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Abreviaturas y acrónimos
AEP

Alquileter fosfolípido
(del inglés alkyl-ether phospholipid)

ALP
Alquil lisofosfolípido
(del inglés alkyl lysophospholipid)

AG
Aparato de Golgi

APC
Alquil fosfocolina
(del inglés alkyl phosphocholine)

αTF
α-tocoferol

ATL
Lípido antitumoral
(del inglés antitumor lipid)

CCCP
carbonil cianuro m-clorofenilhidrazona

CCT
CTP:fosfocolina citidiltransferasa

CHX
Cicloheximida

CMC
Concentración micelar crítica

CORVET
Vps Class C Core Vacuole/Endosome Tethering

CRC
Complejo de reconocimiento de carga del 
retrómero

DAG
Diacilglicerol

DAmP
Disminución de la abundancia por 
perturbación del RNAm
(del inglés Decreased Abundance by mRNA 
Perturbation)

DIC
Microscopía de Nomarski o diferencial de 
contraste de interferencia

DiOC6(3)
Ioduro de 3,3′-dihexiloxocarbocianina

DO
Densidad óptica

DRM
Membranas resistentes a la extracción con 
detergentes no iónicos a 4 ºC
(del inglés detergent-resistant membranes)

EE
Endosoma temprano
(del inglés early endosome)

EEM
Error estándar de la media
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ESCRT
Endosomal Sorting Complexes Required for 
Transport

FACS
Citometría de flujo, concretamente la técnica 
de clasificación de células activada por 
fluorescencia
(del inglés Fluorescence-activated cell sorting)

FE
Factor de Enriquecimiento: coeficiente que 
multiplica la frecuencia con la que aparece 
una categoría funcional en un listado de genes 
respecto a la frecuencia esperada para esa 
misma categoría en una muestra aleatoria de 
genes tomada del mismo organismo.

FM 4-64
Dibromuro de N-(3-trietilamoniopropil)-
4-(6’-(4’’-(dietilamino)fenil)hexatrienil) 
piridinio, marcador fluorescente de endocitosis 
lipofílico

GAP
Proteína activadora de la GTPasa
(del inglés GTPase activating protein)

GARP
Golgi-associated retrograde protein

GEF
Factor intercambiador del nucleótido de 
guanina
(del inglés guanine-nucleotide exchange factor)

GFP
Proteína fluorescente verde
(del inglés green fluorescent protein)

GO
Gene Ontology (inglés); en el presente trabajo 
se refiere al código que identifica una categoría 
de la base de datos homónima

HOPS
Homotypic Fusion and Protein Sorting

IP
Ioduro de propidio

KO
Knock-out (inglés); un mutante de deleción de 
un único gen

LE
Endosoma tardío
(del inglés late endosome)

LPC
Lisofosfatidilcolina
(del inglés lysophosphatidylcholine)

LR
Microdominio de membrana enriquecido en 
esfingolípidos y esteroles
(del inglés lipid raft)

LY
Lucifer Yellow (marcador fluorescente de 
endocitosis de fase fluída)

MAP
Mitogen-activated protein

MβCD
Metil β-ciclodextrina

MCC/MCP
Compartimento de membrana C/P
(del inglés membrane compartment C/P)

MP
Membrana plasmática

MVB
Cuerpo multivesicular
(del inglés multivesicular body)

OSH
Oxysterol binding protein homolog

P
Valor P del contraste de hipótesis

PC
Fosfatidilcolina
(del inglés phosphatidylcholine)

PI4P
Fosfatidilinositol 4-fosfato

PKC
Proteína quinasa C
(del inglés protein kinase C)

PLC/PLD
Fosfolipasa C/D
(del inglés phospholipase C/D)
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ΔΨm 
Pontencial transmembrana mitocondrial

RE
Retículo endoplásmico

RFP
Proteína fluorescente roja
(del inglés red fluorescent protein)

ROS
Especies reactivas de oxígeno
(del inglés reactive oxygen species)

TGN
Red del trans-Golgi
(del inglés trans-Golgi network)

UFC
Unidad formadora de colonias

UPR
Respuesta a proteínas mal plegadas
(del inglés unfolded protein response)

VMA
Vacuolar Membrane ATPase

VPS
Vacuolar Protein Sorting

WT
Tipo silvestre
(del inglés wild type)

Los símbolos que identifican los genes de Saccharomyces cerevisiae se escriben en mayúsculas y 

cursiva cuando se trata del alelo dominante o presente en el tipo silvestre (p. ej. LEM3). Otros alelos 

recesivos se denotan con el mismo símbolo en cursiva, en minúsculas (lem3, lem3Δ, lem3-1). La 

proteína correspondiente a un gen se denota con el mismo símbolo sin cursiva, seguido de la letra “p” 

y con únicamente la primera letra en mayúscula (Lem3p). En el presente trabajo esta última regla se 

ha observado siempre que, en un mismo texto, se hiciera referencia a genes y proteínas. Cuando sólo 

se hacía referencia a proteínas y no cabía por tanto confusión, se ha omitido la “p” final (Lem3) para 

una mayor legibilidad.
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Introducción

Lípidos antitumorales

Los lípidos antitumorales (ATLs) son compuestos sintéticos con una estructura semejante a los 

fosfolípidos. Estos compuestos son activos frente a diversos organismos y tipos celulares, incluidos 

células tumorales, lo que ha suscitado interés en su potencial clínico. En el presente trabajo se estudia 

el mecanismo de acción de varios lípidos antitumorales, empleando como modelo experimental la 

levadura Saccharomyces cerevisiae. Esta primera sección de la introducción presentará, por tanto, los 

aspectos teóricos básicos acerca de estos compuestos descritos en la literatura existente. 

Historia

Los ATLs tuvieron su origen en estudios sobre la respuesta del sistema inmune. Fueron 

sintetizados por vez primera a finales de los años 60, para estudiar el efecto de la lisofosfatidilcolina 

(LPC) sobre los macrófagos. La lisofosfatidilcolina (ilustración 1 A) se había demostrado como 

un potente activador de la fagocitosis en estas células1. Sin embargo, la activación resultante era 

transitoria y de difícil estudio, al ser la LPC rápidamente metabolizada en otras moléculas. Buscando 

una activación más prolongada que permitiera el estudio de la señalización, se sintetizaron análogos 

de la LPC más estables metabólicamente. Los compuestos denominados alquil-lisofosfolípidos, como 

la edelfosina, mantienen la misma estructura general pero presentaban una diferencia fundamental: 

en lugar del ácido graso esterificado de la LPC poseían una cadena alifática, unida mediante un éter, 

en la posición sn-1 del glicerol (ilustración 1 B, ). Esta sustitución los protegía de las reacciones de 
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hidrólisis a las que son susceptibles los enlaces éster. La posición sn2 está ocupada por distintos grupos 

en los varios alquil-lisofosfolípidos existentes; la edelfosina presenta un radical metoxi (ilustración 1 

B, ▶). Esto impide la acilación con otro ácido graso, reacción a la que sería susceptible el radical 

hidroxilo presente en la LPC (ilustración 1 A, ▶). 

A Lisofosfatidilcolina

B Edelfosina

HO

O

O

O

P

O–

OOR1

N+

CH3

CH3

CH3

MeO

O

O

P

O–

OO
N+

CH3

CH3

CH3( )
17

Ilustración 1: estructuras de la lisofosfatidilcolina (A) y la edelfosina (B).: enlace entre el glicerol 
y la cadena alifática en sn-1. R1: cadena alifática (variable, según el ácido graso esterificado en sn-1). 
▶: radical en sn-2.

Las propiedades antitumorales, tanto de la LPC como de varios análogos, fueron descritas en 

19782,3. Estos estudios demostraban una doble acción antitumoral: indirecta, que se achacaba a la 

estimulación de los macrófagos que a su vez atacaban a las células tumorales, pero también directa 

sobre esas mismas células, como se observaba en ensayos in vitro en los que no había macrófagos 

presentes. Posteriores estudios in vitro confirmaron la acción antitumoral de diversos análogos de la 

LPC en líneas derivadas de tumores tanto hematológicos como sólidos3–8. Desde los años 80 los ATLs 

han sido objeto de estudio en múltiples aspectos, tratados con mayor detalle en secciones posteriores. 

Se sintetizaron también nuevas moléculas como la miltefosina9 o la perifosina10, buscando mejorar 

las propiedades de los compuestos. Se han descrito otras aplicaciones de los ATLs, entre las que 

cabe destacar el tratamiento frente a protozoos parásitos11–13. Los primeros ensayos clínicos fueron 

realizados en los años 80 con edelfosina14,15, con resultados poco satisfactorios. Otros usos de los ATLs 

fueron más eficaces: la miltefosina fue aprobada para el tratamiento de metástasis cutánea de cáncer 

de mama y, posteriormente, para el tratamiento de la leishmaniasis.
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Estructura y propiedades

ATLs de primera generación

Los primeros ATLs en sintetizarse fueron los análogos de la lisofosfatidilcolina. Su característica 

definitoria es la presencia de enlaces éter en las posiciones sn-1 y sn-2 del glicerol. Ya que varios ATLs 

poseen una cadena corta (metoxi) en sn-2, estos compuestos también son conocidos como análogos 

alquil-lisofosfolípidos (ALPs). En la ilustración 2 se recogen las fórmulas de los ALPs edelfosina (A) e 

ilmofosina (B), que sustituye el éter por un enlace semejante de tipo tioéter16.

ATLs de segunda generación

Una nueva clase de ATLs resultó de la simplificación de la primera generación de estos 

compuestos en sus componentes esenciales. Las modificaciones químicas realizadas sobre la 

molécula inicial de fosfatidilcolina –enlace éter en sn-1, eliminación del hidroxilo reactivo en sn-2–

dan a los ALPs una gran estabilidad química una vez se incorporan a la célula. Esta característica es 

imprescindible para la toxicidad de estos compuestos. Eibl y Unger plantearon una nueva clase de 

moléculas, que al igual que los ALPs serían alquilfosfolípidos y en las que podría mantenerse dicha 

estabilidad si se eliminaba completamente la molécula de glicerol y los enlaces resultantes9. En esta 

nueva clase se mantendría el grupo polar, formado por la fosfocolina, directamente unido a una 

cadena alifática de longitud semejante a la empleada en los ALPs. La segunda generación de ATLs 

consiste por tanto en alquilfosfocolinas (APCs). El prototipo de las APCs es la miltefosina (ilustración 

2 C). La erucilfosfocolina (ilustración 2 D) presenta una cadena alifática de mayor longitud y con una 

insaturación. En la perifosina (ilustración 2 E) se sustituye en el grupo polar la colina (un compuesto 

de amonio cuaternario unido a una cadena lineal) por una N,N-dimetilpiperidina (un compuesto de 

amonio cuaternario dentro de un heterociclo) 

Determinantes estructurales de la toxicidad

En las estructuras químicas de los ATLs de ambas generaciones se encuentran características 

comunes. La arquitectura mínima del lípido esencial para su actividad comprende el grupo polar 

unido a la cadena alquilo9. La ausencia del grupo polar o la sustitución de la colina por otra especie 

completamente distinta conllevan pérdida de actividad17. Determinadas sustituciones menores no 

alteran sin embargo la actividad de los compuestos, como demuestra la perifosina con su compuesto 

cuaternario de amonio en un heterociclo. El alquilo puede tener una extensión variable. Varios ATLs 

tienen cadenas de 16-18 C, que se han demostrado igualmente efectivas2,3,9,17; sin embargo, un ALP 

con un alquilo de 12 C requirió una concentración alrededor de diez veces mayor para lograr el 

mismo efecto antitumoral que con 18 C3.



20

S O
P

OOH

O
N

+

CH3

C H3

C H3
O

CH3

CH3

CH3 O
P

OOH

O
N

+

CH3

C H3

C H3

O
P

OOH

O
N

+

CH3

C H3

C H3

O

O
CH3

CH3

O
P

OOH

O

N
+

C H3
C H3

CH3

O
P

OOH

O
N

+

CH3

C H3

C H3
C H3

A Edelfosina   C27H58NO6P  PM: 523,7
 1-O-octadecil-2-O-metil-rac-glicero-3-fosfocolina

B Ilmofosina   C26H56NO5PS  PM: 525,8
 1-hexadeciltio-2-metoximetil-rac-glicero-3-fosfocolina

C Miltefosina   C21H46NO4P  PM: 407,6
Hexadecilfosfocolina

D Erucilfosfocolina  C27H56NO4P  PM: 489,7
 cis-13-docosenilfosfocolina

E Perifosina   C25H52NO4P  PM: 461,6
 Octadecil-(N,N-dimetilpiperidinio-4-il)fosfato

Ilustración 2: estructura química, fórmula empírica y nomenclatura sistemática de diversos lípidos 
antitumorales. A: edelfosina. B: ilmofosina. C: miltefosina. D: erucilfosfocolina. E: perifosina. PM: 
peso molecular.

Hay múltiples evidencias de que la actividad antitumoral de los compuestos esta necesariamente 

ligada a su estabilidad metabólica. Durante la síntesis de los primeros APLs se tuvo en cuenta que 

la LPC era sustrato de dos actividades enzimáticas, encargadas de mantenerla a una concentración 

reducida en las membranas biológicas: la lisofosfolipasa, que hidroliza el enlace éster en sn-1 

(ilustración 3 A) formando ácido fosfatídico, y la aciltransferasa, que forma un éster entre un ácido 

graso y el grupo hidroxilo en sn-2 (ilustración 3 B) formando fosfatidilcolina. Por tanto se realizaron 

modificaciones químicas en esas posiciones para aumentar la estabilidad metabólica de los análogos 

de LPC. El enlace éter en sn-1 de la edelfosina no puede ser hidrolizado por la lisofosfolipasa. Su 

sustitución por un enlace éster permite la actividad del enzima y lleva a la pérdida de actividad 

del compuesto3. La edelfosina tiene también un metoxilo en la posición sn-2, lo que bloquea la 

transferencia de un grupo acilo. Si se sustituye por un hidroxilo, la molécula puede sufrir acilación 

y pierde su actividad3. Los enlaces O-alquilo en la posición sn-1 de un glicerofosfolípido sí pueden 
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ser degradados por una monooxigenasa18. Esta actividad enzimática está sin embargo restringida 

fundamentalmente al hígado, y depende también del grupo presente en la posición sn-2: el radical 

metoxilo de la edelfosina impide de hecho su degradación por este enzima19. Por su parte, las APCs, 

al carecer del glicerol y tener su grupo alquilo directamente unido al ácido fosfórico, no son sustratos 

de ninguno de estos enzimas. La LPC y sus análogos (ALPs y APCs) tienen además un fosfodiéster 

susceptible de ser degradado por fosfolipasas de clase C o D (ilustración 3, C y D respectivamente). 

Tratando células con edelfosina tritiada se puede monitorizar la transformación del compuesto. Tras 

24 horas de tratamiento se observó una escasa transformación: menos del 2% del compuesto original 

había perdido la fosfocolina19. La estabilidad del fosfodiéster se observa en otros compuestos como 

la miltefosina9. La gran estabilidad metabólica de los ATLs indica además que los efectores de la 

toxicidad son las moléculas originales y no metabolitos derivados de las mismas. De acuerdo con esta 

idea, un análogo de edelfosina cuyo grupo fosfato fue modificado en un fosfonato, no hidrolizable por 

las fosfolipasas C o D, mantuvo la actividad antitumoral a concentraciones semejantes a la edelfosina20. 

Así mismo, se comprobó que la molécula resultante de la acción de la fosfolipasa C sobre la edelfosina 

(1-O-octadecil-2-O-metoxiglicerol) no era tóxica para células sensibles a edelfosina17,21, y por tanto 

que la edelfosina no actuaba como profármaco.
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B 
Ilustración 3: actividades enzimáticas capaces de degradar la LPC. A: lisofosfolipasa. B: 
aciltransferasa. C: fosfolipasa C. D: fosfolipasa D.

Mecanismo de acción

Propiedades generales

Debido a su naturaleza lipídica, los ATLs en una solución acuosa tienden a interaccionar con 

las membranas biológicas. Las moléculas anfipáticas de pequeño tamaño como los ATLs tienden, 

a concentraciones elevadas, a asociarse entre sí en vez de con membranas preexistentes, formando 

micelas en la solución acuosa. El reparto entre estas dos fases depende de la concentración: por 

encima de la denominada concentración micelar crítica (CMC) de la molécula, esta se encuentra 
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mayoritariamente en micelas. Una CMC muy baja indica que una sustancia tiene preferencia por 

formar micelas consigo mismo, en vez de micelas mixtas con otros compuestos. Esto se asocia a 

detergentes ineficientes, pues la solubilización de membranas por detergentes consiste en la formación 

de micelas mixtas detergente-membrana. La edelfosina tiene una CMC baja (5-10 µM), indicativa de 

que sus moléculas se asocian preferentemente entre sí y no con otros lípidos22, y a concentraciones 

semejantes a su CMC no ejerce un gran poder detergente. Aunque el efecto detergente de la LPC 

y diversos análogos es semejante, sólo la edelfosina posee actividad antitumoral23. La miltefosina 

presenta una CMC del mismo orden de magnitud24. Esto descarta una correlación entre ambas 

propiedades: no parece que la actividad biológica de los ATLs esté relacionada con la solubilización 

de las membranas, que sólo provocan a concentraciones elevadas.

Los ATLs interaccionan a bajas concentraciones con las membranas biológicas, alterando diversos 

procesos celulares e induciendo toxicidad celular. Difieren por tanto de fármacos tradicionalmente 

empleados en quimioterapia del cáncer cuya diana molecular es el ADN, como los agentes alquilantes, 

análogos de bases nitrogenadas, inhibidores de topoisomerasas, bleomicina o antraciclinas. Muchos 

de estos agentes provocan un estrés por daño celular, que induce apoptosis y lleva en última instancia 

a la muerte celular25. Esto indica que las células tumorales poseen una maquinaria apoptótica 

suficientemente funcional y susceptible de ser activada en determinadas condiciones, pero son capaces 

de evadir los mecanismos fisiológicos de control celular que, en células sanas, provocarían su muerte 

por apoptosis26. El mecanismo de acción de la edelfosina implica la activación de la apoptosis27,28, 

propiedad que posteriormente se ha extendido a otros ATLs29,30. La edelfosina es capaz de inducir una 

apoptosis selectiva en las células tumorales y su acción proapoptótica se asocia con la incorporación 

del éter lípido en la célula cancerígena17. Dada la peculiar naturaleza de las dianas moleculares de 

estos compuestos es de gran interés conocer cómo inducen apoptosis estos compuestos. Sin embargo, 

la respuesta está lejos de ser simple.

Metabolismo lipídico

La fosfatidilcolina (PC) es el lípido más abundante en las membranas biológicas31. Además de esta 

función estructural, la PC es el sustrato para la síntesis de moléculas que intervienen en procesos de 

señalización, como el diacilglicerol y la ceramida31. Ya en uno de los primeros estudios sobre el modo 

de acción de la edelfosina se postuló que interfería con el metabolismo lipídico5. La edelfosina provoca 

una caída de la concentración celular de PC, al inhibir la síntesis del lípido a partir de colina5,32. La 

LPC y los ATLs inhiben la CTP:fosfocolina citidiltransferasa33–35 (ilustración 4, CCT). La inhibición 

por LPC supone un beneficio para la célula, al disponerse de una ruta alternativa de síntesis de PC 

(mediante la acilación de LPC; ilustración 4, AT/TA) menos costosa energéticamente. Sin embargo, 

los ATLs no son sustratos de aciltransferasas/transesterasas para la síntesis de PC, e incluso reducen la 
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conversión de la LPC presente en la célula en PC al actuar como inhibidores competitivos5. Por tanto, 

la inhibición de la CCT por ATLs se acompaña de un descenso en la producción de PC.
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Este efecto inhibitorio puede ser fundamental en la toxicidad de los ATLs: la presencia en el 

medio de cultivo de LPC como una fuente alternativa de PC o la sobreexpresión de la CCT son 

capaces de mitigar el efecto citotóxico de los compuestos33,36,37. Pero la mera inhibición de CCT no 

es suficiente en todas las ocasiones para inducir toxicidad celular. La estimulación de ese enzima 

con ácido oleico, en células MCF-7 tratadas con edelfosina, restauró la síntesis de PC, pero no el 

crecimiento celular38. En ese mismo estudio se indicó que la edelfosina sí interfiere en el metabolismo 

lipídico de las células A549, que sin embargo son resistentes al compuesto38. Otro trabajo comparó 

el efecto del tratamiento con miltefosina en células silvestres tratadas respecto a la muerte inducida 

en un mutante termosensible de CCT. Los perfiles lipídicos de ambas células y los mecanismos de 

muerte implicados fueron distintos39. Esto indicó que en la toxicidad por miltefosina intervenían 

otros procesos celulares, además de la inhibición del metabolismo lipídico. Aunque la inhibición de 

CCT parece un mecanismo común a diversos ATLs, la importancia de este proceso en la citotoxicidad 

final depende del contexto celular. 
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Estrés en el retículo endoplásmico

Varias aproximaciones experimentales han revelado un papel del retículo endoplásmico (RE) 

en la inducción de apoptosis por ATLs. El RE participa en la biosíntesis de lípidos y proteínas, en la 

maduración de éstas y en la homeostasis del calcio celular. Las alteraciones en estos procesos provocan 

un estrés en el orgánulo. La célula responde a este estrés activando la llamada respuesta a proteínas 

mal plegadas (UPR): se detiene la síntesis proteica, se incrementan las chaperonas que permiten el 

correcto plegamiento de las proteínas y la degradación de las mal plegadas. La UPR busca restaurar 

la homeostasis del RE; sin embargo, si la UPR no es capaz de evitar un estrés de RE prolongado, se 

puede activar una respuesta apoptótica40,41. La CTP:fosfocolina citidiltransferasa reside en el retículo 

endoplásmico, y se ha hipotetizado que la inhibición de la CCT puede inducir en sí misma un estrés 

de retículo42. En algunos tipos celulares se observa esta perturbación del metabolismo lipídico, que 

sin embargo no es capaz sin embargo de inducir apoptosis43. Dado que se ha observado acumulación 

de análogos fluorescentes de la edelfosina en ese orgánulo44, se ha sugerido por tanto que los 

ATLs son capaces de producir estrés de RE mediante otros mecanismos, como la incorporación 

a las membranas del orgánulo y la desregulación del calcio acumulado en su interior43,45. El estrés 

continuado provocado por los compuestos induce apoptosis mediante la activación de caspasas y la 

participación de la mitocondria. Tiene también un papel importante la MAP quinasa JNK43,45,46, que 

puede inducir apoptosis (ver siguiente sección).

Interferencia con rutas de señalización

Una de los primeros efectos de los ATLs observados fue la inhibición de la función proteína 

quinasa C (PKC). La familia PKC comprende varias quinasas con patrones de expresión tejido 

específicos que regulan por fosforilación la actividad de otras proteínas. Las isoenzimas PKC actúan 

sobre diversas proteínas, a través de las cuales regulan rutas de señalización muy diversas, en algunas 

ocasiones de efectos contrapuestos. La mayoría de las isoenzimas comparten la capacidad de ser 

activadas por diacilglicerol (DAG)47. A pesar de la diversidad de funciones de la familia, es bien 

conocido que su estimulación con análogos del DAG promueve la progresión tumoral47, lo que ha 

llevado a considerar la inhibición de PKC –o de isoformas específicas– como una potencial terapia 

contra el cáncer48. La inhibición por edelfosina de PKC fue uno de los primeros mecanismos de acción 

propuestos para la actividad antitumoral del fármaco49. Las PKC se activan mediante su unión a 

membranas biológicas enriquecidas en DAG, y la incorporación de ATLs a dichas membranas podría 

alterar esta interacción con las quinasas, resultando en la inhibición observada. Existen sin embargo, 

además de estudios que muestran inhibición de PKC49, otros que muestran en el mismo tipo celular 

activación de la quinasa50 y que la toxicidad por edelfosina es independiente de la actividad quinasa51. 

Los estudios del efecto de edelfosina sobre PKC han sido revisados52, resultando poco claras e incluso 
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contradictorias las evidencias experimentales. La participación de PKC en la toxicidad por ATLs no 

se puede aseverar con certeza.

Los ATLs también pueden inhibir las fosfolipasas que generan lípidos mensajeros implicados 

en rutas de señalización. La fosfolipasa C (PLC) específica de fosfoinosítidos actúa sobre el fosfoéster 

que une el glicerol con el ácido fosfórico en esos lípidos (el mismo enlace que el indicado en la 

ilustración 3, posición C). Se ha comprobado que la edelfosina es un potente inhibidor de dicha PLC53, 

postulándose que interfiere en la unión de la fosfolipasa con su proteína G activadora54. También se 

ha observado esta inhibición por miltefosina55. La hidrólisis de fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato genera 

dos mensajeros, DAG e inositol-1,4,5-trifosfato. El DAG es, como se ha mencionado, un activador 

de las proteína-quinasas C: la inhibición de estas quinasas observada en determinados estudios 

podría ser causada indirectamente por la inhibición de la PLC, al menos parcialmente. El tratamiento 

prolongado con edelfosina inhibe también la liberación de inositol-1,4,5-trifosfato56, que provoca 

a su vez la liberación de un segundo mensajero (calcio intracelular). La fosfolipasa D (PLD) actúa 

sobre el otro fosfoéster de los fosfolípidos generando ácido fosfatídico, que puede ser convertido 

posteriormente en DAG. Ambos lípidos intervienen en la regulación del transporte vesicular 

(comentado en la sección Requerimientos lipídicos del tráfico vesicular en el TGN). Distintos ATLs son 

capaces de inhibir la PLD57,58; el mecanismo exacto de esta inhibición no está bien caracterizado, y 

puede deberse en parte a la regulación que ejerce PKC sobre la fosfolipasa58.

Un tercer mecanismo para el funcionamiento de los ATLs que se ha propuesto es su interferencia 

en las rutas de transducción de señales por MAP quinasas. La quinasa ERK1/2 promueve supervivencia 

celular, siendo las alteraciones en su ruta de señalización frecuentes en varios cánceres59, y el tratamiento 

con distintos ATLs disminuye la actividad de la ruta30,60. Un posible origen de esta disminución se 

encuentra al inicio de la ruta, en la MAP quinasa quinasa quinasa Raf. La activación de Raf depende 

de su unión a la membrana plasmática, y para esa unión es fundamental que Raf interaccione con 

la proteína  G Ras59. La edelfosina interfiere en la interacción Ras-Raf61, lo que podría explicar la 

reducción que provoca en la unión de Raf a la membrana60. Los ATLs también pueden interferir 

en la ruta de señalización por la MAP quinasa JNK, induciendo su activación prolongada30,46,62. El 

factor de transcripción c-Jun, al que JNK fosforila y activa, parece jugar un papel importante en la 

toxicidad por ATLs en esos casos30,46. La ruta de JNK se activa en respuesta a diversas señales de estrés, 

y su activación prolongada puede inducir una respuesta apoptótica63. Las alteraciones provocadas por 

los ATLs y potencialmente responsables de la activación de JNK son numerosas (revisadas por Van 

Blitterswijk y Verheij64). La inhibición del metabolismo lipídico o el estrés del RE43 se ha asociado 

con la señalización por JNK. Alteraciones en las membranas podrían provocar, en determinados 

casos, reclutamiento de chaperonas, estabilización de JNK y una activación prolongada de la misma65. 

Por tanto, los ATLs pueden afectar de dos maneras distintas a la señalización por MAP quinasas: 

inhibiendo una ruta pro-supervivencia (ERK) y activando una ruta pro-apoptótica (JNK). Este efecto 
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dual es de especial interés ya que se ha postulado que el destino de la célula (supervivencia o muerte 

por apoptosis) depende precisamente del equilibrio entre ambas señales66.

La perifosina inhibe la ruta de señalización por la quinasa Akt67, capacidad que ha sido extendida 

a otros ATLs68–70. La fosforilación por Akt de diversos sustratos promueve la supervivencia celular, 

induce la degradación de efectores de la apoptosis e inhibe este proceso. Diversos tumores presentan 

alteraciones en la ruta de señalización por Akt, y se considera esta ruta una potencial diana para el 

tratamiento del cáncer71. La activación de Akt requiere de su asociación a la membrana mediante la 

interacción con fosfolípidos específicos (fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato)71. Los ATLs interfieren con 

esta unión: un marcador, consistente en una proteína fluorescente fusionada al dominio de interacción 

de lípidos de Akt, pierde en presencia de perifosina la capacidad de translocarse a las membranas67,72. 

Por otro lado, una forma miristoilada de Akt (que interacciona constitutivamente con las membranas, 

sin depender de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato) no sufre inhibición por perifosina67. Por tanto, se 

ha propuesto que la perifosina inhibe Akt interfiriendo en su asociación con las membranas.

Activación de la ruta extrínseca de la apoptosis

La estimulación extracelular del receptor de muerte Fas induce su trimerización, el reclutamiento 

de la proteína adaptadora Fadd y, a través de esta, el reclutamiento y la activación de los efectores de 

apoptosis caspasa 8/10. Se conoce a esta ruta de transducción de señales como ruta extrínseca de 

la apoptosis, distinta de la ruta intrínseca mediada por la mitocondria73. La apoptosis promovida 

por edelfosina depende, en determinados tipos celulares, de la incorporación del compuesto y de la 

expresión de Fas74, lo que indica un papel de este receptor en el mecanismo de muerte. La edelfosina 

provoca el desplazamiento de Fas a microdominios de membrana lipid raft, la concentración de los 

mismos74,75 y el reclutamiento de Fadd y caspasa 8/1076,77. Tanto la activación de las caspasas como la 

participación de la mitocondria es esencial para la apoptosis en este proceso78. En concordancia con 

ese papel se observó reclutamiento a los lipid rafts de Bid, una proteína capaz de comunicar la ruta 

extrínseca con la intrínseca76. La implicación de la mitocondria encaja con el efecto protector ejercido 

por las proteínas mitocondriales antiapoptóticas Bcl-2 y Bcl-XL
17. Estas observaciones se aplican 

también a la APC perifosina79.

Múltiples mecanismos de acción están implicados en la toxicidad por ATLs

En la literatura científica concerniente a los ATLs es frecuente encontrar una frase como la 

siguiente: “El mecanismo exacto de acción del ATL aún no se conoce, aunque estudios previos han 

implicado la ruta…”. La ruta en cuestión puede, de hecho, ser una entre muchas: como se ha resumido 

en la sección anterior, los ATLs interfieren con procesos biológicos muy diversos. La interacción 

directa de un compuesto químico con una proteína generalmente indica que ambas moléculas tienen 



27

una geometría molecular compatible. Tal interacción explica la especificidad de los fármacos por sus 

dianas moleculares. Este no parece ser el caso de los ATLs, y su misma naturaleza lipídica explica, en 

parte, la variabilidad de sus efectos. La incorporación de los ATLs a las membranas celulares modifica 

las propiedades de las mismas. Como resultado, se ve alterada la función de proteínas que se asocian 

a membranas, un grupo muy diverso. El estudio del mecanismo de acción de estos compuestos debe 

distinguir entre alteraciones celulares que afecten directamente a la viabilidad y aquellas no relevantes 

para la supervivencia celular. Debe evaluarse, entre las primeras, qué importancia tiene cada una en 

la toxicidad celular, así como las posibles relaciones causales entre las mismas.

La variabilidad observada en los resultados de distintos grupos se explica además por otro 

factor: la heterogeneidad de condiciones experimentales empleadas. La historia del estudio de los 

ATLs muestra una constante diversificación. Los compuestos empleados eran en principio ALPs, 

fundamentalmente edelfosina, para luego extenderse a la miltefosina y posteriormente a otras APCs. 

Ciertas características funcionales parecen ser compartidas por todos los ATLs; sin embargo, un 

catálogo completo de los mecanismos de acción y el peso de cada uno en la toxicidad final no se ha 

llevado a cabo ni siquiera para un solo ATL prototipo. La falta de tal prototipo entraña un riesgo a la 

hora de comparar compuestos distintos, sus efectos y relacionarlos con los mecanismos moleculares 

que los causan.

Otro factor de variabilidad es el amplio espectro de sistemas biológicos empleado en el estudio 

de los ATLs. Ya las primeras observaciones del efecto antitumoral de estos compuestos se realizaron 

en una variedad de sistemas: líneas celulares derivadas de sarcoma2,5 o ratones inoculados con las 

mismas2, células leucémicas aisladas de pacientes3 y líneas derivadas de tumores sólidos6. Todo ello 

sin tener en cuenta modelos biológicos completamente distintos, como protozoos u hongos, también 

sensibles a los compuestos. En general se observan respuestas variables a los ATLs en las distintas 

líneas celulares, como corresponde a tipos celulares con grandes diferencias genéticas y metabólicas. 

Los estudios que comparan varias líneas buscan relacionar la distinta respuesta al compuesto con 

alguna característica diferencial; pero corren el riesgo, si no se contemplan todas las diferencias 

entre líneas celulares o el conocimiento de las mismas es incompleto, de hacer una interpretación 

incompleta, o confundir correlación con causalidad.

Finalmente, el conocimiento del metabolismo y las rutas de supervivencia y muerte celular se ha 

incrementado progresivamente en las cinco décadas transcurridas desde la invención de los primeros 

ATLs. En este periodo se ha ido comprobado progresivamente que múltiples rutas intervienen en la 

toxicidad por ATLs. Esta expansión del campo ha llevado a un mejor conocimiento de cómo actúan 

estos compuestos. Sin embargo, el énfasis en uno de los mecanismos de los compuestos –según la 

preferencia y experiencia de los distintos grupos implicados en el campo– puede llevar a no considerar 
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la influencia de mecanismos alternativos. La falta de estudios comparativos lleva a una atomización 

del conocimiento sobre los ATLs que hace más difícil validar los resultados de otros investigadores.

La incorporación de ATLs es relevante para su selectividad

Un compuesto antitumoral con utilidad terapéutica debe reunir dos propiedades: toxicidad 

(capacidad de matar células) y selectividad (capacidad de atacar preferentemente las células 

tumorales, respetando las células sanas). Una selectividad elevada permite incrementar la dosis con 

efectos secundarios reducidos. La distinta respuesta de células sanas y tumorales implica, además, que 

existe alguna característica, diferencial entre ambos tipos celulares y que participa o interacciona con 

el mecanismo de acción del compuesto. Por tanto, el estudio del modo de acción de un compuesto 

selectivo puede revelar posibles dianas farmacológicas, con independencia de su utilidad clínica final. 

En este sentido los ATLs presentan un gran interés. Se ha demostrado que la edelfosina es eficaz ante 

líneas celulares derivadas de distintos tipos tumorales, pero no tóxicos frente a células normales3,17,74, 

y los estudios de modelos animales y ensayos clínicos revelaron que los ATLs poseen una reducida 

toxicidad en los tejidos sanos (ver sección Uso en clínica). Existen sin embargo algunas excepciones: 

células tumorales resistentes80 y células sanas sensibles a ATLs81.

Como se ha comentado previamente, son varios los mecanismos celulares susceptibles de ser 

alterados por los ATLs y así inducir la toxicidad celular. Un paso imprescindible previo a la activación 

de estos mecanismos es la incorporación de los compuestos a las células. Diversos experimentos 

han mostrado una correlación entre incorporación del ATL y toxicidad celular17,4,82,74, y una falta 

de incorporación en células sanas17,74. Un bloqueo de la incorporación del compuesto provocaría 

así resistencia. Células que no incorporan naturalmente edelfosina mueren por apoptosis cuando 

se les microinyecta el compuesto74,76. Por otro lado, mediante incubación prolongada en presencia 

del ATL se generaron líneas resistentes; esta resistencia se debía, en muchos casos, a defectos en la 

incorporación del ATL (revisados por van Blitterswijk y Verheij64). Todo esto parece indicar que la 

incorporación de los compuestos es un paso crítico para su toxicidad y que puede determinar su 

selectividad.

Se ha propuesto varias vías de incorporación de los ATLs. El tratamiento con inhibidores de 

endocitosis, como la monensina, produce una reducción en la incorporación de edelfosina83,84; sin 

embargo, las células mantienen cierto nivel de incorporación no saturable83. Esto podría indicar la 

presencia de un mecanismo de incorporación paralelo e independiente de la endocitosis, y de hecho 

se ha demostrado en algunos tipos celulares que la incorporación es completamente independiente 

de las vías endocíticas conocidas85,86. En el estudio comparativo entre una línea celular sensible a 

edelfosina y otra resistente, generada de la primera, se halló el origen de la resistencia en un defecto en 

la incorporación del ATL83. No obstante, la línea resistente mostraba una incorporación de marcadores 
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de endocitosis, tanto de fase fluida como mediada por receptor, idéntica a la línea sensible. Los autores 

de este estudio plantearon que esta aparente contradicción sería fruto del transporte de ATLs por una 

vía endocítica alternativa, proponiendo un mecanismo de endocitosis mediado por microdominios 

de membrana o lipid rafts. De hecho, han comprobado que la disrupción de estas estructuras previene 

la incorporación y toxicidad por ATLs75,76,79,83,87.

La interacción de ATLs con lipid rafts ha sido observada independientemente por otros 

grupos75,79, habiéndose propuesto dichos dominios lipid rafts como una nueva diana terapéutica en el 

tratamiento del cáncer88. Estudios con membranas modelo sugieren que estos compuestos tienen una 

alta afinidad por el colesterol22,23, que se concentra en los lipid rafts. La incorporación de los ATLs a las 

membranas estaría así mediada por dichos microdominios, y su asociación con los mismos provocaría 

cambios en su estructura física89. Sin embargo, los microdominios proporcionan regiones de la 

membrana para el anclaje de proteínas específicas y funcionan como plataformas de señalización. En 

ese sentido la incorporación de ATLs a lipid rafts se ha asociado a la activación de la ruta extrínseca de 

la apoptosis mediante el receptor Fas75,79. La disrupción de lipid rafts podría afectar a otras proteínas 

y procesos, además de la endocitosis, que evitaran la toxicidad por ATLs. Se ha propuesto que la 

incorporación por endocitosis es una propiedad de las células leucémicas y diferente del mecanismo 

de incorporación presente en células de carcinoma64 (ver párrafo siguiente). Esta hipótesis no explica, 

sin embargo, resultados semejantes e indicativos de incorporación por endocitosis que se han obtenido 

con células HeLa90, mientras que en otras células leucémicas la participación de este mecanismo 

ha sido rechazado85. En una línea derivada de un carcinoma hepático la endocitosis parecía ser el 

mecanismo de incorporación del compuesto: un inhibidor de la endocitosis o la disrupción de lipid 

rafts eran capaces de reducir la incorporación de perifosina91. En cualquiera de las dos condiciones sin 

embargo se mantenía una incorporación mínima de alrededor de un 40%, mientras que marcadores 

de endocitosis se reducían a 0%. Con ambas condiciones además la reducción era semejante a 37 ºC 

y a 0 ºC, y a esta última temperatura la endocitosis está básicamente bloqueada. La conclusión de 

este estudio fue que existía, en esa línea celular, otro mecanismo de incorporación independiente 

de la endocitosis. Este mecanismo también se veía afectado por el inhibidor empleado o la técnica 

de disrupción de lipid rafts. Por tanto, el uso en otros estudios de estas dos técnicas podría no ser 

adecuado para estimar la participación de la endocitosis en la incorporación de los compuestos. Este 

extremo quedó confirmado mediante el silenciamiento específico de componentes del citoesqueleto: 

mientras que sí se reducía la incorporación de marcadores de endocitosis, la incorporación de 

perifosina permanecía prácticamente constante91. El mecanismo alternativo, posteriormente 

identificado, es de hecho independiente de la endocitosis92. Estos resultados ponen en cuestión las 

evidencias experimentales previas que sugieren una incorporación de los ATLs por endocitosis en 

ciertos tipos celulares. No puede descartarse automáticamente que la endocitosis juegue un papel en 

la incorporación celular de ATLs; sin embargo, se hace necesario revisar los estudios existentes con 
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técnicas más delicadas para interpretar inequívocamente la aportación real de la endocitosis en la 

incorporación de los compuestos.

Estudios en levadura (revisados con mayor detalle en la sección posterior Transporte de 

aminofosfolípidos por flipasas), y posteriormente en células humanas, demostraron la implicación de 

la familia P4 de ATPasas de membrana en la incorporación de ATLs. Estas P4-ATPasas son proteínas 

translocadoras de lípidos hacia la cara citosólica de las membranas93. Debido al carácter anfipático 

de los lípidos que componen las membranas, tal movimiento (flip) es energéticamente desfavorable. 

Las P4-ATPasas son flipasas: catalizan el transporte activo específico para ciertas clases de lípidos 

(revisados por Riekhof y Voelker94), y generan una asimetría en la composición entre las dos capas 

de las membranas biológicas que es esencial para la función de las mismas. Las flipasas de levadura 

deben formar heterodímeros para ser funcionales: la subunidad catalítica, que media el transporte 

del lípido en sí, se asocia a una subunidad accesoria que provee estabilidad y localización al dímero95. 

Sus sustratos son fosfolípidos, incluyendo derivados fluorescentes con modificaciones en la cola de 

los ácidos grasos96–98, pero también moléculas análogas: lisofosfolípidos99,100 y ATLs101,102 (ilustración 

5). En el genoma humano existen 14 miembros putativos de la familia de las subunidades catalíticas 

de las P4-ATPasas (ATP8A1/2, ATP8B1/2/3/4, ATP9A/B, ATP10A/B/D, ATP11A/B/C) y 3 de las 

subunidades accesorias (TMEM30A/B/C, también llamados CDC50A/B/C)103. Se ha comprobado 

la interacción con subunidades accesorias de al menos las seis primeras subunidades catalíticas, 

y que es esencial para su correcta localización104–106. ATP8B1 media de hecho la translocación de 

fosfolípidos en la membrana plasmática, en colaboración con una subunidad de la familia CDC50104. 

La subunidad CDC50A participa también en la incorporación de edelfosina107 y perifosina, en 

combinación con al menos ATP8B192. Las flipasas humanas tienen, en comparación con S. cerevisiae, 

una mayor diversidad, y sólo recientemente han comenzado a ser caracterizadas. No obstante, parecen 

ser estructural y funcionalmente semejantes a las de levadura, y participar en la incorporación de 

fosfolípidos –y moléculas semejantes como ATLs– en al menos algunos tipos celulares. Apoya esta 

idea el que en parásitos protozoarios – otro de los tipos celulares que pueden ser tratados con ATLs– 

existen homólogos, tanto de una subunidad catalítica como de la accesoria. Mutaciones en las mismas 

evitan la incorporación de ATLs y provocan resistencia108,109. Quedan sin embargo múltiples cuestiones 

por resolver: si este es el único mecanismo o el mayoritario, a qué tipos celulares es extensible, y cuáles 

de entre las 14 flipasas participan realmente en la incorporación de ATLs.

Uso en clínica

Al descubrirse la capacidad antitumoral in vitro de los ATLs se planteó su potencial empleo en el 

tratamiento del cáncer. Estudios en animales mostraron eficacia frente a diversos tipos de tumores por 

parte de edelfosina, ilmofosina, miltefosina o perifosina10,45,110–115, a concentraciones que producían 

una toxicidad reducida. Los ATLs, al ser surfactantes naturales, tienen efecto hemolítico, prefiriéndose 
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la administración por vía oral a inyecciones intravenosas. Los efectos hemolíticos pueden atenuarse 

mediante la administración de los compuestos en liposomas116–118.

Los ensayos clínicos realizados con ATLs como único agente no han tenido la eficacia esperada. 

Entre los efectos secundarios habituales se encuentran nauseas, irritación gastrointestinal y 

vómitos. Los limitados estudios realizados con edelfosina e ilmofosina no demostraron una mejoría 

significativa en los pacientes14,15,119. La edelfosina provoca una alta toxicidad en células leucémicas con 

una elevada especificidad, afectando en menor grado a las células progenitoras de la hematopoyesis 

sanas. Una de las aplicaciones propuestas de la edelfosina es la purga de células cancerosas de la 

médula ósea, empleada en trasplante autólogo en pacientes con leucemia. Un ensayo clínico en fase 

II arrojó resultados positivos120. La miltefosina y la perifosina han sido también objeto de ensayos 

clínicos de fase II frente a varios tipos de cáncer, sin resultados positivos121–127. A día de hoy la única 

de estas aplicaciones de un ATL que han entrado en la clínica es tratamiento de metástasis cutáneas 

de cáncer de mama mediante administración por vía tópica de miltefosina128,129. Se desconoce la razón 

de la diferencia entre los resultados observados en modelos animales y en pacientes humanos. Se 

ha especulado que, al contrario que en cultivos celulares in vitro, los ATLs son significativamente 

metabolizados in vivo en el hígado, lo que reduciría la biodisponibilidad efectiva de los compuestos130. 

A pesar de su baja eficiencia se ha propuesto que los ATLs podrían, a través de los diversos efectos que 

ejercen en las células, sensibilizar las células a otros tratamientos más eficaces131.

El tratamiento con ATLs es eficaz in vitro contra parásitos del género Leishmania11–13, en modelos 

animales132 y en pacientes humanos. De hecho, la aplicación clínica más extendida de un ATL es el 

tratamiento con miltefosina de la leishmaniasis visceral, empleada en los últimos años en la India 

para el tratamiento de enfermos133. Otros parásitos han mostrado también sensibilidad frente a ATLs: 

Trypanosoma sp.134 o Entamoeba histolytica135.

Procesos biológicos en Saccharomyces cerevisiae de 
interés para el presente trabajo

En esta tesis doctoral se ha empleado la levadura de gemación Saccharomyces cerevisiae como 

organismo modelo para el estudio de tres lípidos antitumorales. El fin de los experimentos realizados 

ha sido obtener una descripción lo más detallada posible de los mecanismos celulares, en dicho 

organismo, a través de los cuales actúan los compuestos. El número de procesos biológicos señalados 

por los resultados como relevantes fue reducido; no obstante, cubren aspectos muy diversos de 

la fisiología celular, haciendo necesaria una descripción de los fundamentos de cada uno. En esta 



32

sección se da una introducción a cada proceso. No pretende ser una revisión detallada sino centrarse 

en los aspectos de mayor interés para la posterior interpretación de los resultados. Un segundo fin es 

servir de referencia de cuáles son los componentes moleculares específicos de levadura, así como de 

las particularidades que se dan en este organismo modelo.

Transporte de aminofosfolípidos por flipasas

Las células eucariotas poseen membranas asimétricas en su composición136, y Saccharomyces 

cerevisiae no es una excepción. La cara citosólica de las membranas de levadura concentra la mayoría 

de fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilinosítidos. La fosfatidilcolina es el fosfolípido 

mayoritario en las membranas, de lo que se deduce que se concentra en la cara externa137. El carácter 

anfipático de los lípidos determina la estructura de las membranas biológicas: los lípidos de ambas 

caras orientan sus colas alifáticas apolares hacia el centro de la membrana, quedando aisladas del medio 

acuoso por dos láminas formadas por las cabezas hidrofílicas. Tal estructura impone una elevada 

barrera energética al movimiento transmembrana de lípidos, lo que favorece el mantenimiento de la 

asimetría: la translocación espontanea de lípidos entre ambas caras es extremadamente infrecuente138.

Las células poseen además proteínas transportadoras específicas de fosfolípidos, que pueden 

participar en la creación o mantenimiento de esta simetría. Las proteínas encargadas de la translocación 

lipídica hacia la cara extracelular de las membranas (movimiento de flop) son transportadores del 

grupo ABC, mientras que el movimiento en sentido opuesto (movimiento flip) está mediado por las 

ATPasas del grupo P4 ya mencionadas139. La incorporación al interior celular de análogos fluorescentes 

de fosfolípidos (ilustración 5 C) se reduce en mutantes de estas ATPasas93,96,98, lo que supone la 

principal evidencia de que son realmente flipasas. Se ha planteado alternativamente que su función 

podría ser la regulación del tráfico vesicular, ya que algunas se localizan en el citoplasma y no en la 

membrana plasmática, y sus mutantes poseen defectos en la vía secretora140–143. Según esta hipótesis, la 

reducida incorporación de análogos observada en los mutantes de las ATPasas se debería a un efecto 

indirecto, posiblemente la incorrecta secreción o localización de los verdaderos transportadores143. 

Sin embargo, la translocación lipídica propia de la actividad flipasa puede observarse en vesículas 

intracelulares purificadas, y depende de la presencia de los genes de las ATPasas97,144. Ha sido posible 

además reconstituir una actividad flipasa en liposomas tras la incorporación a los mismos de una de 

las ATPasas (Drs2p)145, lo que parece constituir una prueba definitiva de que estas proteínas median 

realmente la translocación de fosfolípidos.

El genoma de S. cerevisiae codifica cinco de estas flipasas141 (DRS2, DNF1, DNF2, DNF3, 

NEO1). Estas subunidades catalíticas se asocian en un heterodímero con una subunidad accesoria 

esencial para su localización y función95. Existen tres unidades accesorias en levadura98 (CDC50, 

LEM3, CRF1). Aunque existe cierta redundancia funcional entre las subunidades catalíticas141,146, los 

fenotipos de los mutantes en cada una de ellas y los patrones de localización no son iguales146. DNF1 y 
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DNF2 son las principales flipasas de la membrana plasmática96 y catalizan al menos la incorporación 

de fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina. LEM3 codifica la subunidad accesoria que se asocia con 

DNF1/2: forma complejos con estas proteínas95,147, se localiza parcialmente en la membrana plasmática98 

y es esencial para la incorporación de fosfatidilcolina o fosfatidiletanolamina exógena98,101. Por el 

contrario, DRS2 codifica una flipasa asociada mayormente con membranas internas, al igual que su 

subunidad accesoria CDC5095,140. DRS2 tiene especificidad por fosfatidilserina97 y es esencial para el 

tráfico vesicular en la red trans-Golgi (TGN)140,142. DNF3 tiene a CRF1 como subunidad accesoria147, y 

podría participar en concierto con DRS2 en la organización del tráfico vesicular en el TGN144. NEO1 

también parece participar en el transporte vesicular y se localiza en el TGN y en los endosomas148. No 

se ha observado asociación de esta flipasa con subunidades accesorias.
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Ilustración 5: clases de sustratos de flipasas. Entre paréntesis, ejemplo representado en la ilustración. 
A: fosfolípidos (fosfatidilcolina). B: lisofosfolípidos (lisofosfatidilcolina). C: ATLs (edelfosina). D: 
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200994.
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La principal actividad flipasa de la membrana plasmática (MP) depende de DNF1/2, acompañadas 

de la subunidad LEM3. Sus sustratos preferentes –fosfatidiletanolamina y la fosfatidilcolina– tienen 

una distribución opuesta: mientras la fosfatidiletanolamina abunda en la cara citosólica de la 

membrana plasmática, la fosfatidilcolina está enriquecida en la cara extracelular137, una distribución 

opuesta a la que promueve la flipasa. Esto podría indicar que las flipasas de MP, a pesar de ser capaces 

de translocar fosfolípidos de membrana, tienen otras funciones fisiológicas. Voelker y Riekhof han 

propuesto como función alternativa la incorporación de lípidos exógenos94. Dicho proceso sería 

menos costoso energéticamente que la síntesis de novo a partir de componentes fundamentales 

(colina, etanolamina). Las levaduras crecen en la naturaleza en materiales en descomposición, un 

medio en el que los lípidos estarían disponibles, por lo que tendría sentido que poseyeran mecanismos 

específicos para su aprovechamiento. En distintos trabajos se demostró que las flipasas de MP 

permitían la incorporación de lisofosfatidiletanolamina99 y lisofosfatidilcolina100 (ilustración 5). La 

célula es capaz, una vez translocados estos lisofosfolípidos, de transformarlos muy rápidamente en 

los correspondientes fosfolípidos y transportarlas a orgánulos celulares. Según ese modelo, por tanto, 

las flipasas mediarían la translocación de lisofosfolípidos exógenos, que sería un primer paso esencial 

para su posterior transformación y transporte. Una consecuencia secundaria de la presencia de este 

mecanismo sería la rápida incorporación de moléculas análogas, como los ATLs (ilustración 5). Tanto 

edelfosina como miltefosina requieren de LEM3 para su incorporación a la célula101, y DNF1 participa 

en la incorporación de edelfosina102.

Esta función adicional de las flipasas de MP sin embargo no excluye su participación activa en el 

mantenimiento de la asimetría de la misma. La translocación por su parte de lípidos que sin embargo 

son mayoritarios en la cara extracelular podría tener lugar, siempre que existieran mecanismos que 

compensaran este transporte. Cabe señalar que la distribución de lípidos entre las dos caras depende 

no sólo de la actividad de las flipasas, sino también de las proteínas que median la translocación 

opuesta (flopasas). En este sentido, Pomorski y colaboradores monitorizaron la internalización de 

uno de los lípidos presentes en la MP (fosfatidiletanolamina) mediante derivatización química. 

En células con la membrana intacta la reacción de derivatización sólo puede afectar a los lípidos 

expuestos al medio extracelular. Un mutante dnf1Δdnf2Δ mostró, respecto al tipo silvestre, 

acumulación de fosfatidiletanolamina en la capa externa96. La misma técnica mostró que un mutante 

en dos transportadores con actividad flopasa (PDR5, YOR1) exponía una menor cantidad en la 

membrana externa96. La distribución de fosfatidiletanolamina entre ambas capas depende por tanto 

del equilibrio entre dos mecanismos opuestos, lo que podría ser extensible al resto de fosfolípidos 

de membrana. El papel de las flipasas de MP en el mantenimiento de la asimetría se ha determinado 

también mediante otras técnicas. Los péptidos citolíticos producen poros en la superficie celular, y su 

unión a la MP es dependiente de la presencia de fosfolípidos concretos. El péptido Ro, dependiente 

de fosfatidiletanolamina, es más tóxico en mutantes dnf1Δdnf2Δ96 y lem3Δ98, mientras que el péptido 
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PapB, dependiente de fosfatidilserina, es más tóxico en un mutante dnf1Δdnf2Δ143. Esto indica que 

las flipasas de MP internalizan estos dos lípidos, participando en parte al menos en mantener niveles 

bajos de los mismos en la cara extracelular. Otro marcador de la presencia de fosfatidilserina en la cara 

externa es la proteína Anexina V, que se une al mismo. Los mutantes dnf1Δdnf2Δ y lem3Δ presentaron 

una mayor unión a Anexina V que el tipo silvestre143. Existen, en resumen, diversas evidencias 

experimentales de que las flipasas DNF1/2, junto con LEM3, translocan los lípidos existentes en la 

membrana plasmática y participan en el mantenimiento de la asimetría de composición.

Existen evidencias contradictorias acerca de la participación de DRS2 en la actividad flipasa 

de la MP. El mutante drs2Δ presenta incorporación reducida de fosfolípidos, que es aditiva con 

las mutaciones dnf1Δdnf293,96,143. Aunque Drs2p se localiza fundamentalmente en el TGN140, una 

población de esta flipasa podría alcanzar la membrana plasmática y ejercer allí su función. No 

obstante, el mutante drs2Δ muestra también defectos en el tráfico vesicular, que a su vez podrían ser 

responsables de perturbar el tráfico de fosfolípidos normal. En ese sentido, en el mutante drs2Δ se 

observó mediante derivatización y unión a anexina V una translocación reducida de fosfatidilserina. 

Esa misma reducción se observó en otros mutantes en genes de endocitosis, exocitosis y recubrimiento 

de clatrina143. Se ha sugerido que DRS2 afectaría el tráfico vesicular provocando, mediante cambios en 

la composición lipídica de la membrana, modificaciones en su curvatura o asociación con proteínas 

reguladoras del transporte146, y así participar en la formación de vesículas de secreción en el TGN. 

Esta función será presentada con mayor detalle en la siguiente sección.

Formación de microdominios de membrana lipid raft

Las membranas biológicas tienen una compleja composición de lípidos, que además se distribuyen 

heterogéneamente. Esta heterogeneidad se da entre las dos capas de las membranas (asimetría de 

membrana) y también en la distribución lateral de los lípidos. Los lipid rafts son microdominios 

cuya composición singular les confiere propiedades diferenciadas del resto de la membrana. Ya a 

principios de la década de los 80 se postuló la agrupación de ciertos lípidos en fases más ordenadas, 

formando microdominios que se moverían dentro de una fase más fluida compuesta por el resto de 

la membrana149. Se propuso posteriormente que estos microdominios podrían formarse ya en la vía 

secretora y promover el reclutamiento de proteínas específicas. A partir de estas plataformas surgiría 

una vía secretora especializada que explicaría que determinadas regiones de la membrana plasmática 

tuvieran una composición lipídica y proteica diferenciada del resto150. Estos microdominios, 

denominados lipid rafts (LR), fueron definidos como agrupaciones de esfingolípidos y esteroles que 

se asocian a proteínas específicas, como aquellas unidas covalentemente a glicofosfatidilinositol151. 

Esta composición lipídica implica un mayor empaquetamiento, comportándose los microdominios 

como fases ordenadas o de tipo gel frente a la membrana circundante, más desordenada (de ahí el 

término raft, balsa). Puede distinguirse distintos dominios de membrana con estas propiedades: desde 



36

microdominios de unos 10-200 nm, dinámicos y con una vida media breve, hasta agrupaciones de 

los anteriores con mayor tamaño, visibles por técnicas convencionales de microscopía y que forman 

plataformas más estables en las membranas152.

Dos técnicas se han empleado habitualmente en el estudio de los LR. Las membranas resistentes 

a detergentes (DRM), que pueden aislarse mediante fraccionamiento celular, se han identificado con 

los LR, que por su composición son insolubles en detergentes no iónicos a 4 ºC. Se ha considerado 

también que el tratamiento de las células con metil-β-ciclodextrina, un compuesto capaz de extraer 

los esteroles de las membranas, induce la desorganización de los LR151. El empleo de estas técnicas 

para determinar, de manera inequívoca, la asociación de proteínas con LR, la participación de estos 

microdominios en procesos biológicos o incluso la existencia de los mismos, ha sido motivo de 

controversia. El aislamiento de DRM es un proceso artificial, susceptible de artefactos experimentales 

y que podría agrupar membranas provenientes de distintos compartimentos celulares. La extracción 

de esteroles, por su parte, puede desorganizar los LR pero también inducir otros cambios celulares que 

podrían ser responsables de los resultados observados152. La existencia de los LR ha sido sin embargo 

confirmada mediante el empleo de técnicas avanzadas de microscopía, lipidómica o biofísica152.

Los DRM aislados en Saccharomyces cerevisiae presentan las características típicas de estos 

dominios. Contienen esfingolípidos y ergosterol, presentando una proporción de fosfolípidos menor 

que el resto de membranas, y se asocian a las proteínas ancladas a glicerofosfatidilinositol –como 

Gas1– así como a la ATPasa de membrana Pma1153. Otras múltiples proteínas se han encontrado 

asociadas a los DRM, entre ellas Sur7, Can1 y Fur4154. En los experimentos de fraccionamiento de la 

membrana plasmática la gran mayor parte de las proteínas se asocian de hecho con los DRM153. La 

existencia en la MP de microdominios ordenados ha sido además comprobada in vivo por métodos 

biofísicos155. Ciertas proteínas se asocian a regiones específicas de la MP, que podrían representar 

microdominios o agrupaciones de los mismos y pueden observarse por microscopía. Las fusiones 

de una proteína fluorescente con Can1 muestran un patrón de distribución en la superficie celular 

en parches156. Este mismo patrón se ha observado para otras proteínas localizadas en los DRM154. Se 

ha estimado que el tamaño de estos parches es de alrededor de 300 nm. Este tamaño es mayor que lo 

convencionalmente establecido para los microdominios. Si los LR de levadura se comportan de igual 

manera que en otros organismos, los parches probablemente constituyan agregados estables de LR.

Existen al menos dos poblaciones de LR diferenciadas, caracterizadas por asociarse a las 

proteínas Can1 (compartimento de membrana C, MCC) o Pma1 (compartimento de membrana P, 

MCP)156. MCP tiene una morfología de retículo que rodea y se intercala entre los parches de MCC: 

los dos dominios no colocalizan. Los parches de MCC son además estables durante al menos 90 

minutos156 y su mantenimiento no depende del citoesqueleto o la pared celular154. El ergosterol de la 

MP se acumula preferentemente en el MCC157, así como una gran parte de las proteínas asociadas a 
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los DRM158. Se ha detectado sin embargo la presencia de microdominios compuestos preferentemente 

por esfingolípidos y carentes en gran medida de ergosterol en la MP155. La asociación de Pma1 con 

los DRM parece depender de los esfingolípidos y no del ergosterol159, y de hecho la depleción de 

ergosterol tuvo un efecto limitado sobre la asociación de Pma1 con los DRM, mientras que los 

esfingolípidos resultaron esenciales para esta asociación153. Sin embargo, los DRMs de Saccharomyces 

cerevisiae concentran esfingolípidos y ergosterol153. Los anteriores resultados sugieren la presencia de 

al menos dos tipos de lipid raft en la membrana plasmática. Pma1 se asociaría con microdominios 

enriquecidos en esfingolípidos y fundamentalmente presentes en el compartimento MCP; por el 

contrario, Can1 (entre otras proteínas) se asociaría con microdominios enriquecidos en ergosterol 

y presentes en el compartimento MCC. Ambos dominios conformarían los DRM, y se extraerían 

juntos en experimentos de fraccionamiento celular.

La organización de los parches de MCC parece depender de unos complejos denominados 

eisosomas: los parches colocalizan con componentes de los eisosomas, y mutaciones en dichos 

componentes provocan la disgregación de los parches157,160. Los eisosomas son complejos proteicos 

asociados a la cara citosólica de la MP en puntos estáticos de las mismas161,162. Estos complejos 

participan en la regulación de la endocitosis mediante mecanismos aún por esclarecer completamente. 

Inicialmente se planteó que los eisosomas marcaban puntos permanentes de endocitosis en la MP161. 

El mecanismo de endocitosis en levadura implica una compleja secuencia de reclutamiento de 

proteínas163. Sin embargo, los parches del MCC no colocalizan con marcadores tempranos ni tardíos 

de endocitosis158,164. Se ha propuesto, por el contrario, que los eventos endocíticos se concentran en 

MCP y que la presencia de una proteína en MCC la protege de la endocitosis. Can1 y Fur4 son 

proteínas regulables, y puede estimularse su degradación mediante endocitosis. Cuando eso ocurre, 

pierden su asociación exclusiva con MCC. Su vida media es además más reducida en mutantes del 

eisosoma158. Sin embargo, otros grupos no han sido capaces de reproducir estos resultados164, por lo 

que la relación del MCC/eisosoma con la endocitosis carece todavía de una explicación firme. Los 

parches MCC comparten varias características con las caveolas de mamíferos: también se forman 

alrededor de una invaginación de la MP, presentan un recubrimiento (caveolina) en la cara citosólica 

de la membrana, y concentran microdominios de tipo lipid raft en agregados mucho mayores y 

estables165. Se ha sugerido que los parches MMC y las caveolas podrían actuar de reservorios lipídicos 

y proporcionar flexibilidad a la MP166.

Tráfico vesicular en el trans-Golgi

El trans-Golgi (TGN) reúne tres funciones esenciales: es el término de la vía de síntesis y 

maduración de proteínas que comienza en el retículo endoplásmico y continúa en el aparato de 

Golgi; un centro de distribución de las mismas en vesículas, mediante las cuales se organiza el tráfico 

intracelular; y la conexión entre el aparato de Golgi y los endosomas, de los que recibe componentes 
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que deben reciclarse167. El tráfico vesicular originado en el TGN comprende distintos mecanismos 

(ilustración 6). Existen varios tipos de vesículas de secreción destinadas a la membrana plasmática, 

distinguibles por su densidad y por las proteínas que transportan168,169. La formación de las vesículas 

que transportan invertasa depende del recubrimiento de clatrina168; por el contrario, las vesículas 

de secreción que transportan la ATPasa de membrana Pma1 no emplean tal recubrimiento170. Las 

vesículas destinadas a los endosomas tempranos, endosomas tardíos y vacuola se asocian con distintas 

proteínas, y en los dos primeros casos dependen también de clatrina171.
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Ilustración 6: transporte vesicular a través del aparato de Golgi. RE: retículo endoplásmico. AG: 
aparato de Golgi. TGN: red del trans-Golgi. MP: membrana plasmática. EE: endosoma temprano. 
LE: endosoma tardío. V: vacuola. INV: invertasa (Suc2p). CPY: carboxipeptidasa Y (Prc1p). ALP: 
fosfatasa alcalina (Pho8p). Las flechas rectas con punta abierta indican transporte anterógrado 
y las flechas curvas con punta cerrada indican transporte retrógrado. Las proteínas adaptadoras, 
de recubrimiento y carga típicas de cada vía de transporte se indican en la leyenda. Adaptado de 
Muthusamy et al, 2009171.
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La formación de vesículas en las membranas internas implica varios componentes. Las GTPasas 

pequeñas de la superfamilia Ras son reguladores maestros: su activación permite que las proteínas 

de recubrimiento sean reclutadas y se asociación con las membranas. Los recubrimientos forman un 

armazón asociado a la vesícula naciente, interaccionan con la carga proteica que debe ser transportada 

en la vesícula e inducen la curvatura y gemación de la misma. Los recubrimientos se asocian además 

con proteínas adaptadoras, que dotan de especificidad de carga y de función a las vesículas, aun cuando 

comparten un mismo recubrimiento. Finalmente, los lípidos presentes en las membranas intervienen 

mediante su interacción con las GTPasas, proteínas del recubrimiento y proteínas adaptadoras. 

Formación de vesículas recubiertas de clatrina

Las GTPasas pequeñas de la superfamilia Ras, a la que pertenece ARF1, actúan como 

interruptores de diversos procesos biológicos. El estado de las proteínas depende del nucleótido de 

guanina al que estén asociadas: cuando están unidas a GDP se hayan inactivas, y al unirse a GTP se 

activan, pudiendo interaccionar con efectores específicos. Las proteínas pueden además asociarse 

a membranas mediante un grupo lipídico conjugado. Estas GTPasas se regulan modificando 

el nucleótido de guanina unido a la proteína (y, en algunos casos, la capacidad de la proteína de 

interaccionar con membranas). Se denominan factores intercambiadores de nucleótido de guanina 

(GEF) a los reguladores (activadores) encargados de intercambiar GDP por GTP. Las mismas GTPasas 

son capaces de hidrolizar ese GTP a GDP lentamente; los reguladores (inactivadores) encargados de 

acelerar esa hidrólisis se denominan proteínas activadoras de la actividad GTPasa (GAP). Una misma 

GTPasa, según su función o localización subcelular, puede ser modulada por GEFs y GAPs distintas. 

Esto permite una especificidad en la regulación de las GTPasas y los circuitos biológicos que éstas 

controlan.

ARF1 es esencial para múltiples procesos de transporte vesicular, y aunque existe en levadura 

otro gen homólogo de función redundante, ARF2, es fisiológicamente poco relevante al expresarse 

a niveles mucho menores172. ARF1 participa en la formación de vesículas recubiertas con COPI, 

durante el transporte retrógrado entre las cisternas del Golgi o entre éste y el retículo endoplásmico173 

(ilustración 6). ARF1 participa también en la formación de varios tipos de vesículas recubiertas con 

clatrina174 (ilustración 6). Para ello, en el transporte retrógrado endosoma–Golgi recluta el complejo 

adaptador AP-1175. En el transporte TGN–endosoma se asocia, en dominios diferenciados, a proteínas 

adaptadoras distintas176. Se generan así vesículas con destinos distintos: endosoma tardío (proteínas 

adaptadoras Gga1/2177,178) o endosoma temprano (complejo adaptador AP-1179). Finalmente, la 

formación de las vesículas de secreción que transportan invertasa requiere del recubrimiento de 

clatrina168 y de ARF1180.
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Las GAPs de ARF regulan su actividad y actúan de efectores

La secuencia del modelo estándar de formación de vesículas en el TGN establece que la GTPasa 

Arf, una vez activada (unida a GTP), interaccionaría con las proteínas del recubrimiento, que a su vez 

iniciarían la gemación de la vesícula. La inactivación de Arf por su GAP (que provocaría la hidrólisis 

del GTP) se produciría posteriormente, una vez formada la vesícula, provocando la disociación del 

recubrimiento. Este modelo no explica sin embargo las interacciones entre componentes del tráfico 

vesicular completamente, especialmente el papel de las ArfGAPs, por lo que ha sido cuestionado181. 

Estas proteínas deberían reducir la actividad de Arf si actuaran únicamente como reguladores negativos; 

sin embargo, en un mutante arf1 con defectos de crecimiento, la sobreexpresión de ArfGAPs tienen 

el efecto contrario: son capaces de suprimir el defecto en el crecimiento182. Las ArfGAPs también 

interaccionan directamente con lípidos como el inositol-4-fosfato y el diacilglicerol, que promueven 

el tráfico vesicular (ver siguiente sección, Requerimientos lipídicos del tráfico vesicular en el TGN). De 

hecho, determinados defectos en el tráfico vesicular pueden complementarse con mutaciones que 

modulan la composición lipídica de las membranas internas, pero esta complementación requiere 

forzosamente de la presencia de ArfGAPs183,184. Estas observaciones sugieren un modelo alternativo 

en que las ArfGAPs serían efectoras de Arf, con funciones esenciales en el reclutamiento de carga y 

de recubrimientos a las vesículas. En este modelo, Arf no actuaría como interruptor del proceso de 

formación de vesículas. Se produciría el reclutamiento secuencial de Arf, que a su vez reclutaría a 

sus GAPs. En su función reguladora las ArfGAPs inactivarían a su vez a Arf, que podría liberarse. 

Esta retroalimentación negativa del proceso facilitaría que Arf iniciara nuevos ciclos de formación de 

vesículas. En su función efectora, las ArfGAPs permanecerían asociadas a la vesícula, interaccionado 

con las proteínas del recubrimiento o de la carga181.

 Existen cuatro GAPs de Arf en el genoma de Saccharomyces cerevisiae: GCS1, GLO3, AGE1 y 

AGE2182. Los cuatro genes son redundantes al menos parcialmente, ya que ninguno de sus mutantes 

de deleción es inviable185. En los dobles mutantes de ArfGAPs únicamente muestra letalidad sintética 

gcs1Δ, con glo3Δ o age2Δ, y sólo el triple mutante que mantiene el gen GCS1 es viable. En combinación 

con el mutante arf1Δ sólo aparece letalidad sintética con gcs1Δ185. Esto parece indicar que GCS1 juega 

un papel más fundamental como efector de Arf. Las localizaciones en las que Arf participa en el 

tráfico vesicular son dos. De hecho, GCS1 es la única GAP que participa en los dos sitios de acción de 

Arf. En el transporte retrógrado entre el Golgi y el retículo endoplásmico interviene junto a GLO3186. 

Experimentos de secreción de invertasa indican que GCS1 también participa, con AGE1 y AGE2, en 

el TGN185. Aunque GCS1 y AGE2 son las principales ArfGAPs del TGN183, AGE1 también participa 

en el transporte en esa región, dado que su sobreexpresión puede complementar los defectos en un 

doble mutante en las otras dos ArfGAPs184. Los defectos de transporte que presentan los mutantes de 

las tres ArfGAPs indican que éstas participan en, al menos, la secreción de invertasa187, el transporte 

retrógrado endosoma temprano–TGN184 y el transporte TGN–endosoma tardío183.
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Requerimientos lipídicos del tráfico vesicular en el TGN

Los distintos compartimentos de las rutas secretora y endosomal están enriquecidos en 

fosfoinosítidos característicos, que interactúan específicamente con las proteínas que actúan en dichos 

compartimentos188. La especie más abundante en el TGN es el fosfatidilinositol-4-fosfato (PI4P)188, 

y tiene un papel primordial en la formación de vesículas de secreción189 y dirigidas al endosoma 

temprano176 o tardío190. PI4P dirige el tráfico vesicular facilitando el anclaje a las membranas de 

diversas proteínas implicadas en el tráfico vesicular del TGN: la proteína adaptadora Gga2191 (e, 

indirectamente, el complejo adaptador AP-1176), la flipasa Drs2192, y las ArfGAPs Gcs1183, Age2183 y 

Age1184, que poseen un dominio de unión a fosfoinosítidos (dominio pleckstrina)183.

El transporte vesicular en el TGN depende también del equilibrio entre PC y DAG193. La presencia 

de fosfolípidos con una cabeza polar poco voluminosa (DAG o su precursor ácido fosfatídico) en las 

membranas biológicas provoca su deformación. En membranas artificiales inmersas en un medio 

químicamente semejante al lumen del aparato de Golgi, estos lípidos son capaces de difundir entre 

capas e impartir a la membrana la curvatura necesaria para la formación de las vesículas194. Por el 

contrario, la PC tiene una geometría cilíndrica que no promueve la deformación de las membranas. 

Una función adicional del DAG es interaccionar directamente con proteínas implicadas en la 

formación de vesículas.

El equilibrio PC/DAG está fundamentalmente determinado por la acción de dos genes: SEC14 

y SPO14. SEC14 codifica una proteína transportadora de lípidos, capaz de unirse a fosfatidilinositol 

o a fosfatidilcolina. Sec14p-fosfatidilcolina inhibe la síntesis de PC y, como consecuencia, aumenta 

la disponibilidad de DAG, dado que esa ruta biosintética consume DAG (ilustración 4). Por tanto, 

modula simultáneamente la disponibilidad de ambos lípidos en pos de una composición que 

favorezca el transporte vesicular193. La otra forma de la proteína, Sec14p-fosfatidilinositol, estimula la 

transformación de PI en PI4P, que es necesario para la unión a proteínas de recubrimiento. Además, a 

partir del PI4P se genera fosfatidilinositol 4,5-bifosfato, que recluta la fosfolipasa D (PLD), codificada 

por el gen SPO14193. La PLD es el enzima responsable de convertir PC en ácido fosfatídico. El ácido 

fosfatídico es a su vez el sustrato a partir del cual se genera DAG por hidrólisis del enlace fosfoéster. 

Tanto el ácido fosfatídico como el DAG promueven la curvatura de las membranas. La acción de la 

PLD conduce, por tanto, a una distribución de lípidos favorable al transporte vesicular, modulando 

el mismo equilibrio PC/DAG al igual que Sec14p-fosfatidilcolina aunque empleando para ello 

mecanismos distintos.

 La influencia sobre las ArfGAPs del TGN de los dos lípidos, DAG y PI4P, es compleja. Como se 

comentó, GCS1, AGE1 y AGE2 poseen un dominio pleckstrina de unión a fosfoinosítidos. Gcs1p no 

es capaz de unirse a DAG y sí a PI4P; sin embargo, la suplementación con DAG exógeno sí es capaz 

de complementar a un mutante gcs1 de función reducida187. Esto parece indicar que PI4P podría 
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participar en el reclutamiento de Gcs1p, aunque no sería esencial, y que la curvatura inducida por 

DAG (y no la interacción directa con DAG) activaría a Gcs1p. Ambos supuestos se han extendido 

también a Age2p183. Age1p sí se une a DAG, y su función es dependiente del mismo184.

Un último requerimiento lipídico del transporte en el TGN se refiere no a la composición de 

las membranas sino a la distribución asimétrica de los lípidos, mediada por la flipasa DRS2 y su 

subunidad accesoria CDC50 (ya mencionadas en la sección Transporte de aminofosfolípidos por 

flipasas). Diversas evidencias indican que DRS2 juega un papel esencial en la formación de vesículas 

en el TGN. Los mutantes drs2 y cdc50 tienen defectos en secreción y transporte TGN-endosomas 

semejantes a los observados en mutantes arf1140,143. Así mismo, la mutación drs2 presenta letalidad 

sintética con arf1174, un alelo termosensible de la cadena pesada de clatrina chc1140 o con la doble 

mutación gga1gga2195. De modo semejante, el mutante cdc50 presenta letalidad sintética con arf1143 

y gcs1196. Por tanto, DRS2 parece participar en la formación de vesículas recubiertas de clatrina en el 

TGN. De hecho el mutante drs2 tiene una cantidad reducida de vesículas recubiertas de clatrina140. 

De entre las rutas mediadas por vesículas recubiertas de clatrina, DRS2 participa en el transporte 

anterógrado y retrógrado entre el TGN y el endosoma, asociado al adaptador AP-1195, además de en 

la formación de vesículas secretoras141.
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PI(4,5)P2

PI

Drs2

Arf

ArfGAPs

Curvatura Recubrimiento
Ilustración 7: modulación lipídica de la formación de vesículas recubiertas de clatrina. En el 
esquema se incluyen también vías de transporte endosomales. Las flechas finas representan 
rutas resumidas de transformación de lípidos. Las flechas gruesas representan la modulación de 
procesos: activación/reclutamiento (cabezas triangulares) o inhibición (cabezas en T). Los lípidos 
se representan en letras normales, y las proteínas implicadas en negrita.

El mutante drs2, además de un número reducido de vesículas recubiertas de clatrina, acumula 

recubrimientos incompletos de clatrina que no están asociados a membrana140. Sin embargo, DRS2 

no recluta directamente la clatrina o el complejo AP-1 al TGN, aunque se asocia transitoriamente 

con ambos195. Se ha postulado por tanto que en la formación de vesículas en el TGN cooperan dos 

procesos: el mediado por DRS2 y la formación del recubrimiento de AP-1 y clatrina. El recubrimiento 

se asocia con las membranas con independencia de DRS2, que sin embargo es esencial para que el 

proceso culmine en la gemación de la vesícula195. En el modelo propuesto, el proceso adicional que 



43

proporciona DRS2 es la deformación de la membrana146. Actuando como flipasa, Drs2p translocaría 

lípidos a la cara citosólica del TGN. Según la hipótesis de la bicapa lipídica acoplada, las membranas 

con un desequilibrio entre el número de moléculas lipídicas en ambas capas tienden a compensarlo 

curvándose hacia la cara con más moléculas197. Por tanto, la actividad flipasa facilitaría, junto con el 

DAG, la curvatura de la membrana. Posteriormente, a través de Arf1, ArfGAPs, proteínas adaptadoras 

y recubrimiento, se incrementaría esta curvatura hasta formarse una vesícula146. En la ilustración 

7 se representa un modelo de los factores lipídicos que intervienen en la formación de vesículas 

recubiertas de clatrina en el TGN.

Vía secretora de la ATPasa de membrana Pma1

En el TGN se forman dos tipos de vesículas de secreción. Las vesículas con mayor densidad 

transportan proteínas específicas, como la invertasa, y en su formación interviene un recubrimiento de 

clatrina168. Las vesículas de menor densidad se forman mediante un mecanismo diferente, que emplea 

lipid rafts170 (ilustración 6). La carga proteica específica de vesículas de alta densidad se desplaza, en 

mutantes con defectos en la formación de estas vesículas, a la otra clase de vesículas de secreción168. 

La carga proteica de las vesículas cuyo destino es el endosoma tardío o a la vacuola sufre, en mutantes 

con defectos en esas rutas, esa misma translocación168. Las vesículas de baja densidad son por tanto 

el destino por defecto de la carga proteica en el TGN. Sólo la interacción de cargas específicas con 

proteínas adaptadoras y de recubrimiento provoca su incorporación a otros tipos de vesículas.

Las vesículas de secreción de baja densidad transportan, entre otras, a la ATPasa Pma1p198, una 

de las proteínas más abundantes en la membrana plasmática. Pma1p consume ATP para bombear 

protones al medio extracelular. La translocación de cargas positivas en uniporte a través de la MP 

es electrogénica, y de hecho Pma1p es la principal responsable de la generación del potencial de 

membrana en S. cerevisiae199. PMA1 es uno de los mecanismos críticos para la homeostasis del pH 

celular200. El transporte de nutrientes está acoplado en múltiples casos al potencial electroquímico de 

membrana y por tanto depende también de PMA1 como fuente de energía201. Todo lo anterior explica 

que PMA1 sea un gen esencial para la célula202.

La asociación de proteínas de membrana con los LR comienza durante la vía secretora, ya en el 

RE153 o en el AG203, y hay evidencias contradictorias respecto a en cuál dos orgánulos se produce la 

asociación de Pma1 con los LR198,204. Mutaciones en la síntesis de esfingolípidos e inhibidores de la 

misma evitan que Pma1 se incorpore a la vía secretora normal a partir del AG, desviándose a través 

de la ruta endocítica a la vacuola, donde se degrada159,198,204. La asociación de Pma1 es dependiente de 

los esfingolípidos, pero no del ergosterol159. Esto encaja con la exclusión de Pma1 del compartimento 

MCC de la membrana plasmática, enriquecido en ergosterol157. Los esfingolípidos de S. cerevisiae 

portan ácidos grasos de cadena larga, sintetizadas a partir de cadenas más cortas (C16/18) por las 
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elongasas codificadas por los genes ELO2/FEN1 (hasta C22/24) y ELO3/SUR4 (hasta C26)205. Estas 

cadenas largas son esenciales para la asociación de Pma1 en los LR y su estabilidad159,206. De hecho, 

los esfingolípidos son prescindibles en presencia de una aciltransferasa mutada, capaz de incorporar 

ácidos grasos de cadena larga a inositolfosfolípidos. Mediante estos últimos lípidos, Pma1 es capaz de 

incorporarse a LR, adquirir estabilidad y alcanzar la membrana plasmática207. 

Los primeros modelos de secreción mediada por LR ya postulaban que agregados de lípidos y 

proteínas en el TGN actuarían como plataformas para la formación de vesículas de secreción150. Las 

vesículas de secreción de baja densidad que transportan Pma1 y otras proteínas asociadas a LR son 

las mismas208, y su composición lipídica revela un enriquecimiento en esfingolípidos y ergosterol208. 

Las membranas de estas vesículas tienen un mayor empaquetamiento que el TGN209, aunque los 

ácidos grasos de los lípidos de ambos compartimentos tienen un grado de insaturación y una longitud 

semejante208. Esta estructura más ordenada de las vesículas de secreción se ha asociado por tanto a su 

mayor concentración de esfingolípidos y ergosterol. Puede concluirse que los lípidos constituyentes 

de los LR y las proteínas asociadas a los mismos comparten las mismas vesículas secretoras. El 

hipotético reclutamiento de proteínas mediado por LR no se ha observado en el TGN directamente; 

sin embargo, la asociación de Pma1 con los microdominios lipídicos se produce o está ya presente en 

este orgánulo198,204. Estos resultados apoyan un modelo en el que agregados de LR forman plataformas 

de reclutamiento en el TGN, a partir de las cuales surgen vesículas de secreción con una composición 

lipídica y proteica diferenciada170.

La mecanística de la formación de vesículas de secreción de Pma1 en el TGN no se ha resuelto 

todavía. La misma existencia de agregados de LR de gran tamaño podría promover la curvatura o 

vesiculación, al generar una tensión en la interfase entre el agregado y la membrana circundante170. 

Este mecanismo podría además colaborar con otros para promover la curvatura o la formación de 

vesículas (aunque no con recubrimiento de clatrina o proteínas adaptadoras, que no participan aquí). 

Las vesículas de secreción de Pma1 tienen un bajo contenido en fosfatidilcolina y están enriquecidas 

en ácido fosfatídico208, lo que podría indicar una composición lipídica favorable a la curvatura. 

Además, al igual que sucede con la formación de vesículas recubiertas de clatrina, Sec14 es necesaria 

para la secreción de Pma1210. Por tanto, los mecanismos que promueven la formación de vesículas 

en el TGN son en al menos algunos casos compartidos por las vesículas secretoras de Pma1 y las 

vesículas recubiertas de clatrina.

Tráfico vesicular en los endosomas

Los endosomas son los elementos centrales de un circuito de entrada, reciclaje y degradación 

de moléculas biológicas que implica además a otros orgánulos211. Los endosomas tempranos (early 

endosomes, EEs) son compartimentos tubulovesiculares con diversos dominios de funciones 

especializadas. El transporte de entrada a los EEs tiene dos orígenes: vesículas endocíticas, provenientes 
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de la membrana plasmática, y vesículas portadoras de enzimas necesarios para la función endosomal, 

procedentes del TGN. Las regiones tubulares de los EEs forman un compartimento especializado de 

reciclaje212. Su función es devolver tanto a la MP como al TGN213,214 membranas, receptores y otros 

factores proteicos necesarios para el tráfico vesicular. El material restante que no sufre reciclaje se 

mantiene en las regiones vesiculares. De dichas regiones se derivan los endosomas que se especializan 

en la digestión de biomoléculas y sufren un proceso de maduración, pasando a denominarse 

endosomas tardíos (late endosomes, LEs).

Durante la maduración los LEs se alejan de la periferia celular, se fusionan entre sí, adquiriendo 

una forma más esférica215, y se acumulan vesículas en su interior, aumentando la densidad del orgánulo. 

Se producen además en la membrana y lumen de los LEs cambios bioquímicos211, que determinan 

la especificidad de fusión de las membranas y permiten la función degradativa del orgánulo. En los 

endosomas tardíos, de manera análoga a lo que sucede en los tempranos, existen también procesos 

de reciclaje de moléculas al TGN.

Complejo ESCRT y formación del cuerpo multivesicular

El destino final de los LEs es la fusión con la vacuola y la liberación en su interior de los 

contenidos del lumen endosomal, que serán digeridos. Las proteínas que deban digerirse también 

pueden encontrarse en las membranas endosomales. En este caso se forman a partir de la membrana 

invaginaciones y, finalmente, vesículas intraluminales, que quedan retenidas en el endosoma 

generándose un cuerpo multivesicular (MVB). Las proteínas a degradarse quedan incorporadas en las 

vesículas intraluminales, que son a su vez degradadas del mismo modo que los componentes solubles 

del lumen. Durante el proceso y hasta que se completa su eliminación, las proteínas secuestradas en 

los MVBs quedan además aisladas de toda interacción con el resto de componentes del citoplasma. 

Aunque la formación de MVB comienza ya en los endosomas tempranos, una característica de los 

LEs es su agrupamiento y el aumento del número de vesículas215.

Se denomina ESCRT (Endosomal Sorting Complexes Required for Transport) al conjunto de 

recubrimientos y oligómeros proteicos216–219 que llevan a cabo la formación de vesículas del MVB y, 

por tanto, la incorporación de proteínas desde la membrana endosomal a esta ruta degradativa. Los 

componentes conocidos de cada complejo se resumen en la tabla 1. Existen interacciones directas 

(extensamente revisadas220–223) entre los distintos complejos ESCRT y con el resto de componentes 

celulares: fosfoinosítidos que se hallan enriquecidos en las membranas endosomales, y los sustratos a 

degradar, marcados por ubiquitinación. 



46

Tabla 1: interacciones entre complejos proteicos ESCRT y con elementos de la membrana. Ub: 
ubiquitina. Adaptada de: Williams y Urbé, 2007221; Hurley y Hanson, 2010223. 

Complejo Gen Interacciones

0
VPS27 Ub, PI3P, ESCRT-I (Vps23p), Clatrina

HSE1 Ub

I

VPS23 ESCRT-0 (Vps27p), Ub

MVB12 Ub

VPS37 Membrana

VPS28 ESCRT-II (Vps36p)

II

VPS36 Ub, PI3P, ESCRT-II (Vps28p)

VPS22

VPS25 ESCRT-III (Vps20p)

III

VPS2

Interacción entre sí, con PI(3,5)P2 y con Vps4p
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La conjugación de una única ubiquitina (o una corta cadena de ubiquitinas) era conocida 

como una señal de degradación de varios sustratos (el receptor de feromona o transportadores de 

aminoácidos, entre otros) mediante su incorporación al endosoma224. El descubrimiento del ESCRT 

permitió relacionar la ubiquitinación con la formación del MVB y así explicar el funcionamiento de esta 

vía de degradación endosomal de proteínas216,225. Los complejos ESCRT-0/I/II actúan de adaptadores 

entre los sustratos a degradar y el endosoma, a través de sus dominios de unión a ubiquitina y sus 

dominios de unión a fosfoinosítidos respectivamente. La naturaleza y número de los componentes 

de cada complejo es constante, e interaccionan entre sí por regiones específicas de unión (ilustración 

8). El complejo ESCRT-0 (y, a través de él, el resto de complejos) puede interaccionar también con 

recubrimientos de clatrina, que se encuentran en dominios específicos del endosoma. Mediante 

esta interacción, los complejos ESCRT se concentran y forman agregados macromoleculares. Las 

interacciones entre cada complejo y los lípidos del endosoma o la ubiquitina son relativamente 

débiles. En los agregados macromoleculares, sin embargo, se producen numerosas interacciones en 

un espacio muy reducido, por lo que la interacción resultante es una unión cooperativa de mayor 

afinidad222. Simultáneamente, la presencia de una cantidad reducida de moléculas sustrato de ESCRT 

puede inducir la progresiva concentración local de sustratos mediante un bucle de retroalimentación 

positiva. Los sustratos iniciales provocan el reclutamiento de ESCRT0/I/II mediante uniones de baja 

afinidad. Los agregados de complejos ESCRT que se forman entonces se pueden unir cooperativamente. 

A raíz de esta afinidad incrementada aumenta el reclutamiento de sustratos, que se concentran cada 
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vez más. Así, mediante las interacciones entre clatrina, ESCRT y los sustratos a degradar se logra la 

concentración local de los sustratos y de los complejos ESCRT.

Vps27
Vps23

Vps37

Mvb12

Vps28

Vps22Vps36

Vps25

Hse1

ESCRT 0 ESCRT I ESCRT II

ESCRT III
(Vps2, Vps20,
Vps24, Snf7)

Recubrimiento
de clatrina

Lípido
básico

Ubiquitina
Vps25

Ilustración 8: componentes e interacciones de los complejos ESCRT.

Según los modelos más recientes, ESCRT-I/II tienen otra función fundamental: la formación 

en la membrana endosomal de invaginaciones, que posteriormente se convertirán en las vesículas 

intraluminales del MVB223. ESCRT-0/I/II tienen funciones semejantes en la formación del MVB, lo 

que sugiere que no hay una secuencia estricta de reclutamiento en la que las moléculas reconocidas 

pasan de un complejo a otro221. Sin embargo el complejo ESCRT-III sí actúa siempre en último lugar, ya 

que su función es finalizar la formación de las vesículas del MVB. A diferencia de los otros complejos, 

en el ESCRT-III intervienen varias proteínas con estructura semejante, que forman un recubrimiento 

de extensión y composición variable220,221 (ilustración 8). La función principal de ESCRT-III es el 

estrangulamiento de las invaginaciones, lo que lleva a la formación de las vesículas intraluminales 

definitivas226. El recubrimiento interacciona además con ubiquitín-proteasas como Doa4 (reclutada 

a través de Bro1)220. La desubiquitinación sucede antes de la incorporación de los sustratos a las 

vesículas, previene la degradación de la ubiquitina y permite su reciclaje. ESCRT-III facilita también 

el ensamblaje de la ATPasa multimérica Vps4 y sus unidades accesorias223. Vps4 cataliza la separación 

de los componentes del ESCRT-III del endosoma, interrumpiendo la formación de vesículas del MVB 

hasta que los complejos ESCRT vuelvan a ser reclutadas en un nuevo ciclo de formación de vesícula.

Maduración de los endosomas

Las muy distintas características morfológicas y bioquímicas de los endosomas tempranos y 

tardíos (revisadas por Huotari y Helenius211) reflejan sus funciones diferenciadas. Los dominios 

tubulares del EE, desde donde se organiza el reciclaje por vesículas, no están presentes en el LE, cuya 

única función es la degradación de sus contenidos. El LE actúa como transportador de las hidrolasas 

digestivas a la vacuola y también como primer compartimento digestivo, razón por la que sufre una 

progresiva acidificación, siendo su pH intermedio entre el vacuolar y el de los EEs. La membrana del 
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LE está protegida frente a la acción degradativa de estos enzimas, al contrario que la membrana de 

las vesículas intraluminales. Por tanto, al acelerarse la formación de MVB se promueve una digestión 

plena de las vesículas y las proteínas en ellas incorporadas. Los LEs cambian además su especificidad, 

fusionándose sólo entre sí (fusión homotípica) y con su destino final, la vacuola.

El surgimiento del endosoma tardío a partir del temprano puede explicarse bien por un 

mecanismo de transformación y desplazamiento (maduración), bien por un mecanismo de 

intercambio de material entre compartimentos estables mediante vesículas (transporte). Modelos 

recientes han tratado de conjugar ambas explicaciones227,228. En las regiones vesiculares de los EEs 

comienzan a producirse cambios bioquímicos como la sustitución de GTPasas Rab o el reclutamiento 

de ESCRT a las membranas (maduración). Los LEs surgen como vesículas de gran tamaño a partir 

de estas regiones (transporte) y sus características propias se acentúan posteriormente (maduración). 

Los LEs sufren además fusión homotípica, concentrándose y aumentando de tamaño. Los EEs y el 

material a degradar presente en los mismos se reconfiguran de este modo, a partir de un mecanismo 

que implica transporte, en LEs maduros.

Uno de los procesos claves en la transición EE–LE es la denominada conversión de Rab, 

consistente en la sustitución de la GTPasa de la familia Rab mayoritaria en la membrana 

endosomal227,228. La GTPasa Rab5 (cuyo ortólogo en levadura es el gen VPS21/YPT51229, aunque 

hay otros 2 genes homólogos230) es un marcador del EE231, mientras que los LEs están enriquecidos 

en Rab7232 (en levaduras, el gen ortólogo YPT7233), que también se localiza en las vacuolas234. Las 

proteínas Rab coordinan diversos procesos del tráfico vesicular mediante el reclutamiento a las 

membranas de proteínas de recubrimiento y otros efectores235, determinando así el comportamiento 

y la naturaleza de dichas membranas. En las interacciones entre membranas, Rab5 interviene en la 

fusión de vesículas endocíticas y la formación del EE236, mientras que YPT7 es esencial para la fusión 

homotípica entre vacuolas234 y para la maduración de los LEs y su fusión con la vacuola233. Entre los 

efectores dependientes de Rab (revisados por Nordmann et al237) cabe destacar la fosfatidil-inositol 

3-quinasa Vps34p (ambas Rab), que genera el PI3P característico de las membranas endosomales; 

las proteínas del citoesqueleto, que sirven de guías para el transporte de los endosomas dentro de la 

célula; y el retrómero, que será comentado más adelante.

Existen dos mecanismos de regulación de las proteínas Rab235. Su actividad depende de su inserción 

en las membranas a través de una cola hidrofóbica añadida posttraduccionalmente (prenilación). 

Un inhibidor de la disociación de GDP (GDI) puede unirse a Rab y evitar el despliegue de esta 

prenilación, manteniendo la proteína soluble y en el citosol. Sólo cuando un factor de desplazamiento 

de GDI (GDF) retira el inhibidor se inserta la proteína en la membrana, lo que permite su posterior 

activación (ilustración 9 A). Además, como miembros de la superfamilia Ras de GTPasas, las Rab 

son proteínas de unión a un nucleótido de guanina. El paso de forma inactiva (unida a GDP) a activa 
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(unida a GTP) es mediado por factores intercambiadores del nucleótido de guanina (GEF). El paso 

opuesto es mediado por proteínas activadores de la GTPasa (GAP), que aceleran la capacidad GTPasa 

intrínseca de la proteína (ilustración 9 B). La forma activa de la proteína –insertada en la membrana 

y unida a GTP– es capaz de interaccionar con sus efectores.

Prenilo
expuesto

Rab activa

Rab inactiva

GEF

GDF

+

 

GAP H2O

 

Pi

GDPGTP

GDI

GDI

B

A

Ilustración 9: Regulación de las proteínas Rab. A: inserción de Rab-GDP en la membrana, 
dependiente de GDI y GDF. B: activación de Rab, dependiente de GDP/GTP y los reguladores GEF 
y GAP.

Investigaciones recientes han aclarado el papel de las proteínas Rab Vps21 e Ypt7 en la maduración 

de los endosomas (revisado por Lachman et al238). En el EE, el GEF Vps9 genera Vps21GTP (ilustración 

10 A). Un efector de Vps21 es el complejo CORVET, consistente en un tetrámero central (clase C) y 

dos proteínas en sus extremos: Vps3239 y Vps8240. Ambas proteínas pueden unirse a Vps21-GTP, siendo 

así el CORVET un puente que amarra membranas y promueve su posterior fusión240,241 (ilustración 

10 B). Como efector, CORVET promueve la primera fase de la maduración endosomal: la fusión del 

EE con otras vesículas endocíticas o provenientes del TGN; y, una vez formados los LE, las fusiones 

homotípicas iniciales ente los mismos240. Vps3 es además un GEF de Vps21239. En el EE, por tanto, 

Vps21–GTP recluta a un efector/regulador que, a su vez, incrementa aún más la forma activa de 

Vps21 (ilustración 10 C).

Sin embargo, Vps21 es sustituido por Ypt7 a medida que madura el LE, y el complejo CORVET 

es sustituido por otro complejo homólogo denominado HOPS. Ambos comparten el tetrámero 

central, y el complejo HOPS sustituye las subunidades Vps3/8 por los respectivos homólogos 

Vps39/41239, los cuales interaccionan con Ypt7. La estructura del HOPS indica que a través de esas dos 

interacciones actúa de efector de Ypt7, promoviendo el amarre de membranas (ilustración 10 G), de 

manera presumiblemente análoga al CORVET, y el mantenimiento de la morfología endosomal242. La 

conversión de Rab Vps21–Ypt7 se coordina con la sustitución CORVET–HOPS mediante el dímero 

Mon1/Ccz1243. Vps21 y CORVET (Vps8) reclutan Mon1/Ccz1 al LE, donde actúa de GEF de Ypt7 
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(ilustración 10 D). La presencia de Ypt7-GTP lleva a la adquisición de HOPS en las membranas. 

HOPS además activa a Mon1/Ccz1, que activa a su vez a Ypt7, en un bucle de activación de la Rab 

similar al que sucedía en el EE (ilustración 10 F). Mon1/Ccz1 también es capaz de desplazar del LE a 

Vps21 (ilustración 10 E) por un mecanismo aún no definido en levadura (el homólogo de Mon1 en 

Caenorhabditis elegans, SAND-1, desactiva a Rab5 mediante el secuestro de su GEF228).

VacuolaEEMP LEs

A

B

C
D

E
F

G

B
B

Vps21-GTPVps21-GDP

Ypt7-GTP

CORVET

HOPS Mon1-Ccz1

Vps9

Ypt7-GDP

Ilustración 10: proteínas Rab durante la maduración del endosoma. A: Activación de Vps21 por 
Vps9. B: La función efectora del CORVET es facilitar la fusión de membranas del EE y primeros LE. 
C: En su función reguladora de Rab, CORVET (Vps3) activa Vps21. D: Vps21 y CORVET reclutan 
a Mon1/Ccz1, que activa a Ypt7. E: Mon1/Ccz1 desplaza Vps21 del LE. F: En su función reguladora, 
HOPS activa a Mon1/Ccz1, que a su vez activa a Ypt7. G: La función efectora de HOPS es facilitar 
la fusión homotípica de membranas del LE y con la vacuola.

Reciclaje mediante transporte retrógrado

El retrómero es un recubrimiento proteico que se localiza en el endosoma e interviene en 

el reciclaje de proteínas, por transporte retrógrado, al TGN244. El complejo de reconocimiento de 

membranas del retrómero es un dímero de proteínas Vps5 y Vps17245,246. Ambas proteínas pertenecen 

a la familia de las nexinas, capaces de unirse –además de entre sí– al fosfatidilinositol-3-fosfato que se 

encuentra en los endosomas y a las membranas que presentan curvatura, como las regiones tubulares 

de los endosomas. No está claro que participen directamente en la formación de dichos túbulos, 

dado que sólo algunos miembros de dicha familia poseen esta segunda propiedad247. El complejo 

de reconocimiento de carga (CRC) del retrómero es un trímero de las subunidades Vps26, Vps29 y 

Vps35244,248,249, e interacciona con el complejo de unión a membranas.
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La identidad de los endosomas en los que actúa el retrómero es un tema controvertido. Dada la 

función de reciclaje del retrómero, se esperaría que actuara en los primeros pasos de la maduración 

del endosoma, antes de que las capacidades degradativas del orgánulo fueran completas. Los 

estudios iniciales mostraron asociación del retrómero en estructuras tubulares y su implicación en el 

reciclaje, lo que parecía indicar una localización en el EE250. Posteriores observaciones demostraron 

sin embargo un patrón más complejo de distribución del retrómero, que colocalizaba en células de 

mamífero no sólo con la proteína del EE Rab5, sino también con la proteína del LE Rab7251. Estudios 

recientes han confirmado esta doble localización, proponiendo que el retrómero actúa en varias fases 

de la maduración del endosoma. Según este modelo, el punto en que coinciden ambas proteínas Rab 

es la transición del EE al LE, y en este punto alcanzaría un máximo la formación de las estructuras 

tubulares a las que se asocia el retrómero252,253. Esta doble localización ha sido también planteada en 

Saccharomyces cerevisiae254,255. El CRC del retrómero colocaliza en el EE con la proteína Vps21 y en el 

LE con Ypt7. Experimentos de inmunoprecipitación demostraron que el CRC interacciona, además, 

con la forma unida a GTP de Ypt7 254,255. El CRC por tanto presenta dos ligandos: la unión al complejo 

de reconocimiento de membranas (Vps5/17) lo dirige preferentemente al EE, mientras que la unión a 

Ypt7 lo dirige al LE e incluso a la vacuola. Se ha planteado que esto representa la secuencia de la vía del 

retrómero: unión al EE, unión a Ypt7 al transformarse en LE y activación por parte de esta proteína 

del retrómero, produciéndose finalmente en el LE los compartimentos tubulares de reciclaje255.

Los sustratos del retrómero son proteínas cuya función tiene lugar en un compartimento 

anterior al endosoma (el TGN) pero que pueden escaparse y alcanzar dicho orgánulo. La progresión 

de estas proteínas desde el endosoma implicaría su transporte a la vacuola y su posterior degradación. 

El retrómero impide dicha progresión y la pérdida de función de estas proteínas, permitiendo su 

circulación entre el endosoma y el TGN. Por tanto, cuando hay mutaciones en el retrómero, se pueden 

identificar como sustratos del mismo a proteínas que pierden su correcta localización. Este es el caso, 

en mutantes vps5/26/35, de la dipeptidil aminopeptidasa STE13, el receptor de hidrolasas VPS10 y la 

serina proteasa KEX2256. Se ha demostrado además una interacción física directa entre las dos primeras 

proteínas y Vps35p248. Kex2p comparte con esas dos proteínas un motivo de localización hidrofóbico 

situado en la cola citosólica, imprescindible para su retención257–259. La carboxipeptidasa Kex1p es 

reciclada también del TGN al endosoma, proceso para el que depende de su cola citosólica260. KEX1, 

KEX2 y STE13 participan además en el mismo proceso (la maduración del factor–α261), lo que hace 

probable que su reciclaje implique también al retrómero. Los determinantes de selectividad para el 

retrómero no han sido completamente dilucidados, y se ha descrito además al menos una interacción 

retrómero–sustrato mediada por un adaptador262, un mecanismo que podría aplicarse al reciclaje de 

otras proteínas. La identificación de los sustratos del retrómero es, posiblemente, aún incompleta.
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Mitocondria

Las mitocondrias de S. cerevisiae tienen las mismas características generales (estructura, 

composición y función) que en otras células eucariotas. No obstante, presentan algunas peculiaridades 

resaltables. Esta sección revisa ambos aspectos de los fenómenos mitocondriales de mayor interés 

para este trabajo.

Importancia de las mitocondrias para las células de Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae es una levadura fermentativa facultativa, capaz de obtener energía 

de la fermentación alcohólica o de la respiración en las mitocondrias. En condiciones no limitantes 

de glucosa se comporta preferentemente como un organismo fermentativo, presentando unos 

niveles muy reducidos de respiración263, y es de hecho una de las pocas levaduras capaz de crecer en 

condiciones de anaerobiosis264. En condiciones de anaerobiosis S. cerevisiae se convierte en auxótrofa 

para el ergosterol y ácidos grasos insaturados265,266, y sólo en estas condiciones expresa un sistema de 

incorporación de ergosterol exógeno267.

En medio rico en glucosa y con disponibilidad de oxígeno –condiciones habituales en el 

laboratorio– el crecimiento de la levadura es bifásico268. La primera fase se da mientras existe 

disponibilidad de glucosa, convertida en piruvato por glicólisis y, a su vez, en etanol por fermentación. 

En esta primera fase la respiración está reprimida. En una segunda fase, cuando se agota la glucosa, la 

célula comienza a obtener energía preferentemente mediante la respiración. Dado que la respiración 

es energéticamente más eficiente que la fermentación, y a la disponibilidad del etanol residual que 

puede incorporarse como fuente de carbono a la respiración, en esta segunda fase se reduce el 

consumo de glucosa. Se ha postulado que este comportamiento es una adaptación de S. cerevisiae a 

su medio natural, frutas en descomposición ricas en azúcares. A pesar de la baja eficiencia energética 

de la primera fase, permitiría a la levadura un crecimiento muy rápido, convertir los azúcares en 

una fuente de carbono que pueda aprovechar en el futuro y aumentar la acidez y la concentración de 

etanol, condiciones tóxicas para otros microorganismos. Por lo tanto, le proporcionaría una ventaja 

competitiva269. 

Se denomina cambio diáuxico a la transición entre fases, que se acompaña de importantes 

cambios fisiológicos. Por tanto, la separación entre la fase fermentativa y la fase respiratoria requiere 

una estricta regulación metabólica. Esta se consigue mediante la represión por glucosa de la expresión 

de genes diana. Durante la represión por glucosa el factor de transcripción represor Mig1 se une 

al promotor de los genes diana, incluyendo el factor de transcripción activador Cat8 (ilustración 

11 A). Ambos factores de transcripción están regulados coordinadamente por la quinasa Snf1. En 

condiciones limitantes de glucosa (ilustración 11 B), Snf1 fosforila a Mig1 (evitando su localización 

nuclear y por tanto su unión a los promotores) y a Cat8, activándolo. Así, retira la represión e 
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induce la expresión de los genes diana. La actividad quinasa de Snf1 requiere el activador Snf4 y una 

proteína armazón que facilite su interacción (Gal83, Sip1 o Sip2)268. Las dianas fundamentales de 

estos reguladores son genes del metabolismo de carbohidratos268. Durante la represión por glucosa 

las vías activas son la glucólisis (de glucosa a piruvato) y la fermentación alcohólica (de piruvato a 

etanol). Tras el cambio diáuxico, desaparece la represión de las vías que favorecen la respiración en 

la mitocondria: la oxidación del alcohol (de etanol a acetil-CoA), el ciclo de Krebs (de acetil-CoA 

a CO2, generando equivalentes de reducción para la fosforilación oxidativa) y la gluconeogénesis 

(producción de glucosa empleando oxalacetato, un metabolito del ciclo de Krebs)270.

Snf4
Cat8

Mig1

Snf1

Gal83/
Sip1/
Sip2

GENES DIANA
reprimibles por glucosa

(incluído CAT8)

Cat8

Mig1

GENES DIANA
reprimibles por glucosa

(incluído CAT8)

A Represión por glucosa B Sin represión (bajas concentraciones de glucosa)

P

P

Ilustración 11: regulación mediante la quinasa Snf1 de la represión por glucosa. A: en presencia 
de glucosa, el factor de transcripción Mig1 reprime la expresión de genes del metabolismo de 
carbohidratos (incluido el factor de transcripción CAT8, de efecto opuesto). B: en ausencia de 
glucosa la quinasa Snf1 fosforila a Mig1 y Cat8. Esto evita la acción del represor Mig1 y, a su vez, 
activa al activador Cat8. Como resultado se pierde la represión por glucosa de los genes diana, que 
pueden expresarse. Snf1 es activado por Snf4, lo que es posible gracias a su interacción con una de 
las 3 proteínas armazón (Gal83, Sip1, Sip2). Adaptado de Barnett y Entian, 2005268.

Morfodinámica de las mitocondrias

El metabolismo de carbohidratos determina también la morfología mitocondrial. En condiciones 

de anaerobiosis estricta, las células de S. cerevisiae presentan pocas mitocondrias con un bajo 

desarrollo de las crestas mitocondriales271,272. Este estadio del orgánulo se denomina premitocondria 

y representan un estadio residual, presente en la célula en condiciones de baja respiración y a partir 

del cual pueden desarrollarse mitocondrias plenamente formadas. Las células crecidas en condiciones 

anaerobias sufren un aumento del volumen y complejidad mitocondrial al exponerse al oxígeno; 

el proceso contrario ocurre cuando células crecidas en presencia de oxígeno se pasan a crecer en 

anaerobiosis273. El aumento de tamaño (y complejidad) también se da durante distintas fases del 

crecimiento bifásico: en condiciones de represión por glucosa las mitocondrias representan una 

fracción menor del volumen celular y tienen una morfología más simple, pero tras el cambio diáuxico 

aumenta su tamaño y ramificación273,274. Aunque las mitocondrias de la levadura pueden tener en 

micrografías aisladas apariencia de orgánulos individuales, las reconstrucciones tridimensionales 
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muestran que se interconectan, formando un retículo dinámico275,276. En células crecidas en medio con 

glicerol (fuente de carbono no fermentable y que obligatoriamente induce la respiración) este retículo 

mostró por promedio cuatro veces más ramificaciones que las células crecidas en glucosa hasta la fase 

logarítmica, previa al cambio diáuxico276. Este estadio de tamaño y desarrollo incrementado sufre 

una última evolución cuando las células alcanzan la fase estacionaria y se adaptan prolongadamente 

a emplear etanol como fuente de carbono. El retículo mitocondrial sufre entonces una aparente 

disgregación en corpúsculos numerosos y de pequeño tamaño274,277.

El condrioma de la levadura es una estructura dinámica: la apariencia reticular observada es 

el resultado de la fusión entre los distintos túbulos que lo componen, que también sufren continuos 

procesos de fisión278. Se ha planteado que esta dinámica promueve la mezcla de los orgánulos. Las 

mitocondrias acumulan, debido a su función energética, daño oxidativo en sus membranas, proteínas 

y ácidos nucleicos. La mezcla constante promovería la homogeneidad de los orgánulos intracelulares. 

La fusión mitocondrial tras la reproducción sexual dotaría al zigoto de un condrioma homogéneo que 

repartir entre su descendencia278.

La morfodinámica mitocondrial está controlada fundamentalmente por dos complejos de 

proteínas que promueven fisión (complejo Dnm1p) y fusión (complejo Fzo1p). El equilibrio entre 

ambos procesos determina la morfología final del condrioma279: en un mutante dnm1Δ, defectuoso 

en fisión280, la fusión sin oposición colapsa a las mitocondrias en cordones únicos, glóbulos o mallas; y 

un mutante fzo1Δ, defectuoso en fusión281, sufre una fisión sin contrapeso que provoca la disgregación 

en multitud de mitocondrias separadas (ilustración 12). Dnm1p es una GTPasa de la familia de 

la dinamina que es reclutada a la mitocondria, donde polimeriza en estructuras que estrangulan 

los túbulos mitocondriales e inducen su fisión. Dos proteínas presentes en la membrana externa 

mitocondrial, Fis1p y Mdv1p, participan en este reclutamiento282. La fusión mitocondrial se basa en 

la aproximación de mitocondrias distintas, hasta que se fusionan sus membranas. Este acercamiento 

está mediado por GTPasas de membrana. Las moléculas de la GTPasa presentes en una mitocondria 

interaccionan con las presentes en el otro orgánulo, facilitando el anclaje y aproximación de ambos. 

Fzo1p es una de estas proteínas situada en la membrana mitocondrial externa. Tras la fusión de la 

misma, Mgm1p cumple una función análoga en la membrana mitocondrial interna. El complejo de 

Fzo1p se completa con una tercera proteína (Ugo1p) que une ambas GTPasas y coordina la fusión de 

ambas membranas mitocondriales.

Existen otros determinantes de la morfología mitocondrial. Los complejos situados en las 

regiones de contacto entre el retículo endoplásmico y la mitocondria determinan la morfología 

mitocondrial. En los mutantes de estos complejos las mitocondrias se colapsan en estructuras 

globulares gigantes. El mecanismo es independiente a Dnm1/Fzo1 y podría implicar la interacción 

de las mitocondrias con los filamentos de actina y su movimiento283,284. Finalmente, existen procesos 
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autofágicos específicos para las mitocondrias (mitofagia) en los que participan los genes UTH1, AUP1 

y MDM38285. La relación entre sí y con la inducción general de autofagia no se ha dilucidado aún. En 

células de mamífero la mitofagia es precedida por fragmentación de la mitocondria286. Este extremo no 

se ha confirmado en levadura Un caso al menos de mitofagia (la mediada por la mutación mdm38Δ) 

es precedida por la fragmentación mitocondrial, y un mutante mdm38Δdnm1Δ no sufre mitofagia285. 

Ilustración 12: regulación de la dinámica mitocondrial a través del equilibrio entre la acción de 
DNM1 (promueve fisión) y FZO1 (promueve fusión). La mutación de uno de los genes altera el 
equilibrio, dejando al otro actuar sin contrapeso. Extraído de Mozdy et al, 2000282.

Bioenergética mitocondrial

La fosforilación oxidativa que tiene lugar en la mitocondria consta, de acuerdo con el modelo 

quimiosmótico287, de tres componentes. La cadena de transporte de electrones encadena reacciones 

de oxidoreducción (hasta llegar al aceptor final de electrones) que proveen la energía necesaria para 

desplazar protones a través de la membrana mitocondrial interna. El regreso de los protones a la matriz 

mitocondrial tiene lugar a través de la FOF1-ATP sintasa, y provee de energía a la síntesis de ATP. La 

translocación de protones genera un gradiente químico que actúa de fuerza protón-motriz del flujo a 

través de la ATP sintasa. El gradiente de protones es, por tanto, el tercer componente que permite el 

acoplamiento de los otros dos. La existencia de este gradiente es posible por la impermeabilidad de 

la membrana mitocondrial interna, con la excepción de los canales generados por la ATP sintasa. Al 

poseer los protones carga, el bombeo de los mismos resulta además electrogénico, apareciendo una 

diferencia de carga a ambos lados de la membrana. El potencial transmembrana mitocondrial (ΔΨm) 

generado es por tanto inherente a la respiración mitocondrial.

La fosforilación oxidativa presente en S. cerevisiae se basa en un mecanismo semejante al de otras 

células eucariotas. La ATP sintasa consta de dos fracciones (FO y F1) con los componentes y estructura 
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conservados. La cadena de transporte de electrones está formada por cuatro complejos (I: NADH 

deshidrogenasa; II: succinato deshidrogenasa; III: citocromo c reductasa; IV: citocromo c oxidasa), 

dos intermediarios (complejos I/II-III: ubiquinona; complejos III-IV: citocromo c) y O2 como aceptor 

final de los electrones. El único componente inusual es el complejo I (NADH deshidrogenasa). En 

levadura no existe un complejo multiproteico, sino un enzima único capaz de transferir electrones del 

NADH a la ubiquinona pero no de bombear protones al espacio intermembrana de la mitocondria. 

Existen tres isoenzimas, localizadas en la membrana interna de la mitocondria: NDI1, con su centro 

catalítico orientado hacia la matriz mitocondrial, oxida el NADH proveniente del ciclo de Krebs; y 

NDE1/2, con su centro catalítico orientado hacia el espacio intermembrana y capaces de oxidar el 

NADH proveniente del citosol288. De acuerdo con esto, la respiración en levadura no requiere de 

sistemas de lanzadera para translocar equivalentes de reducción al interior de la mitocondria.

La fermentación de azúcares puede, en condiciones no limitantes de esa fuente de carbono, 

proveer a S. cerevisiae de prácticamente toda la energía que necesita. Esto facilita la existencia de 

mutantes viables que son incapaces de respirar. Estos mutantes son fermentativos obligatorios, 

por lo que un medio de cultivo con glicerol o etanol no permite su desarrollo. En comparación a 

células silvestres crecen además con lentitud, generando colonias de pequeño tamaño. Los primeros 

mutantes de esta clase fueron generados por tratamiento con acridinas como el bromuro de etidio, 

agentes intercalantes del ADN289. Se demostró posteriormente que este tratamiento producía la 

pérdida parcial (cepas ρ–) o total (cepas ρ0) del ADN mitocondrial290. Tal pérdida explica el defecto en 

la respiración de los mutantes. Existen en el genoma mitocondrial de levadura 8 genes que codifican 

proteínas, todas ellas con función en este orgánulo: CYTB (citocromo b, parte del complejo III); 

COX1/2/3 (subunidades del complejo IV); ATP6/8/9 (subunidades de la FOF1-ATP sintasa); y VAR1 

(proteína ribosomal). Las tres subunidades de la ATP sintasa forman parte de la fracción FO
291, y las 

tres subunidades del complejo IV forman el núcleo catalítico del mismo292. Por tanto, las cepas ρ– 

carecen de genes esenciales para la respiración.

Saccharomyces cerevisiae como organismo modelo 
para el estudio de fármacos     

La levadura de gemación es uno de los modelos experimentales más extendidos en los laboratorios 

de biología. Los primeros estudios empleando levaduras aparecieron en los siglos XVIII-XIX, en 

relación a la naturaleza de las reacciones de fermentación. Pasteur demostró definitivamente que 

este proceso requería de un agente biológico identificado como la levadura, cuyas células habían sido 
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observada ya por Leeuwenhoek en el siglo XVII293. En los años 30 comenzó a emplearse S. cerevisiae 

como un modelo experimental para genética289. Quedo establecido, en esta época, que poseía un 

ciclo vital haplodiplonte (con generaciones haploide y diploide alternas y estables por reproducción 

vegetativa) y que la reproducción sexual implicaba dos tipo sexuales (a y α). Así mismo, se generaron 

los primeros mapas genéticos y protocolos de mutagénesis.

A finales de los años 70 la levadura se demostró un modelo válido para la biología molecular 

al desarrollarse dos técnicas básicas de la tecnología del ADN recombinante: la transformación 

de células con ADN y los primeros vectores de expresión, basados en el plásmido 2µ natural del 

organismo294. Determinadas ventajas del sistema promovieron su uso en biología molecular: 

recombinación homóloga únicamente y con alta frecuencia; posibilidad de combinar mutaciones 

mediante reproducción sexual; un genoma compacto (12 Mb), con pocos genes (cerca de 6000), de 

pequeño tamaño (por promedio menor de 2 kb) y generalmente sin intrones295; posibilidad de crear 

mutantes en la mayoría de genes, al no ser esenciales; existencia de vectores episomales, integrativos 

y cromosomas artificiales. El uso de S. cerevisiae como modelo experimental en genética facilitó 

además la disponibilidad de mutantes y genes marcadores. La levadura debe gran parte de su éxito 

como organismo modelo a la facilidad y rapidez con las que se puede tanto modificar genéticamente 

como manejar y observar. Esto facilita los estudios funcionales que relacionan genes con fenotipos 

observables.

En 1996 el genoma de S. cerevisiae fue el primero de un organismo eucariota en ser secuenciado295. 

El grado de homología con los genes de Homo sapiens resultó ser elevado: más del 20% de los genes 

humanos implicados en enfermedad y secuenciados tienen homólogos en levadura296. Esto es 

indicativo de que la arquitectura celular básica de levadura está conservada en mamíferos superiores y 

que el conocimiento obtenido del estudio del modelo experimental puede ser trasladado a mamíferos 

superiores.

La colección de mutantes de deleción

Una herramienta básica para establecer la función de un gen es estudiar las consecuencias de 

mutar dicho gen. Clásicamente, la estrategia era estudiar la función del mutante en primer lugar 

y después identificar el gen. Tras generar un conjunto de mutantes, se observaban determinados 

fenotipos que actuaban como marcadores del proceso biológico objeto de estudio. Aquellos mutantes 

con fenotipos de interés se cribaban del conjunto y se caracterizaban con detalle. Se observaba la 

interacción funcional de esta mutación con otras en genes conocidos, determinando así la relación 

del gen mutado con los elementos conocidos del proceso. Finalmente, los genes desconocidos 

se identificaban por técnicas de genética clásica y molecular. El desciframiento del genoma de 

Saccharomyces cerevisiae significó el mapeo y secuenciación de todos los genes del organismo, entre 

ellos más de 4000 no identificados previamente295. Esto permitió plantear una segunda estrategia 
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opuesta: realizar mutaciones dirigidas en un gen y observar los efectos para determinar las funciones 

del gen.

Un consorcio de laboratorios europeos y norteamericanos asumió esta estrategia de un 

modo sistemático y emprendió la deleción de todos los genes de levadura, con el objetivo final de 

construir una colección completa de mutantes de deleción. La meta inmediata de esta colección 

era la caracterización funcional global de los genes del organismo: estudiando en paralelo todos los 

mutantes, se evalúa la implicación de cada gen en la característica observada297. Se puso además este 

amplio reservorio de cepas a disposición de toda la comunidad científica. Esto facilita los estudios 

funcionales de procesos específicos, al estar disponibles los mutantes de deleción de los genes que 

participan en dichos procesos. La disponibilidad de la colección completa proporciona un valor 

añadido, ya que pueden aislarse subconjuntos de mutantes relevantes a partir de cada estudio. 

Mediante la identificación de estos mutantes puede no sólo confirmarse la implicación en el proceso 

de genes ya conocidos, sino encontrar nuevos genes. En ese sentido, la utilidad de la colección no está 

en la mera disponibilidad de una mezcla de cepas: cada mutante está clasificado y, además, marcado 

por un código de barras genético asociado a su deleción específica. 

La construcción de los mutantes se basó en la sustitución, en el gen a mutar, de su región 

codificante por el módulo génico kanMX, que otorga resistencia al antibiótico de selección 

geneticina298. El módulo se modificó incorporando en cada extremo una secuencia específico para 

cada cepa construida, empleada a modo de código de barras identificativo (ilustración 13). Dentro 

de todos los códigos de barras hay dos secuencias comunes en sus extremos. Estas secuencias están 

diseñadas para hibridarse a oligonucleótidos específicos, lo que puede emplearse para amplificar el 

código de barras o secuenciarlo y así identificar un mutante. La inserción se realizó por recombinación 

homóloga, por lo que para cada gen hubo que añadir al módulo secuencias específicas. En ambos 

extremos se incorporaron secuencias homólogas a las que flanquean en 5’ y 3’ la región codificante 

del gen a delecionar. La presencia de dos regiones homólogas guía la recombinación del módulo con 

el locus a delecionar299 (ilustración 13). 

La colección completa consta de cuatro subcolecciones: cepas haploides del tipo sexual a, 

cepas haploides del tipo sexual α, células diploides homozigotas para la deleción y células diploides 

heterozigotas para la deleción. Un 18,7% de los genes resultaron esenciales para el crecimiento 

en medio rico con glucosa, por lo que sus mutantes sólo se encuentran en heterozigosis en cepas 

diploides. Los mutantes en genes no esenciales están presentes en todas las colecciones299. 

La colección de mutantes se ha empleado para estudiar propiedades generales: viabilidad en 

distintos medios de cultivo, velocidad de crecimiento y aptitud competitiva de las cepas297, tamaño y 

forma celular299. Sólo una pequeña parte de los mutantes de la colección muestran, en cada screening, 

un fenotipo claro. No obstante, también pueden caracterizarse funcionalmente los mutantes 
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estudiando el qué efecto tienen condiciones externas más específicas. Ya la publicación que describía 

la colección de mutantes completa presentaba un análisis funcional del crecimiento en condiciones 

alteradas (disponibilidad de aminoácidos y fuente de carbono, salinidad, alcalinidad y resistencia 

al antifúngico nistatina)299. Los screenings frente a distintas condiciones permiten identificar 

subconjuntos específicos de mutantes. Cada subconjunto de mutantes se corresponde con un perfil 

de los genes implicados en la respuesta a las condiciones empleadas. Así, mediante la realización de 

suficientes screenings se lograría en teoría acumular suficientes perfiles que no se solapan, y asignar 

a cada gen al menos una función. En este sentido, el análisis de la colección de mutantes frente a 400 

compuestos y condiciones ambientales arrojó la conclusión de que la práctica totalidad de los genes 

son esenciales para el crecimiento en una condición experimental como mínimo300.

Código de barras kanMX Código de barras

GEN A DELECIONAR

kanMX

Secuencia homólogaSecuencia homóloga

Código de barras Código de barras

Ilustración 13: esquema de la construcción de los mutantes de la colección. El módulo génico 
de resistencia se construyó a partir del módulo kanMX, al que se le añadieron unas secuencias 
identificativas a modo de código de barras genético (no se muestran las secuencias internas de 
hibridación). Se añadieron a ambos extremos del módulo resultante unas secuencias homólogas 
a las que flanquean la región codificante del gen a delecionar. Por recombinación homóloga entre 
estas secuencias, se sustituyó el gen diana por el módulo. Adaptado de Giaever et al, 2002299.

Para averiguar qué mecanismos moleculares intervienen en la respuesta a una condición, el 

enfoque más directo es cribar la colección en busca de mutantes que no respondan a esa condición con 

el mismo fenotipo que las células normales. Ciertas condiciones, como por ejemplo el tratamiento con 

compuestos tóxicos y fármacos, tienen como consecuencia la inhibición del crecimiento o letalidad. 

La resistencia de un mutante a tal tratamiento indica que el gen delecionado en esa cepa interviene 

en el proceso de toxicidad inducido por el compuesto. El enfoque contrario es también posible: cribar 

mutantes que ante una condición limitada –que no provoca, en las células silvestres, un fenotipo 

observable– sí sufren ese fenotipo. Ante el tratamiento con un fármaco esto significaría toxicidad 

a una concentración baja que no afecta a las células silvestres (hipersensibilidad). La colección de 

mutantes, por supuesto, puede ser empleada para otras clases de screenings más complejos301, que no 

son directamente relevantes para el presente trabajo.
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Mecanismo de acción de los ATLs en Saccharomyces cerevisiae

La literatura concerniente a la acción de los ATLs sobre S. cerevisiae es limitada. Ruetz et al 

demostraron, en 1997, la sensibilidad de la levadura a un ATL (edelfosina)302. Esta sensibilidad ha 

sido posteriormente extendida a otros géneros de hongos303,304. S. cerevisiae es también sensible a 

miltefosina101.

La toxicidad de edelfosina y miltefosina depende de los genes LEM3101 y DNF1102, componentes de 

la flipasa de la MP encargada de la incorporación de aminofosfolípidos y compuestos análogos95,96,100. 

La capacidad de la célula de expulsar los ATLs internalizados también determina su resistencia a los 

mismos. El transportador ABC STE6, que media transporte desde el citosol al medio extracelular, 

reduce la sensibilidad a edelfosina302; así mismo, los factores de transcripción PDR1 y PDR3 

promueven la expresión de esta clase de transportadores, y su sobreexpresión reduce la sensibilidad 

a edelfosina101. Aunque la estabilidad de los ATLs no ha sido estudiada con detalle en levadura, la 

edelfosina no parece ser metabolizada significativamente tras 30 minutos de incubación302.

La interferencia del metabolismo lipídico no parece ser la causa de la toxicidad de edelfosina 

en S. cerevisiae. El tratamiento con el ATL provocó una acumulación de fosfocolina305. Esto indica 

la inhibición del enzima CCT, que cataliza la transformación de fosfocolina en CDP-colina, en la 

ruta biosintética de fosfatidilcolina (ilustración 4). Este mismo enzima es inhibido por ATLs en 

células tumorales, y se ha propuesto que esta inhibición provoca la toxicidad de estos compuestos. 

Tal inhibición tiene sin embargo una relevancia fisiológica distinta en levadura, al existir una ruta 

alternativa de síntesis de fosfatidilcolina a partir de fostadiletanolamina306. De hecho el gen PCT1, 

que codifica el enzima CCT, no es esencial, y el mutante pct1Δ no muestra una mayor resistencia 

a edelfosina respecto a su WT305. Cabe deducir que la edelfosina afecta a otros procesos celulares 

distintos de la síntesis de fosfatidilcolina, a través de los cuales ejerce su toxicidad.

Se desconoce si alguna de las rutas de señalización que se han propuesto como mediadoras de la 

toxicidad de ATLs en células tumorales participa en la toxicidad sobre levadura. Existen en S. cerevisiae 

homólogos de algunas de las rutas de señalización que promueven, en células de mamífero, tanto 

la supervivencia celular como su muerte celular programada. Las rutas de señalización por MAP 

quinasas también median la transducción de señales y participan en la progresión del ciclo celular 

o la respuesta a estrés307. Aunque los componentes de la ruta Akt están conservados en levadura y 

humanos308, el supuesto ortólogo de Akt SCH9 cumple sin embargo funciones más semejantes a las de 

la quinasa S6K1309. No parece probable que la toxicidad de los ATLs se deba a la inhibición de SCH9 

, ya que no es esencial para la viabilidad celular y carece además del dominio pleckstrina por el que 

Akt interacciona con las membranas308. Fenotipos propios de la apoptosis de metazoos sí han sido 

observados en células de levadura310. Se ha postulado que la levadura puede sufrir una muerte celular 

programada en respuesta a diversos tipos de estrés: químico (peróxido de hidrógeno, ácido acético, 
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fármacos), físico (radiación ultravioleta, altas temperaturas, estrés hiperosmótico) o bioquímico 

(estimulación con feromona sin posibilidad de apareamiento, expresión heteróloga de proteínas 

proapoptóticas como Bax, estrés de retículo o envejecimiento de la célula)311. Los componentes de 

las rutas de señalización que activan este proceso son semejantes a los presentes en células animales: 

proteasas relacionadas con las caspasas, homólogos del factor inductor de apoptosis, producción de 

especies reactivas de oxígeno o la mitocondria312–315. Sin embargo, en el genoma de S. cerevisiae no 

están presentes genes homólogos de ninguno de los componentes de la vía extrínseca de la apoptosis.

En un trabajo previo del laboratorio se analizó la influencia del metabolismo de esfingolípidos 

en la toxicidad por edelfosina. Se observó hipersensibilidad al compuesto en mutantes de los genes 

LCB1 (una serina palmitoiltransferasa que cataliza el primer paso en la síntesis de esfingolípidos), 

FEN1 y SUR4 (las dos elongasas que sintetizan los ácidos grasos de cadena larga que aparecen en los 

esfingolípidos)305. La correcta localización y la función de la ATPasa de membrana Pma1 es dependiente 

de estos genes: cuando están mutados, Pma1 no puede asociarse a los lipid rafts y se transloca a la 

vacuola, donde se degrada159,198,206. Se comprobó que en células WT la edelfosina también producía 

una translocación de Pma1 a la vacuola305. La hipersensibilidad de los mutantes se explica como un 

efecto aditivo entre dos condiciones que individualmente contribuyen a esta translocación (defectos 

en el metabolismo de esfingolípidos y tratamiento con edelfosina). La sobreexpresión de Pma1 alivió 

la toxicidad por edelfosina, confirmando que la causa de la toxicidad celular era la pérdida de función 

de Pma1305. Por tanto en la toxicidad por edelfosina en S. cerevisiae participa un proceso distinto a los 

propuestos para células de mamíferos: la degradación de la ATPasa de membrana Pma1.
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Objetivos
En este trabajo se busca estudiar el mecanismo de toxicidad de tres lípidos antitumorales (ATLs): 

edelfosina, miltefosina y perifosina. Los dos aspectos mediante los cuales se lleva a cabo este estudio 

son:

1. Identificación de los genes implicados en los procesos de toxicidad por ATLs.

1.1. Identificación y análisis de los genes esenciales para esta toxicidad mediante screenings de 

resistencia y sensibilidad a partir de una colección de mutantes de deleción.

1.2. Identificación de genes adicionales relevantes mediante un screening de supresores de 

toxicidad a ATLs empleando una genoteca basada en vectores multicopia.

2. Caracterización de distintos fenotipos asociados a la toxicidad por ATLs.

2.1. Estudio detallado de la incorporación de la ATPasa de la membrana plasmática Pma1p.

2.2. Estudio de la función mitocondrial y la señalización por especies reactivas de oxígeno.
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Resultados
Los compuestos estudiados en el presente trabajo –edelfosina, miltefosina y perifosina– son 

lípidos sintéticos antitumorales (ATLs). Esta actividad antitumoral se descubrió en la primera subclase 

sintetizada de ATLs: los alquil-lisofosfolípidos (ALPs), a los que pertenece la edelfosina. Posteriormente 

se sintetizaron, en un intento de mejorar las características de estos compuestos, nuevos análogos: las 

alquilfosfocolinas, a la que pertenecen la miltefosina9 y la perifosina10. Se comprobó que los ATLs 

ejercían su acción antitumoral frente a múltiples líneas celulares derivadas de tumores sanguíneos3,4,80 

o sólidos6–8. Estos compuestos también resultaron tóxicos frente a parásitos protozoarios, como 

Leishmania sp.11–13, o fúngicos303. Así mismo, la levadura de gemación Saccharomyces cerevisiae es 

sensible a los ATLs edelfosina302 y miltefosina101.

El mecanismo de acción de los lípidos antitumorales es una cuestión aún abierta, y no se ha 

podido construir un modelo completo que determine claramente qué procesos celulares son críticos 

para la toxicidad y cuáles superfluos. Se han postulado diversas rutas celulares (metabolismo de la 

fosfatidilcolina33, señalización por Fas74, activación de Jun kinasa46, señalización por Akt68, estrés de 

retículo endoplásmico43) mediante las cuales actúan los ATLs. La toxicidad podría ser resultado de 

la acción de uno de estos mecanismos o una combinación de los mismos, y esto podría cambiar en 

cada tipo celular. A la dificultad de considerar en paralelo el papel de todos los mecanismos y la 

relación entre los mismos se suma el uso, en los múltiples estudios científicos, de distintos compuestos 

de la familia y de una variedad de sistemas biológicos. Todos estos factores determinan una gran 

variabilidad de condiciones en los estudios que se han realizado en el campo de los ATLs, y como 

consecuencia no son siempre directamente comparables.

Una de las alternativas para la investigación del mecanismo de acción de los ATLs es el uso 

de organismos modelo con los que se simplifiquen los mecanismos de toxicidad a estudiar. La 

manipulación y observación de estos organismos puede ser además más fácil, rápida o flexible que 
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la de líneas tumorales o modelos animales. El objetivo de este trabajo es precisamente el estudio del 

mecanismo de muerte de los lípidos antitumorales en la levadura S. cerevisiae. Los experimentos 

se realizaron con un ALP: edelfosina, el prototipo de esta subclase de compuestos y del que existe 

una literatura más abundante. Paralelamente, y en la medida de lo posible, se estudiaron además 

dos APCs: miltefosina y perifosina, los dos miembros más estudiados de esta subclase por haber 

presentado el mayor potencial terapéutico. Para comprender el mecanismo de acción de los ATLs se 

estudiaron tanto los genes implicados en la toxicidad de los compuestos como el fenotipo de la célula 

tratada.

La caracterización génica se llevó a cabo mediante la realización de escrutinios genómicos 

(screenings) de cepas resistentes y sensibles a los compuestos. Se aislaron cepas con un fenotipo 

resistente/sensible frente a un fármaco y se identificó el gen concreto que provocaba dicho fenotipo; estos 

genes indicaron las localizaciones y procesos celulares que inequívocamente modulaban la respuesta 

celular a los ATLs. Dichos procesos y localizaciones son además candidatos a sufrir alteraciones 

(morfológicas, bioquímicas, fisiológicas) y merecieron por tanto un estudio pormenorizado.

Se realizó además un análisis de múltiples fenotipos mediante técnicas de biología celular y 

molecular. El objetivo de una caracterización fenotípica lo más completa es revelar mecanismos 

celulares previamente desconocidos que se alteran durante el tratamiento con ATLs. Tales alteraciones 

pueden ser efectos colaterales del proceso de toxicidad o jugar un papel en el mismo. En este último 

caso, algunos de los genes del mecanismo alterado podrían encontrarse entre los identificados en la 

caracterización génica. Los resultados de la caracterización fenotípica permitirían entonces completar 

los resultados de la caracterización génica y una mejor interpretación de los mismos.

El uso de una de estas dos aproximaciones experimentales da por tanto la oportunidad de 

enunciar hipótesis que la otra aproximación experimental puede validar, y viceversa. Por tanto en 

este estudio se consideraron en paralelo los datos obtenidos de ambas. La caracterización génica se 

realizó sin embargo mediante screenings sin sesgo, independientes en un principio de resultados de 

otros experimentos. No obstante, la interpretación y análisis de los resultados de los screenings sí 

se apoyaron en otros experimentos. La interpretación de dichos resultados determinó además qué 

propiedades de la célula tratada se caracterizaron fenotípicamente en ulteriores experimentos.
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Toxicidad de los lípidos antitumorales en 
Saccharomyces cerevisiae 

En primer lugar y como paso previo a todo experimento posterior fue necesario determinar 

la toxicidad en levadura de tres ATLs (edelfosina, miltefosina y perifosina): las concentraciones 

necesarias para inhibir el crecimiento y si efectivamente inducían toxicidad. Estos resultados 

permitieron además establecer unas condiciones estándar para posteriores experimentos. 
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Ilustración 14: inhibición del crecimiento en medio líquido por ATLs. Curvas de crecimiento. A: 
edelfosina. B: miltefosina. C: perifosina.

Los tres compuestos ensayados impidieron la proliferación de Saccharomyces cerevisiae. Una 

suspensión celular diluida se dividió en muestras, que fueron tratadas con distintas concentraciones 



68

de los tres ATLs Mediante la observación de la densidad óptica (DO) se monitorizó el crecimiento 

celular a lo largo del tiempo. Las curvas de la ilustración 14 muestran una relación directa entre 

la inhibición del crecimiento celular y la concentración del compuesto. Con los tres ATLs las 

concentraciones necesarias para inhibir el crecimiento fueron del mismo orden de magnitud. La 

mínima concentración de edelfosina necesaria para observar una inhibición completa del crecimiento 

tras 24 horas de tratamiento fue de 10 µM (ilustración 14 A); sin embargo, tal inhibición se observó 

con concentraciones menores de miltefosina y perifosina (ilustración 14 B, C). La toxicidad de la 

edelfosina es, por tanto, ligeramente menor que la miltefosina y la perifosina. 

El crecimiento celular también se inhibió en medio sólido en presencia de ATLs. Se prepararon, 

a partir de precultivos de cada cepa a examinar en medio líquido fresco, diluciones seriadas (1:10) 

con concentración decreciente de levaduras. De cada dilución se tomó una gota de igual volumen 

como inóculo, que se transfirió a cada tratamiento, así como a una placa con medio fresco que sirve 

de control. Si los tratamientos inhiben el crecimiento, esto se refleja en un menor desarrollo celular 

de la gota respecto al control. Cuanto mayor es la concentración y mayor es la inhibición, este defecto 

del desarrollo es aparente antes (en gotas con mayor concentración celular). Una concentración de 

28 µM de edelfosina inhibió el crecimiento del tipo silvestre BY4741, en medio tanto complejo como 

definido (ilustración 15, A-B). Se incluyeron además como comparación el mutante de deleción 

lem3Δ, que es resistente a edelfosina101 y por tanto es idéntico en tratamiento y control, y el mutante 

vps35Δ, parcialmente resistente que, muestra un aspecto intermedio entre las otras dos cepas en el 

tratamiento. Se observó consistentemente que las concentraciones de ATLs necesarias para inhibir el 

crecimiento en medio sólido mediante esta técnica eran mayores que en medio líquido. Esto puede 

deberse a una menor disponibilidad del compuesto en la región del agar en contacto con las células y 

a la alta densidad celular en las gotas que se transfieren al medio sólido.

En los posteriores experimentos del presente trabajo se empleó preferentemente el medio de 

cultivo complejo, que permitía un crecimiento más rápido de las células, excepto cuando la naturaleza 

misma del experimento obligó a emplear un medio de cultivo definido. 

Las curvas de crecimiento indicaron únicamente que tras la administración exógena de ATLs al 

medio de cultivo se detiene la proliferación celular. Esta inhibición del crecimiento podría deberse a 

que los compuestos provoquen una pérdida definitiva de la viabilidad celular o a que ejerzan un efecto 

citostático. Aunque ambos estados serían indistinguibles en un ensayo de crecimiento, en el segundo 

caso las células mantendrían la viabilidad y el bloqueo de la proliferación sería reversible, al menos 

durante un periodo. Se comprobó por tanto si las células no proliferantes recuperaban la capacidad 

de dividirse al transferirlas a medio fresco mediante un ensayo clonogénico en medio sólido. Cultivos 

de idéntica densidad celular se trataron con los compuestos a ensayar. Tras los tiempos de tratamiento 

indicados se tomaron muestras con el mismo número de células de cada cultivo, y se sembraron en 



69

placas con medio sólido fresco. Este medio sin ATL permitiría a las células que hubiesen mantenido 

la viabilidad recuperarse y volver a dividirse. Al tratarse de medio sólido y las células estar inmóviles, 

cada célula viable es una unidad formadora de colonias (UFC).

Control
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vps35Δ

BY4741
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vps35Δ

Control

Edelfosina 28 μM

Edelfosina 28 μM

YPAD

SCB

Ilustración 15: sensibilidad a edelfosina en medio sólido. Se compararon la cepa BY4741 y los 
mutantes isogénicos lem3Δ y vps35Δ, resistentes al compuesto. A: Medio complejo (YPAD). B: 
Medio definido (SC).

El ensayo clonogénico confirmó que la inhibición del crecimiento que provocan los tres 

compuestos a 10 µM es realmente una pérdida irreversible de la viabilidad celular. Las células control 

mostraron el crecimiento exponencial esperado, mientras que en los tres tratamientos se produjo una 

caída de la viabilidad celular (ilustración 16 A). La caída de viabilidad en tratamientos con miltefosina 

o perifosina fue evidente desde 30 minutos de tratamiento, mientras que con edelfosina fue menos 

acusada. No obstante, tras 120 minutos de tratamiento con edelfosina sólo un bajo porcentaje (11,4%) 

de las células iniciales mantienen la viabilidad (10,6% en el tratamiento con miltefosina y 0,3% en el de 

perifosina). La repetición del ensayo a tiempos intermedios de tratamiento (ilustración 16 B) reveló 

que en edelfosina la fase citotóxica aparece sólo a partir de 40 minutos de tratamiento, disminuyendo 

entonces la viabilidad con un ritmo semejante al observado con los otros dos compuestos. La 

aparición de una primera fase no citotóxica ha sido corroborada en otros estudios305,316, aunque para 

la misma concentración de edelfosina tuvo una duración de hasta 90 minutos. Por tanto se apreciaron 

dos efectos distintos: la edelfosina tuvo efecto citostático, seguido de citotoxicidad a partir de 50 
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minutos; pero con miltefosina y perifosina sólo se observó citotoxicidad, ya presente tras 30 minutos 

de tratamiento.
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Ilustración 16: la inhibición del crecimiento por edelfosina, miltefosina y perifosina se debe a 
letalidad celular. A: viabilidad celular tras tratamientos de 10 µM. B: detalle de la viabilidad celular 
en el tratamiento con edelfosina entre 30 y 60 minutos. C: viabilidad celular en tratamientos a 
concentraciones bajas de los compuestos. Promedios de tres experimentos ± EEM.

Los ATLs estudiados mostraron, dentro de un mismo orden de magnitud, distintas eficacias 

(ilustración 14). A una misma concentración (10 µM) los tres compuestos podrían actuar con 

distintas velocidades, y provocar la aparición de citotoxicidad a distintos tiempos de tratamiento. 

Sólo antes de la aparición de la citotoxicidad por ATLs es posible observar un posible efecto 

citostático. Concentraciones subletales de los tres ATLs, con las que el crecimiento fue suficiente para 

alcanzar saturación tras 24 horas, provocaron sin embargo un retraso en el crecimiento a tiempos 

< 8 h (ilustración 14). Este retraso podría deberse a un efecto citostático de los compuestos, visible 

en condiciones de citotoxicidad reducida. Se comprobó la existencia de dicho efecto mediante un 
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ensayo clonogénico. Concentraciones de los tres ATLs cercanas a 3 µM impidieron el crecimiento, 

manteniéndose la viabilidad celular más o menos constante (ilustración 16 C).
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Ilustración 17: efecto de los ATLs en el ciclo celular. A: ejemplo de histograma de una muestra 
tratada con edelfosina 3,5 µM 180 minutos y marcadores empleados para el contenido de ADN de 
cada región del histograma. B-G: Porcentaje de las células con el contenido en ADN señalado en la 
leyenda tras el tiempo de tratamiento indicado (en minutos).
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Determinados fármacos antiproliferativos tienen un patrón de dos efectos sobre el crecimiento 

semejante. En primer lugar bloquean el ciclo celular en una fase determinada, impidiendo su 

progresión. Un bloqueo suficientemente prolongado puede llevar a la muerte celular. Para determinar 

si los ATLs probados estaban actuando de este modo se realizaron ensayos de ciclo celular por 

citometría de flujo (FACS). Se fijaron las células y se marcó su ADN con ioduro de propidio. Aunque 

se sonicaron las muestras para separar las yemas maduras de las células madre, los histogramas 

obtenidos con esta técnica no fueron completamente limpios, a causa de determinadas características 

de S. cerevisiae (alto contenido celular de ADN mitocondrial, interferencia de la pared celular en 

la tinción, persistencia de la unión entre la célula madre y la yema tras la mitosis317). Sin embargo 

dos picos correspondientes a distintos contenidos en ADN fueron distinguibles, separados por una 

región variable y seguidos por uno o varios picos menores (ilustración 17 A).

A partir de los histogramas respectivos se cuantificó el porcentaje de las células que presentaba 

cada contenido de ADN en todas las condiciones estudiadas (ilustración 17 B-G). Los tratamientos de 

distinta duración con cada compuesto mostraron pocas diferencias con el control. En el tratamiento 
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Ilustración 18: incorporación de IP a células tratadas con ATLs. Histogramas de FACS 
representando número de células/intensidad de fluorescencia (FL2-H). A, B: edelfosina 10 y 3,5 
µM. C, D: miltefosina 10 y 3 µM. E, F: perifosina 10 y 2,5 µM. Histogramas correspondientes a un 
experimento representativo.
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de miltefosina 3 µM (ilustración 17 E) sí apareció ligero aumento de las células de contenido C (ADN 

de una célula haploide) a costa de las células 2C que podría indicar un bloqueo del ciclo en la fase 

G1. En el resto de tratamientos no se apreció un efecto claro sobre el ciclo celular, ni un bloqueo de 

la progresión del mismo, a altas o bajas concentraciones de ATLs. Una vez establecido el efecto de los 

ATLs sobre la viabilidad celular, se llevaron a cabo experimentos para evaluar el estado vital de las 

células. Es preciso distinguir entre pérdida de la viabilidad y muerte. Una célula inviable es aquella 

que ha alcanzado un punto, durante el proceso de toxicidad, en el que queda comprometida a sufrir 

letalidad celular. Dicha célula se encuentra en proceso irreversible que conducirá a su muerte, pero 

no está muerta aún. El comité de nomenclatura en muerte celular establecido por la revista Cell Death 

and Differentiation estableció varios parámetros que permiten determinar si una célula está muerta, 

siendo uno de ellos la pérdida de la integridad de la membrana plasmática (MP)318. Puede estudiarse 

este parámetro con las denominadas tinciones vitales, que son excluidas por células vivas con una 

membrana plasmática intacta pero tiñen células muertas.

Se monitorizó por tanto la permeabilización de la membrana plasmática mediante la 

incorporación celular de ioduro de propidio. Utilizando como control negativo células no tratadas 

y como control positivo células fijadas con etanol, cuya membrana se encuentra completamente 

permeabilizada, se estudió la velocidad con que los ATLs provocaban la transformación de las células 

sanas (IP –) en células muertas (IP +). Los resultados de los tratamientos a 10 µM se muestran en la 

ilustración 18 A-C. En los tres casos se observó una relación tiempo-respuesta entre la aparición de 

células muertas y el tratamiento, al igual que ocurría con la pérdida de viabilidad (ilustración 16 A). 

La cuantificación de la proporción de células muertas (ilustración 19) reveló además diferencias entre 

el efecto de los tres ATLs. Tras 6 horas de tratamiento de edelfosina o perifosina las células muertas 

eran aproximadamente el doble que con miltefosina. La letalidad de perifosina fue, por tanto, mayor 

que la de edelfosina y ésta mucho mayor que la de miltefosina; por el contrario, la caída de viabilidad 

provocada por 10 µM miltefosina y perifosina fueron semejantes, y más veloces que la edelfosina.

El proceso de toxicidad inducido por los tres compuestos presentó diferencias adicionales. 10 

µM de edelfosina indujo una fase citotóxica a partir de 50 minutos. La progresión de la citotoxicidad 

fue relativamente rápida: a los 150 min estaban ya muertas un 33,9% de las células y tras 6 h, 66,8%. 

10 µM de perifosina indujo más velozmente la fase citotóxica, que ya era visible a los 30 minutos de 

tratamiento. La progresión de la citotoxicidad fue más rápida que con edelfosina: a los 150 minutos 

un 59,8% de las células estaban muertas, alcanzándose el 76,9% tras 6 h. 10 µM de miltefosina indujo 

la fase citotóxica tan rápidamente como la perifosina. Sin embargo el mecanismo de citotoxicidad 

provocó la muerte celular más lentamente incluso en comparación con edelfosina: a 150 minutos sólo 

el 22,8% de las células estaban muertas, y tras 6 h sólo el 35,9%.
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La permeabilización de la 

membrana por 3,5 µM edelfosina y 

3 µM miltefosina fue muy reducida 

(1,4% y 5,9% respectivamente tras 6 

h). Esto parece confirmar que a bajas 

concentraciones ambos fármacos 

indujeron una fase citostática, en la 

que se detenía la proliferación celular 

pero que no progresaba a la fase 

citotóxica (observada a 10 µM), no 

disminuyendo la viabilidad celular ni 

conduciendo a corto plazo a la muerte. 

La permeabilización de membrana con 

2,5 µM de perifosina fue mayor: tras 

tan sólo 150 minutos alcanzó un 14,7% 

de las células. Esta letalidad celular 

no fue suficientemente elevada como 

para ser incompatible con la viabilidad 

celular más o menos constante observada en otros experimentos (ilustración 16 C).

Escrutinio de mutantes resistentes y sensibles a 
ATLs

El escrutinio (screening) de mutantes resistentes o sensibles a ATLs sirvió como punto de partida 

para experimentos posteriores. El screening de resistencia se llevó a cabo en los laboratorios de los 

doctores Faustino Mollinedo y José Luis Revuelta, y el screening de sensibilidad fue llevado a cabo 
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Ilustración 19: permeabilización de 
membrana provocada por distintas 
concentraciones de edelfosina, 
miltefosina y perifosina. Porcentaje 
de las células positivas para la tinción 
de IP tras el tiempo indicado de 
tratamiento. A: edelfosina 10 y 3,5 
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en el laboratorio de la doctora Vanina Zaremberg. Los datos resultantes de ambos screenings fueron 

recogidos en artículos científicos realizados en colaboración319,320.

Realización del escrutinio de mutantes resistentes a edelfosina y 
miltefosina

La secuenciación del genoma de Saccharomyces cerevisiae295 fue un primer paso para la 

caracterización funcional completa de sus genes. Un consorcio internacional denominado Yeast 

Genome Deletion Project afrontó la tarea de generar cepas con deleciones individuales en cada uno 

de los genes297. La colección de mutantes knock-out (KO) generados se encuentra públicamente 

disponible y ha sido empleada para la caracterización funcional de múltiples procesos299. Una copia 

de la mencionada colección se empleó en el screening de mutantes resistentes a ATLs. El objetivo 

era identificar rutas y procesos que intervenían en el mecanismo de toxicidad de los compuestos. 

Si la deleción de uno o varios de los genes de una ruta provoca resistencia al ATL ensayado, esto 

indicaría que el compuesto usa dicha ruta para ejercer su toxicidad. El conjunto de genes identificados 

mediante el screening de la colección completa permitiría caracterizar detalladamente las rutas del 

mecanismo de toxicidad.

Un primer paso previo a la realización del screening fue determinar la concentración mínima 

de edelfosina o miltefosina necesaria para inhibir el crecimiento de S. cerevisiae. Se emplearon las 

mismas condiciones que en el screening: medio definido, crecimiento en placas multipocillo a 30 ºC 

sin agitación y determinación del crecimiento según la densidad óptica (DO) del cultivo tras 48 horas 

de tratamiento. La relación dosis-respuesta se comprobó para varias cepas: la cepa haploide BY4741, 

tipo silvestre (WT) de referencia para la colección de mutantes; la cepa diploide BY4743; y tres 

mutantes en genes cuyo papel en la incorporación de ATLs había sido descrito previamente: lem3Δ101, 

dnf2Δ y drs2Δ96. Como se muestra en la ilustración 20 A, la cepa silvestre sufrió una inhibición total 

del crecimiento a partir de 15 µM edelfosina, mientras que la cepa resistente lem3Δ era resistente 

a concentraciones ≥ 60 µM. La cepa diploide tuvo una respuesta esencialmente idéntica a la de la 

haploide, y los otros dos mutantes dnf2Δ y drs2Δ tuvieron una respuesta intermedia, inhibiéndose 

su crecimiento a dosis más altas (35 µM y 17,5 µM respectivamente). De manera semejante, el 

crecimiento de la cepa silvestre sufrió inhibición a partir de 6,13 µM miltefosina mientras que la 

cepa lem3Δ fue resistente a ≥ 24 µM (ilustración 20 B). Con este compuesto los otros dos mutantes 

también tuvieron una respuesta intermedia, inhibiéndose su crecimiento a 24,5 µM. La cepa diploide 

fue ligeramente más resistente que la haploide.
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Ilustración 20: relación entre la dosis empleada y la inhibición del crecimiento. A: Edelfosina. B: 
Miltefosina. Panel A adaptado de Cuesta-Marbán et al, 2013319. Experimento único.

Seguidamente se comprobó el crecimiento de la colección de mutantes, inoculándose placas con 

medio sin y con edelfosina. Los mutantes disponibles tienen distintas velocidades de crecimiento; 

no obstante, la práctica totalidad de las cepas estudiadas alcanzaron en medio sin edelfosina una 

densidad celular semejante a los controles del WT tras 72 horas (ilustración 21 A, puntos rojos y 

azules respectivamente), estableciéndose por tanto el tiempo de tratamiento para la selección en 72 

horas. Dado que la mayoría de las cepas se mostraron idénticamente sensibles al WT o levemente más 

resistentes, y teniendo en cuenta la variabilidad natural del experimento, se prefirieron condiciones 

muy selectivas para evitar en casi todas las réplicas seleccionar falsos resistentes. Este punto de corte 

resultaría así en la selección de un grupo muy reproducible de mutantes. Se seleccionaron por tanto 

los mutantes con un crecimiento en presencia de edelfosina ≥ 4 veces al crecimiento promedio de las 

células control (ilustración 21 A, línea verde). Se emplearon 60 µM de edelfosina, una concentración 

que permitió que los mutantes seleccionados fueran pocos pero todos muy resistentes (ilustración 20). 

El mismo experimento se realizó con miltefosina (ilustración 21 B). Tras 120 h 8,6 µM del compuesto 

fueron suficientes para discriminar entre el reducido grupo de cepas resistentes y las de sensibilidad 

semejante al control, mayoritarias. Un total de 262 mutantes resistentes a edelfosina y 257 resistentes 

a miltefosina pudieron aislarse en estos screenings.
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Ilustración 21: crecimiento en medio líquido de las cepas KO. Puntos rojos: mutantes de deleción. 
Puntos azules: control del WT (BY4741). Línea verde: punto de corte de las cepas resistentes. A: 
Screening 60 µM edelfosina tras 72 horas. B: Screening 8,6 µM miltefosina tras 120 horas. Panel A 
adaptado de Cuesta-Marbán et al, 2013319.

Realización del escrutinio de mutantes sensibles a edelfosina

Se identificaron también mutantes sensibles a edelfosina, buscándose cepas con un crecimiento 

menor que el tipo silvestre BY4741. El screening de mutantes sensibles se realizó mediante una 

estrategia análoga a la de resistentes, con algunas modificaciones. La inoculación de las distintas 

cepas se realizó mediante un sistema robotizado de dispensación de gotas sobre medio sólido. El área 
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cubierta por células tras la incubación fue proporcional al crecimiento del inóculo. Debido a las altas 

densidades celulares de los inóculos iniciales y la menor eficacia de los compuestos en medios con 

agar fue necesario aumentar la concentración hasta 190 µM de edelfosina. Se estableció el punto de 

corte tras 48 horas en función del ratio del área del punto en medio sin y con edelfosina, detectable 

por análisis de las imágenes de las placas (ilustración 22). Mientras el crecimiento a 190 µM del 

tipo silvestre fue idéntico en ambas placas, las cepas sensibles mostraron un crecimiento menor en 

presencia del compuesto (ilustración 22, ). 54 mutantes sensibles a edelfosina pudieron ser aislados 

en este screening.

Control Edelfosina Fusión

Ilustración 22: crecimiento en medio sólido de las cepas KO. Panel izquierdo: cepas dispensadas 
sobre una placa con medio sin edelfosina, imagen con pseudocolor verde. Panel central: idénticas 
cepas, dispensadas sobre una placa con edelfosina 190 µM, imagen con pseudocolor rojo. Panel 
derecho: fusión de ambas imágenes. El mismo área de crecimiento en las placas sin y con edelfosina 
generan un pseudocolor amarillo; un menor crecimiento en las placas con edelfosina genera un 
pseudocolor verde (). Adaptado de Czyz et al, 2013320.

Análisis bioinformático de los genes identificados en los screenings

A partir de los genes identificados se buscaron patrones para determinar procesos y localizaciones 

celulares relevantes para la toxicidad de los compuestos. En este análisis de datos se emplearon, en 

primera instancia, herramientas bioinformáticas y bases de datos de acceso público. Posteriormente 

se consultó la bibliografía existente para un análisis más preciso que permitiera identificar y relacionar 

elementos que el análisis informático pudiera pasar por alto.

Las listas de genes se analizaron con la interfaz web Funspec321, configurada para examinar 3 

parámetros: función molecular, componente celular/localización subcelular y proceso biológico/

clasificación funcional. Los genes de levadura están anotados para cada parámetro y categorizados 

en consecuencia en dos bases de datos: Gene Ontology322 (códigos GO indicados) y MIPS323. 

Funspec examina en qué categorías se incluyen los genes de la lista, y determina cuáles están 

sobrerrepresentadas en la misma (respecto a lo que se esperaría si la lista fuera una muestra aleatoria 
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de genes). Posteriormente, mediante un contraste de hipótesis, calcula la probabilidad (P) de que el 

enriquecimiento observado para una categoría en la lista de genes proporcionada se deba únicamente 

al azar. El enriquecimiento puede además cuantificarse respecto a lo que se esperaría de una muestra 

aleatoria de genes, según indica el factor de enriquecimiento (FE).

Análisis de los genes implicados en resistencia a edelfosina

Los 262 genes implicados en resistencia a edelfosina se recogen en la la tabla supl. 1, tras ser 

analizados revisando la bibliografía para clasificarlos correctamente. De ellos, 16 eran genes dudosos 

y 18 no tenían función conocida, sumando así un 12,98% del total (ilustración 23 A).

Biosíntesis y modi�cación 
de proteínas

Remodelado de cromatina 
y transcripción

Metabolismo lipídico

Homeostasis energéntica

Varios

V-ATPasa y homeostasis 
del pH

B

Mitocondria Varios

Genes dudosos o
de función desconocida

Transporte mediado por 
vesículas

Mantenimiento y 
reparación del ADN

Biosíntesis de proteínas
Incorporación del 
compuesto

A

C

Varios
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Mantenimiento y 
reparación del ADN

Biosíntesis de proteínas

Mitocondria
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Metabolismo y
feromona

Ilustración 23: funciones de los genes identificados en los screenings. A: genes implicados en 
resistencia a edelfosina. B: genes implicados en sensibilidad a edelfosina. C: genes implicados en 
resistencia a miltefosina. Panel A adaptado de Cuesta-Marbán et al, 2013319. Panel B adaptado de 
Czyz et al, 2013320.
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Entre las categorías que reveló el análisis informático, la síntesis proteica claramente juega 

un papel en la toxicidad de edelfosina: fueron significativos los enriquecimiento de las categorías 

Constituyente estructural del ribosoma (GO:0003735; P = 3,887·10–7, FE = 3,01), Actividad aminoacil-

ARNt ligasa (GO:0004812; P = 5,149·10–3, FE = 3,69) y Ribosoma (GO:0005840; P = 1,227·10–5, FE 

= 2,36). Fue destacable que un número considerable de los genes se asociaron específicamente a la 

categoría Traducción mitocondrial (GO:0032543; P = 4,346·10–8, FE = 4,87). El conjunto de genes 

implicados en síntesis proteica –incluyendo los que participan en maduración de ribosomas, 

transcripción, regulación de histonas y modificación proteica por glicosilación– representó un 21,76% 

de los mutantes (ilustración 23 A).

Otra categoría estadísticamente significativa fue la de Unión a ADN mal apareado (GO:0030983; 

P = 4,21·10–4, FE = 10,09) y otras relacionadas como Reparación de mal apareamiento (GO:0006298; P 

= 3,138·10–3, FE = 4,85). También en este caso hay que destacar la categoría relacionada Mantenimiento 

del genoma mitocondrial (GO:0000002; P = 2,632·10–3, FE = 4,20). El conjunto de genes implicados en 

reparación y mantenimiento del ADN representó un 4,58% de los mutantes (ilustración 23 A). Hay que 

señalar que mutaciones en el mecanismo de mantenimiento del ADN pueden provocar mutaciones 

secundarias. En este sentido, se han observado cepas con una única deleción y alteraciones en el 

nivel de expresión de múltiples genes; sin embargo tales alteraciones no eran directamente causadas 

por la mutación inicial, sino que se debían a una aneuploidía adquirida324. De manera semejante, 

mutaciones de mecanismos de síntesis proteica pueden llevar a alteraciones en la producción de otras 

proteínas. Para ninguna de las dos categorías es descartable que sean mutaciones secundarias y no la 

mutación en sí las que provoquen la resistencia a edelfosina.

Transporte de H+ acoplado a síntesis de ATP (GO:0015986, P = 3,153·10–5, FE = 8,90) y categorías 

análogas aparecieron en el análisis, recogiendo todas ellas genes que codifican subunidades de la 

ATPasa mitocondrial291. Las categorías anteriormente mencionadas ya indicaban un papel de 

la mitocondria en la toxicidad por edelfosina, y de hecho el análisis bioinformático reveló otras 

categorías relacionadas con este orgánulo: Inicio de la traducción mitocondrial (GO:0070124; P = 

5,821·10–4, FE = 15,13), Biosíntesis de ubiquinona (GO:0006744; P = 9,318·10–4, FE = 8,41), Biogénesis 

del complejo IV de la cadena de transporte de electrones (GO:0097034; P = 2,982·10–3, FE = 9,46) y 

Biogénesis del complejo III de la cadena de transporte de electrones (GO:0097033; P = 8,925·10–3, FE = 

12,61). El enriquecimiento más significativo se encontró en la categoría Mitocondria (GO:0005739; 

P = 3,746·10–8, FE = 1,81), indicativo de un papel claro de este orgánulo en la toxicidad causada 

por edelfosina. Se clasificaron un 15,27% de los genes como implicados en función mitocondrial 

(ilustración 23 A).

Se encontraron varios genes cuyo papel en el transporte de ATLs había sido previamente 

descrito, y que era previsible encontrar si el screening se había realizado correctamente. La categoría 
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de Translocación de fosfolípidos (GO:0045332; P = 2,982·10–3, FE = 9,46) realmente indicó que un 

1,15% de los genes estaban implicados en la incorporación de los compuestos (ilustración 23 A).

Además de Ribosoma y Mitocondria, la tercera categoría de localización significativamente 

enriquecida fue Endosoma (GO:0005768; P = 1,401·10–10, FE = 5,14). El endosoma es una plataforma 

en la que se entrecruzan distintas vías de transporte vesicular, varias de las cuales presentaron 

enriquecimiento en el listado de genes: Retención de proteínas en el aparato de Golgi (GO:0045053; 

P = 4,121·10–08, FE = 16,05), Transporte endosoma-vacuola (GO:0045324; P = 4,597·10–07, FE = 10,09), 

Transporte mediado por ubiquitina al cuerpo multivesicular (GO:0043162; P = 7,004·10–07, FE = 11,77), 

Transporte de proteínas a la vacuola (GO:0006623; P = 3,075·10–06, FE = 6,15), Transporte retrógrado 

endosoma-aparato de Golgi (GO:0042147; P = 0,5301·10–3, FE = 7,00) y Endocitosis (GO:0006897; P = 

1,399·10–3, FE = 3,07). Según recoge la ilustración 23 A, se consideraron finalmente un 13,36% de los 

genes relacionados con el transporte vesicular.

El 30,92% restante de los genes restantes resultaron difíciles de clasificar en categorías, bien 

por no ser aparente su relación con otros genes en función de parámetro alguno, bien por formar 

grupos muy pequeños o de baja significación estadística. Se agruparon como “Varios” (ilustración 

23 A) genes de, entre otros: biogénesis de la pared celular, proteínas de choque térmico, respuesta a 

metabolismo de nitrógeno, respuesta a estrés, silenciamiento de loci de apareamiento, producción y 

maduración del factora, proteasoma, neddilación, complejo CCR4-NOT y complejo APC.

Análisis de los genes implicados en sensibilidad a edelfosina

El análisis bioinformático de los 54 genes identificados en el screening de sensibilidad (tabla supl. 

2) reveló enriquecimiento en ciertas categorías. Esto permitió identificar otras funciones celulares 

potencialmente implicadas en el mecanismo de toxicidad del compuesto (ilustración 23 B).

Entre las categorías identificadas como significativamente enriquecidas en los 54 genes estaba 

la Biosíntesis de ácidos grasos (GO:0006633; P = 2,621·10–05, FE = 22,25). Fueron agrupados con otros 

genes que participan en otros procesos relacionados con el metabolismo lipídico (17%, ilustración 23 

B). La categoría Proteína-quinasa activada por AMP (GO:0004679; P = 0,642·10–3, FE = 48,94) agrupó 

genes implicados en homeostasis del estado energético (6%).

De especial relevancia fueron las categorías ATPasa vacuolar, dominios V0 (GO:0000220; 

P = 1,373·10–07, FE = 69,91) y V1 (GO:0000221; P = 2,73·10–07, FE = 61,17) y Acidificación vacuolar 

(GO:0007035; P < 1·10–14, FE = 47,05), indicativos de un enriquecimiento muy significativo en genes 

de la ATPasa vacuolar. El 20% de los genes identificados tienen una función relacionada con la 

homeostasis de iones o pH (ilustración 23 B).
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Análisis de los genes implicados en resistencia a miltefosina y comparación con el 

screening de resistencia a edelfosina

Los 257 genes implicados en resistencia a miltefosina se recogen en la tabla supl. 3. Se identificó 

un número de genes dudosos o sin función conocida mucho mayor que en el screening de edelfosina, 

sumando 78 (30,4% del total). A primera vista los genes del screening de miltefosina pueden agruparse 

en categorías semejantes a las observadas en edelfosina (ilustración 23 C). Los porcentajes fueron 

semejantes para los conjuntos de genes agrupados por su función en biosíntesis de proteínas (19,8%), 

mantenimiento y reparación del ADN (6,6%) y tráfico vesicular (12,1%). Los genes agrupados por su 

función mitocondrial sí fueron notablemente menos abundantes (6,2%), lo que sugiere una diferencia 

respecto a dicho orgánulo en el mecanismo de toxicidad de miltefosina y edelfosina. Se formó además 

un nuevo grupo con los genes implicados en diversos procesos metabólicos (6,6%)

Los porcentajes semejantes podrían interpretarse como evidencia de un mecanismo de toxicidad 

al menos parcialmente compartido entre ambos compuestos. Sin embargo el análisis informático no 

mostró enriquecimiento significativo en todos los procesos celulares que se observaron con edelfosina, 

lo que está de acuerdo con el bajo número de mutantes resistentes a ambos compuestos (50). En 

general, se identificaron por análisis bioinformático menos categorías funcionales enriquecidas en 

el screening de miltefosina, y la significación fue muy baja. En relación al mantenimiento del ADN, 

aparecieron categorías como Unión a ADN mal apareado (GO:0030983; P = 3,683 ·10–4, FE = 10,27). 

Por el contrario no se apreció enriquecimiento en procesos concretos englobados en biosíntesis de 

proteínas.

Sí coincidieron Endosoma (GO:0005768; P = 5,703·10–5, FE = 3,33) y Transporte retrógrado 

endosoma-aparato de Golgi (GO:0042147; P = 2.473·10–6, FE = 9,99), lo que indica que el enriquecimiento 

de genes implicados en transporte a través del endosoma se corresponde con funciones concretas y, 

por tanto, probablemente es relevante para el mecanismo de toxicidad del compuesto. Sin embargo, 

no se observó un enriquecimiento significativo en procesos relacionados con la mitocondria o con 

el metabolismo celular. En el screening de miltefosina los genes relacionados con la mitocondria o 

el metabolismo (o alguno de los procesos asociados con los mismos) no fueron más abundantes 

de lo que se esperaría de una muestra aleatoria de genes. Por tanto, la resistencia otorgada por los 

mutantes incluidos en esas categorías se debe, seguramente, a aspectos que nada tienen que ver con 

su participación en la mitocondria o en el metabolismo celular. 

Ni el análisis bioinformático ni una revisión bibliográfica posterior sugirieron otras categorías 

que agruparan un número significativo de genes y que pudieran indicar un proceso o compartimento 

celular significativo para la toxicidad por miltefosina. El screening de resistencia a miltefosina no 

sugirió por sí mismo muchos mecanismos que pudieran estar implicados en la toxicidad de este ATL. 

La categorización de los genes presentada en la ilustración 23 C emplea las mismas categorías recogidas 
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en el screening de edelfosina únicamente para facilitar la comparación de ambos compuestos, a falta 

de criterios más claros y que pudieran aportar más información sobre los procesos necesarios para la 

toxicidad de miltefosina.

Mecanismos de incorporación de ATLs

Las dos propiedades más importantes de un compuesto con utilidad farmacológica son una 

alta eficiencia y una buena selectividad. Este es el caso de los ATLs, que a concentraciones capaces de 

matar células tumorales en modelos in vivo respeta a las células sanas, provocando efectos secundarios 

reducidos. La selectividad de estos compuestos sugiere que hay algún factor diferencial, de entre 

las características que distinguen ambos tipos celulares, que determina una respuesta diferencial 

al compuesto (cualitativamente distinta o de magnitud mayor en células tumorales). Por tanto el 

factor diferencial debe ser parte de, o interactuar con, el mecanismo de acción del compuesto. Con 

independencia de la utilidad clínica, tal factor diferencial sería una diana molecular selectiva para 

células tumorales, de ahí el especial interés que tiene estudiar el origen molecular de esta selectividad.

La mayor sensibilidad de un tipo tumoral puede deberse a una propiedad específica o, en un caso 

más complejo, a un conjunto de ellas. No obstante, hay evidencia de que las células tumorales sensibles 

a edelfosina muestran una mayor incorporación del compuesto17,74. Se ha demostrado también que 

cuando células que normalmente no incorporan edelfosina se microinyectan con el compuesto, 

se sensibilizan al mismo74,76. Por tanto, un factor clave en la selectividad parece ser diferencias de 

permeabilidad a los compuestos. Sin embargo no hay un modelo de incorporación de ATLs claro 

en células tumorales: resultados experimentales contradictorios favorecen una incorporación 

independiente de endocitosis85,86 o dependiente de este proceso83,84. Ante este panorama complejo, 

el uso de Saccharomyces cerevisiae como modelo para el estudio de la incorporación de ATLs podría 

ayudar a esclarecerlo.

Incorporación de ATLs mediante flipasas de membrana

Las flipasas son translocasas de lípidos que median el movimiento de flip, o incorporación desde 

la cara extracelular de las membranas93. Aunque la especificidad de sustrato de cada una de las flipasas 

de levadura no se ha definido completamente102, se sabe que fosfolípidos como la fosfatidilcolina 

y fosfatidiletanolamina son transportados por estas proteínas, así como moléculas derivadas: 

conjugados fluorescentes, lisofosfolípidos y ATLs94 (resumidos en la ilustración 5). 
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De las 5 flipasas presentes en el genoma de Saccharomyces cerevisiae141 sólo el mutante del 

gen NEO1 no se encontraba disponible en la colección de cepas haploides por ser esencial para la 

viabilidad141. Los mutantes drs2Δ, dnf1Δ, dnf2Δ y dnf3Δ fueron escrutados, resultando resistente a 

edelfosina y miltefosina dnf2Δ mientras que drs2Δ sólo lo fue a edelfosina (tablas 1 y 3). Las flipasas 

son la subunidad catalítica encargada del transporte, y forman parte de un heterodímero junto con 

una subunidad reguladora de las 3 existentes en levadura95,98. Dos de los genes escrutados (CDC50 

y CFR1) no presentaron fenotipo de resistencia, mientras que el mutante lem3Δ resultó resistente a 

ambos compuestos.

Aunque a priori podría pensarse que DNF2, DRS2 y LEM3 están implicados en el proceso de 

incorporación de ATLs, la literatura indica que probablemente sea más complejo. Las mutaciones en 

los genes de flipasa no esenciales no son letales (sólo el cuádruple mutante drs2Δdnf1Δdnf2Δdnf3Δ 

es inviable), lo que indica una función redundante para los cuatro genes141. Esta redundancia debe 

ser parcial: Lem3p actúa como subunidad de Dnf1/2p95,147, mientras que Cdc50p y Cfr1p se asocian, 

respectivamente, con Drs2p95 y Dnf3p147. Además sólo Dnf1/2p96 y Lem3p98 se localizan en la MP. 

DNF2 y DNF1 permiten la incorporación de lisofosfatidilcolina exógena100. A la luz de estos resultados 

se ha hipotetizado que la incorporación de aminofosfolípidos exógenos se produce fundamentalmente 

a través del heterodímero formado por Dnf1p/Dnf2p y Lem3p95. La falta de la única subunidad 

reguladora del heterodímero provocaría un defecto en la incorporación que explicaría la alta 

resistencia a edelfosina y miltefosina que presentó el mutante lem3Δ, lo que concuerda con resultados 

de otros grupos101. La ausencia de DNF1 o DNF2 sería parcialmente compensada por la otra, o incluso 

por el resto de flipasas, lo que explica que la resistencia de dnf2Δ sea más reducida. De hecho la 

incorporación depende fundamentalmente de esta subunidad96, haciendo a DNF1 menos importante 

para la incorporación y explicando la falta de una resistencia apreciable en su mutante dnf1Δ.

Ni Drs2p ni su subunidad reguladora Cdc50p se localizan en la MP sino en la red trans-Golgi 

(TGN)95,96. El mutante drs2Δ fue altamente resistente a edelfosina pero no a miltefosina; por el 

contrario, cdc50Δ no apareció en ninguno de los screenings. drs2Δ sin embargo presenta defectos 

morfológicos en el aparato de Golgi (AG) y en la formación de vesículas del TGN140, y de hecho se 

ha propuesto que actúa no en la incorporación de compuestos exógenos, sino en la regulación de la 

composición y asimetría de membranas internas142. Mediante este proceso regularía la formación de 

vesículas intracelulares, lo que explicaría los defectos morfológicos en el AG de drs2Δ y su letalidad 

sintética con mutaciones en ARF1, un regulador crítico del tráfico vesicular140. DNF3 parece ser un 

caso semejante a DRS2 y tener un papel en tráfico vesicular144. Así pues, cabe pensar que DRS2 tiene 

un papel distinto a DNF2/LEM3: interviene en la toxicidad de edelfosina pero no de miltefosina y 

posiblemente no module la incorporación de los ATLs, sino algún otro proceso que podría estar 

relacionado con tráfico de membranas internas.
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Se observó la incorporación de edelfosina por microscopía en las cepas silvestre, dnf2Δ, lem3Δ 

y drs2Δ empleando un análogo de la edelfosina (Et-BDP-ET) conjugado al fluoróforo BODIPY 

(ilustración 24). El tratamiento y toma de imágenes de las cuatro cepas se realizó en las mismas 

condiciones. Las células del WT incorporaron el análogo, que se acumuló en estructuras intracelulares 

definidas (ilustración 24 A). Por el contrario, en dnf2Δ y lem3Δ no se apreció acumulación intracelular 

(ilustración 24 B-C), indicativo de una menor incorporación. Aumentando el contraste de las imágenes 

(paneles inferiores) sí se llegó a apreciar en dnf2Δ acumulación, y un patrón de localización semejante 

al tipo silvestre (en ambos casos parece colocalizar parcialmente con las vacuolas, apreciables en 

la microscopía de contraste de interferencia diferencial o DIC). En el mutante lem3Δ sin embargo 

no se apreció apenas acumulación. Estos datos corroboraron la hipótesis de que el heterodímero 

Dnf2p-Lem3p es el responsable de la incorporación de edelfosina en levaduras: la ausencia de DNF2 

provocó una disminución de la acumulación del análogo, pero la acumulación fue muchísimo menor 

en ausencia de LEM3. 

drs2Δlem3Δdnf2ΔTipo silvestre

DIC

Et-BDP-ET

Mayor intensidad

Ilustración 24: incorporación de 5 µM Et-BDP-ET en mutantes de flipasas. A: tipo silvestre. B: 
dnf2Δ. C: lem3Δ. D: drs2Δ.

Se observó acumulación intracelular en la cepa drs2Δ (ilustración 24 D). Al contrario que las 

células dnf2Δ y lem3Δ, que presentaban un citoplasma vacío de fluorescencia indicativo de defectos 

en la incorporación del análogo (ilustración 24 B-C), las células drs2Δ no tienen esa apariencia, lo 

que indica una mayor incorporación. No obstante, no se puede descartar un defecto menos acusado: 

al ser el patrón de localización de drs2Δ claramente distinto al del WT, no fue posible comparar 
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directamente la intensidad de fluorescencia. El análogo se acumuló en estructuras punteadas en el 

citoplasma en este mutante, y las mutaciones en DRS2 provocan defectos en tráfico vesicular142. Existe 

por tanto la posibilidad de que las alteraciones del tráfico vesicular provoquen la localización anómala 

del análogo observada en drs2Δ; sólo de confirmarse podría hipotetizarse una relación entre defectos 

en el transporte de edelfosina y defectos en el mecanismo.

Otros genes implicados en la incorporación de edelfosina

La aparición en el screening de resistencia de genes los genes LEM3 y DNF2 de la flipasa de MP, 

cuya función en la incorporación de ATLs estaba descrita en la literatura, era esperable y confirmó la 

validez del experimento. Existe la posibilidad de que algún otro de los 262 mutantes deba su resistencia 

a edelfosina a defectos en la incorporación del compuesto. Se comprobó en nuestro laboratorio la 

incorporación de edelfosina marcada radiactivamente en los 91 mutantes más resistentes (tabla supl. 

1, +++). Cultivos líquidos de los mutantes se incubaron con [3H]-edelfosina y se lavaron para retirar 

la edelfosina unida inespecíficamente al exterior celular. La radiactividad residual es atribuible al 

compuesto retenido dentro de las células. Se determinó también la DO final para normalizar las 

diferencias en radiactividad respecto al número de células presentes en la muestra medida. 3 de 

los 91 mutantes mostraron una incorporación reducida respecto al control: lem3Δ, agp2Δ y doc1Δ 

(ilustración 25, barras negras con patrón). Se clonaron dichos genes en el vector centromérico pRS416 y 

se introdujeron en los respectivos mutantes, observándose en los tres casos una reversión del fenotipo 

y una incorporación semejante a la del tipo silvestre (ilustración 25, barras blancas con patrón). Esto 

indicó inequívocamente que la reducción en la incorporación está causada por la deleción génica. El 

gen AGP2 fue además subclonado en el vector multicopia YEp352 (ilustración 25, barra blanca). La 

dosis génica del gen AGP2, incrementada respecto al WT, provocó el correspondiente incremento en 

la incorporación de edelfosina.

Localización subcelular de edelfosina

El o los procesos que en última instancia provocan la toxicidad celular se originan en la 

interacción de los ATLs con determinados componentes celulares. Su identificación es fundamental 

para dilucidar el mecanismo completo de acción de los compuestos. Para acotar los posibles candidatos 

se estudió por qué compartimentos celulares se trasladan estos compuestos tras su incorporación 

celular. Se observó la localización de edelfosina directamente por microscopía, empleando análogos 

fluorescentes (fórmulas químicas en la ilustración 76). Mediante modificaciones en el residuo 

octadecilo se han logrado generar los análogos 1-O-(15’-fenilpentadeca-E-8’,10’,12’,14’-tetraenil)-2-

O-metil-rac-glicero-3-fosfocolina (PTE-ET) y 1-O-(15’-fenilpentadeca-E-10’,12’,14’-trien-8’-inil)-2-

O-metil-rac-glicero-3-fosfocolina (PTRI-ET)325,326. Se ha generado también una segunda generación 

de análogos con mayor brillo y resistencia a la luz ultravioleta –resultante en imágenes más definidas– 
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mediante la conjugación de un fluoróforo al grupo alquilo: 1-O-(11’-(6’’-etil-1’’,3’’,5’’,7’’-tetrametil-

4’’,4’’-difluoro-4’’-bora-3a’’,4a’’-diaza-s-indacen-2’’-il)undecil)-2-O-metil-rac-glicero-3-fosfocolina 

(Et-BDP-ET) y 1-O-(13’-(1’’,3’’,5’’,7’’-tetrametil-4’’,4’’-difluoro-4’’-bora-3a’’,4a’’-diaza-s-indacen-2”-il)

tridec-12’-inil)-2-O-metil-rac-glicero-3-fosfocolina (Yn-BDP-ET)326.
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Ilustración 25: mutantes con defectos en la incorporación de [3H]-edelfosina. La cepa empleada fue 
WT (columnas lisas) o mutante: lem3Δ (rayas inclinadas a la izquierda), agp2Δ (rayas inclinadas a 
la derecha) o doc1Δ (malla). Plásmidos transformados: ninguno (columnas negras), derivado del 
plásmido centromérico pRS416 (columnas blancas con patrón) o derivado del plásmido multicopia 
YEp352 (columna blanca). Se empleó 60 µM de edelfosina con 2·104 cuentas/minuto por pocillo. 
Media de 3 experimentos ± EEM. Adaptado de Cuesta-Marbán et al, 2012319.

La incubación durante 30 minutos con cualquiera de los cuatro análogos produjo en levadura 

un patrón de localización semejante: una estructura anular, distinta a las vacuolas que se distinguen 

claramente por DIC. Los marcadores PTE-ET y PTRI-ET tienen un máximo de emisión de ≈ 465 

nm (azul) en medio acuoso, siendo compatibles con un comarcaje con otros fluoróforo con emisión 

en distintos colores. Se emplearon como marcadores subcelulares fusiones de diversas proteínas 

específicas del compartimento con una proteína fluorescente. La colocalización de PTE-ET y PTRI-ET 

fue exacta con Elo3p (ilustración 26 A-B), una proteína marcadora del retículo endoplásmico (RE)327. 

Los marcadores Et-BDP-ET e Yn-BDP-ET tienen un máximo de emisión de 537 y 553 nm (verde) 

respectivamente, por lo que son incompatibles con la proteína fluorescente verde (GFP). No obstante 

se pudo comprobar idéntica localización de ambos análogos indirectamente, dado que la membrana 

nuclear externa forma el llamado RE nuclear328. Se expresó un marcador nucleolar (SIK1)329 fusionado 

a una proteína fluorescente roja (RFP) y se comprobó que dicho marcador aparecía rodeado por los 

análogos de edelfosina en una estructura anular (ilustración 26 C-D). Como alternativa al marcaje 
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con Elo3GFP se empleó una fusión de GFP con otro marcador del RE, SEC63330, observándose la 

misma acumulación en el RE de PTE-ET (ilustración 26 E). Por tanto, la edelfosina se transporta a 

través de la membrana plasmática y se acumula en el retículo endoplásmico. 
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Ilustración 26: localización subcelular de los análogos fluorescentes de edelfosina. A: 20 µM PTE-
ET. B: 20 µM PTRI-ET. C: 5 µM Et-BDP-ET. D: 5 µM Yn-BDP-ET. E: PTE-ET. Cada una de las 
imágenes de un análogo fluorescente se muestra junto a las correspondientes imágenes de DIC, 
de una proteína fluorescente fusionada a un marcador subcelular (Elo3GFP, Sik1RFP, Se63GFP) y 
de la fusión entre la imagen del análogo y la del marcador subcelular. ▶: localización vacuolar del 
PTE-ET. F: Cuantificación de los fenotipos indicados en imágenes de microscopía de fluorescencia 
(a partir de 150-300 células). Adaptado de Cuesta-Marbán et al, 2013319.

Se observó además acumulación de los análogos de edelfosina en estructuras subcelulares 

adicionales, que pudieron identificarse en la microscopía DIC como vacuolas (ilustración 26 A, 

▶). No se observó ningún patrón en la aparición de cualquiera de los fenotipos (acumulación en el 
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RE y vacuolar), y en los tratamientos estudiados se identificaron mezclas de células con uno, otro o 

simultáneamente ambos. En éste último caso aparecieron tinciones subcelulares con forma de 8 o 

trébol, en función del número de vacuolas presente.

Se estudió la localización de edelfosina preferentemente con los análogos PTE-ET y PTRI-ET, 

ya que su toxicidad se había demostrado semejante a la edelfosina44,326, y puesto que eran semejantes 

al único análogo de la miltefosina del que se disponía (PTE-MT). Las modificaciones realizadas en 

la estructura de estos análogos respecto a la edelfosina son limitadas; por el contrario, los análogos 

de segunda generación deben su fluorescencia a la presencia de un fluoróforo voluminoso, que 

puede afectar a la lipofilicidad de la molécula331 o sufrir cambios en la fluorescencia en función 

de la concentración local332. Sin embargo los análogos de primera generación resultaron muy 

poco fotoestables y la intensidad de su fluorescencia muy reducida. Como resultado las imágenes 

generalmente fueron poco definidas y con bajo contraste, y la comparación detallada entre dos 

subestructuras en una misma célula, más allá de identificar su forma y localización, resultó imposible. 

Un factor más que pudo haber influido en la calidad de las imágenes recogidas fue la fragmentación 

vacuolar que se observó en tratamientos con ATLs, que se comentará en otra sección. A pesar de estas 

dificultades se pudo cuantificar la localización de análogos de edelfosina en el RE o en la vacuola en un 

número significativo de células, en varias imágenes independientes de microscopía. Se emplearon los 

marcadores descritos previamente (Elo3GFP o Sec63GFP para PTE-ET, Sik1RFP para Et-BDP-ET e 

Yn-BDP-ET). La práctica totalidad de las células presentaron tinción en el RE, sola o en combinación 

con tinción vacuolar (ilustración 26 F). La proporción de células con al menos uno de estos dos 

fenotipos no fue significativamente distinta en ninguno de los experimentos (P-valor > 0,38 en un test 

Z de comparación de proporciones). 

Implicación de la endocitosis en la incorporación, localización y mecanismo 

citotóxico de edelfosina

La membrana plasmática es la interfaz entre medio extracelular e intracelular, y como tal regula 

la interacción entre ambos compartimentos. Es una barrera impermeable, excepto en procesos 

específicos y regulables, como comunicación o incorporación de nutrientes. La endocitosis puede 

intervenir directamente en estos dos procesos. Participa además en la regulación de la disponibilidad 

y composición de la MP333, mediante la retirada de material de la misma. La aparición de mutantes 

de endocitosis en el screening de resistencia a edelfosina señaló un papel crítico de este proceso en el 

mecanismo de toxicidad del compuesto.

El análisis bioinformático indicó un enriquecimiento significativo en genes implicados 

en endocitosis; no obstante, algunos de los genes así identificados tienen también funciones más 

contrastadas en otros mecanismos de tráfico intracelular, y por tanto se tratarán en otras secciones 
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del presente trabajo. Se han asociado en la literatura los genes MYO5, END3 y LDB17 con 

endocitosis334–336. VPS1 codifica una GTPasa semejante a la dinamina que interviene en formación de 

vesículas en diversas estructuras membranosas, aunque su implicación en endocitosis parece clara337. 

RHO4 codifica una GTPasa de la familia Rho que regula el citoesqueleto de actina, interaccionando 

específicamente con proteínas implicadas en endocitosis como Las17p, Vrp1p, Rvs161p y Rvs167p338. 

En un trabajo anterior del laboratorio se observó que una mutación condicional en el gen END4 

(SLA2), implicado en endocitosis335, cuando se combinaba con una mutación en el procesamiento 

de enzimas vacuolares pep4Δ, confería resistencia a edelfosina305; no obstante el mutante end4Δ no 

presentó un fenotipo de resistencia a edelfosina suficientemente pronunciado como para ser detectado 

en el screening.

La resistencia a edelfosina mostrada por estos mutantes indicó que alguno de los pasos del 

proceso de toxicidad interacciona con los mecanismos de endocitosis. Una de las hipótesis planteadas 

fue que la internalización de la edelfosina que se observa tras su incorporación –al RE, a la vacuola 

o a ambos compartimentos– requiriera endocitosis, y que esta internalización a su vez podría ser 

un paso del mecanismo de toxicidad. Se decidió observar si tal internalización dependía de la 

endocitosis empleando la cepa end4pep4Δ, un doble mutante con defectos en endocitosis y resistente 

a edelfosina que ya había sido estudiado en un trabajo previo del laboratorio305. En paralelo se estudió 

la internalización en la cepa silvestre preincubada a 0 ºC, una temperatura a la que se esperaría una 

ralentización de la endocitosis339. Se monitorizó la internalización utilizando el análogo fluorescente 

PTE-ET. Simultáneamente se observó la incorporación a la célula de compuestos fluorescentes que 

entran por endocitosis y son transportados hasta acumularse en la vacuola. Lucifer Yellow (LY) es 

un marcador de fase fluida que es soluble en el medio extracelular, es retenido en el interior de los 

endosomas y se acumula finalmente en el lumen vacuolar339. El marcador lipofílico FM 4-64 tiñe las 

membranas de esos mismos compartimentos340.

Las células silvestres crecidas a 30 ºC (ilustración 27 A) presentaron acumulación intracelular de 

ambos marcadores, indicativa de una endocitosis funcional. Hubo colocalización de los marcadores 

vacuolares FM4-64 y LY y se apreció también la acumulación de PTE-ET en la estructura anular 

anexa a las vacuolas, que anteriormente había sido identificada como el RE. En los dos experimentos 

planteados para observar la falta de endocitosis (end4pep4Δ a la temperatura restrictiva de la mutación 

end4, 30 ºC, y WT a 0 ºC; ilustración 27, paneles B y C respectivamente) se trataron las células con 

los dos marcadores en condiciones idénticas. Las flechas indican las vacuolas, carentes de tinción y 

localizadas por tanto en el DIC (). La falta de incorporación visible es indicativa de que en ambos 

experimentos la endocitosis se encontraba efectivamente inhibida. Sin embargo, fue posible detectar 

acumulación de PTE-ET en estructuras semejantes a las observadas en células silvestres a 30 ºC. 

Por tanto cabe concluir que la endocitosis no participa en la incorporación al RE de la edelfosina. 

El mutante end4pep4Δ, con una internalización normal del fármaco, es sin embargo resistente a 
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edelfosina305, lo que demuestra además que la mera incorporación del fármaco o su acumulación en 

el RE no son, por sí mismas, suficientes para provocar la toxicidad celular.

C

B

DIC PTE-ET LY FM4-64
A

Ilustración 27: internalización de 20 µM PTE-ET y de marcadores de endocitosis. A: WT, 30 ºC. B: 
end4pep4Δ, 30 ºC. C: WT, 0 ºC. : vacuola.

Implicación del transporte retrógrado en la incorporación, localización y 

mecanismo citotóxico de edelfosina

El screening de mutantes resistentes a edelfosina permitió identificar un segundo proceso con 

un posible papel en la internalización del compuesto: el transporte retrógrado mediado por vesículas. 

Los genes concretos asociados con dicho proceso están descritos con más detalle en una sección 

posterior. Se denomina transporte vesicular anterógrado al que en las células transcurre del retículo 

endoplásmico al aparato de Golgi y de aquí a sus orgánulos diana: el endosoma, la vacuola o la 

membrana plasmática por la vía secretora. Paralelamente existe un transporte retrógrado en sentido 

contrario que permite el reciclaje de membranas y la regresión de proteínas a sus compartimentos 

subcelulares originarios.
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Se planteó la hipótesis de que la resistencia observada 

en los mutantes del transporte retrógrado se debiera a una 

internalización defectuosa del fármaco al RE. La localización 

de PTE-ET se estudió en dos mutantes, vps29Δ y vps35Δ, y se 

empleó como marcador de RE la proteína de fusión Elo3GFP, 

de la manera previamente indicada. En ambos casos fue posible 

observar una colocalización del análogo de edelfosina con el 

marcador del RE idéntica a la observada en el tipo silvestre 

(ilustración 28). Se concluyó por tanto que los defectos en el 

transporte retrógrado no provocan diferencias apreciables en 

la internalización de edelfosina.

En los experimentos descritos en la presente sección no 

se identificó mutante alguno con un bloqueo en la internalización de edelfosina al RE. No pudo 

establecerse de manera conclusiva un posible mecanismo por el que este proceso module la toxicidad 

celular.

Localización subcelular de miltefosina

Al igual que la edelfosina, el ATL miltefosina fue modificado químicamente en su radical 

hexadecilo para sintetizar el análogo fluorescente 13-feniltrideca-E-6,8,10,12-tetraenilfosfocolina 

(PTE-MT, ilustración 76 B). Se comprobó su localización en células silvestres con la proteína de fusión 

Elo3GFP como marcador del RE. La localización del análogo de miltefosina varió con el tiempo. A 

tiempos cortos de tratamiento (5 minutos) se acumuló en una banda continua en la periferia celular 

(ilustración 29 A). En comparación con el PTE-ET, la fluorescencia del análogo de miltefosina fue más 

DIC Elo3GFP PTE-ET
A

B

C

Ilustración 28: internalización 
de 20 µM PTE-ET en mutantes 
del transporte retrógrado. A: 
WT. B: vps29Δ. C: vps35Δ. 
Adaptado de Cuesta-Marbán et 
al, 2013319.
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Ilustración 29: localización subcelular del análogo fluorescente de la miltefosina PTE-MT (20 µM). 
A: tratamiento de 5 minutos. B: tratamiento de 30 minutos. ▶: vacuola.
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definida y su localización más clara. Las imágenes sugieren que PTE-MT se acumula rápidamente 

en la membrana plasmática. La mayor claridad de la fluorescencia podría deberse a un transporte 

reducido desde la MP que permitiría, a tiempos cortos, una mayor concentración local.

En concordancia con dicha hipótesis, tras 30 minutos –un tiempo en el que la internalización del 

análogo de edelfosina era clara– no se observa colocalización de PTE-MT con el marcador del retículo 

endoplásmico Elo3GFP (ilustración 29 B). Se puede concluir que la miltefosina no es internalizada al 

RE por el mecanismo independiente de endocitosis que se observó en edelfosina. Sí hay acumulación 

de PTE-MT en la membrana de las vacuolas, visibles en DIC y que no colocalizan con la señal de 

Elo3GFP (ilustración 29 B, ▶). Dicha localización también se observó en los análogos de edelfosina, 

y en la sección anterior se postuló que se originaba en el compuesto insertado en la MP, tras sufrir 

endocitosis y transporte vesicular. Los resultados de PTE-MT sugieren que la miltefosina también es 

transportada a la vacuola por este mismo proceso.

Disponibilidad de ergosterol y toxicidad por ATLs

La toxicidad de los ATLs en distintos sistemas depende de la disponibilidad celular de 

esteroles75,114,115. Esteroles y ATLs tienen una elevada afinidad debido a la geometría complementaria 

de sus moléculas, tendiendo a agruparse en membranas lipídicas22,341. La presencia de esteroles en 

la membrana plasmática permitiría por tanto que los ATLs se asociaran a la misma y su posterior 

incorporación a la célula.

La toxicidad de ATLs no se había demostrado dependiente de esteroles en S. cerevisiae previamente. 

El screening de resistencia no identificó mutantes resistentes a ATLs. Esto cabe explicarse por la 

ausencia de dichos mutantes en la colección empleada: la ruta biosintética del ergosterol en levadura 

está compuesta por 12 genes, en su mayoría esenciales. Se empleó por tanto una estrategia alternativa 

basada en la inhibición farmacológica de la síntesis de ergosterol. Las células fueron tratadas con 

lovastatina, un inhibidor de la HMG-CoA reductasa342 (codificada por el par de genes HMG1/2), que 

cataliza el paso limitante de la ruta biosintética343. Las células tratadas sólo con lovastatina crecieron 

de manera apreciable, aunque más lentamente que las células en medio sin fármaco (ilustración 30 

A-B). Esto es comprensible al ser los esteroles esenciales para el crecimiento celular: el doble mutante 

hmg1Δhmg2Δ es auxótrofo para mevalonato344.

Aunque la concentración de lovastatina empleada inhibió la síntesis de esteroles lo suficiente 

para retardar el crecimiento, permitió el suficiente como para emplear las células sólo tratadas con 

lovastatina como un control negativo de toxicidad. Por el contrario, células tratadas únicamente con 

las concentraciones indicadas de edelfosina, miltefosina y perifosina inhibieron completamente el 

crecimiento celular (ilustración 30 A). El crecimiento de las células cotratadas además con lovastatina 

fue esencialmente idéntico al de su control negativo (ilustración 30 B). La menor inhibición observada 
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de la toxicidad por perifosina no puede achacarse necesariamente a una afinidad reducida de este 

compuesto por los esteroles, ya que las concentraciones de los ATLs empleadas fueron distintas. El 

experimento demostró que, al igual que en otros sistemas biológicos, la disponibilidad de esteroles es 

un requisito imprescindible para la efectividad de los tres ATLs estudiados.

Aunque se ha descrito previamente que el tratamiento con lovastatina disminuye la 

concentración de ergosterol en las membranas biológicas342, no hay evidencia de que la disminución 

del ergosterol de la MP sea la responsable de la toxicidad disminuida de los ATLs. El preinóculo 

celular fue además tratado toda la noche con lovastatina, y la inhibición prolongada de la biosíntesis 

de esteroles puede tener múltiples efectos en el metabolismo celular. Una estrategia alternativa sin 

dichos inconvenientes fue la administración exógena de un agente complejante del ergosterol. La 

metil-β-ciclodextrina (MβCD) es un oligosacárido cíclico de elevado peso molecular, impermeable 

a la membrana plasmática y capaz de secuestrar los esteroles de la misma345,346. El mero tratamiento 

con MβCD no afectó el crecimiento celular pero evitó completamente la toxicidad de los tres ATLs 

empleados (ilustración 30 C), reafirmando la hipótesis de que los ATLs requieren de esteroles en la 

MP para ser efectivos.

Si la incorporación celular de ATLs depende de su alta afinidad por los esteroles de la MP, 

una alternativa al secuestro de los mismos sería añadir esteroles exógenos que compitieran con la 

interacción de los ATLs con la MP. Las células de levadura presentan exclusión aeróbica de ergosterol: 

el ergosterol exógeno no se incorpora a las células de levadura excepto en condiciones de anaerobiosis, 

que provocan la expresión de los transportadores específicos267. Por tanto la suplementación del 

medio con ergosterol no afectaría a la fisiología de las células, pero sí a los ATLs presentes en el medio 

que interaccionen con el ergosterol. Cuando las células fueron transferidas a medio suplementado 

con ergosterol, el esterol más abundante en las membranas de S. cerevisiae347, su crecimiento no se 

vio alterado; sin embargo, la efectividad de los ATLs empleados disminuyó (ilustración 30 D). El 

crecimiento de las células tratadas con ATLs fue ligeramente menor que el del control negativo de 

toxicidad, lo que podría ser debido a un bloqueo incompleto por parte del ergosterol exógeno de la 

interacción de los ATLs con los esteroles celulares.

Los tres experimentos anteriores demuestran que los ATLs empleados interaccionan con 

el ergosterol, el esterol mayoritario de las membranas de S. cerevisiae, y que la toxicidad en este 

organismo de los ATLs requiere la presencia de esteroles en la membrana plasmática. Esto sugiere 

que el ergosterol en la MP media la interacción e incorporación de ATLs; tal hipótesis sin embargo 

no se ha demostrado inequívocamente. El secuestro o inhibición de la síntesis de esteroles tienen 

efectos conocidos en otros componentes celulares como los microdominios de membrana lipid raft, 

que están implicados en la toxicidad de los ATLs de maneras alternativas (ver sección Transporte 
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endosomal y toxicidad de ATLs). Por tanto no es posible distinguir el nivel en que la modulación de los 

esteroles celulares realizada con lovastatina y MβCD afecta al mecanismo de toxicidad de los ATLs.
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Ilustración 30: modulación del ergosterol celular y toxicidad de ATLs. A: Crecimiento de células 
tratadas con ATLs. B: Crecimiento de células tratadas con lovastatina y ATLs. C: Crecimiento de 
células tratadas con ATLs en presencia de MβCD. D: Crecimiento de células tratadas con ATLs en 
medio suplementado con ergosterol.

Transporte endosomal y toxicidad de ATLs

Genes endosomales implicados en toxicidad de edelfosina

El análisis bioinformático del screening de resistencia constató que el tráfico vesicular organizado 

alrededor del endosoma jugaba un papel importante en la toxicidad de edelfosina. El tráfico vesicular 

se organiza en Saccharomyces cerevisiae alrededor del compartimento subcelular que recibe las 

vesículas endocíticas, el endosoma temprano (EE). Este orgánulo tubulovesicular presenta regiones 

específicas, desde los que se distribuye el tráfico a otros compartimentos subcelulares: reciclaje a la 

membrana plasmática o el trans-Golgi (TGN), formación de vesículas intraluminales o maduración 
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a un endosoma tardío (LE), degradativo y con capacidad de fusionarse con la vacuola para completar 

la degradación de su carga211. Estas rutas de transporte dependen de mecanismos específicos; sin 

embargo, mutantes de estos distintos mecanismos presentaron un efecto común, resistencia a 

edelfosina. 

Mecanismos de transporte retrógrado

El transporte retrógrado actúa en sentido contrario a la vía secretora, permitiendo el reciclaje 

de membranas y de proteínas, y discurre desde el endosoma hacia el compartimento previo, el trans-

Golgi. Las proteínas que sufren transporte retrógrado aparecen en el endosoma a pesar de ser en 

el TGN (o incluso durante el transporte TGN–endosoma) donde actúan. Aún así no pierden su 

funcionalidad en el endosoma: su recuperación y reciclaje permite reaprovecharlas y evita una posible 

progresión a la vacuola que causaría su degradación irreversible.

El retrómero es un complejo proteico que actúa en las membranas del endosoma, donde 

interacciona con proteínas que serán recicladas al TGN. Sus funciones son la interacción con estas 

proteínas, la concentración de las mismas en regiones tubulares y la formación de vesículas de reciclaje 

que sufrirán transporte retrógrado. Se identificaron en el screening mutantes resistentes en 4 de los 

5 componentes del retrómero: VPS17, VPS26/PEP8, VPS29 y VPS35. La GTPasa de la familia Ras 

YPT7, que también apareció en el screening, participa en la localización endosomal del retrómero. 

Esta proteína sin embargo tiene también funciones en la maduración del LE, un proceso en el que 

intervienen otros genes identificados.

Las mutaciones del retrómero impiden el correcto reciclaje de sus sustratos, provocando así 

su degradación y pérdida de función. Se esperaría por tanto que las mutaciones en estos sustratos, 

tanto como las del retrómero, presentaran el mismo fenotipo de resistencia a edelfosina. La deleción 

de las proteasas KEX1 y KEX2 provocó resistencia a edelfosina, aunque no se identificaron en el 

screening STE13 o VPS10. La ausencia de este último gen (el receptor de hidrolasas vacuolares348) 

sin embargo concuerda con resultados previos en los que la deleción de la hidrolasa PEP4, por si 

sola, no dotaba a la célula de suficiente resistencia frente a edelfosina (aunque sí en combinación 

con un mutante de endocitosis end4)305. Es interesante señalar que el mutante del gen recientemente 

identificado ERE1 (YBR246W) es resistente a edelfosina. Se ha sugerido un papel en la selección de 

sustratos del retrómero para ERE1, ya que es necesario para la función del retrómero únicamente 

sobre determinados sustratos, no interviniendo por ejemplo en el reciclaje de Vps10p349. 

Existen mecanismos en la misma ruta de reciclaje endosoma–TGN alternativos al retrómero. 

Los complejos que el producto del gen SNX4 forma con SNX41 o SNX42 participan en una de estas 

rutas350, y mutantes de SNX4 y SNX42 fueron también identificados. Aunque es un mecanismo distinto 

al retrómero, se han descrito tanto sustratos exclusivos de este complejo350 como comunes con el 



97

retrómero349. Estos resultados, por tanto, no sugieren un sustrato de transporte retrógrado que sea 

un candidato claro a participar en la toxicidad de edelfosina. Otros mutantes resistentes a edelfosina 

con una posible implicación en esta vía transporte retrógrado son RCY1 y DRS2. Ambos genes se han 

asociado a la misma vía de reciclaje desde el endosoma temprano al TGN (la de la proteína Snc1)350,351. 

Hay que mencionar también a la flipasa DRS2, cuyo mutante resistente a edelfosina ya se comentó 

en relación a la incorporación celular de ATLs. DRS2 produce cambios en la composición lipídica 

de membranas internas, facilitando procesos de transporte asociados a dichas membranas. Drs2p se 

localiza y actúa tras el AG en la vía secretora140 y se han asociado defectos en la función de DRS2 a un 

transporte endosoma–TGN reducido147,196. DRS2 actúa en el mismo proceso de transporte que RCY1 

al menos147. Sin embargo, DRS2 también regula otros procesos de transporte vesicular en el TGN que 

podrían ser el origen de la resistencia del mutante.

Un paso posterior en el transporte retrógrado a la formación de vesículas es la fusión de las mismas 

con el órgano receptor, el TGN. El complejo GARP del TGN se encarga del acoplamiento de vesículas 

en esta vía de transporte352 y la deleción de su componente VPS52 provocó resistencia a la edelfosina. 

En las vacuolas es el complejo TLG1 quien interacciona con el GARP353. En el screening el único 

miembro del complejo identificado fue TLG2, que sin embargo es el único componente no esencial354 

y, por tanto, presente en la colección de mutantes. Además se identificó la palmitoiltransferasa SWF1, 

que regula indirectamente el complejo al ser necesaria para la estabilidad de TLG1355.

El conjunto de estos genes indica que el transporte retrógrado del endosoma al TGN es crítico 

para la toxicidad de edelfosina. Aunque la edelfosina podría ser transportada por esta ruta, se han 

descrito hasta el momento como rutas de transporte exclusivamente de proteínas. Es más probable 

que sean las condiciones celulares que permiten la toxicidad de la edelfosina las que requieran del 

transporte retrógrado. Un componente de su mecanismo de acción podría actuar en el TGN y requerir 

de este reciclaje eficaz para evitar la degradación en la vacuola.

Mecanismos de formación de cuerpos multivesiculares

Un segundo grupo de genes, identificados en el screening como esenciales para la toxicidad 

de la edelfosina, comprende subunidades de los complejos multiproteicos del endosoma ESCRT. 

Estos complejos reconocen señales específicas en sustratos presentes en la membrana del endosoma 

y promueven la formación en el orgánulo de un cuerpo multivesicular (MVB). La degradación de los 

sustratos reconocidos es facilitada por el MVB durante la maduración endosomal.

Se han descrito 18 miembros del ESCRT223 (ver tabla 1), de los que se identificaron 8 en el 

screening: VPS27 (complejo 0); VPS23/STP22, VPS37/SRN2 (complejo I); DID4/VPS2, VPS24, VPS20 

(complejo III); y varias proteínas asociadas al complejo III, (DID2, VPS4). La elevada representación 

en el screening de genes del ESCRT sugirió un papel relevante de la degradación endosomal de alguna 



98

proteína en la toxicidad de edelfosina. Además se identificaron mutantes de los genes UBP2, DOA4 

y BRO1. BRO1 facilita el reclutamiento al endosoma de DOA4, una ubiquitin-peptidasa. UBP2 es 

otra ubiquitin-peptidasa que posiblemente interviene en el ESCRT356. La monoubiquitinación de 

proteínas es la señal más frecuentemente reconocida por el ESCRT224, y la función de DOA4 es reciclar 

la ubiquitina antes de incluir las proteínas a degradar en las vesículas del MVB. La ubiquitinación 

podría ser el requisito para el reconocimiento y degradación de esa hipotética proteína implicada en 

la toxicidad por edelfosina.

Otros mecanismos de tráfico endosomal

El fenotipo de resistencia a edelfosina se observó también en mutantes de un tercer grupo de 

genes implicados en la maduración del endosoma. Se identificaron mutantes resistentes a edelfosina 

en los genes de las subunidades propias del CORVET VPS3 (el GEF de la proteína Rab propia del 

endosoma temprano VPS21239) y VPS8, así como del otro GEF del EE, VPS9. Aunque el mutante vps21 

no fue resistente, hay que señalar la presencia en S. cerevisiae de tres homólogos del gen con posible 

redundancia funcional230. Estos genes están implicados en el mantenimiento del EE y su progresión 

al LE. Parece por tanto que afectar a la maduración del endosoma en un estadio temprano protege a 

la célula de la toxicidad por edelfosina. De acuerdo con esta hipótesis, la deleción de CCZ1 también 

generó resistencia al compuesto. El complejo Mon1p/Ccz1p media el intercambio Vps21p/Ypt7p que 

se da en los LEs. YPT7 modula la maduración del endosoma tardío, y su mutante también presentó 

resistencia a edelfosina (sin embargo Ypt7p tiene múltiples funciones, como las ya comentadas 

relacionadas con el retrómero). No aparecieron por el contrario en el screening subunidades del HOPS, 

un complejo propio del LE homólogo al CORVET e implicado en fusión de LEs y con la vacuola.

La identificación de estos genes refuerza la hipótesis de que la maduración endosomal, necesaria 

para la degradación vía endosoma/vacuola, es necesaria para la toxicidad de edelfosina. Las fases 

tempranas de la maduración, que conducen al endosoma tardío, son críticas para la toxicidad, así 

como los complejos del ESCRT y del retrómero, que participan en el mismo orgánulo. El endosoma 

tardío es por tanto el punto en esta maduración crítico para la toxicidad por edelfosina.

Internalización de la H+-ATPasa Pma1

Los experimentos realizados y el análisis funcional de los genes identificados en el screening 

de resistencia sugirieron que el proceso de toxicidad por edelfosina implicaba: endocitosis, aunque 

no en la incorporación del fármaco; transporte retrógrado endosoma-TGN; complejos ESCRT, 

necesarios para la degradación endosomal de proteínas; y maduración del endosoma. En base a estas 

observaciones se planteó la hipótesis de que la edelfosina actúa provocando la degradación endosomal 

de una (o más) proteína de membrana. La endocitosis sería la vía de entrada de esta proteína desde la 
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Ilustración 31: localización celular de Pma1. A: localización en la MP en células sin tratar utilizando 
Pma1RFP. B: misma localización utilizando Pma1GFP/BY4741. C: cuerpos de naturaleza 
desconocida (agregados de la proteína marcada). D: Pma1GFP y marcador vacuolar FM 4-64 en 
WT. Localización vacuolar de Pma1GFP: mismo experimento realizado tras tratamientos con 
edelfosina (E), miltefosina (F) y perifosina (G) 10 µM.
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MP al endosoma. Allí los otros tres procesos permitirían la función digestiva del endosoma y se 

produciría la degradación de la proteína.

PMA1 codifica una H+-ATPasa de la membrana plasmática, esencial para la célula202 y crítica 

para varios procesos celulares, como mantenimiento del pH citosólico, generación del potencial de 

membrana y transporte de nutrientes. En un trabajo previo del laboratorio se había observado la 

internalización a la vacuola de esta proteína y su degradación proteolítica en respuesta al tratamiento 

con edelfosina305. Se decidió por tanto estudiar Pma1p durante el tratamiento con ATLs.

Mediante microscopía se monitorizó la internalización de proteínas de fusión Pma1/proteína 

fluorescente. Se disponía de una cepa con la PMA1 genómica unida a RFP, y también de un plásmido 

centromérico con una copia del gen unida a GFP (pRSPma1GFP). La distribución de la fluorescencia 

fue la misma con ambos marcadores, y de acuerdo con lo esperado Pma1 se localizó de manera 

homogénea en la membrana plasmática (ilustración 31 A-B). En posteriores experimentos se empleó 

únicamente el plásmido, lo que permitió utilizar el mismo fondo genético de otros experimentos (cepa 

BY4741), marcar Pma1 en células de mutantes y realizar dobles marcajes con fluoróforos compatibles.

Las vacuolas celulares no fueron siempre claramente distinguibles en el DIC, haciendo 

necesaria una tinción específica del orgánulo. Se trataron las células con FM 4-64, lavándolas luego y 

resuspendiéndolas en medio fresco sin el marcador durante un tiempo suficiente para que el compuesto 

se desplazara completamente de la MP y los endosomas hasta la membrana vacuolar. Las células WT 

así marcadas no mostraron colocalización entre los dos fluoróforos (ilustración 31 C), confirmando 

la exclusión de Pma1 de la vacuola y la localización de dicha proteína en la MP. Ocasionalmente 

aparecieron acumulaciones de gran intensidad de fluorescencia en algunas células (ilustración 31 D). 

Estos agregados a menudo se concentraron en el citoplasma en posición excéntrica, y a pesar de su 

tamaño no se correspondieron con las vacuolas. Aunque se desconoce su naturaleza, la mayoría de 

las células mostraron la localización esperada de Pma1GFP en la MP, y en los tratamientos realizados 

posteriormente con ATLs no se observaron cuerpos con esas características. Por tanto no presentaron 

ningún problema en el estudio de la localización de Pma1p.

 En los tratamientos con edelfosina sin embargo sí se observó acumulación de Pma1GFP en 

el interior celular, en estructuras generalmente circulares que, en su perímetro, colocalizaban con 

el marcador de la membrana vacuolar FM 4-64 (ilustración 31 E). Se confirmó así que la edelfosina 

provoca la internalización de Pma1 al lumen vacuolar, el compartimento degradativo de la célula. Este 

resultado se pudo extender además a los otros ATLs estudiados, miltefosina y perifosina (ilustración 

31 F-G). El desplazamiento de la ATPasa Pma1 desde la membrana plasmática hasta la vacuola parece 

un mecanismo común para distintos compuestos de la familia de los ATLs.
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Cualquier relación a establecer entre la toxicidad de ATLs –o cualquier otro fenotipo observado– y 

la internalización de Pma1GFP requiere que los experimentos se realicen en condiciones comparables. 

Las células empleadas en estos experimentos de internalización de la ATPasa poseían, además del 

gen PMA1 de su genoma haploide, una copia adicional en el vector pRSPma1GFP. Si la toxicidad 

de los ATLs realmente depende de la internalización de Pma1, esa mayor dotación génica podría 

aumentar la resistencia de las células a los compuestos. Se comparó la inhibición del crecimiento 

por ATLs en células transformadas (pRSPma1GFP) respecto a células control (con el plásmido 

vacío pRS416). La concentración empleada en los experimentos de microscopía (10 µM) causó una 

inhibición completa tanto con pRSPma1GFP como en el control (ilustración 32 A-C). Por tanto, las 

concentraciones empleadas en los experimentos con Pma1GFP fueron inhibitorias. Aunque la mayor 

dosis génica de las células transformadas con pRSPma1GFP no incrementa la viabilidad frente a 10 

µM de ATLs, sí se observó una mayor resistencia frente a dosis subletales de los tres compuestos: 
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Ilustración 32: Resistencia a edelfosina (A), miltefosina (B) y perifosina (C) en células con el 
plásmido pRSPma1GFP (derecha) y el plásmido vacío pRS416 (izquierda). Experimento único.



102

5 µM edelfosina (ilustración 32 A), 

3 µM miltefosina (ilustración 32 B) 

y 3 µM perifosina (ilustración 32 

C). Estos resultados se explicarían 

si la toxicidad por ATLs dependiese 

del desplazamiento de Pma1 a la 

vacuola. Dosis que en células WT 

son bajas pero efectivas resultan 

insuficientes si las células disponen 

de más Pma1 (pRSPma1GFP); 

sin embargo, a concentraciones 

elevadas (10 µM) se supera en 

ambas células la mínima pérdida de 

Pma1 necesaria para una toxicidad 

efectiva, y por tanto se inhibe el 

crecimiento en los dos casos. 

Los 3 compuestos provocaron 

distintos niveles de internalización 

de Pma1. Se cuantificaron las 

células que presentaban cada uno de 

las tres distribuciones de Pma1GFP: 

acumulación únicamente en la MP, 

presencia de estructuras punteadas 

no identificables como vacuolas 

e internalización y acumulación 

en las vacuolas. Como muestra la 

ilustración 33, los controles sin tratar 

presentaron mayoritariamente la 

primera morfología, mientras que 

hay una relación directa entre el 

número de células que acumulan 

Pma1GFP en la vacuola y el tiempo 

de tratamiento. Es de destacar que 

la edelfosina fue capaz de provocar 

una internalización mayor que 

los otros dos ATLs y también más 
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Ilustración 33: cuantificación de la localización vacuolar 
de Pma1 durante el tratamiento con 10  µM ATLs. A: 
edelfosina. B: miltefosina. C: perifosina. n ≥ 200 células.
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persistente en el tiempo que la perifosina, cuyos valores a 150 y 240 minutos fueron muy parecidos. Las 

estructuras punteadas de naturaleza no vacuolar representaron una minoría de las células analizadas 

(< 10% excepto en edelfosina 90 minutos).

La concentración empleada fue idéntica para todos los compuestos (10 µM). Hay sin embargo 

diferencias (dentro de un mismo orden de magnitud) en la potencia de los compuestos, indicada 

por la concentración mínima necesaria para alcanzar una inhibición completa del crecimiento 

(ilustración 14). Miltefosina y perifosina, los ATLs más potentes (capaces de inhibir el crecimiento a 

menores concentraciones que edelfosina) provocaron sin embargo menor internalización de Pma1 

que edelfosina (ilustración 33). Si la internalización de Pma1 dependiera únicamente de la potencia 

del compuesto se esperaría el resultado contrario. Por tanto, no todos los ATLs desplazan Pma1 por 

igual; pero hay además una relación inversa entre la potencia del compuesto y la internalización que 

provoca. Esto último parece indicar que la relevancia que el desplazamiento de Pma1 tiene para la 

toxicidad de edelfosina es mayor que en miltefosina y perifosina.

Durante la realización de los experimentos anteriores se observó un fenómeno adicional: la 

formación de deformaciones e invaginaciones de gran tamaño en la membrana plasmática, así como 

grandes vesículas muy cercanas a la misma. Las vesículas podrían ser la apariencia de las invaginaciones 

si su eje fuera perpendicular al plano de enfoque. Este fenotipo se observó en tratamientos con los 3 

ATLs (ilustración 34 A-C). Todos los compuestos provocaron invaginaciones en más de un 40% de 

las células, siendo la aparición del fenotipo más veloz con edelfosina y perifosina que con miltefosina 

(ilustración 34 D-F). La frecuencia con la que se observó la internalización a la vacuola de Pma1GFP 

fue semejante en células con y sin invaginaciones, lo que descartó ninguna relación entre ambos 

fenotipos. 

Dado que las invaginaciones observadas podrían ser estructuras formadas durante la entrada de 

la Pma1 desde la MP a la vía endocítica se decidió estudiar su origen. Las células se incubaron con el 

marcador lipofílico FM 4-64 a 0 ºC, una temperatura que permite la incorporación del marcador a la 

MP pero que inhibe la endocitosis. El pulso de FM 4-64 se concentró por tanto en la MP y durante 

el marcaje no alcanzó otras estructuras intracelulares. Posteriormente se detuvo la carga lavando 

las células y se observó inmediatamente después por microscopía la morfología de la MP. En las 

células sin tratar con ATLs presentó una apariencia homogénea y sin invaginaciones, aunque durante 

los primeros 15 minutos de observación fueron apareciendo numerosas estructuras punteadas 

en la periferia celular (ilustración 35 A-B). Tras más de 15 minutos dichas estructuras perdieron 

definición, disminuyó la fluorescencia concentrada en la MP y apareció sin embargo un marcaje 

claro de la membrana vacuolar (ilustración 35 C-D). Esto es debido probablemente a que la carga de 

FM 4-64 se concentra exclusivamente en la MP al comenzar la observación, pero va incorporándose a 

vesículas endocíticas al reactivarse la endocitosis. Posteriormente alcanza los endosomas y la vacuola, 
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que es su destino final y donde se concentra, y como consecuencia de este transporte desaparece 

progresivamente de la MP. Las estructuras punteadas periféricas que se observaron eran seguramente 

pasos intermedios (vesículas endocíticas o compartimentos endosomales).

De manera semejante, las células tratadas con ATLs se transfirieron a hielo al final del tratamiento 

y se realizó un pulso de marcaje con FM 4-64 idéntico al de las células sin tratar. Tratamientos de 90 

minutos con edelfosina o perifosina provocaron la aparición de invaginaciones en la MP (ilustración 

35 E, F), a la vez que se observaba ya en algunos casos acumulación vacuolar de Pma1GFP (p. ej. 

ilustración 35 E). Las invaginaciones de Pma1GFP fueron accesibles al FM 4-64. Esto demostró 

que se trataba de estructuras con continuidad con la membrana plasmática preexistente, esto es, 

realmente invaginaciones. Su marcaje con FM 4-64 tuvo además una mayor intensidad que el resto de 

la MP, lo que podría indicar que las invaginaciones se forman en regiones de composición o función 

diferenciada. Su tamaño fue mayor que las estructuras previamente identificadas como vesículas 

endocíticas (ilustración 35 A-B).

En todas las invaginaciones apreciadas mediante la observación de Pma1GFP hubo también 

tinción con FM 4-64, pero no en todas las estructuras con tinción de FM 4-64 se observó Pma1GFP. 

En los paneles G-H de la ilustración 35 se aprecian invaginaciones con colocalización clara y otras 

estructuras sólo teñidas con FM 4-64. Estas últimas presentan características comunes con las 

estructuras de las células sin tratar tentativamente identificadas como vesículas endocíticas (ilustración 

35 A-B): se tiñeron con FM 464 y no acumularon Pma1GFP, están mayoritariamente en la periferia 

celular y no siempre unidas a la MP, tuvieron un tamaño menor y poca definición. El modelo que 

sugieren estos resultados es que existe endocitosis en todas las células, que permite la incorporación 

de FM 4-64 pero no de Pma1, y un segundo proceso inducido por los ATLs por el que se forman 

invaginaciones cargadas de Pma1 a partir de la MP.

El tratamiento con ATLs provoca una degradación de Pma1 compatible con un mecanismo 

endosomal. La ATPasa reside en la MP celular y sin embargo se internaliza a la vacuola tras el 

tratamiento. Los ATLs provocan la formación de invaginaciones a partir de la MP, en las que se 

concentra Pma1 y que podrían estar implicadas en la internalización de la proteína. Aunque la 

movilización de Pma1 parece una característica general de los tres ATLs estudiados, los resultados 

sugieren que ni provocan su internalización con la misma intensidad ni esta internalización tiene la 

misma relevancia en su toxicidad.
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Ilustración 34: invaginaciones en la membrana plasmática. A: Invaginaciones en células tratadas 
con 10 µM edelfosina. Se observaron también en células tratadas con la misma concentración de 
miltefosina (B) y perifosina (C). Se cuantificaron las células con invaginaciones tras tratamientos 
con edelfosina (D), miltefosina (E) y perifosina (F). : invaginación. n ≥ 200 células.
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Ilustración 35: pulso y seguimiento de FM 4-64 tras el tratamiento con ATLs. A-B: control de células 
sin tratar, 0 min tras el pulso de FM 4-64. C-D: tratamiento con edelfosina 10 µM 60 min, tras 15 
minutos de observación. E, G: tratamientos con edelfosina 10 µM 90 min. F, H: Tratamientos con 
perifosina 10 µM 90 min. v: vacuola; : invaginación; ▶: estructuras tentativamente identificadas 
como vesículas endocíticas.

Relevancia fisiológica de la internalización de Pma1

Experimentos posteriores buscaron comprobar la relevancia fisiológica de la degradación de 

Pma1 por ATLs. La identificación de la vía endosomal de degradación en el screening es coherente 

con el desplazamiento de la ATPasa a la vacuola, y la menor sensibilidad a los ATLs de las células que 

portaban una copia extra del gen PMA1 indicaba que la degradación de la proteína y la toxicidad 

celular estaban relacionadas. Un efecto semejante se observa probablemente en el mutante de 

deleción yhc3Δ, que presenta una actividad incrementada de la ATPasa de membrana357 y es resistente 
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a edelfosina. Esto concordó con resultados previos del laboratorio que habían demostrado que la 

sobreexpresión de Pma1 era capaz de aliviar la sensibilidad a edelfosina305. 

El enfoque opuesto (sensibilidad incrementada en células con un defecto en PMA1) no pudo 

ser evaluado en el screening de mutantes sensibles a edelfosina, al ser el gen PMA1 esencial y por 

tanto no disponerse de un mutante haploide. Sin embargo, con este mismo enfoque se empleó un 

alelo DAmP320 (Disminución de la abundancia por perturbación del RNAm). Los alelos DAmP portan 

modificaciones en la región 3’ no traducible del gen que disminuyen la estabilidad del ARN, y como 

resultado son alelos hipomórficos358. Los niveles de expresión de genes esenciales como PMA1, aunque 

bastan para mantener la viabilidad celular, están suficientemente reducidos como para provocar un 

fenotipo visible359. La sensibilidad de la cepa PMA1-DAmP a edelfosina resultó mucho mayor que las 

células con un alelo silvestre (ilustración 36), confirmando el papel central de este gen en la toxicidad 

a edelfosina. Es posible que un efecto análogo ocurra en las cepas FEN1 y SUR4, que tienen una 

sensibilidad a edelfosina aumentada. Estos genes son necesarios para la formación de ácidos grasos 

de cadena larga, presentes en los esfingolípidos de S. cerevisiae y esenciales para la estabilidad de 

Pma1p159,205–207. En sus mutantes se produce un defecto en la asociación de la ATPasa con los lipid 

rafts que provoca su internalización a la vacuola y su degradación. Este mismo fenotipo es causado 

por el tratamiento con edelfosina. Por tanto, en el tratamiento de los mutantes podría potenciarse la 

internalización de la ATPasa, lo que explicaría la hipersensibilidad de los mutantes a edelfosina.

WT

Control Edelfosina

pma1-DAmP

Ilustración 36: sensibilidad de la cepa Pma1-DAmP a edelfosina. Adaptado de Czyz et al, 2013320.

La pérdida de Pma1 puede provocar diversos efectos que justifiquen la toxicidad por ATLs 

observada. El potencial de membrana que Pma1 genera bombeando H+ al medio extracelular 

impulsa el uniporte de K+ al interior celular y su acumulación en contra de gradiente. El principal 

transportador de K+ es codificado por el gen TRK1360, que fue detectado en el screening de mutantes 

sensibles a edelfosina. La causa última de la toxicidad por edelfosina podría ser un defecto en el 

transporte de K+ provocado por la pérdida del potencial generado por Pma1. Sin embargo, TRK1 no 

es esencial: es parcialmente redundante con otro transportador semejante (TRK2) y existen además 

mecanismos alternativos de transporte de potasio que se activan en mutantes trk1trk2361. Trk1 colabora 

con Pma1 en el mantenimiento del potencial de membrana: el flujo de K+ a través de Trk1 es el mayor 

flujo entrante de cargas positivas en S. cerevisiae, que compensa el potencial creado por Pma1201. La 

hiperpolarización de los mutantes trk1 podría ralentizar el bombeo de protones de Pma1, siendo esta 

pérdida adicional de la función de la ATPasa el origen de la mayor susceptibilidad a edelfosina.
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Una segunda función de Pma1 es colaborar en la homeostasis del pH citosólico, que debe 

mantenerse dentro de un rango estrecho para permitir el correcto funcionamiento de las proteínas 

celulares. La MP es el compartimento celular desde donde Pma1 efectúa el bombeo de protones al 

medio extracelular, y la pérdida de la proteína provocaría una acumulación de protones en el citosol. 

Esta acidificación puede comprobarse mediante el uso de tintes acidotrópicos (compuestos neutros y 

permeables a las membranas que adquieren carga al alcanzar compartimentos celulares de bajo pH, 

volviéndose impermeables y quedando retenidos) como la quinacrina362. En trabajos previos de nuestro 

laboratorio se había observado la acidificación celular provocada por edelfosina305. En las células WT 

sin tratar sólo las vacuolas y algunos otros corpúsculos de menor tamaño se tiñen, permaneciendo 

el resto del citoplasma libre de fluorescencia (ilustración 37 A). La edelfosina provocó una tinción 

general en todo el citoplasma (ilustración 37 B), confirmando la acidificación del citosol previamente 

observada. Esta tinción es sin embargo más débil que la presente en la vacuola, cuya mayor intensidad 

de fluorescencia aún puede distinguirse en células tratadas con edelfosina. Posiblemente esto indique 

que el citosol alcanza, tras el tratamiento con edelfosina, un pH entre el fisiológico y el vacuolar. Se 

combinaron la tinción con quinacrina y el marcaje vacuolar con FM 4-64 descrito previamente para 

identificar inequívocamente las vacuolas (ilustración 37 C-D). Se comprobó además que en los tres 

mutantes del retrómero también se acidificaba el citosol (ilustración 37 E-J) a pesar de ser resistentes a 

edelfosina. Las vacuolas del mutante vps17Δ se encuentran fragmentadas363, lo que impidió visualizar 

una tinción de las vacuolas claras; no obstante, en los tratamientos con edelfosina (ilustración 37 F) 

apareció una tinción más difusa y completa del citoplasma que no estaba presente en los controles sin 

tratar (ilustración 37 E). La tinción vacuolar fue más clara en los mutantes vps29Δ (ilustración 37 G) 

y vps35Δ (ilustración 37 I) y fue así mismo clara la acidificación citosólica provocada por la edelfosina 

en ambos mutantes (ilustración 37 H, J).

La edelfosina desplazó Pma1 de la MP y produjo acidificación citosólica, planteándose la hipótesis 

de que dicha alteración del pH provocó la toxicidad del compuesto. Según este modelo, los mutantes 

que tuvieran defectos en el mantenimiento de la homeostasis del pH presentarían una sensibilidad 

aumentada frente a la edelfosina. En efecto se identificaron múltiples mutantes hipersensibles a 

edelfosina con defectos en la ATPasa vacuolar (v-ATPasa). Esta proteína bombea protones al interior 

de la vacuola, simultáneamente generando un medio ácido necesario para la actividad de los enzimas 

digestivos del orgánulo y colaborando con Pma1 en el tamponamiento de los protones del medio 

intracelular200. Como se recoge en la tabla supl. 2, se aislaron mutantes hipersensibles en 9 de las 14 

subunidades de la v-ATPasa364 (VMA2, VMA4, VMA5, VMA6, VMA7, VMA9, VMA10, VMA11 y 

VMA16) y en dos factores necesarios para el ensamblaje de la ATPasa365 (VMA12 y VMA21). Se 

comprobó la sensibilidad de los mutantes en todas las subunidades de la vATPasa en medio sólido320, 

confirmándose la sensibilidad de los mutantes anteriores e identificándose tres subunidades más de 

la ATPasa y otro factor necesario para su ensamblaje (VMA3, VMA8, VMA13 y VMA22). Dado que 
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la afectación de prácticamente cualquier subunidad de la VATPasa condujo a hipersensibilidad frente 

a edelfosina, parece factible que sea la caída del pH citosólico lo que desencadena la toxicidad celular 

por edelfosina.

J

I
DIC Quinacrina

H

G
DIC Quinacrina

F

E
DIC Quinacrina

D

C
DIC Quinacrina FM 4-64 Fusión

B
DIC Quinacrina

A
DIC Quinacrina

Ilustración 37: acidificación celular provocada por 10 µM edelfosina. Tinción con quinacrina: 
células WT, control y tratamiento (A, B); células WT marcadas con FM 4-64, control y tratamiento 
(C, D); y mutantes del retrómero vps17Δ (E, F), vps29Δ (G, H) y vps35Δ (I, J), control y tratamiento 
respectivamente.

La tinción con quinacrina es un método esencialmente cualitativo para medir el pH celular, y 

aunque es capaz de mostrar una desviación de las condiciones fisiológicas (acidificación del citosol), 

no da información de la magnitud de la acidificación. Como tal no fue capaz de revelar si los mutantes 

del retrómero se acidificaban en la misma medida que las células WT. Con el fin de realizar un análisis 

más fino se generó una cepa que expresaba una proteína fluorescente dependiente de pH y se calibró la 
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relación intensidad de la fluorescencia/pH320. Esto permitió emplear esta proteína, dirigida al citosol, 

como sonda. Se confirmó que el citosol de células WT, ligeramente por encima de la neutralidad en el 

control, se acidifica hasta un pH de 6,88 tras 90 minutos (ilustración 38 A), todavía mayor que el pH 

vacuolar estimado en 6,2366. Se analizaron además un mutante en la subunidad del retrómero VPS35 

(resistente), y un mutante en una subunidad de la v-ATPasa VMA2 (hipersensible). El mutante vps35 

se acidificó menos que el WT, alcanzando sólo un pH de 7,05 (ilustración 38 B). Por el contrario, el 

pH del mutante vma2 disminuyó más que el WT en presencia de edelfosina, hasta un pH de 6,76 

(ilustración 38 C). En estos dos mutantes al menos existe una correlación entre caída del pH citosólico 

y sensibilidad a edelfosina, que refuerza el papel de la acidificación en la toxicidad por edelfosina. 

La mayor caída del pH en el mutante de la v-ATPasa sería consecuencia de la capacidad reducida 

de tamponamiento de este mutante; sin embargo no se pueden descartar con estos resultados otros 

procesos consecuencia de esa mutación, como una mayor inestabilidad de Pma1200, que también 

podrían sensibilizar a la célula. La resistencia del mutante del retrómero podría ser causada por una 

menor degradación de Pma1, manteniendo el mutante una mayor proporción de la ATPasa activa y, 

como consecuencia, un pH citosólico más elevado.
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Ilustración 38: medición del pH citosólico. A: WT. B: vps35Δ. C: vma2Δ. Se representa el control 
(o) y el tratamiento con 19 µM edelfosina (n), media de tres experimentos ± desviación estándar. 
Adaptado de Czyz et al, 2013320.

La internalización de Pma1 observada en los mutantes del retrómero concuerda con esta última 

hipótesis sobre el origen de la resistencia de los mismos. Se transformaron células de vps17Δ, vps29Δ 

y vps35Δ con el plásmido pRSPma1GFP y se marcaron las vacuolas con FM 4-64 (ilustración 39). La 

intensidad de la fluorescencia de Pma1GFP vacuolar, en relación a la persistente en la MP, fue mayor 

en células WT que en mutantes vps29Δ y vps35Δ. Las vacuolas fragmentadas del mutante vps17Δ 

impidieron hacer tal apreciación con total claridad. Estos resultados indican un incremento en la 

persistencia de Pma1 en la membrana plasmática en los mutantes del retrómero, lo que sugeriría la 

implicación de este complejo en los procesos de internalización, degradación o reciclaje de Pma1. No 

obstante, se requeriría de una técnica experimental que permitiera cuantificar la internalización de 

Pma1 en las vacuolas para comparar los mutantes con el WT y validar esta observación.
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Ilustración 39: localización de Pma1 en mutantes del retrómero. EDLF: 10 µM edelfosina. Adaptado 
de Cuesta-Marbán et al, 2013319.

Mecanismos celulares de internalización de Pma1

La internalización de Pma1 podría suceder a través de endocitosis y del tráfico endosomal. La 

resistencia a edelfosina de los mutantes de dichos procesos vendría así dada por un flujo reducido 

de Pma1 al compartimento digestivo de la vacuola. Se estudió en primer lugar la internalización 

de la proteína por microscopía de fluorescencia, empleando células transformadas con el plásmido 

pRSPma1GFP. A 30 ºC la proteína se translocó durante el tratamiento con edelfosina desde la MP 

a las vacuolas (ilustración 40 A). En condiciones de endocitosis reducida –células a 0 ºC– el mismo 

compuesto no afectó la localización de la proteína, manteniéndose en la MP (ilustración 40 B). 

Pma1 se asocia a microdominios específicos de membrana enriquecidos en esfingolípidos y 

esteroles denominados lipid rafts (LR)153,198. En un trabajo previo del laboratorio se había estudiado esta 

asociación mediante fraccionamiento celular, una técnica capaz de separar las membranas resistentes a 

detergentes –correspondientes a los LR– del resto de membranas. Cada fracción se analizó por western 

blot para detectar la presencia de Pma1. Tratamientos con edelfosina en células WT provocaron un 

desplazamiento de Pma1 fuera de la fracción LR305 concomitante con la internalización observada de 

la proteína a la vacuola. Esto fue además extendido a los otros ATLs en los que se había observado 

provocaban internalización de Pma1 (ilustración 41 A).

El desplazamiento de Pma1 observado podría reflejar dos procesos. Los ATLs tienen una alta 

afinidad por los esteroles, uno de los principales componentes de los LR. La interacción directa 

del compuesto con los microdominios podría modificar sus propiedades físicas, provocando así la 

disociación de Pma1 de los mismos. En este caso, el desplazamiento reflejaría el cambio de Pma1 a 
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una fase de la MP no-LR. La internalización de la proteína sería un proceso distinto, aunque podría 

estar provocado precisamente por este cambio de fase en la MP. Un problema de este modelo es que 

la incorporación de edelfosina y miltefosina a las células es relativamente rápida, como indican los 

experimentos con análogos fluorescentes (ya muestra su acumulación definitiva tras 30 minutos), 

mientras que el desplazamiento de Pma1 se observa tras varias horas de tratamiento. En otra 

interpretación el desplazamiento simplemente reflejaría el traslado de la MP a la vacuola, un orgánulo 

en cuyas membranas no se encuentran estos dominios (según indica su composición lipídica367,368) o 

incluso a su lumen. A favor de este segundo modelo está la cinética del desplazamiento de Pma1 fuera 

de la fracción LR, que coincide con la de la internalización de Pma1GFP: ambos suceden tras varias 

horas de tratamiento.

A BControl Control EdelfosinaEdelfosina

DIC

Pma1
GFP

Ilustración 40: internalización de Pma1 en condiciones de endocitosis reducida. A: Localización de 
Pma1GFP en células control/tratadas con 10 µM edelfosina a 30 ºC. B: Mismo experimento a 4 ºC.

Una mayor clarificación sobre el punto anterior la aportó el mutante end4pep4Δ. Los mismos 

experimentos de fraccionamiento revelaron que en este mutante Pma1 permanece dentro de la fracción 

LR incluso tras 5 h de tratamiento305 (ilustración 41 B). La cepa end4pep4Δ incorpora edelfosina 

igual que el WT pero es resistente al compuesto305. Sus mutaciones (defectos en la endocitosis y 

la digestión endosomal) no indican a priori diferencias en los LR o en la interacción LR-ATL. La 

asociación de [3H]-edelfosina con los microdominios se estudió por fraccionamiento celular seguida 

por detección del compuesto en las fracciones mediante autoradiografía (ilustración 41 C). En el 

mutante end4pep4Δ se acumuló edelfosina en la fracción LR, más incluso que el WT. Sin embargo, esa 

presencia de edelfosina en la fracción LR no fue suficiente para provocar el desplazamiento de Pma1. 

Esto sugiere que el desplazamiento observado por experimentos de fraccionamiento parece reflejar 
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Ilustración 41: desplazamiento de Pma1 fuera de los lipid rafts por ATLs. Se realizaron 
fraccionamientos celulares, a partir de los tratamientos con los ATLs indicados, para aislar lipid 
rafts. A: fracciones de tratamientos con ATLs, analizadas por SDS-PAGE seguido de western blot 
con anticuerpos frente a Pma1 y Pgk1. B: fracciones de las cepas indicadas tratadas con edelfosina 
a distintos tiempos, analizadas por SDS-PAGE seguida de western blot con anticuerpos frente a 
Pma1 () y Gas1 (▶). C: incorporación de [3H]-Edelfosina en cada fracción de los mismos 
tratamientos que en B. La banda negra indica las fracciones de los lipid rafts. Adaptado de Cuesta-
Marbán et al, 2013319.
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la internalización de Pma1. El mutante end4pep4Δ no sufriría tal internalización, lo que explicaría 

su resistencia a edelfosina. Sin embargo, no debe deducirse de lo anterior que los ATLs no provocan 

ningún cambio en los LR o en la distribución de Pma1; simplemente, no son tales cambios lo que se 

refleja en los experimentos de fraccionamiento.

Se han descrito en múltiples proteínas de la MP su internalización por endocitosis seguida de la 

incorporación a la vía degradativa endosoma-vacuolar224,369. La ubiquitinación en la región citosólica 

de las proteínas actúa como señal de degradación, permitiendo su reconocimiento por los complejos 

ESCRT e incorporación a las vesículas del MVB. Se había considerado la implicación de estos procesos 

en la degradación de Pma1, por lo que se comprobó si esta proteína sufría ubiquitinación durante los 

tratamientos con edelfosina. Se realizaron extractos celulares a partir de cantidades equivalentes de 

células control o tratadas a distintos tiempos con edelfosina, y se inmunoprecipitaron los extractos. 

En primer lugar se emplearon bolas de sefarosa-proteína A incubadas con un anticuerpo policlonal 

frente a Pma1. En todas las muestras se observó una banda de aproximadamente 100 kDa (ilustración 

42 A, banda 1; el peso estimado de Pma1 es 99,62 kDa). En los tratamientos con edelfosina pero 

no en los controles se observó una segunda banda de peso molecular mayor, cuya intensidad era 

proporcional a la duración del tratamiento (ilustración 42 A, banda 3) y en los tratamientos de 120 

y 240 minutos se observó además una banda intermedia (ilustración 42 A, banda 2). Para estimar el 

peso molecular de dichas bandas se calculó la recta de regresión entre el avance del frente relativo de 

los marcadores y el logaritmo de su peso molecular (ilustración 42 B). Aplicando la ecuación de la 

recta a las tres bandas identificadas en el panel A se confirmó un peso estimado para la banda 1 (98,13 

kDa) consistente con el peso molecular de Pma1. El peso estimado de las bandas 2 y 3 fue de 103,46 

y 107,17 kDa respectivamente. Los geles de poliacrilamida separan las proteínas fundamentalmente 

en función del tamaño de la cadena peptídica, que es aproximadamente proporcional al peso 

molecular de la proteína. Sin embargo las proteínas unidas a ubiquitina no son cadenas lineales: la 

ubiquitina forma ramificaciones al realizarse su conjugación en cadenas laterales de aminoácidos 

intermedios del péptido. Aunque el peso estimado para la banda 3 es unos 9 kDa mayor que la banda 

1, semejante al peso molecular de la ubiquitina370, no es posible inferir de este resultado que la banda 

3 se corresponda a una monoubquitinación. Para confirmar la presencia de ubiquitina conjugada a la 

Pma1 de células tratadas con edelfosina se emplearon bolas de sefarosa conjugadas a una proteína con 

afinidad por la ubiquitina. Esto permitió inmunoprecipitar tanto la ubiquitina libre de las células como 

otras proteínas conjugadas a ubiquitina. Las inmunoprecipitaciones se analizaron por Western blot 

empleando un anticuerpo anti-Pma1. Entre las proteínas celulares ubiquitinadas se encontró Pma1 

en los tratamientos con edelfosina, pero no en los controles sin tratar (ilustración 42 C, ). La banda 

identificada tuvo el mismo peso molecular aparente que la observada en la inmunoprecipitación de 

Pma1 (ilustración 42 A) y, al igual que esta, su intensidad fue directamente proporcional a la duración 



115

del tratamiento. No se detectaron bandas definidas en este experimento; aún así se confirmó que en 

los tratamientos con edelfosina Pma1 sufre una ubiquitinación no presente en células sin tratar.
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Ilustración 42: ubiquitinación de Pma1. A: inmunoprecipitaciones de Pma1, analizadas por 
western blot con un anticuerpo monoclonal anti-Pma1. La banda detectada (1) presentó dos bandas 
de peso molecular ligeramente mayor (2, 3). En el inserto se muestra un segundo gel de SDS-PAGE 
realizado en paralelo con las mismas muestras y teñido con azul de Coomassie. B: cálculo de las 
bandas 1, 2 y 3 del panel anterior. C: inmunoprecipitaciones de ubiquitina y proteínas ubiquitinadas, 
analizadas por Western blot con un anticuerpo anti-Pma1.

Origen de la Pma1 internalizada

El último punto acerca de Pma1 que se estudió fue la naturaleza de la proteína que se acumula 

en la vacuola. Este punto había sido considerado en el primer trabajo del laboratorio que señalaba la 

incorporación de Pma1 a la vacuola tras el tratamiento con edelfosina. Marcando la Pma1 de nueva 

síntesis con [35S]-Metionina/Cisteína se observó que ésta permanecía asociada a los lipid rafts305. 

Dado que el desplazamiento fuera de estos microdominios se había asociado a la internalización 

de la proteína a la vacuola, se interpretó que era la Pma1 preexistente y residente en la MP la que se 

translocaba a dicho orgánulo, y no la de nueva síntesis. Se buscó confirmar este resultado y estudiar 

además la naturaleza de la Pma1 internalizada en los tratamientos con miltefosina y perifosina. La 

estrategia empleada fue la inhibición de la síntesis proteica con cicloheximida.

En primer lugar se estudió el efecto de la cicloheximida en la viabilidad celular mediante un 

ensayo clonogénico (ilustración 43 A). El control sin tratar presentó un crecimiento exponencial. Por 

el contrario, dos concentraciones de CHX tuvieron un efecto citostático: el número de células viables 

se mantuvo prácticamente constante (sufrió una ligera disminución, indicativa de una reducida 

toxicidad) pero las células no proliferaron. Se empleó 50 µg/mL CHX en posteriores experimentos. 
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Ilustración 43: internalización de Pma1 en células cotratadas con cicloheximida y ATLs. A: 
viabilidad de las células tratadas con cicloheximida. B: viabilidad de las células cotratadas con 50 µg/
mL cicloheximida y ATLs. Media de 3 réplicas ± EEM. La internalización de Pma1 se cuantificó en 
células tratadas con 50 µg/mL cicloheximida y 10 µM edelfosina (C), miltefosina (D) o perifosina 
(E). F: internalización de Pma1 cuantificada en células preincubadas con brefeldina A y tratadas 
con 10 µM ATLs 240 minutos. n ≥ 200 células.
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Como se había observado previamente, los tres ATLs redujeron la viabilidad, progresivamente y 

siempre por debajo de la viabilidad constante observada con cicloheximida (ilustración 43 B). El 

cotratamiento de CHX y ATLs no retrasó ni inhibió esta caída de viabilidad, siendo la viabilidad 

menor incluso que la observada en tratamientos sólo con ATLs (ilustración 43 B).

Se observó la internalización de Pma1GFP en células transformadas con el plásmido 

pRSPma1GFP y cotratadas con CHX y ATLs. En comparación con las células tratadas únicamente 

con ATLs (ilustración 33) el número de células que presentaban internalización de Pma1GFP mostró, 

en los cotratamientos con 50 µg/mL de CHX y ATLs, una marcada reducción (ilustración 43 C-E). 

Se buscó confirmar este efecto tratando las células con 80 µg/mL de brefeldina A, un compuesto que 

desorganiza el RE y el AG e inhibe la secreción de proteínas371. La brefeldina A no fue tan eficaz como 

la cicloheximida, quizás por su reducida incorporación en S. cerevisiae; no obstante, la cantidad de 

células con acumulación de Pma1GFP en la vacuola fue sensiblemente menor. La síntesis de proteínas 

activa es por tanto un requisito imprescindible para la internalización de Pma1GFP.

Los anteriores resultados resultados sorprendentes por dos razones. Se observaba un bloqueo 

en la internalización de Pma1 que sin embargo no se traducía en una recuperación de la viabilidad 

celular, lo que parecía contradecir el papel central que hasta el momento se había asignado a dicha 

internalización en la toxicidad por ATLs. Si la Pma1 internalizada fuera de hecho la sintetizada de 

novo, la inhibición por CHX de la síntesis proteica evitaría su translocación a la vacuola. Sin embargo, 

se cambiaría la degradación de Pma1 de los tratamientos con ATLs por el bloqueo de su síntesis del 

tratamiento con CHX, es decir, no aumentaría la disponibilidad de Pma1 en la MP y no tendría que 

observarse una mayor viabilidad. Una segunda y mayor objeción es que estos resultados contradicen 

la observación previa de que la Pma1 desplazada fuera de los lipid rafts no era la sintetizada de 

novo305. Se planteó la posibilidad de que la inhibición de la síntesis o el transporte proteico estuviera 

bloqueando la endocitosis o el transporte endosomal. En este caso sería dicho bloqueo –y no el de 

la síntesis de novo de Pma1– el que evitaría la acumulación vacuolar de la ATPasa. Sin embargo, se 

esperaría en este caso un aumento de la resistencia de las células al tratamiento con ATLs, semejante 

al observado en mutantes de endocitosis o de la vía de degradación endosomal. Este supuesto se 

confirmó monitorizando la endocitosis y el transporte a través del endosoma con FM 4-64. Tanto 

las células tratadas sólo con CHX (ilustración 44 A) como las cotratadas con CHX y ATLs fueron 

capaces de transportar FM 4-64 a la vacuola (ilustración 44 B-D). Por lo tanto la inhibición que la 

cicloheximida ejerce sobre la translocación de Pma1GFP a la vacuola no se debe a un efecto global en 

los procesos de transporte de la célula.
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A
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D

DIC FM 4-64 Pma1GFP Fusión

Ilustración 44: internalización de FM 4-64 a la vacuola en presencia de 50 µg/mL CHX. A: control. 
B: edelfosina 10 µM 4 h. C: miltefosina 10 µM 4 h. D: perifosina 10 µM 4 h.

Mitocondria y toxicidad de ATLs 

Papel de la fosforilación oxidativa en la respuesta a ATLs

Genes de la fosforilación oxidativa mitocondrial implicados en la toxicidad a 

edelfosina      

Dentro de los mutantes en genes mitocondriales identificados en el screening de resistencia 

a edelfosina se encontró un significativo enriquecimiento de la fosforilación oxidativa, indicativo 

de la importancia de este proceso para la toxicidad del compuesto. Un primer grupo recogió genes 
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de la síntesis de ubiquinona o coenzima Q, una molécula que participa en la cadena de transporte 

de electrones como intermediario entre los complejos I/II y la citocromo c reductasa (complejo 

III). En la primera fase de la síntesis de ubiquinona se une al ácido 4-hidroxibenzoico una cadena 

terpenoide. El metabolismo de esteroles proporciona esa cadena y los genes implicados (ERG13, 

ERG12, ERG8, ERG19 y ERG20), que son esenciales, no se encontraron disponibles en la colección 

de mutantes haploides. En una segunda fase participan exclusivamente genes específicos de la síntesis 

de ubiquinona (genes COQ). Se cree que esta fase consta de 7 pasos, aunque no se han identificado 

todos los genes que los catalizan372. Se identificaron en el screening cuatro genes COQ tan sólo: COQ3, 

COQ6, COQ7/CAT5 y COQ9. Sin embargo, su deleción (o la de COQ4) provoca una bajada de la 

expresión del resto de genes COQ373, lo que podría indicar una relación funcional más estrecha. Otro 

componente de la cadena de transporte de electrones identificado en el screening fue el citocromo c1 

(CYT1), del núcleo catalítico del complejo III.

Los componentes de la citocromo c oxidasa (complejo IV) cuya deleción provocó resistencia a 

edelfosina tienen diversas funciones: se identificaron genes implicados en la traducción del complejo 

(MSS51374, PET122375), ensamblaje del mismo (COX6292, COX16376) o transporte del cobre necesario 

para el funcionamiento del complejo (COX19377, COX23378). No obstante, no se comprobó la resistencia 

de los mutantes en las subunidades catalíticas (COX1, COX2 y COX3) al estar codificadas por genes 

mitocondriales292. 

El grupo de genes de la fosforilación oxidativa más abundante del screening se correspondió a 

subunidades de la FOF1-ATP sintasa mitocondrial. Se identificaron 6 subunidades de la ATP sintasa 

(ATP4, ATP5, ATP7, ATP14, ATP18, ATP20), un regulador (INH1) y 3 proteínas adicionales implicadas 

en el ensamblaje de la misma (AEP2, ATP23, ATP25). La ATP sintasa se compone de dos complejos, 

F1 y FO. Los mutantes del complejo F1 no presentaron resistencia a edelfosina. En el complejo FO, tres 

genes están codificados en el genoma mitocondrial y por tanto no fueron examinados en el screening. 

Se observó resistencia en los mutantes de todos los genes del estátor que une los complejos FO y F1, así 

como en varias subunidades localizadas en la membrana (tabla 2).

Diferencias en la incidencia de la fosforilación oxidativa en la toxicidad de 

edelfosina y miltefosina

Es necesario explicar en este punto el criterio seguido a la hora de clasificar funcionalmente 

los genes mitocondriales identificados en el screening de resistencia, que en algunos casos 

podían interpretarse como pertenecientes a más de una categoría. Los genes de las subcategorías 

Mantenimiento de la morfología mitocondrial y Fosforilación oxidativa se englobaron en la categoría 

Mitocondria (las categorías definitivas en que se englobaron los genes se recogen en la ilustración 

23 A). Por otra parte, genes de las subcategorías Síntesis proteica mitocondrial (fundamentalmente 
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subunidades del ribosoma mitocondrial y de la maquinaria de transcripción del orgánulo) y 

Mantenimiento y reparación del ADN mitocondrial se agruparon en las categorías Síntesis proteica 

y Mantenimiento y reparación del ADN respectivamente, junto con genes no mitocondriales. En los 

primeros dos casos se consideró que todas los procesos biológicos de la mitocondria contribuyen 

globalmente a la función del orgánulo, por lo que cabía considerar una función Mitocondria, más aun 

cuando el enriquecimiento en estos genes era notable. La pérdida de función en los genes de Síntesis 

proteica y Mantenimiento y reparación del ADN, según la interpretación dada en este trabajo, podría 

afectar otros genes que, a su vez, fueran los responsables del fenotipo observado. Esta interpretación 

sería válida para todos los genes, mitocondriales o no, por lo que se decidió agrupar los genes en 

dichas categorías sin tener en cuenta la localización celular donde actúan. A pesar de esta diferencia 

de criterio todos los procesos biológicos que tienen lugar en la mitocondria colaboran e influyen 

en el funcionamiento de la misma, por lo que el análisis aquí presentado los tuvo en cuenta, con 

independencia de su clasificación funcional.

Tabla 3: genes mitocondriales identificados en el screening de resistencia a edelfosina. CR: crecimiento 
respiratorio. CTE: cadena de transporte de electrones. Sín.: síntesis. ADNmit: ADN mitocondrial.

Gen Rol celular CR

ALO1 Respuesta a estrés

PET8 Transportador ausente

POR1 Transportador ausente

Gen Rol celular CR

ADH3 Bioenergética

PKP2 Bioenergética

PPA2 Bioenergética reducido

Tabla 2: subunidades de la FOF1-ATP sintasa y resistencia de sus mutantes a edelfosina. Información 
adaptada de Jonckheere et al, 2012291.

Complejo ATPasa Subunidad Gen Genoma Resistencia

F1

α ATP1 nuclear NO

β ATP2 nuclear NO

γ ATP3 nuclear NO

δ ATP16 nuclear NO

ε ATP15 nuclear NO

FO – estátor

B ATP4 nuclear SÍ

OSCP ATP5 nuclear SÍ

D ATP7 nuclear SÍ

FO – Proteínas de la 
membrana

H ATP14 nuclear SÍ

F ATP17 nuclear NO

I/J ATP18 nuclear SÍ

K ATP19 nuclear NO

G ATP20 nuclear SÍ

E TIM11 nuclear NO

C OLI1 mitocondrial ?

A ATP6 mitocondrial ?

8 ATP8 mitocondrial ?
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Gen Rol celular CR

COX16 CTE - Cit. c oxidasa ausente

COX19 CTE - Cit. c oxidasa ausente

COX23 CTE - Cit. c oxidasa ausente

COX6 CTE - Cit. c oxidasa ausente

MSS51 CTE - Cit. c oxidasa ausente

PET122 CTE - Cit. c oxidasa ausente

CYT1 CTE ausente

AEP2 CTE - FOF1-ATP sintasa ausente

ATP14 CTE - FOF1-ATP sintasa ausente

ATP18 CTE - FOF1-ATP sintasa ausente

ATP20 CTE - FOF1-ATP sintasa reducido

ATP23 CTE - FOF1-ATP sintasa ausente

ATP25 CTE - FOF1-ATP sintasa ausente

ATP4 CTE - FOF1-ATP sintasa ausente

ATP5 CTE - FOF1-ATP sintasa ausente

ATP7 CTE - FOF1-ATP sintasa ausente

INH1 CTE - FOF1-ATP sintasa
CAT5 
(COQ7) CTE - Sín. de ubiquinona ausente

COQ3 CTE - Sín. de ubiquinona ausente

COQ6 CTE - Sín. de ubiquinona ausente

COQ9 CTE - Sín. de ubiquinona ausente

HMI1 Mantenimiento del ADNmit reducido

MGM101 Mantenimiento del ADNmit ausente

MSH1 Mantenimiento del ADNmit ausente

RRG1 Mantenimiento del ADNmit ausente

RRG9 Mantenimiento del ADNmit ausente

DNM1 Morfología mitocondrial

GEM1 Morfología mitocondrial reducido

MDM38 Morfología mitocondrial ausente
PTC6 
(AUP1) Morfología mitocondrial

UTH1 Morfología mitocondrial reducido

CBS2 Sín. proteica y ribosomas ausente

DIA4 Sín. proteica y ribosomas ausente

Gen Rol celular CR

IFM1 Sín. proteica y ribosomas ausente

IMG2 Sín. proteica y ribosomas ausente

MRP20 Sín. proteica y ribosomas ausente

MRP21 Sín. proteica y ribosomas ausente

MRP7 Sín. proteica y ribosomas ausente

MRPL10 Sín. proteica y ribosomas ausente

MRPL11 Sín. proteica y ribosomas ausente

MRPL15 Sín. proteica y ribosomas ausente

MRPL33 Sín. proteica y ribosomas ausente

MRPL35 Sín. proteica y ribosomas ausente

MRPL38 Sín. proteica y ribosomas ausente

MRPS8 Sín. proteica y ribosomas ausente

MSF1 Sín. proteica y ribosomas ausente

MSR1 Sín. proteica y ribosomas ausente

MSY1 Sín. proteica y ribosomas ausente

RSM19 Sín. proteica y ribosomas ausente

RSM25 Sín. proteica y ribosomas ausente

RSM7 Sín. proteica y ribosomas ausente

SLM3 Sín. proteica y ribosomas ausente

TUF1 Sín. proteica y ribosomas ausente

APJ1 Maduración proteica

CPR3 Maduración proteica

YTA12 Maduración proteica ausente

ISC1 Señalización reducido

MKS1 Señalización

MSB1 Señalización reducido

PTC7 Señalización

MTF1 Transcripción ausente

RPO41 Transcripción ausente

AIM10 Desconocido ausente

AIM25 Desconocido

SOV1 Desconocido ausente

YLH47 Desconocido

Se identificaron en el screening de resistencia a edelfosina un total de 72 genes con función en 

la mitocondria (resumidos en la tabla 3, descripción completa en la tabla supl. 1), correspondientes 

a un 27,48% del total. De esos 72 genes, 40 (un 15,27% del total) fueron clasificados en la categoría 

Mitocondria, mientras que los otros 32 genes participaban en transcripción, síntesis y maduración de 

proteínas o mantenimiento del ADN mitocondrial. La alta incidencia de los mutantes de mitocondria 

indicó que el orgánulo participa en la toxicidad por edelfosina. Todos los procesos mencionados 

colaboran en el mantenimiento de la función mitocondrial, por lo que se comprobó el fenotipo 
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de crecimiento respiratorio (crecimiento en presencia de una fuente de carbono no fermentable, 

dependiente por tanto de la respiración) descrito para estos 72 mutantes en la base de datos del 

genoma de S. cerevisiae. 60 de los 72 mutantes presentan reducción o ausencia de crecimiento. De 

los 21 mutantes de la Fosforilación oxidativa, que cabría esperarse tuvieran una afectación más 

clara, 20 presentaron este fenotipo. Dentro de los procesos mitocondriales la respiración parece ser 

fundamental para la toxicidad por edelfosina.

La incidencia de los genes mitocondriales en el screening de resistencia a miltefosina fue 

comparativamente menor, identificándose 21 genes con función mitocondrial, un 8,17% del total 

(siguiendo el mismo criterio que para la edelfosina, para la clasificación en la categoría Mitocondria se 

excluyeron los genes implicados en transcripción, síntesis y maduración de proteínas o mantenimiento 

del ADN mitocondrial, siendo tan solo 17 genes, el 6,61% del total, como muestra la ilustración 23 C). 

Únicamente 7 presentaron un fenotipo de crecimiento respiratorio reducido, un resultado coherente 

con el bajo número de los genes que participan directamente en la respiración (EMI5, FMP25 y 

ATP20). Por tanto, ni la mitocondria ni concretamente la respiración parecen procesos centrales 

en el mecanismo de toxicidad de miltefosina. Sólo 4 mutantes fueron comunes en los conjuntos de 

resistentes a edelfosina y miltefosina –UTH1, ISC1, DNM1 y ATP20–, con funciones muy diversas: 

metabolismo de esfingolípidos, morfología mitocondrial (2) y fosforilación oxidativa. No hubo 

ninguna indicación clara de una función mitocondrial compartida en los procesos de toxicidad de 

edelfosina y miltefosina.

Resistencia a ATLs de células ρ– 

DIC DICMitotracker Mitotracker
A B

Ilustración 45: incorporación de Mitotracker en cultivos celulares en YPAD líquido. A: células WT. 
B: células ρ–.

Dada la aparente importancia que tiene en la toxicidad de edelfosina –pero no en la de miltefosina– 

la respiración, se decidió estudiar con detalle la participación del proceso en células tratadas con ATLs. 

Se generó una cepa ρ–, con una pérdida del ADN mitocondrial suficiente para impedir dicho proceso. 

Las mitocondrias de estas células no pueden realizar la fosforilación oxidativa, lo que se comprobó 

mediante tinción con Mitotracker Red CMXRos, un fluoróforo cuya incorporación a la mitocondria 

depende de la presencia de un potencial en el orgánulo (ilustración 45). Como consecuencia de los 
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defectos en la respiración, sólo pueden obtener energía de fuentes de carbono fermentables, y se 

comprobó también su incapacidad de crecer en medio de cultivo con glicerol (YPAGl).

Se comparó el crecimiento de las cepas ρ– y WT en medio líquido (ilustración 46) y en sólido 

(ilustración 47). En medio líquido se observó una inhibición del crecimiento dosis-dependiente 

provocada por la edelfosina en la cepa WT (ilustración 46 A). Tal inhibición no se observó en la 

cepa ρ–, que fue capaz de crecer en presencia de hasta 30 µM de edelfosina (ilustración 46 B). Sí se 

observó un retraso inicial del crecimiento a concentraciones mayores que 2 µM (ilustración 46 B, 8 h). 

A concentraciones tan elevadas como 30 µM de edelfosina sí se observó un efecto inhibitorio sobre 

el crecimiento de las células ρ– aunque bastante reducido (ilustración 46 B, 24 h). Por el contrario, 
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Ilustración 46: crecimiento de la cepa ρ– en medio líquido en presencia de ATLs. A, B: Tratamiento 
con edelfosina. C, D: tratamiento con miltefosina. E, F: tratamiento con perifosina. Se comparó 
el crecimiento en la cepa WT (A, C, E) y la cepa ρ– (B, D, F) para cada compuesto. Media de 3 
experimentos ±EEM.
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las concentraciones de miltefosina y perifosina capaces de inhibir el crecimiento de las células WT 

(ilustración 46 C y E, respectivamente) también inhibieron el crecimiento en la cepa ρ– (ilustración 46 

D y F). Por tanto la respuesta de las células ρ– a los compuestos es una diferencia fundamental entre 

la edelfosina y los otros dos ATLs.

Los estudios en medio sólido se realizaron con la cepa ρ– junto con la cepa WT como control 

positivo de sensibilidad y el mutante resistente lem3Δ como control negativo. Las concentraciones 

de edelfosina capaces de inhibir el crecimiento de la cepa WT no afectaron sin embargo a las células 

ρ–, que crecieron tanto como el control negativo que no incorpora el fármaco (ilustración 47 A). En 

los tratamientos de miltefosina y perifosina, por el contrario, la cepa ρ– se comportó como el WT 

(ilustración 47 B-C). Los resultados refrendaron por tanto que la edelfosina precisa de una respiración 

mitocondrial funcional para ejercer su toxicidad, mientras que la miltefosina y la perifosina actúan 

con independencia de este proceso.

lem3Δ

Control

(Mismo control
que miltefosina)

ρ–

BY4741

lem3Δ

Control

ρ–

BY4741

26 μM
A

27 μM

Edelfosina
28 μM

4 μM
B

5 μM

Miltefosina
6 μM

lem3Δ

ρ–

BY4741

7 μM
C

8 μM

Perifosina
9 μM

Ilustración 47: crecimiento de la cepa ρ– en medio sólido en presencia de ATLs. A: Tratamiento con 
edelfosina. B: Tratamiento con miltefosina. C: Tratamiento con perifosina (el control es el mismo 
que en miltefosina, la primera imagen del panel B).
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Influencia de la fuente de carbono en la toxicidad por ATLs

Se puede estudiar el papel de la mitocondria en el mecanismo de acción de los ATLs mediante el 

enfoque opuesto, es decir, incrementando la función mitocondrial. Saccharomyces cerevisiae obtiene 

energía preferentemente de la fermentación si se le suministra una fuente de carbono como la glucosa. 

En este caso la respiración se reprime, disminuyendo el potencial transmembrana mitocondrial y 

también el número y tamaño de las mitocondrias271,273,274. Por el contrario, la energía obtenida de 

fuentes de carbono no fermentables como el glicerol procede exclusivamente de la respiración, y 

promueven un aumento del número y función mitocondrial. Se observó la sensibilidad a distintos 

ATLs en medio sólido con glucosa (preferentemente fermentativo) o con glicerol como única 

fuente de carbono (obligatoriamente respiratorio), observando simultáneamente la cepa WT y el 

mutante lem3Δ como control negativo. El crecimiento permitido por el medio con glicerol fue más 

lento, requiriéndose de 24 horas más que en el medio con glucosa para alcanzarse un crecimiento 

comparable. 14 µM de edelfosina fue suficiente para inhibir el crecimiento de las células WT en medio 

sólido glicerol, mientras que en medio con glucosa las células no se vieron afectadas (ilustración 48 

B). El resultado encajó con las observaciones de la cepa ρ–: si el ATL actúa a través de la mitocondria, 

se esperaría un incremento de la sensibilidad en un medio que favoreciera la respiración. Por tanto se 

confirmó el papel central de la mitocondria en el mecanismo de acción de la edelfosina: la toxicidad se 

evita con la pérdida del orgánulo y se incrementa al aumentar la respiración. Sin embargo, también se 

observó una mayor sensibilidad en presencia de glicerol a 2,5 µM de miltefosina y 6 µM de perifosina 

(ilustración 48 C-D). Si bien la participación de la mitocondria no es esencial en el mecanismo de 

acción de estos ATLs, el resultado sugiere que el orgánulo puede participar en algún proceso del 

mecanismo y aumentar así la respuesta citotóxica.
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B
Edelfosina 14 μM

C
Miltefosina 2,5 μM

D
Perifosina 6 μM

Ilustración 48: influencia de la fuente de carbono en la toxicidad por ATLs. Crecimiento, con 
glucosa o glicerol como única fuente de carbono, en medio sólido control (A) o tratado con 
edelfosina (B), miltefosina (C) o perifosina (D).
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Estrés oxidativo durante el tratamiento con ATLs

El nexo entre la mitocondria y el proceso de toxicidad inducido por ATLs podría ser las especies 

reactivas de oxígeno (ROS). Una de las fuentes principales de estas moléculas es el transporte de 

electrones que sucede en la mitocondria. Las ROS pueden aparecer en diversos procesos celulares, 

produciéndose un estrés oxidativo cuando la cantidad de ROS generada sobrepasa los mecanismos 

de homeostasis redox de la célula. Se ha propuesto que el estrés oxidativo juega un papel central 

en múltiples procesos: toxicidad379, respuesta a estrés380,381, muerte celular programada314,382 y 

envejecimiento383,384. La magnitud de la producción de ROS determina en gran medida su efecto 

en la célula, donde pueden actuar en rutas de señalización, pero también provocar daño celular al 

reaccionar con ácidos nucleicos, proteínas y lípidos.

Se estudió el estrés oxidativo en células tratadas con ATLs empleando dihidroetidio (DHE) para 

la detección de ROS. El DHE es un compuesto neutro, permeable a las membranas celulares y de 

fluorescencia azul, mientras que su forma oxidada (etidio) emite fluorescencia roja y está cargado 

positivamente; por tanto, no sólo queda retenido dentro de la célula, sino que además se intercala en 

los ácidos nucleicos, lo que incrementa su fluorescencia385. El anión superóxido (O2
–·) es una ROS que 

se origina en la cadena de transporte de electrones mitocondrial386 y que genera, mediante sucesivas 

reacciones, otras ROS (H2O2, HO·). El superóxido es también capaz de oxidar el DHE387, por lo que la 

aparición de la fluorescencia roja del etidio se puede asociar al estrés oxidativo celular. Tras la tinción 

con DHE se observaron por citometría de flujo (FACS) las distintas poblaciones diferenciadas por su 

nivel de estrés oxidativo. Para determinar las condiciones óptimas para el ensayo se emplearon células 

sin tratar como control negativo y células tratadas con 10 mM H2O2 como control positivo. Ambos 

tratamientos generaron poblaciones únicas distinguibles como picos separados en el histograma de 

fluorescencia (ilustración 49 A), y un tratamiento prolongado (6 h) de edelfosina generó también un 

pico único en el histograma, en la proximidad del observado en el tratamiento con H2O2.

Los controles sin tratar presentaron una única población de baja fluorescencia de DHE (células 

DHE–). En los histogramas de las células WT tratadas con ATLs (ilustración 49 B-D) apareció una 

segunda población con mayor fluorescencia que las células control (células DHE+) cuyo número de 

células crecía durante el tratamiento. Por tanto, los ATLs provocan estrés oxidativo y la prevalencia de 

dicho fenotipo es proporcional al tiempo de tratamiento. El comportamiento de los ATLs ensayados 

no fue idéntico. Las células DHE+ aumentaron progresivamente con 10 µM edelfosina (ilustración 

49 B), siendo tras 90 minutos el 49% del total y llegando a 77% tras 4 horas (ilustración 50 A). El 

aumento fue mucho más lento con 10 µM de miltefosina (ilustración 49 C), alcanzando tras 4 horas 

un máximo de sólo 41% (ilustración 50 B). Por el contrario, 10 µM de perifosina indujeron estrés 

oxidativo en la gran mayoría de las células muy rápido (ilustración 49 D), alcanzándose un 96% de 

células DHE+ tras tan sólo 45 minutos de tratamiento (ilustración 50 C). Se empleó en el experimento 

la misma concentración de los tres ATLs, que tienen distintas eficacias, y el estrés provocado por 
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el compuesto más eficaz (miltefosina) fue sin embargo menor. Esto fue indicativo de que el estrés 

oxidativo tiene papeles y pesos distintos en el mecanismo de toxicidad de los tres ATLs. 
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Ilustración 49: estrés oxidativo en células WT tratadas con ATLs. Histogramas de fluorescencia de 
células teñidas con DHE. A: determinación de las condiciones con células control y tratadas con 
H2O2 y edelfosina. B: células tratadas con edelfosina 10 µM. C: células tratadas con miltefosina 10 
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Origen mitocondrial del estrés oxidativo

Paralelamente se estudió la generación de ROS en la cepa ρ– para determinar si tenían su origen 

en la respiración mitocondrial. Nuevamente los tres ATLs se comportaron de maneras muy distintas. 

Las células DHE+ producidas por la edelfosina se redujeron significativamente en la cepa ρ– (ilustración 

50 A). Aunque esto indicaba un papel fundamental de la mitocondria en la generación de las ROS por 

edelfosina, los niveles no se redujeron completamente, por lo que cabe suponer que hay otras fuentes 

adicionales. Por el contrario, la miltefosina y la perifosina provocaron un estrés oxidativo semejante 

en células ρ– y en células WT (ilustración 50 B, C), lo que sugirió un origen no mitocondrial de las 

ROS generados por estos compuestos. 

Naturaleza del estrés oxidativo y relevancia para la toxicidad

Una vez demostrado que los ATLs provocan estrés oxidativo se buscó confirmar si dicho 

estrés intervenía directamente en la inhibición del crecimiento por estos compuestos. De ser así se 

esperaría una correlación entre dos magnitudes, estrés oxidativo y toxicidad: las células sin tratar 

no producirían ROS y serían viables, los tratamientos con ATLs provocarían ROS y la consiguiente 

toxicidad, y en este último caso se lograría disminuir la toxicidad celular disminuyendo los ROS. 

Para contrarrestar el estrés oxidativo se emplearon antioxidantes, compuestos capaces de reaccionar 

con las ROS, reducirlas (oxidándose a su vez) y generar una molécula con menor reactividad que 

la especie inicial388. Tras una preincubación de una hora con el antioxidante, se añadió el ATL y se 

monitorizó tanto el crecimiento (a lo largo de 24 horas, ilustración 51 A) como la generación de ROS, 

(únicamente en el punto de 4 horas de cotratamiento antioxidante-ATL, ilustración 52). En ausencia 

de antioxidante, el porcentaje de células DHE+ de los controles sin tratar fue cercano a 0. Semejantes 

porcentajes se observaron en todos los controles sin ATL a los que se les añadió un antioxidante 

(ilustración 51 A, barras Control), lo que indica que por sí mismos ninguno de los antioxidantes 

empleados provocaba cambios en el estado redox basal de las células. En ausencia de antioxidante, 

los tratamientos (ilustración 51 A, (–), barras ATL) con edelfosina y perifosina resultaron en cerca 

del 80% de células DHE+, mientras que con miltefosina las proporción de células DHE+ fue mucho 

menor. Estos resultados fueron semejantes a los anteriormente observados (ilustración 50).

Se emplearon en primer lugar tres antioxidantes hidrosolubles: N-acetilcisteina (NAC), la forma 

reducida del glutatión (GSH) y vitamina C o ácido ascórbico (Asc). Sorprendentemente, ninguno de 

los tres tuvo una eficacia completa. Se emplearon concentraciones cada vez más elevadas en sucesivos 

experimentos, hasta un máximo de 20 mM, sin observarse en ningún caso toxicidad en las células 

control (ilustración 52 B-C). Estas elevadas concentraciones de antioxidante permitieron tan sólo 

reducciones modestas del estrés oxidativo. En los tratamientos con edelfosina hubo alrededor de un 

60% de células DHE+, mientras que en los tratamientos con perifosina la eficacia de los antioxidantes fue 
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algo mayor, con cerca de 40% de células DHE+ (ilustración 51 A). Los tratamientos con N-acetilcisteina 

o ácido ascórbico tampoco revertieron la toxicidad causada por los ATLs (ilustración 52 A-C). Estos 

resultados contrastan con la eficacia en ambos aspectos que estos antioxidantes demostraron frente 

al estrés oxidativo generado por otras condiciones379,389–392. La persistencia de la toxicidad por ATLs 

en células tratadas con antioxidantes hidrosolubles podría deberse a que no hay relación entre estrés 

oxidativo y toxicidad. En este caso, las ROS observadas serían un fenómeno secundario y no esencial 

en el mecanismo de toxicidad de ATLs. Cabe sin embargo una alternativa: que la reducción del estrés 

oxidativo resultara insuficiente para evitar completamente la toxicidad. Los resultados con estos tres 

antioxidantes no permiten por tanto confirmar ni rechazar la hipótesis de que la toxicidad por ATLs 

esté mediada por las ROS producidas.

Dada la poca eficacia mostrada por los tres antioxidantes hidrosolubles, se decidió repetir los 

experimentos empleando vitamina E (α-tocoferol, αTF), un potente antioxidante liposoluble. Una 

concentración de 50 µM de αTF (dos órdenes de magnitud menor que la usada con los antioxidantes 

hidrosolubles) llevó a una reducción significativa de los ROS en tratamientos con edelfosina (datos no 

mostrados), y con 250 µM de αTF la reducción fue prácticamente completa, y la cantidad de células 

DHE+, 5%, semejante al control sin tratar (ilustración 51 A). En presencia de αTF los análogos de 

edelfosina PTE-ET y Et-BDP-ET se incorporan a las células con un patrón de localización semejante 

al de las células WT (ilustración 51 B, C). Esto descarta que el antioxidante simplemente interaccione 

con los ATLs en el medio e impida su incorporación. El αTF permitió además la recuperación de la 

viabilidad, creciendo las células al mismo nivel que los controles sin tratar (ilustración 52 D). También 

redujo el estrés oxidativo en el tratamiento con miltefosina hasta el nivel del control, mientras que 

en el tratamiento con perifosina la reducción fue menor aunque significativa, bajando en este caso 

las células DHE+ al 25% (ilustración 51 A). Curiosamente no hubo un paralelismo perfecto entre 

reducción del estrés oxidativo e inhibición de la toxicidad por ATLs: la toxicidad de la miltefosina 

se mantuvo en presencia de αTF, que sin embargo sí redujo la toxicidad de perifosina, aunque 

parcialmente (ilustración 52 D). Por tanto, en el caso de la edelfosina y la perifosina la toxicidad celular 

si parece depender de la producción de ROS. El comportamiento de la miltefosina fue muy distinto: 

aunque el estrés oxidativo fue menor en presencia de αTF, la reducción del mismo no se acompañó de 

una inhibición de la toxicidad. Este comportamiento indica que las ROS no son fundamentales para 

la toxicidad por miltefosina.

El comportamiento marcadamente diferente de los antioxidantes hidrosolubles y el αTF 

liposoluble parecía indicar que las ROS tenían carácter lipofílico, o se encontraban en un 

compartimento de esa naturaleza. Otra alternativa sería que el αTF interfiriera en procesos distintos 

a la producción de ROS que a su vez mediaran la toxicidad celular. Tal interacción del αTF sería 

independiente de su naturaleza antioxidante, y se debería a otras propiedades de la molécula. Para 

contrastar esta hipótesis se emplearon otros compuestos con estructura y propiedades químicas muy 
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distintas al αTF, pero que también fueran antioxidantes liposolubles. El ácido retinoico (Ret) fue 

tan eficaz como el αTF sólo en los tratamientos con miltefosina, mientras que en los tratamientos 

con edelfosina y perifosina redujo las células DHE+ a cerca del 25% (ilustración 51 A). Esta menor 

eficacia se asoció a una menor reducción de la toxicidad, permitiendo tan sólo el crecimiento de 

las células tratadas con edelfosina y sin alcanzar las tasas de crecimiento de los controles sin tratar 

(ilustración 52 E). El resveratrol (Rsv) fue ligeramente más eficaz frente al estrés oxidativo en los 

tratamientos con edelfosina, y considerablemente menos con miltefosina y perifosina (ilustración 

51 A). Consecuentemente, también permitió el crecimiento únicamente de células tratadas con 

edelfosina (ilustración 52 F). Por tanto, antioxidantes liposolubles de muy distinta naturaleza fueron 

capaces de reducir el estrés oxidativo provocado por ATLs y evitar la toxicidad por edelfosina y, en 

menor medida, perifosina. Esto confirmó que el estrés oxidativo que media la toxicidad de edelfosina 

tiene naturaleza lipofílica. En este sentido se comprobó la eficacia de la hidroanisona butilada (BHA), 

un aditivo alimentario empleado para evitar la lipoperoxidación393. El BHA por sí sólo disminuyó 

la tasa de crecimiento de las células control; no obstante restauró el crecimiento en los tratamientos 

con edelfosina a las mismas tasas (ilustración 52 G). ROS de semejante naturaleza podrían además 

tener un papel en la toxicidad de perifosina; no obstante, la inhibición mucho más moderada de 
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la toxicidad por este fármaco podría indicar que el estrés oxidativo, aunque puede participar en la 

toxicidad, no es tan crítico.
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Intervención de la cadena de transporte de electrones en el estrés oxidativo

El ADNmit de S. cerevisiae codifica genes para tres de los complejos de la cadena de transporte 

de electrones. Su pérdida, en la cepa ρ–, provoca una pérdida completa de la respiración celular; no 

obstante, es imposible asociar un fenotipo de la cepa a la pérdida de uno de los genes concretos. 

Para superar esta limitación y conocer más detalles del papel de la mitocondria en la generación de 

ROS se emplearon inhibidores específicos de los complejos de la cadena de transporte de electrones 

de la mitocondria. La estrategia seguida fue la misma que con los antioxidantes: el análisis de las 

células DHE+ por citometría de flujo y comprobar si inhibían la toxicidad por ATLs mediante la 

monitorización del crecimiento celular. Como control positivo de toxicidad se estudiaron tratamientos 

sólo con los ATLs (ilustración 53 A, F) para compararlos a los cotratamientos con inhibidores y ATLs.

El inhibidor del complejo III antimicina A394 fue el compuesto más eficaz en la reducción de ROS. 

En los tratamientos con los tres ATLs y antimicina A, el número de células DHE+  se mantuvo a niveles 

semejantes al tiempo 0 (los controles sin tratar): tras 4 horas alrededor del 11% de las células eran 

DHE+ (ilustración 53 B). El inhibidor de la FOF1-ATP sintasa oligomicina395 redujo, en los tratamientos 

con edelfosina y perifosina, las células DHE+  hasta niveles semejantes (5% y 18% respectivamente 

tras 4 horas, ilustración 53 C). Sin embargo, la oligomicina fue menos eficaz en el tratamiento con 

miltefosina, tanto en niveles absolutos (se mantienen un 26% de células DHE+ tras 4 horas, la fracción 

más elevada de los tres ATLs) como relativa (respecto al número de células DHE+ en los tratamientos 

únicamente con miltefosina, ya de por sí menor que en los tratamientos con los otros dos ATLs). 

Se emplearon también dos inhibidores del complejo II: malonato396 y 2-tenoiltrifluoroacetona397 

(2TTFA), que llevaron a una reducción moderada de los ROS. El malonato permitió una ralentización 

de la formación de ROS por edelfosina y perifosina y una ligera disminución de los niveles tras 4 

horas de tratamiento (cerca del 70% de células DHE+, ilustración 53 D), mientras que el 2TTFA 

fue algo más eficaz en tratamientos con edelfosina pero apenas redujo el estrés oxidativo producido 

por perifosina (41% y 78% respectivamente tras 4 horas, ilustración 53 E). En los tratamientos cono 

miltefosina ninguno de estos dos inhibidores redujo significativamente la fracción DHE+.

Los cuatro inhibidores empleados fueron capaces de revertir, al menos parcialmente, la 

inhibición de crecimiento que causa la edelfosina (ilustración 53 G-J, comparar con la ilustración 

53 F). Existió además una buena correlación entre la capacidad del inhibidor de disminuir el estrés 

oxidativo y la toxicidad provocadas por la edelfosina. La antimicina A permitió un crecimiento 

sólo ligeramente retrasado respecto a las células sin tratar (ilustración 53 G). Por el contrario, en 

presencia de oligomicina, malonato o TTFA a tiempos menores de 8 horas el retraso del crecimiento 

fue considerable, aunque tras 24 horas los cultivos habían logrado alcanzar el mismo crecimiento 

que el control sin tratar (ilustración 53 H-J). Respecto a la miltefosina, ninguno de los inhibidores 

fue capaz de contrarrestar la toxicidad del compuesto, con independencia de su eficacia reduciendo 
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Ilustración 53: estrés oxidativo y viabilidad celular en cotratamientos inhibidor de la cadena de 
transporte de electrones-ATL. A-E: cuantificación del número de células DHE+. F-J: curvas de 
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el estrés oxidativo causado por dicho ATL. Este resultado fue coherente con reducción del estrés 

oxidativo observada con antioxidantes, que no implicaba –fuera completa (αTF) o parcial (NAC)– una 

disminución de la toxicidad por miltefosina. Se confirmó por tanto que la toxicidad por miltefosina es 

independiente del estrés oxidativo.

Dos fenómenos observados mediante el uso de inhibidores mitocondriales fueron difíciles de 

conciliar con resultados anteriores. En primer lugar, los tratamientos con antimicina A u oligomicina 

redujeron las ROS provocadas por perifosina y edelfosina a niveles semejantes; sin embargo la toxicidad 

por perifosina no se redujo, mientras que la toxicidad por edelfosina se inhibió significativamente. En 

el tratamiento con perifosina la reducción de las ROS con αTF (ilustración 51 A) sí se había asociado 

a una inhibición de su toxicidad (ilustración 52 D). Sin embargo, el crecimiento tras 24 horas de 

tratamiento fue mucho menor que el control sin tratar, lo que posiblemente indique que la toxicidad 

persiste parcialmente a pesar de la reducción de las ROS. El tratamiento con ácido retinoico logró 

una reducción semejante de ROS (ilustración 51 A), pero se tradujo en una inhibición de la toxicidad 

más reducida incluso. Por tanto, aunque la reducción de ROS por perifosina se puede asociar a una 

inhibición moderada de la toxicidad, la bajada de las ROS por sí sola no garantiza tal inhibición.

La disminución de las ROS mediante el empleo de inhibidores mitocondriales en los tratamientos 

con miltefosina y perifosina también fue inconsistente con la producción de ROS observada en la 

cepa ρ– (ilustración 53 B, C) a niveles semejantes a la cepa WT. 

Fragmentación mitocondrial provocada por ATLs

Las mitocondrias son capaces de fusionarse y dividirse, variando su número y tamaño. El 

condrioma celular es por tanto dinámico y puede ser regulado por diversos procesos, como el 

metabolismo o la muerte celular programada. 5 de los 74 genes identificados en el screening de 

resistencia a edelfosina regulan precisamente la morfogénesis de la mitocondria en múltiples 

procesos. Las mitocondrias de los mutantes dnm1Δ, un gen que promueve la fisión mitocondrial, se 

concentran en un número reducido de filamentos de gran tamaño280. Semejantes defectos y también 

otras morfologías aparecen en otro de los mutantes identificados, gem1Δ, cuyo mecanismo de acción 

sobre la mitocondria es independiente de DNM1283. UTH1, PTC6/AUP1 y MDM38, además del 

mencionado DNM1, intervienen en procesos de autofagia específicos de la mitocondria y relacionados 

con la fragmentación del orgánulo285.

La identificación de estos mutantes señaló que el mantenimiento de la morfología mitocondrial 

era necesario para la toxicidad de edelfosina. Para comprobarlo se monitorizó la morfología del 

orgánulo por microscopía de fluorescencia. Se trataron las células con Mitotracker Red CMXRos, un 

compuesto fluorescente que tiñe específicamente mitocondrias. Se empleó medio rico con glicerol 

como única fuente de carbono, para estimular la función mitocondrial. La morfología en las células 
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sin tratar consistió en un número reducido de cordones que recubren la célula (ilustración 54 A). El 

tratamiento con edelfosina 20 µM, ya tras 30 minutos, produjo cambios morfológicos: desaparecieron 

los cordones y se observaron puntos de menor tamaño (ilustración 54 C). El Mitotracker es un 

compuesto catiónico cuya acumulación en el interior de las mitocondrias depende de su elevado 

potencial de membrana. Por tanto, existía la posibilidad de que tal morfología fuera una alteración en 

la tinción debida a alteraciones locales del potencial de membrana mitocondrial. Se comprobó que 

realmente existía una fragmentación mitocondrial empleando células transformadas con un vector 

que codifica una GFP con una secuencia de localización mitocondrial (GFPmt). Se observó la misma 

morfología de cordones en células sin tratar (ilustración 54 B) y numerosas estructuras punteadas tras 

el tratamiento con edelfosina (ilustración 54 D). Dado que la calidad de la imagen era mucho mejor, 

en adelante se empleó la cepa transformada con GFPmt.

B

A
DIC Mitotracker Fusión

C
DIC Mitotracker Fusión

DIC FusiónGFPmt

D
DIC FusiónGFPmt

Ilustración 54: fragmentación mitocondrial por edelfosina. Mitocondrias marcadas con 
Mitotracker (A, C) o con GFPmt (B, D). A, C: control sin tratar. B, D: tratamientos de 30 minutos 
con edelfosina 20 µM.

Se estudió posteriormente la fragmentación mitocondrial provocada por los 3 ATLs (edelfosina, 

miltefosina y perifosina) en paralelo, en las mismas condiciones empleadas en otros experimentos: 10 
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µM de los compuestos y con glucosa como fuente de carbono. Las observaciones previas (ilustración 

54) se corroboraron, observándose la misma morfología de cordones en las células control (ilustración 

55 A) y fragmentación tras el tratamiento con ATLs (ilustración 55 B-F). Hay que señalar que las células 

presentaban mayoritariamente una mezcla de morfologías (bastones y puntos) y que una estructura 

alargada perpendicular al plano de enfoque sería indistinguible de una estructura punteada. Por tanto 

únicamente fue posible realizar observaciones cualitativas. No se observó a 45 min de tratamiento 

una fragmentación clara, apareciendo una mezcla de cordones y puntos (ilustración 55 B, D, F). Estas 

últimas estructuras podrían indicar los inicios de la fragmentación mitocondrial, a la vista de que tras 

150 minutos la fragmentación fue clara y abundante en edelfosina y perifosina (ilustración 55 C, G). 

A DIC GFPmt

B GFPmtDIC

D GFPmtDIC

F GFPmtDIC G GFPmtDIC

E GFPmt
DIC

C GFPmtDIC

Ilustración 55: fragmentación mitocondrial por ATLs en medio con glucosa como fuente de 
carbono. A: células sin tratar. Tratamientos: edelfosina 10 µM, 45 min (B) y 150 min (C); miltefosina 
10 µM, 45 min (D) y 150 min (E); perifosina 10 µM, 45 min (F) y 150 min (G).
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Tal progresión temporal no fue clara sin embargo en la miltefosina (ilustración 55 E), lo que parece 

indicar que este compuesto induce menos fragmentación mitocondrial. 

Con el fin de comprobar si existía una relación entre la actividad mitocondrial y la fragmentación 

inducida por ATLs se realizó el mismo experimento en medio con glicerol como única fuente de 

carbono. Las células sin tratar crecidas en este medio presentaron la misma morfología mitocondrial 

pero un mayor desarrollo de los orgánulos, indicado por el mayor número de cordones y ramificaciones 

de los mismos en cada célula (ilustración 56 A). Los tratamientos con ATLs provocaron fragmentación 

mitocondrial, tanto a tiempos cortos (45 minutos, ilustración 56 B, D, F) como largos (150 minutos, 

A DIC GFPmt

B DIC GFPmt C DIC GFPmt

D DIC GFPmt E DIC GFPmt

F DIC GFPmt G DIC GFPmt

Ilustración 56: fragmentación mitocondrial por ATLs en medio con glicerol como fuente de 
carbono. A: células sin tratar. Tratamientos: edelfosina 10 µM, 45 min (B) y 150 min (C); miltefosina 
10 µM, 45 min (D) y 150 min (E); perifosina 10 µM, 45 min (F) y 150 min (G).
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ilustración 56 C, E, G). Por tanto la presencia de glicerol como única fuente de carbono aceleró la 

fragmentación mitocondrial inducida por ATLs.

A pesar de observarse una asociación clara entre tratamiento con ATLs y fragmentación 

mitocondrial dos elementos eran llamativos. La fragmentación mitocondrial se comenzó a 

observar a tiempos muy cortos, ya a 45 minutos en algunos casos, con lo que podría ser un evento 

temprano en la toxicidad. Sin embargo se observó fragmentación con los tres ATLs, mientras que la 

mitocondria no parecía jugar el mismo papel en la toxicidad de todos ellos. Para clarificar la relación 

de la fragmentación mitocondrial con otros mecanismos de toxicidad se examinó la fragmentación 

mitocondrial inducida en presencia de αTF. En medio con glucosa el antioxidante pareció reducir 

la fragmentación por los tres ATLs sólo parcialmente, observándose una mezcla de morfologías de 

cordón y punteadas (ilustración 57 C, E, G). En relación a los tratamientos sólo con ATLs a 150 minutos, 

la fragmentación fue significativamente menor con edelfosina y perifosina. El antioxidante fue eficaz 

frente a la toxicidad de edelfosina, parcialmente frente a perifosina e irrelevante frente a miltefosina; 

por tanto pareció haber una buena correlación entre toxicidad y fragmentación mitocondrial en 

presencia de αTF. Cuando la fuente de carbono era glicerol el antioxidante fue incapaz de evitar la 

fragmentación mitocondrial (ilustración 57 D, F, H). Sin embargo, no se había determinado la eficacia 

del αTF frente a ATLs en este medio. A pesar de la relación observada entre ambos procesos, no está 

claro que la fragmentación mitocondrial sea crítica para la toxicidad por ATLs. La atenuación de la 

fragmentación por αTF parece indicar que es un proceso posterior al estrés oxidativo; sin embargo 

se observa fragmentación ya a tiempos tempranos, y también es producida por miltefosina, el ATL 

en el que el estrés oxidativo inducido es menor y menos relevante. No obstante, la inducción de 

fragmentación mitocondrial fue una consecuencia clara del tratamiento con los tres compuestos. 

La fragmentación mitocondrial podría ser parte de una respuesta general compartida por los tres 

ATLs pero no necesariamente inicial ni esencial en el mecanismo de toxicidad. La relevancia de este 

proceso no quedó completamente dilucidada, ni el papel que los genes de morfología mitocondrial 

identificados en el screening juegan en el proceso de toxicidad.

Para comprobar si la fragmentación mitocondrial precedía a la incorporación de estos orgánulos 

por mitofagia a la vacuola se marcaron estos últimos orgánulos mediante un pulso de FM  4-64 

seguido de incubación en medio sin este compuesto. Las mitocondrias se localizaron preferentemente 

en la periferia celular en el control (ilustración 58 A). No se observa una concentración de GFPmt 

en el interior de las vacuolas, y la única colocalización de las mitocondrias que se observa con las 

vacuolas es parcial y debida seguramente a la superposición de los orgánulos en el plano focal y 

no a la incorporación de las mitocondrias a las vacuolas. El tratamiento con edelfosina (ilustración 

58 B, C) modifica la morfología mitocondrial a estructuras punteadas. En ningún caso se observa una 

colocalización significativa de dichas estructuras con las vacuolas. Tampoco se observa, en la imagen 

de GFPmt, una señal difusa en las vacuolas, que se correspondería a la liberación de la proteína en la 
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vacuola si se estuviera produciendo mitofagia (fenómeno que sí se observa, por ejemplo, cuando se 

monitoriza una Pma1GFP). Estos resultados sugieren que la fragmentación mitocondrial inducida 

por edelfosina no conlleva mitofagia ni la degradación vacuolar de las mitocondrias.

A DIC GFPmt

C DIC GFPmt D DIC GFPmt

B DIC GFPmt

E DIC GFPmt F DIC GFPmt

G DIC GFPmt H DIC GFPmt

Ilustración 57: fragmentación mitocondrial por ATLs en presencia de α-tocoferol. A, B: células sin 
tratar. Tratamientos: edelfosina 10 µM 150 min (C, D); miltefosina 10 µM 150 min (E, F); perifosina 
10 µM 150 min (G, H). Medio con glucosa (A, C, E, G) o glicerol (B, D, F, H) como única fuente de 
carbono.



141

A

B

C

DIC FM 4-64 FusiónGFPmt

Ilustración 58: las mitocondrias fragmentadas no colocalizan significativamente con las vacuolas. 
A: control sin tratar. Células tratadas con edelfosina 10 µM 40 min (B) o 180 min (C). ▶: puntos de 
colocalización.

Análisis del potencial de membrana mitocondrial durante el 
tratamiento con ATLs

Además de su papel central en el metabolismo celular, las mitocondrias intervienen en rutas de 

señalización por diversos mensajeros (Ca2+, ROS, proteínas como el citocromo C) y participan en la 

respuesta a cambios metabólicos, situaciones de estrés o procesos de muerte celular programada398. En 

este proceso se producen cambios del potencial de membrana mitocondrial ΔΨm (depolarización399, 

pero también hiperpolarización o secuencias complejas de ambos400,401) que se asocian, además, a 

la producción posterior de ROS. Dada la implicación de la mitocondria y la producción de ROS en 

la toxicidad por ATLs, se quiso estudiar también la evolución del ΔΨm durante los tratamientos a 

distintos tiempos.

Se empleó como sonda fluorescente DiOC6(3) (ioduro de 3,3′-dihexiloxocarbocianina), un 

compuesto catiónico y lipofílico, cuya acumulación en compartimentos subcelulares depende del 

potencial transmembrana y es por tanto empleado para marcar mitocondrias402,403. El control negativo 

consistió en células tratadas con un ionóforo capaz de disipar el gradiente de protones (CCCP, 

carbonil cianuro m-clorofenilhidrazona) y como control positivo se emplearon células tratadas con 
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farnesol, un compuesto que provoca hiperpolarización mitocondrial404. Se cultivaron las células tanto 

en medio con glucosa como en medio con glicerol, para estimular la función mitocondrial.

Incorporación de DiOC6(3) en controles sin tratar. Condiciones para el análisis de 

tratamientos con ATLs

Se estudió en primer lugar la incorporación de DiOC6(3) mediante FACS. El uso de glicerol en 

vez de glucosa provocó una mayor intensidad de fluorescencia (FL1-H) en los controles sin tratar 

(ilustración 60 A, C), coherente con una mayor actividad mitocondrial y, por consiguiente, un mayor 

ΔΨm. El tratamiento con CCCP de células crecidas con glicerol redujo la intensidad (ilustración 60 C), 

lo que indicó que la tinción con DiOC6(3) dependía, efectivamente, de la existencia de un potencial 

transmembrana. La fluorescencia de dichas células se redujo hasta los niveles observados en los 

controles con glucosa (ilustración 60 A). Sin embargo, el tratamiento con CCCP de células crecidas 

con glucosa no redujo la fluorescencia (observándose incluso un ligerísimo aumento respecto a 

las células control). Esto sugiere que en medio con glucosa la actividad mitocondrial es reducida 

(ΔΨm cercano a 0). Los controles positivos (tratamientos con farnesol) mostraron efectivamente 

hiperpolarización mitocondrial, de acuerdo con las observaciones preexistentes404. Tanto en células 

crecidas con glucosa como con glicerol se observó un aumento de la intensidad de alrededor de un 

orden de magnitud (ilustración 60 A, C) respecto a los respectivos controles. Con el objetivo de 

analizar los cambios de ΔΨm y cuantificar las células que sufrían dichos cambios, se dividió la escala de 

intensidades de fluorescencia en regiones. Las 3 regiones se establecieron en función de los resultados 

de los controles y se diferenciaban aproximadamente en un orden de magnitud de intensidad de 

fluorescencia. La región Ψm
baj se correspondió a las intensidades reducidas observadas en células 

control en glucosa, o células crecidas en glicerol y tratadas con CCCP. Ψm
med se correspondió con las 

intensidades observadas en células control en glicerol, o células crecidas en glucosa y tratadas con 

farnesol. Ψm
alt se correspondió con las mayores intensidades, en niveles semejantes a los presentados 

por células crecidas con glicerol y tratadas con farnesol.

Un problema de los experimentos de FACS es que no se observa directamente la acumulación 

celular de DiOC6(3), habiendo que asumir que la fluorescencia refleja únicamente el potencial 

transmembrana de la mitocondria. Las cianinas, el grupo de compuestos fluorescentes al que pertenece 

el DiOC6(3), tienen carga positiva y dobles enlaces conjugados, lo que permite deslocalizar la carga en 

toda la molécula. Su acumulación preferente en las mitocondrias se debe a estas dos características405, 

pues son atraídas por la distribución de cargas del ΔΨm (negativa en el interior) pero pueden además 

atravesar la membrana del orgánulo y acumularse dentro de él. De lo anterior se deduce que otros 

compartimentos celulares con un potencial transmembrana también podrían teñirse con cianinas. 

Compuestos como el DiOC6(3) tienen además cadenas alifáticas que incrementan la permeabilidad 

de la molécula a las membranas celulares y facilitan su carga, pero también su solubilidad en todo 
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tipo de membranas celulares y la posibilidad de una tinción indistinta de las mismas. De hecho, este 

principio ha sido empleado para teñir el retículo endoplásmico en líneas celulares406 y levaduras407. Hay 

que señalar, sin embargo, que en ambos casos la tinción del RE se logró empleando concentraciones 

dos órdenes de magnitud mayores de las empleadas en los experimentos aquí presentados; de hecho, 

concentraciones semejantes a las aquí empleadas resultaron en la tinción preferente de mitocondrias 

en levaduras407.

Para validar los experimentos de citometría se estudiaron por microscopía las estructuras 

celulares que acumulan DiOC6(3). Se emplearon las mismas condiciones de tratamiento con ATLs, 

fuente de carbono del medio de cultivo y de tinción. Las observaciones fueron realizadas empleando 

los mismos ajustes en el microscopio, para poder comparar las intensidades de fluorescencia de 

distintas muestras. Un parámetro que no se pudo fijar fue el tiempo de exposición, debido a las 

grandes diferencias de fluorescencia. Los tiempos bajos, adecuados para células muy brillantes, 

impedían observar estructura alguna en células poco teñidas, mientras que a tiempos altos, adecuados 

para células poco teñidas, las células brillantes se saturaban, lo que imposibilitaba la comparación y 

degradaba la calidad de las fotos. Se optó por tomar, para cada campo, tres fotos con tiempos de 

exposición distintos (20 ms, 80 ms, 800 ms), cubriendo así todo el rango de intensidades que se dio 

en el experimento.

Las imágenes de los controles validaron la mayoría de las interpretaciones realizadas por 

citometría. En las células control crecidas con glicerol algunas células presentaron tinción en un anillo 

apartado de las vacuolas (identificadas en el DIC) y generalmente excéntrico que probablemente se 

corresponda con el RE (ilustración 59 E). La mayoría de células mostraron acumulación en estructuras, 

de acuerdo con las observaciones previas con GFPmit, semejantes a las mitocondrias: pocos cordones, 

localizados en su mayoría en la periferia celular y que recubren casi toda la célula (ilustración 59 B 

800 ms, C 80 ms, D). El histograma de estas células presentó una base muy ancha, lo que se reflejó 

en las imágenes de microscopía en un rango amplio de intensidades de fluorescencia en las distintas 

células (ilustración 59 B-C). Las células control crecidas con glucosa presentaron tinción en las 

mismas estructuras, con una mayor incidencia de la tinción del RE. La intensidad de la fluorescencia 

fue más homogénea en todas las células y menor que en las crecidas con glicerol: mientras con 

glucosa las mitocondrias aparecieron tenues a un tiempo de exposición de 800 ms (ilustración 59 

A), a ese mismo tiempo aparecieron nítidas en células con glicerol (ilustración 59 B) e incluso, en 

algunos casos, a 80 ms (ilustración 59 C). El DiOC6(3) también se acumuló, empleando medio con 

glucosa, en estructuras que coincidían con lo previamente observada con GFPmit en dicho medio 

(cordones, de menor número y tamaño que con glicerol). Por tanto se confirmó que el DiOC6(3) 

se incorpora a las mitocondrias y que la incorporación es mayor con glicerol que con glucosa, 

indicativo de su dependencia de ΔΨm. El desacoplante CCCP inhibió la incorporación de DiOC6(3), 

e incluso forzando las condiciones de exposición fue imposible apreciar estructuras celulares teñidas 
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Ilustración 59: incorporación de DiOC6(3) a estructuras celulares, células control. A: control 
crecido en glucosa. B: control crecido en glicerol, imagen representativa de la menor intensidad 
observada. C: control crecido en glicerol, imagen representativa de la mayor intensidad observada. 
D: detalle de la morfología identificada como mitocondrias. E: detalle de la morfología identificada 
como RE. F: células tratadas con CCCP, ajuste de imagen forzado al máximo. G: células tratadas 
con farnesol. ▶: gránulos anulares que acumulan tinción. Únicamente las imágenes A-C fueron 
tomadas sin variar los parámetros del microscopio (excepto el tiempo de exposición indicado) para 
facilitar la comparación de intensidades. Las imágenes D-G fueron optimizadas para una mejor 
apreciación de las estructuras celulares marcadas.
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(ilustración 59 F). Al igual que mostraban los histogramas de FACS, el CCCP redujo apreciablemente 

la fluorescencia en células crecidas con glicerol, pero la diferencia fue inapreciable en células crecidas 

con glucosa, confirmando que el ΔΨm basal en medio con glucosa es muy reducido. El tratamiento 

con farnesol incrementó la fluorescencia tanto con glucosa como con glicerol. Las estructuras en las 

que se acumuló el DiOC6(3) no tuvieron sin embargo la típica morfología mitocondrial, tratándose 

de estructuras punteadas de gran tamaño o, en algunos casos, de apariencia anular. Al contrario que 

las mitocondrias, también observables en las imágenes de DIC (ilustración 59 G, señaladas por ▶).

Incorporación de DiOC6(3) en células tratadas con edelfosina
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Ilustración 60: incorporación de DiOC6(3) en células tratadas con edelfosina 10 µM en medio con 
glucosa (A, B) o con glicerol (C, D). A, C: histogramas representativos. FL1-H: fluorescencia del 
DiOC6(3), en unidades relativas. B, D: cuantificación de las células (promedio de tres experimentos).

El tratamiento en medio con glucosa con 10 µM de edelfosina provocó, tras 45 minutos, un 

primer incremento de la intensidad en todas las células (ilustración 60 A), correspondiente con la 

transición de la mayoría de las células desde Ψm
baj a Ψm

med (ilustración 60 B). A partir de 90 minutos 

se observó la aparición de una segunda población con mayor intensidad de fluorescencia (ilustración 

60 A), correspondiente a Ψm
alt. Esta población se incrementó en tratamientos más prolongados, 

reduciéndose sin embargo la población de la región Ψm
med (ilustración 60 B). Esto sugiere que las 

células tratadas con edelfosina sufrieron una primera hiperpolarización mitocondrial a tiempos 

cortos, para posteriormente sufrir un segundo incremento de ΔΨm. El comportamiento de las células 
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crecidas con glicerol fue sólo parcialmente semejante. A 45 minutos de tratamiento se observó un 

incremento de la intensidad (ilustración 60 C), aunque debido a la escala logarítmica empleada en la 

medición de la fluorescencia este incremento fue más moderado, manteniéndose por tanto todas las 

*

*

*

FE

DiOC6(3)
80 ms

DIC

D

DiOC6(3)
80 ms

DIC

DiOC6(3)
800 ms

CBA

DiOC6(3)
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DIC

DiOC6(3)
800 ms

Ilustración 61: incorporación de DiOC6(3) a estructuras celulares, tratamientos con 10 µM 
edelfosina. Tratamientos en medio con glucosa, 45 minutos (A), 90 minutos (B) y 150 minutos (C). 
Tratamientos en medio con glicerol, 45 minutos (D), 90 minutos (E) y 150 minutos (F). F-recuadro: 
detalle de células con un tiempo de exposición de 20 ms. ▶: células con una fluorescencia reducida 
a 80 ms. *: células en las que la estructura interna con tinción más intensa se asemeja al RE (imagen 
a 80 ms o recuadros a 20 ms).
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células en la región Ψm
med (ilustración 60 D). Los histogramas de los controles y del tratamiento a 45 

minutos tenían una base más ancha que en las células crecidas con glucosa, lo que indicaba una gran 

variabilidad de una célula a otra en la intensidad de la fluorescencia. El histograma del tratamiento a 

90 minutos continuó ensanchándose, y tras 150 minutos mostraba ya una distribución bimodal: una 

de las poblaciones se mantenía en la región Ψm
med, aunque en la parte más baja de la misma, mientras 

que otra se encontraba en la región Ψm
alt. Las poblaciones coincidieron además aproximadamente con 

las regiones en las que, en células crecidas con glucosa, se observaba la hiperpolarización temprana 

y la tardía.

Las imágenes de microscopía fueron en general coherentes con lo observado por FACS. Una 

limitación del empleo paralelo de ambas técnicas es que no pueden compararse los resultados concretos 

de cada tiempo de tratamiento. Las observaciones de microscopía se realizaron inmediatamente 

después de la recolección de las células, mientras que por la naturaleza misma de la técnica y los 

instrumentos de FACS, entre la recolección y la adquisición de los resultados pudo haber una diferencia 

de unos 30 minutos. Esta diferencia fue sin embargo constante para todos los experimentos, y para 

todos los tiempos examinados en cada experimento, por lo que deberían poder observarse los mismos 

cambios globales y la misma evolución temporal mediante ambas técnicas. En células crecidas con 

glucosa la primera hiperpolarización no se apreció claramente a 45 minutos (ilustración 61 A, muy 

semejante al control de la ilustración 59 A) pero sí tras 90 minutos (ilustración 61 B). A partir de 

150 minutos sí se apreció la aparición de un segundo grupo de mayor intensidad de fluorescencia 

(ilustración 61 C, células ya apreciables a 80 ms) y a 240 minutos aumenta el número de las mismas, 

por lo que podrían reflejar la población que sufre una segunda hiperpolarización. Las células con 

glicerol tratadas 45 minutos presentaron aspecto semejante al control (ilustración 59 B-C), con mayor 

intensidad de fluorescencia que con glucosa y con una mezcla heterogénea de células con distintas 

intensidades de tinción (ilustración 61 D). Esta variabilidad se hizo más pronunciada a 90 minutos 

(ilustración 61 E): se hacen más abundantes las células con una mayor tinción, en las que la intensidad 

de fluorescencia aumenta, mientras otras apenas presentaban tinción (▶). Dicho proceso continuó a 

150 minutos ilustración 61 F), diferenciándose ya dos poblaciones: de alta intensidad o de muy baja 

(▶), correspondientes a la distribución bimodal del histograma (ilustración 60 C). La morfología 

de las estructuras que acumularon el DiOC6(3) fue semejante a la observada en mitocondrias con 

GFPmit. En células con glucosa se observaron cordones a 45 minutos y progresiva fragmentación de 

los mismos en puntos a tiempos mayores (ilustración 61 C), mientras que con glicerol se apreció 

fragmentación intensa ya a 45 minutos (ilustración 61 D). Sin embargo, la abundante fragmentación 

observada con GFPmit a 90 minutos o más no se observó con DiOC6(3), reduciéndose el marcaje a 

unos pocos gránulos. A 90 minutos y, especialmente, a 150 minutos apareció también un marcaje 

anular que aparenta ser el RE (ilustración 61 F, * a 80 ms o en los recuadros a 20 ms), particularmente 

prevalente en las células con mayor intensidad de fluorescencia,.
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Los experimentos de FACS y microscopía mostraron por tanto que la edelfosina provocó dos 

niveles distintos de hiperpolarización (correspondientes con las regiones Ψm
med y Ψm

alt de intensidad 

de fluorescencia). En presencia de glucosa en el medio de cultivo, la edelfosina hiperpolariza las células 

progresivamente, pasando de su estado basal de polarización reducida (Ψm
baj) a Ψm

med y finalmente a 

Ψm
alt. En presencia de glicerol en el medio de cultivo las células parten de un estado basal entre ambos 

niveles de hiperpolarización. La edelfosina hiperpolariza algunas células, que alcanzan directamente 

el segundo nivel (Ψm
alt) mientras que otras se depolarizan ligeramente al primero (Ψm

med). Es posible 

sin embargo que a tiempos prolongados de tratamiento siga existiendo una progresión del primer al 

segundo nivel de polarización, ya que se observa un progresivo aumento de la población en la región 

Ψm
alt a costa de la población en Ψm

med. El DiOC6(3) se acumuló en las mitocondrias y por tanto reflejó 

el ΔΨm. No obstante, en células crecidas con glicerol las células con mayor fluorescencia acumularon 

el compuesto en el RE. Esto podría indicar un paso adicional en el proceso. Los resultados no indican 

si el cambio, de tinción mitocondrial al RE, se debe a cambios morfológicos en la mitocondria, a un 

descenso en el ΔΨm, una hiperpolarización del RE o una combinación de varios fenómenos.

Incorporación de DiOC6(3) en células tratadas con miltefosina

El comportamiento de las células tratadas con 10 µM de miltefosina fue a grandes rasgos similar. 

Se observó, en células crecidas con glucosa, también una hiperpolarización temprana tras 45 minutos 

(ilustración 62 A) y la aparición de una segunda hiperpolarización, correspondientes a las regiones 

Ψm
med y Ψm

alt respectivamente. Al contrario que en los tratamientos con edelfosina, sin embargo, 

las células no progresaron a ese segundo estadio en tiempos más prolongados de tratamiento, 

manteniéndose los porcentajes de cada región sin grandes variaciones (ilustración 62 B). También 

se diferenció de la edelfosina en el comportamiento en medio con glicerol, semejante. Se observó 

también una temprana hiperpolarización respecto al nivel basal de las células sin tratar (ilustración 62 

C), y una progresión a la segunda hiperpolarización en tiempos más prolongados (ilustración 62 D).

El análisis microscópico de las células con glucosa confirmó la secuencia de eventos descrita. 

Se apreció a 45 minutos de tratamiento (ilustración 63 A) un aumento de fluorescencia respecto a 

las células control y también respecto al tratamiento con edelfosina (ilustración 59 A e ilustración 

61 A respectivamente, comparando exposiciones de 800 ms), lo que concuerda con la primera 

hiperpolarización observada por citometría (ilustración 62 A), que alcanzaba intensidades algo 

mayores que con edelfosina. Las células de mayor intensidad de fluorescencia, ya apreciables a 80 ms 

son probablemente las que sufren la segunda hiperpolarización apreciada por FACS. Estas células no 

llegan a ser mayoritarias en los tiempos posteriores de tratamiento (ilustración 63 B-D). Las células 

con las dos intensidades de fluorescencia también aparecen en medio con glicerol. Como se observó 

por FACS, las células de la región Ψm
alt se hicieron más abundantes durante el tratamiento (células ya 

visibles a 80 ms en las ilustración 63 E-H). Al igual que en los tratamientos con edelfosina, el DiOC6(3) 
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se acumuló en estructuras punteadas semejantes a las mitocondrias fragmentadas (ilustración 63 C 

a 800 ms, F a 80 ms). También se apreció acumulación en el RE (ilustración 63, células marcadas con 

*) en las células de la región Ψm
alt.
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Ilustración 62: incorporación de DiOC6(3) en células tratadas con miltefosina 10 µM en medio con 
glucosa (A, B) o con glicerol (C, D). A, C: histogramas representativos. FL1-H: fluorescencia del 
DiOC6(3), en unidades relativas. B, D: cuantificación de las células (promedio de tres experimentos).

Las dos técnicas empleadas en el estudio mostraron que en los tratamientos con miltefosina 

(al igual que en los de edelfosina) se producen dos niveles de hiperpolarización, correspondientes 

con las regiones Ψm
med y Ψm

alt de intensidad de fluorescencia. La progresión temporal de la primera 

a la segunda hiperpolarización se da en medio con glicerol, mientras que en presencia de glucosa 

las células sufren mayoritariamente sólo la primera hiperpolarización, y sólo una fracción poco 

variable alcanza la segunda. El DiOC6(3) se acumuló en las mitocondrias y, al igual que ocurrió con 

la edelfosina, también en el RE en las células de mayor intensidad de fluorescencia.

Incorporación de DiOC6(3) en células tratadas con perifosina

La perifosina provocó un comportamiento semejante a la miltefosina, aunque más exacerbado. 

Tras tan sólo 45 minutos de tratamiento, las células crecidas en glucosa ya mostraron mayoritariamente 

una intensa fluorescencia (ilustración 64 A). Esta localización en Ψm
alt se mantuvo en tiempos más 

prolongados de tratamiento (ilustración 64 B). En las células crecidas con glicerol la respuesta fue 
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Ilustración 63: incorporación de DiOC6(3) a estructuras celulares, tratamientos con 10 µM 
miltefosina. Tratamientos en medio con glucosa, 45 minutos (A), 90 minutos (B), 150 minutos 
(C) y 240 minutos (D). Tratamientos en medio con glicerol, 45 minutos (E), 90 minutos (F), 150 
minutos (G) y 240 minutos (H).
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esencialmente idéntica, alcanzándose las mismas intensidades (ilustración 64 C) y proporciones de 

células en la región Ψm
alt (ilustración 64 D). Esto puede deberse a que la evolución con glucosa es tan 

rápida que no puede apreciarse una progresión más rápida con glucosa, a pesar de partir de una mayor 

polarización basal. Se confirmó por microscopía la elevada intensidad de fluorescencia de la mayoría 

de las células, alcanzándose tras 45 minutos de tratamiento niveles semejantes a los de 240 minutos, 

tanto en medio con glucosa (ilustración 65 A, B) como en medio con glicerol (ilustración 65 C, D). 

Al igual que con los otros dos ATLs estudiados, se observó acumulación de DiOC6(3) en cuerpos de 

morfología semejante a las mitocondrias fragmentadas. También apareció tinción del RE en las células 

en medio con glicerol. Con edelfosina y miltefosina se había asociado una mayor prevalencia de esta 

localización del marcador con una mayor intensidad de fluorescencia; sin embargo, en tratamientos 

con perifosina la intensidad fue semejante en medio con glucosa y con glicerol, y aún así la tinción del 

RE fue mucho más acusada en células crecidas con glicerol. Curiosamente, en los tratamientos con 

edelfosina también se produjo acumulación en el RE preferentemente en células crecidas con glicerol. 

En presencia de glucosa se alcanzaba antes máxima hiperpolarización, con una menor incidencia de 

la tinción en el RE. Cabe por tanto plantear una interpretación alternativa: el factor que acentúa la 

acumulación de DiOC6(3) en el RE podría ser la presencia misma de glicerol, y no el mayor ΔΨm que 

se asocia al uso de dicha fuente de carbono.
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Ilustración 64: incorporación de DiOC6(3) en células tratadas con perifosina 10 µM en medio con 
glucosa (A, B) o con glicerol (C, D). A, C: histogramas representativos. FL1-H: fluorescencia del 
DiOC6(3), en unidades relativas. B, D: cuantificación de las células (promedio de tres experimentos).
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Otros fenotipos de células tratadas con ATLs

Estrés del retículo endoplásmico

Durante los experimentos realizados para estudiar el potencial transmembrana mitocondrial se 

observó en algunas células acumulación de DiOC6(3) en estructuras identificadas por su morfología 

con el retículo endoplásmico. Este orgánulo también había sido identificado como el compartimento 

A
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D

DiOC6(3) 80 msDIC DiOC6(3) 800 ms

Ilustración 65: incorporación de DiOC6(3) a estructuras celulares, tratamientos con 10 µM 
perifosina. Tratamientos en medio con glucosa, 45 minutos (A) y 240 minutos (B). Tratamientos 
en medio con glicerol, 45 minutos (C) y 240 minutos (D).
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donde se internaliza y acumula la edelfosina (ver Localización subcelular de edelfosina). En 

experimentos previos del laboratorio se comprobó que la edelfosina se acumula, en determinadas 

líneas celulares derivadas de tumores sólidos, en el RE44. Dicha acumulación indujo marcadores 

de estrés de RE, liberación de calcio al citosol y apoptosis43. La misma acumulación de edelfosina, 

estrés de RE y toxicidad celular se observó en líneas derivadas de tumores de páncreas45; también se 

observó en dichas líneas desregulación del calcio celular, aunque en este caso se dio un aumento de 

su concentración en el RE. Se planteó por tanto la hipótesis de que al menos la edelfosina pudiera 

provocar parte de su toxicidad a través de un efecto directo en el RE.

Si un ATL provocara estrés de RE que a su vez causara toxicidad celular, la inducción con otro 

agente de un estrés de RE no tóxico podría afectar a la sensibilización de células frente al ATL. El 

agente empleado fue ditiotreitol (DTT), un agente reductor que interfiere en la formación de puentes 

disulfuro en el RE, provocando estrés de RE y activando la respuesta de proteínas mal plegadas408. 

El tratamiento con 5 mM de DTT no interfirió en la viabilidad celular en controles en medio sólido 

(ilustración 66 A). La toxicidad de los ATLs a concentraciones capaces de inhibir parcialmente el 

crecimiento de células WT BY4741 (ilustración 66 A, –) se incrementó ligeramente en presencia 

de DTT (ilustración 66 A, +DTT). Este efecto fue específico de la combinación de DTT y ATLs, 

pues no se dio en el mutante de incorporación de ATLs lem3Δ. Estos resultados se reprodujeron de 

manera más apreciable en medio líquido. 6 µM de edelfosina, que provocaba un ligero retraso en 

el crecimiento en células WT, fue más tóxica en cotratamiento con DTT, y 8 µM de edelfosina, en 

presencia además de DTT, prácticamente detuvieron el crecimiento (ilustración 66 A). 2 y 3 µM de 

miltefosina también provocaron una inhibición parcial del crecimiento, pero en presencia de DTT éste 

prácticamente se detuvo (ilustración 66 C). El efecto del DTT fue únicamente visible en combinación 

con ATLs: la combinación de cualquiera de los dos ATLs con DTT en la cepa lem3Δ no inhibió el 

crecimiento más que el tratamiento únicamente con DTT (ilustración 66 B, D). Aunque el DTT 

por sí sólo provocó un ligero retraso del crecimiento durante las primeras 8 horas, tras 24 horas las 

células tratadas con DTT habían alcanzado una DO semejante al control (ilustración 66 B, D). A 24 

horas, sin embargo, la inhibición del crecimiento provocada por el cotratamiento de DTT y ATLs 

era significativamente mayor que la inhibición observada en los tratamientos sólo con ATLs. Puede 

concluirse por tanto que la inhibición del crecimiento provocada por la combinación de DTT y ATLs 

es mayor que la combinación de las inhibiciones provocadas por cada compuesto por separado. Esto 

parece corroborar la hipótesis de que uno de los mecanismos de acción de edelfosina y miltefosina 

es provocar un estrés de RE. Es interesante destacar que no se detectó acumulación del análogo 

fluorescente de la miltefosina en el RE, por lo que el estrés de RE observado no necesariamente es una 

consecuencia de un efecto directo del compuesto sobre el orgánulo.

Se buscó confirmar la inducción de estrés de RE por ATLs mediante la observación directa 

de una actividad asociada a dicho estrés. Las proteínas entran a la vía secretora en el RE, y en 
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Ilustración 66: incremento de la toxicidad de ATLs mediante coincubación con DTT. A: diluciones 
seriadas de suspensiones celulares transferidas por réplica a placas con las concentraciones 
indicadas de ATLs ± DTT 5 µM. B-E: curvas de crecimiento en medio líquido en presencia de las 
concentraciones indicadas de ATLs ± DTT 5 mM. Promedio de 3 experimentos ± EEM. B, D: cepa 
WT (BY4741). C, E: mutante lem3Δ.
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este orgánulo tiene lugar su correcto plegamiento y primeras modificaciones posttraduccionales. 

Las situaciones que impiden este proceso provocan estrés de RE y, como consecuencia, se induce 

el factor de transcripción Hac1p que activa la vía de señalización de respuesta de proteínas mal 

plegadas (UPR)409. El factor de transcripción activa los efectores de la UPR, encargados de promover 

el plegamiento de proteínas o facilitar la degradación de los péptidos mal plegados acumulados, 

restaurando de esta manera la homeostasis del RE. Por tanto, la activación de la UPR es indicativa de 

estrés de retículo. El reportero UPR-RFP, consistente en un promotor con cuatro elementos de unión 

a Hac1p seguido de una proteína fluorescente, ha sido empleado para monitorizar la activación de la 

UPR410. Se observaron por microscopía de fluorescencia, empleando unas condiciones y tiempos de 

exposición constantes, células transformadas con dicho plásmido y tratadas con ATLs (ilustración 

67 A). En el control sin tratar la fluorescencia basal fue muy reducida, y el tratamiento con DTT 

2 mM por 4 horas indujo una fuerte señal, de acuerdo a lo descrito anteriormente410. Se apreció en 

los tratamientos con 10 µM de los 3 ATLs empleados un progresivo aumento de la fluorescencia; 

no obstante, la intensidad fue muy baja incluso tras 4 horas de tratamiento, y mucho menor que la 

provocada por el DTT. La cuantificación de la fluorescencia pudo realizarse en base a los histogramas 

de los píxeles las imágenes tomadas (ilustración 67 B). En el tratamiento con DTT se distinguió 

claramente un pico correspondiente a las células con alta intensidad de fluorescencia. Las células 

poco fluorescentes, casi indistinguibles de la fluorescencia de fondo, se agruparon en el otro extremo 

del histograma. Debido a la baja fluorescencia observada en todos los tratamientos con ATLs apareció 

únicamente este pico en las intensidades menores, y fue muy difícil apreciar diferencias. Un análisis 

detallado de la región de menores intensidades sí reveló un ligero desplazamiento del histograma a 

240 minutos de tratamiento con edelfosina, miltefosina y, de manera más evidente, con perifosina 

(ilustración 67 C-E). Este aumento de la fluorescencia podría ser indicativo de activación de UPR en 

respuesta al tratamiento con ATLs. Sin embargo, tal activación parece ser mucho menos intensa que 

la producida por DTT. Sería necesario realizar nuevos experimentos empleando un mayor tiempo de 

exposición y condiciones más adecuadas para células muy débilmente fluorescentes. Esto permitiría 

un mayor contraste entre las células y el fondo y generaría histogramas más anchos, permitiendo 

apreciar desplazamientos de los mismos en la comparación de distintos tratamientos.

Fragmentación vacuolar

Durante la realización de otros experimentos se había apreciado una reducción de las vacuolas, 

visibles por DIC, en las células tratadas con ATLs. Para confirmar tal supuesto se trataron las células 

con FM 4-64, transfiriéndose posteriormente las células a medio fresco para permitir el transporte 

y acumulación del marcador desde la MP a las vacuolas. Para comprobar que la mera presencia de 

FM 4-64 en las vacuolas no alteraba su morfología, dos muestras se incubaron 60 y 240 minutos con 

medio fresco y se emplearon como controles. En otras muestras se añadieron al medio fresco los 
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Ilustración 67: activación de UPR en los tratamientos con 10 µM ATLs. A: fluorescencia de las 
células en los tratamientos indicados. Imágenes compuestas a partir de cinco campos independientes 
y tomadas con las mismas condiciones. B: histogramas de las imágenes mostradas en A. La región 
correspondiente a los valores más bajos de intensidad de fluorescencia se muestra en detalle en C 
(histogramas de edelfosina), D (histogramas de miltefosina) y E (histogramas de perifosina).
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ATLs indicados. Las células se observaron por microscopía de fluorescencia y se cuantificaron las 

células con el número de vacuolas indicado.
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Ilustración 68: fragmentación vacuolar en los tratamientos con ATLs. Mediante el marcaje vacuolar 
con FM 4-64 (A-C) se pudo distinguir el número de vacuolas de cada célula: en los controles 
(A) predominaban células con < 3 vacuolas, mientras que en los tratamientos (B, perifosina 10 
µM 150 min) predominaban las células con muchas vacuolas. C: fenotipo de múltiples vacuolas 
más extremo observado. D: cuantificación del número de vacuolas por célula observado en los 
tratamientos indicados. Promedio de 200-500 células ± EEM.
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Las células sin tratar presentaron, mayoritariamente, una única vacuola o 2-3 vacuolas (ilustración 

68 A, C). El aspecto de las células teñidas durante 60 y 240 minutos con FM 4-64 fue esencialmente 

idéntico (ilustración 68 D, Control), indicando que las diferencias entre los tratamientos con ATLs 

a distintos tiempos no eran debidas a la incubación con el marcador fluorescente. Los tratamientos 

llevaron a una fragmentación de la vacuola en múltiples cuerpos de menor tamaño (ilustración 68 B). 

En el fenotipo de fragmentación vacuolar más extremo se apreciaron múltiples vacuolas de pequeño 

tamaño agrupadas (ilustración 68 B, célula superior; C). Estos cúmulos presentaban un aspecto 

arracimado, las vacuolas individuales eran difícilmente distinguibles y la densidad de fluorescencia 

era mayor en el centro del cúmulo, lo que sugiere que se trataba de acumulaciones tridimensionales 

con una mayor densidad de vacuolas en el centro. Las células con 7 o más vacuolas se incrementaron 

ya a los 90 minutos de tratamiento con los tres ATLs (ilustración 68 D). No se observó una relación 

clara entre la duración del tratamiento y una mayor fragmentación vacuolar.

Marcadores de apoptosis de levadura

Se denomina apoptosis al conjunto de alteraciones morfológicas provocadas por la activación 

de un tipo específico de muerte celular programada318. Las células apoptóticas se redondean y 

encogen, su núcleo se fragmenta, su membrana plasmática sufre la externalización de fosfatidilserina 

y formación de yemas, que pueden llegar a separarse y formar estructuras limitadas por membrana 

(cuerpos apoptóticos). En la activación y regulación de la apoptosis puede intervenir una clase de 

proteasas denominadas caspasas.

La apoptosis ha sido descrita en procesos de organismos multicelulares, como el desarrollo 

ontogénico, maduración del sistema inmune o respuesta a daño en los tejidos o a infección. Más 

recientemente se describió un mutante de Saccharomyces cerevisiae que mostraba varios fenotipos 

clásicamente asociados a la apoptosis310. Estos fenotipos fueron posteriormente observados en 

respuesta a diversas condiciones y compuestos químicos, y se caracterizaron varios mecanismos 

moleculares que provocan su aparición. Uno de estos mecanismos fue la metacaspasa (MCA1), 

representante en levadura de una familia homóloga y distantemente relacionada con las caspasas411. 

Se observó una correlación entre la actividad de la metacaspasa y la aparición de los fenotipos 

apoptóticos de levadura, indicando que los mismos estaban regulados por un programa genético en el 

que intervenía MCA1312. El mutante mca1Δ se identificó en el screening como resistente a edelfosina. 

Por otra parte, múltiples estudios de apoptosis en levadura describen implicación mitocondrial en 

este proceso y producción de ROS314,412, como se observó con el tratamiento con edelfosina. Por tanto, 

se planteó la hipótesis de que podría inducir apoptosis en levadura y así producir su efecto citotóxico.

Una de los fenotipos asociados con la apoptosis de levadura es la alteración morfológica del 

núcleo. Se observó la morfología nuclear en células fijadas y teñidas con 4’,6-diamidino-2-fenilindol 

(DAPI), un compuesto fluorescente que se une al ADN. Los núcleos mostraron un aspecto redondeado, 
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Ilustración 69: los tratamientos con ATLs no provocaron fenotipos apoptóticos de levadura. A: 
tinción nuclear con DAPI de células control (sin tratar) o tratadas 180 min con 10 µM de los ATLs 
indicados. B: curva de crecimiento de células cotratadas con el inhibidor de caspasas zDdbmk y los 
ATLs indicados. Promedio de tres experimentos independientes ± EEM.
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observándose puntos más tenues en la periferia celular correspondientes al ADNmit (ilustración 69 A). 

Ninguno de los ATLs estudiados, a 10 µM, provocaron alteraciones morfológicas del núcleo como 

las descritas en estudios de apoptosis en levadura310 (ilustración 69 A). También se ha descrito que 

inhibidores irreversibles específicos de la actividad caspasa eran capaces de reducir la apoptosis en 

levadura312. Se cotrataron células con el inhibidor de caspasas de amplio espectro zDdbmk413 y 10 µM 

de los ATLs indicados, y se monitorizó el crecimiento celular. Se observó que el inhibidor de caspasas 

no fue capaz de contrarrestar la toxicidad de los ATLs (ilustración 69 B). Hay que señalar sin embargo 

que estudios recientes discuten la capacidad de esta proteína de degradar sustratos de caspasas, lo que 

a su vez pone en entredicho la implicación de de Mca1 en procesos de muerte celular programada en 

levadura414–417. No se identificaron por tanto ninguno de los fenómenos asociados con apoptosis en 

levadura tras el tratamiento con ATLs. El papel de Mca1 en la toxicidad por edelfosina posiblemente 

no se deba a su posible implicación en apoptosis, sino a una función alternativa de la proteína.

Screening de sobreexpresión

El screening de mutantes resistentes a edelfosina y miltefosina proporcionó la información 

inicial sobre los mecanismos de toxicidad de estos compuestos, determinando las posteriores líneas 

de investigación. Con el fin de complementar estos resultados mediante una estrategia alternativa se 

realizó un screening de sobreexpresión. Este enfoque podría conducir a la identificación de nuevos 

genes implicados en los procesos de toxicidad o confirmar la implicación de procesos conocidos. 

El screening de sobreexpresión se llevó a cabo en colaboración con el Dr. Scott E. Erdman de la 

universidad de Syracuse (Nueva York, EE. UU.). Para la primera parte del aislamiento de plásmidos, 

realizada durante una estancia en su laboratorio, se contó con la asistencia de Jihad Ben Gabr (tabla 

4, serie E). Esta primera fase condujo al aislamiento de seis supresores de la sensibilidad. Además de 

una segunda fase del screening, la comprobación de todos los candidatos y la secuenciación de los 

plásmidos confirmados se realizaron en nuestro laboratorio.

Condiciones del screening

La estrategia seguida en este experimento fue la opuesta a los screenings que empleaban la 

colección de mutantes de deleción. El aumento de la dosis génica conlleva un incremento en los 

productos del gen. Cuando estos productos interaccionan con un compuesto exógeno, dicho 

incremento puede modificar la sensibilidad al compuesto, dando lugar a un fenotipo detectable418. 

Se generó una colección de células que sobreexpresaban uno o varios genes, y se cribaron aquellos 
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clones con un crecimiento en presencia de ATLs distinto de la cepa WT. La sobreexpresión de un 

gen que provoca un aumento de la sensibilidad al ATL (cepas hipersensibles o ATLS) puede indicar 

la participación del gen en el mecanismo de toxicidad; este supuesto sin embargo no puede asumirse 

automáticamente, ya que con los niveles fisiológicos de expresión de dicho gen (los presentes en la cepa 

WT) la aportación del gen a la toxicidad final puede ser irrelevante. Los genes cuya sobreexpresión 

aumenta la resistencia a ATLs (cepas resistentes o ATLR) pueden señalar qué procesos contrarrestan 

la toxicidad por los compuestos. Por tanto, la identificación de ambos tipos de genes podría facilitar 

la identificación de los mecanismos y rutas implicados en la toxicidad.

La sobreexpresión de un gen concreto se consiguió mediante el aumento de su dosis génica 

(el número de copias de dicho gen presentes en la célula). Se empleó como vector para los genes 

el plásmido YEp351, con secuencias derivadas del plásmido natural 2µ que le permiten replicarse 

autónomamente en células de S. cerevisiae y mantener un elevado número de copias419. La genoteca 

2J351 se construyó insertando en dicho plásmido fragmentos del genoma de levadura de alto peso 

molecular (6 kb de promedio), generados por digestión parcial de ADN genómico420. Por tanto se 

desconocen tanto el número de plásmidos distintos presentes en la genoteca como qué genes exactos 

están presentes en un plásmido concreto. La colección de cepas empleadas en el screening se obtuvo 

transformando la genoteca en la cepa BY4741, empleándose como WT la misma cepa transformada 

con el plásmido YEp351 vacío. Una vez aislados los clones ATLR/S se recuperaron los plásmidos que 

portaban para, posteriormente, analizarlos e identificar los genes presentes en los mismos.

La respuesta frente a ATLs de los clones se realizó en medio sólido. Los primeros clones (tabla 

4, series E y A) se cultivaron en parches sobre medio sólido sin compuesto y fueron transferidos por 

réplica en placa a medio sólido con el ATL correspondiente, incluyéndose como controles la cepa WT 

y el mutante resistente lem3Δ. Sin embargo, el número de células transferidas fue muy variable con 

esta técnica, por lo que no fue posible en muchos casos hacer una réplica homogénea en las placas con 

ATLs. Esto aumentó la dificultad de distinguir entre parches que crecen (clones resistentes) y parches 

que no (clones sensibles). Para superar esta limitación se modificó la técnica en un segundo grupo 

de candidatos (tabla 4, serie B). Los clones se cultivaron primero en medio líquido hasta saturación. 

Se transfirió luego el mismo volumen de cultivo a una placa de medio sólido sin compuesto –en la 

que se comprobó que se partía de semejantes densidades celulares para todas las cepas analizadas– 

y a placas con ATLs, en las que se identificaron aquellas cepas con un crecimiento mayor que los 

controles (clones resistentes). Esta técnica también permitió identificar, en placas con concentraciones 

subletales de ATLs, clones hipersensibles con un crecimiento menor a los controles (tabla 4, serie H). 

El fenotipo de las cepas candidatas aisladas por cualquiera de las técnicas se confirmó posteriormente 

y se comprobó que se debía a la presencia del plásmido candidato. Los plásmidos que llegados a 

este punto se confirmaron como supresores de la toxicidad a ATLs (habría realmente que hablar de 

activadores de la toxicidad para la serie H de clones hipersensibles) fueron secuenciados.
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Tabla 4: resumen del número de plásmidos identificados mediante las distintas metodologías en el 
screening de sobreexpresión. 

Serie Clones analizados Candidatos Supresores confirmados

E 10.039 54 6

A 1.596 23 4

B
1.372

34 9

H 18 12

Total 13.007 129 31

Identificación y análisis de los genes presentes en los plásmidos

Los límites de tiempo no permitieron realizar un screening exhaustivo. Únicamente dos de 

los plásmidos fueron identificados más de una vez: E159 (idéntico a E189) y A21 (idéntico a B31). 

Aunque esto confirmó que los criterios aplicados para distinguir clones resistentes eran consistentes, 

también indicó la reducida potencia estadística del experimento. La probabilidad, al examinar clones 

de la genoteca, de dar con un inserto concreto (o de dar varias veces con el mismo) aumenta con el 

número de clones procesados. En general, cuanto mayor es el número de clones examinados, mayor 

es la probabilidad de haber examinado todos los insertos disponibles en la genoteca al menos una vez. 

El número de clones N que deben analizarse para asegurar, con una probabilidad P, que un inserto 

genómico cualquiera va a estar incluido en esos N clones viene dado por la ecuación421                                         .

Con un tamaño medio de inserto de 6 kb420 y un tamaño de genoma de 12.068 kb295, para 

P = 0,95 el número de clones necesario es N = 6024. Para P = 0,999 el número de clones necesario es 

N = 13.890. Por tanto, en el screening se realizó una cobertura del genoma muy reducida: no pudo 

asegurarse con certeza estadística que se examinaran todos los genes del genoma ni, por tanto, los 

supresores identificados representaran todos los genes cuya sobreexpresión genera resistencia (o 

sensibilidad) frente a ATLs. Los supresores identificados fueron únicamente una muestra aleatoria 

del total de esos genes, y al no ser necesariamente representativos, un análisis estadístico de las 

categorías funcionales más frecuentes tendría un sesgo, por lo que no se llevó a cabo. La excepción 

fue la serie E, en la que se analizaron 10.039 clones. A pesar de una cobertura del genoma suficiente, 

el cribado de clones resistentes tuvo deficiencias debidas a la inexperiencia, dado que la serie E fue la 

primera realizada. Esto se reflejó en el bajo rendimiento de identificación de supresores, y de hecho 

supresores identificados en posteriores series no aparecieron en la serie E. Por lo tanto, tampoco los 

genes aislados en la serie E fueron una muestra representativa. 

Los genes incluidos en fragmentos cromosómicos que portan los 31 supresores confirmados 

se recogen en la tabla 5. Dado que los fragmentos presentes en la genoteca se generaron de manera 

aleatoria (mediante digestión parcial de ADN genómico), algunos de ellos de hecho no portaban un 

gen completo (E81, E188, B5, B13). En el resto de insertos se encontró al menos un gen completo, 

portando siete de los plásmidos un único gen (E198: TVP15; A21: SUB2; B4: IMA3; B12: APT2; H4: 

=
ln 1

ln 1  inserto
 genoma

(
(

(
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PMC1; H7: UBC8; H15: MIH1), lo que permitió asociar la resistencia observada a la sobreexpresión 

del mismo. En el resto de casos sería necesario subclonar por separado cada gen presente en el supresor 

para verificar si su sobreexpresión es la causante del fenotipo. Teniendo esto presente, se identificaron 

sin embargo de manera preliminar algunos genes potencialmente interesantes, de confirmarse 

que ellos provocan el fenotipo. PDR3 (supresor E145) es un factor de transcripción de la respuesta 

pleiotrópica a drogas. Uno de los mecanismos activados por esta respuesta son los transportadores 

ABC que expulsan diversas moléculas de la célula. Se ha descrito que la edelfosina es un sustrato de 

estos transportadores302, y una mayor resistencia a edelfosina en mutantes de ganancia de función de 

PDR1 y PDR3101. La sobreexpresión de PDR3 y un aumento consiguiente de la respuesta pleiotrópica 

a drogas podrían por tanto explicar la resistencia a ATLs.

Uno de los mecanismos de toxicidad por ATLs propuestos en este trabajo implica tráfico 

vesicular a través del endosoma. Varios de los supresores identificados portan genes implicados en 

procesos de transporte, que podrían ser el mecanismo por el que estos supresores incrementan la 

resistencia a ATLs. Tvp15p (E198) se asocia con Tlg2p en las vesículas intermedias entre el endosoma 

y el AG422. Tvp18p, otra proteína asociada en ese mismo complejo422, se identificó además en el 

supresor B2. Otros genes que intervienen en tráfico vesicular son AGE1 (supresor B11)182 y MDR1 

(supresor B25)423. Los cuatro genes presentes en el supresor E150 pertenecen a la familia DUP240424. 

Se cree que interaccionan con proteínas del coatómero425, por lo que podrían participar en procesos 

de tráfico vesicular. El complejo p24 también interacciona con proteínas del coatómero426, y uno de 

sus miembros (ERP4) se identificó en el plásmido H1 que incrementa la sensibilidad a ATLs. 

Un segundo proceso implicado en la toxicidad por ATLs es el mantenimiento de la homeostasis 

del pH, en el que participa la ATPasa vacuolar. Los mutantes de deleción de subunidades de la 

v-ATPasa son hipersensibles a edelfosina. En dos de los supresores identificados se encuentran genes 

de subunidades de la v-ATPasa: A5 (VMA3) y B25 (VMA21)364. Por lo tanto, la sobreexpresión de los 

plásmidos podría conducir a un aumento de la función de la v-ATPasa y así incrementar la resistencia 

a edelfosina. Hay que señalar también el plásmido H4, que incrementa la sensibilidad a ATLs, porta 

únicamente el gen PMC1, que codifica una bomba de Ca2+ vacuolar.

El papel de la mitocondria en la toxicidad de ATLs se ha postulado también en este trabajo. 

Varios de los supresores portan genes mitocondriales que podrían interactuar con dicho mecanismo. 

NDE1 (supresor B29) codifica una de las tres NADH:ubiquinona oxidorreductasas mitocondriales 

de S. cerevisiae y tiene como función la reoxidación del NADH producido durante la glucólisis288. 

Curiosamente también se identificó otra de las oxidorreductasas (NDE2288) en el supresor A21, 

aunque el gen está truncado en el inserto (falta la región promotora y los primeros 22 codones de la 

región codificante). El plásmido H18, que incrementa la sensibilidad a ATLs, porta el gen RIP1, que 

codifica uno de las subunidades catalíticas del complejo III de la cadena de transporte de electrones.
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Tabla 5: localización y genes presentes en los insertos contenidos en los plásmidos supresores 
confirmados. Los asteriscos indican que los genes no se encontraron completos en los insertos.

Plásmido Cromosoma Localización Genes

E81 IX 101.929–104.456 ASG1*

E93 V 282.098–287.816 YER064C, ICL1

E145 II 215.383–220.581 SLA1*, LDB7, PDR3

E159 
(E189) I 184.665–189.577 YAR028W, YAR029W, PRM9, MST28

E188 mit 39.000–40.500 COB*

E198 IV 654.000–656.600 BMH2*, TVP15, ARX1*

A1 V 268.061–275.360 RPL34A, HMF1, PET117, PCL6, FCY21*

A5 V 100.705–103.083 VMA3, SNU13, YEL025C*

A17 XIV 736386–746953 MNT4, FRE4, YNR061C, YNR062C, YNR063W

A21 (B31) IV 303275–306555 NDE2*, SUB2

B2 XIII 405.295–411.350 UBX4*, AVO2, NAT5, MOT3, TVP18

B4 IX 15.911–21.962 VTH1*, IMA3, HXT12

B5 XIV 389.061–390.037 SPC98*, ESBP6*

B11 IV 1.486.374–1.489.682 SPS1*, AGE1, YDR524W-C

B12 IV 1.344.095–1.345.974 DOT1*, APT2, SSN2*

B13 XVI 531.062–533.969 RRP12*, TAF3*

B25 VII 688.634–698.800 TEL2*, MDR1, PCP1, YGR102C, NOP7, SRB5, 
VMA21

B28 541.862–545.894 GAT2*, PSO2, CIN4

B29 551.065–559.319 RPS16A, YMR144W, NDE1, TIF34, YMR147W

H1 XV 354.326–361.212 YOR011W-A, YOR012W, RTS1, ERP4

H2 IV 412.983–420.248 GPM2, RPN4, OSH2*

H3 II 552.432–557,979 SLI15*, ICS2, AMN1

H4 VII 484.851–489.970 PMC1

H5 II 83.510–88.673 ILS1*, SSA3, AAR2, RPS8A*

H6 XIII 104.032–111.077 ATP18*, YML081W, DUS1, YML079W, CPR3*

H7 V 130.481–134.463 UBC8, GLC3*

H8 XV 683.106–686.628 YOR186W, TUF1, MSB1*

H10 V 443.964–454.512 YER138C*, RTR1, YER140W, COX15*

H15 XIII 341618–346362 MIH1, MSN2*

H17 XV 894.066–898.609 SNU66, NOP58

H18 V 104.992–112.364 YEL025C*, RIP1, YEL023C, GEA2*

Resistencia a ATLs por sobreexpresión de AGE1

Tras la realización del screening de sobreexpresión se realizaron experimentos para determinar 

qué papel tenía el supresor B11 en la toxicidad por ATLs. De los dos genes completos que porta 

B11, YDR524W-C es un marco abierto de lectura teórico (detectado por análisis informático) que 

codificaría una proteína de sólo 29 aminoácidos. Resulta más probable que la resistencia se origine por 

la sobreexpresión de AGE1, una ArfGAP que promueve el tráfico vesicular del TGN. En relación con 

esta posible función, se había observado hipersensibilidad a edelfosina del mutante en la fosfolipasa 
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D spo14Δ, y también se observó hipersensibilidad a miltefosina y perifosina (ilustraciones 70 y 71). 

La fosfolipasa D promueve la curvatura de las membranas internas y, así, la formación de vesículas 

en el TGN. Por tanto, es posible que ambos fenotipos reflejen una supresión de la toxicidad por ATLs 

mediada por un proceso de tráfico vesicular en el TGN: promoviéndolo (sobreexpresión de B11) 

disminuiría la toxicidad, mientras que reprimiéndolo (deleción de la fosfolipasa D) potenciaría el 

efecto de los compuestos.

Control

BY4741

lem3Δ

drs2Δ

dnf2Δ

spo14Δ

Miltefosina 2,75 μM

Ilustración 70: hipersensibilidad de la cepa spo14Δ. Se incluyen también la cepa silvestre BY4741 y 
tres mutantes resistentes como controles.

Ilustración 71: resistencia a ATLs inducida por el supresor B11 y por ácido fosfatídico. EDLF: 
edelfosina. MLTF: miltefosina. PRIF: perifosina. Junto a la cepa silvestre BY4741 transformada 
con B11 y el plásmido vacío YEp351, se incluyen también dos mutantes resistentes (lem3Δ, drs2Δ) 
y uno hipersensible (spo14Δ) transformados con YEp351. Se añadió a las placas ácido fosfatídico 
(PA) disuelto en cloroformo (fila inferior) o una cantidad equivalente únicamente del vehículo (fila 
superior).

Se comprobó también el efecto de suplementar el medio de cultivo con ácido fosfatídico, el 

producto de la fosfolipasa D y un lípido que promueve el transporte vesicular. El ácido fosfatídico 

fue capaz de inhibir la toxicidad de los tres ATLs en la cepa silvestre y de aliviar parcialmente la 

sensibilidad de la cepa spo14Δ a, al menos, edelfosina y perifosina (ilustración 71). También incrementó 

la resistencia proporcionada por el plásmido B11 (ilustración 71), y se ha demostrado que Age1p 

interacciona con diacilglicerol (que se deriva del ácido fosfatídico). Estos resultados sugieren que 
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un proceso de transporte aún por determinar en el TGN contrarresta la toxicidad a ATLs. Otro gen 

relacionado con el transporte en el TGN es la flipasa de membranas internas Drs2p, que también se 

ha propuesto como un inductor de la curvatura necesario para la formación de vesículas en el TGN. 

Sin embargo, y al contrario de lo observado con la fosfolipasa D, el mutante drs2Δ es resistente a ATLs 

(ilustración 71). Son por lo tanto necesarios experimentos mucho más detallados para confirmar e 

identificar el proceso de transporte que se opone la toxicidad por ATLs, y la relación del mismo con 

las proteínas que actúan en el TGN en la formación de vesículas.
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Discusión

Genes que determinan la toxicidad a ATLs

Los genes fundamentales para la toxicidad por edelfosina participan 
en un número limitado de procesos celulares

Los genes identificados mediante sendos screenings de resistencia a dos ATLs, edelfosina y 

miltefosina, se han analizado en el presente trabajo. Un número semejante de mutantes resistentes 

fueron identificados en cada caso, 262 y 257 respectivamente. Una deleción génica que provoca 

resistencia a un compuesto indica que para el mecanismo de toxicidad de dicho compuesto el gen 

mutado es fundamental. Sin embargo, no siempre es posible determinar a partir del gen mutado 

cuál es la función que se halla alterada y que es responsable de la resistencia: algunos genes cumplen 

funciones diversas, se desconoce completamente la función de otros y, en algunos casos, únicamente 

se conocen algunas características generales de su función pero no los detalles (por ejemplo, los 

restantes componentes celulares con que interacciona). Obtener conclusiones funcionales a partir de 

un mutante particular puede ser imposible; no obstante, el análisis en paralelo de todos los genes ofrece 

la alternativa de identificar características compartidas por varios de los genes, como localización, 

función bioquímica o participación en procesos celulares concretos. Si una de esas características 

identificadas no es verdaderamente relevante para la toxicidad, la frecuencia con la que aparece en 

los genes identificados en el screening será semejante a la que se observaría en una muestra aleatoria 

de genes. El caso contrario se daría en procesos celulares esenciales para el mecanismo de toxicidad 

del compuesto. Los procesos celulares implican generalmente varios genes, por lo que pueden verse 
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alterados a causa de distintas mutaciones. Se esperaría por tanto que esas distintas mutaciones 

tuvieran como resultado común la resistencia al compuesto. Como resultado, la participación en 

dicho proceso significativo para la toxicidad sería una característica asociada a varios de los genes 

identificados y se hallaría sobrerrepresentada en esa muestra de genes.

El análisis bioinformático permitió analizar qué características comunes a varios genes aparecían 

en ambos screenings y su enriquecimiento, señalando los procesos fundamentales para la toxicidad 

de cada compuesto. Sin embargo, la información revelada por este análisis fue mucho mayor en el 

caso de la edelfosina. Varios de los procesos enriquecidos en este screening estaban relacionados con 

la biosíntesis y maduración de proteínas o la reparación y mantenimiento de ADN (ilustración 23 A). 

Aunque no se puede descartar un papel importante de estos fenómenos en la toxicidad por edelfosina, 

se decidió no profundizar en los mismos al consistir en fenómenos muy generales y que podrían, a su 

vez, tener un efecto pleiotrópico que haría difícil precisar el origen de la resistencia de cada mutante. 

Otros procesos notablemente enriquecidos se recogieron en dos categorías, la de genes relacionados 

con tráfico vesicular a través del endosoma y genes mitocondriales. En el primer caso, diversos genes 

participan en los mismos complejos (retrómero, ESCRT) o se han descrito en la literatura existente 

en procesos comunes (endocitosis, maduración endosomal, reciclaje por transporte retrógrado). Del 

mismo modo, los genes mitocondriales se asociaron fundamentalmente a la cadena de transporte de 

electrones y la morfología del orgánulo. La prevalencia de estos procesos fue además coherente con los 

resultados de posteriores experimentos (internalización de Pma1, producción de ROS), confirmando 

la relevancia de estas dos características para la toxicidad de edelfosina. Mediante la combinación de 

ambos enfoques fue posible construir modelos globales del mecanismo de toxicidad de edelfosina. 

Un screening de mutantes hipersensibles a edelfosina fue igualmente revelador, y las funciones 

enriquecidas en el mismo fueron coherentes con estos modelos: ATPasa vacuolar, señalización por 

glucosa y metabolismo lipídico (ilustración 23 B), procesos que podrían explicarse a la luz de los 

modelos globales de toxicidad establecidos.

Un número reducido, de entre los mutantes resistentes a edelfosina 
o miltefosina, es resistente a ambos compuestos

El screening de resistencia a miltefosina fue menos informativo acerca de las funciones 

celulares implicadas en la toxicidad por este compuesto, y el análisis bioinformático reveló, entre 

los 257 genes identificados, muy pocos procesos enriquecidos. Al igual que con edelfosina, diversos 

genes estaban relacionados con fenómenos globales y potencialmente pleiotrópicos: biosíntesis de 

proteínas, reparación y mantenimiento de ADN y metabolismo (ilustración 23 C). El número de 

genes relacionados con la mitocondria fue menor con miltefosina, y no se observó enriquecimiento 

significativo en ninguna función mitocondrial concreta. Los genes relacionados con tráfico vesicular 

fueron un número semejante al del screening de edelfosina. El tráfico a través del endosoma se ha 
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relacionado, en el caso de la edelfosina, con la internalización de Pma1. Dado que este proceso también 

sucede en células tratadas con miltefosina, podría ser también relevante en la toxicidad de este último 

compuesto. Sin embargo, sólo uno de los procesos concretos asociados al endosoma o al tráfico 

vesicular (Transporte retrógrado endosoma-aparato de Golgi) mostró un enriquecimiento significativo. 

La mayoría de los genes endosomales no se asociaron mediante ninguna otra característica. Los 

genes relacionados con este proceso no fueron, en su mayoría, los mismos en ambos screenings. Una 

explicación podría ser que el transporte endosomal cumple, en la toxicidad por miltefosina, una 

función o funciones distinta de la planteada en el caso de la edelfosina. Otra alternativa sería que, 

debido a alguna dificultad metodológica durante la realización del screening, los resultados hubieran 

sido menos fiables. Una posibilidad para comprobar este supuesto sería comprobar de nuevo la 

resistencia a miltefosina del grupo de mutantes endosomales resistentes a edelfosina. Al ser un grupo 

reducido de mutantes, esto permitiría monitorizar la resistencia a miltefosina mediante técnicas más 

sensibles que las que fueron empleadas durante el screening, como curvas de crecimiento o réplicas en 

sólido de diluciones seriadas.

Se identificaron 50 genes cuya deleción confiere resistencia tanto a edelfosina como a 

miltefosina. Entre estos 50 genes se encuentran los dos componentes de la flipasa de la membrana 

plasmática (DNF2 y LEM3) cuya participación en la incorporación de ambos ATLs había sido 

descrita previamente. Entre los genes implicados en el transporte endosomal se encuentran los tres 

componentes del complejo de reconocimiento de carga del retrómero (VPS26/PEP8, VPS29, VPS35) 

y tres genes implicados en un paso posterior del transporte retrógrado, la fusión de las vesículas con el 

transGolgi (VPS52, SWF1, TLG2). También se identificaron varios componentes del ESCRT (SRN2/

VPS37, VPS20, BRO1). El transporte a través del endosoma es por tanto un proceso importante en la 

toxicidad de ambos compuestos.

Saccharomyces cerevisiae es un modelo para 
el estudio de los mecanismos moleculares de 
incorporación de ATLs

La actividad antitumoral de los ATLs es consecuencia de la activación de ciertos procesos 

celulares. Un paso esencial y previo a esta activación es la incorporación a la célula de los compuestos. 

La incorporación es además crítica para varios aspectos relevantes en el uso de los ATLs como 

posibles agentes terapéuticos. En primer lugar, la incorporación diferencial (en células tumorales 

y no en células sanas) determina la selectividad de los compuestos. Alteraciones en los procesos de 
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incorporación pueden también determinar la aparición de resistencia tras un tratamiento prolongado. 

La susceptibilidad de un fármaco a generar resistencia puede limitar su utilidad clínica real, pero 

conocer los mecanismos habituales de resistencia puede permitir evitar resistencias cruzadas o diseñar 

terapias combinadas que minimicen este efecto. Finalmente, la misma incorporación diferencial 

indica que existe una característica diferencial entre células tumorales y sanas que podría servir de 

diana molecular, con estos u otros compuestos. Por todos estos aspectos es crítico conocer cómo se 

incorporan los ATLs a las células.

Uno de los aspectos analizados en el presente trabajo es el mecanismo que emplea Saccharomyces 

cerevisiae para incorporar ATLs desde el medio extracelular. La incorporación es un paso imprescindible 

para la toxicidad en levadura: empleando el análogo fluorescente de edelfosina Et-BDP-ET se observó 

en los mutantes lem3Δ y dnf2Δ, resistentes al compuesto, una incorporación reducida (ilustración 

24). En este sentido la levadura se comporta igual que las células tumorales, y podría ser un modelo 

para aquellos mecanismos de incorporación que se hallen conservados. 

Los ATLs se incorporan a través de flipasas de membrana

El primer paso para la incorporación de fosfolípidos y moléculas análogas en levadura es la 

asociación de las moléculas con la cara extracelular de la membrana plasmática. Una flipasa transloca 

entonces los compuestos a la cara citosólica. La flipasa de la MP es un heterodímero compuesto por 

una ATPasa de tipo P4 como subunidad catalítica (codificada por los genes DNF1 o DNF2)96 y la 

subunidad accesoria necesaria para su localización y estabilidad LEM395. Hanson y colaboradores 

determinaron que este sistema mediaba la incorporación de ATLs al observar que la mutación 

lem3Δ confería resistencia a edelfosina y miltefosina101. Cabría esperar una resistencia semejante 

en los mutantes en las subunidades catalíticas, que ha sido observada recientemente por Baldridge 

y Graham para la cepa dnf1Δ102. El screening de resistencia aquí presentado confirma que la cepa 

dnf2Δ es también resistente a edelfosina y miltefosina. No se identificó en el screening la cepa dnf1Δ. 

Sin embargo, la flipasa de la MP tiene dos posibles subunidades catalíticas, y se ha demostrado que 

DNF2 es más importante que DNF1 en el transporte de análogos fluorescentes de fosfolípidos96 o 

de lisofosfolípidos marcados radiactivamente100. Los resultados obtenidos encajan por lo tanto con 

el modelo establecido por el que la flipasa de MP (compuesta por el heterodímero Lem3p/Dnf2p y, 

minoritariamente, Lem3p/Dnf1p) media la incorporación de ATLs.

La resistencia a ATLs observada en los mutantes de la flipasa de MP se había explicado 

previamente como consecuencia de un defecto en la incorporación de los mismos. No obstante, no 

se había observado directamente tal defecto en la incorporación de edelfosina, que en estos mutantes 

se había observado con otros análogos de la fosfatidilcolina96,100. Mediante el empleo de análogos 

fluorescentes de edelfosina se ha confirmado aquí que los mutantes resistentes lem3Δ y dnf2Δ 

presentan una reducida incorporación respecto a las células WT (ilustración 24). La incorporación 
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de estos análogos mimetiza la de los ATLs originales, ya que se ha podido confirmar empleando 

edelfosina marcada radiactivamente que el mutante lem3Δ presenta una reducida incorporación. 

Existe además una buena correlación entre la incorporación (lem3Δ < dnf2Δ << WT, ilustración 24) y 

la sensibilidad de las tres cepas a edelfosina (ilustración 20 A), lo que confirma que la incorporación 

es esencial para la toxicidad de estos compuestos en S. cerevisiae.

Los ATLs son transportados desde la membrana plasmática al 
retículo endoplásmico y/o a la vacuola

Tras la incorporación a la capa citosólica de la MP los análogos fluorescentes de la edelfosina 

son internalizados a estructuras internas. Las estructuras más frecuentemente observadas por 

microscopía de fluorescencia son dos, y presentan morfología anular. Se ha identificado una de 

ellas como la membrana vacuolar, al ser este orgánulo visible en las imágenes correspondientes de 

microscopía DIC. La otra estructura se corresponde con el retículo endoplásmico, como puede 

comprobarse por colocalización con los marcadores fluorescentes del RE Elo3GFP y Sec63GFP, 

o por ser la estructura anular que envuelve el núcleo, indicado por el marcador nuclear Sik1RFP 

(ilustración 26). La acumulación en el RE aparece en la mayoría de las células, con o sin acumulación 

en la vacuola simultáneamente. Sin embargo, la deficiente fluorescencia de los análogos empleados 

hizo difícil esta cuantificación. Una alternativa podría ser realizar experimentos de fraccionamiento 

celular para separar el RE de otras membranas y cuantificar, con edelfosina marcada radiactivamente, 

la acumulación en cada orgánulo del compuesto. Esta estrategia permitiría confirmar los resultados y 

determinar con precisión el porcentaje promedio de edelfosina que se asocia a cada orgánulo.

No fue posible observar, ni siquiera tras incubaciones muy cortas con los análogos, una 

acumulación de los análogos fluorescentes de edelfosina en la MP. Sin embargo, un análogo 

fluorescente de miltefosina si se acumuló en la MP tras 5 minutos de incubación (ilustración 29). Tras 

un tratamiento más prolongado fue posible observar acumulación de dicho análogo en las vacuolas, 

pero no en el RE. Por tanto, los ATLs están sujetos a procesos de transporte tanto al RE como a la 

vacuola. En el mutante lem3Δ no se observó acumulación en ninguno de los dos orgánulos, lo que 

indica que la flipasa actúa con anterioridad a estos mecanismos de transporte, a los que expone los 

ATLs.

La incorporación de edelfosina y miltefosina presenta dos diferencias fundamentales. El análogo 

fluorescente de miltefosina se acumula en la MP antes de acumularse en estructuras internas, mientras 

que nunca llega a observarse en ese compartimento acumulación de los análogos fluorescentes de 

edelfosina. El tránsito de la edelfosina por la MP es por tanto más rápido que el de la miltefosina. 

Por otro lado, los dos ATLs parecen tener distintas afinidades por los mecanismos de transporte: 

mientras que la edelfosina es transportada tanto a la vacuola como al RE, la miltefosina no se acumula 

en cantidades significativas en el RE. Una posible vía de transporte a la vacuola es la vía endocítica: 
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los ATLs incorporados a la MP se incorporarían a las vesículas endocíticas, posteriormente a los 

endosomas y finalmente se acumularían en la vacuola. Bajo esta hipótesis, la acumulación de la 

miltefosina en la MP a tiempos cortos de tratamiento, y en las vacuolas a tiempos más largos de 

tratamiento, indicaría que la vía endocítica es un mecanismo de transporte de ATLs “lento”. La falta 

de acumulación de la edelfosina en la MP se debería a la presencia de un mecanismo alternativo de 

transporte de ATLs “rápido”, causante de la acumulación en el RE.

El modelo postulado, por tanto, es que la flipasa de la MP expone los ATLs a dos posibles 

mecanismos de transporte: la vía endocítica, mediante el cual se acumula el compuesto en la vacuola, y 

un mecanismo no endocítico, mediante el cual se acumula el compuesto en el RE. Existen alternativas 

a este modelo. Los ATLs podrían ser transportados secuencialmente de un orgánulo al otro. La falta 

de acumulación de miltefosina en el RE excluiría el transporte MP  RE  vacuola. Otra secuencia 

podría ser MP  vía endocítica y, desde ésta, transporte al RE (únicamente la edelfosina) o a la 

vacuola (edelfosina y miltefosina). Esto no explicaría sin embargo la acumulación en la membrana 

plasmática de la miltefosina pero no de la edelfosina. Con relación a esta hipotética vía, una de las 

primeras hipótesis que se manejó fue que existiera un transporte vía endocítica  RE mediado por el 

retrómero. Este complejo participa en la recuperación de proteínas del endosoma y su reciclaje a la red 

del trans-Golgi, desde la cual podría haber vías de transporte retrógrado hasta el RE. Sin embargo, los 

análogos de edelfosina se acumulan en el RE en los mutantes del retrómero, sin diferencias respecto 

al tipo silvestre (ilustración 28). Se confirmó finalmente que el transporte al RE es independiente de 

la endocitosis monitorizando la incorporación simultáneamente de marcadores de endocitosis y de 

un análogo de edelfosina. Dos experimentos independientes en los que la endocitosis estaba reducida 

(células WT a 4 ºC y un mutante end4, con un defecto en la vía endocítica) mostraron acumulación 

del análogo en el RE y ausencia de transporte de los marcadores de endocitosis (ilustración 27).

Estos experimentos apoyaron por tanto la idea de que existen dos vías de transporte de ATLs 

posteriores a la flipasa de MP: la vía endocítica (la vía “lenta”, a la vacuola) y otro mecanismo 

independiente (la vía “rápida” al RE). La independencia de ambas vías quedaría reflejada en sus 

distintas afinidades: la vía endocítica transportaría tanto edelfosina como miltefosina, mientras que 

la vía del RE sólo tendría afinidad por edelfosina. El transporte de edelfosina al RE se ha observado 

también en células tumorales, y su acumulación en el orgánulo se ha asociado con la aparición de un 

estrés en el RE. Este estrés induce apoptosis en algunos tipos tumorales a través de caspasa43,45 y se ha 

sugerido que podría activar la señalización proapoptótica mediante JNK46. Por tanto, el transporte de 

ATLs al RE es de especial interés, y un posible mecanismo homólogo en levadura podría servir como 

modelo experimental.

Nichols y colaboradores han estudiado el destino de análogos fluorescentes de fosfolípidos 

tras ser incorporados desde el medio extracelular. La localización de un análogo de fosfatidilcolina 
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(NBDC6-fosfatidilcolina, ver ilustración 5 D) es muy semejante a la de los análogos de edelfosina: en 

la vacuola y en el RE427. Con anterioridad al transporte a ambas localizaciones se produce la inserción 

del análogo en la MP y su translocación (flip); sin embargo, el transporte a la vacuola es dependiente 

de genes implicados en el transporte vesicular, mientras que el transporte al RE es dependiente de 

una proteína pero no del transporte vesicular427. A bajas temperaturas se bloquea el transporte a la 

vacuola, pero no al RE (al igual que se observó con el análogo de edelfosina PTE-ET). El transporte 

a la vacuola ocurre a través de un compartimento endosomal428. La similitud de los resultados del 

presente trabajo y los observados por Nichols y colaboradores sugieren que se trata, de hecho, de la 

misma situación, y refuerza la hipótesis anterior de las dos vías de transporte independientes.

Hay dos diferencias notables entre la internalización de edelfosina y del análogo de fosfatidilcolina. 

El primero compuesto se localiza en la membrana del orgánulo, mientras que el segundo se acumula 

en el lumen vacuolar. Los autores han explicado esta localización como una consecuencia de la 

degradación del análogo por enzimas vacuolares, liberándose al lumen vacuolar la cadena lateral 

portadora del fluoróforo427. Tal degradación no podría darse en los análogos de edelfosina al no ser 

el enlace éter hidrolizable. En segundo lugar, el transporte independiente de la ruta endocítica no 

llevaba únicamente a la acumulación del análogo en el RE, sino también en las mitocondrias. La 

localización de los análogos fluorescentes de edelfosina también se analizó junto con marcadores 

mitocondriales; sin embargo, y al contrario de lo observado por Nichols y colaboradores, no se observó 

una acumulación de edelfosina en la mitocondria de manera reproducible. Sólo se dio colocalización 

en casos muy puntuales, y en ningún caso se observó que los análogos de edelfosina se acumularan en 

estructuras morfológicamente semejantes a las mitocondrias. Los resultados no parecen sugerir que 

la edelfosina se acumule en las mitocondrias de levadura; no obstante, experimentos más sensibles 

(por ejemplo, tratamiento de las células con edelfosina marcada radiactivamente y aislamiento de la 

fracción mitocondrial de las células) serán necesarios para aclarar definitivamente este punto.

El posible mecanismo de transporte al RE es aún desconocido. El intercambio lipídico entre las 

membranas podría ocurrir por simple difusión, un mecanismo sugerido por Nichols para moléculas 

como la NBDC6-fosfatidilcolina en virtud de la corta longitud de sus cadenas alifáticas429. Moléculas 

como los ATLs, con cadenas más largas, serían más hidrofóbicas, y el transporte espontaneo entre 

membranas a través de un medio acuoso sería energéticamente poco favorable. Una alternativa sería 

la participación de proteínas transportadoras de lípidos. En este sentido, se ha demostrado que el 

ergosterol es transportado entre el RE y la MP en ambos sentidos mayoritariamente por mecanismos 

no vesiculares. Se ha propuesto que proteínas de la familia OSH actúan como transportadores de 

ergosterol, aunque hay evidencias contradictorias430. Los fosfolípidos y moléculas análogas, como los 

ATLs, podría transportarse de manera semejante asociadas a proteínas específicas.
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Es improbable que S. cerevisiae haya adquirido durante su evolución mecanismos de 

incorporación y transporte específicos para ATLs, que son compuestos sintéticos no presentes en la 

naturaleza. Riekhof y Voelker han propuesto que existen mecanismos en levadura que permiten el 

aprovechamiento como nutriente de la lisofosfatidilcolina (LPC) exógena. La fosfatidilcolina puede 

sintetizarse en levadura a partir de colina o por metilación de fosfatidiletanolamina, que a su vez 

se sintetiza a partir de etanolamina o serina. Otra ruta biosintética posible es la acilación de LPC 

(ilustración 4), un proceso energéticamente menos costoso. Durante el crecimiento de la levadura 

en materia orgánica en descomposición, la disponibilidad en el medio extracelular de LPC (o de 

fosfatidilcolina) permitiría por tanto su aprovechamiento directo como nutrientes, con el consiguiente 

ahorro energético. La flipasa de membrana anteriormente mencionada sirve como vía de entrada a la 

célula de LPC100; de hecho ésta podría ser su principal función, con independencia de que participe 

en el mantenimiento de la asimetría lipídica de la MP en colaboración con otros transportadores. 

Una vez incorporada en la cara citosólica de la membrana, un ácido graso es transferido a la LPC 

para transformarla en fosfatidilcolina. Dado que la aciltransferasa Ale1p se encuentra en el retículo 

endoplásmico431, esta transformación requiere una vía de transporte MP  RE que emplea mecanismos 

aún por determinar100. La célula es capaz de incorporar y aprovechar la LPC a una velocidad que 

excede la síntesis normal de fosfatidilcolina, y de hecho parte de la LPC se cataboliza parcialmente 

a metabolitos de colina que pueden aprovecharse para la síntesis de novo, que también ocurre en el 

RE100. Por tanto, la incorporación de LPC se asocia con su transporte al RE para formar una vía muy 

eficiente de aprovechamiento de este nutriente. Esta vía parece corresponderse con los procesos que 

sufre la edelfosina: incorporación a través de la flipasa de MP y transporte al RE. Dada la semejanza 

que la estructura molecular de la edelfosina presenta con la LPC (ilustración 5 B y C), podría ser 

sustrato de los mismos mecanismos que afectan a la LPC94. Una vez localizada en el RE, sin embargo, 

los enlaces éter impedirían su degradación y transformación. La presencia de dos pasos distintos en 

esta vía explica además el comportamiento distinto de la miltefosina. Las diferencias estructurales 

entre edelfosina y miltefosina no serían relevantes en la flipasa de MP, y ambos ATLs compartirían esa 

parte inicial de la vía. Sin embargo, el mecanismo de transporte al RE sería sensible a esas diferencias, 

y sólo el ATL más semejante a la lisofosfatidilcolina sería transportado eficientemente al RE.

El transporte de la MP al RE también podría tener lugar en dominios específicos de ambos 

compartimentos que estuvieran próximos, lo que facilitaría el transporte entre los mismos. El retículo 

endoplásmico en levadura está formado, además de por una región perinuclear, por extensiones 

que irradian hacia la periferia y se localizan en la proximidad de la membrana plasmática, la región 

cortical. La función de este RE cortical no es bien conocida; sin embargo, se sabe que está enriquecido 

respecto al resto del RE en proteínas encargadas de la biosíntesis lipídica, lo que se cree que facilita la 

exportación de lípidos de nueva síntesis a la MP432. El RE cortical podría así ser una plataforma que 

facilitara el intercambio lipídico con la membrana, y asociarse a proteínas transportadoras de lípidos. 
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La futura caracterización funcional del RE cortical podría por tanto revelar posibles candidatos a 

mediar el transporte de ATLs. Una posibilidad más para identificar este mecanismo sería cribar la 

colección de mutantes y aislar aquellos en los que los análogos de edelfosina se acumularan sólo 

en la vacuola y no en el RE. Sin embargo, la labilidad de los análogos convierte la adquisición de 

imágenes en un proceso laborioso y poco productivo, por lo que tal screening podría no resultar 

exitoso. Una estrategia más prometedora podría deducirse de los experimentos de Riekhof y Voelker, 

que sugirieron que la vía de transporte de edelfosina es la que sigue la lisofosfatidilcolina exógena. 

Una cepa auxótrofa para fosfatidilcolina es capaz de crecer en presencia de LPC, al incorporarla y 

transportarla al RE para convertirla en fosfatidilcolina; por tanto, mutaciones en esos dos procesos 

impedirían a la cepa crecer. Esta cepa podría emplearse para un screening de mutantes con defectos en 

el crecimiento en presencia de lisofosfatidilcolina en el medio. Estos mutantes serían candidatos para 

presentar también defectos en la incorporación o el transporte al RE de edelfosina.

AGP2 y DOC1 participan en la incorporación de edelfosina

El análisis de los mutantes resistentes a edelfosina con una reducida incorporación del compuesto 

permitió identificar qué genes eran esenciales para dicho proceso (ilustración 25). De los tres genes 

identificados, el papel de LEM3 en la incorporación de edelfosina ya era conocido. Por el contrario, 

AGP2 y DOC1 participan en procesos aparentemente no relacionados con la incorporación y no se 

había descrito anteriormente en sus mutantes un defecto en la misma. Es destacable también que, al 

contrario de lo que ocurría con lem3Δ y dnf2Δ, agp2Δ y doc1Δ fueron resistentes sólo a edelfosina 

pero no miltefosina.

AGP2 codifica un transportador de aminoácidos putativo, situado en la membrana plasmática y 

que participa en la incorporación de distintos compuestos: aminoácidos (transporte de baja afinidad 

e inducible), carnitina, poliaminas y bleomicina A5 (una forma de bleomicina cuyo extremo amino 

terminal es idéntico a la poliamina putrescina)433–436. Debido a su diversidad de sustratos se ha 

sugerido que AGP2 regula a otros transportadores además de, o en lugar de, ser un transportador 

en sí mismo435. Curiosamente, agp2Δ se identificó en otro screening que empleaba la colección de 

mutantes de deleción, identificándose como mutante hipersensible a PAF (1-O-hexadecil-2-acetil-

glicerofosfocolina)437. De los diez mutantes hipersensibles a PAF identificados en dicho trabajo, tres 

aparecieron también mostraron hipersensibilidad a edelfosina (bem1Δ, snf6Δ y spo14Δ, ver tabla supl. 

2), lo que sugiere que el mecanismo de acción de PAF y edelfosina está conservado parcialmente. 

agp2Δ fue, sin embargo, sensible a PAF y lisoPAF (1-O-hexadecilglicerofosfocolina), pero resistente a 

edelfosina. Las moléculas de PAF y lisoPAF son muy semejantes estructuralmente a la edelfosina, pero 

se desconoce si son también transportadas por la flipasa de la membrana plasmática. Los estudios 

existentes acerca de la función de AGP2 son insuficientes para sugerir una función clara para este gen, 
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y por el momento no hay un modelo claro de cómo puede interactuar con el mecanismo de acción 

de edelfosina.

 DOC1 codifica un adaptador del complejo promotor de la anafase. La función de este 

complejo multiproteico es la modificación por ubiquitinación de varias proteínas, promoviendo 

su degradación438. Entre sus sustratos se incluyen ciclinas, y a través de su degradación el complejo 

regula la progresión del ciclo celular. La mayoría de las subunidades del complejo son esenciales 

(APC1/2/4/5/11, CDC16/20/23/27), por lo que no aparecen en la colección de mutantes de deleción. 

Doc1p participa en el reconocimiento por este complejo de sus substratos439, y en este proceso 

coopera con Cdh1p, cuyo mutante también resultó ser resistente a edelfosina. No está claro el rol 

que estos genes pueden jugar en la incorporación de ATLs, ya que no tienen una relación funcional 

aparente con las flipasas conocidas. La función última del complejo es la regulación de la actividad 

de otras proteínas, lo que sugiere que Doc1p no es un transportador en sí mismo, pero participa en 

la regulación de un transportador.

AGP2 y DOC1 participan en la incorporación de edelfosina y representan mecanismos no 

descritos anteriormente para este proceso. Los dos mutantes comparten además otra característica 

por la que son de especial interés: sus mutantes son resistentes a edelfosina pero no a miltefosina, 

mientras que los mutantes de la flipasa de MP presentaban resistencia a ambos ATLs. Estudios futuros 

deberían revelar más acerca del papel exacto que estos genes juegan en la incorporación de los ATLs. 

Doc1p participa en un complejo que regula a otras proteínas, y se ha sugerido que Agp2p podría 

actuar como regulador de otros transportadores. Una hipótesis a considerar es que Agp2p y Doc1p 

podrían intervenir en el transporte de edelfosina mediante la regulación de la flipasa de MP.

Relevancia fisiológica de la internalización de edelfosina al retículo 
endoplásmico      

El transporte de edelfosina al RE no se ve afectado en mutantes del retrómero o en el mutante 

end4tspep4Δ, por lo que es independiente de la ruta endocítica. Sin embargo, en ambos casos la 

mutación provocó una resistencia a edelfosina. En el modelo más simple, la toxicidad de la edelfosina 

es consecuencia de la alteración de algún proceso biológico o una combinación de los mismos; por 

tanto, la ausencia de toxicidad implica que no se producen esas alteraciones. Según esta lógica, la 

acumulación de edelfosina en el RE no puede ser, en sí misma, la única alteración que provoca la 

toxicidad, al darse tal acumulación también en mutantes resistentes.

La independencia observada en el mutante end4tspep4Δ entre la internalización de edelfosina al 

RE y su defecto en endocitosis podría deberse a que ambos procesos son independientes. La resistencia 

de ese mutante y otros con defectos en endocitosis (myo5Δ, end3Δ, ldb17Δ, rho4Δ) indicarían que la 

endocitosis participa en un proceso esencial para la toxicidad del fármaco. La internalización al RE, 
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por su parte, podría tener varios papeles en la toxicidad final. Podría ser completamente irrelevante, 

representando únicamente un fenómeno secundario a los procesos que verdaderamente llevaran a la 

toxicidad celular (ilustración 72 A). No se puede descartar sin embargo que participe en la toxicidad 

final mediante algún mecanismo posterior a la internalización, o incluso que regule al mismo 

mecanismo en el que está implicada la endocitosis. Esta participación podría ser prescindible, con lo 

que el mecanismo responsable de la toxicidad procedería incluso en ausencia de internalización al RE 

(ilustración 72 B), o esencial, en cuyo caso ambos procesos serían fundamentales para la toxicidad 

celular (ilustración 72 C). Funcionalmente semejante a este modelo, el mecanismo dependiente 

de la endocitosis podría actuar después de la internalización al RE (ilustración 72 D). No puede 
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RE

Toxicidad
celular
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RE

Toxicidad
celular
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RE

Toxicidad
celular
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Ilustración 72: modelos de la relevancia de la internalización de la edelfosina al RE en la toxicidad 
final por este compuesto. Las dos flechas negras representan el proceso en el que participa la 
endocitosis () y el proceso de internalización de la edelfosina al RE (g). A: Modelo en el que la 
internalización es irrelevante para la toxicidad final. B: modelo en el que la internalización al RE 
participa en la toxicidad final –directamente o a través del proceso dependiente de la endocitosis– 
pero es prescindible para la misma. C: modelo en el que ambos procesos son paralelos y esenciales 
para la toxicidad. D: modelo en el que ambos procesos son esenciales y actúan consecutivamente.
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concluirse ninguno de los modelos aquí presentados a partir de los datos de los que se dispone en 

estos momentos, y la relevancia de la internalización al RE de la edelfosina para la toxicidad sólo 

podría aseverarse si se identificara un mutante con un defecto en este proceso. 

La sensibilidad al tratamiento con edelfosina aumenta ligeramente en presencia de DTT 

(ilustración 66), lo que podría indicar un papel para el estrés del RE en la toxicidad. Esta hipótesis 

sería de especial interés, ya que el estrés de RE es un determinante de la apoptosis inducida por 

edelfosina en varios tipos tumorales43,45. Sin embargo, la relevancia de este mecanismo no ha sido 

suficientemente contrastada en los experimentos presentados en este trabajo. De hecho, si el estrés de 

RE contribuyera a la toxicidad por edelfosina, los defectos en la respuesta de proteínas mal plegada 

incrementarían la susceptibilidad de la célula al compuesto. Sin embargo, no se identificaron en el 

screening de sensibilidad mutantes en los genes fundamentales para dicha respuesta, IRE1 y HAC1. 

Por tanto, las causas de la mayor sensibilidad en presencia de DTT deberán ser estudiadas con 

profundidad en el futuro. Con los resultados actuales es prematuro asumir que dicho estrés participa 

en el proceso de toxicidad por edelfosina.

Perspectivas del estudio de la incorporación de ATLs en células 
tumorales empleando la levadura como modelo

Se han propuesto para la incorporación de ATLs en células tumorales mecanismos endocíticos83,84 

o independientes de endocitosis85,86. Debido a la evidencia experimental a favor de cualquiera de los 

dos modelos se ha hipotetizado que ambos podrían participar en la incorporación, predominando uno 

u otro en función del tipo celular64,440. Las observaciones aquí presentadas acerca de la incorporación 

de ATLs en levadura permiten reexaminar desde otra óptica estos resultados.

El grupo de Wim J. van Blitterswijk ha propuesto que en células S49 (derivadas de un linfoma 

murino) la incorporación de perifosina se produce fundamentalmente a través de una vía endocítica 

dependiente de lipid rafts83. Este mecanismo fue posteriormente extendido a otros ATLs en células 

S4987 y, para perifosina, a células HeLa90 (derivadas de un carcinoma de cuello uterino). Han 

demostrado que la incorporación en estas células se reduce empleando los inhibidores de endocitosis 

monensina83 o clorpromacina440, baja temperatura90 (que bloquea la endocitosis) o un alelo dominante 

negativo de la dinamina90. La incorporación era además bloqueada por depleción de colesterol o de 

esfingomielina, dos componentes de los lipid rafts en células de mamífero83,87. De acuerdo con esto, 

se comparó la incorporación de marcadores de endocitosis en células S49 y en una línea derivada 

(S49AR) que ha adquirido la capacidad de incorporar menos ATLs y, como consecuencia, se muestra 

resistente a los mismos. Se observó que los marcadores de endocitosis de fase fluida y dependiente de 

receptor eran idénticos en la línea resistente y en la sensible83. En vista de esto se interpretó que la vía 

de entrada de los ATLs era la endocitosis mediada por LR, y de hecho se demostró posteriormente 

que la línea S49AR poseía un defecto en la síntesis de esfingomielina441, un componente de los LR.
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Algunas cuestiones impiden interpretar estos resultados como evidencia inequívoca de 

internalización de los ATLs por endocitosis. En primer lugar, no se ha demostrado que la vía 

endocítica sea la única ruta de entrada de ATLs en las células estudiadas. Ni la depleción de colesterol 

o el tratamiento con inhibidores de la endocitosis en las células S49 ni la mutación presente en las 

células S49AR logran disminuir completamente la incorporación de ATLs. En todas esas condiciones 

se mantiene un nivel mínimo de incorporación, que no es achacable a mecanismos endocíticos. 

Muñoz-Martínez y colaboradores también observaron, en una línea derivada de carcinoma humano 

(KB), un nivel basal de incorporación de perifosina que se mantenía incluso a baja temperatura, 

en presencia de inhibidores de endocitosis o depleción de colesterol91. Sin embargo, sí era posible 

abolir completamente la incorporación de marcadores de endocitosis con estos tratamientos91. Esto 

puede interpretarse como la presencia de dos mecanismos separados de incorporación en células KB 

(endocítico y no endocítico). Otra opción es que haya un único mecanismo, pero que su actividad 

pueda reducirse parcialmente mediante los inhibidores de endocitosis, la depleción de colesterol 

o la baja temperatura. De acuerdo con esta última explicación, los inhibidores de endocitosis y la 

depleción de colesterol bloquean la incorporación de manera semejante tanto a baja temperatura 

(en ausencia de endocitosis) como a 37 ºC. Un candidato a mediar este transporte era una flipasa 

de MP. Analizando la actividad de esta flipasa midiendo la incorporación de un sustrato conocido 

de la misma (un análogo fluorescente de fosfatidiletanolamina) se demostró que la actividad de esta 

flipasa se reducía mediante el tratamiento con inhibidores de endocitosis o depleción de colesterol, 

y también mediante RNA de interferencia contra dinamina o clatrina. Posteriormente se confirmó 

que la incorporación de perifosina en células KB era dependiente de una flipasa de membrana92. Se 

comprobó además en otras 13 líneas celulares que no existía una correlación entre los niveles de 

incorporación de perifosina y de marcadores de endocitosis (de fase fluida o LRdependiente)92, por lo 

que dichas líneas podrían comportarse de manera semejante a las células KB.

Los resultados de Muñoz-Martínez y colaboradores muestran las limitaciones de estudiar el papel 

de la endocitosis en la incorporación de ATLs simplemente mediante la inhibición de dicho proceso. 

Aunque en las células S49 sí se observó una correlación entre incorporación de ATLs y endocitosis 

LR-dependiente, la actividad flipasa no fue examinada en esas células. Los inhibidores y condiciones 

empleadas para reducir la endocitosis en S49 podrían, al igual que ocurría en células KB, afectar a la 

flipasa de MP. Hay que tener en cuenta que los inhibidores de la endocitosis empleados no bloquean 

únicamente la endocitosis. La monensina es un ionóforo que permite el antiporte Na+/H+ a través 

de membranas biológicas, lo que altera el pH, morfología y función de endosomas y TGN442. Como 

consecuencia, se inhibe el reciclaje de receptores a la MP y la endocitosis mediada por receptores. La 

especificidad de la clorpromazina es aún más dudosa, dado que no se ha determinado con exactitud 

su diana molecular. Es capaz de inhibir la endocitosis mediada por clatrina al impedir la asociación 

de este recubrimiento con la MP; sin embargo también parece afectar la asociación del recubrimiento 
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con cuerpos multivesiculares443. Por tanto, estos inhibidores podrían afectar además de la endocitosis 

a otros procesos como secreción o reciclaje de proteínas de la MP. Un caso semejante sería el alelo 

dominante negativo de dinamina, una proteína que actúa en la formación de vesículas recubiertas 

de clatrina, estrangulando las vesículas nacientes hasta separarse las mismas de la membrana de 

origen. El dominante negativo afectaría a todas las vesículas recubiertas de clatrina: no sólo las 

endocíticas formadas en la MP, sino las relacionadas con secreción y reciclaje formadas en el TGN y 

endosomas444. La depleción de colesterol podría afectar a la afinidad de los ATLs por las membranas, 

y también impedir la asociación con la MP de proteínas implicadas en el transporte de ATLs por 

mecanismos no endocíticos. Ambas posibilidades provocarían una incorporación reducida de ATLs 

con independencia de que la endocitosis LR-dependiente se viera también afectada. En resumen, las 

condiciones ensayadas tienen efectos muy diversos, y afectan a procesos (secreción y reciclaje) de los 

que depende la presencia de algunas proteínas de MP. Parece necesario evaluar al menos la función 

de la flipasa de la membrana plasmática en las células S49 para validar que la incorporación de ATLs 

sucede por endocitosis, como se ha propuesto.

En este trabajo se ha postulado también que, en levaduras, la depleción de los esteroles en la MP 

podría evitar la entrada de ATLs en las células, lo que reduciría su toxicidad. Uno de estos ATLs, la 

edelfosina, se transporta por dos vías independientes al interior celular, siendo una de ellas (la dirigida 

al RE) independiente de endocitosis. En el mutante lem3Δ de la flipasa de membrana plasmática no se 

produce internalización de edelfosina por ninguna de estas vías. Por tanto, tanto la asociación de los 

ATLs con los lipid rafts de la MP como su translocación a través de la flipasa de MP parecen ser pasos 

previos para otros procesos de transporte de los ATLs. En ese sentido la levadura podría ser un modelo 

alternativo en el que los lipid rafts, la flipasa de MP y la endocitosis no supondrían vías distintas y 

paralelas de incorporación. Otro aspecto relevante es la relación del mecanismo de transporte con el 

compartimento celular donde los ATLs ejercen su efecto citotóxico. La toxicidad de estos compuestos 

sobre las células S49 y HeLa depende de la inhibición de la síntesis de fosfatidilcolina, que tiene lugar 

en el RE83,90, y de hecho se ha observado acumulación de un análogo fluorescente de edelfosina en el RE 

de células HeLa44. El tránsito de los ATLs desde intermedios endocíticos al RE no se ha observado ni 

se corresponde con los procesos habituales de transporte mediados por vesículas. A ese respecto sería 

importante conocer si existe, en células de mamífero, un mecanismo de translocación entre la MP y 

el RE independiente de tráfico endosomal semejante al propuesto en levaduras. La caracterización 

en este último organismo de dicho mecanismo podría servir como modelo para identificar posibles 

componentes homólogos en mamíferos.



181

La internalización y degradación de Pma1 es 
un elemento crítico del mecanismo tóxico de 
edelfosina

La endocitosis es necesaria para el efecto tóxico de la edelfosina

Con independencia de su participación en el transporte de los ATLs, la endocitosis es un 

proceso importante para la toxicidad de, al menos, la edelfosina. El análisis bioinformático señaló 

esta idea, al identificar entre los mutantes del screening de resistencia un grupo enriquecido en genes 

relacionados con este proceso (MYO5, END3, LDB17, RHO4 y VPS1, que codifica una proteína 

semejante a la dinamina con múltiples funciones, entre ellas la endocitosis). Aun tratándose de un 

número relevante, y siendo el enriquecimiento de los genes de esta categoría significativo según el 

algoritmo empleado, el número de genes implicados en endocitosis es mayor, habiéndose descrito 

cerca de 50333. Hay varias explicaciones para esta aparente discordancia. Múltiples componentes de la 

maquinaria endocítica son esenciales para la célula (complejo ARP2/3, LAS17, ACT1 o PAN1), por 

lo que no todos los genes de endocitosis están representados en la colección de mutantes de deleción. 

Mutantes de otros genes pueden presentar un defecto sólo parcial de la endocitosis, insuficiente para 

proteger frente a los ATLs. En relación con esto algunos reguladores de la endocitosis son parcial 

o totalmente redundantes (ARK1/PRK1445, ENT1/ENT2446, INP51/INP52/INP53447, PKH1/PKH2448, 

RVS161/RVS167449, SAC6/SCP1450, YCK1/YCK2451). En tal caso no se esperaría un fenotipo fuerte 

de mutantes de deleción de un solo gen. Finalmente, ciertos mutantes sufren tales alteraciones que 

impiden su crecimiento normal, por lo que no es posible su detección en el screening, pero puede 

comprobarse su resistencia mediante otros mutantes. Puede ser el caso de END4, no presente entre 

los mutantes resistentes; sin embargo, un mutante termosensible end4ts mantiene la funcionalidad 

suficiente para permitir la viabilidad celular, y en combinación con otra mutación (un doble mutante 

end4tspep4Δ) sí confiere resistencia al compuesto.

Otro factor que podría explicar el reducido número de genes de endocitosis detectado en el 

screening podría ser la existencia de mecanismos alternativos de endocitosis. Los mutantes de los genes 

de clatrina presentan un defecto en endocitosis parcial solamente452. Una explicación a este fenómeno 

sería que la clatrina interviene en pasos tempranos del proceso endocítico y aumenta la efectividad del 

mismo, sin ser esencial453. Otra interpretación sería la existencia en S. cerevisiae de dos mecanismos 

endocíticos paralelos: dependiente e independiente de clatrina. Recientemente se ha descrito una 

ruta endocítica con las características de este último mecanismo454. Si los mecanismos paralelos de 

endocitosis son funcionalmente redundantes en parte, las mutaciones en uno de los mecanismos no 

causarían un fenotipo de defecto de la endocitosis claro. Independientemente de la interpretación 

correcta, la maquinaria endocítica tiene una gran complejidad y existen redundancias funcionales 
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para algunos subprocesos y componentes; como consecuencia, ciertos mutantes disponibles en la 

colección empleada podrían carecer de un fenotípico endocítico acusado, lo que explicaría el número 

relativamente bajo de genes de endocitosis encontrado en el screening.

Los ATLs provocan la internalización de Pma1p

La primera hipótesis que se planteó acerca de la endocitosis en el mecanismo de toxicidad de 

edelfosina fue su papel en la incorporación del compuesto, pero los experimentos realizados a 4 

ºC y con el mutante end4pep4Δ descartaron ese papel. La resistencia observada en los mutantes de 

endocitosis se debería por tanto al bloqueo de la internalización de algún otro elemento distinto al 

ATL. La internalización de dicho elemento podría causar la toxicidad por dos mecanismos: bien por su 

incorporación a un compartimento nuevo (el interior celular) donde produciría un efecto no presente 

en las células tratadas, bien por su salida de su compartimento original (el espacio extracelular o la 

MP) donde cumplía una función importante para la viabilidad celular.

Uno de los candidatos que se presentó fue la ATPasa de la membrana plasmática Pma1. Un 

trabajo previo del laboratorio ya había demostrado anteriormente que el tratamiento con edelfosina 

provocaba la internalización de Pma1 a la vacuola y su degradación proteolítica305. En el presente 

trabajo se ha confirmado por microscopía de fluorescencia que el destino final de esta Pma1 

internalizada es la vacuola (ilustración 31 D). Este mecanismo de edelfosina fue además extendido 

a miltefosina y perifosina (ilustración 31 E-G). A falta de comprobar otros ATLs, la inducción de la 

internalización de Pma1 a la vacuola parece una característica común de esta familia de compuestos. 

Esta característica no parece deberse a un estrés celular provocado por fármacos más general: 

tratamientos con cicloheximida, brefeldina A o higromicina B no provocaron la internalización 

de Pma1. Por tanto, esta internalización es consecuencia del efecto específico de los ATLs sobre las 

células.

La internalización de Pma1 en presencia de edelfosina es bloqueada por bajas temperaturas 

(ilustración 40), lo que sugiere que sucede por endocitosis. Aunque la acumulación de Pma1 en la 

vacuola pudo observarse por microscopía de fluorescencia, no fue posible observar directamente su 

acumulación en pasos intermedios de la ruta endocítica. Sin embargo sí pudo seguirse la internalización, 

en células WT cuya endocitosis había sido temporalmente bloqueada mediante baja temperatura, del 

marcador de membranas de la vía endocítica FM 4-64 (ilustración 35). En el seguimiento del FM 

4-64 pudieron observarse invaginaciones y acúmulos intracelulares de pequeño tamaño, y finalmente 

la acumulación en la vacuola del marcador. Tal secuencia es compatible con la asociación de FM 

4-64 con la MP y su transporte, a través de vesículas endocíticas y endosomas, hasta acumularse 

finalmente en la vacuola. Pma1 fue monitorizado simultáneamente en estos experimentos, y no se 

observó su colocalización con las estructuras marcadas por FM 4-64. Ya que en condiciones normales 

Pma1 se concentra muy mayoritariamente en la MP, la conclusión de estos experimentos es que las 
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células excluyen a esta proteína del progreso por la vía endocítica para evitar su internalización. El 

mecanismo exacto de dicha exclusión podría ser un reciclaje activo desde las vesículas endocíticas 

de nueva síntesis a la MP o la exclusión topológica de los sitios de formación de dichas vesículas 

mediante la segregación de dominios ricos en Pma1.

Una de las consecuencias del tratamiento con ATLs fue la aparición de estructuras en las que se 

acumulaba Pma1GFP de gran tamaño, semejantes a invaginaciones de la MP, o vesículas adyacentes 

a la MP. La accesibilidad de estas estructuras a FM 4-64 a bajas temperaturas confirmó que se eran 

invaginaciones, con una continuidad con el resto de la MP (ilustración 35). En estas células tratadas 

con ATLs el marcador FM 4-64 se acumuló además en una segunda clase de estructuras, semejantes 

a las invaginaciones y acúmulos intracelulares observadas previamente en células sin tratar y 

postulados como intermedios de la ruta endocítica. Al igual que en las células sin tratar, Pma1 era 

excluido mayoritariamente de esta segunda clase de estructuras. Por tanto, en la MP de las células 

tratadas parecen formarse dos estructuras: las vesículas endocíticas, a través de las cuales tiene lugar 

la incorporación de FM 4-64 a la vía endocítica; y unas invaginaciones de mayor tamaño, de las cuales 

Pma1 no es excluido. Se desconoce por el momento la identidad de las invaginaciones surgidas a raíz 

del tratamiento con ATLs. Dado que estos compuestos se asocian a lípidos de membrana específicos y 

pueden alterar microdominios de membrana, las invaginaciones podrían ser dominios generados por 

la modificación local de la composición lipídica de la MP de levadura. De hecho, estas invaginaciones 

mostraron además un marcaje con FM 4-64 más intenso que el resto de MP, mientras que en las 

vesículas endocíticas la fluorescencia de la membrana era homogénea, lo que sugiere una composición 

diferencial respecto al resto de la MP. La función de estas invaginaciones es desconocida, al igual que 

su naturaleza. Ya que Pma1 no es excluido de las mismas, es tentador sugerir que representan el 

mecanismo de entrada de esta proteína a la vía endocítica y que, en última instancia, conduce a su 

acumulación en la vacuola. Si dicha interpretación es la correcta, existen dos procesos de transporte 

desde la MP: la endocitosis, que se produce en células tratadas o no tratadas y excluye a Pma1, y 

en células tratadas con ATLs un segundo proceso minoritario, a través de invaginaciones de mayor 

tamaño y a las que se incorpora Pma1. La internalización de Pma1GFP que inducen los ATLs no sería 

consecuencia de cualquier proceso endocítico, sino que comenzaría con la formación de estructuras 

específicas (invaginaciones). Estudios más detallados son necesarios para determinar la naturaleza 

exacta de estas invaginaciones y si de verdad median la incorporación de Pma1 a la vía endocítica.

La degradación de Pma1 es clave para la toxicidad de edelfosina

Pma1p es una proteína esencial para la viabilidad celular, por lo que el efecto deletéreo asociado 

a su internalización y degradación en la vacuola podría ser responsable de la toxicidad ejercida 

por los ATLs. Un mutante hipomórfico de PMA1 es hipersensible a la edelfosina (ilustración 36), y 

previamente se había demostrado que la sensibilidad celular a edelfosina podía aliviarse parcialmente 
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mediante la sobreexpresión de PMA1305. De acuerdo con eso, en el presente trabajo se ha observado 

que las células portadoras de una copia extra del gen en un plásmido centromérico (pRSPma1GFP) 

muestran, con respecto a las células portadoras del plásmido vacío, una sensibilidad ligeramente 

menor a edelfosina (ilustración 32). Tal efecto se observa también frente a los otros ATLs, miltefosina 

y perifosina. Esto concuerda con la cuantificación por microscopía de las células con internalización 

de Pma1p, en la que se observó que los tres ATLs provocan una internalización semejante de la 

proteína (ilustración 33). Dado que este proceso se ha demostrado relevante para la toxicidad en el 

caso de edelfosina, se esperaría que también lo fuera para los otros dos compuestos. La comparación 

entre las células con pRSPma1GFP y con el plásmido vacío parece confirmar que la internalización 

de Pma1p es relevante en la toxicidad de los tres ATLs. Es en todo caso un resultado preliminar que 

deberá ser validado en el futuro por un análisis de mayor sensibilidad. En la comparación de los tres 

compuestos deberá evaluarse hasta qué punto la degradación de Pma1p es esencial para su toxicidad, 

teniendo en cuenta además que la internalización que provocan es semejante pero no exactamente 

igual, como indicó la cuantificación realizada por microscopía (ilustración 33).

Pma1 es uno de los reguladores fundamentales del pH citosólico y evita su acidificación 

mediante el bombeo de protones al exterior celular. El pH determina el estado de protonación de 

los aminoácidos que forman las proteínas, por lo que su homeostasis es vital para la célula. El pH 

citosólico se puede monitorizar mediante la tinción acidotrópica quinacrina, una base diprótica 

permeable a las membranas que adquiere carga en los compartimentos ácidos, quedando retenida 

en los mismos. La quinacrina, que tiñe las vacuolas de las células en condiciones normales, pasa a 

teñir todo el citoplasma tras el tratamiento con edelfosina (305, ilustración 37 A-D). Sin embargo, tres 

mutantes resistentes a edelfosina analizados por la misma técnica mostraron una apariencia semejante 

(ilustración 37 E-J). Esto podría deberse a que la resistencia de estos mutantes tuviera su origen en 

un proceso no relacionado con Pma1. Sin embargo, el análisis por microscopía de la internalización 

de Pma1GFP sí sugirió que una mayor proporción de la proteína permanecía en la MP, respecto a 

la que sufría internalización (ilustración 39). Otra explicación a la tinción de estos mutantes con 

quinacrina podría ser una reducida sensibilidad de este método. La intensidad de la fluorescencia 

de quinacrina depende de la proporción de las moléculas protonadas y, por tanto, retenidas en el 

citosol. Sin embargo, la relación entre pH y proporción de las moléculas en su forma protonada sigue 

la ecuación de Henderson-Hasselbach, y no es lineal sino logarítmica. Por tanto, dada la constante de 

disociación de la quinacrina (pKa1 = 7,7), incluso una acidificación moderada del citosol provocaría 

que la mayoría de las moléculas se encontraran en su forma protonada y quedaran retenidas; en 

caso de haber una acidificación mucho mayor, el marcaje por quinacrina sería semejante, siendo 

la técnica inadecuada para distinguir tales diferencias. A la vista de estas deficiencias se empleó 

como sensor del pH citosólico una GFP sensible al pH455. Esto permitió confirmar que la edelfosina 

provoca acidificación citosólica (ilustración 38 A). Se analizó también uno de los mutantes resistentes 
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a edelfosina que presentaba internalización reducida de Pma1, comprobándose que sufría una menor 

acidificación del citosol (ilustración 38 C).

Varios mutantes identificados en los screenings presentan defectos en la homeostasis del pH 

citosólico, lo que confirma la idea de que la acidificación del citosol es un factor crítico para la 

toxicidad por edelfosina. Mutantes en la mayoría de subunidades de la ATPasa vacuolar provocaron 

hipersensibilidad a edelfosina. El pH citosólico es controlado conjuntamente por la acción de Pma1, 

que bombea protones al exterior celular, y la ATPasa vacuolar, que los secuestra en el lumen ácido de la 

vacuola200. Los mutantes de la ATPasa vacuolar son incapaces de acidificar correctamente la vacuola, 

lo que provoca un descenso del pH citosólico; además, en estos mutantes se observa la internalización 

de Pma1 a la vacuola y la degradación de la proteína200. Este fenotipo es notablemente semejante al 

observado en células tratadas con ATLs. Parece por tanto muy probable que estas mutaciones y el 

tratamiento con ATLs provocan, de manera aditiva, defectos funcionales sobre el mantenimiento del 

pH citosólico, a través de los dos mecanismos que la célula tiene para regular dicho pH: la ATPasa 

de la MP y la ATPasa vacuolar. De acuerdo con esta idea, el pH citosólico del mutante vma2Δ resultó 

menor y el tratamiento con edelfosina provocó una acidificación mayor (ilustración 38 B).

La hipersensibilidad a edelfosina observada en el mutante trk1Δ podría estar también relacionada 

con la homeostasis del pH. Pma1p consume ATP para bombear protones del citosol al medio 

extracelular. Esta energía se acumula como energía potencial en el gradiente electroquímico a través 

de la MP resultante. El gradiente electroquímico está compuesto por dos componentes: el gradiente 

químico de protones (más concentrado en el exterior) y una diferencia en la distribución de cargas 

a ambos lados de la MP (positiva en el exterior). El bombeo de protones es por tanto un proceso 

electrogénico, y conlleva la aparición de un potencial transmembrana. Sin embargo, la diferencia 

de cargas provocada por Pma1p impulsa la entrada de otras especies cargadas positivamente en 

sentido opuesto (del medio extracelular hacia el citosol); de hecho, el potencial que genera Pma1 

es suficientemente elevado como para impulsar la incorporación de K+ en contra del gradiente 

químico del catión, que está más concentrado en el citosol que en el medio extracelular. El potencial 

transmembrana existente en la célula es la combinación de dos procesos opuestos: su generación, por 

Pma1p, y su consumo por las corrientes de retorno (mayoritariamente K+). Ya que el transportador 

principal de K+ es Trk1p, en un mutante trk1Δ existe un defecto en este transporte de cargas contrario 

a la acción electrogénica de Pma1p, y como resultado el potencial eléctrico transmembrana resultante 

es mucho mayor201. Otra consecuencia de la falta de la principal corriente de retorno es que para 

mantener el potencial eléctrico transmembrana la célula necesita una corriente de protones a través 

de Pma1p mucho menor. Por tanto, se esperaría que las células del mutante trk1Δ mantuvieran 

un gradiente de protones menos acusado a través de la MP. En concordancia con esta idea, unas 

condiciones análogas (células WT incubadas en medio sin K+) resultan en un pH citosólico más 

reducido que en presencia de potasio y una acidificación del medio extracelular más lenta, indicativos 
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de una menor actividad de la ATPasa de MP456. Como consecuencia de la menor actividad de Pma1p 

en el mutante trk1Δ, su capacidad de tamponamiento del pH citosólico será reducida, lo que podría 

explicar su mayor sensibilidad a edelfosina. El caso contrario podría darse en el mutante resistente 

yhc3Δ, cuya Pma1p es constitutivamente más activa357. Esta mayor actividad podría contrarrestar la 

pérdida de proteína en la MP y ser el origen de la resistencia del mutante.

Otros mutantes que se identificaron en el screening de sensibilidad a edelfosina y que podrían 

relacionarse con la homeostasis del pH son SNF1, SNF4 y SIP3. Los dos primeros son los componentes 

centrales del mecanismo que circunvala la represión por glucosa en S. cerevisiae: su activación induce 

la expresión de genes específicos que alteran el metabolismo celular, activan la respiración y el 

aprovechamiento de fuentes de carbono distintas a la glucosa. SIP3 codifica un factor de transcripción 

que es activado por Snf1p457, por lo que la hipersensibilidad de los tres mutantes podría deberse a 

un defecto funcional semejante. Una de las funciones descritas para Snf1p es la activación de los 

canales de K+ Trk1/2p458. La sensibilidad de los tres mutantes podría deberse a la inactivación de este 

transporte, del mismo modo descrito para el mutante trk1Δ. En relación a esta hipótesis, se ha descrito 

un screening de mutantes de deleción auxótrofos para inositol, además de genes de la ruta biosintética 

de este compuesto, varios mutantes que coincidieron con los resistentes a edelfosina459. Entre estos 

mutantes coincidentes en ambos screenings se encontraban varios relacionados con la homeostasis 

del pH: TRK1, 13 de los genes VMA (11 coincidentes con los del screening de edelfosina) y un alelo 

hipomórfico de PMA1. Esto llevó a postular y demostrar que un bajo pH citosólico provocaba dicha 

inactivación de la biosíntesis de inositol. Curiosamente, los mutantes en los genes SNF1 y SNF4 

también presentaron la auxotrofía, pero sólo cuando el medio de cultivo era más ácido de lo normal. 

Los resultados de este estudio parecen por tanto confirmar un papel en la homeostasis del pH celular 

para SNF1 y SNF4, al igual que para genes (TRK1, PMA1, VMA) con papel ya conocido. La alteración 

de esa función en los mutantes snf1Δ y snf4Δ podría ser la causa de su hipersensibilidad a edelfosina.

Un factor externo que puede influir en el pH citosólico es el pH del medio de cultivo. Los 

estudios de la relación entre ambas magnitudes han demostrado que incrementos en el pH del medio 

provocan aumentos moderados en el pH citosólico200,456,460. Un estudio ha postulado, por el contrario, 

que la levadura puede mantener estable su pH citosólico con independencia del pH externo, dentro de 

un amplio rango de esta última magnitud455. En todo caso, la capacidad de la célula de mantener un 

pH citosólico estable depende de la función de Pma1. Estudios con mutantes de Pma1 mostraron una 

correlación entre la actividad de la ATPasa y la sensibilidad a un pH extracelular bajo461, así como 

entre actividad de la ATPasa y pH citosólico460. Parece lógico que en un medio ácido el gradiente 

de pH entre el medio y el citosol sea más acusado, aumentando la entrada de protones al citosol y 

acidificándose este como resultado (aunque la acidificación sea contrarrestada en gran medida por 

los mecanismos celulares de homeostasis de pH). Es por ello de esperar que la toxicidad de edelfosina, 

dependiente de la internalización de Pma1, aumente en un medio ácido. De acuerdo a eso, se observó 
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que la sensibilidad a edelfosina era mayor en un medio con pH 3 que en uno con pH 5320. Otro factor 

externo con capacidad de afectar el pH citosólico es la fuente de carbono presente en el medio, al ser 

la glucosa un activador de la ATPasa462. El tratamiento con ATLs es más tóxico en medio con glicerol 

como única fuente de carbono que en medio con glucosa (ilustración 48). Una función ATPasa más 

reducida en medio con glicerol podría hipersensibilizar a las células frente a la internalización de 

Pma1 promovida por los ATLs. Sin embargo, la influencia de la fuente de carbono sobre la toxicidad 

de los ATLs es seguramente pleiotrópica al afectar, además del pH citosólico, a otros determinantes 

de la toxicidad como la mitocondria.

Los resultados expuestos en este trabajo confirman que para la toxicidad por edelfosina es 

esencial la internalización y degradación de Pma1, como habían sugerido resultados anteriores305. 

Se ha demostrado además que esta degradación provoca una caída del pH citosólico, y que esta 

acidificación provoca toxicidad celular: en condiciones que exacerban dicha acidificación aumenta 

la sensibilidad a edelfosina. Solamente una parte de los experimentos se realizó con miltefosina y 

perifosina. Aunque los tres compuestos provocan internalización de Pma1 en un número comparable 

de células, la cuantificación por microscopía no permite saber si la pérdida de función ATPasa 

resultante es también comparable en los tres casos. Una de las observaciones que sugiere que los tres 

ATLs provocan acidificación citosólica, y que esta interviene en la toxicidad, es la mayor sensibilidad 

de los tres compuestos con glicerol como fuente de carbono que en presencia de glucosa. Esto no es sin 

embargo concluyente, ya que la fuente de carbono puede tener múltiples efectos en el metabolismo que 

podrían influir en la sensibilidad a los compuestos. Por lo tanto, para confirmar si la internalización 

de Pma1 juega un papel en la toxicidad de miltefosina y perifosina sería necesario realizar con estos 

compuestos los experimentos llevados a cabo con edelfosina.

La internalización de Pma1 tiene lugar mediante tráfico vesicular a 
través del endosoma

El mecanismo de toxicidad por edelfosina presentado en este trabajo postula que Pma1 se 

internaliza por endocitosis y, a través de la ruta endocítica, alcanza la vacuola, donde es degradada. El 

tráfico vesicular mediado por endosomas participaría, en el mecanismo propuesto, en el transporte 

de Pma1. Mutaciones que evitaran la progresión de Pma1 hacia el compartimento degradativo 

final (la vacuola) prevendrían, por tanto, la toxicidad por edelfosina. En este trabajo se plantea la 

hipótesis de que las alteraciones en el tráfico vesicular que muestran los mutantes de distintos genes 

endosomales evitan esta progresión y consecuentemente reducen la degradación de Pma1, lo que 

explicaría la resistencia a edelfosina de estos mutantes. De acuerdo con este modelo, se observó en 

uno de los mutantes endosomales (vps35Δ) una menor acidificación del citosol tras el tratamiento 

con edelfosina (ilustración 38 C). Esta sección evalúa como podrían estar implicados los distintos 
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genes endosomales en el tráfico de Pma1, presentando finalmente un modelo de este tráfico que 

englobe los distintos componentes propuestos. 

Transporte retrógrado

Un amplio grupo de los genes endosomales identificados en el screening de resistencia a 

edelfosina participan en el transporte retrógrado endosoma-TGN. La resistencia a edelfosina es 

resultado de alteraciones de dicho transporte a distintos niveles: incorporación de sustratos a las 

vesículas de reciclaje (SNX4, retrómero, RCY1), aproximación de vesículas (complejo GARP) o fusión 

de vesículas (complejo TLG1). Un caso particular es el de GYP6, la GAP (proteína activadora de la 

GTPasa) de YPT6. Ypt6p codifica una proteína Rab cuya actividad es modulada por GAPs y GEFs 

(ilustración 9), y actúa en transporte retrógrado del endosoma al TGN o dentro del AG463. Gyp6p es 

un regulador negativo, ya que activa la función GTPasa intrínseca de Ypt6p y por tanto promueve la 

forma Ypt6-GDP, inactiva464. Se esperaría por tanto que en un mutante gyp6Δ predominara la forma 

Ypt6-GTP y, como consecuencia, un transporte retrógrado más activo, justo lo contrario que el resto 

de mutantes del transporte retrógrado identificados. Sin embargo, se ha postulado que la célula posee 

mecanismos para compensar desregulaciones permanentes en la función de YPT6463. Las funciones 

de Gyp6p no parecen tampoco limitarse a la regulación de Ypt6p, habiéndose descrito al menos una 

función efectora464. Por tanto, la mera aparición del mutante gyp6Δ en el screening no parece indicar 

una contradicción evidente en la identificación del transporte retrógrado como un factor esencial 

para la toxicidad por edelfosina.

Un estudio preciso de cada mutante del transporte retrógrado sería necesario para determinar 

los defectos concretos que presentan en el transporte vesicular; sin embargo, algunas observaciones 

generales permiten planear una posible relación con la degradación de Pma1p. Una de las consecuencias 

del transporte anterógrado es el desplazamiento al endosoma de ciertos componentes propios del 

TGN. El transporte retrógrado, al recuperar dichos componentes, mantiene la identidad bioquímica 

del TGN, lo que permite que el transporte anterógrado se mantenga funcional. Las mutaciones del 

transporte retrógrado provocan la pérdida de esos componentes (que se desplazan a la vacuola o la 

MP). Ciertas mutaciones bloquearían la recuperación por transporte retrógrado, con independencia 

de la naturaleza de los componentes a reciclar. Este podría ser el caso con los genes TLG2 y VPS52, 

que intervienen en la fusión de las vesículas de reciclaje con el TGN.

Los resultados del screening no indicaron un único componente cuya pérdida pudiera alterar el 

transporte vesicular a través de los endosomas. Un sustrato del retrómero es el receptor de hidrolasas 

vacuolares Vps10p, y la pérdida del receptor o de subunidades del retrómero evita la llegada de 

las hidrolasas a los endosomas–y posteriormente a la vacuola– y altera la función degradativa del 

orgánulo. Esta capacidad degradativa reducida podría conllevar una menor degradación de Pma1p. 
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Una correlación entre degradación proteolítica en los endosomas y sensibilidad a edelfosina se había 

observado previamente: la mutación end4ts, que reduce la endocitosis, no era suficiente para generar 

resistencia a edelfosina, mientras que esta mutación combinada con la mutación pep4Δ (proteinasa 

A, que activa una cascada de zimógenos de varias hidrolasas vacuolares465) generaba resistencia al 

ATL305. Por tanto, el retrómero participaría en la toxicidad de edelfosina manteniendo la capacidad 

degradativa del endosoma, al transportar hidrolasas vacuolares al orgánulo. Sin embargo, el propio 

gen VPS10 no se detectó en el screening de mutantes resistentes. Aunque Vps10p es el sustrato clásico 

del retrómero, el retrómero es también necesario para la retención en el TGN de otras proteasas, 

como Kex2p y Ste13p (y posiblemente Kex1p). Estas proteasas podrían participar en la capacidad 

degradativa del endosoma. De ser así, los mutantes del retrómero podrían tener una capacidad 

degradativa combinada menor que el mutante vps10Δ, lo que explicaría la ausencia de este último 

en el screening de resistencia. Esto explicaría también que los mutantes kex1Δ y kex2Δ mostraran 

resistencia a edelfosina. La única ruta conocida en la que participan Kex1p y Kex2p es en la maduración 

de proteínas secretadas, como el factorα261. Por tanto, es necesario un estudio más detallado para 

determinar si en estos mutantes la degradación endosomal de Pma1 es menor, y si este efecto también 

se produce en los mutantes del retrómero.

Los genes SNX4/41/42 participan en una vía de transporte retrógrado distinta del retrómero350, y 

los mutantes snx4Δ y snx42Δ presentaron resistencia a edelfosina. El sustrato mejor caracterizado de 

esta vía es Snc1p, una proteína esencial para la fusión de las vesículas secretoras con la MP350. Snc1p 

es internalizada por endocitosis y reciclada desde el EE al TGN466. En el reciclaje de Snc1p intervienen 

también DRS2 y RCY1147,196, cuyos mutantes son resistentes a edelfosina, y el complejo TLG1466, cuyo 

componente TLG2 también apareció en el screening de resistencia. El reciclaje mediante esta vía 

parece esencial para la toxicidad por edelfosina. Un posible origen de la resistencia de estos mutantes 

sería la pérdida de un componente, presente en la MP y esencial para la toxicidad por edelfosina. Su 

presencia allí dependería de una vía secretora funcional y, por tanto, de SNC1. Dos candidatos para 

estos componentes de la MP serían la maquinaria de endocitosis y la maquinaria de incorporación de 

ATLs, puesto que ambos procesos se han mostrado críticos para la toxicidad por ATLs. 

La progresión por la vía endosomal degradativa, con el endosoma tardío como 

punto de no retorno, determina la toxicidad por edelfosina

Otro de los grupos de genes endosomales más abundantes en el screening de resistencia a 

edelfosina fue el de los componentes del ESCRT. Durante la maduración endosomal los complejos 

ESCRT intervienen en la formación del cuerpo multivesicular (MVB) y transportan las proteínas 

de la membrana endosomal que deben degradarse a las vesículas intraluminales del MVB. Aunque 

la formación del MVB comienza en el EE, se acelera en el LE y se considera una característica 

diagnóstica de este último orgánulo la presencia de numerosas vesículas intraluminales. De acuerdo 
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con esto, los mutantes del ESCRT presentan LEs aberrantes363,467 y un bloqueo en la progresión de 

sustratos proteicos desde el LE a la vacuola216–218,363. La resistencia de los mutantes del ESCRT podría 

por tanto deberse a un defecto en la incorporación de Pma1 a las vesículas del MVB. De acuerdo con 

esta idea, fue posible observar una ubiquitinación de Pma1 en respuesta al tratamiento con edelfosina 

(ilustración 42). La presencia de una ubiquitina o un oligómero corto de estas proteínas en proteínas 

de membrana actúa como señal de degradación, y permiten el reconocimiento de la proteína 

por el complejo ESCRT, que la incorpora a las vesículas intraluminales donde se degradará224. La 

internalización por vía endocítica de Pma1 y su ubiquitinación sugieren la participación del complejo 

ESCRT en este proceso, lo que es coherente con la resistencia mostrada por los mutantes del complejo 

y con la importancia que la degradación de Pma1 tiene en la toxicidad por edelfosina.

Los LEs surgen de los dominios globulares de los EE y sufren un conjunto de cambios 

denominados maduración endosomal. Uno de estos cambios, la conversión de Rab, es una secuencia 

compleja de interacciones proteicas mediante las cuales se intercambia la proteína Rab mayoritaria en 

la membrana endosomal, de Vps21 en el EE a Ypt7 en el LE. La deleción de varios genes implicados 

en esta conversión produce resistencia a edelfosina: VPS9, VPS3, VPS8, YPT7 y CCZ1. La maduración 

endosomal parece por tanto un proceso crítico para la toxicidad por edelfosina. Interpretaciones más 

específicas del papel de cada gen en la maduración endosomal y en la toxicidad por edelfosina deben 

ser tomadas con cautela, dada la complejidad del proceso endosomal y la interrelación funcional 

entre muchos de sus componentes. La función de VPS21 parece clave, identificándose en el screening 

su activador VPS9 y dos subunidades (VPS3 y VPS8) de su efector, el complejo CORVET. Aunque el 

mismo VPS21 no apareció en el screening, existen otros genes homólogos y posiblemente redundantes, 

por lo que el fenotipo de su mutante podría ser menos acusado.

El complejo CORVET está formado por un núcleo central y las dos subunidades mencionadas. 

No es de extrañar que ninguna de las subunidades del núcleo central aparezca en el screening de 

resistencia: la deleción de cualquiera de ellas provoca la casi completa desaparición de la vacuola 

y defectos en la asociación de la ATPasa vacuolar363, lo que podría desembocar en alteraciones del 

pH citosólico. El núcleo central es compartido por el complejo CORVET (actuando junto con VPS3 

y VPS8) y el complejo HOPS (con VPS39 y VPS41). Las dos subunidades específicas del HOPS, al 

contrario que las del CORVET, no aparecieron en el screening. Ambos complejos son efectores de 

proteínas Rab que facilitan la aproximación y fusión de vesículas. Sin embargo, CORVET es un efector 

de VPS21 que actúa fundamentalmente en el EE y durante la maduración del LE241, mientras que 

HOPS es un efector de YPT7 que actúa sobre el LE y la vacuola242. Sí se identificaron en el screening 

la misma YPT7 y su activador CCZ1, que además participa en la progresión de VPS21 a YPT7. Esto 

sugiere que la maduración endosomal es un proceso esencial para la toxicidad por edelfosina, y la 

alteración de sus componentes puede generar resistencia al compuesto. Alteraciones en cualquier 

paso hasta la fusión de los LE con la vacuola resultan en resistencia a edelfosina. El LE es además el 
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compartimento en el tiene lugar el reciclaje mediado por el retrómero de levadura255. Por tanto, el 

LE actúa como punto de no retorno en la vía endosomal degradativa: la progresión más allá de este 

compartimento compromete a la célula en el proceso tóxico provocado por edelfosina.

De acuerdo con el modelo anteriormente planteado, Pma1 se internalizaría en respuesta al 

tratamiento con edelfosina y progresaría a través de los endosomas hasta llegar a la vacuola. La 

alteración de la maduración endosomal (incluida la formación del MVB), que evitaría la degradación 

de Pma1, representaría un posible mecanismo de la resistencia a edelfosina observada en los mutantes 

de dicho proceso. Estudios futuros del tráfico de la proteína en estos mutantes serán necesarios para 

validar la vía propuesta para la degradación de Pma1.

Mutantes en genes de la vía endocítica presentan un mayor reciclaje a la membrana 

plasmática

El bloqueo de la progresión de Pma1 hacia la vacuola evitaría la degradación de la proteína, 

pero no evitaría su retirada de la MP, el compartimento donde ejerce su función. Si los mutantes 

de genes endosomales deben su resistencia a edelfosina a una menor degradación de Pma1 (como 

indicó el estudio del pH citosólico en el mutante vps35Δ), ese bloqueo debería acompañarse de 

una mayor persistencia de Pma1 en la MP. Los endosomas actúan como centros de distribución 

del tráfico vesicular, y en ellos confluyen la vía degradativa (EE, LE y finalmente vacuola) y vías de 

reciclaje (a la MP y al TGN). Una posibilidad sería que el bloqueo en determinados mutantes de la 

vía degradativa actuara como “cortocircuito” del transporte endosomal, provocando que la Pma1 

presente en el endosoma se incorporara a las vías de reciclaje en vez de progresar hacia la vacuola por 

la vía degradativa. El reciclaje permitiría la recuperación de la Pma1, incrementando la persistencia 

de la ATPasa en la MP y reduciéndose los efectos tóxicos de la edelfosina.

Un doble efecto de las mutaciones en genes endosomales, bloqueando la progresión por la vía 

degradativa y facilitando el reciclaje, ha sido observado por Proszynski y coautores, que emplearon la 

colección de mutantes de deleción para identificar genes implicados en la vía secretora468. Emplearon 

como marcador una proteína transmembrana fluorescente que se incorporaba desde el TGN a la vía 

secretora, acumulándose como resultado en la MP mayoritariamente, pero también incorporándose 

minoritariamente a los endosomas (vía degradativa), lo que resultaba en una débil acumulación en 

la vacuola. Ciertos mutantes mostraron una tinción exclusivamente en la MP, indicando que su vía 

secretora era normal pero que presentaban un defecto en la progresión del marcador desde el TGN a 

la vacuola. De los 67 mutantes así identificados, 17 aparecieron también en el screening de resistentes 

a edelfosina del presente trabajo: VPS20, VPS9, CCZ1, VPS3, PEP8, VPS24, VPS1, SRN2, YPT7, 

VPS27, VPS4, BRO1, RPL9B, MRPL35, YMR269W, VAM10, YPL080C. Sorprendentemente, varios 

de estos genes actúan en complejos posteriores al transporte TGN-endosoma: CORVET (VPS3, 
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VPS9), retrómero (VPS26), ESCRT (VPS27, SRN2, VPS20, VPS24, VPS4, BRO1) y HOPS (YPT7, 

CCZ1, VAM10). Las mutaciones que alteran la vía endocítica en pasos muy tardíos de la misma no 

resultaron en la acumulación del sustrato en compartimentos endocíticos intermedios de la vía, sino 

en su completa acumulación en la membrana plasmática. Esto sugiere que las proteínas presentes en 

los endosomas que normalmente seguirían la vía degradativa hasta la vacuola pueden, en ausencia de 

ésta, seguir otras vías de reciclaje.

Un modelo que explica este suceso ha sido propuesto por Frederick Maxfield, tras observar 

que la mayoría de los lípidos de membrana internalizados al EE siguen vías de reciclaje y no la vía 

degradativa469. En los EEs, que son centros de organización del tráfico vesicular, coexisten dos tipos de 

dominios: tubulares, con una proporción superficie/volumen (membrana/lumen) elevada y en los que 

se concentran los procesos de reciclaje; y globulares, con una baja proporción superficie/volumen y a 

partir de los cuales continúa la vía degradativa, al sufrir maduración endosomal para transformarse 

en LE. Los lípidos se encuentran mayoritariamente en los dominios tubulares, al concentrar estos la 

mayor parte de la membrana endosomal470. Por tanto, la vía por defecto que siguen los lípidos del 

EE es la del reciclaje, y la recuperación de los mismos permite mantener más o menos constante la 

cantidad de membrana de los compartimentos originales. El caso opuesto se aplica a las proteínas 

solubles: se encuentran mayoritariamente en los dominios globulares, al concentrar éstos la mayor 

parte del lumen endosomal, y por tanto se dirigen por defecto a la vía degradativa. Las proteínas de 

membrana se distribuyen al igual que los lípidos, por lo que la mayoría se encuentra en dominios 

tubulares y por tanto son recicladas por defecto; sólo la presencia de señales moleculares reconocidas 

por proteínas del recubrimiento (como ubiquitinación, por el ESCRT) permite que se incorporen 

a las membranas de los dominios globulares y a la vía degradativa. Parece factible que mutaciones 

que bloquean la maduración endosomal (CORVET, CCZ1, YPT7), al evitar la incorporación de las 

proteínas a la vía degradativa, prolonguen su estancia en el EE. Esto facilitaría su incorporación a vías 

de reciclaje.

En los LEs se podría dar un caso análogo. El reciclaje mediado por el retrómero actúa a través 

de dominios tubulares formados a partir de la membrana endosomal247, y de esta membrana surgen 

también las vesículas intraluminales. Para que las proteínas de membrana se incorporen a la vía 

degradativa deben desplazarse desde la membrana endosomal a estas vesículas. De acuerdo con la 

función fundamentalmente degradativa del orgánulo, en las vesículas se concentra la mayor parte 

de la membrana presente en el LE. Mutaciones en el ESCRT que bloquean la formación del MVB no 

sólo impiden la incorporación de proteínas de membrana a las vesículas, sino que también alteran la 

distribución de la membrana misma. Como resultado del exceso de membrana, los LEs forman en 

estos mutantes un compartimento endosomal aberrante y de gran tamaño363,467. Proteínas cuyo destino 

final es la vacuola quedan retenidas en este compartimento363, incluidas proteínas transmembrana216. 

Sin embargo, también se ha detectado en mutantes del ESCRT que proteínas normalmente degradadas 
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en el MVB sufren reciclaje a la membrana plasmática471. Ese es el caso del transportador de uracilo 

Fur4. En respuesta a la falta de nutrientes, sufre un proceso semejante al aquí propuesto para Pma1: 

es internalizado por endocitosis, ubiquitinado e incorporado a través del MVB a la vacuola, donde 

se degrada. En mutantes del ESCRT, una vez alcanza este compartimento el receptor es reciclado, y 

como resultado los niveles de Fur4 en la MP se mantienen472. En resumen, las proteínas de membrana 

que se incorporan por vía endosomal y se degradan en la vacuola pueden sufrir procesos de reciclaje 

cuando su progresión por esta vía se bloquea en diversos puntos.

Amy Chang y colaboradores han demostrado que Pma1p específicamente puede ser sustrato 

de los procesos de reciclaje descritos anteriormente. Observaron que una mutación termosensible 

provocaba que la ATPasa resultante (Pma1-7p) fuera degradada a la temperatura restrictiva, lo que 

provocaba un defecto en el crecimiento473. El proceso por el que esta Pma1-7p se degrada presenta 

múltiples características comunes la degradación de Pma1p inducida por edelfosina, y el tráfico 

vesicular que sufre Pma1-7p es semejante al modelo planteado en este trabajo. La idea que aquí se 

plantea es que el tratamiento con edelfosina y la mutación pma1-7 (en presencia de la temperatura 

restrictiva) provocan, a través del mismo proceso, la degradación de la ATPasa.

 La degradación de Pma1-7p es debida a su transporte a la vacuola y a la subsiguiente acción de 

enzimas hidrolíticos vacuolares473. La degradación es precedida de ubiquitinación de la proteína474. 

La ubiquitinación es esencial para la internalización de Pma1-7p y su bloqueo evita la degradación de 

la ATPasa y restaura el crecimiento celular474. Este bloqueo se observó en un mutante de la ubiquitin-

ligasa rsp5, o en un doble mutante de sus proteínas adaptadoras bul1 bul2475. RSP5 es esencial para la 

viabilidad celular, al contrario que las proteínas adaptadoras, y el mutante de deleción bul2Δ mostró 

resistencia a edelfosina. Otra proteína adaptadora de Rsp5p es codificada por BSD2, y media la 

incorporación de diversas proteínas a los MVB476. Un mutante bsd2 fue detectado en un screening 

de mutantes capaces de suprimir la sensibilidad de la cepa pma1-7477, y el mutante de deleción bsd2Δ 

también mostró resistencia a edelfosina. Esto sugiere que ambos mecanismos podrían participar en 

la ubiquitinación de Pma1 inducida por edelfosina, en un mecanismo también presente en la cepa 

pma1-7. Pma1-7p es ubiquitinada antes de alcanzar el compartimento endosomal, y la ubiquitinación 

ocurre con posterioridad, o a consecuencia, de la perdida de la asociación de la ATPasa con su 

microambiente lipídico474 (ver siguiente sección).

Pma1-7 se incorpora a la vacuola desde el TGN, sin pasar antes por la membrana plasmática473. 

El screening de supresores de la sensibilidad de pma1-7 identificó nueve genes endosomales cuya 

mutación reducía la degradación de la ATPasa, confirmando que su incorporación a la vacuola es 

mediada por endosomas477. Cinco de estos genes aparecieron también en el screening de resistencia 

a edelfosina: VPS8, VPS27, VPS35, PEP11/VPS29 y BSD2, a las que habría que añadir un supresor 

no endosomal, ALG8. Por tanto, Pma1-7p y Pma1p tratada con edelfosina parecen atravesar 
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compartimentos comunes. Los supresores identificados provocan defectos tanto en el transporte 

del TGN al endosoma como en la maduración endosomal, indicando que Pma1-7p sigue la ruta 

TGN  EE  LE  Vacuola. Posteriormente se siguió por microscopía el tránsito de una Pma1-

7p fusionada a GFP e inducible, confirmándose esta ruta478. En presencia de dos de los supresores 

de sensibilidad que se corresponden a genes del ESCRT (vps27, vps36), Pma1-7 se acumula en el 

compartimento aberrante correspondiente al LE en estos mutantes. Desde este LE Pma1-7p puede 

reciclarse a la MP478. Este reciclaje fue mucho más eficaz en el mutante vps1, que tiene un defecto en 

formación de vesículas en el TGN dirigidas al endosoma. Esto probablemente refleja la existencia de 

un mecanismo que reconoce los defectos de Pma1-7p y la incorpora, en el TGN, a vesículas dirigidas 

a los endosomas, pero en caso de alteración de ese transporte al endosoma, Pma1-7p es capaz de 

seguir la vía secretora y alcanzar la MP. El reciclaje a la MP fue algo menos eficaz en el mutante vps8, 

un componente del complejo CORVET478.

En el tráfico vesicular de la ATPasa mutante Pma1-7p, mutaciones de diversos componentes de 

los endosomas bloquean su tránsito a través de los endosomas a la vacuola y promueven su reciclaje 

a la MP. Estas mismas mutaciones provocan resistencia a edelfosina y parece muy probable que lo 

hagan promoviendo el reciclaje de la Pma1p internalizada, de una manera semejante a Pma1-7p. Por 

el contrario, se esperaría que promover el reciclaje desde estos compartimentos protegería a la célula 

ante la edelfosina. Se ha demostrado en este trabajo que es posible aliviar la toxicidad del compuesto 

mediante la sobreexpresión de la ArfGAP AGE1 (tabla 5), que favorece la formación de vesículas 

intracelulares. Del mismo modo, la suplementación del medio de cultivo con ácido fosfatídico 

reduce la toxicidad por edelfosina, mientras que la mutación en la fosfolipasa D que genera este 

lípido (spo14Δ) incrementa la sensibilidad al compuesto (ilustración 71). Se ha observado que este 

lípido favorece la curvatura de las membranas y facilita la vesiculación a partir de las mismas. Una 

posible explicación de la resistencia a edelfosina observada en ambos casos sería que promovieran 

la recuperación de Pma1p en la MP mediante la estimulación del tráfico vesicular intracelular, bien 

la vía secretora, bien los procesos de reciclaje. Para dilucidar el origen de la resistencia incrementada 

a edelfosina en estas circunstancias, será necesario estudiar con detalle la degradación de Pma1p en 

cada uno de los casos.

Los ATLs se incorporan a los lipid rafts y alteran sus propiedades

Los ATLs tienen afinidad por los esteroles, uno de los lípidos constitutivos de los lipid rafts. La 

suplementación del medio de cultivo con ergosterol, el esterol más abundante en levadura, evita la 

toxicidad por ATLs (ilustración 30 D). En las condiciones en que se realizó el experimento (presencia 

de oxígeno, una cepa WT y sin limitaciones de nutrientes) la levadura es protótrofa para estos lípidos 

y no expresa los transportadores de la MP esenciales para la incorporación de esteroles exógenos. 

Tal exclusión aeróbica del ergosterol implica que la presencia del lípido en el medio de cultivo no 
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puede modificar ninguna característica de la célula. El ergosterol sin embargo podría afectar a los 

ATLs presentes en el medio. Ambas moléculas tienen una alta afinidad basada en sus geometrías 

moleculares complementarias, y tienden a formar micelas mixtas341. Esta asociación podría disminuir 

la disponibilidad de los ATLs para las células. Un efecto análogo se ha observado en líneas celulares, 

en las que la presencia en el medio de proteínas del suero, a las cuales los ATLs tienden a unirse, 

reduce la efectividad de los mismos73. De acuerdo con esa misma idea, la presencia de esteroles en 

la MP podría determinar la asociación de los ATLs con esa estructura. Como se muestra en este 

trabajo, bloqueando la síntesis de ergosterol (tratamiento con lovastatina) o retirando este lípido 

de la membrana plasmática (tratamiento con metil-β-ciclodextrina) se reduce la toxicidad de los 

ATLs (ilustración 30 B, C). Ambos tratamientos podrían afectar la función o localización de algún 

componente de la MP necesario para la toxicidad por edelfosina. Otra opción es que se produzca una 

interacción directa entre el ergosterol y los ATLs, tras la cual se producirían el resto de procesos de 

transporte ya descritos (translocación por la flipasa de MP y transporte a orgánulos celulares). Aunque 

estos experimentos no permiten descartar ninguna de las posibilidades, se ha observado previamente 

que la edelfosina provoca la movilización de los esteroles de la MP y su posterior internalización305,320, 

lo que sugiere que se produce una interacción directa entre los ATLs y los esteroles. Los esteroles 

son uno de los lípidos enriquecidos en las membranas resistentes a detergentes (DRM)153, y en las 

células tratadas con edelfosina el ATL se acumula progresivamente en esos dominios (ilustración 41 

C). El mecanismo de incorporación de edelfosina, según sugieren estos resultados, comenzaría con 

la interacción del compuesto con los esteroles de la MP. Esta asociación provocaría además cambios 

significativos en la composición local de la MP, lo que podría jugar un papel en la internalización 

posterior de Pma1.

La [3H]-edelfosina se incorpora progresivamente a los DRM a lo largo del tratamiento, aunque la 

mayoría del compuesto permanece en fracciones no-DRM. Por fraccionamiento celular y centrifugación 

se concentran en las fracciones DRM aquellas membranas que son insolubles en frío y en presencia 

de un detergente, separándose del resto de componentes solubles. La composición de los lipid rafts 

causa su insolubilidad en estas condiciones y su partición en los DRM153. Sin embargo, la naturaleza 

misma del método de separación implica que en los DRM se pueden reunir membranas con una 

composición semejante pero procedentes de distintos orgánulos subcelulares. Se han descrito LR ya 

en el retículo endoplásmico153 (y el aparato de Golgi), además de en la membrana plasmática; por otro 

lado, en este compartimento existen al menos dos dominios distintos distinguibles por microscopía 

de fluorescencia pero que se fraccionan en los DRM156. Del mismo modo, en las fracciones no-DRM 

se encuentra una mezcla de los compartimentos acuosos (como indica el marcador citosólico Pgk1 

en la ilustración 41 A) y las membranas no resistentes a detergentes, solubilizadas. Parece posible que 

las membranas vacuolares no resulten resistentes a detergentes, al ser sus niveles de ergosterol mucho 

menores que en la MP o el RE367. Por tanto, la naturaleza misma de la técnica de separación de los 
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DRMs impide interpretar con seguridad a qué compartimento celular se corresponden las fracciones 

aisladas.

La distribución de [3H]-edelfosina tras 6 horas de tratamiento (ilustración 41 C) podría reflejar 

la paulatina asociación del ATL con los LR de la MP, postulados como vía de entrada de los ATLs; no 

obstante, la observación de varios análogos fluorescentes de edelfosina determinó que este compuesto 

no se retiene en la MP, localizándose en estructuras intracelulares. El transporte de edelfosina es muy 

rápido, observándose una acumulación intracelular incluso tras tiempos muy cortos de tratamiento 

(30 minutos). Las moléculas de edelfosina serían transportadas con posterioridad a su incorporación 

a través de la MP, por lo que su interacción con los LR de ese compartimento sería forzosamente 

transitoria y poco duradera. Esta interpretación concuerda con la cinética observada anteriormente 

de la perturbación del ergosterol, que en presencia de edelfosina se internaliza de la MP a estructuras 

intracelulares. Es de suponer que la interacción en la MP de la edelfosina con el ergosterol es anterior 

tanto a la perturbación del lípido como a la incorporación del compuesto a la célula. La acumulación 

del ergosterol en estructuras intracelulares era visible en células vivas ya a los 30 minutos de 

tratamiento305.

La incorporación de edelfosina a los DRM observada podría indicar la asociación del ATL con 

lipid rafts de la MP o de otro orgánulo, pues ambos procesos serían indistinguibles. Los análogos 

fluorescentes de edelfosina se acumularon mayoritariamente en el RE y la vacuola. Dada la existencia 

de LR en el primer orgánulo, parece probable que la asociación observada de [3H]edelfosina con los 

DRM indique que se incorpora, en el RE, precisamente a los LR del mismo. Un mutante en el que 

el transporte al RE estuviera bloqueado permitiría comprobar este extremo: presumiblemente, los 

análogos de edelfosina, en su paso por la MP, provocarían las mismas alteraciones (por ejemplo, 

la internalización del ergosterol) pero no se produciría posteriormente la asociación con los 

microdominios del RE. Desafortunadamente el proceso implicado en el transporte de edelfosina al 

RE es todavía desconocido y no se ha identificado por tanto un mutante con estas características. 

Otra posibilidad a considerar es que el análogo de miltefosina PTE-MT no sufre este transporte al 

RE, aunque el ATL sí es capaz de provocar la internalización de Pma1 a la vacuola. Un análisis del 

efecto de la miltefosina sobre los LR semejante al realizado con edelfosina podría ayudar a esclarecer 

la asociación de los ATLs con estos microdominios de la MP.

Incluso tras 6 h de tratamiento, sólo un porcentaje reducido de la [3H]-edelfosina se acumuló en 

los DRM. Además del RE, el otro compartimento en el que se acumulan los análogos fluorescentes de 

edelfosina es la vacuola. Las membranas vacuolares probablemente se concentran en las fracciones 

no-DRM, y aportarían la mayor parte de la [3H]-edelfosina que se encuentra en esta fracción. Esta 

hipótesis encaja con lo observado en el mutante end4pep4Δ, que presentó una mayor acumulación de 

[3H]edelfosina en los DRM. La incorporación de edelfosina en este mutante es semejante al WT305, 
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y mantiene activo el transporte al RE (ilustración 27 B); sin embargo, los defectos en endocitosis 

disminuirían el transporte de edelfosina a la vacuola, y como resultado la fracción presente en el RE 

(asociada a los LR y por tanto presente en la fracción DRM) podría ser mayor.

La presencia de los ATLs en los lipid rafts desestabiliza la asociación 
de Pma1 con los microdominios

Pma1 se asocia a LR ya durante la vía secretora, y su presencia en estos microdominios es 

esencial para la estabilidad de la proteína159,198,206,474,479. Es por tanto verosímil que haya una relación 

entre la incorporación de los ATLs a estos microdominios y la internalización de Pma1 que provocan. 

Aunque la interacción ATL-LR sea transitoria en la membrana plasmática, los efectos pueden ser más 

duraderos. Los esteroles, localizados principalmente en la MP, sufren una internalización significativa 

tras 30 minutos de tratamiento con edelfosina, y tras 60 minutos han abandonado casi completamente 

la MP305,320. Esta internalización de esteroles requiere de una endocitosis activa y no se observa en el 

mutante end4pep4Δ305. Los esteroles se acumulan en estructuras intracelulares cuya naturaleza no ha 

sido posible determinar hasta el momento; no muestran, sin embargo, colocalización con la Pma1 

internalizada, y de hecho preceden la internalización de cantidades significativas de la ATPasa320. 

Estos resultados sugieren que la incorporación de edelfosina a la MP provoca la pérdida de esteroles 

en la misma, fenómeno que posteriormente lleva a la internalización de Pma1.

Como se planteó en la anterior sección, el mutante end4pep4Δ incorpora la edelfosina al RE 

al igual que las células WT. La mutación end4 causa una reducción en la endocitosis, mientras que 

la mutación pep4Δ impide el correcto funcionamiento de los enzimas degradativos de la vacuola 

y los endosomas. Por tanto, no parece probable que la interacción entre los ATLs y la membrana 

plasmática se vea alterada en este mutante. Sin embargo, en experimentos de fraccionamiento celular 

se observó que Pma1 pierde su asociación con los DRM tras tratamiento con edelfosina (ilustración 

41 B), proceso que también provocan miltefosina y perifosina (ilustración 41 A). En el mutante 

end4pep4Δ Pma1 se mantiene en las fracciones DRM. El defecto de endocitosis del mutante podría 

evitar la internalización de esteroles, la internalización de Pma1 o ambos procesos; en cualquier 

caso, la internalización de Pma1 resultante se vería impedida, lo que tendría como consecuencia la 

resistencia de este mutante a edelfosina.

Esta internalización de proteínas de la MP promovida por edelfosina no se limita a Pma1. 

Mediante microscopía de fluorescencia fue posible monitorizar las proteínas de membrana Fur4 

(transportador de uracilo) y Can1 (transportador de arginina). Aunque la localización en la MP de 

estas proteínas se corresponde a un compartimento de membrana (MMC) distinto del que ocupa 

Pma1 (MMP)156, ambas se localizan en las fracciones DRM156,480. En células tratadas con edelfosina 

ambas proteínas sufrieron internalización320. Es interesante señalar que transportadores como Fur4 y 

Can1 están regulados por la disponibilidad de nutrientes, en ausencia de los cuales se degradan224. Esta 
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degradación tiene lugar mediante un mecanismo semejante al propuesto para Pma1: internalización a 

los endosomas, incorporación a los MVB dependiente de ubiquitinación y degradación en la vacuola. 

Existe por tanto en la célula un mecanismo por el que proteínas de la MP sufren esta internalización 

y degradación. El tratamiento con ATLs podría facilitar la entrada no fisiológica de Pma1 en dicho 

mecanismo.

Existe evidencia experimental de que la modificación de las propiedades de los LR puede afectar 

a la asociación de Pma1p y resultar en la pérdida de estabilidad de la ATPasa. En los esfingolípidos 

de levadura se encuentran ácidos grasos de cadena larga, que son fundamentales para la asociación 

de Pma1p a los LR159,206,207. La ausencia de cualquiera de las elongasas que sintetizan estos ácidos 

grasos, ELO2/FEN1 y ELO3/SUR4, conlleva un defecto parcial en esta asociación y la internalización 

y degradación en la vacuola de Pma1p159. Los mutantes fen1Δ y sur4Δ también son hipersensibles 

a la edelfosina (tabla supl. 2, 305). Un mutante termosensible lcb1-100, con un defecto global en la 

síntesis de esfingolípidos, también evita la asociación de Pma1p con los LR y sufre su internalización 

a la vacuola198. El mutante lcb1100 es hipersensible a edelfosina, lo que sugiere que este compuesto 

también altera la asociación de Pma1p con los LR305. La ATPasa mutante Pma17p también debe su 

inestabilidad a un defecto en la asociación con los LR. De acuerdo con esto, la sobreexpresión del 

gen AST1 reduce la sensibilidad del mutante pma1-7 al evitar la degradación de la ATPasa473. Se ha 

demostrado que AST1 restaura la asociación de Pma17p con los LR198, y AST1 también reduce la 

sensibilidad a edelfosina305. La asociación Pma17p con los LR se ve alterada en el aparato de Golgi. Sin 

embargo, se ha observado un proceso semejante en la membrana plasmática, tanto con la Pma1p WT 

en un mutante lcb1-100 crecido a 30 ºC479 como en el caso de otro mutante de la ATPasa (pma1-10) 

que alcanza la MP antes de sufrir la desestabilización y la internalización a la vacuola481,482. En ambos 

casos se produce ubiquitinación de la ATPasa y degradación vacuolar como resultado de la pérdida 

de estabilidad. Por tanto, estos mutantes parecen ser modelos de cómo se comporta la Pma1 WT en 

los LR en tratamientos con edelfosina.

Se desconocen, con la excepción de la internalización de ergosterol, los efectos precisos que los 

ATLs tienen sobre la composición de la MP o su compartimentalización, así como hasta que punto 

mimetizan la depleción de esfingolípidos observada en el mutante lcb1-100. La hipersensibilidad a 

edelfosina de dicho mutante sugiere que el efecto de ambos procesos es al menos comparable. El 

efecto de la depleción del ergosterol sobre Pma1 podría ser indirecto, afectando a otros componentes 

(lipídicos o proteicos) que, a su vez, alteraran la estabilidad de Pma1. En ese sentido, se ha observado 

que el ergosterol se concentra en el compartimento MCC157, mientras que Pma1 se localiza en el 

compartimento complementario MCP. Se ha propuesto también que existen microdominios 

fundamentalmente formados por esfingolípidos155. Dado que la asociación de Pma1 con los DRM 

depende fundamentalmente de la síntesis de esfingolípidos198, Pma1 podría residir en dichos 

microdominios dentro del compartimento MCP; no obstante, no existe por el momento un modelo 
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de la compartimentalización de la MP suficientemente completo, por lo que la asociación de los ATLs 

y de Pma1 con cada compartimento, y las alteraciones que en los mismos se produzcan, deberán ser 

estudiadas con mayor detalle en el futuro.

Otra cuestión a tener en cuenta es la relación de los compartimentos de la MP con la endocitosis. 

El compartimento MCC se corresponde con complejos proteicos permanentes denominados 

eisosomas160, que se han implicado en la regulación de endocitosis. Se han propuesto modelos muy 

distintos para la acción de los eisosomas: desde sitios permanentes de endocitosis161 hasta sitios de 

exclusión de endocitosis, que regularían este proceso fuera del compartimento MCC158. Una explicación 

completa del microambiente que rodea a Pma1, la naturaleza y función de los compartimentos 

MCC/MCP y la participación de los mismos en la endocitosis es necesaria para plantear un modelo 

satisfactorio que explique las alteraciones que los ATLs provocan sobre la membrana plasmática y 

como estas alteraciones pueden inducir la endocitosis de Pma1.

Un modelo hipotético de la internalización y degradación de Pma1 
por edelfosina

En base a todas las observaciones realizadas se ha elaborado un modelo del tráfico de Pma1, 

recogido en la ilustración 73. Pma1 reside en microdominios lipid raft en la membrana plasmática 

(ilustración 73 A). La edelfosina se incorpora a estos microdominios (ilustración 73 B), provocando 

alteraciones en los mismos aún no dilucidadas completamente. La edelfosina se transporta 

rápidamente a los compartimentos intracelulares de la vacuola y el retículo endoplásmico, mientras 

que el ergosterol, uno de los componentes de los lipid rafts, también abandona la membrana plasmática 

y se internaliza a un compartimento de identidad desconocida (ilustración 73 D). Pma1 abandona su 

localización como resultado de estas alteraciones, siendo internalizada. La naturaleza precisa de estas 

alteraciones y cómo afecta en la membrana plasmática a Pma1 se desconocen por el momento. Pma1 

podría desplazarse fuera de su dominio lipídico (mostrado en la ilustración 73 B, flechas verdes). La 

edelfosina podría también alterar la asociación de Pma1 con los microdominios, exponiendo esta 

proteína a un mecanismo –del que previamente estaba protegida– que promoviera su internalización. 

La edelfosina podría también incorporarse y alterar un compartimento de la membrana plasmática 

distinto al que contiene Pma1 pero compuesto igualmente por lipid rafts. Dicho compartimento 

regularía la estabilidad de Pma1, y su alteración llevaría a la internalización de la proteína.

Pma1 se internaliza por endocitosis a compartimentos endosomales y se ubiquitina (ilustración 

73 C-2 y C-1). El tráfico posterior de la proteína depende de los distintos componentes del tráfico 

endosomal. El tráfico retrógrado del endosoma al trans-Golgi es necesario para mantener la identidad de 

ambos compartimentos y la función que realizan. El retrómero podría ser fundamental para mantener 

el tráfico de hidrolasas necesarias para la degradación endosomal (ilustración 73 C6). La ubiquitinación 

de Pma1 permite su reconocimiento por subunidades del complejo ESCRT (ilustración 73 C3), y el 
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reclutamiento de este complejo lleva a la formación de un cuerpo multivesicular y la incorporación 

de Pma1 a las vesículas intraluminales del mismo (ilustración 73 C4). Estas vesículas (y las proteínas 

a ellas incorporadas) son objeto de degradación por parte de hidrolasas en el endosoma tardío y en 

la vacuola (ilustración 73 C5). Esta vía degradativa a través de los endosomas lleva a la pérdida de la 
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Ilustración 73: modelo de la internalización y degradación de Pma1 por edelfosina. A: Pma1 se 
localiza en los lipid rafts de la MP. B: la edelfosina se incorpora a los lipid rafts y provoca alteraciones 
en los mismos. C: Pma1 abandona la membrana plasmática y se internaliza por vía endosomal, 
sufriendo ubiquitinación (1) y endocitosis (2), reconocimiento por el ESCRT (3), reciclaje de la 
ubiquitina e incorporación de Pma1 a los cuerpos multivesiculares (4) y transporte a la vacuola, 
donde se degrada (5). La función de los endosomas requiere de un transporte retrógrado funcional 
al trans-Golgi (6). El transporte retrógrado desde el endosoma contrarresta la acción de esta vía 
degradativa y, en presencia de mutaciones en esta última, permite la recuperación de Pma1 (7). 
D: una de las alteraciones provocadas por la edelfosina es la internalización del ergosterol. La 
edelfosina se incorpora rápidamente a la vacuola y el retículo endoplásmico. AG: aparato de Golgi. 
MVB: cuerpo multivesicular. RE: retículo endoplásmico.



201

Pma1 funcional en la membrana plasmática y, como consecuencia, a la acidificación del citosol. En 

los endosomas también tienen lugar procesos de reciclaje a través del trans-Golgi y la vía secretora o 

directamente a la membrana plasmática (ilustración 73 C7). Las mutaciones que alteran los pasos de 

la vía degradativa retrasan o impiden la progresión de Pma1 por la misma, facilitan el reciclaje de la 

proteína a la membrana plasmática y evitan la pérdida de su función.

Origen de la Pma1 internalizada

La interpretación del tráfico vesicular de Pma1 realizada hasta el momento se ha basado en 

el supuesto de que su internalización sucede desde la membrana plasmática. Sin embargo, los 

tratamientos con ATLs en presencia de cicloheximida (un inhibidor de la síntesis proteica) y brefeldina 

A (un inhibidor del transporte del RE al AG) provocaron una menor internalización de la ATPasa a 

la vacuola (ilustración 43). Esto parece indicar que la Pma1 internalizada a la vacuola es, de hecho, 

aquella sintetizada de novo y no la que ya se encuentra presente en la membrana plasmática. Por el 

contrario, en una publicación previa del laboratorio se había determinado que la Pma1 internalizada 

era mayoritariamente la preexistente305. Esta interpretación se basa en el seguimiento de la síntesis 

proteica mediante pulso y caza con [35S]-metionina/cisteína. Tras un pulso de 5 minutos las células 

se trataron con edelfosina. Una caza de 30 minutos no reveló la salida de Pma1 de los DRM. Bagnat 

y colaboradores han observado que la asociación de Pma1 con los DRM es prácticamente completa 

tras 15 minutos y alcanza un nivel estable tras 30 minutos198. Estos autores habían determinado que 

esta asociación se producía en el AG, por lo que esos tiempos indicarían la llegada de la mayoría de la 

proteína al orgánulo. Dado que la incorporación de edelfosina al interior celular ocurre en esa misma 

escala temporal, la disociación de Pma1 de los DRM no parece afectar a la ATPasa antes de alcanzar 

la superficie celular.

Una objeción que se puede realizar a ese experimento es que la acumulación de edelfosina se 

produce en el RE y no en el AG, un hecho no conocido durante la elaboración del primer artículo. La 

proteína, marcada durante la síntesis en el RE, comienza a abandonar este orgánulo inmediatamente, 

y una fracción muy importante ya ha alcanzado el AG tras 15 minutos. La edelfosina se añadió a las 

células inmediatamente después de finalizar el pulso de marcaje. Por tanto es posible que la edelfosina 

sólo se encontrara en el RE cuando la mayoría de la Pma1 ya había abandonado este orgánulo. Se ha 

postulado aquí además que el transporte al RE ocurre por una vía de transporte no vesicular. Por 

tanto cabría suponer que la proteína abandonaría el RE antes de entrar en contacto con la edelfosina, y 

hasta alcanzar la membrana plasmática atravesaría únicamente compartimentos (el AG y las vesículas 

de secreción) en los que no estaría presente el compuesto, con lo que lógicamente no se esperarían ni 

alteraciones en su asociación con los LR ni su salida hacia la vacuola.

Otro experimento realizado con 1 hora de caza sin edelfosina (tiempo suficiente para que 

la proteína sintetizada de novo alcance la MP) y 1 hora de incubación con edelfosina sí mostró la 
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salida de la proteína marcada de las fracciones DRM305. Esto indica que al menos parte de la Pma1 

internalizada se corresponde a la ya preexistente en la MP, lo que explicaría la resistencia mostrada por 

algunos mutantes de endocitosis. También sería posible que la edelfosina sea capaz de afectar tanto la 

Pma1 de nueva síntesis como la preexistente. No se ha hallado una explicación satisfactoria hasta el 

momento a la discrepancia de estos resultados con los obtenidos en presencia de cicloheximida. Entre 

las cuestiones que habrá que resolver está comprobar si la preincubación con cicloheximida altera la 

incorporación y el transporte de los ATLs. Una estrategia alternativa al uso de cicloheximida sería 

emplear un mutante termosensible defectuoso en el transporte entre el RE y el AG, y observar si el 

bloqueo de este transporte influye en la localización vacuolar de Pma1. 

Futuros experimentos adicionales tendrán que confirmar si la Pma1 que se internaliza a la vacuola 

es la preexistente en la MP, la sintetizada de novo o una mezcla de ambas. En los últimos dos casos, 

sin embargo, el modelo de translocación planteado anteriormente en base a diversas observaciones 

(ilustración 73) sería en gran medida aplicable a la Pma1 de nueva síntesis. La entrada de Pma1 a 

la vía endosomal se produciría desde el TGN, un proceso que ya es utilizado por otras proteínas 

destinadas a la incorporación posterior a los MVB216. De acuerdo con esto, la ATPasa del mutante 

pma1-7 se incorpora desde este orgánulo y sigue mecanismos semejantes a los propuestos para Pma1 

en presencia de edelfosina, incluyendo ubiquitinación y transporte a través de compartimentos 

endosomales, desde los cuales puede ser reciclada a la MP473,477. Sí sería una diferencia clave el modo 

en que la interacción de la edelfosina con los lipid rafts puede promover la ubiquitinación de Pma1, lo 

que conduce a su translocación a la vacuola. La acumulación de edelfosina en el RE podría alterar la 

asociación de Pma1 con los microdominios, o incluso la formación de estos y su exportación al AG.

Mitocondria

El estrés oxidativo generado y su relevancia en la toxicidad es una 
diferencia fundamental entre los ATLs

Una de las consecuencias de la toxicidad por ATLs en células de mamífero es la producción de 

especies reactivas de oxígeno (ROS)78. La sobreexpresión de la proteína antiapoptótica Bcl-2 evita la 

aparición de estas moléculas, indicando que la mitocondria es el origen o juega un papel crucial en la 

producción de las mismas78. La alta prevalencia de genes mitocondriales en el screening de mutantes 

resistentes a edelfosina sugirió que las ROS podrían jugar un papel semejante en la toxicidad por 

ATLs en levadura. Se comprobó que el tratamiento con edelfosina inducía la producción de ROS 
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(ilustración 49). Los perfiles del estrés oxidativo provocado por los tres ATLs son muy diferentes 

(ilustración 50). Mientras que las células con niveles elevados de ROS aumentan progresivamente 

durante el tratamiento con edelfosina, la miltefosina provoca un estrés oxidativo moderado. La 

perifosina provoca, ya a tiempos cortos de tratamiento, niveles elevados de ROS en casi la totalidad 

de las células Estos perfiles tan distintos sugirieron una diferencia fundamental en el mecanismo de 

acción de los compuestos, con posible relevancia para la toxicidad de los mismos.

La causa de esta diferencia entre los tres compuestos podría ser la activación de distintas rutas 

y fuentes celulares de ROS, pero también la activación diferencial de las mismas rutas, por las cuales 

los tres compuestos tendrían distinta afinidad. Otro aspecto a tener en cuenta es la alta reactividad 

de las ROS, cuya interacción con moléculas biológicas puede a su vez generar nuevas y distintas 

ROS. El estrés oxidativo observado en las células es posiblemente resultado de la acumulación de una 

cadena compleja de reacciones químicas. Las comparaciones entre el estrés oxidativo producido por 

los distintos compuestos se basan únicamente en la medición de ese estado final; son por tanto una 

simplificación, y no recogen necesariamente las diferencias en el proceso de producción de las ROS ni 

en la composición final de las especies presentes en la célula. Como consecuencia de esta limitación, 

las propiedades de los mecanismos de producción de ROS que se pueden inferir son limitadas y deben 

considerarse con cautela. La confirmación experimental de los mecanismos aquí planteados para los 

distintos compuestos requerirá diseccionar cuidadosamente los posibles componentes implicados.

El empleo de antioxidantes y de inhibidores de la cadena de transporte de electrones mitocondrial 

(ilustraciones 51-53) permitió observar diferencias fundamentales en la naturaleza de las ROS y en 

su relevancia para la toxicidad celular. La reducción del estrés oxidativo mediante antioxidantes 

hidrosolubles fue muy reducida en el caso de edelfosina, mientras que los antioxidantes liposolubles 

fueron mucho más eficaces (ilustración 51 A). Se consiguió una reducción total con αtocoferol (αTF), 

de acuerdo con lo mostrado anteriormente en levadura316. Los antioxidantes lipofílicos podrían 

impedir la incorporación de los ATLs; sin embargo, en presencia de αTF los análogos fluorescentes 

PTE-ET y Et-BDP-ET se acumularon con normalidad en la célula (ilustración 51 B, C). La geometría 

de la molécula de edelfosina permite su asociación con esteroles, y en medio suplementado con 

ergosterol la edelfosina pierde toxicidad (ilustración 30 D). El ergosterol también reduce la toxicidad 

de la miltefosina, indicando que su geometría molecular es semejante. Sin embargo el αTF evita la 

toxicidad por edelfosina pero es incapaz de impedir la provocada por miltefosina (ilustración 52), 

lo que indica que el mecanismo por el que el αTF reduce la toxicidad seguramente no se debe a un 

secuestro del ATL presente en el medio.

Bitew y colaboradores han estudiado qué partes de la molécula de αTF son esenciales para 

la inhibición de la toxicidad por edelfosina. Empleado especies derivadas del αTF que carecían de 

una u otra propiedad, identificaron como determinantes críticos dos aspectos: la liposolubilidad 
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y la capacidad de transferir electrones y, por tanto, actuar como antioxidante316. Los antioxidantes 

lipofílicos que demostraron eficacia frente a edelfosina, el ácido retinoico y el resveratrol, presentan 

estas dos características pero son moléculas químicamente muy distintas del αTF, lo que refuerza 

esa idea. La reducida eficacia de los antioxidantes hidrosolubles sugiere que las especies reactivas 

de oxígeno son inaccesibles a estos antioxidantes, bien por tener naturaleza lipofílica, bien por 

encontrarse aisladas de los antioxidantes mediante una barrera lipídica. La eficacia del αTF indica 

que está neutralizando todas las ROS producidas por edelfosina, o neutralizando un subconjunto 

específico de las mismas que posteriormente origina el resto de ROS mediante reacciones químicas.

La capacidad de los antioxidantes para disminuir el estrés oxidativo por edelfosina correlaciona 

bien con su capacidad para evitar la toxicidad del compuesto (ilustraciones 51-52). En el tratamiento 

con perifosina, la reducción del estrés oxidativo mediante antioxidantes lipofílicos es más moderada, y 

de acuerdo con ello la inhibición de la toxicidad por este ATL es más reducida. Esta distinta respuesta 

podría deberse a que las ROS tuvieran una naturaleza distinta respecto a las generadas por edelfosina; 

sin embargo, los antioxidantes podrían también ser menos eficaces ante los niveles de ROS presentes 

en los tratamientos con perifosina, que son más elevados y se alcanzan antes. El panorama en el 

tratamiento con miltefosina sí es radicalmente distinto. Las reducciones obtenidas con antioxidantes 

hidrofílicos y lipofílicos son similares, lo que indica una naturaleza de las ROS muy distinta a la de los 

tratamientos con edelfosina. Sin embargo, las células que presentan niveles elevados de ROS son ya 

de por sí poco abundantes en los tratamientos con miltefosina, lo que sugería que el estrés oxidativo 

no juega un papel en la toxicidad de este ATL. Esto se confirma al no ser los antioxidantes de ninguna 

clase capaces de revertir la toxicidad de miltefosina, ni siquiera en los casos en los que los ROS se 

reducen a los niveles de los controles sin tratar (glutatión, αTF).

Mediante el uso de inhibidores de la cadena de transporte de electrones fue posible también 

modular el estrés oxidativo (ilustración 53), confirmando las observaciones realizadas con los 

antioxidantes. Se observó, en los tratamientos con edelfosina, la correlación entre inhibición del 

estrés oxidativo y reversión de la toxicidad, confirmando que las ROS median la toxicidad de este 

ATL. Por su parte, la inhibición de las ROS provocadas por miltefosina, fuera parcial o completa, 

no afectó a la toxicidad del compuesto, confirmando que ésta no depende del estrés oxidativo. En 

los tratamientos con edelfosina y perifosina en presencia de algunos inhibidores (antimicina A, 

oligomicina) hubo un número comparable de células con ROS elevadas; sin embargo, los inhibidores 

sólo lograron revertir la toxicidad de edelfosina. Esto parece indicar que, de hecho, el estrés oxidativo 

no es esencial para la toxicidad por perifosina. Sin embargo, la reducción de dicho estrés lograda 

con los antioxidantes, aunque menor que la obtenida con los inhibidores, tuvo como consecuencia 

una reducida recuperación de la viabilidad celular. Estos resultados parecen contradictorios, y no 

permiten manejar una imagen clara de la importancia del estrés oxidativo provocado por perifosina 

en la toxicidad de ese compuesto.
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Los ROS generados por edelfosina, pero no miltefosina, requieren de 
la mitocondria        

La comparación entre la cepa WT y la cepa ρ–, carente de respiración, permitió estudiar el origen 

de las ROS generados por los tres ATLs. La cepa ρ– produjo una cantidad significativamente menor 

de ROS que el WT durante el tratamiento con edelfosina (ilustración 50). De acuerdo al papel central 

propuesto para las ROS en la toxicidad por edelfosina, la cepa ρ– fue resistente a dicho ATL. Por el 

contrario, la miltefosina provocó una producción de ROS semejante en células WT y ρ– indicativo 

de un origen extramitocondrial. De acuerdo con esto, la cepa ρ– no mostró resistencia al ATL. Esta 

diferencia entre los dos compuestos tiene un paralelismo en los respectivos screenings de resistencia: 

mientras que el de edelfosina mostró una gran prevalencia de mutantes en genes mitocondriales, 

la distribución de los mismos en el de miltefosina fue significativamente menor. Un fenotipo de 

crecimiento respiratorio ausente (comparable al presentado por la cepa mutante mitocondrial ρ–) fue 

además muy prevalente entre los mutantes del screening de edelfosina pero no en los de miltefosina.

Todo ello llevó a pensar que la mitocondria, como generador de ROS, era un componente 

fundamental del mecanismo de toxicidad de edelfosina, pero no de miltefosina. Esta es una diferencia 

fundamental entre dos compuestos de la misma familia y que comparten en levadura mecanismos de 

entrada (la flipasa de membrana) y que tienen algunos efectos comunes (la internalización de Pma1 

y, posiblemente, el papel de la acidificación citosólica resultante en la toxicidad final). Ambos ATLs 

inducen apoptosis en células tumorales y pueden emplear mecanismos comunes, como la inhibición 

del metabolismo lipídico, la inactivación de Akt o la activación de JNK. La diferencia respecto al 

papel de la mitocondria en la toxicidad de ambos compuestos en levadura indica sin embargo que no 

puede asumirse a priori que las distintas moléculas de la familia de los ATLs vayan a tener un mismo 

comportamiento en todos los casos. Parece claro que las características que edelfosina y miltefosina 

comparten son significativas, dados los numerosos mecanismos con los que ambos compuestos 

interactúan. Sin embargo, las diferencias entre ambas moléculas pueden resultar en algunos casos 

significativas para su toxicidad, un aspecto que debe tenerse en cuenta en estudios comparativos 

especialmente.

De acuerdo con los resultados presentados en este trabajo, el origen de los ROS producidos por 

edelfosina sería fundamentalmente mitocondrial (ilustración 50 A). La reducción del estrés oxidativo 

observada en la cepa ρ– fue mayoritaria pero no completa. Posiblemente existen varias fuentes de 

ROS, aunque la mayoría proceden de este orgánulo. Otra opción no excluyente es la existencia de 

una cascada de producción de ROS en la que la mitocondria tendría un papel central. Las ROS 

producidas por la perifosina, por el contrario, no se originan en la mitocondria (ilustración 50 B). En 

este caso la cepa ρ– sufre semejantes niveles de estrés oxidativo a la cepa WT, y ambas son igualmente 

sensibles al compuesto. La cepa WT adquiere resistencia a los dos ATLs en presencia de antioxidantes 

y estos compuestos son capaces de disminuir la acumulación de ROS, indicando que participan en 
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la toxicidad. Los antioxidantes liposolubles, eficaces en los tratamientos con edelfosina, lo fueron 

parcialmente con perifosina (ilustración 51 A), lo que indica una naturaleza semejante de al menos 

parte de las ROS producidas por ambos compuestos. Las ROS difieren sin embargo en varios puntos: 

el ya mencionado origen, la reducción del estrés oxidativo por antioxidantes hidrofílicos (mayor en los 

tratamientos con perifosina), la magnitud de la reducción del estrés provocada por los antioxidantes 

lipofílicos. Así mismo, los inhibidores que reducen el estrés oxidativo completamente restauran la 

viabilidad de las células tratadas con edelfosina pero no las tratadas con perifosina. Por todo ello 

la producción de estrés oxidativo por estos dos compuestos parece tener notables diferencias. Por 

último, la miltefosina es muy diferente a la edelfosina con respecto a las ROS producidas y su papel 

en la toxicidad. El origen de las mismas no es mitocondrial (ilustración 50 C), y la cepa ρ– tampoco 

es resistente al compuesto. El estrés oxidativo producido por la miltefosina es sin embargo mucho 

menor, y ninguno de los antioxidantes o inhibidores que logran reducirlo (incluso cuando alcanzan 

los niveles de los controles sin tratar) provoca un aumento de la viabilidad. Esto parece indicar que 

la producción de ROS es secundaria para la toxicidad por miltefosina. Respecto a la naturaleza de las 

ROS, se observa reducción con antioxidantes tanto hidrosolubles como liposolubles.

Un modelo hipotético que conjuga todas estas observaciones se encuentra resumido en la 

ilustración 74. Los mecanismos de acción de los 3 ATLs estudiados inducen diversos efectos, entre 

ellos la producción de ROS; no obstante, este proceso es sólo crítico para edelfosina y perifosina 

(ilustración 74 A, B). Las ROS producidas por los dos compuestos no han sido cuantificadas ni se 

conoce su naturaleza exacta. La inhibición de la toxicidad debida a los antioxidantes fue menor 

para perifosina, aunque también fue menor el descenso del estrés oxidativo. Todo ello imposibilita 

una comparación directa entre ambos ATLs del peso del estrés oxidativo en la toxicidad final. En 

miltefosina las ROS juegan un papel secundario, siendo otros mecanismos los fundamentales para la 

toxicidad (ilustración 74 C).

En edelfosina y perifosina el estrés oxidativo no se debe probablemente a un único proceso, y 

probablemente ciertas moléculas (ROS iniciales) generan a su vez nuevas moléculas cuya naturaleza 

o localización podría ser distinta (ROS secundarias). En los tratamientos con edelfosina (ilustración 

74 A) la cepa ρ– sufrió una reducción notable de las ROS, indicativo de un papel fundamental de la 

mitocondria en el estrés oxidativo. Un origen mitocondrial de ROS iniciales provocaría un descenso 

de especies posteriores. Otra posibilidad es la activación por edelfosina de múltiples mecanismos 

independientes que aportaran ROS, siendo uno de ellos la mitocondria. En este caso la importancia del 

mecanismo mitocondrial podría ser cuantitativa (aportaría la mayoría de ROS, permitiendo alcanzar 

el umbral que llevaría a la toxicidad) o cualitativa (sólo en presencia de las ROS específicamente 

mitocondriales el estrés oxidativo se traduciría en daño). La reducción de ROS mediante antioxidantes 

liposolubles fue mayor, y sólo estos antioxidantes inhibieron la toxicidad por ATLs. Esto indica la 

naturaleza lipídica, o su localización en un compartimento lipídico, de al menos parte de las ROS. 
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Como pasaba con la mitocondria, la mayor importancia de las ROS lipofílicas en el estrés oxidativo 

puede ser cuantitativa (las ROS son mayoritariamente lipofílicas, sólo los antioxidantes de esa misma 

naturaleza logran reducir el estrés lo suficiente y evitar la toxicidad) o cualitativa (de entre todos las 

ROS producidas, las lipofílicas son esenciales para la acción o producción del resto).

Mecanismo
de acción

Mecanismo
de acción

Edelfosina Perifosina

Mecanismo
de acción

Miltefosina

Toxicidad por
edelfosina

Toxicidad por
perifosina

Toxicidad por
miltefosina

Otros
efectos

Otros
efectos

Estrés
oxidativo

Estrés
oxidativo

ROS
iniciales

ROS
2as

ROS
2as

Estrés oxidativo
(conjunto de ROS)

ROS
iniciales

ROS
2as

ROS
2as

A B C

Otros
efectos

Estrés oxidativo
(conjunto de ROS)

Ilustración 74: Modelo del papel de las ROS en la toxicidad por ATLs. A: edelfosina. B: perifosina. 
C: miltefosina. El grosor de las flechas blancas indica la relevancia del proceso indicado en la 
toxicidad final. Se representan los posibles pasos en los que se implica la mitocondria y un ambiente 
lipídico, representado por una membrana.
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En los tratamientos con perifosina (ilustración 74 B) las ROS fueron idénticas en la cepa WT y la 

cepa ρ–, por lo que la mitocondria no interviene activamente en la generación del estrés oxidativo. Los 

antioxidantes liposolubles fueron menos eficaces, tanto en la reducción de ROS como en la inhibición 

de la toxicidad. Esto indicaría diferencias, con respecto a la edelfosina, en la generación de ROS y 

aparición de subsiguientes moléculas. La distinta naturaleza de las moléculas que componen el estrés 

oxidativo resultante podría explicar la mayor eficacia de los antioxidantes hidrosolubles y la menor 

de los liposolubles: bien las ROS liposolubles son menos abundantes, bien no inician la formación 

de otras ROS. A pesar de esta diferencia, las ROS liposolubles siguen siendo más críticas para la 

toxicidad final de perifosina, al igual que sucede con la edelfosina.

El papel del estrés oxidativo en la toxicidad por edelfosina se soporta en tres evidencias: la 

inhibición de la toxicidad por edelfosina en la cepa ρ–, tratamiento con antioxidantes e inhibidores 

de la cadena de transporte de electrones, condiciones todas ellas capaces de reducir los niveles de 

ROS. La producción por miltefosina y perifosina de ROS en la cepa ρ–, sin embargo, no es totalmente 

congruente con la bajada observada empleando inhibidores del la cadena de transporte de electrones. 

Las diferencias entre el estrés oxidativo causado por perifosina en la cepa ρ– y en células WT tratada 

con antimicina A u oligomicina fueron especialmente chocantes, y apuntan a que uno de los dos 

escenarios es más complejo: bien los inhibidores afectan a otros componentes celulares distintos de 

la mitocondria, bien las diferencias de la cepa ρ– con la cepa WT van más allá de un mero defecto en 

la respiración celular.

Las dos estrategias experimentales empleadas para comprobar la importancia de la mitocondria 

en la generación de ROS tienen contrapartidas. La cepa ρ– se generó por tratamiento con bromuro de 

etidio, un agente mutagénico que provoca, preferentemente, daños en el ADNmit
290. Una colonia petite, 

o de crecimiento reducido, se aisló, y se comprobó su incapacidad de crecer en medio con glicerol 

como única fuente de carbono (que evidenciaba un defecto en la respiración) y la falta de tinción 

con Mitotracker Red CMXRos (congruente con una incapacidad de generar un Ψm funcional). La 

naturaleza del daño provocado por el bromuro de etidio no es fija, y de hecho se denominan a estas 

cepas ρ– por tener defectos en el ADNmit, pero no ρ0, que implicaría la ausencia total de mismo. Se 

desconoce en la cepa ρ– la extensión tanto del daño en el ADNmit como de la pérdida consiguiente de 

función en la cadena de transporte de electrones. Los componentes presentes en la mitocondria de 

la cepa ρ– podrían ser insuficientes para permitir la respiración pero permitir la generación de ROS.

Por su parte, los inhibidores de la cadena de transporte de electrones podrían alterar otros 

componentes celulares. Este parece ser el caso de la rotenona, un inhibidor del complejo I de células 

de mamífero pero no en levadura, que no posee un complejo I canónico. Sin embargo se observó 

durante los experimentos con inhibidores que la rotenona sí es capaz de reducir la producción 

de ROS y la toxicidad de edelfosina, mediante un efecto independiente de la mitocondria. No se 
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puede descartar que los inhibidores empleados tengan del mismo modo otros efectos, aunque la 

especificidad tanto de la oligomicina como de la antimicina A como inhibidores mitocondriales está 

bien establecida. Además la producción de ROS se logró inhibir mediante el uso de cuatro moléculas 

(dos casi completamente, dos parcialmente) químicamente distintas. Parece por tanto poco probable 

que las cuatro moléculas interactuaran con otro mecanismo independiente de la mitocondria que, a 

su vez, pudiera ser el origen de las ROS.

En todo caso será necesario realizar nuevos estudios para resolver la contradicción entre estos 

resultados y determinar el papel real de la mitocondria en la generación de ROS por los distintos 

ATLs. Una alternativa sería repetir los ensayos descritos en este trabajo, empleando mutantes de genes 

nucleares específicos de los complejos de la cadena de transporte de electrones. Este enfoque podría 

dar una idea mejor del origen de las ROS producidas por cada ATL. El empleo de estos mutantes 

en conjunto con los inhibidores permitiría además una interpretación inequívoca del efecto real 

que estos compuestos tendrían sobre las células. Finalmente, dado que se han descrito procesos de 

interdependencia y regulación entre los componentes de la maquinaria de la respiración, podrían 

abordarse estos experimentos con mutantes sensibles a la temperatura, que pueden cultivarse a una 

temperatura en la que son funcionalmente normales y, en el momento del experimento, cambiarse a 

la temperatura restrictiva para inducir la pérdida de función asociada al gen mutante.

Un factor que deberá ser analizado en futuros experimentos es la posible activación de la 

respuesta retrógrada de la mitocondria en el mutante ρ–. Las células de S. cerevisiae pueden emplear 

la fermentación como única fuente de energía y por tanto sobrevivir a la pérdida de la respiración 

mitocondrial. En estas condiciones se activa una vía de señalización denominada respuesta retrógrada 

(RTG) de la mitocondria que, mediante la expresión de ciertos genes, permite la adaptación del 

metabolismo celular a la pérdida de este orgánulo483. Los efectores fundamentales de dicha vía de 

señalización son los factores de transcripción RTG1/3, que son mantenidos inactivos (excepto cuando 

se activa la respuesta RTG) por MKS1, que los excluye del núcleo483. El mutante mks1Δ es resistente a 

edelfosina (tabla supl. 1), lo que sugiere que la activación de la respuesta RTG promueve la resistencia al 

compuesto. Entre los genes activados por la respuesta RTG hay reguladores de la respuesta pleiotrópica 

a drogas484, y se ha demostrado previamente que componentes de esta respuesta median la expulsión 

de edelfosina al medio extracelular101. De acuerdo con eso, se ha demostrado en este trabajo que un 

plásmido que porta el factor de transcripción PDR3 (tabla 5), un regulador de esta respuesta, es un 

supresor de la sensibilidad a ATLs. Una posible explicación de la resistencia a edelfosina mostrada 

por la cepa ρ– sería la activación de la respuesta RTG y, a través de ella, de la respuesta pleiotrópica 

a drogas, que llevaría a la expulsión del compuesto de la célula. No se explicaría sin embargo la 

resistencia de la cepa ρ– a edelfosina pero no a miltefosina y perifosina, que presumiblemente serían 

también expulsadas de la célula por el mismo mecanismo. Esta hipótesis debería contemplarse en 

futuros experimentos que busquen caracterizar la resistencia a edelfosina de la cepa ρ–. Dado que 
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el mecanismo aquí propuesto implicaría la expulsión de la célula de la edelfosina, experimentos de 

incorporación del compuesto podrían indicar si la respuesta RTG y la respuesta pleiotrópica a drogas 

juegan un papel en la resistencia de la cepa ρ–.

Se desconoce la relevancia de la fragmentación mitocondrial 
inducida por ATLs para la toxicidad celular

Una característica común a los tres ATLs ensayados en este trabajo es que inducen fragmentación 

mitocondrial (ilustraciones 55 y 56). El antioxidante α-tocoferol redujo la fragmentación mitocondrial 

en los tratamientos con edelfosina y perifosina, lo que sugiere que existe una relación entre 

fragmentación mitocondrial y toxicidad de los compuestos. De acuerdo con esto, un experimento 

preliminar con el mutante resistente a edelfosina vps35Δ mostró una fragmentación más reducida 

que las células WT en el tratamiento con edelfosina, mientras que en el mutante lem3Δ prácticamente 

ninguna célula mostró fragmentación mitocondrial (datos no mostrados). La mitocondria es un 

orgánulo dinámico, sujeto a constantes procesos de fisión y fusión278. La morfología mitocondrial 

es afectada por cambios ambientales, incluida la disponibilidad de nutrientes. Notablemente, la 

fragmentación mitocondrial es un marcador típico de apoptosis en células de mamífero, y se ha 

asociado en S. cerevisiae la fragmentación mitocondrial a la respuesta a distintos tipos de estrés 

y tóxicos485. De acuerdo con todo ello es tentador plantear un modelo sencillo que relacionara 

fragmentación mitocondrial y el efecto citotóxico de los ATLs, en el que el primer proceso sería un 

paso inicial e imprescindible para la toxicidad. Sin embargo, no hay suficiente evidencia experimental 

en los resultados de este trabajo que apoye o desmienta tal hipótesis.

El principal argumento a favor de un papel en la toxicidad por ATLs de la fragmentación 

mitocondrial es que la deleción de varios genes que regulan la morfología del orgánulo provocó 

resistencia a edelfosina: mdm38Δ, ptc6Δ, uth1Δ y dnm1Δ. Sólo los dos últimos mutantes fueron 

además resistentes a miltefosina, a pesar de que ambos ATLs provocan fragmentación mitocondrial. 

Es por tanto cuestionable que la resistencia observada, al menos en los dos primeros mutantes, se deba 

a un impedimento en la fragmentación mitocondrial. Tampoco se ha estudiado aún la morfología 

mitocondrial de estos mutantes en los tratamientos a ATLs. El papel de la morfología mitocondrial 

en el proceso de toxicidad por ATLs es por el momento dudoso. Una alternativa verosímil sería que 

la fragmentación mitocondrial sea una respuesta celular a condiciones de estrés, independiente de los 

mecanismos empleados por los ATLs para matar las células o, al menos, no crítica para la activación 

de estos mecanismos. Sería esclarecedor, para comprobar este punto, comprobar individualmente 

en cepas con un defecto conocido en fisión mitocondrial (fis1Δ, mdv1Δ) tanto la morfología del 

orgánulo como la fragmentación del mismo y la sensibilidad frente a ATLs. Otra estrategia consistiría 

en favorecer la morfología mitocondrial opuesta (mediante la sobreexpresión de genes que favorezcan 

la fusión mitocondrial, como FZO1) y comprobar el efecto sobre la respuesta celular a ATLs. Hay que 
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tener en cuenta en todo caso que la morfología y la función de, al menos, la ATP sintasa mitocondrial 

están relacionadas486, y que un mutante con alteraciones en la morfología mitocondrial podría 

presentar además otras alteraciones funcionales. Este es el caso de los mutantes uth1Δ y mdm38Δ, con 

un crecimiento respiratorio reducido. La resistencia a ATLs del mutante dnm1Δ no puede, por tanto, 

interpretarse únicamente a la luz de los defectos en fisión mitocondrial, al menos hasta comprobar 

otros defectos en funciones mitocondriales.

Una causa de la fragmentación mitocondrial observada podría ser la hiperpolarización de las 

mitocondrias tras el tratamiento con ATLs. Las mitocondrias forman un retículo ramificado más 

o menos continuo en S. cerevisiae275. En anaerobiosis o represión por glucosa las mitocondrias 

ocupan un menor volumen celular y presentan una menor ramificación que las condiciones que 

promueven la respiración273,274. El cambio diáuxico, que separa el crecimiento fermentativo y el 

respiratorio, se asocia a cambios morfológicos en las mitocondrias274. Visser et al observaron una 

morfología mitocondrial de cordones largos y ramificados en células crecidas en medio con glucosa 

al 0,4%277 (ilustración 75 B). Esta morfología reticular ha sido observada por diversos autores en 

reconstrucciones tridimensionales de las células, y sufre un desarrollo de su volumen y complejidad 

cuando se induce la respiración275,276. Cuando las células se cultivaban en un quimiostato –con una 

composición estable del medio– de manera prolongada y la fuente de carbono era etanol o una 

baja concentración de glucosa, la morfología cambiaba, observándose un elevado (>20) número de 

mitocondrias disgregadas y de pequeño tamaño277 (ilustración 75 A). Esta morfología había sido 

observada por Yotsuyanagi en medio con glucosa cuando se superaba el cambio diáuxico, tras una 

fase estacionaria prolongada274, y parece por tanto darse en condiciones prolongadas de estimulación 

de la respiración o de consumo de etanol. 

Ilustración 75: morfología de mitocondrias teñidas con DASPMI y observadas por microscopía 
confocal. a: células crecidas con etanol como única fuente de carbono. b: células crecidas con 
glucosa 0,4%. De Visser et al, 1995277.

Las reconstrucciones tridimensionales de las mitocondrias con morfología reticular o disgregada 

(ilustración 75, paneles B y A) tienen una apariencia muy semejante a la mostrada en este trabajo en 
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células control y tratadas con ATL respectivamente. Esta correlación entre actividad mitocondrial 

y fragmentación podría explicar la fragmentación mitocondrial observada en los tratamientos con 

ATLs. Los compuestos inducen una hiperpolarización mitocondrial (ilustraciones 60-65) que, a su 

vez, provocaría los cambios observados en la morfología. Las células sin tratar crecidas en medio con 

glicerol presentan un Ψm más elevado de por sí, que predispondría a las células a sufrir una fragmentación 

más rápida y completa. Este modelo encaja con el propuesto por Pozniakovsky y colaboradores 

para la fragmentación mitocondrial inducida por amiodarona o feromona389. Ese trabajo señaló la 

hiperpolarización como causa de la producción de estrés oxidativo. La hiperpolarización provocada 

por ATLs es anterior a la elevación de las ROS en las células, y en presencia de glucosa coinciden 

los compuestos que más hiperpolarizan las células y los que producen una mayor cantidad de ROS: 

perifosina > edelfosina > miltefosina (ilustraciones 60, 62, 64 y 50). Una diferencia fundamental entre 

ese trabajo y el aquí presentado es que eran capaces de inhibir la producción de ROS por igual con 

NAC y αTF. El tratamiento con NAC también redujo la fragmentación mitocondrial inducida por 

amiodarona, mientras que la fragmentación por ATLs fue reducida sólo parcialmente por tratamiento 

con αTF (ilustración 57). Aunque la fragmentación mitocondrial causada por los dos tratamientos 

presenta diferencias, hay similitudes suficientes para plantearse comprobar en células tratadas con 

ATLs el modelo de fragmentación propuesto por Pozniakovsky y colaboradores. Un elemento de 

especial interés sería comprobar la fragmentación en un mutante ysp1Δ, que codifica una proteína 

mitocondrial esencial para la fragmentación mitocondrial inducida por amiodarona389.
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Conclusiones
1. La edelfosina induce la ubiquitinación de Pma1p, la protón ATPasa de la membrana 

plasmática. Pma1p se transloca a la vacuola, donde se degrada, en los tratamientos con 

edelfosina, miltefosina y perifosina.

2. La degradación de Pma1p promovida por edelfosina causa acidificación citosólica, que 

se correlaciona con la toxicidad celular del compuesto.

3. La toxicidad por edelfosina depende de la presencia de mecanismos de transporte 

vesicular a través de los endosomas, incluidos el retrómero y el complejo ESCRT.

4. Análogos fluorescentes de edelfosina se acumulan en el retículo endoplásmico y 

en la vacuola, mientras que un análogo fluorescente de miltefosina se acumula en la 

membrana plasmática o, tras una incubación prolongada, en la vacuola.

5. Edelfosina y perifosina provocan un estrés oxidativo mucho más intenso que la 

miltefosina.

6. La edelfosina requiere genes de la respiración mitocondrial para su toxicidad y actúa a 

través de la producción de especies reactivas de oxígeno. Ni la respiración mitocondrial 

ni las especies reactivas de oxígeno juegan un papel relevante en la toxicidad por 

miltefosina

7. Edelfosina, miltefosina y perifosina provocan hiperpolarización y fragmentación 

mitocondrial.

8. Una fracción del daño oxidativo provocado por edelfosina, crítica para toxicidad del 

compuesto, es sólo accesible a compuestos liposolubles.
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Materiales y métodos

Condiciones generales

Cepas

Se empleó como tipo silvestre (WT) la cepa BY4741 (MAT a his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0)487 

excepto en los casos en que se indica lo contrario. Los mutantes de deleción de la colección empleada 

para los screenings, isogénicos con BY4741297,299, provienen de Euroscarf (Frankfurt, Alemania). 

En los experimentos de fraccionamiento celular para la detección de [3H]-edelfosina se empleó un 

mutante end4tspep4Δ (cepa RH2763: MAT a his4 leu2 ura3 bar1 pep4::URA3 sla2-1 [end4ts]) y para 

su control la cepa isogénica (RH1800: MAT a his4 leu2 ura3-52 bar1), ambas cortesía de Howard 

Riezman (Universidad de Ginebra, Suiza). La cepa RH2763 también se empleó durante la localización 

de PTEET. Para la localización de Et-BDP-ET se empleó una cepa Sik1-RFP488 (MAT α his3Δ1 

leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 SIK1::RFPkanMX4), cortesía de Peter Arvidson (Universidad de Harvard, 

EEUU). En el experimento inicial de localización de Pma1 por microscopía se empleó una cepa 

Pma1RFP156 (SEY6210-PMA1-dsRFP: MAT a ura3-52 leu2-3,112 his3-100 trp1-901 lys2-801 suc2-9 

PMA1::tdimer2(12)::kanMX4), cortesía de Widmar Tanner (Universidad de Regensburg, Alemania). 

Para el análisis de la cepa hipomórfica para PMA1 se empleó como control la cepa YMS084 (MAT 

α can1Δ::MFA1pr-HIS3-MFα1pr-LEU2 his3Δ 1leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0 lyp1Δ0) en conjunción con 

la cepa hipomórfica DAmP (YMS084 YGL008C::3NATB) en sí misma358. Para la observación de la 

fragmentación mitocondrial se empleó una cepa GFPmit (MAT a/α can1Δ1::MFA1prHIS3 lyp1Δ leu2Δ0 
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his3Δ1 ura3Δ0 met15Δ0 YDL242WΔ::TPIprmtGFP), cortesía de Vanina Zaremberg (Universidad de 

Calgary, Canadá).

Plásmidos

Para la expresión del marcador del RE ELO3 unido a una proteína fluorescente se empleó el 

plásmido centromérico pUG35, que codifica una GFP optimizada para levadura en el extremo 3’ del 

sitio múltiple de clonación489. Se insertó la región codificante de ELO3 entre los sitios de restricción 

EcoRI y SalI del plásmido. En la observación por microscopía del marcador del RE SEC63 se empleó 

el plásmido centromérico YCplac111-SEC63-GFP490, cortesía de Symeon Siniossoglou (Universidad 

de Cambridge, Reino Unido). En la observación por microscopía de PMA1 se empleó un plásmido 

centromérico derivado de pRS416 con una fusión C-terminal de GFP491, cortesía de Annick Breton 

(Instituto de Bioquímica y Genética Celular, Burdeos, Francia). Para la medición del pH se empleó 

el plásmido pYES-ACT-pHluorin455 (cortesía de Gertien Smits, Universidad de Ámsterdam, Países 

Bajos) o el vector vacío pYES (Invitrogen). El screening de sobreexpresión hizo uso de la genoteca 

2J351420 basada en el plásmido multicopia YEp351419, ambos cortesía de Scott E. Erdman (Universidad 

de Syracuse, EEUU). El estrés de RE se midió empleando el plásmido centromérico reportero UPR-

RFP410, proveniente de AddGene (Cambridge, Reino Unido).

La transformación de los plásmidos se realizó mediante el método de acetato de litio/PEG492. 

Las células a transformar se cultivaron toda la noche, se diluyeron hasta una DO de 0,1 en medio 

fresco y se incubaron hasta alcanzar una DO de 1. Se recogieron las células por centrifugación (5 

mL por transformación), lavándose 2 veces con agua estéril y otras dos con acetato de litio 100 mM. 

Al pellet celular de cada transformación se le añadió, secuencialmente, 240 µL de PEG 3500 (50% 

en agua), 18 µL de acetato de litio 2 mM, 50 µL de ADN de cadena sencilla (ADN de testículo de 

salmón al 2% en agua, hervido y enfriado) y 43 µL de plásmido (1-5 µL de plásmido disuelto en 

agua). Se homogeneizó la mezcla en un agitador vortex durante dos minutos y se incubó a 30 ºC 

durante 25 minutos. Posteriormente se incubaron las células a 42 ºC durante 30 minutos. Las células 

se centrifugaron y se eliminó el sobrenadante, se resuspendieron en 400 µL de medio selectivo según 

el plásmido empleado y se sembraron dos placas de agar con el mismo medio selectivo (40 y 200 µL 

respectivamente). Tras 72 h de incubación a 30 ºC se aislaron clones a partir de colonias aisladas.

Medios y condiciones de cultivo

En la mayoría de los experimentos se empleó el medio de cultivo complejo YPAD: 1% extracto 

de levadura, 2% bactopeptona, 2% glucosa, 40 mg/L adenina. La glucosa se sustituyó en ciertos 

experimentos por glicerol al 3% (YPAGl). Las cepas transformadas con plásmidos se cultivaron 

en medio sintético: 0,67% base de nitrógeno para levaduras (sin aminoácidos y con sulfato de 

amonio), 2% glucosa, 800 mg/L mezcla de suplementos (ForMedium, Reino Unido). Las mezclas 
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de suplementos específicas para cada plásmido fueron completas (medio SC) o carecían de uracilo, 

leucina o ambos compuestos (medio SC –aa, selectivo para el aminoácido aa). Los medios sólidos, 

en todo caso, llevaban agar al 2%. Las células se cultivaron a 30 ºC y con agitación en caso de cultivos 

líquidos, salvo en los experimentos donde se indique lo contrario.

Compuestos químicos empleados
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Ilustración 76: análogos fluorescentes de ATLs empleados en el presente trabajo. A: análogos 
de la edelfosina. PTE-ET: 1-O-(15’-fenilpentadeca-E-8’,10’,12’,14’-tetraenil)-2-O-metil-rac-
glicero-3-fosfocolina. PTRI-ET: 1-O-(15’-fenilpentadeca-E-10’,12’,14’-trien-8’-inil)-2-O-metil-
rac-glicero-3-fosfocolina. Et-BDP-ET: 1-O-(11’-(6’’-etil-1’’,3’’,5’’,7’’-tetrametil-4’’,4’’-difluoro-4’’-
bora-3a’’,4a’’-diaza-s-indacen-2’’-il)undecil)-2-O-metil-rac-glicero-3-fosfocolina. Yn-BDP-ET: 
1-O-(13’-(1’’,3’’,5’’,7’’-tetrametil-4’’,4’’-difluoro-4’’-bora-3a’’,4a’’-diaza-s-indacen-2”-il)tridec-12’-
inil)-2-O-metil-rac-glicero-3-fosfocolina. B: análogo de la miltefosina. PTE-MT: 13-feniltrideca-
E-6,8,10,12-tetraenilfosfocolina.

La Edelfosina fue sintetizada por Inkeysa (Barcelona), la miltefosina provino de Calbiochem 

(EEUU) y la perifosina de Zentaris (Frankfurt, Alemania). [3H]-edelfosina (42 Ci/mmol) proviene 
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de Amersham Buchler (Alemania). Los ATLs se disolvieron en agua y se esterilizaron por filtración. 

Se conservaron a 4 ºC en alícuotas que se calentaron periódicamente para evitar la precipitación de 

los compuestos. Los ATLs se añadieron directamente al medio líquido y, en el caso del medio sólido, 

una vez este se hubiera atemperado a unos 50 ºC, justo antes de verterlo en las placas. Los análogos 

fluorescentes de edelfosina y miltefosina (ilustración 76) fueron sintetizados por Francisco Amat-

Guerri y A. Ulises Acuña76,325,326 (CSIC, Madrid), quienes nos los suministraron amablemente. Los 

análogos se conservaron congelados en soluciones 1-10 mM en DMSO y protegidos de la luz. Los 

tratamientos se realizaron con una concentración final de 10 µM de los distintos ATLs, a menos que 

se indique lo contrario.

Salvo explícitamente indicado, el resto de compuestos fueron obtenidos de Sigma.

Instrumentos

Salvo mención expresa, los espectrofotómetros empleados fueron un U-2001 (Hitachi) 

o un Smartspec 3000 (BioRad). Las imágenes de microscopía de fluorescencia se tomaron en un 

microscopio Axioplan 2 (Carl Zeiss), empleando el programa Openlab (PerkinElmer), o en un 

microscopio DM 6000 B (Leica), empleando el programa Metamorph (Molecular Devices). Ambos 

microscopios emplean cámaras Hamamatsu (ORCA-Er-C4742-95). Los filtros empleados fueron: en 

el Carl Zeiss, Rojo (BP 365, FT 395, LP397), Verde (41017 HQ 470/40X Q495LP HQ525/50) y Azul 

(BP 546, FT 580, LP 590);  y en el Leica, GFP (BP 470/40, FT 500, BP 525/50) y N3 (BP 546/12, FT 

565, BP 600/40). Los experimentos de citometría se realizaron en un citómetro FacsCalibur (BD 

Biosciences). La adquisición de datos se realizó con el programa CellQuest (BD Biosciences) y el 

análisis posterior con el programa FCS Express (DeNovo Software). 

Experimentos

Análisis de la toxicidad celular

Curvas de crecimiento

El crecimiento celular se monitorizó a través de la densidad óptica a una longitud de onda de 

595 nm (DO). Las células, en fase logarítmica, se diluyeron hasta la DO inicial y se dividieron entre 

controles y tratamientos, según el experimento. Muestras de los cultivos se tomaron a los tiempos 

indicados, se diluyeron 10-20 veces y se midieron en un espectrofotómetro. Alternativamente, los 
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cultivos se realizaron directamente en una placa multipocillo (96 pocillos fondo U, Nirco) y, a los 

tiempos indicados, se midieron en un espectrofotómetro de placas Ultra Evolution (Tecan).

Réplica en medio sólido de diluciones seriadas

Se cultivaron toda la noche las cepas a monitorizar y, una vez alcanzada la saturación, se 

recolectaron por centrifugación las células de 1 mL del cultivo, se resuspendieron en agua y se 

guardaron a 4 ºC. Una vez recolectadas todas las cepas, se midió su DO y se ajustaron las suspensiones 

celulares a una DO final de 1. En una placa multipocillo se organizaron las distintas cepas por filas 

y las sucesivas diluciones por columnas. Se añadieron 200 µL de la suspensión celular a la primera 

columna y 180 µL de agua a las tres columnas adyacentes. Se transfirieron con una pipeta, dentro de 

cada fila (simultáneamente para varias filas, con una pipeta multicanal), 20 µL de la primera columna 

a la adyacente; se mezcló por pipeteo diez veces y se transfirieron otros 20 µL a la siguiente columna; 

y se repitió con la última columna, resultando así en diluciones seriadas 1:10 de una columna a la 

siguiente. Una vez realizadas todas las diluciones seriadas en la placa, fue agitada (Elmi Tech Skyline 

ST-3 shaker, 10 min, 900 rpm) para homogeneizar las diluciones. Seguidamente, se introdujeron en los 

pocillos las clavijas de un replicador compatible con una placa de 96 pocillos, esterilizado por llama. 

Al sacar el replicador, las gotas adheridas a la punta de cada clavija –todas de volumen semejante– se 

transfirieron a la superficie de agar de la placa de Petri posando con suavidad el replicador. Se repitió 

la operación transfiriendo la misma placa multipocillos a tantas placas de Petri como fuera necesario, 

esterilizando el replicador posteriormente.

Ensayo clonogénico

Se diluyó un cultivo en fase logarítmica hasta una DO de 0,1 y se dividió en los distintos 

tratamientos. A los tiempos indicados una alícuota de cada tratamiento se diluyó 1000 veces en agua 

y 100 µL de esta dilución se sembraron en una placa de Petri con el mismo medio pero carente 

del tratamiento. Este procedimiento se realizó por triplicado para cada punto temporal de cada 

tratamiento. Las placas se incubaron 48-72 h y se contaron las colonias, identificando cada célula 

viable con una unidad formadora de colonias (UFC). Cuando los tratamientos mostraban crecimiento 

se aumentó el factor de dilución de la alícuota a 2000-8000 para reducir el número de UFC en la placa 

y permitir distinguir las colonias resultantes. 

Integridad de la membrana plasmática

A partir de un cultivo mantenido en fase logarítmica se realizó, a los tiempos indicados, una 

dilución a DO de 0,4, que se dividió entre los distintos tratamientos. Todos los tratamientos fueron 

procesados al mismo tiempo. Las células se recolectaron por centrifugación, se resuspendieron en 
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200 µL de PBS (KCl 0,02%, NaCl 0,8%, KH2PO4 0,02%, Na2HPO4 0,11%) con 6 µg/mL de yoduro de 

propidio y se tiñeron 15 min a 30 ºC protegidas de la luz. Seguidamente se añadió 800 µL de PBS a 

cada muestra y se midió la fluorescencia celular en un citómetro FacsCalibur (BD Biosciences).

Ciclo celular

Los tratamientos se realizaron a partir de un cultivo en fase logarítmica, diluido hasta una 

DO de 1. 1 mL de cada tratamiento se sonicó, las células fueron recolectadas por centrifugación 

y resuspendidas en 1 mL de 70% etanol. Se homogeneizaron las muestras en un agitador vortex y 

se fijaron durante 4 horas en una noria a 4 ºC. Las células se recolectaron por centrifugación, se 

resuspendieron en 500 µL Tris-Cl 10 mM pH 7,5 y se les añadió 5 µL de RNAsa A (20 mg/mL). Se 

incubaron las células 1 h a 37 ºC y se añadieron posteriormente 2 µL de proteinasa K (20 mg/mL, 

Invitrogen), incubándose otra hora a 37 ºC. Las células se recolectaron por centrifugación, se lavaron 

con PBS, se resuspendieron en PBS con 6 µg/mL de yoduro de propidio y se tiñeron 15 min a 30 ºC 

protegidas de la luz. Seguidamente se añadió 800 µL de PBS a cada muestra y se midió la fluorescencia 

celular por citometría.

Screenings genómicos

Screenings empleando la colección de mutantes de deleción

Para los screenings de resistencia a edelfosina y miltefosina se cultivaron las cepas en medio YPAD 

suplementado con una concentración final de 150 µg/mL de G418. Las células se transfirieron con un 

replicador de clavijas desde las placas multipocillo en las que se hallan congeladas a placas con 150 

µL de medio, y se cultivaron 3 días hasta saturación. Para el cribado de las cepas se transfirieron estos 

cultivos con el replicador a nuevas placas con medio SC ± ATL, y se monitorizó su DO diariamente 

durante 7 días usando un espectrofotómetro de placas (modelo 550, Bio-Rad). El cociente entre el 

crecimiento en medio con y sin ATL indicó la sensibilidad al compuesto de cada cepa examinada. 

Las células se consideraron resistentes cuando superaron las condiciones indicadas como punto de 

corte para el screening de cada compuesto –según se indica en Resultados– en cinco experimentos 

independientes. El screening de sensibilidad a edelfosina se realizó en placas OmniTray (Nalgene 

Nunc) con medio SC sólido, a las que se transfirieron 384 cepas por placa con un manipulador 

robótico (Virtek Colony Arrayer, Bio-Rad). Las placas se incubaron durante 2 días y se fotografiaron 

con un sistema de adquisición de imágenes Versa Doc (Bio-Rad). La relación entre el crecimiento 

en las placas con y sin edelfosina indicó la sensibilidad al compuesto de cada cepa. Las células se 

consideraron sensibles cuando su crecimiento fue comparativamente menor al WT BY4741 –según 

se indica en Resultados– en al menos tres experimentos independientes.
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Análisis bioinformático

La función de los genes identificados en los screenings se examinó en base a la clasificación 

funcional de Gene Ontology322  y MIPS323, las anotaciones de cada gen presentes en Saccharomyces 

Genome Database y mediante consulta bibliográfica. El análisis bioinformático de las listas de genes 

se realizó con la interfaz web Funspec321. Para las categorías funcionales con un enriquecimiento 

significativo según Funspec se calculó, a partir del número de genes asociado a la misma, el factor de 

enriquecimiento (FE) como el cociente entre la frecuencia relativa de dicha categoría en la lista de 

genes y la frecuencia relativa de dicha categoría en el genoma del organismo.

Screening de sobreexpresión

A B C 

 

abrazadera

terciopelo

bloque 

placa
molde

 

placa
réplica

Ilustración 77: esquema del procedimiento de réplica en placa. A: montaje del tampón de réplica 
(recuadro: instrumentos reales). B: tampón de réplica (recuadro: tampón real) al que se transfieren 
los parches (puntos naranjas) de la placa molde (azul). C: impresión en la placa réplica (verde) de 
los parches desde el terciopelo.

Células BY4741 fueron transformadas por el procedimiento del acetato de litio con la genoteca 

2J351, empleando 2 µL (completados con agua) por cada 10 transformaciones, y los transformantes se 

seleccionaron en placas de Petri con medio SC –Leu. La selección de clones resistentes a partir de las 
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dos primeras series de transformantes (tabla 4, series E y A) se realizó por réplica de parches. Colonias 

individuales fueron transferidas a placas de SC –Leu (placa molde, ilustración 78 A) y extendidas con 

palillos estériles formando parches. La transferencia de estos parches se realizó mediante un tampón 

de réplica, sobre el que se montó un terciopelo estéril (ilustración 77 A). La placa molde se presionó 

contra el terciopelo, transfiriendo al mismo parte de las células de los parches (ilustración 77 B). 

Seguidamente se presionó sobre el terciopelo una placa réplica de medio con ATL, transfiriéndose 

desde el terciopelo a la placa las células (ilustración 77 C; ilustración 78 B). Entre los parches se incluyó 

además un control resistente (YEp351/lem3Δ) y un control sensible (YEp351/BY4741), empleados 

como baremos de la sensibilidad al ATL de los distintos clones. Los clones aparentemente resistentes 

(candidatos primarios) se concentraron y resembraron en nuevas placas moldes y se les sometió a una 

nueva comprobación, confirmándose varios clones como resistentes (tabla 4, candidatos; ilustración 

78 C).

Mediante la técnica de la réplica por parches fue sin embargo difícil transferir los parches 

de manera homogénea, especialmente aquellos situados en los bordes de las placas. Esto impedía 

distinguir claramente si su crecimiento en las placas réplica era mayor o no que el control sensible, 

y en caso de serlo, si esto era debido a la resistencia de ese clon al ATL o a que la cantidad de células 

presente en el parche fuera excesiva. Compárese, por ejemplo, los clones marcados “§” en la ilustración 

78 C, que posteriormente resultaron no resistentes. Ante esta dificultad, con una segunda serie de 

transformantes (tabla 4, series B y H) se transfirió en primer lugar a 150 µL de medio líquido en 

placas de 96 pocillos (placa molde). Se emplearon sólo las columnas impares de cada placa, dejando 

los otros 48 pocillos vacíos, y se cultivaron los clones 48 horas a 30 ºC hasta saturarse los cultivos. 

En otra placa se rellenaron los 96 pocillos con 150 µL de agua estéril (placa de dilución). Con un 

replicador de clavijas se transfirieron gotas de aproximadamente el mismo volumen desde los pocillos 

de la placa molde a los correspondientes de la placa de dilución. En la placa de dilución se crean así, 

en las columnas impares, una primera dilución celular, mientras que en las pares sólo queda agua. 

Seguidamente se esterilizó por flameado el replicador. Se transfirieron, dentro de la placa de dilución, 

gotas desde cada columna impar a la columna par adyacente, creándose así en las columnas pares 

una segunda dilución mayor. Finalmente se homogeneizó la placa de dilución en un agitador de 

placas y se transfirió el contenido de la misma a las placas réplica con medio sólido. Cada dos pocillos 

de columnas adyacentes representan el mismo clon, en dos diluciones, y su crecimiento puede 

compararse con los controles, también presentes en la placa (ilustración 79 A). Mediante esta técnica 

fue posible seleccionar clones tanto resistentes como hipersensibles (series B y H respectivamente). 

Esta técnica permitió mejores resultados e hizo innecesaria la comprobación adicional, siendo los 

clones seleccionados candidatos directamente (tabla 4).
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Ilustración 78: cribado de candidatos por réplica en placa. A: placa molde con parches de clones 
individuales. B: placa réplica (edelfosina 30 µM). –: control negativo de resistencia (YEp351/
BY4741). +: control positivo de resistencia (YEp351/lem3Δ). *: clon resistente (candidato primario). 
C: réplicas de los mismos clones en placas con edelfosina 50, 55 y 60 µM. §: clones situados en el 
borde de la placa, aparentemente tan resistentes a 50 µM de edelfosina como el control positivo, 
pero no realmente resistentes. D: cribado de candidatos. Cuatro candidatos (1-4) se comprueban 
por dilución seriada, seleccionándose dos de ellos (▶, ). E, F: confirmación de candidatos (del 
panel D) por dilución seriada. Los plásmidos aislados de cada candidato (R0) se retransformaron y 
se comprobó la resistencia de 3 clones independientes (R1-R3). La resistencia de algunos candidatos 
se reprodujo (, supresor A1), confirmándose que está causada por el plásmido. En otros casos la 
resistencia del candidato no se reprodujo en los correspondientes retransformantes (▶, candidato 
A4), indicando que la resistencia no está ligada a la presencia del plásmido.

Los candidatos se sometieron a dos rondas de cribado. En primer lugar se comprobó 

nuevamente la resistencia de cada candidato por réplica en medio sólido de diluciones seriadas 

(ilustración 78 D; ilustración 79 B y D). Los candidatos que confirmaron su fenotipo de resistencia o 

sensibilidad fueron sometidos a un segundo cribado para confirmar que tal fenotipo estaba asociado 

al plásmido que portaban y no a otra mutación. Para aislar los plásmidos se empleó un método 

rápido de extracción de ADN493. Los clones fueron cultivados en 5 mL de medio líquido durante 

la noche, las células fueron recolectadas por centrifugación y rotas por agitación en un vortex en 
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Ilustración 79: cribado de candidatos por réplica desde medio líquido. A: cribado de los clones 
iniciales. –: control negativo de resistencia (YEp351/BY4741). +: control positivo de resistencia 
(YEp351/lem3Δ). *, «: cepas con distinta resistencia a ATLs. B, D: cribado de candidatos. En cada 
caso, cuatro candidatos (1-4) se comprueban por dilución seriada, seleccionándose uno de ellos 
(▶, ). C, E: confirmación de candidatos (de los paneles B, D) por dilución seriada. Los plásmidos 
aislados de cada candidato (R0) se retransformaron en levadura y se comprobó la resistencia de 3 
clones independientes (R1-R3). La resistencia de algunos candidatos se reprodujo (, supresor B12), 
confirmándose que está causada por el plásmido. En otros casos la resistencia del candidato no se 
reprodujo en los correspondientes retransformantes (▶, candidato B8), indicando que la resistencia 
no está ligada a la presencia del plásmido.
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presencia de esferas de cristal, seguida de incubación de 3 minutos en un baño hirviendo. El ADN 

se precipitó con etanol, se transformó por choque térmico en Escherichia coli DH5α competentes 

y se seleccionaron los transformantes en placas de Petri de medio LB (1% triptona, 1% NaCl, 0,5% 

extracto de levadura) con 100 µg/mL de ampicilina. Se inocularon 5 mL de medio LB líquido con 

una colonia de E. coli para cada candidato, de los que se realizó una miniprep por el método de la 

lisis alcalina. El plásmido aislado se transformó de nuevo en levadura por el método del acetato de 

litio/PEG. Estas levaduras retransformantes deberían de tener el mismo fenotipo de resistencia o 

sensibilidad al ATL que el clon original candidato, del que se extrajo el plásmido. Se compararon por 

tanto tres colonias retransformantes (R1-R3) con el clon original (R0) por réplica en medio sólido de 

diluciones seriadas. Algunos de los plásmidos no confieren a los retransformantes el fenotipo del clon 

original (ilustración 78 D, F ▶; ilustración 79 B, C ▶). Otros plásmidos sí transmitieron el fenotipo del 

clon original (ilustración 78 D, E ; ilustración 79 D, E ), confirmándose en ese caso los plásmidos 

candidatos como supresores (tabla 4). Los supresores confirmados se secuenciaron empleando los 

oligonucleótidos universales del fago M13, que flanquean el sitio múltiple de clonación del plásmido 

YEp351. La región secuenciada se comparó con la secuencia del ADN genómico de S. cerevisiae para 

identificar qué inserto se hallaba clonado en cada plásmido y los genes presentes en el mismo (tabla 

5).

Microscopía de fluorescencia

Las muestras de microscopía de fluorescencia se prepararon en fresco. Las células se recolectaron 

por centrifugación y se resuspendieron en el mínimo volumen posible del mismo medio en el que 

se encontraran. La suspensión se homogeneizó por pipeteo y se dispuso sobre un portaobjetos. Tras 

colocar el cubreobjetos se rodó un tubo de plástico sobre el mismo para expulsar las burbujas de aire 

y el exceso de líquido, y se observó inmediatamente al microscopio.

Observación de proteínas y marcadores fluorescentes

Para la observación de GFP se emplearon los filtros Verde y GFP de los microscopios de 

fluorescencia. Para la observación de RFP se emplearon los filtros Rojo y N3. En la observación de 

análogos fluorescentes de ATLs, la imagen del análogo se tomó siempre en primer lugar y antes de 

observar otros marcadores. PTE-ET, PTRI-ET y PTE-MT se añadieron a las células una concentración 

de 15 µM, y debido a su poca fotoestabilidad las imágenes se tomaron en cuanto se abrió el obturador 

de fluorescencia, no siendo posible enfocarlas. El filtro empleado fue el Azul. EtBDP-ET e Yn-BDP-

ET, debido a su fluorescencia más intensa y duradera, se añadieron a una concentración final de 5 

µM,  y se observaron con el filtro Verde. El FM 4-64 se empleó a una concentración final de 10 µM, 

con una carga de al menos 30 minutos, seguida de al menos 45 minutos en ausencia del mismo si se 

pretendía lograr una tinción únicamente vacuolar. Se empleó el filtro Rojo o N3. La sal soluble Lucifer 
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yellow (LY) se usó a una concentración final de 2,5 mg/mL, incubando las células simultáneamente 

con FM 4-64 y LY durante 1 h a 4 ó 30 ºC. Seguidamente se lavaron las células y se resuspendieron en 

medio fresco a la misma temperatura, incubando las células 15 minutos a 30 ºC ó 1 h a 4 ºC. En este 

último periodo se añadió el análogo PTE-ET. El filtro empleado para el LY fue el GFP. El Mitotracker 

Red CMXRos se añadió a una concentración final de 100 nM y se incubaron las células 30 minutos a 

30 ºC. Se observó con los filtros Rojo y N3. El DiOC6(3) se añadió a una concentración final de 50 nM 

y se incubó 30 minutos antes de ser observado con el filtro GFP. Para la tinción con DAPI las células 

se recolectaron por centrifugación y se resuspendieron en 4% formaldehido/PBS pH 7,1. Tras 1 hora 

de incubación a 4 ºC en una noria para fijar y permeabilizar las células se lavaron y resuspendieron 

en PBS, se añadió el DAPI a una concentración final de 25 µg/mL y se tiñeron 10 min a temperatura 

ambiente antes de observarse con el filtro Azul.

Tinción con quinacrina

Cultivos celulares en YPAD se inocularon en YPAD-H (YPAD tamponado con 100 mM HEPES 

pH 7,6, filtrado y protegido de la luz) y se cultivaron 2 horas a 30 ºC. Las células se trataron con ATLs 

el tiempo indicado, se centrifugaron y resuspendieron en YPAD-H fresco. Se añadió quinacrina a 

una concentración final de 400 µM (a partir de una solución de 4 mM en YPAD-H) y se incubaron 

10 minutos a 30 ºC y 5 minutos a 4 ºC. Se recolectaron las células por centrifugación, lavándolas dos 

veces con HG (10 mM Hepes pH 7,6, 2% glucosa) y se observaron inmediatamente con el filtro GFP 

del microscopio de fluorescencia.

Fraccionamiento celular y western blot

Para los fraccionamientos celulares en los que se midió Pma1 y [3H]-edelfosina (ilustración 41 

B y C) se recolectaron por centrifugación 50 unidades de DO de un cultivo en fase logarítmica tratado 

los tiempos indicados con edelfosina y se lavaron 3 veces con PBS. En el estudio de la distribución de 

[3H]-edelfosina se incluyó esta molécula marcada en el tratamiento (5,3 x 105 cuentas por minuto/

mol). Las células se lavaron con 1 M sorbitol, al que se había añadido 10 mM NaN3 y 10 mM NaF, y 

se congelaron los pellets. Las células se resuspendieron en 350 μl de tampón TNE (50 mM Tris-Cl, 

pH 7,4, 150 mM NaCl y 5 mM EDTA, al que se añade 20 μg/ml leupeptina, 20 μg/ml aprotinina, 1 

mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo y mezcla de inhibidores de proteasas de Roche) y se les añadió 

un volumen equivalente de esferas de cristal. Las células se rompieron en un Fastprep (4 pulsos de 15 

s, velocidad 5,5), se precipitaron las células enteras por centrifugación y se transfirió el sobrenadante 

con el extracto celular total a un tubo de ultracentrífuga. Se precipitaron las membranas totales por 

centrifugación de los extractos 3 h a 4 ºC en un rotor SW40 (Beckman) a 218000 g. El pellet se 

resuspendió en frío en tampón MBS-sacarosa (25 mM Mes, pH 6,5, 150 mM NaCl, sacarosa 60%) al 

que se añadió Triton X-100 a una concentración final del 1%. Las membranas se incubaron 1 h a 4 ºC y 
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se homogeneizaron completamente mediante varios pasos por un homogeneizador de tejidos Potter-

Elvehjem. 350 µL del extracto se mezclaron con 2,27 mL de MBS-sacarosa al 60% y se transfirieron 

a un tubo de ultracentrífiga, y sobre ellos se construyó un gradiente zonal de sacarosa/MBS (3,54 

mL al 50%, 1,78 mL al 45%, 1,78 mL al 40%, 0,89 mL al 30% y 0,89 mL al 5%). Los gradientes se 

centrifugaron en un rotor SW40 a 256000 g durante 18 h a 4 ºC y fracciones de 1 mL se recolectaron 

desde la parte superior del gradiente. Alícuotas de cada fracción se emplearon posteriormente para 

electroforesis en gel discontinuo de acrilamida y western blot, o se mezclaron con líquido de centelleo 

para medir la incorporación de [3H]-edelfosina. El procedimiento de los fraccionamientos mostrados 

en la ilustración 41 A fue semejante, pero se empleó un gradiente de Optiprep (Nycomed). 300 µg del 

extracto celular total se incubaron 30 min a 4 ºC en 500 µL de tampón TNE con una concentración final 

de 1% de Triton X-100. Se le añadió 1 mL de 60% Optiprep y se transfirió a un tubo de ultracentrífuga, 

encima se incorporaron 2,4 mL de 30% Optiprep/TNE con una concentración final de 0,1% de Triton 

X-100 y finalmente 400 µL de TNE-0,1% Triton X-100. Los gradientes se centrifugaron en un rotor 

TLS55 (Beckman) a 166000 g durante 2 h a 4 ºC y se recogieron las fracciones.

Las inmunoprecipitaciones se realizaron a partir de cultivos de 200 µL en fase logarítmica, 

a los que se añadió 19 µM edelfosina en los tiempos indicados. Las células se recolectaron por 

centrifugación y los pelets se congelaron hasta su procesamiento. Se lisaron las células en 400 µL 

de tampón RIPA (0,1% SDS, 1% Triton X-100, 1% deoxicolato de sodio, suplementado con 10 µg/

mL aprotinina, 10 µg/mL leupeptina, 2 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo, 250 nM bortezomib, 10 

mM yodoacetamida) y un volumen semejante de esferas de cristal, mediante tres pulsos de 15 s en 

una Fastprep. Los sobrenadantes se transfirieron a nuevos tubos, se precipitaron por centrifugación 

las células enteras y se determinó la concentración de proteínas en el sobrenadante por un ensayo 

Bradford. Se inmnoprecipitó Pma1p (ilustración 42 A) a partir de 160 µg de proteína total mediante 

incubación toda la noche a 4 ºC en una noria con un anticuerpo de conejo policlonal anti-Pma1p y 25 

µL de bolas CL-4B recubiertas con proteína A en 2 mL de PBS. Se inmunoprecipitaron las proteínas 

ubiquitinadas (ilustración 42 C) a partir de 500 µg de proteína en presencia de 20 µL de bolas unidas 

covalentemente a un dominio de interacción con ubiquitina (ubiquitinated protein enrichment kit, 

Calbiochem). En ambos casos las bolas se lavaron 3 veces con PBS, se resuspendieron en 30 µL de 

tampón de carga y se calentaron a 50 ºC 10 min para evitar la agregación de Pma1p justo antes de su 

electroforesis en geles discontinuos de poliacrilamida. 

Se emplearon en los western blots anticuerpos frente a Pma1 y Gas1 (cortesía de Ramón 

Serrano, Universidad Politécnica de Valencia, y Howard Riezman, Universidad de Ginebra, Suiza)  y 

anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa de rábano, para detección por quimioluminescencia, 

o al fluoróforo Alexa680 (Invitrogen) para detección en un escáner Odyssey (LiCor).
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Incorporación de [3H]-edelfosina

Para medir la incorporación de [3H]-edelfosina, las células se cultivaron hasta fase exponencial 

tardía en medio YPAD en una placa de 96 pocillos, determinándose la DO de cada pocillo. Las células 

fueron tratadas con 60 µM edelfosina –a la que se añadió, en cada pocillo, 2·104 cuentas por minuto de 

[3H]-edelfosina– e incubadas durante 1 hora. La  [3H]-edelfosina no incorporada se retiró mediante 

5 lavados consecutivos de las células con 1 mL de 3% seroalbúmina bovina/PBS. Las células restantes 

se resuspendieron en 500 µL PBS, se mezclaron con 1,5 mL de líquido de centelleo y se midió la 

radiactividad restante en un contador de centelleo Beckman.

Función mitocondrial

Citometría de flujo – ROS y Ψm 

A partir de un cultivo en fase exponencial se diluyeron 0,2 unidades de DO en 2 mL de 

medio fresco en un tubo de citómetro y se añadió el ATL correspondiente, incubándose a 30 ºC las 

células. 30 minutos antes de finalizar el tiempo de tratamiento se añadió a cada tubo el compuesto 

fluorescente (DiOC6(3) a una concentración final de 50 nM para la medición del Ψm, dihidroetidio 

a una concentración final de 2,5 µM para la medición de ROS) y se protegieron de la luz los tubos el 

tiempo restante de incubación. Las células se recolectaron por centrifugación, se resuspendieron en 

1,5 mL de PBS y se procesaron en el citómetro inmediatamente.

Tratamiento con antioxidantes e inhibidores

Los antioxidantes se añadieron a las células una hora antes del comienzo del tratamiento con 

los ATLs. La eficacia de los inhibidores mitocondriales se comprobó a las concentraciones indicadas 

por la bibliografía y se ajustó posteriormente a concentraciones eficaces que por sí solas no resultaran 

tóxicas para la célula. Todos los inhibidores se añadieron una hora antes del tratamiento con ATLs 

excepto la oligomicina. Este último fármaco se añadió 4 horas antes del tratamiento con ATLs, 

momento en el que las células se recolectaron por centrifugación y se resuspendieron en medio fresco 

con oligomicina a la misma concentración.
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Tablas suplementarias
Las tablas presentadas a continuación recogen los resultados de los tres 

screenings realizados empleando la colección de cepas KO. Las siguientes 

abreviaturas se emplean en las tablas. Res: resistencia; Sens: sensibilidad; M: 

mitocondria; RE: retículo endoplásmico; V: vacuola; N: núcleo; C: citoplasma; 

R: ribosoma; AG: aparato de Golgi; MP: membrana plasmática.

Tabla supl. 1: mutantes resistentes a edelfosina.

Res Gen Función celular Localizacion

+++ AGP2 Transporte aminoácidos, carnitina, 
poliaminas

MP, RE, V 
membrana

+++ AGP3 Transporte de aminoácidos MP

+++ AIM10 ? M

+++ AIM25 ? M

+++ ATP25 Transporte vesicular M

+++ ATP5 Fosforilación oxidativa, FoF1-ATP sintasa M

+++ ATP7 Fosforilación oxidativa,  FoF1-ATP sintasa M

+++ BSD2 Transporte de metales, regulación RE, V

+++ BUD26 ?; marco de lectura dudoso ?

+++ CAF130 Transcripción y degradación RNAm, 
complejo CCR4-Not C

+++ CDH1 Complejo promoter de la anafase, ciclo 
celular N

+++ COX23 Fosforilación oxidativa, cadena de 
transporte de electrones

M, espacio in-
termembrana

Res Gen Función celular Localizacion

+++ COX6 Fosforilación oxidativa, cadena de 
transporte de electrones M

+++ CPR3 Plegamiento de proteínas M

+++ CST6 Factor de Factor de transcripción, fuente de 
carbono N

+++ DIA4 aminoacil-RNAt sintasa, serina M

+++ DIT1 Esporulación ?

+++ DJP1 Transporte de proteínas, chaperona HSP40, 
proteínas peroxisomales C

+++ DOA4 Complejo ESCRT  III E

+++ DOC1 Complejo promoter de la anafase, ciclo 
celular N

+++ DOT5 Respuesta a estrés oxidativo, homeostasis 
redox, cambio diáuxico N

+++ EAF6 Histona acetilasa N

+++ ECM22 Factor de transcripción, biosíntesis de 
esteroles N

+++ EGD2 Transporte de proteínas R, C

+++ GAT1 Factor de Factor de transcripción, represión 
catabolitos nitrógeno C, N

+++ GEM1 Mitocondria, organización M, membrana 
externa

+++ GPM3 Glicólisis C

+++ GUP2 Transporte de glicerol MP

+++ HMI1 Mantenimiento del ADN M

+++ IMG2 Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, M

+++ IRC19 Esporulación ?

+++ KTR7 Glicosilación de proteínas AG

+++ LEM3 Tranlocación de fosfolípidos MP, RE

+++ MCA1 Apoptosis N
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Res Gen Función celular Localizacion

+++ MLP1 Transporte de proteínas, exportación del 
núcleo

N, envoltura 
nuclear

+++ MRP21 Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, M

+++ MRP7 Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, M

+++ MRPL10 Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, M

+++ MRPL33 Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, M

+++ MRPL35 Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, M

+++ MRPL38 Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, M

+++ MRPS8 Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, M

+++ MSR1 aminoacil-RNAt sintasa, arginina M

+++ MTF1 Transcripción M

+++ NRG2 Transcripción, crecimiento pseudohifal N

+++ PAT1 Transcripción, segregación cromosómica R, C

+++ PKP2 Piruvato deshidrogenasa M

+++ PLB2 Metabolismo lipídico, lisofosfolipasa Pared celular

+++ POC4 Proteasoma, ensamblaje C

+++ PPT1 Ser/Thr fosfatasa C, N

+++ RAD18 Reparación ADN, ubiquitina-ligasa N

+++ RAD57 Reparación ADN N

+++ RCN1 Calcineurina, regulación C

+++ RHO4 Citoesqueleto de actina, organizacion, 
polaridad celular C

+++ RLM1 Biogénesis y organización de la pared 
celular, ruta MAPK N

+++ RPL37B Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, C

+++ RPL42A Biosíntesis proteica, proteína ribosomal C

+++ RPL8B Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, C

+++ RPN14 Proteasoma C

Res Gen Función celular Localizacion

+++ RPS8A Biosíntesis proteica, proteína ribosomal Citosol, R

+++ RRG9 Mantenimiento del ADN M

+++ RSM19 Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, M

+++ RSM25 Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, M

+++ RSM7 Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, M

+++ SEM1 Proteasoma C, proteasoma

+++ SET3 Histona deacetilasa N

+++ SSA3 Respuesta a estrés, plegamiento de 
proteínas C

+++ STO1 Transcripción, transporte y degradación 
RNAm N

+++ SUB1 Transcripción N

+++ SUT2 Transcripción, transporte de esteroles N

+++ SVP26 Transporte vesicular, RE al AG RE, AG

+++ SWF1 Palmitoilación de proteínas, transporte 
retrógrado RE

+++ TUF1 Biosíntesis de proteínas M

+++ UFD4 Proteasoma C

+++ VPS35 Transporte retrógrado, retrómero E

+++ YBR099C ? ?

+++ YBR246W ? ?

+++ YDL062W ?; marco de lectura dudoso ?

+++ YDL063C ? C, N

+++ YDL118W ? ?

+++ YDR114C ? ?

+++ YDR161W ? C, N

+++ YDR417C ?; marco de lectura dudoso ?

+++ YGP1 ? Pared celular
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Res Gen Función celular Localizacion

+++ YJL185C ? ?

+++ YLH47 ? M

+++ YMR084W ?; marco de lectura dudoso ?

+++ YNL184C ?; marco de lectura dudoso ?

+++ YNL228W ?; marco de lectura dudoso ?

+++ YRA2 Traducción, exportación del ARNm del 
núcleo N

+++ YTA12 Degradación de proteínas mal plegadas M

++ ALO1 Respuesta a estrés oxidativo M

++ BRO1 Complejo ESCRT III E, C

++ BUL2 Ubiquitinación de proteínas C

++ CSN9 De-neddilación de proteínas C, signalosome

++ DID4/VPS2 Complejo ESCRT III E

++ DNF2 Translocación de fosfolípidos MP

++ DNM1 Mitocondria, organización y biogénesis M

++ DRS2 Translocación de fosfolípidos AG, trans-AG 

++ EDC3 Transcripción, procesado ARNm C

++ END3 Endocitosis, organización esqueleto actina Parche cortical 
de actina

++ EXO1 Reparación ADN N

++ HIS2 Biosíntesis histidina C

++ HPC2 Remodelado de cromatina, ciclo celular N

++ ISC1 Metabolismo esfingolípidos, producción de 
ceramida, respuesta a estrés

RE, M 
membrana 
externa

++ MDM38 Mitocondria, organización y biogénesis M, membrana 
interna

++ MGM101 Reparación ADN M

++ MLH1 Reparación ADN N

Res Gen Función celular Localizacion

++ MRP20 Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, M

++ MRPL11 Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, M

++ MRT4 Ribosoma, biogénesis Nucleolo

++ MSB1 Biogénesis de la pared celular, vía de las 
MAPK M, yema

++ MSF1 aminoacil-RNAt sintasa, fenilalanina M

++ MSH2 Reparación ADN N

++ MSY1 aminoacil-RNAt sintasa, tirosina M

++ NOT5 Transcripción, complejo CCR4-Not C

++ NST1 Respuesta a estrés C

++ PDE2 señalización por cAMP C, N

++ PEP8/VPS26 Transporte retrógrado E

++ PET8 Transporte S-adenosilmetionina, 
respiración M

++ PMS1 Reparación ADN N

++ RAD14 Reparación ADN N

++ RBS1 ? C

++ RPL19A Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, C

++ RPL1B Biosíntesis proteica R, C

++ RPL21A Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, C

++ RPL23A Biosíntesis proteica, proteína ribosomal, 
HSP70 chaperona R, C

++ RPL6B Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, C

++ RPN4 Proteasoma, factor de transcripción N

++ SGF11 Regulación de histonas N

++ SIR3 Silenciamiento loci apareamiento, 
sensibilidad a feromona N

++ SIR4 Silenciamiento loci apareamiento, 
sensibilidad a feromona N
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Res Gen Función celular Localizacion

++ SLM3 Traducción, modificación RNAt, 
2-tiouridilasa M

++ SPO7 Organización nuclear, fosfatasa RE

++ SRN2/VPS37 Complejo ESCRT I E

++ SSM4 Degradación de proteínas asociada al RE RE, envoltura 
nuclear

++ STE24 Pheromona, maduración, metaloproteasa RE

++ SXM1 Transporte de proteínas al núcleo N

++ TGS1 Ribosoma, maduración del ARN Nucleolo

++ TIR2 Respuesta a estrés Pared celular

++ TMA22 ? R, C

++ TOM1 Regulación de histonas N

++ UAF30 Transcripción N

++ UBP8 De-ubiquitinación de proteínas N, complejo 
SAGA

++ ULA1 Nedilación de proteínas ?

++ VAM10 Transporte vesicular, fusión vacuolar V, membrana

++ VPS17 Transporte retrógrado E

++ VPS24 Complejo ESCRT III E

++ VPS27 Complejo ESCRT 0 E

++ VPS29 Transporte retrógrado E

++ VPS3 Complejo CORVET C

++ VPS4 Complejo ESCRT III E

++ VPS52 Transporte retrógrado, garp complex, cvt 
pathway AG

++ YCR061W ? C

++ YDR042C ? ?

++ YDR442W ?; marco de lectura dudoso ?

++ YHC3 pH homeostasis V

Res Gen Función celular Localizacion

++ YNL171C ?; marco de lectura dudoso ?

++ YNR004W ? Nucleolo

++ YNR005C ?; marco de lectura dudoso ?

++ YPL080C ? ?

++ YPS7 Pared celular, yapsina RE, C

++ YSY6 Secreción de proteínas RE

+ AAT2 Metabolismo del nitrógeno C, peroxisoma

+ ACE2 Factor de Factor de transcripción, ciclo 
celular (G1) N, C

+ ADD66 Proteasoma, ensamblaje C

+ ADH3 Metabolismo de etanol M

+ AEP2 Fosforilación oxidativa, traducción  FoF1-
ATP sintasa M

+ ALG6 Glicosilación de proteínas RE

+ ALG8 Glicosilación de proteínas RE

+ APJ1 Plegamiento de proteínas, putativa 
chaperona HSP40 M

+ ARX1 Ribosoma, biogénesis y ensamblaje C

+ ATG26 Síntesis de glucoesteroles de la MP C

+ ATP14 Fosforilación oxidativa,  FoF1-ATP sintasa M

+ ATP18 Fosforilación oxidativa,  FoF1-ATP sintasa M

+ ATP20 Fosforilación oxidativa,  FoF1 sintasa M

+ ATP23 Fosforilación oxidativa,  FoF1-ATPsintasa, 
ensamblaje

M, membrana 
interna

+ ATP4 Fosforilación oxidativa,  FoF1-ATP sintasa M

+ BGL2 Biogénesis y organización de la pared 
celular Pared celular

+ BLM10 Proteasoma, ensamblaje y activación N, proteasoma

+ BUD17 Selección sitio gemación C, N
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Res Gen Función celular Localizacion

+ CAT5 Fosforilación oxidativa, cadena de 
transporte de electrones M

+ CBS2 Biosíntesis proteica, proteína ribosomal, 
activador RNAm Citocromo B R, M

+ CCZ1 Transporte vesicular E

+ CNM67 Chromosome segregation, Spindle 
orientation and mitotic nuclear migration N

+ COQ3 Fosforilación oxidativa, cadena de 
transporte de electrones

M, membrana 
interna

+ COQ6 Fosforilación oxidativa, cadena de 
transporte de electrones M

+ COQ9 Fosforilación oxidativa, cadena de 
transporte de electrones M

+ COX16 Fosforilación oxidativa, cadena de 
transporte de electrones

M, membrana 
interna

+ COX19 Fosforilación oxidativa, cadena de 
transporte de electrones M, C

+ CSI1 De-nedilación de proteínas Signalosome

+ CYT1 Fosforilación oxidativa, cadena de 
transporte de electrones M

+ DIA1 Crecimiento pseudohifal C

+ DID2 Complejo ESCRT III E

+ EMI1 ? ?

+ GCN2 Fosforilación de proteínas, traducción R, C

+ GIM5 Plegamiento de tubulina, complejo 
prefoldina C

+ GLO3 Transporte retrógrado, Golgi al RE AG

+ GYP6 Tranporte vesicular
E, vesículas 
recubiertas de 
clatrina

Res Gen Función celular Localizacion

+ HDA2 Histona deacetilasa N

+ IFM1 Traducción, iniciación M

+ INH1 Fosforilación oxidativa, FoF1-ATP sintasa, 
regulación M

+ KEX1 Feromona, maduración (carboxipeptidasa) AG, trans-AG

+ KEX2 Feromona, maduración, serina proteasa AG

+ KNH1 Biosíntesis pared celular Pared celular

+ LCB3 Biosíntesis esfingolípidos RE

+ LDB17 Endocitosis

+ LIN1 Transcripción, splicing N

+ MFA2 Feromona factor-a Extracelular

+ MKS1
Represión de catabolitos nitrógeno, 
señalización retrógrada mitocondria-
núcleo

C

+ MOG1 Transporte de proteínas al núcleo N

+ MRPL15 Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, M

+ MSH1 Reparación ADN M

+ MSN2 Factor de transcripción, respuesta a estrés C, N

+ MSS51 Fosforilación oxidativa, cadena de 
transporte de electrones M

+ MYO5 Endocitosis, organización citoesqueleto de 
actina 

Parche cortical 
de actina

+ NOP12 Ribosome, biogenesis, metabolismo RNAr Nucleolo

+ NUP170 Transporte de proteínas del/al núcleo N, poro nuclear

+ OPI8 ?; marco de lectura dudoso ?

+ PBA1 Proteasoma, ensamblaje C

+ PET122 Fosforilación oxidativa, traducción 
mitocondrial M

+ PML39 ?; marco de lectura dudoso. N, poro nuclear
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Res Gen Función celular Localizacion

+ PMT2 Glicosilación de proteínas RE

+ POR1/VDAC Transportador,canal de aniones 
dependiente de voltaje M

+ PPA2 Respiración, pirofosfatasa M

+ PTC6/AUP1 Mitocondria, mitofagia, regulación del 
número M

+ PTC7 Ser/Thr fosfatasa M

+ RCY1 Transporte retrógrado, reciclaje proteínas 
MP, endocitosis

E, sitios de 
crecimiento 
polarizado

+ RPL33B Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, C

+ RPL37A Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, C

+ RPL9B Biosíntesis proteica, proteína ribosomal, 
traducción R, C

+ RPO41 Transcripción mitocondrial M

+ RRI2/CSN10 De-nedilación de proteínas Siganolosome

+ RUB1 Nedilación de proteínas C

+ SIR1 Silenciamiento loci apareamiento, 
sensibilidad a feromona N

+ SKG3 ? Bud

+ SNX4 Transporte retrógrado, autofagia, ruta CVT E

+ SNX42/
ATG20 Transporte retrógrado, autofagia, ruta CVT E

+ SOV1 ? M

+ SSF1 Ribosoma, maduración subunidad mayor Nucleolo

+ STP22/VPS23 Complejo ESCRT I E

+ TLG2 Transporte retrogrado, complejo GARP AG, E

+ TMA23 Ribosoma, biogenesis Nucleolo

+ UBP2 Complejo ESCRT  III C

Res Gen Función celular Localizacion

+ UBS1 Exportación de proteínas desde el núcleo N

+ ULS1 Degradación de proteínas sumoiladas N

+ UTH1 Mitocondria, morfología, mitofagia M, membrana 
externa

+ VPS1 Transporte vesicular C

+ VPS20 Complejo ESCRT III E

+ VPS8 Complejo CORVET E

+ VPS9 Transporte vesicular, incorporación de 
proteínas a la vacuola C

+ YAP7 Factor de transcripción N

+ YDR065W Acidificación vacuolar M

+ YLL044W ?; marco de lectura dudoso ?

+ YLR202C ?; marco de lectura dudoso ?

+ YML082W Metabolismo de sulfuro (predicho) C, N

+ YML108W ? C, N

+ YNL050C ? ?

+ YNL170W ?; marco de lectura dudoso ?

+ YOR186W ? ?

+ YPT7 Transporte vesicular C

+ YTA7 Regulación histonas N

Tabla supl. 2: mutantes sensibles a edelfosina.

Sens Gen Función celular Localizacion

+++ BEM1 Organización y biogénesis celular yema

+++ HTA3  (HTZ1) Remodelado de cromatina N

+++ SIN3 Remodelado de cromatina M-N

+++ SNF2 Remodelado de cromatina N

+++ SNF6 Remodelado de cromatina N
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Sens Gen Función celular Localizacion

+++ YJL175W Remodelado de cromatina probablemente 
SWI3 (N)

+++ SIP3 Homeostasis energética N

+++ SNF1 Homeostasis energética N, M, V, C

+++ ERG3 Metabolismo lipídico RE

+++ AFG3 Fosforilación de proteínas M

+++ DBF2 Fosforilación de proteínas yema, C

+++ GAL11 Transcripción N

+++ PGD1 Transcripción N

+++ SPT7 Transcripción N, M

+++ REI1 Traducción C, R

+++ VMA16  
(PPA1) ATPasa vacuolar V

+++ VMA2 ATPasa vacuolar V

+++ VMA4 ATPasa vacuolar V

+++ VMA5 ATPasa vacuolar V

+++ VMA9 ATPasa vacuolar V

+++ VPH2  
(VMA12) ATPasa vacuolar, ensamblaje RE

++ BIM1 Organización y biogénesis celular microtúbulos

++ NAP1 Remodelado de cromatina N, C

++ PAA1 Remodelado de cromatina C

++ SNF5 Remodelado de cromatina N

++ COX17 Citocromo C, ensamblaje M, N?

++ SHY1 Citocromo C, ensamblaje M

++ CYC2 Citocromo C, regulación M

++ SNF4 Homeostasis energética N, PM, C

++ SPF1 Transporte de iones (ATPasa de clase P) RE, M

Sens Gen Función celular Localizacion

++ ETR1 Metabolismo lipídico M, N

++ FEN1 Metabolismo lipídico RE

++ LIP5 Metabolismo lipídico M

++ PDA1 Metabolismo lipídico M

++ SPO14 Metabolismo lipídico E?

++ SUR4 Metabolismo lipídico RE

++ YBR178W Metabolismo lipídico

probablemente 
EHT1 (M, 
partícula 
lipídica)

++ SER1 Metabolismo lipídico C

++ TRK1 Transporte de iones PM

++ DOA1 Degradación de proteínas N, C

++ UBP6 Degradación de proteínas N, C

++ DEF1 Degradación de proteínas N, C

++ AKR1 Palmitoilación de proteínas AG

++ VPS15 Desfosforilación de proteínas AG, M, E

++ RPB4 Transcripción N

++ SRB2 Transcripción N, C

++ SWI6 Transcripción N, C

++ YDR521W Transcripción probablemente  
YDR520C (N)

++ ASC1 Traducción C, R

++ VMA10 ATPasa vacuolar V

++ VMA11  
(TFP3) ATPasa vacuolar V, RE

++ VMA21 ATPasa vacuolar, ensamblaje V

++ SEC22 Transporte vesicular AG-RE

+ VMA6 ATPasa vacuolar V
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Tabla supl. 3: mutantes resistentes a miltefosina.

Res Gen Función celular Localizacion

+++ ACF4 ? ?

+++ ADR1 Factor de transcripción, cambio diáuxico N

+++ AIM1 ? ?

+++ AIM17 ? M

+++ AIM3 ? Membranas

+++ AIM5 ? M

+++ ALD6 Metabolismo, acetaldehído deshidrogenasa C

+++ ALP1 Transporte aminoácidos, Arg MP

+++ ALR2 Transporte cationes inorgánicos di-, tri-
valentes MP

+++ ANS1 ? ?

+++ APL2 Transporte vesicular asociado a clatrina Complejo AP-1

+++ APL5 Transporte vesicular asociado a clatrina Complejo AP-3

+++ APM1 Transporte vesicular asociado a clatrina Complejo AP-1

+++ ARF1 Transporte vesicular, reclutamiento de 
recubrimientos

AG, vesículas 
AG

+++ ARO80 Factor de transcripción N

+++ ASG1 Factor de transcripción, respuesta a estrés N

+++ ATG16 Autofagia Pre-
autofagosoma

+++ ATG21 Autofagia, ruta cvt C, E

+++ ATP20 Fosforilación oxidativa, FoF1-ATP sintasa M

+++ BUD17 Selección sitio gemación C, N

+++ BUL2 Endocitosis, ubiquitinación C

+++ CAF16 Transcripción, regulación C

+++ CAN1 Transporte de aminoácidos, arginina MP

+++ CIN2 Plegamiento de tubulina ?

Res Gen Función celular Localizacion

+++ CLG1 Ciclo celular N

+++ CMP2  
(CNA2) Calcineurina, subunidad catalítica C

+++ CMS1 Ribosoma, biosíntesis N

+++ CRT10 Transcripción, regulación ?

+++ CYB2 Metabolism, lactate oxidation M

+++ DAP2 Dipeptidil aminopeptidasa V, membrana

+++ DER1 Degradación de proteínas asociada al RE RE

+++ DIN7 Reparación ADN M

+++ DNF2 Translocación de fosfolípidos MP

+++ DNM1 Mitocondria, organización y biogénesis M

+++ DOT5 Homeostasis redox, respuesta a estrés, 
cambio diáuxico N

+++ DUR1,2 Metabolismo de alantoina y  urea C

+++ DUS3 Traducción, modificación RNAt 
modification, dihidrouridina sintasa C, N

+++ ECM5 ? N

+++ EDC3 Transcripción, procesamiento RNAm C

+++ EFT2 Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, C

+++ EMI5 Fosforilación oxidativa, cadena de 
transporte de electrones M

+++ ERV15 Transporte de proteínas del RE RE, vesículas 
RE-AG

+++ FES1 Plegamiento de proteínas, traducción C

+++ FMP25 Cadena de transporte de electrones M

+++ FUN26 Transpore de nucleósidos V, membrana

+++ GDT1 ? V

+++ GIM3 Plegamiento de proteínas, complejo 
prefoldina C
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+++ GLN3 Represión catabolitos nitrógeno, factor de 
transcripción C, N

+++ GLO2 Metabolismo metilglioxal C

+++ GYP8 Transporte vesicular C

+++ HAT2 Histona acetilasa N

+++ HHF1 Estructura cromatina, histona H3 N

+++ HIS2 Biosíntesis histidina C

+++ HKR1 Biogénesis y organización de la pared 
celular MP

+++ HPC2 Remodelado de cromatina, ciclo celular N

+++ IML3 Segregación cromosómica, cinetocoro N

+++ IPK1 Señalización, síntesis fitato N

+++ IRC16 ?; marco de lectura dudoso ?

+++ ISC1 Metabolismo esfingolípidos, producción de 
ceramida, respuesta a estrés

RE, M, 
membrana 
externa

+++ KTR1 Glicosilación de proteínas AG

+++ LDB19 Endocitosis C

+++ LEA1 Transcripción, splicing C

+++ LEM3 Translocación de fosfolípidos MP, RE

+++ LYS2 Biosíntesis de lisina C

+++ MAL33 Transcripción N

+++ MIC14 ? M, espacio in-
termembrana

+++ MLH1 Reparación ADN N

+++ MMS4 Reparación ADN N

+++ MRPL44 Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, M

+++ MSB3 Transporte vesicular Bud

+++ MSH2 Reparación ADN N

Res Gen Función celular Localizacion

+++ MSH6 Reparación ADN N

+++ MTC4 ? C

+++ NCS2 Traducción, modificación RNAt C

+++ NHP10 Reparación ADN N

+++ NIP100 Segregación chromosomal, orientación 
huso mitótico Huso mitótico

+++ NNF2 ? Membranas

+++ NPP2 Metabolismo fosfato ?

+++ OPI7 ?; marco de lectura dudoso ?

+++ PAC10 Plegamiento de proteínas, complejo 
prefoldina C

+++ PDE2 Señalización por cAMP C, N

+++ PEP8  (VPS26) Transporte retrógrado E

+++ PES4 ? Reparación 
ADN

+++ PEX15 Peroxisome, reciclaje receptores Persoxisoma

+++ PEX28 Peroxisome, organización y biosíntesis Persoxisoma

+++ PFA3 Palmitoilación proteínas, fusión vacuolar V

+++ PGC1 Metabolismo glicerofosfolípidos RE, M

+++ PMS1 Reparación ADN N

+++ PRR2 Ser/Thr quinasa N

+++ PYC2 Gluconeogenesis C

+++ RAD14 Reparación ADN N

+++ RAD16 Reparación ADN N

+++ RAD17 Reparación ADN N

+++ RGP1 Transporte vesicular AG

+++ RKM1 Ribosoma, maduración, lisina 
metiltransfereasa C, N

+++ RPL16A Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, C
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+++ RPL17B Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, C

+++ RPL19A Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, C

+++ RPL33B Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, C

+++ RPL7B Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, C

+++ RPS17B Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, C

+++ RPS18B Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, C

+++ RRG1 Mantenimiento del ADN, acidificación 
vacuolar M

+++ RSA1 Ribosoma, ensamblaje N

+++ SER1 Metabolismo, biosíntesis serina and glicina C

+++ SGF11 Regulación de histonas N

+++ SGN1 Traducción C

+++ SMA1 ? ?

+++ SNX41 Transporte retrógrado, Autofagia, vía cvt E

+++ SNZ2 ? ?

+++ SRN2  
(VPS37) Transporte vesicular, Complejo ESCRT I E

+++ SSA2 Plegamiento de proteínas, HSP70 
chaperona C

+++ SSF1 Ribosoma, maduración subunidad mayor Nucleolo

+++ STE14 Feromona, maduración, isoprenilación RE

+++ STE24 Feromona, maduración, metaloproteasa RE

+++ SUL2 Transporte sulfato MP

+++ SUM1 Esporulación N

+++ SWF1 Palmitoilación de proteínas, transporte 
retrógrado RE

+++ SWH1 Transorte de esteroles, unión a oxisterol AG, envoltura 
nuclear

+++ SXM1 Transporte de proteínas al núcleo N

Res Gen Función celular Localizacion

+++ SYT1 Transporte vesicular AG

+++ TEA1 Transcripción, transposón N

+++ TIR2 Pared celular manoprotein, stress response Pared celular

+++ TLG2 Transporte retrogrado, complejo GARP AG, E

+++ ULA1 Nedilación proteica ?

+++ ULS1 Degradación de proteínas sumoiladas N

+++ URA2 Metabolismo pirimidinas C

+++ UTH1 Mitocondria, mitofagia M, membrana 
externa

+++ VAB2 ? C

+++ VAM10 Fusión vacuolar V, membrana

+++ VID24  (GID4) Gluconeogenesis, degradación de proteína C, vesículas

+++ VPS20 Complejo ESCRT III E

+++ VPS29 Transporte retrógrado E

+++ VPS35 Transporte retrógrado E

+++ VPS52 Transporte retrógrado, complejo GARP, vía 
cvt AG

+++ VPS54 Transporte retrógrado, complejo GARP, vía 
cvt AG

+++ VPS61 ?; marco de lectura dudoso ?

+++ XRS2 Reparación ADN N

+++ YAK1 Ser/Thr proteina quinasa, complejo CCR4-
Not C, N

+++ YBL104C ? C

+++ YBR056W ? C

+++ YBR071W ? C

+++ YBR134W ?; marco de lectura dudoso ?

+++ YBR184W ? ?

+++ YBR224W ?; marco de lectura dudoso ?
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+++ YCR061W ? C

+++ YDL162C ?; marco de lectura dudoso ?

+++ YDR222W ? C

+++ YEL014C ?; marco de lectura dudoso ?

+++ YEL028W ?; marco de lectura dudoso ?

+++ YEL043W ? RE

+++ YFR016C ? Yema, C

+++ YFR020W ?; marco de lectura dudoso ?

+++ YGR050C ?; marco de lectura dudoso ?

+++ YGR122W ? C

+++ YGR250C ? C

+++ YHC3 pH homeostasis, transportador vacuolar V

+++ YHL041W ?; marco de lectura dudoso ?

+++ YIR014W ? V

+++ YJL144W ? C

+++ YJL147C ? M

+++ YJR079W ? ?

+++ YKL077W ? V

+++ YKR023W ? C, M

+++ YLL058W ? ?

+++ YMC2 Metabolismo oleato y glutamato M, membrana 
interna

+++ YML037C ?
Vesículas 
recubiertas de 
clatrina

+++ YML102C-A ? ?

+++ YMR147W ? ?

+++ YMR158W-A ?; marco de lectura dudoso ?

Res Gen Función celular Localizacion

+++ YNL194C ? MP, eisosoma

+++ YNL303W ?; marco de lectura dudoso ?

+++ YNR004W ? Nucleolo

+++ YNR005C ?; marco de lectura dudoso ?

+++ YOL057W Maduración péptidos C, N

+++ YOL083W ? ?

+++ YOR055W ?; marco de lectura dudoso ?

+++ YOR343C ?; marco de lectura dudoso ?

+++ YPL009C ? C

+++ YPL062W ? ?

+++ YPL080C ? ?

+++ YPL088W ? ?

+++ YPL245W ? C, N

+++ YPR090W ? ?

+++ YPR126C ?; marco de lectura dudoso ?

+++ YPR153W ? ?

+++ YSY6 Secreción proteínas RE

+++ YTF2 ? ?

++ ANP1 Glicosilación de proteínas AG

++ APT1 Feromona, transducción de señales C, N

++ ARN1 Transporte sideróforos-hierro C, vesículas de 
secreción, E

++ CSI1 De-nedilación de proteínas Signalosome

++ CTF19 Segregación cromosómica, cinetocoro N

++ ECM29 Proteasoma C, N, 
proteasoma

++ ELC1 Transcripción, reparación ADN M

++ FMP52 ? RE, M
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++ HNT2 Metabolismo nucleósidos C, M, N

++ KTR7 Glicosilación de proteínas AG

++ MED1 Transcripción N

++ MFA2 Feromona, factor a Extracelular

++ MTH1 Señalización ?

++ MVB12 Complejo ESCRT I E

++ NDT80 Esporulación N

++ OPI8 ?; marco de lectura dudoso; doa4D 
suppressor ?

++ PEX6 Peroxisome receptor recycling Persoxisome

++ PIG2 Metabolism, glycogen biosynthesis C

++ PMP1 Pma1p regulation MP

++ RBD2 ? AG

++ RSC2 Mid-late spore formation N

++ STE2 Pheromone receptor, alpha factor MP

++ SVF1 Stress response, cell survival C, N

++ TMA23 Ribosome biogenesis Nucleolo

++ VHR1 Factor de transcripción, biotin biosynthesis N, C

++ VPS21 Vesicular Transporte retrógrado E

++ VPS3
Transporte vesicular CORVET complex, 
Protein targeting to vacuole, vacuolar 
acidification

C

++ WHI4 Regulation of cell size C

++ YBR197C ? C, N

++ YDR442W ?; marco de lectura dudoso ?

++ YFR017C ? C

++ YJL206C ? ?

++ YOR318C ?; marco de lectura dudoso ?

Res Gen Función celular Localizacion

++ YPR109W ? ?

+ APD1 ? C, N

+ BRO1
Transporte vesicular, Complejo ESCRT 
III, Protein deubiquitination, vacuolar 
transport

E, C

+ BXI1 ? V

+ CAM1 Factor de transcripción, phospholipid and 
calcium binding N

+ DDC1 Reparación ADN,  damage checkpoint N

+ DIG1 Invasive growth regulation N

+ HIS1 Metabolism, histidine biosynthesis C

+ HLR1 Biogénesis y organización de la pared 
celular C

+ IFA38 Fatty acid elongation RE

+ KIN1 Ser/Thr kinase, exocytosis MP

+ NOP13 ? N

+ PHM7 ? Cell periphery, 
V

+ PRB1 Vacuolar protein catabolism V

+ RPL11B Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, C

+ RPL8A Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, C

+ RPS11A Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, C

+ RPS6A Biosíntesis proteica, proteína ribosomal R, C

+ SDL1 Metabolism, serine metabolism ?

+ SEC66 Protein targeting and import into the RE RE

+ SIF2 Chromatin remodelling, histone 
deacetylation N

+ TCA17 Vesicular Transporte retrógrado, endosome 
to Golgi, GEF AG
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+ TIF3 Biosíntesis proteica, proteína ribosomal, 
Traducciónal initiation R, C

+ TSA1 Stress response (oxidative), mutation 
decrease C

+ UBC13 Reparación ADN, postreplication repair C, N

+ VMA3  
(CUP5) Vacuolar acidification (V-ATPase) V

+ VMA8 Vacuolar acidification (V-ATPase) V

+ YBR138C ? C

Res Gen Función celular Localizacion

+ YBR226C ?; marco de lectura dudoso ?

+ YDR306C ? ?

+ YEL047C Anaerobic growth C, M

+ YGR226C ?; marco de lectura dudoso ?

+ YKR015C ? ?

+ YML089C ?; marco de lectura dudoso ?

+ YPR089W ? ?

+ YSA1 ? C, M, N
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