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ABSTRACT. Cation/proton antiporters are membrane proteins found throughout the eukaryotic and
pr okaryotic kingdoms. These proteins exchange cations (Na" or K*) for protons (H") across cytoplasmic
and organelle membranes. They thereforelink the electr ochemical potential of the cations (Dpn," or Dux™)
and the hydrogen (Dpy*) ions, maintained acr oss the biological membranes. The transmembraneion cycle
consists of two process, the formation of an electrochemical potential for a particular ion, followed by a
reaction or reactions which recycletheion back down its electrochemical gradient. These systems ar e cen-
tral in the regulation of internal pH and prevent the excessive accumulation of monovalent cationsin the
cells. Here we review the various cation/proton antiporters that have been described in yeast cells and
their properties.

Kew words. Cation/proton antiporters, yeasts.

RESUMEN. Losintercambiadores cation/protdn son proteinas membranales que se encuentran en las cé
lulas eucariotesy procariotes. Estas proteinas inter cambian cationes (Na* o K*) por protones (H') através
de las membranas, tanto citoplasmica como de los organelos, relacionando al potencial electroquimico de
los protones (Dpy*) con el delos cationes (Duna* 0 Dk ™). Los ciclos paralosiones através de la membr a-
na, estan constituidos por, la formacion del gradiente electroquimico para cualquiera de los cationes, se-
guido por la reaccién o reacciones que transportan estos iones en sentido opuesto a dicho gradiente. Por
estarazon, los sistemasinter cambiador es desempefian un papel fundamental en la regulacion del pH y de
la concentracion de cationes monovalentes en el interior celular. En estarevision se analizan losinter cam-
biadores catiéon/proton y su funcién en lalevadura.

Palabras clave. Antiportador Catién/protén, levaduras.

INTRODUCCION

Las proteinas intercambiadoras cation/proton (M */H")
han sido descritas en los animales, plantas y bacterias. Es-
tas proteinas intercambian cationes (Na* o K*) por proto-
nes (H*) através de la membrana, tanto citopl dsmica como
de los organelos. La presencia de estos intercambiadores
fue propuesta en | os afios sesenta por Mitchell >’ Posterior-
mente Mitchell y Moyle,2®2° y Brierley y cols* demostra-
ron su existenciaen las mitocondrias. Estos autores demos-
traron que parte de los protones expulsados durante la res-
piracion o por la hidrélisis del ATP podian ser intercam
biados por sodio del interior de las mitocondrias. En bacte-
rias, Harold y Papineau®® propusieron y demostraron una
actividad similar en Streptococcus faecalis; posteriormen-
te, West y Mitchell®® también reportaron su presencia en
Escherichia coli. Varios autores”*% sugirieron la existen-
cia de intercambiadores (M */H*), en la membrana plasmé-
tica de las células de los organismos superiores y Mirer y
cols.* demostraron su actividad en vesiculas de membrana
plasmética de rifion y de intestino delgado. Los trabajos
realizados con vesiculas de membrana plasmatica han sido

definitivos para estudiar y entender estos sistemas.

El estudio de los intercambiadores (M */H*) en bacte-
rias y organismos superiores (animales y plantas) ha sido
extenso. En la actualidad se conocen muchos de los genes
que codifican para estas proteinas. Se tienen modelos de su
estructura, se haavanzado mucho en el conocimiento sobre
su regulacion, y se tiene un panorama bastante amplio de
su papel fisiol6gico.b8212237404% De hecho, la informacion
generada para los intercambiadores (M */H"), tanto de bac-
terias como de células animales, se utiliza como marco de
referencia para la identificacion de sistemas similares en
cualquier organismo, haciendo andlisis comparativos de la
estructura primaria deducida de la secuencia de nucle6ti-
dos.

Laexistenciade sistemas intercambiadores (M */H") en
la membrana plasmética de la levadura fue propuesta en
los afios setenta por Rothstein® y después por Rodriguez-
Navarro y Sancho! Sin embargo, la mayor parte de los
estudios de estos sistemas en la levadura son recientes. En
esta revision haremos un andlisis de los avances y perspec-
tivas sobre el estudio de estos sistemas en lalevadura.
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Flujosdeionesen lalevadura.

En bacterias, animales y plantas, €l ciclo transmembra-
nal de iones esta constituido por dos componentes. Uno
crea el gradiente electroquimico para cualquiera de los io-
nes, utilizando las bombas primarias (H"-ATPasa, Na*/K*-
ATPasa, Na*-ATPasa o las cadenas transportadoras de
eectrones). El otro componente completa el ciclo transpor-
tando los iones a través de los sistemas secundarios
(uniportadores cationicos, simportadores cation/sustrato o
intercambiadores (antiportadores M*/H*). Este mecanismo
universal de entraday salida de iones através de las mem
branas hioldgicas, mantiene los movimientos de sodio y
protones, permitiendo que el pH intracelular se mantenga
regulado, asi como la homeostasis del sodio. Por esta ra
zon, la mayor parte de los reportes de sistemas intercam
biadores los han definido como Na*/H*, dada |a importan-
ciade un sistema paraeliminar a sodio, toxico paralanme-
yoriadelas células.

En la levadura, los flujos de iones estén constituidos
principal mente por |os movimientos de protones y potasio.
El ciclo paraestosiones en lamembrana plasmética se ini-
cia con la salida de protones proveniente de la hidrélisis
del ATP y la generacion del potencial electroquimico
(Dmy.), producido por la H-ATPasa. 2445 E| gradiente de
protones producido por esta enzima, puede llegar a ser ma-
yor de 3 unidades de pH y constituye la mayor parte de la
energia que la célula requiere para impulsar €l transporte
de iones; ademas, la acidificacion del medio impide el cre-
cimiento de otros microorgani smos.

En contraparte a gradiente de protones, |os movimien-
tos de potasio forman parte de un sistema secundario cons-
tituido por los uniportadores de alta (Trkl) y baja (Trk2)
afinidad, que acumulan potasio en € interior de la célula
en contra del gradiente quimico, utilizando el componente
eléctrico del potencial electroquimico.®?%%! También se
encuentran los intercambiadores cation/protén Nhal vy
Kha1*®% que permiten el reingreso de los protones para
mantener el pH intracelular y la salida de sodio o potasio
para mantener la homeostasis de estos iones (Fig. 1).

Bioenergética y estequiometria paralos flujos deiones
en la membrana plasméatica de la levadura

Se sabe que la H-ATPasa transloca un protén por
cada molécula de ATP hidrolizado.?* Aunque no existe
ninguna preparacion de esta proteina compl etamente pura,
se ha estimado que su actividad especifica debe ser del or-
den de los 100 pmol de ATP hidrolizado min™t mg™. A su
vez, €l transporte de potasio es electroforético®?%5! y per-
mite la acumulacién de grandes cantidades de potasio (200
a 300 mM), aun en medios con pequefias cantidades de
este ion. Se ha propuesto que |0os sistemas intercambiado-
res pudieran participar en la regulacién del pH evitando la
alcalinizacion del interior celular.®%° También se les rela-
ciona con el mantenimiento de los nivelesintracelulares de
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cationes monovalentes*° Sin embargo, no se ha podido
definir cudl es la estequiometria para el intercambio de
protones por cationes, debido principalmente a que no se
han obtenido proteinas puras y reconstituidas en sistemas
modelo. Con el desarrollo de las técnicas para la sobreex-
presion de proteinas es posible que pronto se pueda lograr
este objetivo.

Sistemas inter cambiador es M*/H* descritos en
L evaduras.

A principios de los afios noventa, el estudio de osmo-
tolerancia y resistencia a la salinidad en plantas, [lamé la
atencién de los grupos dedicados a estudio del transporte
deiones en la levadura. Se traté de establecer un modelo
en lalevadura, que permitiera entender como algunas plan-
tas se defienden del estrés osmético y salino. Con este ob-
jetivo, varios grupos se dedicaron a estudio de los efectos
de altas concentraciones de sodio y litio sobre el creci-
miento de diferentes cepas de levaduras, que culminaron
con laidentificacién deintercambiadores M */H* (Tabla 1).

Utilizando levaduras transformadas con bibliotecas
gendmicas, Jia'y cols!® clonaron el gene sod2 de Schizo-
saccharomyces pombe. Estos autores encontraron que en
las células donde se sobreexpresod este gene, se increment6
latolerancia a litio. La comparacion de la secuencia de re-
siduos de aminoacidos de Sod2 con otras proteinas previa
mente encontradas (NhaA® y NhaC*®) no mostré una simi-
litud muy alta. Sin embargo, las células de E. coliy S
pombe en las que se hizo la ablacion de los genes nhaA 'y
sod2 respectivamente, mostraron un fenotipo muy similar,
consistente en una intolerancia a concentraciones elevadas
deNa* o Li*, acompariiada de una mayor sensibilidad de las
células a cambios en el pH extracelular durante el cultivo.
Esto permitié concluir que Sod2 deberia de ser un inter-
cambiador Na*/H*. Posteriormente, Prior y cols.*® clonaron
el gene nhal en Saccharomyces cerevisiae. Estos autores
encontraron que la sobreexpresion y la ablacion de este
gene, conferian fenotipos similares a los reportados para
sod2 en S. pombe. Sin embargo, la ablacion de nhal en S
cerevisiae sdlo produjo la intolerancia a Na* y Li*, sin la
respuesta en €l crecimiento de las células a cambios en el
pH del medio de cultivo, como el observado para E. coli o
S. pombe. El alineamiento de las secuencias de Nhal y
Sod2 mostré similitud entre los residuos de aminoécidos
de estas proteinas, |0 cual sugeria que Nhal podria ser un
intercambiador Na*/H*. Otros autores han encontrado di-
versos genes en las levaduras; sin embargo, solo los genes
antes descritos tienen similitud con otros intercambiadores
Na‘/H*. Esto sugiere que los otros genes clonados por se-
leccion de resistenciaa Lit o Na*, pudieran estar involucra-
dos en laregulacién de los intercambiadores.

Otro método empleado en laidentificacion y caracteri-
zacién de intercambiadores M*/H* en levadura, es la for-
macion de vesiculas de membrana plasmética descrita por
Miirer y cols3? Esta metodologia consiste en aislar y re-
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Figura 1 Representaci6n esquemética de los principales flujos de protones (H*) y iones [M* (K*, Na*)] y posible mecanis-

mo de regulacion del intercambiador Khal.

constituir en vesiculas, la membrana plasmatica del orga
nismo que se desea estudiar. En estas vesiculas se puede
medir la entrada o la salida de iones (Na* o K*) impulsada
por un gradiente artificial de protones o los cambios en el
pH intravesicular producidos por laimposicién de un gra-
diente de cationes (Na*™ o K*). Utilizando esta técnica, Pefia
y cols® propusieron la existencia de un intercambiador
K*/H*, midiendo la acumulacion de 2°Rb* en vesiculas de
membrana plasmética de levadura, energizadas con la H*-
ATPasa. Més adelante, Ramirez y cols*® y Camarasa y
cols.> midieron la respuesta de indicadores de pH fluores-
centes, al generar un gradiente de potasio, y demostraron la
existencia de un intercambiador K/H* en la membrana
plasmética de la levadura. En ambos trabajos se observé
que el intercambiador es selectivo para potasio. También
se mostrd la sensibilidad de este intercambiador alaamilo-
rida, un inhibidor del intercambiador Nhe de la membrana
vasolateral del rifion.!® Anteriormente se habian descrito
intercambiadores K*/H*, como el Kef en E. Coli,® pero en

estos trabajos>®* se demostro la presencia de un sistema
de intercambio K*/H* en la membrana plasmética de célu-
las eucariotes.

Con laliberacién de la base de datos del genoma com-
pleto de lalevadura® y el andlisis realizado por Bruno An-
dré,! se han podido identificar (nicamente tres marcos de
lectura abierta de genes que pudieran codificar para inter-
cambiadores Na*/H* (Tabla 1). De acuerdo con la nomen-
clatura empleada en el proyecto del genomade lalevadura,
el primero de ellos es el YLR138w, que corresponde al
gene descrito por Prior y cols*® como nhal, que se men-
ciona arriba. El segundo corresponde al marco de lectura
abierta Y JL094c, nombrado como khal.® La interrupcion
de este Ultimo mostré un defecto en laregulacion intracelu-
lar de pH, la cepa silvestre mantiene su pH cercano a 6.2,
mientras que en las células con ablacion de este gene el pH
intracelular puede alcanzar valores hasta de 7.0. También
se encontré un defecto en los niveles intracelulares de po-
tasio, las células sin Khal contienen el doble de potasio
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Tabla 1. Relacion de proteinas identificadas como intercambiadores cation/proton en levaduras.

Proteina M étodo de identificacion Funcién propuesta Referencia
Sod2 Sobreexpresion y seleccion de colonias resistentes a Na'/H* Jiay col 6
NaCl 0.5 M o LiCl 0.1 M
Nhal Sobreexpresion y seleccion de colonias resistentes a Na*/H* Prior y col 8
NaCl 0.5 M o LiCl 0.1 M
Nhx1 Homologia con genes previamente descritos. Na*/H* André, B.1
Nassy col .34
Khal Homologia con genes previamente descritos. K*/H* André, B!
Ramirez y col.>°

Nota. El gene sod2 fue identificado en Schizosaccharomyces pombey los genesnhal, nhx1 y khal fueron identificados
en Saccharomyces cerevisiae. A lafechano existen reportes de proteinas similares en otras levaduras.

que las células control. Finalmente, Khal tiene similitud
con el intercambiador K*/H* Kef de E. coli, por lo que fue
clasificado como un intercambiador K*/H*.

El tercer marco de lectura abierta YDR456w corres
ponde al gene nhx1.* Lainterrupcion de este gene provoca
una pérdida de la capacidad de las células para atrapar so-
dio en la vacuola. La localizacion y funcion de Nhx1 no
estén claros. Nass y cols3* propusieron que se localiza en
la vacuola, basados en la pérdida de la actividad antes
mencionada. Numata y cols3® mediante inmunolocaliza-
cion ubicaron la proteina en la mitocondria y la renombra-
ron como Nha2. Finalmente, el mismo grupo de Nass y
Rao,*® haciendo inmunolocalizacion y andlisis de secuen-
cias de residuos de aminoacidos, proponen que el producto
de nhx1 pudiera estar localizado en diferentes organelos.
Probablemente esta proteina (Nhx1) corresponda a la acti-
vidad encontrada por Manon y cols.?® en las mitocondrias
de levadura. Estos autores solubilizaron y reconstituyeron
dicha actividad, proponiéndola como un intercambiador
K*/H*. Es importante considerar que en un trabajo previo,
se demostré en mitocondrias de higado de rata,'’ que el
intercambiador localizado en estas mitocondrias no es es-
pecifico y puede mover sodio o potasio con intercambio de
protones.

Mediante el andlisis por homologia, no parecen existir
en el genoma completo de lalevadura mas genes para pro-
teinas intercambiadoras M*/H*.28 Esto no significa que no
puedan existir otros intercambiadores, so6lo que ni las
herramientas con las que se cuentan, ni 10s experimentos
realizados hastalaactualidad son suficientes.

Estructuradelosintercambiadores Nhx1, Nhal, y
Khal.

Utilizando los algoritmos tradicionales para la predic-
cion de la estructura secundaria, se han elaborado modelos
para las proteinas intercambiadoras en la levadura. Los
model os predicen que pueden tener al menos doce cruces
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transmembranales y una estructura globular en el extremo
carboxilo de la proteina. #4850 |_a region correspondiente a
los 12 cruces transmembranal es no parece ser muy diferen-
te entre ellas; su diferencia méas importante se encuentraen
la longitud de la region carboxilo. Un dato interesante de

estos analisis es que entre las tres proteinas existe una si-
militud menor al 5% en su estructura primaria, es decir,

gue menos del 5 % de los residuos de aminoéacidos son los
mismos y/o0 se encuentran en la misma posicion. Sin em+
bargo, de manera individual, estas proteinas muestran una
similitud mayor al 25 % con proteinas intercambiadoras de
otros organismos, eliminando la posibilidad de que estos
genes estén duplicados y codifiquen para una misma fun-
¢ién, como muchos otros que se han encontrado en laleva
dura. Ladiferenciaen el extremo carboxilo de estas protei
nas se utilizo para clasificarlas de acuerdo con su localiza-
cion en la célula® El intercambiador Nhx1 presenta un

extremo carboxilo mas corto y se puede agrupar con los
intercambiadores asociados a organelos, que tienen un ta
mafio promedio de 540 a 666 residuos de aminoacidos. Los
otros dos intercambiadores asociados a la membrana plas-
matica, Nhal y Khal pertenecen a un grupo diferente, con
un tamafio promedio de 717 a 832 residuos. Otros andli-
sis,* permiten proponer la existencia de sitios de fosforila-
cion en el extremo carboxilo para los intercambiadores

Nhal y Khal. Estos sitios de fosforilacion permiten sugerir
gue la regulacion tiene un papel importante en la funcion
de estas proteinas. Desafortunadamente toda esta informa-
cion se ha obtenido a partir de predicciones con algorit-
mos, por lo tanto, es necesario purificar estas proteinas en
cantidades suficientes para hacer estudios de fosforilacion,
mutagénesis dirigiday cristalogréaficos, que permitan ratifi-
car |o anteriormente descrito.

Funcion delosintercambiadores Nhx1, Nhal, y Khal.

En cuanto ala funcién de estas proteinas en la fisiolo-
gia de la levadura, podemos encontrar un papel indepen-
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diente asociado a cada una de ellas. El intercambiador

Nhx1, se describié como parte de un sistema para capturar
sodio en lavacuola,®* que permite a las células sobrevivir
en medios con alto contenido de sodio. Sin embargo, no se
mencionaque lafuncion de esta proteina esté asociada ala
regulacion del pH vacuolar, lo cual se esperaria para una
proteina de este tipo. En cuanto a lalocalizacion de esta
proteina en la célula,3*% es posible que se encuentre tam-
bién en la mitocondria, en donde se ha establecido que el

pH, asi como los niveles de cationes monoval entes intrami-
tocondrial es, son regulados por un intercambiador no espe-
cifico®® (Fig. 1).

En el caso de Nhal, su papel fisiolégico se ha definido
como el de un sistema que permite a la levadura defender-
se del estrés salino>® intercambiando sodio del interior
por protones del exterior, permitiendo a la célula eliminar
el sodio y recircular protones para mantener el pH intrace-
lular (Fig. 1). El producto del gene nhal selocaliz6 en la
membrana plasmatica, por fluorescencia de un hibrido de
Nhal y la proteina fluorescente verde,®® y en condiciones
normales de cultivo (libre de cualquier tipo de estrés para
la célula) la expresion de nhal es muy baja'® Esta protei-
na, a parecer pertenece a un sistema de respuesta al estrés,
ya que el pH y los niveles de iones intracelulares se ven
afectados solo cuando se sobreexpresa.>® De hecho, en
una célula carente de Nhal solo se observa una ligera no-
dificacion del pH intracelular.5”

La levadura se suele cultivar en medios ricos; estos
medios contienen una fuente de carbono, una fuente de
nitrégeno y sales minerales. En estas condiciones, S. cere-
visiae es capaz de acumular potasio hasta una concentra:
cion de 200 a300 mM y solamente de 5 a 15 mM de sodio.
Esto se debe principalmente a la selectividad de los siste-
mas de transporte (Trk1y Trk2), que es 5 veces mayor pa
ra potasio que para sodio.>* También se debe considerar
gue no se han descrito sistemas de transporte especificos
para el sodio. Lo anterior hace dificil explicar o asignar
una funcién a la existencia de intercambiadores Na*/H*
como los descritos por Prior y cols*®y Nassy cols®

En cuanto a intercambiador Khal, se ha propuesto
que participa de maneraimportante en laregulacion del pH
y los niveles de potasio intracelulares.>° Aunque solo se ha
estudiado la interrupcién del gene khal, se encontré que
con la pérdida de la proteina se duplica el nivel de potasio
intracelular. También se encontré un aumento del pH intra-
celular de 0.5 a 0.8 unidades. No se sabe la localizacion
exacta de la proteina; sélo se observd que se expresa en
condiciones normales de cultivo. La interrupcién de este
gene también produjo cambios en €l ciclo celular, asi como
un incremento generalizado del metabolismo, que pudieran
responder a un estado de autoestrés provocado por €l asx
mento en la concentracién de potasio, asi como el aumento
en el pH intracelular. Se sabe que estos factores pueden
modificar el ciclo celular, asi como el metabolismo en ge-
neral.3'23'47

Dada la concentracion de potasio y la magnitud del
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gradiente de pH alcanzados por lalevadura, la presencia de
un sistema de intercambio K*/H® como los descritos,
5454950 permite explicar parcialmente la regulacion del pH
intracelular y la regulacion de la concentracién de potasio
en lalevadura. Sin embargo, en condiciones de estrés sali-
no la levadura tal vez pueda expresar o utilizar un sistema
de intercambio Na*/H*, aunque es més factible explicar la
osmotolerancia mediante € sistema de la Na*-ATPasa
(Enal), descrito por Haro y cols.?

Regulacion de los intercambiadores Nhx1, Nhal, y
Khal.

Se han clonado otro tipo de genes'®'*% denominados
hal que se designan con nimeros consecutivos del 1 al 5.
L os productos de estos genes se han identificado como po-
sibles cinasas de proteinas. Mulet y cols® proponen que
Hal4 y Hal5 regulan la actividad de los transportadores de
potasio Trk1y Trk2. Masuday cols.,?® identificaron el ge-
ne sit4 que fue descrito como una fosfatasa de proteinas.
Estos autores encontraron que la sobreexpresion de Sit4
protege a las células del estres por litio, modulando los ni-
veles de potasio y el pH intracelular. Navarre y Goffeau,®
publicaron que los flujos de iones en la levadura estan re-
gulados por un grupo de pequefias proteinas hidrofdbicas
(55 amino acidos) denominadas Pmp, cuya funcion se des-
conoce. En nuestro laboratorio encontramos gue una cepa
carente de hal4 presenta un fenotipo muy similar al encon-
trado en las cepas en donde se interrumpi6é khal (no publi-
cado). Esto, aunado ala propuesta de sitios de fosforilacion
en la extremo carboxilo de esta proteina, sugiere fuerte-
mente que su funcion pudiera ser regulada por fosforila-
cion o defosforilacion (Fig. 1).

Conclusion

Aungue el estudio de los sistemas intercambiadores en
la levadura es reciente, se han logrado establecer algunas
de susfunciones: i) participan en larespuesta al estrés sali-
no; ii) regulan el contenido de iones; iii) regulan el pH in-
tracelular; y iv) posiblemente participan en la regulacién
del ciclo celular. Actualmente los principales esfuerzos
estan dirigidos a tratar de sobreexpresar estos sistemas en
la levadura, lo que facilitard su purificacién para hacer los
estudios relacionados con la estequiometria, estructura y
regulacion. También se estén haciendo estudios de innmu-
nolocalizacion para ubicar a estas proteinas en la célulay
para conocer cuales de ellas se expresan en la levadura
Nuestro grupo de investigacion estudia, a través de muta
ciones multiples, la relacion que pueda existir entre los di-
ferentes sistemas involucrados en los flujos de iones en
levaduras.
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