). To a munor extent, treatment with
dithydrostreptomycin could also be blocked as a re-

Table 3
Reversion of the effects of cationic compounds by washinpg wath
magnesium chloride

Treatment External potassium (M)

Caontrol, washed 35+13
20 uM Thl, 30=x84
20 pM TbCls. washed 125142
DEAE-D, 50 pg/ml 28%13
DEAE-D, 50 ug/ml, washed 4%18

50 pM DHS 33£14
50 uM DHS, washed 13+£35.6
50 uM ER 40+15
50 uM EB, washed 24%73

25 mg (wet waght) of coils were tcated with the respectie
concentrations of the cationc compounds in 2 mediwm conrain-
g 2 mM MES-TEA (pH 6), 10 mM glucose, during 5 min
After this tme, the cells were coliected by cantnfugation in a
mucrofuge. suspended in 1 mM MgCly, centrifuged and washed
twice with distilled water. The cells were then incubated
I8 m! of medium eontaining 2 mM MES-TEA (pH 6). 10 mM
glucese and 10 uM KCI for continuous recordmng of extemal
potassium with a potassiun-seleenive elecirods. Values presented
were obtamned atoyr 10 min of this second ncubation.

sult of washing. In this case the recordings also show
a slow uptake of the potassium externally added. On
the contrary, washing the cells treated with ethidium
bromide or Tb*~ did not produce the disappearance
of the effect promoted by the cationic compounds.

The efflux of potassiom might be attributed to the
operation of a K~/H* exchanger and also the mech-
anosensitive ion channel that can traasport K*
and H* [3,6). This prompted the necessity of assay-
ing the effect of ¢ationic compounds on the internal
pH and protoa pumping zctivity. The method devel-
opad by Pefia et al. [16] was used to measure the
internal pH. Results on Tabie 4 show that DEAE-
D and DHS both promoted a negligible, if any, in-
erease in the internal ptl, showing small differences
between the two agents tested. On the contrary,
TbCl; promoted a high internal acidification of the
cell. That is, cationic compounds showed a differen-
tial effect on the cell pH; in spite of the fact that
potassium efflux was the common element.

In agreement with the resuits of Table 4, the in-
crease of the cell pH appeared to correspond to a
proton pumping activity. Fig. 5 shows thet both
DEAE-D and DHS promoted a pegligible 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 band, terbinm chioride dumnin-
ished proton pumping activity (data not shown), in
agreement with the decrease found of the internal pH
value and previous results [3] (Table 4).

Table 4
Effect of the cattonic compounds on internal ocll pH using pyr-
znine, iniroduced by electroporation as zn indicator

Treatment Interpal pH
Control 6.5

DHS, 50 u £6

DHS, 100 pM 6.65
ToCl, 50 pM §15
Thly, 100 pM 6.12
DEAE-D, 25 pg/mi 6.7
DEAE-D. 50 pg/ml 68.75

67 m] of 2 50% cell suspenson was clectroporzted m the pres-
eace of 20 pl of 160 mM pyranine with a pulsc of 3 ms of
1500 V at 25 PF and 200 2. Electroporated cells were washed
three tunes with distilled water. Fluoreseepes at 460-520 am
was measured, using 25 mg (wet weight} of cells in 2 medium
contuning 2 mM MES-TEA {(pH &), 10 mM glucose and the
indicated concentrations of each of the cationic compounds.
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Fra. 5 Effects of DEAE-D and DHS on proton pumpmg by
yeast. HF concentration was continuously recorded with a pH
electrode m 4 medwem similar to that of Fig 1, wath 50 mg of
fresh cells, Where indicated, 50 pM DHS or 50 ug DEAE-D
was added 10 the medium.

The efflux of potassium induced by DEAE-D and
DHS also showed to be sensifive to changes in the
osmotic pressure of the medium or to differences of
osmotic pressure beiween the internal and external
compartments {Fig. 6). When the cells were mou-
bated with 0.8 M sorbitol, the efflux of potassium
induced with 50 pg of DEAE-D was abolished,
also glucose-induced potassium efflux was abolished
completely. However, with DHS, only haif of the
potassium efflux was abolished in the presence of
0.8 M sorbitol Simifar results were obtained when
0.8 M palactose, a nonmetabolizable sugar by these
cells was used instead of sorbitol, and no differences
with the results of Fig. 6 could be noted; that is,
galactose also abolished totally the effiux of potassi-
um induced by DEAE-D and partially that produced
with DHS. The measurement of respiratory rates by
our starved cells {data not shown) showed that sor-
bitol was not used as a substrate by yeast and also
did not interfere with glucose utihzation. With these
two agents, alse changes in the transport kinetics of
8 R b™ uptake were observed; DEAE-D affected Vinax
for Rb* uptake, but not K; Py was 183%321in
its absence, and 8.0 £0.96 nmol/mg fresh cells/min in
the presence of 50 ug of DEAE-D and the Km vaned
only from 0.8x0.32 to 0.5£0.2 mM. DHS also di-
minished the Vg, for Rb* uptake to 4.96+1.96
nmolmg fresh cells/min with 50 puM of DHS and

the Kn ¢0.77£0.28 mM) did not show any increase,
n agreement with previous results [21]

Cell disruption was assessed by two methods® by
measuring absorbency at 260 nm of material leaking
out of the cells, using as the control 200 uM CTARB
(data not shown) (this method was not used with
ethidium bromide, because of its absorbency at the
wavelength used), We also measured ¥Rb™ effiux m
celis preloaded with *RbCi during 24 h; after this
time 15+4.5% of the total cell potassium had been
replaced with ¥Rb™. An cfflux in the range of 1-3%
was observed when incubating the cells for 5 min
5¢ uM DHS, 30 pg of DEAE-D or 30 pM TbCls.
However, incubation with 50 pM ethidum bromide
under the same conditions promoted a 30 £ 5.6% loss
of ¥Rb. It is important to point out that discrim:-
nation for K~ over ¥Rb* exists, judging from the
failure of cationic compounds to promote a higher
efflux of ®Rb. In order to define if the effect of EB
on Kt effiux was only due to cell disruption or also
to the competitive inhibition of monovalent caticn
transport by this ageni, we measured the effect of
this dye on Rb™* transport: The Ky, for the transport
of the monovalent cation in the presence of EB was
3.6+ 1.7 mM, as compared to 0.820.32 mM for the
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Fig. § Elfects of 08 M sorbitel on potasstum efflux produced
by DEAE-D and DHS. Potassium efflux was followed continu-
ously with a potassum-seleenve electrode 1 a medwm and
condiions simiar to those of Fig | Where mdicated. 88 M
sorbitol andfor 20 uM DHS and 50 pg of DEAE-D were
present in the medium
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control, and the Vo, of 13.8+£2.7 and 183£32
nmol/meg, of fresh cells/min in the presence 50 uM
of EB or in its absence, respectively.

Measuremenis of membrane potential using a flu-
orescent cyanine as a probe [17] showed no signifi-
cant changes of this parameter using cationic com-
pounds at concentrations of 20-50 pM which
promoted potassium efflux. Only concentrations of
TbCl; 50-fold higher (2.5 mM) quenched 284 3.3%
the fluorescence of the control; under similar condi-
tions, 2.3 mM DHS only produced a decrease of
11 % 5%. DEAE-D used at the same concentration
inducing potasstum effiux {30 ug) only quenched
4% of the fluorescence, compared with 20 mM of
K(Ci that guenched 16+3.9% of the same control.

The efflux of potassium induced by cationic com-
pounds showed a response depending on the cellular
potassium concentration; when cell potassium de-
creased, a decreased efflux of potassium by DEAE-
D and TbCl; was observed (data not shown). Qur
results showed that at 2 cell KT content of 256 mM,
treating the cells for 5 min with 100 pg of DEAE-D
an efflux of 11% of the cell potassium was produced;
when celiular potassium was 116 mM, no effiux of
potassium could be measured. For 100 uM TbCl;,
with a celinlar potasstum concentration of 215 mM,
an efflux of 12% was cbserved, and with a celiular
potassium concentration of 164 mM no effinx of po-
tassium was observed. With EB and DHS, the re-
sponse was wmdependent of the ceflular potassium.
With these agents, no changes in the efflux were
found in relation to cell potassium: with 100 pM
DHS, for a cellular potassium of 271 and 153 mM,
16% and 13% of cfflux was produced, respectively

4, Discussion

The results presented here show that the several
cationic compounds used promoted effux of potas-
siwm with certain parucularities, which probably de-
rived from the kind of interaction with yeast cells
and response elements involved in the phenomenon.
For the agents used, the phenomenon appears to be
unrelated to their stiucture, and mainly related to
their charge. However, the mechanisms by which
they produced K* efflux appear to be different; in
fact, some other cations which have been tested, con-

taining in their structure a guanido group, sulfagua-
nidine and arginine, for mstance, did not produce a
potassium efflux (data not shown). but alkylguani-
dines do [21]. This may indiwcate that the potassium
efflux induced by cationte compounds is not derved
from a generalized effect due 10 their interaction with
cell surface negative charges: it appears 1o depend on
different mechanisms charactenistic to each agent,
although for most of them the effect appears to in-
volve the negative charges on the ceil surface.

The experiments showed that binding of most of
the cationic compounds to the negative surface
charges of the cell was necessary for the phenomenon
to occur, since some of the agents could be removed
from the surface of the cell by washing with MgCls.
showing that the effflux of potassium oceurred at the
level of the cell membrane. Qur experiments also
show that although a generalized increase of surface
charge produced by EDTA favored the cationic com-
pound binding, this is not, in all cases, a factor de-
fining the efflux of potassium, since with DEAE-D,
the presence of the chelator prevented its effect.

As previously reposted [3]. the efflux of potassium
induced by cationic compounds showed glucese de-
pendence as a common characteristic to all those
tested, as well as to others already reported {4,211
This dependence was not only due to transport of the
substrate, because it was no! observed when two
transportable nponmetabolizable sugar analogues
were used instead of glucose It was also not due
to a decrease of the internal pH as a result of phos-
phorylation of glucose or the nonmetabolizable ana-
logue 2-decxyglucose; if this were the case, potasst-
um e¢fflux should have been observed with this
glucose derivative, which is phosphorylated. The ef-
flux of potassium appears to depend on a glucese-
induced establishment of a membrane potential dif-
ference; this may be inferred because when the cells
were treated with DEAE-D. DHS and EB, these
compounds induced a delayed response of glucose-
dependent potassium efflux, approxumately similar to
that required for the establishment of 2 membrane
potential, 25 shown by the use of the fluorescem
cyanine DISCy(3) {17]. However, it is possible that
some other event related to metabolism of glucose
may be involved.

Regarding the requirement of glucese to observe
the effects of the cationic agents tested, another pos-
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sibility was explored: a glucose-dependent increase of
the negative surface charge. However, this possibility
does not apply to all the cationic compounds tested,
because when the surface charge was increased by
EDTA treatment the effect of DEAE-D dimimshed,
indicating that for this agent, other mechanisms are
involved, aithough a cell surface increase should fa-
vor DEAE-D binding over the entre cell surface,
because of its catiomc aature. On the other hand,
the effect of this compound was greatly diminished
by the presence of MgCl,. Also, the presence of ghu-
cose did not appear to modify the negative surface
potential of the cells (see below).

Another likely explanation to reconcile these appar-
ently contradictory resulis may be that glucose pro-
motes the accessibility of particular negative charges
in the vicinity of potassium transporters, making
them accessible to the cationic compounds, some of
which have been shown to produce an effect upon
the kinetics of ion transport [22]. Except for the case
of DEAE-D, this was supported by the enhanced
effects of the agents in the presence of EDTA, that
promotes a generalized increase of negative surface
charges. Differences of DEAE-D against DHS and
EE could be attributable to differsnces iz affinity for
surface charges, or other factors involved in DEAE-
D binding, perhaps due to 1ts sugar nature.

Measurement of the surface charge with 9-amino-
acriding showed that, i fact, the different agents
used displaced this dye from the negative charges
to the surface, but again, DEAE-D was the excep-
tion. In the presence of glucose, the measurement of
surface charge wath this dye 15 difficult because the
dye 1s taken up by the cells in the presence of glu-
cose, as reveated by clear changes of its fluorescence
during longer incubations (data not shown) How-
ever, measurement of terbium ion binding can be
taken as an indication of the surface charge of the
cells, and 1t showed no differences in the presence or
absence of glucose. Newther maximal binding of
terbium, nor its disscoiation constant were modified
in the presence of glucese as compared with control
cells These results indicate that glucose does not
promote any apprecable change in cell surface,
but, as mentioned before, discrete changes in the
vicnrty of transporters which may not have been
detected with our method cannot be ruled out.

An addimonal finding of the experiments is that

TH™ did not appear fto be significantly washed
from the cells, and it 15 not transported mto the cells
(data not shown). This opens the possibility to use
this cation to measure the negative surface charge of
the cells under different conditions, 1n a similar way
as has been used 10 measure its binding te biclogical
molecules [19] This procedure 1s currently under fur-
ther study 1 our laboratory.

Previous reports showed that cationic compounds
hke mercury ion [23] methylene blue [24], ethidium
bromide [25] and some other compounds [26] 1n-
duced an all-or-none effect in the cells, atinbuting
potassium effiux to cell disruption. In this respect,
it was confirmed that EB promoted cel! disruption,
but the rest of the cationic compounds tested, at the
concentrations used, did not promote the disruption
of the cells, as revealed by the amount of material
absorbing at 260 am as 2n indication of nucleotides
leaking from the cells together with K™, Also, dis-
ruption of the cells should have produced a leak of
8Rb*, and no reversion of the effect on potassium
efffux after washing should have been seen. More-
over, glucose dependence of potassium efflux and
the increase of cell pH induced by the treatment
ar¢ inconsistent with this mechanism. In stmmary,
of the cations tested here, only EB, 1n agreement
with other guthors [23-23], seemed to produce cell
disruption. With this agent, as well as in the case of
DHS and DEAE, another factor may be involved,
that is, a compettive inhibition of Rb* uptake [27].

Potassium efflux, especially with DEAE-D and
DHS, was found to be modified by changes 1n the
osmotic pressure of the medium with several sugars,
and no eflux could be produced when the ¢ells had 2
diminished cell potassium content. This is important
to note, in view of previous reports [5] ascribing o
DEAE-D a selective disruption of the plasma mem-
brane, leaving intact the internal membianes of the
cells in the presence of sorbitol. This behavior of the
cells was not confirmed in our experiments, which is
interesting, and may be due to the strain of yeast
cells used.

DEAE-D, and DHS to a lesser extent, both in-
duced potassium efflux through a mechanism appar-
ently not related to the coperation of a K*H/H™ ex-
changer, but to another mechanism that can produce
the efflux of potassium tons. Several possibilities ex-
ist, one of which could be the activation of an ion



156 E Enriguez-Freire ef of | Biochwuca er Biophysica Acia 1418 (1999) 147-157

channe! [6]; however, from our results it 1s not evi-
dent that a voltage-dependent potassium channel [7-
11] may be activated as a result of binding or the
efflux of K produced by the cationic compounds,
because no appreciable changes on membrane poten-
tial were observed after bindmg.

Perhaps the most interesting results were those ob-
tained with terbium chloride, which are consistent
with a stimulating effect of this cationic compound
on a putative K*/H™ antiporter [12,13) producing
the extrusion of K* ions; this agent promoted po-
tassium efflux concemitantly with cell acidification
and had no appreciable effect on the membrane po-
tential. None of the other cationic compounds tested
showed this stimulating effect over 2 putative K*/H*
antiporter,

It is also important to point out that, except for
EB, which producad the disruption of the cells, some
specificity of the cation efflux system exists, sinee ail
other compounds produced a high effux of K=, and
only a very small one for Rb™.
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Effects of Weak Acids on Cation Accumulation, ApH
and AY in Yeast
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With glucese as carbon source. as reperted by other authors (Coaway ¢ of . 1930} yeast oolls accumulated farae
amounts of CO,. carbonie acid biearbonate and K than when grown with ethanol The addition of proplonic acid
to the cells produced an increase in the potassiuom .on accumulanion when cells were wcubated wiith ethanol as
substrate. but not when mcubated with glucose. In disagieement with Ryan esaf (1971) and Ryan and Ryan (1972
the internal pH of the cells with ethanel was [ower than with glucose. ehnumating this factor as the hinuung facior
for potassium accwmulanon When the membrane potenual difference was esumated., 3t was found that 11 was higher
with glucose as substiate than with ethanol [n addmon. with ethanol the additon of proponic acd poduced an
increase of the membrane potential. 1n agreemert with the 1des of an accumulauen of the anwas ol monoprotc
acids, which. be'ng not diffusible. increase the negate membrane potentiat mside. which can dirve the accumulation
of larger amounts of monosalent cattons N owas abw found that the addition of propiome acid to cells utcubated

with glucosa as subsirate produccd «n efflux of CG, from the cells. so that an eachange ot the aoid appeass to take

place Copynght T 1999 John Wiley & Sons, Lid

KEY WORDS — yedse, Bicarborate, potassium accuwnuiatton. Donnan potential

INTRODUCTION

In Newrospora crassa, Rodriguez-Navarro e of
{1986) showed that the pH gradient can be used to
drive potassium tons 1nto the cell by means of a
HY/K ™ symporter, which allows the cell to use thus
gradient as an addwional duving foree to accumu-
fate K* {s2e also Blatt er of . 1987) Although m
veast this symporter bas been impossible (o find it
appears possible that yeast eolls also have a way
of using the pH gradient lor the same purposc.
especially becuuse they can generae It to a much
larger entent than Newrospora 1n fact, it has been
kunown lor a long tine (Conway and O Malley.
1946) that veast cells can produce very low salues
of the external medium pH: starved cells show
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vilues of the internad pH between 37 and 59,
which in the presence of a substrate and K¥ can
reach values close to 7-0 Ths change ol the pH of
the medium, which 15 larger when the starting pH
is high. 15 produced both by the actnity of the
H*-ATPase of the plasma membrane {Peiia. 1975:
Goffeau and Slayman, 1981y and the production of
lasge amounts of CO. wnch can be hydrated to
H,CO,. Then the latter iomzes mto HTQ, ™ and
H*. and hydrogen 1ons are pumped out by the
ATPase. resulting in the accumulation of bicarbo-
tate 1t has also been found that the accumuianon
of carbome acid and bicarbonale mereases by the
mesence of K7 (Conway er af . 1930)

Ryan e of (1971} reported that the addion of
orgame acuds, ueetate o1 propionate or the bub-
bhing of CO5 nereases the accumulution of KF
with cthanol as substicete This phenamenon was
reproduced by Pefia (1973) These tesults were
avplaned by Ryvan and Ryan (19725 ws & result of
the compensaten of the alkalization produced by
the transport of K resulting from lh: increased
proten puiping by the cells obsersed 1 the
presence of the cation T was suggested that the

Recenved 27 Lebrusny 1998
Setesd 19 November H98



5354

increase of the internal pH resulting fiom the
transport of K7 could be a limiting lactor for 113
accumulaton {Ryan er af. 1971; Ryan and Ryan.
1972).

Yeast cells have to handle up 10 arcund 200 mar
amounts of CQ, and H-CO; and H™ deriving
from its ionization. which represent an mteresting
problem from the point of view of the regulation
of the mternal pH of the cell. In fact. a1 equi-
librium, the nternal HCO: 7/H.CO; changes
between 0231 and 61 for external pH valucs
between 4:0 and 7 0. resulting in internal pH
values berween 3 7and 7-0 CO, production occurs
2s such in decarboxylztion reactions (Krebs and
Roughton, 1948; Cooper er al. 1968) it is
hydrated with o negligible activity of carbonic
anhydrase, and part of it is dissolved.

This work represents an attempt to explain the
role of weak acids. but mamly carbonic acid, in the
accumulation of monovalent cations and some
of the factors invclved in the regulation of the
wmternal pH of the cells.

MATERIALS AND METHODS

Yeast and gronth conditions

Yeast Swccharcnices cerevisige, isolated as a
smele colony from a commercial product (La
Azieca, S A) was usad for this work. Cel's were
grown in 300 ml of YPD medium (1% yeast
extract, 2% pepione and 2% glucose) for 24 hin &
airotory shaker al 230 rpm in a room at a con-
trolled temperature of 30°C They were collected
and washed twice with distilled water by centrnifu-
gation The resulting pellet was tesuspended in
distitled water (10%, wiw) and asrated by incu-
bation in the same gyrotory shaker for 14 h. Then
thev were coliccted again. washed twice bv cen-
trifugation and resuspended in water te a ratie of
0-53 g/ml, and kept on e until vsed dunng the
course of the sams day.

lon accumulation C’.‘Q]?t‘.‘l'fﬂ!(‘ﬂl.\

100 mg of cells were incubated 1 Sml of a
medium contarmng 100 mat glucose without shak-
mg. or &6 my cthanol, shaking for 13 mn in a
23 ml Erienmever flask m a water bath at 30°C.
M my KCl was added when indicated. The
media were builered with 10 m triethanolamine
(TEA) adyusted 10 pH 7-3 with tartaric acid. or
tartane zcid adjusied with TEA to pH 43, Alter
incubation the suspension wus centrifuged and the

Copytisht © 1999 John MWoeley & Sons Lid.
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supernatant and/or the pellet were used for the
measurement of the different melabohies When
indicated. 10 mw propromc acid. adjusted 1o the
evlernal pH, were added.

CO. nreasurements

After incubztion and centrrfugation. 2 mi of I
NuQOH were added both to the supernatant and the
eell pellet to fix CO; in all its forms Thre conwent of
CQ, was measured using the Wevburg respirom-
eter. adding after temperature equibibration 0.5 nu
of 2~ H-8(0, 10 liberate ali the CO-

Measurement of porassiwm conteni

After centrifugation, the cells were resuspended
i distilled deionized water and were placed in a
boiling bath for 30 min. After coohng. the suspen-
sion was centrifuged and approprate dilutions of
the supernatant were used for the mezsutement of
K™ in 2 flame photometer,

Distribution of radivactive propioie acid

Its entrunce was measured rsing "'CH_.,-CHE-
COOH. After incubating the cells under the
alreadv mentioned conditions for 10 min, the indi-
caled concentrations of propiomc acid were added.
and after 10 more min, an aliquot of the suspen-
sion was taken, filtered through a millhipore filter
(0-43 um mean pore size) and the rzdioactivity was
measured m a scintillation counter

Estimarion of the membrane poteniial

Membrane potential was estimated by {ollowng
the flugrescence changes of 0-23 v of the cyanine
DiSCL(5) (dithiacatbocyanine, Maolecular Probes)
al 340-390 nm {Pefia ef ¢l 19841 1n 0 DMX-1000
spectrofluorometer (SLM Instrements) with 4 cell
compariment controlled at 30°C and un acquisi-
ton and processing system. 23 mg of cells were
meubated 1 20ml of the followmg medum:
100 my glucose or 8-6 mu ethanel. 10 ma tn-
cthanolamine adjusted to pH 7 3 with tartaric acid.
or 10 mv tartaric acid adjusted to pitd 3 with
wricthanolaming: 10 uv pentachlorophenol, 10 uv
CaCl..

Mewswremeni of the inteinal pH

The internal pH of the celly was determined by
measuring the fluorescence changes of prraning
(8- hydroxy-1.3.6-pyranine-thiosuifon:e acid) {Pefa
of al, 1993, Hbéfer e al. 1996} miroduced by

Yewsd 150533 362 (19%9)
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CO; tmw) accumulated at ditferent valucs of the external pH, with glucose or

ctlanol as substrates. with or wathaut the addition of KCL

Imutial external po

43 73
Control Plus K€ Corirol Plus KCI
Giucose 150 183 (23%) 173 218 (26%0)
Ethanot 3 57 (324 35 43 (23)
Increase by K* with glucose 35 43
Increase by K7 with ethanol 14 8

100 mg of celis were intubated i 5 mi of 4 medwm contaunng 100 mar glucose vatheut shaking. or
8 6 mv ethanol, shaking 1 a4 25 ml Erlenmeyer flask, 30 my KCE (when indicated) The media were
buflzied with 10 ma tristhanolamune { TEA) adjusted w pH 7 5 waith tartaric acid, or 10 mv tartanc
aud adjusied with TEA to pH 43 The cells were meubated for 13 mun at 30°C m a controlled
temperature water bath. Atfrer incubation the suspension was centrifuged and the supernatant andfor
the pellet were used {or the measurement of CO, When mdicated, 10 my proponic acd, adjusted to
the desired pH were adaed Standard deviation was less than 10% In seven separate experuments in
duplieate ¥alues i parentheses indicate the percentage 1creases 17 CO, conceatTanon with K-

clectroporation, which was carried out with a
Bio-Rad Gene Pulser. with pulse controller, using
a minture of 07 mi of the cell suspension, plus
20 i of 100 my pyramne. A pulse of 15300V with a
capacitance of 25 uF and a resistance of 200 £ was
applied, lasting approximately 3-Q msec. Then the
cells were centrifuged and washed three times in a
Beckman microfuge for 10s and resuspended to
its original concentration of 0-3 ¢/mi, and were
emploved as indicated m each expeniment. The
fluorescence changes at 460-320 nm were followed
in a DMX-1000 spectrofiuorometer (SLM Instru-
ments. Lrbana. TL. with a temperature-controlied
sample compartment (30°C) (Calahorra er ol
1998).

External pH measwienmients

The external pH was measured by following the
changes of the medium with a pH electrede con-
nected o 4@ pH meter The incubution nuxture 5
provided m each evperiment.

Carbome anlivdrase measurentents

The activity of this enzyme was peiformed by
mcubating 4 cell extract oblained by vortexing of
the celis with glass beads, according to Funayama
et al (1980) Carbonic anhydrase was quantified
as follows 300 ul of the eell extract weie added
o i0mwu tnethanclamine butfer. pH8-0. and
bromotbymol blue to an optical density of 0 3. To
this muature, 300 ul of ice-cold water saturaied

Copatight ¢ 1999 John Wiley & Sonw Lid

with a constant flow of CC, was added, and the
colour change was followed at 620 nm As a post-
tive control of the method, an extract of eryvthro-
cvies was zlso nsed. Final volume was 20 mi under
constant sturing at 30°C.

RESULTS

The measurement of 1omic conteuts and other
parameters was performed after an wcubation of
15 min, when the cells had reached a steady state
and no further important net changes could be
detected in 1on accumulation. Table 1 shows, as
expected, that the total CO, content of the cells
incubated 1n the presence of glucose was higher
than that with ethanol as substrate. These results
arc in agreement with those reported previously by
Conway and Downey (1930) and Pefia er of
(1969). Also, with glucose as substrate, when the
pH was increased, CO, accumulation mcieased.
with ethanol, by contrast, this accumulation
showed g shght decicase at the high pH The
presence of potassium had sinular effects. increas-
ing the CO, concentrahon at both pH values, in
spite of the fact that it does not sumulate fermen-
tation or respuation at high pH values {Rothstein
and Denus. 1933, Pefa ¢r of. 1972) The percent-
age increase o the accumulation of CO, {around
30%) was stmilar at both pH values: however, the
wicrease in absolute values was higher when the
substrate was glucose than with cthanol

Yeast 15, 353 562 (1999)



Tabie 2.
with glucose or ethanol 4s substrates.

R LOPIZ ET AL

Intracchiular potassium conceniTation {(av) @ cells mcubated at both pH values

[niial external pH

LR 73
Comnzrol Pius KCI Control Plus Kl
Glucose i94 26+ (304 192 266 (397
Ethanol 186 240 (32%) 194 220 (13%)
Increase with glucase 70 78
Increzse with ethanol 44 26

Experimenta! conditions were sumular 1o those of Table 1. Resulis are the mean of three different
experiments. with a standard dewviation lower than 10%. Values 1n parentheses are the perceniage

increases with KCi

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

As shown n Tables I and 2, the intracellular
content of CO,, increased both with glucese and
ethanol in the same direction as K*. However,
guantitatively, the polassium ion increases were
higher. It was considered important to define the
internal pH values. in order 1o correlate them with
the distribution of CQ., the results are shown in
Table 3. It 15 important to stress that with the
method used (Pedia ¢ of., 1995), the cytoplasmic
pH was measured.

As reported before (Pefla er af 0 1995), the
internal pH of the cells, under comparable condi-
ttons, was higher with giucese than wiih ethanol as
substrate; this is apparently contradictory, because

Copyright € 1999 John Wiley & Sons, Lid.

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

Yeast cells during fermentation notably acidify
the medium (Conway and O"Malley. 1949); this is
partly due to the production of H,CO-. but also to
the pumping of protons from the cell mterior by
the H*-ATPase, or by the expulsion of other
organic acids: for this reason it was decided also to
measure the changes of the external pH. Table 3

Table 3. Internal pH values of veas: cells mncubated
with glucose and ethanol. measured wil pyranine
alectroporated into the cells.

Imimal externat pH

4-3 7-3
Control  Plus KCI' Control  Plus KCI
Glueose 522 6-33 680 673
Ethano! 590 6-30 633 670

25 myg of cells were 1ncubared in 10 my tanrae-TEA huffer,
pH 43 or TEA-tartrate buffer, pH 735 10mv shicase or
8 6 mrw ethanol. Pyranine was electroporated mto the cells as
deseribed under Methods Fluorescence chanses wete medsured
a1 460-320 nm i a spectrofiuorometer at 30°C pH vuues were
celculated 23 descriped oy Peha o of (1995 and Colahorre
et af (1998). Where mdicated, 30 ma KC) was »dded Values
shown were obtained after an incubation of 13 nun

Yegst 150 35332362 (1999)
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Table 4. Walues o7 the internal pH of yeast obtaned
from the dotnbuuon of H.CGC, and bicarbenate.
according 1o the interndl and external pH values of the
cell.

{ninal external pH

&5 75

Conirol  Plyus KCI Contrel  Plus KCI
Glucose 79 50 78 80
Ethanol 80 83 87 89

100 mig of cells were meubated 1n 5 ml of @ medium contamng
100 mn glucose without shaking. o1 § 6 my einanol. shaking n
a 25 ml Erlenmerer fiask, 30 myv KCl (when ndweated). The
media were builered with I0my triethanolamure {TEA)
adjusted 1o pH 7 3 with tartanc acwd, or 10 mw tartanc aad
adjusted with TEA to pH4 5 The cells were meubated tfor
15 mm at 30°C @ o controlled temperature water bath. After
incubation the suspension was centnfuged and the supernatant
andfor the pellet were used {or the measuwement of CO,. and of
the external pH 1o caloulate the distribution of H,CO, and
HCO,; ™ nside the cells, and from there, the wternal pH by
means of the Henderson Hasselbalch equation. 635 was tahen
a5 the value for the pK of carbomc acd. The results were
obtained from the dala of Figures [ and 5

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

Initial external pH

4-5 75
Control  Plus KCl Control  Plus KCl1
Glucose a4 34 57 33
Ethano} 44 43 69 68

100 mg of cells were ncubated m 5 ml of 4 medium containing
100 mM glucose without shaking. or §-6 my ethanol. it a 23 mi
Erlenmeyer fusk. 20 mv KClishen mdicated) The medis were
buffered with 16 mv tnethanolamine {TEA) adjusted o pB 73
with tartaric acid. or 10 mwy tartane acid adjusted with TEA to
pH45 The cvells were ncubated for 15mm at 30°C m a
controlied temperature water bath. After incubation the sus
pension was ceatrifuged and the supernatant and/or the petlet
were used for the medsurement of pH with a pH meter

shows the values of the external pH of the cellular
suspenstons alter 13 min of incubation. An import-
ant aadification of the medium was observed.
which corresponded to a sigmificant pH gradient at
both sides of the cell membrare. In addnion, the
decrease of the external pH was larger when the
initial pH was higher. in agreement with the resulls

Copyright « 1999 John Wiley & Sons, Ltd
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Table 6 Elfect of sarymg propome ackl concen-
trations on K7 oaccumulatton {man with mlucose or
erluanel as substraics

Inital external pH

. Glucose Ethanol
Propiomic
acid. nw 45 73 13 73
0 304 314 258 248
3 304 314 2 293
10 309 320 209 309
20 309 314 309 308
30 309 315 307 309

130 mg of cells were incubated as deseribed for Table 1 during
18 mun. m the presence of 30 mvu KC and then 10my of
prepenic actd was added. continumyg the mekbation for
another 10 mm. Then the cells were contrifized and ther
miernai CG, concentraann was measured as dewnbed under
Methods. Resulis are the mean of two dulerent evperiments.

of Pefla er gl {1972). This 15 particularly notable
with glucose as the substrate. Although n pure
water a much smalier amount of H™ 1s required to
change the pH from 45 to 3-4 {283 x {0~ *w/l)
than from 7-5 to $+3 (498 x 10~ ® agD). this exper-
iment was carried out in & buffercd medium. and
by titration 1t can be easily shown that the larger
decrease of the pH starting at pH 7-3 represents
a larger amount of protons pumped out form
the cells, also coinaident with an increase of the
internat pH.

Ryan and Ryan (1972) measured the effect of
different concentrations of propionic acid on the
accumuiation of potassium and on the intraceliu-
lar pH. concluding that the acidification produced
by the entrance of protonated proponmic acid
releases the transport system from the alkalization
of the cell contents, which was supposed to be the
himing step for potassium transport. Table 6
shows that when glucose was the subsirate, and in
the presence of 30 myt K™ the addivon of different
concentrattons of propiomic aad dd not increase
the accumulation of K . On the other hand, when
cthanol was the substraie, a significant increase
of the accumulation was observed. reaching a
maamum at around 10 mv propiome aad

Since the cells incubated with glucose as sub-
strate have a much higher content of CQ.. and the
addition of propionate with this substrate did not
merease thewr K7 content, 1t was decwded 1o study
the effect of propionic acid on the concentration of

Feest 15, 333 562 £1999)
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Table 7. Effects of propionic acid on the CO, (my)
accurmuiated by cells with glucose or ethano! as sub-
strates atl both pH values of the medium.

Ininal medwm pH

. Glucose Ethanol
Propionic acid
added, mw a5 735 4-3 13
0 185 218 57 53
] 127 171 56 a8
10 118 139 42 30
20 120 189 42 32
30 127 190 43 33

100 mg of eelis were mncubated as described for Table 1 for
10 min with 30myw KCl, 2nd then 10mM of propionic acid was
added. conuauing the incubation for another 10 min. Then the
cells were cemninged and their intemal €O, coneentration was
measured as descnbed under Methods. Results are the mean of
wwo different experiments.

Table 8. '*C-propionic aad accumulation (mv) by
veast cells with glucose or ethanol as substrates at two
different pH vaiues

Initial pH 43 43plusK™ 73 7SplusK*
Glucose 19 22 19 23
Erhanol 21 25 20 22

100 mg of cells were meubated as described for Table 1 for
10 min, and then 10 mv of propionic acid was added. contmu-
ing the meubation for another 10 min. Where ndicated, 36 mat
KCI was present Then the cells were filiered and the radio-
Aclivity was meagured in 2 seintillation counter. Resulis are the
mean of three different experiments,

CO, in the cells incubated with glucose or ethanol
at both pH values of the medium, expecting that
propionate would substitute for carbonic acid-
bicarbonate. In fact, the addnion of the acid
produced a decrease of the total CQ, accumulated.,
which was significantly higher when the substrate
was glucose (Table 7). On the other hand. *C-
propionic acid accumulated similarly with glucose
or ethanoi as substrates (Table 8).

The celis incubated in the presence of glucose
accumulated high concentrations of the non-
diffusible anion bicarbonate, which may inereass
the membrane potential difference in the plasma
membrane of yeast because of a Donnan effect,
resulting from the accumulation of the negative
charges of non dufusible bicarbonate (Figuie [).
The membrane potential differance should be
smaller with ethanol as substrate, which allows the

Copyrizht ¢ 1999 John Wiley & Sons, Lid
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cells to accumuiate smaller amounts of the anwon,
thus. 1t was decided to estimate this parameler by
lollowing the fluorescence of the cyumine DISCL(3)
[t was also expected thar with ethano] as substrate,
the membrane potential difference would increase
by the addiion of proponate with tlns subsirate
As Figure 2 shows. first. the flugrescence with
cthanol was lower than with glucose, indicating a
higher membrane potennal difference with alucose.
and second, the addilon of propionate produced
an inerease i the signal in the presence of ethanol.
The addition of propionaie. as expected. did not
produce an increase of the fluorescence of the
cyamne when glucose was the substrate. This
experiment was carned out at different times of
addition of propionic acid, with similar results (not
shown).

DISCUSSION

Accunndation of K* ar borh pF alues

The data presented are in general agreement
with those of former authors. However, although
the increases of bicarbonate and of K™ are in the
same direction, the coincidence was not stoichio-
metric. Calculation of the bicarbonate concen-
trations from the data of Table I, after subtraction
of the dissolved CO, produced the results shown in
Table 4. Conway and Brady (1930) stated that
there is a direct relation between the bicarbonate
and K* accumulation, and this did not hold for
our experimental conditions. Quantitatively, our
data are more in agreement with the statement of
Ryan et of (1971) and Ryan and Ryan (1972), who
postulated an indirect relation. according to them
depending on the values of the internal pH as the
Iimuting factor for the accumulation of the cation.
However, our remaining results indicate that there
are other fzctors involved in this phenomenon

Also, 2 higher accumuiation of K™ was observed
at the higher pH values of the medium, which at
least partially could be explained by the findings of
who demonstrated a competition between K™ and
H*, which may be independent of the effect of the
anions. However, this is a kinetic factor affecting
iy rates, but may not have o clear effect on the
accumulation of the cation under our steady state
conditions after {3 min of wcubation. [1 1§ also
possible that the efilun of K7 at the lmgh pH.
observed by Van de Mortel ¢r ol {1988), did not
occur or was compenszted by the influn of the
cation under our experimental conditons

Yeenr 15,0 353 3062 [1999)
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K+
pH34 ATPase
HT 4
[_ pH6.75
HCO;+ I+ 3

HCO, +
) +/ - 2

H,CO, H,COy
H,0 + CQ, > CO,+H,0
Figure 1. Scheme representing the Donnan efiect On the assumpuon that decarboaylation

reactions produce CO.. 1his 15 sponianeously hydrated 1o HyCOy (1), which then dissociates mio
bicarbonate and one proton (2}, the proten 1s expeiled by the H™.ATPase of the plasma membrane
{3). which lowers the caternal pH and increases 1t inside. Carbonie acid is supposed to diffuse freely
through the plasma membrane, while bicarbonate does not At the high internal pH (6 75 in the
figure). carbonic acid dissoctation 18 displaced to produce bicarbonate. At the lower external pH
(3 4 in the Frgure), the predonunant species 15 carbonic acid Since bicarbonate cannot diffuse. o
remains inside, generatmg an addwonal clectne potennal. which may drve more K¥ inside

through 1t» carner.

Particularly at the low pH incubation condi-
tions, the explanation of Ryan e af (1971) and
Ryan and Ryan (1972) did not appear to hold,
view of the values of the internal pH observed with
ethanol. which were always lower that those ob-
tamned with glucose. If the increase of the internal
pH resulting from the accumulation of K* were
the hmiting factor for the uptake of this cation,
one would expect that the uptake of K¥ were
lower with glucose than with ethanol, and our
results showed the contrary situation for this
parameler,

The addition of propionic acid 10 min after
starting ncubation of the celis with glucose or
ethanol showed that the accumulation of the
cation did not change with glucose but increased
when the substrate was ethanol. again in agree-
ment with the data of Ryan er of (1971) and Ryan
and Ryan [1972). It was also found that when
elucose was the substraie, the addition of prop-
onic acid produced a decrease of the CO- concen-

Copyright (1999 John Wiley & Sons, Ltd.

tration witlhin the cells, indicating perhaps that
propionate substituted for bicarbonate under these
conditions. Another factor which may be involved
m the higher accumulztion of potassium with
glucose than with ethanol is the hugher production
of anions with the former, which can be cbserved
starting with the formation of the intermediaries of
glycolysis, particularly of the sugar phosphates
{Pefia et «f. 1969, 1972). and that of succinate
demonstrated by Conway and Brady {1950).
Besides. the concentrations of the anion forms of
weak acids within the cell must be lower with
ethanol as substrate, due o the lower internal pH
prevailing with this substrate. It was also found
that the ATP concentration of the ceails was lower
when ethanol was the substrate that with glucose.
Still another factor which may be involved is the
stimudation of the H™-ATPase of the plasma
membrane produced by ghicose {Serrano, 1983).
Qur data indicate that dug to the equhbrium of
CO, in soltution and the formation of H,CO; at the

Yeass 15, 333562 (1599}
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Glucose, pH7.8
25000 ~+~
Glucose, pH 4.5
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Figure 2. Changes of the membrane potential produced by the addition of propronic
acid Lo celis incubated with glucose or ethanol as substrates. 25 mg of cells were added
10 the following medium, 100 ma glucose or 8 6 mn ethanol; 10 mu thethanolaminz
adjusted 1o pH 7 3 wuh tanarnc acid. or 10 mw tartaric acid adjusted 1o pH 4-5 with
ethunotarone. 0 wv pemachlorophenol, Wuw Cally (Pefiz er of . 19841 Frinal
velume was 20 ml temperature 30°C Where indecated, 10 mu propionic sad was

R LOPEZ ET AL

added

nternal pH values reached during metabolism, the
formation of the anion HCO;™ 1s favoured in
different degrees. It 1s possible that the accumula-
tion of this amon in large amounts may favour the
accumulation of K™ by generating 2 con¢entration
gradient of a non-diffusible negative charge,
according 10 3 Donnan equilibrium. This phenom-
enon appears to be more important at the low
values of the external pH. when the ratio of
internal to external bicarbonate concintrations
reached higher values. [t is possible that by this
mechanism of passive accumulation of 2 non-
diffusible anion, yeast may indirectly use the pH
gradient without the need of & H'/K™ symporter
such as that found in Newrospera (Rodriguez-
Navarro er «f.. 1986). This same expianation can
be given to the increased accumulation of K*
when the cells were incubated with ethanol as
substrate and propionic acd was added to the
medium. The experimental proof for this assump-
tion was obtained by the estimation of the mem-
brane potential of the cells and the changes
produced by the additon of propionic acid, both
with glucose or ethanot as substrates. [n fact, when
the latter was the substrate, upon the addition of

Copnright O 1999 John Waley & Sens. Lid.

propienic acid, a significant increase of the fluor-
escence of the Cyanine used 1o estimate the mem-
brane potential was obsersed This increase of the
fluorescence of the cyanine was not observed with
glucose.

There is still another consideration to the data,
refernng to the higher value of the fwernal pH
observed with glucose as substrate, in spite of the
{act that with this substrate high amounts of CO,
are produced, which can be hydrated to carbonic
acid. dissociaung then to HCO; ™ plus H™. There
are other factors which can be invoked to explain
this phenomenon, one of which 1s the stimulation
of the H'-ATPase produced by glucose (Serranc,
1983). Also. at the high pH ‘alues of the medium.
the ATPasc 15 stimulated. even in the absence of
K™ (Pefa er al, 1972). This stimulation of the
ATPasc was alse observed by incubating the cells
4t low pH values with glucose (Eraso and
Gancedo. 1987),

Another fact 1o be considered 1s that the values
of the internal pH of the cells measured by the
distribution of carbonic acid were higher than
those measured by the fuorescent dve pyranine
Results on the measurement of this parameler by

Yeast 15, 533 -562 (1999)
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means of electroporated pyranine indicate that this
method 1s accurate enough to measwse internal
pH. producing results in accordance to different
methods (Pefia er of . 1995, Calahorra et a4f., 1998,
Preston et af . 1989; Haworth and Fhegel, 1993;
Hofer et al., 1996). Moreover, the calculations for
the internal pH under extreme conditions {in the
presence ol K7, and at an initial external pH of 7 3
produced by this method an internal pH close to 9,
which appears to be unaccepiable, by us value
itself, and also because of the disagreement with
the results of the above mentioned authors If this
is accepted, it appears that there are other factors
involved in the accumulation of bicarbonate
withmn the ceil. and not only the distribution of
both carbonic acid and bicarbonate by the free
diffusien of CO, and carbonic acid, according to
the relatve values of the pH 1 the different
cellular compartments. It should be pomted out
that the distribution of bicarbonate and carbonic
acid between the cytoplasm and the wacuole ac-
cording to their pH values, in any case, should
be the opposite to what was observed, since the
latter compartment is more acidic. One possible
explanation for this finding could be that of a
retenfion mechamsm for bicarbonate within the
cells, perhaps considering the vaceole as the main
candidate for bicarbonate accumulanon, because
of its size and inverted membranc potential, posi-
tive mside. However, this phenomenon deseives
further eaploration.
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