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Introducción

L INTRODUCCIÓN

1. SITUACIÓN ACTUAL DE LAS INFECCIONES FUNGICAS

Las infeccionesproducidaspor hongos han sufrido un incremento importante
durante las dosúltimas décadas,como resultadode unamayoraplicaciónde las prácticas
médicasde carácterinvasivo,y al aumentode la poblaciónque padecealteracionesen el
sistemainmunitario (Fridkin y Jarvis, 1996). La etiología de las infeccionesffingicas,
especialmentelas de carácterinvasivo, tambiénse ha visto modificada,identificándose
algunoshongosque tradicionalmentehabíansido consideradosno patógenos,como son
Candidatropicalis, Candidaparapsilosisy Fusariumspp(Fridkin y Jarvis,1996;Perfecty
Schell, 1996)comoagentesetiológicosde estetipo de infecciones.

La diversidad actual de estas infecciones, junto con las característicasde
inmunodepresiónque poseen la mayoría de los pacientesinfectados, ha puesto de
manifiesto la limitación de los fármacosantifúngicos actualmentedisponiblespara el
tratamiento de estas infecciones (Hay, 1993). Numerosascepas de diversas especies
fúngicasresistentesa las drogas,bien con resistenciasintrínsecas,o bienadquiridascomo
consecuenciade tratamientoslargoscon la droga, soncadavez más frecuentesentre los
pacientesinmunodeprimidosinfectados(Klebsereta!., 1997).Porotro lado,las frecuentes
recaídasque sufrenestetipo de pacientestrasel tratamientocon agentesfúngiestáticosque
detienenel crecimientodel hongo,hamostradola necesidadde utilizar en situacionesde
innrnnodepresión,fármacos fungicidas, que eliminen la presenciadel hongo (Meunier,
1995;Graybill, 1996).

A pesar de los recientesavancesen la terapéuticaantifúngica, mediante el
desarrollode nuevosfármacosde mayoractividady menortoxicidad que los disponibles
hastahacedosdécadas,todavíano seposeenlos fánnacossuficientesparael tratamiento
efectivo de un grupo cada vez más numeroso de pacientesinmunodeprimidos,cuyo
crecimientosigueprevistoparalas próximasdécadas(Graybill, 1996).

1.1. Gruposde riesgo

Cualquier individuo sanoes susceptiblede sufrir una infecciónpor hongos. Sin
embargo,existenuna serie de factores,que predisponena una parte de la población a
padecerun determinadotipo de infecciones,comosonlas de carácterinvasivo.

La mayoría de los individuos que padeceninfeccionesinvasivas por hongos,
particularmentepor las especiesconsideradascomo no patógenasy por las especies
oportunistas,pertenecena dospoblacionesde riesgo: (i) individuossometidosaprácticas
médicasde carácterinvasivo, y (u) individuos con defensasinmunitarias disminuidas
frentea los agentespatógenos,es decir individuosinmunodeprimidos.Entre las prácticas
médicasde carácterinvasivo, destacancomomásfrecuentesla implantaciónde prótesis
valvulares o de catéteresvenosos,que facilitan la entradadel hongo en el torrente
sanguíneo.Porotro lado, dependiendode la naturalezade la inmunodepresión,sepueden
diferenciarvarios gruposde pacientesespecialmentesusceptiblesde padecerinfecciones
fúngicas,comoson los infectadosporel virus de la inmunodeficienciahumana(VIH), los

1



Introducción

que presentanpatologíassanguíneascomo la granulocitopenia,los transplantados,los
sometidosa quimioterapiacitotóxica, los quemados,los reciénnacidos,y las embarazadas.
El grupomayoritarioestáconstituido por los individuos infectadospor el VIH, en el que
algunasinfeccionesfúngicascomo las candidiasisorofaríngeas,llegana afectara la mitad
de los pacientesinfectados (Walsh y Butíer, 1990). En general,el tratamientode estos

pacientescon los fármacosdisponiblesno esefectiva,y se producenfrecuentesrecaídas
trassufinalización.

1.2. Patógenosy patologíasmásfrecuentes

Las infeccionesoriginadaspor hongosson muy variadas,tanto por la localización
de la infección,comoporel tipo de patologíaqueproducen(Mandelet al., 1991).

Las infeccionesflingicas más frecuentes,son las micosis superficiales,es decir,
aquellasqueafectana la piel y a las membranasmucosas.Soninfeccionesprovocadaspor
levadurasdel género Candida, y por dermatofitoscomo Trichophyton,Microsporum y
Epider¡nophyton.Las más frecuentesson las candidiasis orofaringeas que afectan a
pacientescon SIDA, y las candidiasisvaginalesy las tiñas, que tambiénpuedenafectara
individuossin alteracionesen el sistemainmunitario.

Las micosis subcutáneassuelenserpocofrecuentes,aunqueen determinadaszonas
del trópico constituyen infecciones endémicas.Los hongos atraviesan las barreras
protectorasdel individuo, piel y mucosas,asociadosa procesostraumáticos,y sobreviven
en el tejido subcutáneocausandouna patología. Las infecciones subcutáneasmejor
conocidassonlaesporotricosis,originadaporSporothrixschencki¿la cromoblastomicosis,
originadaspor diversoshongos como Fonsecaeapedrosot Phialophora verrucosay
Cladosporium carrionhl, y los micetomas,que ademásde ser causadospor hongos
filamentosos,como Pseudoallescheriaboydii y Aspergillusnidulans,tambiénpuedenser
originadasporactinomicetos.

Las micosis invasivas(tabla 1), han sufrido un incrementoimportantedurantelas
dos últimas décadas, como consecuenciadirecta del aumento de la población
inmunodeprimida (Herbrecht, 1996). Se pueden clasificar en dos grupos según la
naturalezadel agenteinfeccioso (Pfaller y Wenzel, 1992; Walshet aL, 1996). El primer
grupo lo constituyenlas infeccionesoportunistas,en las que el agentepatógenosólo se
comporta como tal en determinadasocasiones,dependiendode las característicasdel
individuo al que infecta. Los pacientesafectadospor estetipo de patógenos,suelenser
personas con alteraciones en el sistema inmunológico, y presentan diversas
manifestacionesclínicas dependiendode la ruta de entradadel hongo. En general, los
hongosoportunistaspenetranvía respiratoria,y desdeel pulmón se diseminana otras
localizacionescomo el cerebroy el riñón. El segundo grupo de micosis invasivas está

constituidopor las infeccionesrespiratoriasendémicas,originadasporhongosde regiones
geográficasdeterminadas.Suelenserinfeccioneslocalizadasen el pulmón,queraravez se
diseminanaotros lugaresdel organismoenlos individuosconun sistemainmunológicono
alterado. En el caso de los pacientesinmunodeprimidos,la posibilidad de desarrollar
infeccionesinvasivases elevada,y el tratamientode éstases dificil, siendo necesario
recurrir, en muchas ocasiones,a la eliminación quirúrgica del tejido infectado y al
tratamientode las alteracionesinmunitarias. La dificultad del tratamientoresideen la
escasezde antifángicosdisponibles capacesde alcanzar los tejidos infectados y de
provocar la eliminación del hongo, sin originar efectossecundariosimportantesen el
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paciente.La mayoría de los antifrngicosactúancomo ftmgiestáticosy no provocanla
eliminacióntotal del hongoen los pacientesinmunodeprimidos,por lo que sonfrecuentes
las recaídasuna vez finalizado el tratamiento.Además,la elevadaduraciónde la terapia
antifi~ngicaen infeccionesinvasivas,favoreceel incrementode la resistenciade las cepas
patógenasalos compuestosutilizados(Walshetal., 1996).

Tabla 1: Agentes patógenosy oportunistasmás frecuentesresponsablesde las
infeccionesfúngicasinvasivas*

AGENTE

ETIOLÓGICO

LOCALIZACION

AGENTENATURAL DEL

FOCOSDE

INFECCIÓN

FACTORESDE

RIESGO

PROBLEMAS

TERAPÉUTICOS

TERAPIA

RECOMENDADA
HONGOS
OPORTUNISTAS
Levaduras
onortunistas
C.a/bícans
C. tropícalis
C. parapsilosis
C. kruseí
C. lusítaniae
C. guilliermondí

Floradeltracto
digestivo

Orofaringe,
esófago,vagina,
riñón, hígado,
bazo,corazón,
ojos, piel, SNC,
sangre

Terapiascon
citotóxicosy
corticosteroides.
Infecciónpor
VIH

Resistencias
adquiridase
intrínsecasa los
antifl$ingicos
disponibles

Imidazoles,
anfotericinaB,
flucitosina

Criptococcus
neoformans

Fnitas,verduras,
excrementosde
palomas

Tracto
respiratorio
inferior, sistema
nervioso,y
diseminado

Infecciónpor
VIH y neoplasias

Recaídastras la
fmalizacióndel
tratamiento

AnfotericinaB,
flucitosina,
fluconazol,
itraconazol

Trichosporon
beige/ii

Tierras,plantasen
descomposición

Sangre,riñón,
pulmón, ojos,
piel

Tratamientoscon
corticosteroidesy
neutropenia

Resistenciaa
anfotericinaB.
Elevada
mortalidaden
inmunodeprimi
dos

Imidazoles

Hongos
filamentosos
onortunistas
Aspergí/tus
fumígatus
Aspergí/tus
flavus

Aire y tierra Pulmóny
cerebro

Tratamientoscon
corticosteroidesy
granulocitopenia

Los antifungicos
no alcanzanlos
tejidos infectados

AnfotericinaB,
itraconazol

Zygomnicetes:
Rhízopusspp.,
Mucorspp.,
Absidíaspp.

Tierra,polvo Pulmón,senos
nasalesy SNC

Tratamientoscon
corticosteroidesy
granulocitopenia

Resistenciasa los
antifúngicos

AnfotericinaB y
cirugía

Pseudoa//escherí
a boydí¡

Tierra Pulmóny SNC Granulocitopenia Resistenciasa los
antifúngicos

Cirugíapara
eliminartejidos
infectados

Fusaríumspp. Tierra Pulmóny piel Granulocitopenia
y traumatismos

Resistenciasa los
antifungicos

Imidazoles,
anfotericinaB

Hongos
dematiáceos:
A ¡ternaria,
Bipolarís,
Ciadosporiwn

Plantasen
descomposición,
aire

Pulmón,SNC,
piel y mucosas

InmunodepresiónRespuestas
variadasa los
fármacos.
Elevada
mortalidad

AnfotericinaB,
azolesy cirugía
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(continuaciónde la tabla 1)
HONGOSQUE
ORIGINAN
MICOSIS
ENDÉMICAS
Histop/asma Tierray Pulmóny Inmunodepre- Frecuentesrecaídas Itraconazol,
capsulatum excrementosde diseminadaen sióne infección ketoconazol

pájaros mucosaoral y por VIH anfotericinaB
SNC

Coccídioídesímmitís Tierra enel Puimóny Inmunodepre- Resistenciasa Imidazoles,
suroestede diseminadaen sión, infección imidazoles.Elevada anfotericinaB
EEUU, América piel y meninges porVIH, mortalidady
Centraly del Sur algunosgrupos recaídasen

raciales enfermosVIH+
infectados

Rlastomyces Tierra Pulmón,piel y Inmunodepre- Frecuentes Itraconazol,
dermatítídís enriquecidacon huesos sión resistenciasa ketoconazol

excrementosde antifungicos anfotericinaII
animales

Paracoccídíoídes Tierrade Pulmóny Inmunodepre- Tratamientoslargos Itraconazol,
brasiliensis Sudaméricay cutáneomucosa sión paraevitarrecidivas ketoconazol

AméricaCentral diseminada anfotericinaB
Penicillíum Tierrasdel Diseminada Inmunodepre- Frecuentesrecaídas Itraconazol
marneffeí sudestede Asia sión, infección

por_VIH
anfotericinaB

*Los datos de estatabla han sido tomadosde Walsh, 1992; Fridkin y Jarvis, 1996;

Reynolds,1996;ConsejoGeneralde ColegiosOficialesde Farmacéuticos,1997.

1.3. Un problemaen expansión

Durante las dos últimas décadas,se ha producidoun elevadoincrementode las
infeccionesfúngicasoriginadasporhongosoportunistasy de las de carácterendémico.

Los hongos oportunistasinfectan mayoritariamentea un grupo de población
inmunodeprimida,y tienenportanto,especialrelevanciaen las infeccionesquepadecenlos
pacienteshospitalizados,que sondenominadasinfeccionesnosocomiales(Fridkin y Jarvis,
1996). Los datos recogidosen un estudiorealizadoen hospitalesde EEUU duranteel
periodo 1980 a 1990, mostraronel aumentode los pacienteshospitalizadosinfectadospor
hongos,queascendieronde 2 a 3,8 casospor1000pacientesestudiados(Beck-Saguéetal.,
1993). Los patógenosmásfrecuentementeaisladosfueron C. albicansy otrasespeciesde
Candida,cuya incidenciapresentóun ascensoproporcionalmentesuperioral del restode
los hongospatógenos,de modo que Candidaalbicanssuponeactualmenteentreel 52 y
63% de todaslas infeccionesfúngicasnosocomiales(Klepseret al., 1997). Ademásdel
incrementode las infeccionesproducidaspor las diferentesespeciesde Candida, también
son cada vez más frecuenteslas provocadaspor los hongos oportunistasTorulopsis
glabrata y Aspergillusspp (Beck-Saguéet aL, 1993).Asimismo,sehanidentificado como
agentesetiológicosde infeccionesen pacientesinmunodeprimidos,algunoshongosque
habían sido consideradostradicionalmenteno patógenos,como algunas especiesde
Candiday de Fusarium(Fridkin y Jarvis,1996;Perfecty Schell, 1996).

Demanerasimilar hanaumentadolas infeccionesfúngicasporhongosoportunistas
en pacientesno hospitalizados,denominadasinfeccionescomunitarias,especialmenteen la
poblacióninfectadaporel VIH. Los datosrecogidosen Españaduranteel periodo 1990-
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1994 por el estudio EPINE (SociedadEspañolade Higiene y Medicina Preventiva
Hospitalariasy Grupode TrabajoEpincat,1995),han reveladoun incrementodesdeel 4%
del total de infeccionesdeclaradasen los añosanterioresa 1992, hastael 7,9% en 1994.
Los hongospatógenosmás frecuentesen estospacienteshan sido C. albicans y otras
especiesde Candida.

Las infecciones provocadaspor los hongos de regiones endémicascomo II
capsulatutn,C. finin¡fis y B. dermatidis,tambiénse hanincrementadocomo consecuencia
del aumentode la poblacióninfectadaporel VIH y del turismo en las regionesendémicas.
Estudiosrecienteshanidentificado infeccionesprovocadasporH. capsulatumy C. ¡mm¡tis
en el 50 y 25% respectivamente,de los pacientescon SIDA que habitanen las regiones
endémicas(Ampel, 1996).

2. ANTIFÚNGICOS DE USO CLÍNICO ACTUAL

El tratamientode las infeccionesfúngicas,haevolucionadomuchomáslentamente
que la terapéuticaantibacteriana,debido a dos razonesfundamentales.Por un lado, los
hongosson células eucarióticas,al igual que las célulasde mamíferos,y compartencon
ellasprocesosque sehan mantenidomuy conservadosa lo largo de la evolución. Esta
similitud ha dificultado la identificación de compuestoscapacesde actuarselectivamente
sobrelas enzimasfúngicas,sin provocarefectostóxicossobrelas de mamíferos.Porotro
lado, la escasaincidencia de infeccionesfúngicas, que hastahace dos décadasse ha
mantenidoconstante,ha propiciado que las industriasfannacéuticasno dedicaranuna
inversiónfuerteal desarrollode nuevassustanciasantifúngicas.

Actualmente,el incrementode las infeccionesprovocadaspor hongos(Frikdin y
Jarvis, 1996),junto con la apariciónde resistenciasa algunosde los antifúngicos más
utilizados (Odds, 1993 y 1996), ha impulsado el interéspor la búsquedade nuevas
sustanciasque cubranlas necesidadesterapéuticasactuales.Como consecuencia,se han
identificado i~uevas moléculasactivas, y se han mejorado las característicasde las ya
conocidas,comercializándosealgunasde ellas. Estos nuevosfármacoshan conseguido
mejorar el tratamientode las infeccionesfúngicas superficiales,pero siguen resultando
insuficientespara el tratamientode las infeccionessistémicas,ya que ademásde ser
escasos(tabla 1), poseen limitaciones en cuanto a su espectrode acción, potencia,
seguridady propiedadesfarmacocinéticas,por lo que se hacenecesariala obtenciónde
nuevosfármacosantifúngicos(Hay, 1993;Graybill, 1996).

Los principalescompuestoscon actividadantifúngica,disponiblesen el mercado
parael tratamientoclínico de infeccionesporhongos,actúana dosnivelesfundamentales
(figura 1): (i) a nivel de la membranaplasmática,provocandoalteracionesbien por
interaccióndirectaconella, como esel casode los compuestospoliénicos,o bienmediante
la inhibición de la biosíntesisdel ergosterol,como los derivadosazólicos, las alilaminas,
los tiocarbamatos,y las morfolinas,y (u) a nivel de la biosíntesisde los ácidosnucleicos,
como las fluoropirimidinas. También, se disponede otras sustanciasantifúngicasque
actúan a diferentesniveles metabólicos(figura 1), y que poseenaplicaciónclínica en
determinadassituaciones,como es la griseoflilvina que actúa como inhibidor de los
procesosde agregaciónde microtúbulos(Georgopapadakouy Walsh, 1996)
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Dívisién nuclear
griseofulvina

Síntesis de ácidos

nucleicos
5-flúorcitosina

Síntesis de ergosterol
Funcionalidadde azoles
membrana plasmática alilaminas
anfoterícina II - tiocarbamatos
nistatina morfolinas

Figura 1: Lugaresde accióndelos antifúngicoscomercializados.

2.1.Antifúngicospoliénicos

Los antibióticospoliénicos,son moléculasproducidaspor diferentesespeciesde
Streptomyces.Poseenactividadfungiestáticao fúngicida dependiendode la concentración
utilizada y de la sensibilidaddel organismoimplicado. Suespectrode acciónesel ma}~or
de todos los antifungicosdisponiblesen la actualidad(Brajtburget al, 1990; Gallis el al,
1990). Se muestranactivos frentea patógenosfrecuentes,comoson diversasespeciesde
Candida,C. neoformans,A. fumigatus,H capsulatum,y 1’. brasiliensis.Sin embargo,los
dermatofitosy los hongosdematiáceossonconsideradosresistentes.

La anfotericinaB (figura 2), esuno de los fármacosmásutilizadosen la actualidad
parael tratamientode infeccionesfungicassistémicas.Es capazde interaccionarcon los
esterolesde las membranasplasmáticasde los hongosy de los mamíferos.Su relativa
especificidadhacialas célulasfúngicas,vienedeterminadaporsumayorafinidad haciael
ergosterol,esterolmayoritariode la membranaplasmáticade muchoshongos,que por su
homólogoen mamíferos,el colesterol.La anfotericinaB, se une a estoscomponentes
estructuralesde la membranaplasmática originando desorganizaciones,posiblemente
mediante la formación de poros hidrofílicos o canales, constituidos por pequeños
agregadosde la anfotericinaB y el esterol(Urbina el al, 1987). Como consecuencia,se
producenalteracionesen la permeabilidadpara los protones,salidade los ionespotasio
intracelulares,y la muerte celular. Recientemente,tambiénse le ha atribuido lesiones
oxidativas en la membranaplasmática,lo cual podríacontribuir a su actividadfungicida
(Brajtburgel al, 1990).
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Su utilización clínicaestálimitada por los efectossecundariosque origina en los
pacientestratados.Es frecuenteunatoxicidada nivel renal,que seincrementacuandose
utiliza junto a otros agentespotencialmentenefrotóxicos, como son los antibióticos
aminoglicósidoso las ciclosporinas,y enpacientescon alteracionesrenalesde base.Para
evitar los efectossecundarios,sehanintentadorealizarmodificacionesestructuralesde su
molécula, pero han resultado infructuosas. Sin embargo, las nuevas formulaciones
farmacéuticasen las quela drogasesumiistraen el interior de liposomas(Adler-Moorey
Proffitt, 1993),handadobuenosresultadosclínicos,pennitiendola administraciónde dosis
superioresdelantiti~ngico,conmenoresefectostóxicosrenales.

OH
H3C. O ~OH

OH
O CH? OHOH OHOHO

H3ct .x x — — ..-~ OHOjN~

CH3

Figura2: Estructuraquímicade la anfotericinaB

La nistatina(figura 3) esunamoléculaestructuralmentesimilar a la anfotericinaB,
que actúacomo fimgiestático sobrehongosdermatofitosy levaduras,aunquesu acción
sobrelos primerosesmoderada.En la actualidadsolamentese disponede formulaciones
de aplicacióntópica,aunquela nistatinaliposomalestáen avanzadoprocesode desarrollo
(Walshetal,í996).

OH
H0.• O OH

O OH OH OH OH O

. X

o

~ 1%

Figura3: Estructuraquímicadela nistatina

2.2. Derivadosazólicos

Soncompuestossintéticosque hansufrido un desarrolloimportanteen los últimos
años(Fomtling, 1988).Poseenensuestructuraquímicaun anillo azólico,que puedetener
dosnitrógenos,enel casode los imidazoles,como el miconazoly el ketoconazol,o tres
nitrógenos,en el caso de los triazoles,como fluconazol e itraconazol(figura 4). Actúan
mayoritariamente como flingiestáticos sobre un amplio grupo de hongos tanto
levadurifonnescomo filamentosos.En los ensayosrealizadosin vivo semuestranactivos
frente a la mayoría de los hongos causantesde infeccionessistémicas,como son C.
neoformans,C. alb¡cans, C. ¡mm¡fis, H capsulatum,13. dermatidis,P. brasiliensis y £
schenck¡i. Son menosactivos frente a algunaslevadurascomo C. krusei y Torulopsis
glabrata (Polak, 1990; Georgopapadakouy Walsh,1996).
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Figura4: Estructuraquímicade algunosantiÑngicosazólicos.

Los derivados azólicos interfieren la biosíntesis del ergosterol, mediante la
inhibición de la enzima14x-lanosteroldesmetilasadependientedel citocromoP-450, que
realizala desmetilacióndel lanosterol(Polak, 1990) (figura 5). Lamayorafinidad de estos
compuestospor la enzimade los hongos que por la de mamíferos, les confiere cierta
selectividad antifúngica. El bloqueo de la desmetilación del lanosterol, origina una
acumulaciónde estecompuestoy unadisminuciónde los nivelesnormalesde ergosterolde
la membranaplasmática. Como consecuencia,se produce una modificación de las
propiedadesfísico-químicasde la membrana,y sealterala fimcionalidadde algunasde las
proteínasasociadasa ella, como son las implicadasen el transporteo aquellas que
participanen lasíntesisde quitina (VandenBossche,1985).Además,tambiénse modifican
otras funciones regulatorias propias del ergosterol, provocando alteraciones en el
crecimientoy en la proliferacióncelular (Parkset aL, 1992). Tambiénse hanobservado
cambioscelularesanivel mitocondrialen hongostratadoscon estetipo de antifúngicos,ya
que el ergosterolesun componentemuy abundantede la membranamitocondrial interna
(VandenBossche,1985).

Los derivadosimidazólicos,como bifonazo], clotrimazol, econazol,flutrimazol,
míconazol,omoconazol,oxiconazol,sertaconazoly tioconazol,puedeninteraccionarcon la
membranaplasmáticay dañarla directamente,ademásde interferir con el proceso
biosintéticodel ergosterol(Fromtling, 1988). Sonfungicidasa elevadasconcentracionesy
tóxicos para el huésped,por lo que se suelenutilizar a nivel tópico a excepcióndel
ketoconazol.

Itraconazol
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óxido ciclasa

Alilaminas

Tiocarliiamatos -~.

~cuaLeno
epox¡dasa

Lanosterol

HO Azoles

A14 esterol
desmetilasa

HO ¡ ~ Morfolinas

A14 reductasa

HO

1
HO

A24 esterol metil
transterasa

1
HO

Zimosterol

1
HO

1
4

HO

1
H Colesterol

Figura 5: Rutas dc biosíntesisdel ergosteroly del colesterol,y lugares de acción de algunos
antifúngicos.
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Los derivadostriazólicos, ademásde presentaractividadantifúngica frente a la
mayoríade los hongospatógenos,poseenunasbuenascaracterísticasfarmacocinéticasy
una baja toxicidad, que les permiten ser utilizados actualmentecomo tratamientode
elecciónen lasmicosissistémicasen pacientesinmunocompetentes.Entreellos destacael
fluconazol, que puedeser administradovía oral y vía intravenosa,y el itraconazol,que
presentaen los ensayosin vitro, una mayor actividadsobreAspergillus, aunquesu baja
solubilidad en aguaimpide su administraciónintravenosay dificulta su absorciónoral
(Richardson,1993). A pesarde que su actividad fungiestáticasobre los hongospodría
limitar su utilidad en pacientescon sistema inmunológico deprimido, los resultados
experimentaleshandemostrado,quesemuestranefectivosen el tratamientode las micosis
sístémicasen estetipo de pacientes,por lo que su utilización escadavez másfrecuente
(Ampel, 1996).

Los derivados azólicos, no producengran toxicidad, pero sí se han detectado
efectossecundariossobreel sistemaendocrino,como consecuenciade la inhibición de
otrasenzimasdependientesdelcitocromoP-450de mamíferos,queparticipanen la síntesis
de hormonasesteroides(Hangeret al., 1988).Estosefectos,sonmáspronunciadoscon los
imidazolesquecon los triazoles.

2.3. Alilaminasy Tiocarbamatos

Las alilaminasy los tiocarbamatos,sonagentesantifúngicossintéticos,con
acción fungicidasobrela mayoríade los hongospatógenos,y especialmenteactivosfrente
a los hongosdermatofitos(Petranyiet aL, 1987).Suactividadsobrehongoslevaduriformes
esinferior, especialmentefrentea C. alb¡cans,sobrela que tiene actividadfungiestática.
En la actualidad se dispone de dos antifúngicos de tipo alilaminas: la naflifina, de
aplicacióntópica, y la terbinafina,de administraciónoral y tópica(Ryder, 1988), y de un
antifúngicode tipo tiocarbamato,el tolnaflato,tambiénde usotópico (figura 6)

CH
3

CH3 A CH3 CH3

N N .-> CH3 CH3
O

A

A ‘-. A
1:IHCI

‘A CH,

Terbinafine
Naftitine • HCI (Sandoz.SF86327) Tolriaftate

Figura6: Estructuraquímicadealilaminasy tiocarbamatosdeusoclínico

Los tres compuestosactúancomo inhibidores reversiblesno competitivos de la
escualenoepoxidasa,enzima independientedel citocromo P-450, que participa en la
biosíntesisdel ergosterolen los hongos,y del colesterol,en los mamíferos,(figura 5). La
afinidad de estos compuestospor la enzima fúngica es superior a la mostradapor su
homólogaen mamíferos,por lo que presentanunaactividadselectivasobrelos hongos.La
carencia de ergosteroly la acumulaciónde escualeno,provocanmodificacionesen la
estructura celular, como un engrosamientode la pared celular, y alteracionesen la
membranaplasmática,así como en la funcionalidadde las proteínasasociadasa ella. La
toxicidad de estoscompuestoses inferior a la de los derivadosazólicos,pero su pobre
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farmacocinéticahaceque puedanserutilizados solamentecontralos dermatofitos,a pesar
dequelas alilaminastienenunaampliaactividadantifúngicain vdro (Ryder, 1988).

2.4. Morfolinas

Las morfolinassoncompuestossintéticos,que presentanactividad flingiestáticay
fungicidasobrehongosdermatofitos,dimórficos,dematiáceosy levaduriformes,mientras
que carecende actividadfrenteaAspergillus.El único antifúngicode estetipo disponible
parausoclínico es la amorolfina(figura 7), que actúacomo fungicida en el tratamiento
tópico de infeccionesenlas unas.

A.~.i CH3IyO
CH

3 CH3

Figura7: Estructuraquímicade la amorolfma

Tambiéninterfierenanivel de la biosíntesisdel ergosterol,inhibiendo la A
reductasay la ~ esterolisomerasa(Balochy Mercer, 1987) (figura 5), actuandocomo
análogosde los intermediarioscarbocatiónicosimplicadosen ambasreacciones.Como
resultadoseproduce,al menosen 8. cerev¡siae, la alteraciónde la membranaplasmática
como consecuenciade la acumulación de intermediariosmetabólicos y depósitos
anormalesde quitina,probablementecomo resultadode una alteraciónen la actividadde
las enzimasimplicadasenla biosíntesisde quitina (Kerkenaar,1987).

Los problemas de toxicidad que presenta,han impedido su utilización en
infeccionessistémicas.

2.5. Fluoropirimidinas

La 5-flúorcitosina (5-FC, o flucitosina) (figura 8), poseeun espectrode acción
limitado frentea los hongospatógenos,por lo que sueleusarseen combinacióncon otras
moléculasde actividadantifúngicareconocida.La asociacióncon anfotericinaB, permite
la obtenciónde buenosresultadosen el tratamientode las meningitisoriginadaspor C.
neoformansy en candidiasisdiseminadas(Francisy Walsh, 1992). Solamentees usado
comoagenteantifúngicoúnico, en el tratamientode micosisdel tracto urinario,ya quelos
nivelesde 5-FCenestalocalizaciónson 100 vecessuperioresa los del suero.

H

Figura8: Estructuraquímicade la 5-FC.

La 5-FC actúacomo análogoestructuralde los metabolitosintermediariosde la
biosíntesisde los ácidosnucleicos.La 5-FC esconducidaal interior de las célulasporuna
citosina permeasay es desaminadaa 5-fluorouracilo (5-FU) medianteuna citosina
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desaminasa.La baja actividad, o la ausenciade estaúltima enzimaen las células de
mamíferos, detenninala selectividadde estamolécula sobre los hongos,sin producir
efectos tóxicos colaterales.El 5-FU puede seguir dos rutas metabólicasen el interior

celular: (i) ser convertido, tras varios intermediarios metabólicos,en 5-fluorouridina
trifosfato y competircon la uridina trifosfato paraincorporarseal RNA flingico, y (u) ser
convertidoa 5-fluoro-2-deoxiuridinamonofosfato,que constituyeun potenteinhibidor de
la síntesisde DNA a nivel de la timidilato sintetasa(Polak, 1990).

Se ha detectadocierta toxicidad en los individuos tratadosvía oral, debido
probablemente,a la conversióndel 5-FC a 5-FU por bacteriasintestinales.Ademásesta
toxicidadseelevaconsiderablementeen presenciade unainsuficienciarenal inducidapor
anfotericinaB (Georgopapadakouy Walsh, 1996).

2.6. Griseofulvina

La griseofulvina (figura 9) es una molécula producidapor ciertas especiesde
Penicillium, como el P. griseofulvum. A pesarde que numerosasespeciesfúngicas no

patógenasson sensiblesa ella, solamentelas infecciones originadaspor dermatofitos,

respondena esteantifúngicode administraciónoral.

113C0 O OCR3
A —

H3CO oo
ci CH3

Figura 9: Estructuraquímicade lagriseofúlvina

La griseofulvinainteraccionacon las 13-tubulinasde las célulasde los mamíferosy

de los hongos(Jwasaki,1993),y origina una inhibición de los procesosde agregaciónde
los microtúbulos.Las célulasquedandetenidasen metafasey son incapacesde completar
la mitosis. La mayorselectividadde estadrogafrentea los hongos,vienedeterminadapor
la diferentepermeabilidadque muestranlas célulasfúngicasy de mamíferosfrenteaella.
Tambiénexisten diferenciasen cuanto a la capacidadde penetraral interior celular de
diferentesespeciesde hongos,resultandoinactiva frente a patógenoscomo C. albicans
(Polak, 1990).

12
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3. LIMITACIONES DE LA TERAPÉUTICA ACTUAL: INCREMENTO DE LAS
RESISTENCIAS

El incrementode los hongoscausantesde infeccioneshumanas,que presentan
resistenciasa los antifungicosactuales,ha sido corroboradoa nivel internacional(Klepser
el al., 1997). La recienteaceptaciónde unasnormasgeneralesparala realizaciónde las
pruebasde sensibilidadin vitro frentea los fármacosdisponibles(National Committeefor
Clinical LaboratoryStandards,1992; Cormicany Pfaller, 1996),ha permitidocomparar
los resultadosobtenidosen diferenteslaboratoriosa nivel mundial,y obtenerunos datos
precisosacercade las resistenciasactuales.Es interesantedestacarel incrementode los
hongosque presentanresistenciaadquiridaa los antifúngicosutilizados en tratamientos
prolongados.Tambiénsoncadavez más frecuentes,las infeccionesproducidaspor cepas
con resistenciaintrínsecaa los fármacosdisponibles(Rex el aL, 1995; Klepserel al.,
1997).

3.1. Resistenciaa la anfotericinaB

La identificaciónde cepasresistentesa anfotericinaB, ha sido muy escasadurante
los treintaañosde suutilización en el tratamientode infeccionesfúngicas.En los últimos
añossehandescritoalgunascepasresistentesde C. albicansaesteantifúngico(Klepserel
aL, 1997).La mayoríade estascepasposeenalteracionesen la composiciónde los lípidos
de membrana,comoniveles muy bajosde ergosterol(Dick el aL, 1980) y modificaciones
de los fosfolípidos. Otro mecanismode resistenciadescrito, consisteen una actividad
catalasaincrementadaque disminuye la susceptibilidadcelular al dañooxidativo (Sokol-
Andersonet aL, 1988). Si bien la resistenciaa anfotericinaB es todavíaescasaen C.
albicans, otras especiesde Candida, como son C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
guilliermondii y C. lusitan¡ae, se comportan frecuentemente como resistentes,
especialmentelas cepasaisladasde pacientesinmunodeprimidosy que han sido tratados
duranteperiodoslargosconesteantifúngico(Drutz y Lehrer, 1978). Además,la resitencia
intrínsecaa la anfotericinaB, es comúnen hongosde incidenciacrecientecomo son C.
kruse¡, 71 glabrata y diversasespeciesde Trichosporony de Fusarium(Meunier, 1995).

3.2. Resistenciaa los derivadosazólicos

La utilización frecuentede los derivadosazólicosen el tratamientode infecciones
fúngicasde caráctersistémico,ha generadola apariciónde cepasresistentesa estetipo
compuestos.Así, sehan aisladocepasde Candidaresistentesa ketoconazol,enpacientes
infectadosque habíansido tratadosdurantevarios mesescon la droga (Odds, 1993;
Vanden Bosscheel aL, 1994). La resistenciaa fluconazol, ha sido demostradaen
aislamientosde C. albicans,procedentesde enfermoscon SIDA y candidiasisorofaríngea
(Dupont, 1993),y en otrasespeciesde Candiday C. neoformans.La falta de experiencia
clínica en la utilización del itraconazol,no hapermitido establecer,hastael momento,la
frecuenciade la aparición de cepas resistentesen los pacientes tratados con este
antifungico.

Los estudios molecularesorientadosal conocimiento de los mecanismosde
resistenciaa los azoles,hanidentificadotresmecanismosdiferentes:
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(i) Disminuciónde la concentraciónintracelularde antifúngico,comoconsecuencia
de una menorentradadel antifúngicoal interior celular, o debido a un incrementode su
transportehacia el exterior. Estudios recientesapoyan al último mecanismocomo la
principalcausade la disminuciónde la concentraciónintracelularde ladroga(Parkinsonet
aL, 1995).

(u) Superproducción de las enzimas dependientes del citocromo P-450,
posiblementeporamplificacióngénica(VandenBosscheetaL, 1994).El incrementode las
moléculasque constituyenlas dianasantifúngicas,requiere la presenciade una mayor
cantidadde la drogaparalaproducciónde los mismosefectosinhibitorios.

(iii) Alteracionesestructuralesde ladiana,de maneraque disminuyesu interacción
con el antifúngico(VandenBosscheetaL, 1994).

Además,algunoshongosde incidencia creciente,como C. kruse¡, Aspergillusy

Fusarium,presentanunaresistenciaintrínsecaa derivadosazólicos,como el fluconazol.

3.3. Resistenciasa la 5-FC

El uso de la 5-FC como agente único ha generadocon elevadafrecuencia, la
apariciónde cepasresistentesa esteantifúngico. La resistenciaestádeterminadapor la
mutación en cualquiera de las enzimas necesarias para la acción de la 5-FC,
particularmeniela uracil fosforribosiltransferasa(Fasoli y Kerridge, 1988). Por este
motivo, debeasociarseala anfotericinaB parasuutilizaciónclínica.

3.4. Resistenciasa la griseofulvina

Se han descritocepasresistentesa la griseofulvina,que poseenalteracionesen los
mecanismos de transporte del antifungico al interior celular. En estos casos la
concentraciónintracelular del compuestoresulta insuficientepara conseguirsu acción
antifúngica(Polak, 1990).

4. NUEVAS PERSPECTIVAS EN EL TRATAMIENTO DE LAS INFECCIONES
FÚNGICAS

El incrementode las especiesresistentesa los antifúngicosactualmentedisponibles,
así como el aumentode las infeccionesfWngicas producidaspor hongos, cuyo poder
patógenoera desconocidoanteriormente,ha puestode manifiesto la limitación del arsenal
antifúngicoactual (Graybill, 1996).Además,la apariciónde unapoblacióncadavez más
numerosade pacientes con alteracionesen el sistema inmunitario, que obliga a la
utilización prioritaria de sustanciasfungicidasfrente a las fungiestáticas(Meunier, 1995;
Graybill, 1996), junto con los problemas farmacocinéticos y de toxicidad de los
antifúngicoscomercializadosque limitan suuso clínico, hanmotivadola investigacióny
desarrollode nuevasalternativasparael tratamientode estasinfecciones(Graybill, 1996):
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- Descubrimientode nuevosantifungicos.

- Modificacióny mejorade los antifúngicosconocidos.

- Terapiacombinada.

- Inmunomodulación.

4.1. Descubrimientodenuevosantifúngicos

Durante los últimos años, se ha producido un incremento importante de los
fármacosantifúngicosdisponibles,debidoal creciente interésmostradopor la industria
farmacéuticaencombatir las infeccionesfungicas.Las aproximacionesadoptadasparael
descubrimientode nuevosantifungicosdifieren de las utilizadashaceunos años,como
consecuenciadel mayorconocimientoa nivel genéticoy molecularde los hongos,y de la
automatizaciónde todos los procesosrealizados.En la actualidad,setiende a realizarun
diseñoracional de la droga, buscandocompuestosque actúensobreuna enzimafungica
previamenteseleccionaday que cumplanla mayoríade unosrequisitosdeseablesque se
indicanacontinuación(Marriot, 1990):

- Selectividadsobrela dianafúngica

- Amplio espectrode acción,queincluyahongoslevaduriformes,filamentosos,
oportunistasy endémicos

- Acciónfungicida

- Ausenciade toxicidadenel huésped

- Elevadotiempode vidamediaen el plasma

- Escasauniónaproteínasplasmáticas

- Buenadistribuciónportodos los tejidosdel organismoy en el líquido
cefalorraquideo

- Disponibleen fonnulacionesoralesy parenterales

- Ausenciade interaccionescon el metabolismode otros fármacos

El procesode descubrimientode nuevosantifUngicoses largo, complejoy caro,y
requierenormalmentemásde diez añosparaqueun compuesto,consideradode interéspor
su actividadespecíficasobreuna enzimafúngica,puedaestardisponibleen el mercado.
Esteprocesoescomentadocondetallemásadelanteenestetrabajo.

4.2. Modificación y mejorade los antifúngicosconocidos

La mayoría de los antifúngicos disponibles en la actualidad, presentaalguna
característica que dificulta su uso en pacientes con infecciones fúngicas. Las
modificaciones estructuralesde sus moléculas, así como posibles cambios en la
formulaciónde los principiosactivos,podríanmejorar las propiedadesde los compuestos
con poderantifungicoreconocido,pero cuyaspropiedadesfannacocinéticasy de toxicidad
limitan suutilizaciónterapéutica(Marriot, 1990).Además,suespectrode acciónpodríaser
ampliado,demaneraque resultaranactivosfrentea la mayoríade los patógenosactuales
(Boyle, 1990).
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La modificaciónestructuralde aquellosquepresentenproblemasfarmacocinéticos,
comoescasaabsorcióno elevadadegradaciónmetabólica,podríagenerarcompuestosde
igual o mayor actividad, pero con unas característicasque mejoraran su potencial
terapéutico.Los nuevosimidazoles,como fluconazole itraconazol,son un ejemplo claro
de la mejoraconseguidamediantela adición de nuevosradicalesa la estructurabásicade
los imida.zolesprimitivos, de actividadmuy limitada (Tarbit, 1990). Por otro lado, los
problemasde toxicidad,mostradospor la anfotericinaB, junto a su escasaabsorciónvía
oral, han dado lugar a frecuentesfracasosterapéuticos,a pesarde presentaractividadfi

vitro sobre la mayoría de los hongospatógenos.Sin embargo,a pesar de que las
modificacionesrealizadasen la estructurade la anfotericinaB no han conseguidomejorar
estascaracterísticas,el desarrollode formulacionesfarmacéuticasen las que la drogase
administraen el interior de liposomas(Adler-Moore y Proffitt, 1993), han permitido
administrardosissuperioresde anfotericinaB, sin provocarefectostóxicos importantes.

4.3. Terapia combinada

Algunos fármacosantifúngicos son capacesde potenciarsu actividad cuandoson

utilizados de maneracombinada.La utilización conjuntade diferentesantifúngicosque
actúensobrediferentesdianas,podríaaumentarlapotenciade cadauno de ellos, de manera
que resultaranactivos sobre la mayoría de los agentespatógenos.Al mismo tiempo se
dificultaría la apariciónde cepasresistentes.Diferentescombinacionesde los antifúngicos
disponiblesen la actualidadhan sido evaluadosfi vitro e fi vivo, y sehan identificado
algunascombinacionesde fármacos,que presentanun aumentoen el espectrode acción
sobrelos patógenosfúngicos, y una mejoraen la evoluciónde los pacientestratadoscon
estetipo de terapia,en comparacióncon la terapiaúnica. Estascombinacionesincluyen: (i)
la utilización de compuestosque afectana diferentesestructurascelulares,(u) compuestos
queactúansobrela mismaestructuracelular,como eslamembranaplasmática.

(i) El uso de unaterapiacombinada,ha quedadoestablecidaparael tratamientode
algunas infecciones como la meningitis criptocócica, mediante la combinación de
anfotericina B y 5-FC, comentadocon anterioridaden este trabajo. Sin embargo la
nefrotoxicidadde la anfotericinaB, origina una acumulaciónde 5-FC que originaefectos
secundariosenel paciente,porlo quesehanbuscadonuevascombinaciones,como 5-FCy
fluconazol, cuya utilización conjuntaincrementala actividad que poseencadauno por
separadofrente a diversosaislamientosde C. neoformnansin vitro (Nguyenet aL, 1995).

Los regímenesoralesde estacombinación,han mostradolos mismosefectosaditivos en
modelosanimales,sin embargo,en los estudioshumanoscon pacientescon meningitis

criptocócica e infecciones por C. albicans y C. tropicalis, los resultadoshan sido
contradictorios(Graybill, 1996).Porotro lado, la efectividaddel usoconjuntode triazoles
y compuestosque inhiben la biosíntesisde la paredcelular, como son papulacandinaB y
nikkomicinas, ha quedadodemostradain vitro, aunquesu eficacia en el tratamientode
infeccionesifingicasenhumanos,todavíano estáclaramentedefinida(Sugara aL, 1995).

(u) La combinación de fluconazol y anfotericina B, ha mostrado una mayor
efectividaden el tratamientode infeccionessanguíneaspor Candidaen modelosanimales
y en humanos,quela utilización de la anfotericinaB comoúnicoantifúngico(Sugara al.,
1994). Otra combinaciónde ketoconazoly naflifina, ha mostradoun incrementode la
actividad sobre numerososhongos,especialmentesobrelos filamentosos,aunqueeste
efectono hapodidoserverificadoen modelosanimalesy humanos(Sudy Feingold,1985).

16



Introducción

4.4. Inmunomodulación

La mejora de la respuestainmune del huéspedfrente al agentecausantede la
infección, es otra de las alternativasactualmenteen desarrolloparael tratamientode las
infeccionesfungicas(Georgopapadakouy Walsh,1996;Graybill, 1996).

La inmunizaciónactivay pasivamediantela utilización de vacunasy anticuerpos,
constituyeuna estrategiaprometedora,tanto parala prevencióncomo parael tratamiento
de infeccionesfungicas. Los antígenoscapsularesde C. neofonnans,C. immitis e H.
capsulatumposeenunaelevadainmunogenicidad,por lo que podríanserutilizadoscomo
vacunas. Asimismo, diversas proteínas inducidas en los hongos como respuestaa
diferentestipos de estrés(Heatshockproteins),comola Hsp9Ode C. albicans,soncapaces
de provocaruna respuestainmune importantedel organismoal que infectan,por lo que
tambiénpodríantenerutilidad comovacunas(Suzuey Young, 1996).

La utilización de citoquinas humanas recombinantes, ha disminuido la
granulocitopeniade pacientessometidosaterapiascon fánnacoscitotóxicos,y hareducido
la incidencia de las infecciones fúngicas sufridas por un grupo de pacientes
inmunodeprimidos(Rowe et aL, 1995; Graybill, 1996). De este modo ha quedado
demostradosuinterésparala profilaxis de infeccionesfúngicasen estetipo de pacientes,
aunque todavía no ha sido determinadasu posible efectividad en el tratamiento de
infeccionesyaestablecidas(WalshetaL,1996).

5. DESCUBRIMIENTO DE NUEVOS ANTIFÚNGICOS

Las primerasaproximacionesal descubrimientode nuevosfármacosantifúngicos,
consistieronen el estudiodel comportamientoempíricode un pequeñogrupo de hongos
patógenos,frente a una colecciónde compuestosno muy numerososy obtenidosen su
mayoría de la fermentaciónde microorganismosy de extractos de plantas(Debonoy
Gordee, 1990). Aquellos compuestosque inhibían el crecimiento fúngico, o producían
importantesalteracionescelulares,eranseleccionadosparaposterioresestudios.A pesarde
que la mayoría de los antiflingicos actuales han sido detectadosmediante esta
aproximaciónempírica, las demandasde la industria farmacéuticaactual, en cuantoal
númeroy velocidadde salidade nuevosfármacosal mercado,hanobligadoa la utilización
de tecnologías de elevado rendimiento, difícilmente aplicables utilizando esta
aproximación(Broachy Thorner,1996).Sin embargo,la identificaciónde las dianassobre
las que actúanlos compuestosseleccionadosde estamanera,ha sido el punto de partida
para el desarrollo de las estrategiasracionalesorientadasa la búsquedade nuevos
antiflingicos,que seutilizan mayoritariamenteenla actualidad(Debonoy Gordee,1990).

La aproximaciónracional al descubrimientode compuestosactivos, requiereen
primerlugar, la identificaciónde potencialesdianasantifúngicas.A priori, tieneninterés
como posibles dianas, todas aquellasmoléculas o estructuras,que ademásde estar
implicadasdirectamenteenprocesosrelacionadoscon la proliferacióny viabilidad celular,
scanexclusivasde los hongos,o presentendiferenciassignificativascon las de mamiferos.
Tambiénesnecesariodisponerde una colecciónnumerosade compuestosparaenfrentara
la diana,y determinarsu interaccióncon ella, de maneraque sunúmeroy variabilidades
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decisivopara que exista una probabilidad razonablede encontraralguno activo. Sin
embargo,la posibilidad de diseñarmoléculas antifúngicas a partir del conocimiento
tridimensional de la diana sobre la que deben actuar, podría reducir el número de
compuestosanalizados,limitándosea pequeñasmodificacionesde una estructuraactiva
(Blundelí, 1996). El estudio de la potenciay selectividadde los compuestosactivos
permite seleccionar aquellos que son interesantesy cuya estructura química es
posteriormente determinada. En el caso de que la información obtenida tras el
conocimientode su estructuraquímicay otros datosbioquímicos,sugierasuposibleuso
terapéutico,se realizanprocesosde optimizacióndel producto,encaminadosa disminuir su
toxicidady mejorarsufarmacocinética.Los ensayosrealizadosin vitro permitenconocerel
espectro de acción del compuesto,y los ensayosin vivo con animales,verifican si el
productose comportaen estosmodelosde la maneraesperada.Finalmente,los estudiosen
humanos,son los que determinansi un compuestocon actividadantifúngica,y en una
formulación determinada,puedeser comercializadopara ser utilizado en la terapéutica
humana(Ryley y Barret-Bee,1992).

El descubrimientode nuevosfármacosantifúngicos,es un procesocomplejo y
lento, querequiereunperiodomediosuperioradiezaños,desdequeseinician las primeras
etapasde investigaciónbásica,hastaque el productopuedeestardisponibleen el mercado
(figura 10). El conectodesarrollode cadauna de las etapasimplicadasen el proceso,así
como la disponibilidadde un soporteautomatizadoe informatizado,son elementosclave
de los quedependeránlos resultadosfinalesobtenidos.

Especialistasen diversasdisciplinas científicas,como sonmicrobiología,biología
molecular, farmacologíay química, participanen el proceso de desarrollode nuevos
antifúngicos,trabajandode una maneracoordinadaen las diferentesetapasconcretasdel
proceso(figura 11).
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Figura II: Disciplinas científicas necesariaspara un programa de descubrimientode nuevos
antitbngicosy tareasasignadas.* Equipo integradode trabajoparael descubrimientode dianasantifúngicas

5.1. Dianasbiológicasde interés

La mayoría de los antifungicos comercializadosactualmenteactúan inhibiendo
selectivamentelos procesosrelacionadoscon la membranaplasmática, como se ha
comentadocon anterioridaden estetrabajo. Sin embargo,los hongosposeennumerosas
estructurasy proteínasexclusivas,o conpropiedadesdiferentesa las de mamíferos,que
podríanconstituir nuevasdianas.La selecciónde aquellasfrentea las cualessepodrían
buscarcompuestosactivos,constituyeel primer pasoen el procesode descubrimientode
nuevosfármacosantifUngicos.Las moléculasseleccionadasdebencumplir algunosde los
requisitosdeseablesparapresentarciertasposibilidadesde éxito como dianasantilUngicas
con aplicaciónterapéutica(Kerridgey VandenBossche,1990):

(i) La dianaelegidadeberseresencialparael crecimientodel hongo.No siemprees
necesarioprovocarla muertedel hongo,ya que si su crecimientoresultaenlentecido,el
balanceentrehuéspedy patógenopuedeser alteradolo suficientepara permitir que las
defensasdelhuéspedeliminenal hongo.Porel contrario,en individuosinmunodeprimidos,
sí es necesario destruir al patógeno para prevenir las recaídasque ocurren tras la
finalizacióndel tratamiento.

(u) Debeserselectivaparaque el huéspedlo tolerea la concentraciónrequeridaen
el lugar de la infección. Teóricamente,las sustanciascapacesde actuar a nivel de

MICROBIOLOGÍA
•Coleccióndemuestrasdiversas
•Aislamientode microorganismos
•Taxonomíadelos organismos
•Fermentaciónparaaumentarla
diversidadde los compuestosactivos
•Incrementode la productividad
•Escaladodel proceso

QUÍMICA
•Obtenciónde extractosnaturales
diversos.
•Coleccionesdecompuestos
químicosde síntesis.
•Aislamientoy purificacióndel
compuestoactivo.

•ldentificacióndesu estructura.
•Modiflcacionesestructuralespara
mejorarlas característicasdel
compuestoactivo.

BIOLOGÍA MOLECULAR Y
FARMACOLOGIA

•Seleccióndedianas.
•Diseflo del screening/mejora.
•Realizaciónde unscreeningde
elevadorendimiento(HTP).
•Identificaciónde compuestosactivos.
•Estudiosde eficacia
•Mecanismodeacción
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estructuraso procesosexclusivosde hongos,poseeránunaactividadselectivay ausenciade
toxicidad. Sin embargo,no es necesariala ausenciade la dianafúngica elegidaen las
célulasde mamíferos,siendosuficienteparaunaactividadantifúngicaselectiva,que ambas
estructurashomólogaspresentenunaafinidaddiferencialpor las sustanciasinhibidoras.

(iii) Debetenerseen cuentaque la dianaresultefácilmenteaccesiblea la droga,ya
quetodos los organismoseucarióticosmuestranunacompartimentaciónintracelularde las
funcionesmetabólicas.

(iv) Los ensayosde interacciónin vitro entrela moléculaelegidacomo dianay sus
posibles compuestos inhibidores, deben ser sencillos de realizar y fácilmente
automatizables.El conocimientode la actividadde la dianaelegida,facilita el diseñodel
ensayo,asícomosuobtenciónen grancantidady enestadopuroy activo,es indispensable
parala realizaciónde los ensayosde elevadorendimiento(HTP).

Las dianas elegidaspuedenser directamentepurificadas y utilizadas para la
búsquedade inhibidoresselectivosmedianteestudiosin vitro a gran escala,o bien, tras un
estudio detallado de ellas, diseñar drogas nuevas y realizar modificaciones de los
compuestosactivosconocidos,paraconseguirun aumentode suselectividad,supotenciay
la disminuciónde sus efectostóxicossobrelas célulasde mamíferos.

Los conocimientosactualessobreel metabolismode los hongosy de los mamíferos,
a pesarde no ser completo,ha permitido identificar algunosprocesosmetabólicoscon
característicasdiferencialesentreellos. Algunas de las enzimaso factoresimplicadosen
estos procesos,y que cumplen la mayoría de los requisitos básicos anteriormente
mencionados,han sido seleccionadascomo dianasantifúngicas,ya que el conocimiento
bioquímicode los procesosen los queparticipan,las presentancomo dianasselectivaspara
los hongos.Por otro lado, el creciente conocimiento del genomade los hongos,ha
permitidoseleccionarnuevasdianasantifungicasa partir de genescuyosproductosgénicos
bien son exclusivospara estasespecies,o bien poseensuficientesdiferenciascon sus
homólogosen mamíferoscomoparasuponersuposibleinhibición selectiva.

5.1.1.Seleccióndedianassegúncriteriosbioquímicos.

Las dianasflingicas que han sido seleccionadassegúnsus diferenciasbioquímicas
con las célulasde mamíferosson numerosasy variadas(figura 12). Algunasde ellashan
permitido identificar algunos compuestoscon actividad antifúngica, cuya posible
utilizaciónterapéuticaestásiendoevaluadaenla actualidad.
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Figura 12: Potencialesdianasde nuevosantifhngicos

5.1.1.1.Pared celular

La pared fúngica constituye una diana de interés para la búsquedade agentes

antifúngicos,ya queesunaestructuraesencialparalos hongos,quese encuentraausenteen

las células de mamíferos.La paredcelular rodeaexternamentea las células fúngicas,
confiriéndoles su morfología característicay protegiéndolasde las agresionesfisicas y
químicas del entorno,así como de las enzimaslíticas. Regulala entraday la salida de
moléculas,retieneen el espacioperiplásmicodiversasproteínas,previenea la célulade la
desecación,participaen la adherenciay aglutinación,y juegaun papel importanteen la
patogenicidad(Rhodes,1988).

La composiciónde la paredcelular escaracterísticade cadaespeciefúngica(tabla
2) e incluso varíaentre las diferentesformas, levaduriformey filamentosa,adoptadaspor
un mismohongo (Debonoy Gordee, 1994).Poseeunaestructuramultilaminar compuesta

principalmentepor varios carbohidratos,que se encuentranen forma libre, o asociadosa
proteínaso a lípidos, y cuyasproporcionesvaríanentrelas diferentesespeciesde hongos.
Los polimerosde N-acetilglucosamina(quitina),de glucosa(celulosay glucanos)y manosa
(mananos),son los polisacáridos más habituales constituyentesde esta estructura. El
conocimiento de sus rutas biosintéticas, ha permitido seleccionar algunas enzimas

implicadasen etapasfundamentalesdel proceso,y se handiseñadoensayosin vitro con el
objetode buscarsustanciasqueinteraccionencon ellas(Ryleyy Barrett-Bee,1992).
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Tabla2: Composiciónde la paredde algunosde los hongospatógenosmásfrecuentes

Hongospatógenos Composiciónde la pared

Candidaalbicans Manoproteinas,quitina,glucanos13(1-3),
13(1-6)

Cryptococcusneoformans

Aspergillusfumigatus

Histoplasmacapsulatwn

Blasto¡nycesderinatidis

Manoproteinas,glucanos13(1-3),13(1-6)

Galactomanano,quitina, glucanosc4l-3),
13(1-3),13(1-6)

Galactomanano,quitina, glucanosa (1-3),
13(1-3),13(1-6)

Galactomanano,quitina, glucanosa(l-3),
13(1-3)

Dermatofitos Galactomanano,
en álcali con
linealesa (1-4)
6)

quitina, glucanossolubles
enlaces 13(1-3) y (1-6);

con ramificacionesena (1-

(i) Síntesisde quitina

La quitina esun componenteminoritario de la paredcelular de levadurascomo S.
cerevisiaey C. albicans.Constituyemenosdel 1% del total de la paredde C. albicansen
estadolevaduriforme,y cercadel 10%ensuformamiceliar. Se localizafundamentalmente
en la regióndel septo,y en las cicatricesquequedanen las célulasen el lugarde gemacion.
Las paredesde las formasmiceliaresde otros hongosdimórficoscomo B. dermatidis, C.
immitis e H capsulatum,tambiénposeenun 10-20% de quitina, que se localiza en la
regiónapicalde lahifa.

La quitina estáconstituidapor un homopolímerolineal de residuosde 13(l-4)-N-
acetilglucosamina(GlcNAc), sintetizado en la cara citoplasmáticade la membrana
plasmática.Es secretadoal exterior celular, dondeseagregaen forma de rígidasfibrillas
formandoenlacesde hidrógenoentresí, con el glucanoy con diversasmanoproteinasque
se disponen entre ellas. Las enzimas que se encargande la polimerizaciónde las
subunidadesde GlcNAc son exclusivasde los hongosy se denominanquitín sintetasas
(Chs). Estasenzimasestánasociadasa la membranaplasmática,y han sido encontradas
como zimógenosen homogeneizadoscelulares(Cid et al., 1995). Se conocenvarias
actividadesquitín sintetasasen S. cerevisiaey C. albicans

- Actividad quitín sintetasa1, codificadapor CHSI,esla responsablede repararlos
dañosen el septoprimarioy en la cicatriz de gemación,producidosduranteel procesode
separacióncelular(Kanget al 1984).

- Actividad quitín sintetasa2, codificadaporCHS2,estáimplicadaen la formación
delseptoprimario (Silverman,1988),y enla síntesisde laquitina de C. albicansdurantesu
fasemiceliar.
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- Actividad quitín sintetasa3, codificada por CHS3, que con la ayuda de las
proteínascodificadaspor CHS4y CHSS,pareceserla responsablede la biosíntesisde la
mayoríade la quitina de la pared,y de la formacióndel anillo de quitina en la basede la
yema.Tambiénparticipaen la formaciónde la capade quitosán,derivadodesacetiladode
la quitina,queformapartede laparedde las ascosporas(Bulaway Osmond,1990).

Los mutantesobtenidosen cadauno de estos genes,presentanuna cantidadde
quitinamuy reducidaen suparedcelular,peromantienensucrecimiento.Lo mismoocurre
con los mutanteschslchs3ó chslchs2,mientras que los alteradosen los tres genes,
chs]chs2chs3,son incapacesde proliferar. El procesode síntesisde quitinaes,por tanto,
un proceso esencialpara las células fungicas, en el que están implicadas proteínas
funcionalmenteredundantes.De estemodo, para que cualquiercompuestoque actúeen
estaruta muestreactividadantifungica,debesercapazde alterarel funcionamientode las
tresenzimas(Cid et al., 1995).

Las polioxinas y nikkomicinas son análogos estructurales de la UDP-N-
acetilglucosamina(di o tripéptidosde L-aminoácidosunidos a uridina,a veces,también
modificada), que inhiben competitivamentelas actividadesquitín sintetasas (Decker,
1990). Poseenuna potenteactividad inhibitoria in vitro de las actividades1 y 3, pero
inhibenen menorcuantíala 2, que escapazde compensarel defectoenzimáticoy permite
quelas célulassemantenganviables(Cabib,1991;Gaughram,1994).

La diana de las polioxinas y nikkomicinasse encuentraen la parteinterna de la
membranaplasmática.El transportede estos compuestosal interior celular, se realiza
mediantela misma permeasaque la de los péptidosde los fluidos corporales.La baja
actividadmostradafrente aC. albicansy otroshongos,ha sido atribuidaa unaincapacidad
paraatravesarla membranay alcanzarla diana,por lo quesehandesarrolladoderivadosde
polioxina unidos a péptidostransportadores,capacesde superaresteinconveniente,cuya
actividad iii vivo aún no está evaluada(Georgopapadakou,1994). Además, la sinergia
observadaentre los inhibidores de la quitín sintetasay los inhibidores de la síntesisde
glucano, permite considerarla posibilidad de una utilización combinadade ambos
compuestoscomounanuevaalternativaala terapéuticaantifúngica(Sugaretal., 1995).

La quitinasaesotra enzimaesencialparael mantenimientode la plasticidadde la
paredcelularduranteel crecimientoy proliferacióncelular.Los mutantesde S. cerevisiae
que poseenestegen interrumpido,forman agregadoscelularesy semuestranincapacesde
separarsedespuésde la división celular.Sin embargo,supapelcomo dianaantifúngicano
está totalmente establecido,ya que la demetilalosamidina,que actúa como inhibidor
específicode la quitinasa,carecede actividadantifungicaa pesarde originar alteraciones
en la separacióncelular(Sakuda,1990).

(u) Síntesisde glucano

Las distintasespeciesde hongosposeendiferentescantidadesy tipos de glucanosen
su pared celular. Este componenteconstituye el entramado básico de la pared e
interacciona con todos los restantescomponentesmediante enlaces de hidrógeno,
hidrofóbicosy covalentes(Elorzaet aL, 1989).Constituyeun60%del pesosecototal de la
pared,y estáformadopor doshomopolímerosde glucosa,uno mayoritario formadopor
largascadenasdel azúcarunidasmedianteenlaces13(1-3)y cadenaslateralesocasionalesen
13(1-6), denominado1 ,3-J3-glucano,y otro menosabundante,formado por cadenasmás
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cortasde residuosunidos en 13(1-6) y abundantesramificacionesen 13(1-3), llamadol,6-13-
glucano(Klis, 1994).

Duranteel crecimientocelular,seproduceunacontinuapolimerizaciónde azúcares
paragenerarnuevomaterial,queesintercaladoenel entramadoya existente.La síntesisde
laparedcelular,esportanto,un procesocontinuoreguladotemporaly espacialmente.

Las rutasde biosíntesisdeambostipos de glucano,hansido analizadasmediantela
caracterizaciónde diferentesmutantesresistentesaaquellassustanciasqueprovocabanuna
alteraciónde la paredcelularde células fúngicasen crecimiento(Douglaset al., 1994;
Castroet al., 1995)

El 1 ,3-13-glucanoes sintetizadomayoritariamentepor la enzima 1 ,3-13-glucano
sintetasaa partir de unidadesde UDP-glucosa.Estaenzimaestáasociadaa la membrana
plasmáticay poseedos subunidades:unacapazde producirel alargamientode lascadenas
de glucano,y otracapazde unir GTP. La primerasubunidad,codificadoporel genFKSJ,
es una proteínaintegral de membrana,cuya interrupción no es letal en S. cerevisiae,
aunqueoriginaunareduccióndel 50%en el contenidodeglucanoen lapared,y por tanto,
unafragilidadcelularconsiderable.Los hongosC. albicans,C. neoformansy A. fumigatus,
poseengeneshomólogosaFKSJ. Unasegundaenzimaimplicadaen la síntesisdel 1,3-13-
glucanoes la codificadapor FKS2, de característicasmuy similares a la anterior. La
eliminaciónde ambosgenes,es letalpara8. cerevisiae.

Las papulacandinas,las equinocandinasy las acualeacinas,sonproductosnaturales
capacesde inhibir la actividad 1 ,3-J3-glucanosintetasa,impidiendo el crecimientode la
cadenade glucano por ausenciade incorporaciónde glucosaal glucano en formación
(Tkacz, 1992). Estructuralmentelas papulacandinasson ácidos grasos derivadosdel
disacárido13(1,4)galactosilglucosa,y lasequinocandinasy acualeacinas,sonácidosgrasos
derivadosde los hexapéptidoscíclicos.

El espectrode acciónde estoscompuestoses limitado, ya que si bien son muy
activas in vitro frenteaC. albicansy algunasotrasespeciesde Candida,resultaninactivos
frentea hongosfilamentososy dimórficos,como A. futnigatus, A. niger y C. neoformans.
La actividadin vivoesmuchomenora lamostradain vitro, comocpnsecuenciade sumala
farmacocinéticay baja solubilidad. Las modificacionesestructuralesrealizadaspara
mejorar su eficacia in vivo, han llevado al desarrollode análogossemisintéticoscon
mejorespropiedadesfarmacocinéticas.Así seha desarrolladola ciloflingina, a partir de la
equinocandina,y que a pesar de mostrarsecomo un antifúngico prometedorpor su
actividadfungicida,elevadapotenciay relativabajatoxicidad,tuvo queserdescartado,por
presentartoxicidad asociadaal vehículode la formulaciónquefacilitabasu solubilización
(Georgopapadakouy Walsh,1996).

El procesobioquímico responsablede la formación del ¶ ,6-13-glucano,no es
conocidoensutotalidad,porlo queno sehanpodidodesarrollarsustancias,queinterfieran
con los procesosde síntesisde estecomponentede la paredcelular (Tkacz, 1992). Las
sustanciasde estetipo, tendríanespecialinterésparacombatirinfeccionesoriginadaspor
hongoscuyo principal componentede pared fuera el 1 ,6-13-glucano,como es el C.
neoformans.
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(iii) Síntesisde manano

El mananoconstituye un 40% del peso seco total de la pared, confiriéndole
propiedadesimportantescomo la porosidad,y participandodirectamenteen la virulencia
del hongo. Está formado por un elevado contenido de residuos de manosa,unidas
cov’alentementea proteínas,en proporción variable segúnsu localización en la pared
celular.Así, el mananode la superficieexternaposeeun 80%de proteínas,mientrasqueel
de la interna,que se encuentrafirmementeunido al glucano,poseesólamenteun 20% de
proteínas.

El proceso de síntesis de mananoes complejo, y participan en él numerosas
enzimas.La etapade unión de los oligosacáridosde manosaa las proteínas,no puedeser
inhibidaselectivamenteen los hongos,debido,aparentemente,a unagran similitud con el
procesoque tiene lugar en mamíferos.Sin embargo,procesosposteriores,como son la
unión de las manoproteínasal glicofosfatidilinositol, previo al transportehastala parte
externade la paredcelular,y la formaciónde enlacesentrelas manoproteinasy el 1,3-13-
glucano,no soncompartidoscon célulasde mamíferos,porlo quepodríanconstituir dianas
selectivas(Georgopapadakouy Tkacz, 1995).

Se han identificado sustanciasque interaccionancon el manano,como son las
benanomicinas(Takeuchi et aL, 1988) y pradimicinas(Oki et al., 1988), que forman
complejosinsolublesen presenciade calcio y alteran la membrana,dando lugar a una
liberación del potasio intracelular. Las pradimicinas han dado buenos resultadosen
modelosanimalesinfectadoscon Cryptococcus,Candiday Aspergillus.Actualmente,los
derivados solubles de estos compuestos, se encuentran en fase de desarrollo
(Georgopapadakouy Walsh,1996).

(iv) Factoresde virulenciaasociadosalaparedcelular

La invasiónfúngicade tejidoscelulareso epiteliales,vaprecedidade un procesode
adherenciaa estasuperficiecelular,en el que participandiversasmoléculasde naturaleza
diferenteentrelas especiesfúngicas.Todas aquellasaproximacionesorientadasa inhibir
los procesosde adherenciae invasióntisular, podríanresultarefectivasparala profilaxis de
las infeccionesproducidasporhongos(Georgopapadakouy Walsh, 1996).

En C. albicans,seconocela presenciade unasmoléculasdirectamenteimplicadas
en la adherenciatisular, que han sido denominadasadhesinas.El bloqueodirecto de estas
moléculas, reduce de manera importante la capacidaddel hongo para producir una
infección fungica(Klotz et al., 1992).Porotro lado, la formaciónde un tubo germinativo
favorece la penetraciónde C. albicans a través de los tejidos, por lo que su inhibición
podríaevitarel establecimientode la infeccion.

Tambiénseconocenenzimashidrolíticasasociadasalaparedcelularde los hongos,
implicadasdirectamenteconsuvirulencia.En C. albicans,se handescritoenzimasde tipo
fosfolipasa(Ibarahimet al., 1995)y proteasa(Fuseket al., 1994), como esencialesparael
establecimientode las infeccionesfúngicasen las membranasmucosas.

Otrasmoléculasy procesosde diferentenaturaleza,han sido relacionadoscon la
capacidadvirulentade diversoshongos,como sonaquellasque componenla cápsulade C.
neoforinans(Kwon-Chungy Rhodes,1986).

La utilización de las adhesinascomo posibles dianas para evitar infecciones
fúngicas, presentaespecial interésdebido a que su localizaciónen la parteexteriorde la
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célula las haceaccesiblesa los compuestosactivos,sin necesidadde que éstos deban
atravesarla membranaplasmáticaparaalcanzarladiana.

Hasta el momento, se carece de datos suficientes para poder afirmar que la
alteraciónde estasmoléculasescapazde evitar la infecciónen cualquiertipo de paciente.
Por otro lado, la variabilidad de las moléculas implicadas en la virulencia entre las
diferentesespeciesfúngicas,podríalimitar el usode los compuestosactivosfrenteaellas.

A pesar de que ninguna de las sustanciascon actividadesimplicadas en la
biosíntesisde la paredcelular,han sido comercializadashastael momento,se investiga
sobrela posibilidad de obtenernuevosfármacosantitWngicosmediantemodificaciones
estructuralesde las sustanciasconocidas.

5.1.1.2.Membrana plasmática

La membranaplasmáticaestáconstituidaporuna bicapalipídica que contieneuna
mezclade lípidos polares y proteínasasimétricamentelocalizadas,cuyas interacciones
determinanla estructurade la membrana(Van der Rest et al., 1995). Esta membrana
realizanumerosasfuncionesesencialesparala célula.Actúacomo barreraselectivaentrela
célulay suentorno,y estáinvolucradaenel mantenimientode la estructuracelular,ya que
participaen la síntesisde la pared.Es la responsablede la entraday excreciónselectivade
materialesdiversos,así como de la transmisiónde numerosasseñalesal interior celular.
Además,es la matrizde diversasproteínasconactividadesdiferentes(Kerridge y Vanden
Bossche,1990).

La membranade los hongoscontiene,al igual que la de mamíferos,esteroles,
fosfolípidosy esfingolípidos,como componentesmayoritarios,pero difiere en el tipo de
esterolesy esfingolípidosqueposee(VanderRestetal., 1995).

Cualquieralteraciónen la composiciónde la membrana,origina una variaciónde
sus propiedadesfísicas, como la fluidez, que dependede su composición lipídica. La
flincionalidad de las proteínasasociadasa la membranatambiénse ve modificadacomo
consecuenciade estasalteraciones,originándoseuna disminución de la viabilidad y del
crecimientocelular.

La importanciade la membranaplasmáticapara la proliferación y la viabilidad
celular,y la diferentecomposiciónentrelas membranasfúngicasy las humanas,hacenque
seaconsideradacomounadianaterapéuticaimportante(Georgopapadakouy Walsh, 1996).
Lamayoríade los fármacoscomercializadoshastael momentoactúanaestenivel, comoya
se comentó anteriormente.En la actualidad, están en desarrollo farmacéutico otros
compuestoscapacesde interaccionarcon la membranamediantemecanismosdiferentes,y
quesoncomentadosacontinuación.

(i) Síntesisdeergosterol

El ergosterol,esel componenteprincipal de las células fúngicas,mientrasque en
mamíferospredominael colesterol(Zinseret al., 1991).Las diferenciasestructuralesentre
ambosesterolessonmínimas(figura 5), pero resultanesencialesparael crecimientode la
mayoría de los hongos.Los esterolesson de vital importanciaen la estabilidadde la
membranaplasmáticaya que controlanel grado de fluidez de la membrana,fundamental
parasufunciónde barreray correctofuncionamientode las enzimasasociadasaella.
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La modificaciónde la biosíntesisdel ergosterolorigina alteracionesen las células
fúngicas,provocandola detencióndel crecimientocelular e incluso la muertedel hongo.
La síntesisdel colesteroly del ergosterolse realizamedianteuna ruta biosintéticaque
poseeetapascomunespara ambos esteroles,y difiere en las etapasposterioresa la
biosíntesisdel zimosterol (figura 5). Las enzimasque participanexclusivamenteen la
síntesisdel ergosterolson dianasantifungicasmuy interesantes,aunquela inhibición de
etapascomunesen la producciónde ambos esterolestambién tiene interés, ya que a
diferenciade los hongos,las célulasde mamíferospuedentomarcolesterolsanguíneovía
lipoproteinas de baja densidad (Brown y Goldstein, 1986). Así, los antifungicos
comercializadosde tipo azólico, anteriormente comentados, actúan inhibiendo la
desmetilacióndel lanosterol, etapacompartidaen la síntesis de colesterol y ergosterol,
modificandola composiciónde lamembranaplasmática.Laexistenciade otrasetapasde la
rutade biosíntesisdel ergosterol,susceptiblesde serinhibidasselectivamentey generarun
resultado final de muerte celular fúngica, está siendo objeto de numerososestudios
(Georgopapadakouy Walsh,1996).

Las enzimasque actúanen las etapasde la síntesisdel ergosterolanterioresa la
formaciónde escualeno(figura5), participantambiénenla biosíntesisde otroscompuestos
celularesesencialesparalas célulasde mamíferos,por lo que suinhibición probablemente
originaríatoxicidad.Las escualestatinasy ácidoszaragózicos,que actúancomoinhibidores
de la escualenosintetasa(figura 5), no han mostrado actividad antifúngica, debido
probablementea suincapacidadparaalcanzarla diana(Georgopapadakouy Walsh,1996).

Las enzimasque actúanenetapasposterioresa la formaciónde escualeno(figura
5), como son la 2,3 escualenoóxido ciclasa (Jolidon et al., 1993) y la LS
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metiltransferasa(Oehlschlagery Czyzewska, 1992), han sido propuestascomo dianas
adecuadaspara el diseño de antifúngicos, especialmentela última, ya que carecede
homólogoenmamíferos.Los antifúngicosdiseñadoscapacesde inhibir estasenzimasse
encuentranen procesode estudio.

(u) Síntesisde fosfolípidos

La matriz lipidica de las membranasplasmáticasde hongoscomo8. cerevisiae,está

compuestapor fosfolípidosasimétricamentedistribuidos,similaresa los de las membranas
de las célulasde mamíferos,y queparticipanen la correctafuncionalidadde la membrana.
La caracitoplasmáticade la membrana,estáenriquecidaen fosfatidiletanolamina(PE),
fosfatidilinositol (PI) y fosfatidilserina(PS), al igual que las membranasde eritrocitos,
mientrasque en la caraexterna,predominala fosfatidilcolina (PC) y los esfingolípidos
(Vander Restet al., 1995).

Las rutas de síntesisde los fosfolípidos fungicos PE, PI, PC, fosfatidilglicerol y
cardiolipina o difosfatidil glicerol, son básicamenteigualesa las de sus homólogosen
mamíferos.La únicadiferenciaconocidaradicaen la biosíntesisde PS,que se origina en
hongosa partir de CDP-diacilgliceroly serma,mientrasque en mamíferosse requiereel
intercambiodel grupoetanolaminadel PE o delgrupocolinade PC,porserma.

(iii) Síntesisde esfingolípidos

Los esfingolípidosson componentesesencialesde la membranaplasmáticade
célulasde mamíferosy de hongos,y selocalizanprincipalmenteen la caraexternade ésta.
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El 90% de los esfingolípidos,seencuentraasociadoa la membranaplasmática,sin que
hayan sido detectadosen las membranasnuclearesy mitocondriales.Participanen el
correcto funcionamiento de las enzimas asociadasa la membranay se han descrito
mutantescarentesde esfingolípidoscon alteracionesen la actividad de la ATPasade
membrana,así comoalteracionesen la permeabilidad.Tambiénseles ha relacionadocon
la síntesisde laparedcelular,actuandocomoanclajeparasuscomponentes(Losel, 1989).

Las célulasfúngicasposeenalgunosesfingolípidosque estánausentesen las células
de mamíferos,como los glicofosfoesfingolípidos,supuestamentelocalizadosen el lado
externode la membranaplasmática(Op den Kamp, 1979), y otros que difieren de sus
homólogosde mamíferos(Lestery Dickinson, 1993). La inhibición de la síntesisde estos
compuestos,podríagenerarunaactividadantifungicaselectiva.

Hastael momento actual, sólo se conocencompuestosque interaccionancon
enzimascomunesen las célulasfúngicasy de mamíferos,implicadasen la rutabiosintética
de los esfingolipidos,comoson las esfingofunginas(Zweerinket al., 1992). Su actividad

sebasaen la inhibición de la sermapalmitoiltransferasa,que realizala primerareacción
biosintéticade los esfingolipidosen hongosy enmamíferos,y cuyaactividadselectivano
hasido demostradaporel momento.

(iv) Sistemasde transporte

La membranaplasmáticaestáconstituidapornumerosasproteínasasociadasa los
lípidos, identificándoseen S. cerevisiaehastacientocincuentapolipéptidosúnicos(Ranky
Robertson, 1983). Las proteínas de transporte, son probablementelas proteínas
mayoritarias,ya que cadaaminoácidoes transportadopor una o más proteínas,y los
diferentesazúcareslo hacenmedianteproteínasdistintas.La membranaplasmáticade una
célulade levadura,puedecontenerde ío5 a 106moléculastransportadoras,queconstituyen
aproximadamenteun 50% del total de las proteínasde la membrana,sin incluir la it
ATPasaquepor si mismapuedellegaraconstituirel 50%de las proteínasde membranaen
unacélulaencrecimientoexponencial(Serrano,1991).

La inhibición selectivade las proteínasde la membranaplasmáticaencargadasdel
transportede nutrientesesencialespara la viabilidad de los hongos,podríatener interés,
siempreque resultaralo suficientementeespecífica.Estasproteínas,realizanel transporte
de los diferentesnutrientesal interiorcelular,mediantemecanismosde difusión facilitaday
de transporteactivo,esteúltimo conutilizaciónde la energíade un gradienteiónico.

La H~ ATPasaesunaproteínaintegralde la membranaplasmática,esencialparael
mantenimiento de un gradienteelectroquímico de protones y la regulación del pH
intracelular.Alteracionesen estaenzimaoriginanmodificacionesen el transportede los
compuestosque requierenla presenciade un gradientede protonesa través de la
membrana.Las característicasdiferencialesentre la H~ ATPasade mamíferosy la de
hongos,ha permitido el diseñode drogasque actúansobrela enzimafúngica,aunquesu
eficaciay selectividadesdesconocidahastaelmomento(Monk y Perlin, 1994).

La H~ ATPasavacuolarposeecaracterísticasdiferentesde la localizada en la
membranaplasmáticadel mismo organismo.Su inhibición, origina alteracionesen las
vesículastransportadorasde proteínas,por lo que la síntesis y el transportehastasu
localizacióndefinitivade algunasproteínas,comolas glicoproteinas,sufremodificaciones.
Como consecuencia,seproduceunaalteraciónde la estructuray metabolismocelular. Se
conocenalgunassustanciascapacesde inhibir estaenzima,como las bafilomicinas y la
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folimicina (Muroi et aL, 1993), cuya selectividadfrente a la enzimafúngicano ha sido
evaluadahastael momento.

(y) Sistemasde excreción

Los hongosposeenproteínasencargadasde la salida de diferentescompuestos
desdeel interior al exteriorcelular.Estostransportadoresposeenunpapelimportanteen la
viabilidad,ya quepermitenlaeliminaciónde sustanciascuyaacumulaciónresultaríatóxica
para las células. Proteínasde este tipo han sido relacionadascon la resistenciade C.
albicans a los azoles,y probablementea otros compuestosantifúngicoscuyo mecanismo
de resistenciano hasido caracterizadoporel momento(Balzi y Gofl’eau, 1994).

Las células de bacterias,parásitosy mamíferos, tambiénposeen este tipo de
enzimas,aunqueparecenexistir diferenciasestructuralescon las de los hongos.Por tanto,
laalteraciónde estasproteínasfungicasespecíficas,podríatenerinteréscomo diana,y ser
utilizadaparael aislamientoo diseñode nuevosagentesantifungicos(Georgopapadakouy
Walsh,1996).

5.1.1.3.Síntesisdeproteínas

Se conocenmuy pocasdiferenciasentrelos procesosde síntesisde proteínasque
tienenlugaren los hongos,y los queocurrenenlas célulasde mamíferos,ya que setratade
procesosmuy conservadosdurantela evolución. Sin embargo,ha sido posibleidentificar
algunasenzimasy factoresproteicosespecíficosde hongos,que hansido estudiadoscomo
posiblesdianasde compuestosantifúngicos.

(i) Factoresde elongación

Los factoresde elongación,sonproteínassolublesrequeridasdurantela síntesisde
proteínas,que facilitan la translocaciónde los ribosomasa lo largo del RNA mensajero.

Poseenmotivosestructuralesconservados,y secaracterizanporsu capacidadparaalternar
entreconformacionesespecíficas,por unióna GTPo a GDP. Las conformacionesalternas
asociadascon la unión e hidrólisis de GTP, les permite actuar como “interruptores
moleculares”en la activación específicade otroscomponentescelulares.

Las célulasde mamíferosy las de los hongosrequierendosfactoresde elongación:
el factor de elongación1 (EF-lct) y el factor de elongación2 (EF-2). Sin embargo,los
hongos requieren un factor adicional para la correcta síntesis proteica, el factor de
elongación3 (EF-3) ausenteen las célulasde mamíferos(Kamathy Chakraburtty,1989).
Estefactoresunaproteínade 120 a 125 kDapresenteen la mayoríade los hongos,incluida
C albicans (Di Domenico et al., 1992), que resulta esencialpara la viabilidad celular
(Colthurst et al., 1991). PoseeactividadATPasay es requeridoespecíficamentepor la
subunidad 40S ribosomal. No se conocesu función con exactitud,pero parece estar
implicadoen la translocacióndelpéptido encrecimiento.

Los compuestoscapacesde interaccionarcon el FF-3, posiblementeactuaríande
una manera selectiva sobre los hongos, sin producir toxicidad sobre las células de
mamíferos. Sin embargo,hastael momento,no seha encontradoninguna sustanciacon

estaactividad in vitro. Por otro lado, el diseñoracional de compuestosque actúena este
nivel presentadificultades, ya que suponeel diseño de moléculastotalmentenuevas,
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debido a la carencia de moléculas activas conocidas que puedan ser modificadas
(Georgopapadakouy Walsh,1996).

(ji) Enzimasimplicadasen las modificacionesco- y postraduccionalesde las proteínas

A pesarde que los procesosde síntesisde proteínasse diferencianmuy poco en
hongosy mamíferos,seconocenalgunasreaccionesenzimáticasdiferencialesentreambos,
quehanllevadoa sugerirlaposibleutilidad de las enzimasimplicadascomonuevasdianas
antifúngicas(Georgopapadakouy Walsh,1996).

Unade las enzimasestudiadasesla miristoil-CoA:proteína-N-miristoiltransferasa
queparticipaenla síntesisde unpequeñonúmerodeproteínasN-miristoiladas,mediantela
transferenciacotraduccionaldel miristato, desde el miristoil-CoA a la glicina amino
terminalde algunasproteínas.EstareacciónesesencialparaC. neofortnansy otroshongos
patógenos(Duronio et al., 1989). Si bien en los mamíferostambiénseproducenestetipo
de reacciones,la especificidadsobre las proteínassubstratoes diferente de la de los
hongos,por lo que seespeculasobreunaposibleinhibición selectivade la enzimafúngica.

En la actualidad,sólamenteseconoceun análogoestructuraldel ácido mirístico
capazde inhibir la enzima,y que presentaactividad fUngicida in vitro (Langneret aL,
1992).

Otra enzimaimplicadaen la modificaciónpostraduccionalde las proteínas,es la
que se encargade la transferenciade las glicofosfatidilinositol manoproteinas,desde la
membranaal 1,3-13-glucano.Es unareacciónque no poseehomólogosen humanos,por lo
que constituyeuna dianaparticulannenteatractiva, si bien hastael momento,no se han
descritocompuestoscapacesde actuaraestenivel (Georgopapadakouy Walsh,1996).

5.1.1.4.Ácidosnucleicos

El ácido desoxirribonucleico(DNA) y el ácido ribonucleico(RNA) sonmacromoléculas
vitales para la célula, que actúan en el almacenamientoy en la transferenciade la
informacióngenética(Lehninger,1981).

(i) Síntesisde ácidosnucleicos

Los procesosde síntesisde ácidosnucleicos,al igual que los de proteínas,son
similaresen hongosy mamíferos,ya que sehan mantenidomuy conservadosdurantela
evolución. Por estemotivo, resultadifícil la identificaciónde procesosdiferencialesque
pudieranservir comodianasantifungicas.

Como ya seha mencionadocon anterioridadal describir los antifúngicosde uso
actual,la 5-FC actúacomoinhibidor de la síntesisde los ácidosnucleicos.Recientemente,
otrade las enzimasimplicadasen la rutade síntesisde las purinasy codificadaporel gen
ADE2, ha sido propuestacomo posible diana antifúngica, debido a las diferencias
mostradasconsuhomólogoen mamíferos.La inhibición selectivade estaenzima,alteraría
la producciónde las basespúricasnecesariasparala biosíntesisde los ácidosnucleicos,y
podríaresultarletal para C. neoformans,agenteetiológico frecuentede las meningitisen
pacientes inmunodeprimidos, si los bajos niveles de adenina libre en el líquido
cefalorraquideoresultaraninsuficientesparacubrir las necesidadesbiosintéticasdel hongo
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(Perfectet al., 1993).Peroporel momentosedesconocesi las diferenciasexistentesentre
las enzimasifingicas y las de mamíferospermitenel diseñode inhibidoresespecíficos.

Tambiénlas diferenciasexistentesentre las RNA polimerasasde humanosy de
levadurashandado lugara ensayosde búsquedade inhibidorescon afinidad selectivapor
las enzimasfúngicas(Young, 1991).

(u) Conformaciónespacialdel DNA

La disposiciónespacialdel DNA, tanto en célulasprocarióticascomo eucarióticas,
estádeterminadaporunasenzimasdenominadastopoisomerasasde tipo 1 y de tipo II. Su
papel resultafundamentalparala proliferacióny viabilidad celular, ya que participanen
procesosesencialesparalas célulascomo sonla replicación,reparacióny transcripcióndel
DNA, síntesis de RNA ribosómico, y segregación cromosómica. La actividad
topoisomerasaselocalizaprincipalmenteen el núcleode las células eucarióticas,aunque
tambiénha sido localizadaenmitocondriay cloroplastos(Campbelly Newlon, 1991).

El papel relevantede estasactividadesenzimáticasen el correctofuncionamiento
celular,junto conlos éxitosobtenidosen la terapéuticaantibacterianay en la quimioterapia
anticancerigena,con fármacosque actúaninhibiendoestetipo de enzimas,ha llevado a la
consideraciónde las topoisomerasascomoposiblesdianasantifúngicas.

La esencialidadde la actividadde la topoisomerasaII parala supervivenciacelular
de las levadurasha sido demostrada(Brilí el al., 1987),mientrasquela topoisomerasa1 ha
resultadoser innecesaria,especialmenteen presenciade elevadosnivelesde la enzimatipo
II (Sutcliffe et aL, 1989). Sin embargo,la formación de complejosentre el DNA, la
topoisomerasa1 e inhibidoresenzimáticosde ésta,sí originanefectosletalesen las células.

A pesarde quelas topoisomerasasde mamíferosy de hongospresentanhomologías
considerables,se han identificado sustanciascon alguna afinidad selectiva hacia la
topoisomerasafiángica de tipo 1 (Fostel y Montgomery, 1995) y de tipo II (Jacksony
Dewick, 1984).

5.1.1.5.Otras rutas metabólicas

Cualquierreacciónenzimática,anabólicao catabólicaesencialparael crecimiento
del hongo,puedeconstituiruna dianaparafármacosantifúngicos,siempreque las drogas
seancapacesde atravesarla envolturacelulary alcanzarla enzimasobrela que actúan.Los
procesosimplicadosen la biosíntesisde compuestosesencialesparalas células,como son
los aminoácidosy las poliaminas,sonalgunosde los procesosconsideradoscomoposibles
dianasantifúngicas.

(i) Aminoácidos

Se han descritoalgunosprocesosdiferencialesentre las rutasbiosintéticasde los
aminoácidosde los hongosy de los mamíferos,que han permitido especularsobre su
posibleutilización como dianasantifúngicas.Porotro lado, la inhibición de estosprocesos
con análogosde aminoácidos,como la cispentacina(Konishi el aL,1989), de actividad
antifúngica demostradain vivo, y capaz de actuar sobre múltiples dianas celulares
(Capobiancoel aL, 1993),ha suscitadoel interésporestasrutasbiosintéticas.
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La homoserinadeshidrogenasa,es una enzima que no ha sido identificadaen
célulasde mamíferos.Participaen la conversióndel aspartatoa homoserina,y podríaser
una diana antifúngica, ya que su inhibición suponealteracionesen la biosíntesisde
aminoácidos,como son la metionina, la isoleucina y la treonina. Se ha descrito una
sustanciaanálogade aminoácidos,denominada111-331 (Yamaki el aL, 1990), capazde
interaccionarcon esta enzima, y podría ser consideradacomo un agente antifúngico
siempre que cumpliera las propiedades, todavía no evaluadas, de potencia y
farmacocinéticaadecuadas.La biosíntesisde aminoácidosque poseenazufre en su
molécula, también ha sido recientemente inhibida por compuestos análogos de
aminoácidos(Aoki el al., 1994), aunquela especificidadde su actividad frente a los
hongosaúnno estádemostrada.

(u) Poliaminas

Las poliaminas son metabolitos esenciales de los microorganismos, cuya
funcionalidad no ha sido totalmente definida. La inhibición de la síntesisde estos
compuestosha sido empleadaentratamientosantiparasitarios,debidoa que las enzimasde
los parásitosimplicadasen estosprocesosdifierende las de los mamíferos.

Las diferencias aparentesentre las enzimasque participan en la síntesis de
poliaminasde los hongosy las de los mamíferos,han permitido que seanconsiderados
comoposiblesdianasantifúngicas(Georgopapadakouy Walsh,1996).

Se conocen algunos compuestos capaces de inhibir la enzima ornitina
descarboxilasa,que esla enzimalimitantedel procesobiosintéticode las poliaminas.La
DL-ct-difluorometil ornitina,esun inhibidor de la enzima,y presentaactividadantifúngica
in vitro sobreespeciesde Candida, Trichophytony Microsporum (Pfaller el al., 1990).
Aunque ha sido demostradacierta toxicidad iii vivo como consecuenciade los efectos
producidos sobre las células de mamíferos, se considerala posibilidad de realizar
modificacionesestructuralesbasadasen las diferenciasmolecularesentre las enzimas
fúngicas y de mamíferos para incrementar la selectividad y disminuir los efectos
secundarios(Georgopapadakouy Walsh, 1996).

5.1.1.6.Otrasdianascelulares

El esqueletocelular, poseeentre sus componentes,unos polímeros dinámicos

constituidos por dímeros de a y 13-tubulina, cuyos procesosde polimerización y
despolimerizaciónson importantesparala morfología,crecimientoy división celular. A
pesarde que las tubulinasson proteínasmuy conservadasentre las células cucarióticas,
parecenexistir diferenciasentrelas tubulinasfúngicasy las de mamíferos,lo cual sugiere
la posibilidadde identificar o diseñarcompuestoscon actividadselectivasobrecualquiera
de ellas.La griseoflilvina,previamentecomentadaenestetrabajo,escapazde interaccionar
con las 13-tubulinasde las célulasde los hongos,y origina unainhibición de los procesosde
agregaciónde los microtúbulos,deteniendola divisióncelularenmetafase(Iwasaki, 1993).

Por último, la transmisiónde señalesy las enzimas implicadasen esteproceso
(quinasasy fosfatasas),constituyenuno de los camposde investigaciónmásactivosen 8.
cerevisiae. Los conocimientosbásicosasí obtenidospodrían incrementarel grupo de
enzimasconposibleutilidad como dianasantifúngicas(Georgopapadakouy Walsh,1996).
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5.1.2.Selecciónde dianas segúncriterios genéticos

El aumento de la diversidad de las dianas antifúngicas ensayadas,como

consecuenciade la profundizaciónen el conocimientobioquímico sobreel metabolismo
celular, se ha visto recientementepotenciadodebido al gran desarrollode la biología
moleculary el análisis genético,que ha tenido lugar durantelos últimos años. Así, la
secuencíaciónde microorganismoscomo 8. cerevisiae,Haemophillusinfluenzae,Bacillus
sublilis, Eseherichia col¿ Helicobacter pylori, Borrellia burgdorferi, Mycoplasma
genitaliwn, Mycoplasmapneumoniae,, han permitido disponerde una gran cantidadde
información. Mediante la utilización de las herramientasinformáticas adecuadas,es
posible, actualmente,analizar y comparar los genes identificados en los diferentes
organismos,y conocersus similitudes y diferencias.Por otro lado, el desarrollode las
técnicasgenéticasquepermitenalterarde formadigirida cualquiergendel cromosomade
unacélula,ha facilitado el análisisfuncional de diversasproteínas,asignándolesun papel
biológico concreto,y detectandoaquellasproteínasesencialesparael hongo,con posible
utilidad como dianasterapéuticas.Además,lacaracterizaciónde organismosmutantes,con
diferentescomportamientosfenotípicos,ha contribuidoal análisis funcional de proteínas
desconocidaspreviamente,y en muchoscasosesencialesparalas células.

5.1.2.1.S. cerevisiaecomo organismo modelo

La levadura8. cerevisiae,hasido elegidacomo modelodecélulaeucarióticaparala
búsquedade agentesantifúngicos frente a hongos patógenos.A pesar de que las
infeccionesproducidaspor este organismohan sido muy escasas,compartenumerosas
característicascon patógenosreconocidos,como C. albicans, incluso su capacidadpara
crecer formandopseudohifas,cuando se encuentraen estado diploide y sobre medios
sólidosconunalimitación de la fuentede nitrógeno(Gimenoel al, 1992).Tambiénsehan
detectadoalgunascepas de 8. cerevisiae capacesde producir formacionesde aspecto
pseudohifal,dandolugara un crecimientoinvasivopor penetraciónen el agar,incluso en
mediosricos (Robertsy Fink, 1994). La identificación de numerososgeneshomólogos
entreambaslevaduras,hapermitido considerarcomunesmuchosde los procesosocurridos
en ambas células. La caracterizaciónde estos procesos,puede llevarse a cabo en 8.
cerevisiae, con mayor rapidez y simplicidad, mediante las técnicas genéticas de
transformacióncon vectoreshíbridosde replicaciónautónomay el aislamientode genes
mediantela complementaciónde levadurasmutantes(Rosey Broach, 1991).Sin embargo,
los resultadosobtenidos,no puedenser extrapoladosa los hongospatógenos,sin una
previacomprobaciónen dichosorganismos.

8. cerevisiae,es una levaduracapazde creceren mediosdefinidos simples,lo que
permite el completo control de su fisiología. Las característicasde su ciclo celular
vegetativo,como es la coexistenciade los estadoshaploidesy diploides, así como la
existenciade dos tipos sexualesde células haploides,a y a (figura 13), facilitan los
estudiosgenéticos,y permitendeterminarel efecto de la ploidía y del tipo celular en la
acción génica. Además, el desarrollo de herramientasgenéticasmuy eficientes, que
permitenque cualquiergen sea reemplazadopor un alelo mutanteo seacompletamente
escindidodel genomacongranexactitud(Rothstein, 1983; Guldenerel al.,1996 ), facilita
los estudiosgenéticosenesteorganismoeucariótico.
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Apareamiento

9

Figura 13: Ciclo celulardes.cerevisiae

La levadura8. cerevisiae,poseedos tipos de reproduccióncelular: la que tiene
lugarduranteel ciclo vegetativo,que serealizapor gemación,y la que ocurreenel ciclo
sexual,medianteesporulación.En el ciclo vegetativode 8. cerevisiae,sediferenciancuatro
estadiosconsecutivos,caracterizadospor los procesosque tienen lugar en cadauno de
ellos. Al final de la fase denominada01, y como consecuenciadel pasopor el punto
STARTdel ciclo celular,la yemacomienzaaemerger.Esteprocesova acompañadode una
duplicacióndel cuerpopolardelhusomitótico (SPB), estructuraequivalenteal centrosoma
de los eucariotassuperiores.En la fase siguiente,denominada5, tiene lugar la replicación
del material genético,al tiempo que los cuerpospolaresdel huso mitótico comienzana
separarse.La yemasiguecreciendodurantelas fases5, 02 y M, faseestaúltimaen la que
tiene lugar la separaciónde los núcleos,migrandouno de ellosal interior de la yema,y la
formacióndel septoentrelas célulasmadree hija. La célulahija poseemenortamanoque
la célulamadre,por lo que debealcanzarun tamañocrítico, durantela faseGí, antesde
poder iniciar un nuevo ciclo de división. Se origina, por tanto, una asincroníaentre la
división celular de las células madrese hijas, durante los sucesivosciclos de división
vegetativa.

La reproducciónsexual de 8. cerevisiae,tiene lugar mediantela fusión de dos
células haploidesde tipo sexual distinto, a y a. Ambas células secretanuna feromona
peptídicacaracterísticacapazde inducir unaparadadel ciclo celularvegetativoen la célula
de tipo sexualopuesto,y de desencadenaruna seriede procesoscelularesorientadosa la
fusión celulary nuclear,mediantela formaciónde unaestructuracaracterísticacon forma
de pera,denominadashtnoo.El núcleodiploide generado,sedirige haciaunayemaque se
forma en el puentede unión entrelas doscélulasfusionadas,originandouna estructura
trilobuladacaracterísticade los zigotos.La nuevayema,seseparadel restode la estructura
por gemación, en presenciade los nutrientesnecesarios,y prosigue un ciclo celular
vegetativodiploide. Por otro lado, en condicionesde limitación de nutrientes,la yema
separadade la estructuratrilobuladalleva a caboun procesode meiosisy esporulación,
generandocuatroascosporaso formasde resistenciahaploides,dosde tipo sexuala y otras
dosde tipo sexuala. Las ascosporassoncapacesde germinar,enpresenciade nutrientesy
condicionesambientalesadecuadas,comenzandoun nuevociclo vegetativo.

Creaorto rento
P,eudoh,fal
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5.1.2.2.Secuenciacióndel genomade S. cerevisiae

La secuenciacióndel genomacompletode 8. cerevisiae,ha sido posiblemediante
un esfuerzointernacional,en el quehanparticipadounos600 científicosde Europa,Norte
Américay Japón(Goffeauel al., 1996; Oliver, 1996a).Es el primergenomade unacélula
eucarióticaque ha sido secuenciadocompletamente,identificándose5.885 fasesde lectura
abiertas(Mewesel aL, 1997)’.

La informaciónobtenidade dicho programade secuenciación,a la que sepuede
accederhaciendousode las diferentesbasesde datospúblicas,permiteidentificarproteínas
esencialesparael metabolismocelularde levaduras,en basea suhomologíaconproteínas
humanaso de otrasespeciescaracterizadaspreviamente.Sin embargo,sólamenteel 50%
de las proteínasde £ cerevisiaepuedenserclasificadasdependiendode la similitud de su
secuenciacon otrasproteínasde función conocida.En algunoscasosla homologíade sus
secuenciaspermite predecirlas funcionesbioquímicasy fisiológicasde las proteínascon
funcióndesconocida.En otrasocasiones,la similitud entreproteínaspermite,únicamente,
definir sufunción bioquímicaen el casode que existandominiosproteicoscaracterísticos
(Goffeauel aL, 1996;Johnston,1996).

Más del 25% de las proteínasimplicadascomo responsablesde enfermedades
humanashereditarias,han revelado una similitud aminoacídicacon las proteínasde
levaduras.Dado que el genomahumanocodifica para un númeroelevadode proteínas,
muchasde ellas desconocidashastael momento,seha sugeridola posibilidad de que la
mayoríade las proteínasde levadurasposeanhomólogosenhumanos(Oliver, 1997).

El análisis informático de la predicciónfuncional del genomade levaduras,tiene
gran interésya que orientahacianuevasvías de investigacióny haciaposiblesdianasde
interés terapéutico. Sin embargoes necesario corroboraresta información mediante
experimentaciónen el laboratorio.

5.1.2.3.Análisis funcionaldel genomadeS. cerevisiae

La secuenciacióncompletadel genomade 8. cerevisiaeha reveladoqueel 50% de
los genesidentificadosposeefuncióndesconocida,debido a la ausenciade similitud entre
las secuenciasencontradasy las incluidas en las basesde datos (Goffeau el al., 1996;
Johnston,1996). Cualquierade estosgenesno identificadosde 8. cerevisiae,constituye

unapotencialdianaantifungica,por lo que el conocimientotanto de la esencialidadcomo
de la funcionalidadcelularde las proteínasque codifican, presentagran interéspara la
búsquedade nuevosantifúngicos.

En la actualidadel estudiode aquellosgenescuya funcionalidadse desconocese
estállevandoa cabomediantedos estrategiasfundamentales.Unade ellasconsisteen la
interrupcióndel geny estudiodel fenotipogenerado,de maneraque se puedaidentificar si
el genesesencialpara8. cerevisiae.La segundaestrategiaconsisteen la caracterizaciónde
mutantescondicionalesalteradosen los genesde funcionalidaddesconocida.

La primera estrategiaha sido la adoptadaen el proyectoEUROFAN (European
FunclionalAnalysisNelwork) (Oliver, 1996a),en el que participan144 laboratoriosde 14

Las fasesdelecturaabiertahansidodenominadassistemáticamente,conun nombreque indicael
cromosomaenel queestásituado,sulocalizaciónconrespectoalcentrómerodedicho cromosomay la
cadenadeDNA enla que seencuentraubicado

36



Introducción

nacioneseuropeas.Asimismo otros países,como Canadáy Japón, también realizan
trabajosparalelossobreel estudiode la funcionalidaddel genomade 8. cerevisiae.Este
proyectotiene como primer objetivo realizar la interrupciónde todos los genesde £
cerevisiae(Oliver, 1996b). Se lleva a cabo medianteel reemplazamientogénico con
construccionesobtenidaspor PCRy que poseenmarcadoresde resistencia.Las cepascon
el gen inactivado son caracterizadas,obteniéndoseinformación sobrelos procesosque
resultanalteradoscomoconsecuenciade la ausenciade la funciónde laproteínaestudiada.

El principal problemaque poseeestaaproximación,consisteen la redundancia
existenteenel genomade 8. cerevisiae,quesuelepresentarvariassecuenciasnucleotídicas
similares e incluso idénticasen el DNA cromosómico(Oliver, 1996b; Goffeau el al,
1996). Así, los dos dominiosterminalesdel cromosomaIII muestranuna secuencíacon
homologíaconsiderableentreellosy condominiosterminalesde otroscromosomascomo
sonel V y el XI. Tambiénen el cromosomaII hay algunosgenesque ademásde tener
homologíascon secuenciasde otros cromosomas,son similares a genes del mismo
cromosoma.De esta forma, la alteración celular producidacomo consecuenciade la
inactivación o mutación génica realizada, puede quedar enmascaradamediante la
substituciónde la actividaddesaparecida,por la de otra proteínaidéntica o de función
similar. Con elobjetivo de solventaresteproblemaserealizaladeleciónde variosgenesen
lamismacepa,mediantetécnicasrecientementedescritas(Guldenerel aL,1996).

La información obtenida mediante esta aproximación,es suministrada en la
direcciónopuestaa la tradicionalmenteseguida,esdecir, se trata de partir de un gen y
llegar al conocimientode su función biológica, en lugar de llegar al gen partiendo del
fenotipo.Resultauna estrategiamuy efectivaparael análisisde genesindividuales,pero
resultamuy trabajosoaplicarlo a los miles de genesque constituyenel genomade £
cerevisiae.Recientemente,y con el propósitode agilizarla identificaciónde aquellosgenes
de funcióntodavíadesconocidaperoimplicadosenprocesosesencialesparala viabilidad y
crecimientocelular, se ha desarrolladola técnica denominadade la “huella genética”
(Genetic Footprinting). Esta técnica permite seleccionaraquellos genes, que tras ser
mutadosmediantela inserción del elementotransponibleTyJ, generanuna población
incapazde sobrevivir endeterminadascondiciones(Smithel aL, 1995). Deestamanera,es
posible estudiarde maneraeconómica,el papel biológico de miles de genes de £
cerevisiae.La informaciónobtenidade estaforma, no puedesubstituiral estudioindividual
de los genes,pero resultaútil paradirigir la atenciónhaciaaquellosgenesimplicadosen
procesosparticularesde la levadura.

La segundaestrategia,que consisteen la caracterizaciónde mutantescondicionales,
ha sido la más utilizada para los estudios funcionalesde diferentes proteínasde 8.
cerevisiaeantesde que finalizara el proyectoGenomade secuenciaciónde estalevadura.
Así estaestrategiaha permitido identificar y caracterizargenescuyasecuenciano había
sido descritapreviamente.En el momentode iniciar el presentetrabajo,que tiene como
objetivo la búsquedade genesesencialesde 8. cerevisiaeque pudieranconstituir nuevas
dianasantifúngicas,unapartedel genomade 8. cerevisiaeaún no habíasido secuenciado.
Estos genes desconocidoseran de especial interés, ya que ofrecían la posibilidad de
descubrir alguna proteínaque pudiera constituir una diana novedosa,y por tanto la
estrategiaadoptadaen este trabajo deberíafacilitar y permitir su identificación. Los
mutantes condicionales, que mueren o detienen su crecimiento en determinadas
situaciones,estánfrecuentementealteradosen genesesenciales(Hampsey,1997). Además
estos mutantesson un armamuy útil para realizar un estudio funcional de proteínas
esenciales,ya que son capacesde proliferar en condicionesconcretas,a diferenciade los
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mutantesinterrumpidosen genesesenciales.Por ambosmotivos en estetrabajo se ha
adoptadola segundaestrategiay se ha realizadounacaracterizaciónde diversosmutantes
condicionales,obtenidosaleatoriamenteconagentesmutagénicosvariados,y seleccionados
en funciónde susdiversascaracterísticasfenotípicas.

5.1.2.4.Mutantes condicionales

Los mutantes condicionalesmás utilizados, son aquellosen los que la proteína
alteradapierde su función normala determinadastemperaturas.Se denominanmutantes
sensiblesa la temperatura,e incluyen cepassensiblesal calor, termosensibles,y al frío,
criosensibles(Pringle, 1975). Tambiénexistenotros tipos de mutantescondicionalesde
levaduras,cuyas proteínas alteradaspierden su funcionalidadnormal en determinadas
condicionesde fuerzaosmóticadel medio, y en presenciade compuestoscomo etanol,
formamida,D20, etc. (Hampsey,1997).Si el mutantecondicionales incapazde mantener
un crecimiento vegetativoprolongadoen las condiciones restrictivas, se trata de una
mutaciónletal condicional,y el gen y la función alteradasonconsideradasesencialeso
indispensablesparala célula.

Obtención de mutantes condicionales

A pesarde que enalgunassituaciones,como es la selecciónde cepasresistentesa
determinadasdrogas,bastacon el aislamientode mutantesespontáneos,en generalsuele
incrementarsela frecuencia de los mutantesmedianteel uso de agentesmutagénicos
variados.Numerososmutágenosy procedimientosmutagénicoshan sido empleadoscon
éxito en levaduras,generandodiversostiposde mutantescondicionales(Pringle,1975).

En el procesode inducción de mutantescondicionales,debenconsiderarselos
siguientesaspectos(Pringle,1975):

- Las cepas utilizadas para la generaciónde mutantes deben ser cepas bien
caracterizadas,que muestrenbuencrecimiento y ausenciade células morfológicamente
aberrantesen las condicionesrestrictivasen queseutilizan.

- Las proteínas codificadas por los genes mutados, deben conservar su
funcionalidaden condicionespermisivas,por lo que las alteracionesgénicasno debenser
demasiadodrásticas.De este modo, son preferibles aquellosmutágenos que generan

cambiosde bases,en lugarde aquellosqueproducengrandesdelecionesgénicaso cambios
en la lecturade los codones.

- La utilizaciónde estosagentesmutagénicos,debesertal que origine mutaciones
únicasen el genomade las levaduras,ya que la presenciade mutacionesmúltiplespuede
dificultar el análisisposterior.

- Los procesosmutagénicosy de aislamientode los mutantes,debenasegurarque
cadamutanteposeaun origendiferente,y no seanpartede laprogeniede otro mutante.

Agentesmutagénicosmásempleados

Los agentesmutagénicosse puedenclasificarsegúnsea sunaturaleza,en agentes

químicos y en agentesfísicos. Entre los agentesquímicos, los agentesalquilantescomo el
etilmetanosulfonato,la nitrosoguanidina,y los desaminantes,como el ácidonitroso han
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sido los másfrecuentementeempleadosparala obtenciónde mutantescondicionales.Entre
los agentesfísicos, la luz ultravioleta,es la que ha generadomejoresresultados(Pringle,
1975).

(i) Agentesquímicos:

El etilmetanosulfonato(EMS) inducemutacionesen el DNA, fundamentalmente
mediante transiciones GC—+AT. Actúa como un agente alquilante, transfiriendo
espontáneamente,gruposalquilicosa los átomosde nitrógenoenel anillo de las basesdel
DNA. La reacciónmás frecuentede alquilación, tiene lugar en la guanina,originándose
unasestructurasque generalmenteapareande maneradiferentea la de la baseoriginal, o
biensonincapacesde aparear.Sehademostradola presenciade zonasenel cromosomade
8. cerevisiae,especialmentesensiblesy especialmenteresistentesde seralteradasporeste
agentemutagénico(Kohalmi y Kunz, 1988).

La nitrosoguanidina(NG) tambiénes un agentealquilante, que actúade manera
similar al EMS. Se han detectadozonas en el cromosomade £ cerevisiaeque son
modificadascon mayor frecuenciapor este agenteque el resto del genoma,así como
regionesmás resistentesa ser mutagenizadas,al igual que ocurrecon el EMS. La NG
inducemásfrecuentementetransicionesGC—>AT en las guaninasque estánprecedidasen
5’ porunapurina.En 8. cerevisiae,a diferenciade lo que ocurreenE. coil, no existeuna
tendenciaa la mutaciónpor NG, en la guaninade las cadenasde DNA no transcritas
(Kohalmi y Kunz, 1988).

Ladistribuciónde las mutacionesinducidasporambosagentesalquilantes,EMS y
NG, a pesarde mostrarciertassimilitudes, no es idéntica,ya que existendiferenciasen
cuanto a la accesibilidadde los agentesa los lugaresreactivos del DNA. Así, se han
detectado mutacionesen determinadaslocalizaciones de una secuenciagenómica,
originadasexclusivamenteporuno deestosagentes(Kohalmiy Kunz, 1988).

El ácido nitroso (NA) es un agentedesaminante,capazde inducir transiciones
AT—>GC mediantela desaminaciónde la adeninaa hipoxantina, la cual aparearácon
citosina, en el siguienteciclo de replicación,en lugar de hacerlo con timina. También
origina transicionesGC—*AT, mediante la desaminaciónde la citosina a uracilo, que
aparearácon adenina,en lugarde hacerlocon guanina(Stanierel aL, 1986).

(u) Agentesfísicos

La luz ultravioleta(UV) originala formaciónde enlacescovalentesentrerestosde
pirimidinas adyacentesen una misma cadenade DNA, constituyendolos dímeros de
pirimidinas.Estosdimeros,distorsionanla formade la moléculade DNA e interfierencon
el apareamientonormal de las bases.Los errores ocurridos durante los procesosde
recombinaciónde las cadenasdañadasy de reparacióndel DNA alterado, son los
responsablesde los cambiosde las basesoriginales del DNA, por otras diferentes.Las
mutacionesmásfrecuentessonlastransicionesGC—>AT, que incluyenel 53-66%del total
de las substitucionesdel DNA (Hampseyeí al., 1986; Kunz Haynes,1981). Tambiénse
handetectadotransicionesAT—>GC y transversionesenel DNA, comoconsecuenciade la
mutacióncon luz UV (KunzHaynes,1981; HampseyetaL,1986;Leeel al., 1988).
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Se han identificado zonasdel DNA especialmentesusceptiblesa sermutadaspor
esteagentefísico. Estaszonasno son las mismasque las que sehandetectadocomo más
susceptiblesde sermutadasporEMS y NG (Harrisy Pringle, 1991).

Aislamiento de mutantes condicionales

La detecciónde aquellascepasmutadas,capacesde crecer en unascondiciones
permisivasy que son incapacesde hacerloen las condicionesrestrictivas,permiteaislar
mutantesinteresantes,sin tenerun conocimientoa priori de la naturalezade susfunciones
celularesalteradas.Éstaspueden,en principio, ser la consecuenciade una mutaciónen
cualquierproteínaquetengaunpapelesencialen el crecimientoy viabilidad celular.

La detecciónde los mutantescondicionales,suelerealizarsemediantela siembra
directadel cultivo celularsometidoa la mutación,y la comparaciónde los crecimientosde
las coloniasen las condicionespermisivasy restrictivas.Sin embargo,en los casosen los
que se requieran mutantes condicionalesalterados en procesosdeterminados,deben
utilizarsesistemasselectivos,queincrementenla frecuenciade estosmutantes,y disminuir
así el númerode mutantes analizados(Pringle, 1975). Por otro lado, aquellosmutantes
condicionalescuyosgenesalteradosno estándirectamenterelacionadosconel crecimiento
vegetativo,no puedenserdetectadosmediantela comparaciónexclusivadel crecimientode
las colonias en diferentescondiciones,sino que requierenunas condicionesespecíficas
paraponerde manifiestosualteraciónproteica.

Sin embargo,sehan detectado,ciertaslimitacionesen el procesode obtenciónde
mutantescondicionales.Porun lado, seconocela existenciaen el genomade 8. cerevisiae
de ciertos genesintrmnsicamenteresistentesa sufrir mutacionesque originen fenotipos
condicionales.Diversostrabajos(Kabackel aL, 1984; Harrisy Pringle, 1991;Harris el al,
1992)handemostradoestalimitaciónen el cromosoma1 de £ cerevisiae,cuya incapacidad
de generarmutacionescondicionalesse mantieneconstantecon independenciadel agente
mutagénicoempleado.Porotro lado, resultadifícil obtenermutacionesletalesen los genes
que codificanparaproteínasredundantesmediantelas técnicasmutagénicashabituales,ya
que la actividadde la proteínaalteradaseve compensadapor la proteínaredundanteno
modificada.Además,existenciertasproteínascuyascaracterísticasestructuralespermiten
modificacionesen alguno de sus aminoácidossin sufrir cambios importantesen su
actividad, o por el contrario, cualquier modificación de la secuenciaprovoca la
inactivaciónproteicay la consiguientemuerte celular.Finalmente,la existenciade zonas
en el genomacon susceptibilidadincrementadafrente a la acción de ciertos agentes
mutagénicos,así como la presenciade secuenciasgenómicasque sonmáseficientemente
reparadas,provoca que los mutantes condicionalesgeneradostras la utilización de los
agentesmutagénicosde uso común, no poseanuna distribución aleatoriade los genes
mutados.Deestemodo,predominaránlos mutantescon alteracionescondicionalesen unos
genes determinados,especialmentesusceptiblesde ser mutagenizadasde este modo,
mientrasque otros genesno habránmutado, o lo habránhechosin generarmutaciones
condicionales.

Como soluciónparaincrementarla diversidadde las mutacionescondicionalesde

los mutantesanalizados,seha propuestola realizaciónde una selecciónde los mutantes,
trashabersido sometidosa diferentescondicionesde cultivo. Así, la utilizaciónde diversos
criterios de selección,como son la ausenciade crecimientoa diversastemperaturas,y en
presencia y ausencia de diferentes compuestos,como sales y otros estabilizadores
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osmóticos,ha permitido la identificaciónde mutantescondicionalescon alteracionesen
genesdistintos, a pesar de haber sido generadoscon los mismos agentesmutagénicos
(Pringle,1975).

Tipos de mutantes

Dependiendode las condicionesen las que las mutantescondicionalesmanifiestan
su mutación,es posibleclasificarlosen diferentesgrupos. Los mutantestermosensibles,
criosensiblesy los que requierenmediosde cultivo isoosmóticos,han sido algunosde los
mutantescondicionalesmásfrecuentementeestudiados.Porotra parte,nuevosfenotipos
condicionalesrecientementeidentificados,como la sensibilidada formamiday a D20,
podríanaportarnuevainformación sobrela funcionalidaddel genomade 8. cerevisiae
(Hampsey,1997).

(i) Mutantessensiblesal caloro termosensibles

Los mutantes termosensibles,son aquellos mutantesen los que la proteína
codificadapor el gen mutado sevuelve termolábil a temperaturasque se aproximanal
extremo superior del margen fisiológico del microorganismo, pero mantiene su
funcionalidaden el restode las temperaturas(Hampsey,1997). Estos mutantes,han sido
los mutantescondicionalesmás utilizados, debido probablemente,a la facilidad de su
manejo,y han permitido la identificaciónde gran partede los genesesencialesdescritos
hastael momento,medianteestudiosde complementacióngenética.

La obtenciónde mutantescondicionalestermosensiblescomo estrategiapara el
estudio de nuevos genesesencialesde Neurospora fue sugeridapor primera vez por
Horowitz y Leupold,en 1951. Estudiosposterioresrealizadoscon bacteriófagosmutantes
(Campbell, 1961; Epstein el aL,1963), incapacesde crecer en algunas bacterias,a
determinadastemperaturasy pH extremos,confirmaronesteabordajecomo método útil
parala obtenciónde informaciónacercade funcionesgénicasesenciales(Edgary Lielausis,
1964).

Los primeros genes de 8. cerevisiae, caracterizadosa partir del estudio de
numerosascoleccionesde mutantes termosensibles,fueron los genes implicados en
determinadasfuncionesespecíficasde una etapadel ciclo celular, es decir, los genes
denominadosCDC (CelíDivision Cycle),(Hartwellel al., 1970;Pringley Hartwell, 1981).
Posteriormente,la caracterizaciónde mutantes termosensiblesde 8. cerevisiae, con
fenotiposdiversosen las diferentescondicionesrestrictivasensayadas,ha permitido la
identificaciónde genesimplicadosen lamayoríade los procesoscelulares.

La existenciade zonasen el genoma,especialmentesensiblesa mutar generando
productosgénicostermosensibles,y porotro lado la incapacidadde generarproteínascon
estacaracterísticaen todos los genesesencialesmutados(Kabackel aL, 1984; Harris y
Pringle,1991; Harris el al., 1992),justificanel interésde la caracterizaciónde otros tipos
de mutantescondicionalesparala identificaciónde nuevosgenesesenciales.

(u) Mutantessensiblesal frío o criosensibles

Las mutantessensiblesal frío, sonaquellosen los que la proteínamutanteno es
activa en el mínimo margende la temperaturafisiológica del microorganismo,pero
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mantienela funcionalidada temperaturasmás elevadas.En general la mutaciónsuele
provocardefectosen el ensamblajede las diferentessubunidadesque constituyenalgunas
proteínas,existiendo genesespecialmentesusceptiblesde sufrir estetipo de mutaciones
Hampsey,1997).Algunasde las proteínasmutadas,que poseenincluso unamodificación
en un único aminoácido,presentansensibilidadal frío y al calor, a pesarde que los genes
especialmentesusceptiblesdesermutadosde maneracriosensible,suelenserdiferentesde
los que presentanmayor sensibilidada mutar como termosensibles(Pringle, 1975;
Hampsey,1997).

La caracterizaciónde mutantesde 8. cerevisiaesensiblesal frío, ha pennitido
identificar genesesencialesdesconocidoscon anterioridad,y cuya mutacióngénica no
habíasido detectadaen coleccionesde mutantessensiblesal calor (Moir el al., 1982;
Straussy Guthrie,1991; Noble y Guthrie, 1996).De estemodo,ha quedadodemostradala
eficienciadel estudiode estetipo de mutantes,parala identificaciónde genesimplicados
en procesoscelularesesenciales.

(iii) Mutantesquerequierenprotectoresosmóticos

Los mutantesque requierenprotectoresosmóticosmanifiestansu fenotipoalterado
en todos los mediosde cultivo que no son ísoosmóticoscon su interior celular. Se han
descritonumerososmutantesde estetipo en 8. cerevisiae,cuyosgenesmutadosparticipan
de unamaneraindirecta,en sumayoría,en la síntesisde laparedy membranaplasmática
celular.Estosmutantestienenalteradala barreraosmóticaentreel citoplasmay el medio
externo,y se lisan debidoa fenómenosde turgencia,exceptoenmediosestabilizadoscon
sorbitol,sacarosa,o con solutos iónicos, como cloruro potásico,que mantienena la célula
en un entornoisoosmótico.

Ademásde los mutantesde 8. cerevisiae,cuyo fenotipo mutante se expresaen

medios que carecen de estabilizadoresosmóticos de manera independientede la
temperatura(Levin y Bartlett-Heubusch,1992; Paravicini el aL 1992), también se han
descritofrecuentementemutantes,en los que estefenotipoestáasociadoa unasensibilidad
al calor(Inc el al., 1993;Martin elal 1993).

(iv) Mutantessensiblesa etanol

Los mutantes sensiblesa 6% de etanol en medios ricos como YPD presentan

mutacionesen genesmuy diversos.Aproximadamenteun tercio de estetipo de mutantes

son también termosensibles,por lo que la sensibilidadal etanol y al calor podría ser
originadapor el mismo mecanismo.Hasta el momento, los estudios realizadosparecen
indicar que estasmutacionesoriginanmodificacionesen la estabilidadde las proteínas
alteradas(Hampsey,1997).

(y) Mutantessensiblesa formamida

Los mutantessensiblesa 3% de formamidaen el medio rico YPD tambiénson
frecuentementetermosensibles,por lo que la causade ambassensibilidadespodría ser
parecida. Sin embargo,debido a que el 30% de estetipo de mutantescarecede otro
fenotipo detectadohastael momento,la sensibilidada 3% de formamidaes considerado
como un fenotipocondicionalnuevo(Hampsey,1997).
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(vi) MutantessensiblesaD20

Estetipo de mutantesson incapacesde creceren un medio mínimo con 90% de
D20, como consecuenciade la alteraciónde la conformaciónde algunasproteínas.Estos
mutantesson generadostan frecuentementecomo los termosensibles,y en su mayoría
carecende otro fenotipocondicional(Hampsey,1997).

Caracterización de mutantes condicionales

La caracterizaciónfenotípica de los mutantes condicionalespermite obtener
informaciónacercade los procesosmetabólicoso estructurasalteradascomo consecuencia
de la mutación proteica, lo cual puedeorientar sobrela funcionalidadde la proteína
modificada.Además la clasificación de los mutantesen grupos de complementación,
permite identificar mutantesdefectivos en genesya conocidosy que no habíansido
detectadosenunaprimeracaracterizaciónfenotípica,debidoaquepresenciade mutaciones
adicionalesen el genomapuedeprovocarcambiosenel fenotipodel mutante,o a que la
existenciade diferentes mutacionesen la misma proteína también puede provocar
diferentesmodificacionesde suactividad.

5.1.3.Obtencióndedianas

Para la realizaciónde los ensayosde screening (búsquedade inhibidores) es
necesariodisponer de cantidadesgrandesde las proteínasque constituyen las dianas
antifúngicas.La utilización de la tecnologíarecombinantedel DNA permiteobtenerestas
proteínasde una manerarelativamentesencilla y con una purezasuficiente para que
puedanserutilizadasen los ensayosin vitro. En la actualidad,granpartede estasproteínas
sonexpresadasen microorganismoscomo E. colí y 8. cerevisiaeen formade proteínasde
fusión, esdecir,unidasa un epítopoquefacilita supurificación.Diversosepítoposhansido
utilizadosparallevar a cabola purificaciónde lasproteínasobtenidas(Sassenfeld,1990).
Algunosdeellos,comolos residuosde poliarginina,polilisina y polifenilaminapermitenla
purificación proteica mediantecromatografiade intercambio iónico. Otros, como la
proteínaA de Staphilococcus,la glutation-S-transferasa(GST) de Schistosomajaponicum
y el dominio C-terminal de la enzima N-acetilmuramoil-L-alanil-amidasa(ClytA) de
Slreptococcuspneumoniaepermiten la purificación de la proteínasde fusión mediante
cromatografíade afinidad.La utilizacióndel dominio ClytA, permite lapurificaciónenun
único paso de las proteínasfusionadasa estemarcador,de una maneraeconómicay
selectiva,mediantecromatograflaa travésde unacolumnade dietil-aminoetanol (DEAE)
(Sánchez-Puelleselal., 1992).

La expresiónen levadurasresultade gran interésparala obtenciónde proteínas
heterólogas,ya que estos microorganismosposeenla maquinariasubcelularcapazde
realizar las modificacionespostraduccionalesde las proteínastípicas de organismos
cucariotas.Asimismo el avance tecnológicoen cuanto a su manipulacióngenéticaha
posibilitado su empleo en aquellos casos donde la expresión en E. col! no está
recomendada(Buckholz y Gleeson, 1991). 8. cerevisiaeha sido la primera levadura
utilizada con este propósito, sin embargo,recientementehan comenzadoa utilizarse
levadurasalternativas,como Pichia pastoris y Hansenulapolytnorpha, que presentan
ventajas,ya que permitenintroducir un grado menorde glicosilaciónen las proteínasy
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poseenpromotoresfuertesinduciblesque mejoranel nivel de expresióny regulaciónde la
misma.

El epítopoquepermitela purificaciónde la proteínade fusión, debesereliminado
mediante la digestión con diferentes enzimas, que también son elegidas según las
característicasproteicasconel fin de evitar hidrólisis inespecíficas.

El procesode expresióny purificación de dianas,se realiza en primer lugar en
volúmenespequeños,que permitanestablecerlas condicionesóptimasparael proceso,y
posteriormenteel escaladoa grandesvolúmenespara obtenerlas cantidadesnecesariasde
las proteínas.

5.2. Coleccionesde compuestos

Otro de los elementosbásicosen el procesode descubrimientode nuevosfármacos
antifungicos, son las coleccionesde compuestoscuyaactividadfrente a la dianaelegida
puedaser evaluadain vitro. Las demandasactualesde la industria farmacéutica,que
presionanparaincrementarel númerode fármacosy la rapidezde su salida al mercado,
obligan a ensayarun número elevado de compuestosmuy diversos con objeto de
incrementarlas posibilidadesde encontraralgunoque presenteactividadfrentea la diana
elegida.

Sehandesarrolladodiversasestrategiasquepermitenincrementarla diversidady la
cantidad de los compuestosa ensayar(Petsko, 1996). Por un lado, el aislamientode
compuestos naturales procedentesde microorganismos, plantas y animales poco
estudiados,así comode microorganismosmanipuladosgenéticamente,y que formanparte
de las coleccionesde productosnaturales,tiene graninterésen cuantoa la biodiversidadde
las moléculasque contienen.Por otro lado, la utilización de coleccionesde productos
puros,permiteidentificar nuevasactividadesde compuestosya conocidos,frentea dianas
no ensayadaspreviamente.Además, las recientementecreadascoleccionesde productos
sintetizadosmediante química combinatoria, aportanmultitud de compuestos,en un
periodode tiempo menoral necesarioparala obtenciónde productosnaturales.

5.2.1.Coleccionesde productosnaturales

Las coleccionesde productos naturales, constituidas por miles de extractos
procedentesde la fermentaciónde microoganismos,así como de extractosde plantasy
animales,hanpermitido la identificaciónde la mayoríade los productosque se encuentran
actualmenteenel mercado(Demain,1998).Los compuestosqueintegranestascolecciones
son muy variados,y poseenestructurasmuy complejas y diferentes. Sin embargo,es
necesarioun incrementocontinuo de estascolecciones,que se está llevando a cabo
mediantediversasaproximaciones,como son: (i) el aislamientoy estudio de organismos
productoresde compuestosnaturales,queno hayansido caracterizadospreviamente,(u) la
modificaciónde las condicionesde cultivo con el fin de incrementarla variabilidadde los
metabolitosgeneradospor los microorganismosy (iii) la manipulacióngenéticade los
organismosproductores.

(i) El incrementode la biodiversidadde los organismosproductoresha dirigido la
búsquedade nuevos microorganismoshacia hábitats no explorados, como son los
acúmulosde algas,los sedimentosmarinos,las profundidadesde los océanos,así comoen
los animalesmarinos(Fenical, 1997). Se han buscadoplantasdesconocidasen regiones
exóticas e inexploradas, y se han estudiado insectos e invertebradosmarinos, como
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posiblesproductoresde nuevosproductosnaturales(Verdine, 1996).Por otro lado, tiene
interésel aislamientode organismoscuyoshábitatsde crecimientohayansido sometidosa
cambiosbruscos,debido a que los procesosde estréssufridospodríanhaberoriginado
mutacionesy recombinacionesgenéticasque hayangeneradonuevasenzimasbiosintéticas,
y por tanto, sintetizadocompuestosorgánicosnuevos.Sin embargo,estaaproximación
poseeunalimitación importante,yaquesolamenteel 1-5%de los microorganismospueden
sercultivadosen las condicioneshabitualesde laboratorio(Seowel al.,1997).

(u) La posibilidadde incrementarla diversidadmetabólicamediantela utilización
de diferentescondicionesde cultivo, es consecuenciade la extremadavariabilidadde los
productosnaturalessintetizadospor un mismo microorganismosegúnlas características
delmedio enel que seencuentran.Por estemotivo, sesuelerealizarel crecimientode cada
uno de los microoganismos ensayados en diversos medios de cultivo y en diferentes
condicionesde fermentación,para aumentarasí las moléculassintetizadas(Yarbrough,
1993).

(iii) La aplicaciónde las técnicasgenéticasy de biología molecular,ha generado
expectativassobrela posibleutilización de las rutasmetabólicasde los microorganismos
que no puedensercultivadosenel laboratorio.De estemodo sehan desarrolladosistemas
que permitendonar el DNA de los organismosno cultivables,o el DNA de muestras
ambientales,envectoresquefacilitan la transferenciay expresiónde rutasmetabólicaspara
la biosíntesisde productos naturales,en un organismo de utilización industrial bien
caracterizado,como Strepto¡nyceslividans (Chmurny, 1997; Sherman,1997). Por otro
lado, el proceso de recombinacióndel DNA de organismoscultivables con rutas
biosintéticascaracterizadasy el DNA aisladode muestrasambientalesy de organismosno
cultivables,podría originar modificacionesen las rutas conocidasy generarmoléculas
nuevas(Chmurny, 1997).

Además,la donaciónde gruposde genesque codificanenzimasimplicadasen la
biosíntesisde un producto natural determinado,denominadosoperonesbiosintéticos,
permite la transferenciade una ruta biosintéticadel organismoproductornatural a otro
organismode utilización industrial, con una posible modificación del producto final
sintetizadoque aumentela diversidad.Por otro lado, la manipulaciónde los genes del
operónbiosintético,mediantetranslocacionesy delecionesgénicas,e incluso mediantela
incorporaciónde genesquecodificanparaotrasenzimas,permitegenerarproductosfinales
distintos. Esta aproximación, concebida inicialmente para mejorar la actividad de
compuestosconocidos,mediantela modificación de alguno de sus radicales,ha sido
propuestacomo vía posible para la obtenciónde compuestosnaturalescon estructuras
nuevas(Verdine,1996).

Por otro lado, las técnicasutilizadasparael aislamientode los productosnaturales
puedenlimitar la variabilidadde los compuestosobtenidos.Debido a la gran variabilidad
en la naturalezade los compuestosnaturales,deberíanutilizarse diversas técnicas
conjuntamenteconel objetivode incrementarla diversidadde los compuestosaislados.Sin
embargo,el elevadovolumende muestrasprocesadashacequeéstono seafactibley quede
limitado ala utilizaciónde un númeroreducidodemétodos,quesonelegidosdependiendo
de lanaturalezade la muestray del ensayoarealizar(Yarbrough,1993).
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5.2.2.Coleccionesde compuestospuros

Las colecciones de compuestospuros suelen ser coleccionesprivadas de
laboratorios farmacéuticos, que están integradas por un número considerable de
compuestosquímicosde estructuraconocida. La utilización de estascoleccionespermite
investigar actividadesno descritasde compuestosconocidos. La limitación de estas
coleccionesvienedeterminadaporel númerode compuestosquela integran,y sin embargo
presentala ventajade que en el casode que alguno de sus componentessecomportara
como activo frente a la diana ensayada,la identificación del compuesto resultaría
inmediata.

5.2.3.Coleccionesdecompuestosobtenidospor químicacombinatoria

La utilización de laquímicacombinatoria,permitedisponerde un númeroelevado
de compuestossintéticosy semisintéticosde estructurasdiferentes,enun tiempomáscorto
que los métodosbasadosen la extracciónde sustanciasnaturales(Petsko, 1996), si bien,
los compuestossintetizadosde estaforma, poseenestructurasmás simples. La química
combinatoria está basadaen la combinación aleatoria, de un grupo de elementos
estructuralesbásicosseleccionados,de maneraque el númerode compuestosobtenidos
aumenteexponencialmente,mientrasque el númerode los elementosrequeridosseeleve
sólo de manera aritmética (Hogan, 1996; Michelet y Héléne, 1997). La química
combinatoria,ademásde generarcompuestosde estructurasquímicas novedosaspara
ensayarfrente a una diana,permite modificar moléculasde actividadya conocida, para
mejorarsuactividady propiedadesfarmacocinéticas(Hogan, 1996).

Las aproximacionesparaobtenerlibrerías combinatoriashanevolucionadoen los
últimos años,desdelas primeraslibreríaspeptidicasen fasesólidao solubles(Pinilla el al.,
1995; Blondelle y Houghten,1996), en las que se obteníauna mezclade compuestos
opcionalmenteasociadosa un soporte sólido, a métodos que producen librerías de
compuestospuros de estructurasquímicas conocidaso desconocidas,dependiendodel
sistemautilizado ensusíntesis(Michelety Héléne,1997; Plunketty Elíman, 1997).

La química combinatoria también presentalimitaciones, ya que las moléculas
sintetizadasde esta forma poseenestructurasrelativamentesencillas. Además,existen
algunasreaccionesquímicas que solamentepuedenser llevadas a cabo por enzimas,
resultandoimposiblesuobtenciónmedianteestesistema.

En la actualidadlos laboratoriosfarmacéuticostiendena utilizar enparalelolos tres
tipos de colecciones,ya queaunqueinicialmenteparecíaque la químicacombinatoriaiba a
desplazara los compuestosnaturalesy a las coleccionesde compuestospuros por su
rapidezen la obtenciónde compuestosdiversos,la limitación en cuanto a las estructuras
generadaspor estesistemaha resaltadola importanciade la utilización conjuntade otro
tipo de compuestos (Whitehead, 1998). Los productos naturales procedentes de
microorganismos,plantas y animales poco estudiados,así como de microorganismos
manipulados genéticamente,son los que ofrecen una mayor biodiversidad en sus
moléculas.Sin embargo,tanto los procesosde obtenciónde estos compuestoscomo la
identificacióndelcompuestoactivoenlas mezclasde compuestosensayadas,sonprocesos
largos y laboriosos.Por el contrario, la utilización de coleccionesde productospuros
permite la identificación inmediata del compuestoactivo, resultando innecesarioslos
complicadosprocesosde aislamientoe identificaciónestructuralde la moléculaactiva. Sin
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embargoestascoleccionessuelenresultarinsuficientesporestarlimitadaspor el númerode
compuestosquelas integran.

5.3. Compuestosdisefladosde manera racional

Unanuevaaproximaciónaplicadarecientementepor la industriafarmacéuticapara
la obtencióndecompuestosactivos,consisteenel diseñoracionalde moléculassegúnlos
conocimientosobtenidosdel estudiode la dianasobrela que deberíanactuar (Blundelí,
1996;Teutsch,1997).

El conocimientode la estructuratridimensionalde másde 4.000 proteínas,ha sido
posiblegraciasal rápido desarrollodurantela última década,de la cristalografíay de la
resonanciamagnéticanuclear.Algunasde estasproteínasu otras con estructurassimilares
a las ya caracterizadas,podrían constituir dianas claves para drogas con actividad
antif’úngica,por lo que el diseñoracionalde moléculasque poseanunaestructuracapazde
unirsea la supuestadiana,podríapermitir el desarrollode fármacosque nuncahubieran
surgido de las técnicasconvencionales.Sin embargo,aunquela unión teóricapuedeser
establecidamedianteanálisis estructurales,la actividad in vitro no puedeser asegurada
medianteestatécnica(Blundelí, 1996).

Ademásel conocimientotridimensionalde las dianascon las que interaccionanlos
compuestosde actividad conocida, permite diseñardiversasmoléculas con pequeñas
modificacionesestructuralesparatratar de conseguirunamejorade suactividad(Blundelí,
1996;Teutsch,1997).

En la actualidadseencuentranen procesode evaluaciónpara conocersu posible
uso terapéutico,algunosantifúngicosdiseñadosracionalmentecapacesde inhibir la 2,3
escualenoóxido ciclasa(Jolidonet al., 1993),la A24 esterolmetil transferasa(Oehlschlager
y Czyzewska,1992), así como la it ATPasade membranaplasmática(Monk y Perlin,
1994).

5.4. Ensayosutilizadosen labúsquedadecompuestosactivos

Los ensayosutilizadosparala seleccióna gran escalade compuestosactivos que
presentanactividad frente a la diana de interés, son denominadosensayosde high-
troughputscreening(HTP) (Broachy Thorner,1996).

Estetipo de ensayosdebencumplir las característicasindicadasa continuación.Por
una parte, debenpermitir el análisis de numerosasmuestrasde una forma simple y
automatizada,con un gasto pequeñode muestrasy reactivos.Los ensayosa gran escala
presentanel inconvenientede requerir grandescantidadesde las dianasen estudio,que
generalmenteson poco abundantesde forma natural. Sin embargo,y como se ha
comentadocon anterioridad,la utilización de técnicasde ingenieríagenéticapermite, en
muchasocasiones,obtenerlas cantidadesnecesariasde enzimasparala realizaciónde estos
ensayos.Por otra parte,los ensayosdebendiseñarsey optimizarsede maneraquepermitan
seleccionarlos compuestosde interés,con una pérdidamínima de compuestosactivos
(falsosnegativos)y evitandouna selecciónexcesivade compuestoscarentesde interés
(falsospositivos)(Yarbroughel al., 1993).
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(i) Análisisde un númeroelevadode muestras

La posibilidad de encontrar compuestosactivos frente a una diana, está
directamenterelacionadacon el númerode muestrasensayadas,por lo que tieneninterés
los ensayosque permitenanalizarla actividadde un gran númerode compuestosen el
menor tiempoposible.La utilización de robots permite realizarmiles de ensayosal día,
siempreque éstosseanlo suficientementesencillospara que puedanser automatizados
fácilmente.Los resultadosobtenidosde los ensayosson analizadosmedianteprogramas
informáticosadecuados(Broachy Thorner,1996).

(u) Sensibilidadde los ensayos

Los ensayosdebenser lo suficientementesensiblesparadetectarsustanciasactivas
que se encuentranen bajasconcentracionesen los extractoscrudosde la fermentación,así
como compuestoscon unaactividadintrínsecabaja.El gradode sensibilidadsuelevariar
según las característicasdel ensayo,resultandomuy sensiblesaquellosen los que se
utilizan técnicasde unióna radioligandos,transducciónde señalese incluso la mayoríade
los ensayosde inhibición enzimática.

(iii) Selectividadde los ensayos

Los ensayosdebenconfigurarsede tal maneraque sea posibleeliminar los falsos
positivos,es decir, los compuestosno activos frente a la dianapero que muestranseñal
mespecificaen el ensayo, y disminuir al máximo los falsos negativos,que son los
compuestosactivosfrentea ladiana,peroqueno sondetectadosenelensayo.

Se pueden diferenciar dos tipos de ensayosde screening dependiendode la
utilizaciónbien de dianasaisladasdel restode los componentescelulares,o biende células
completas.Los ensayosque utilizan dianas aisladasy purificadasson preferidos para
realizarensayosconun elevadonúmerode muestras,ya quetanto la realizacióndel ensayo
como su interpretación,son más fácilmente automatizablesque aquellos que utilizan
célulasenteras.Se handiseñadomuchosensayosde elevadorendimiento,parala búsqueda
de inhibidores de enzimasaisladas,como son la 1 ,3-B glucanosintetasa,2,3-escualeno
óxido ciclasa,A’4 esterolreductasay ~ esterolisomerasa(Ryley y Barrett-Bee,1992).
Sin embargo,la actividad frente a una enzima aisladano es garantíade que presente
actividadsobrelas célulasintactas,ya queexistenbarrerasde permeabilidad,mecanismos
de transportey metabolismoquepuedendificultar el accesodel compuestoactivohastala
dianalocalizadaenuna célula. Por estemotivo, todos aquelloscompuestosque muestran
actividadfrentea las enzimasaisladas,son posteriormenteensayadossobrecélulasenteras
paraverificar sucomportamiento.

Los ensayoscon células enteras,requierenprocesamientose interpretacionesmás
minuciosas,por lo quesuautomatizaciónresultamáscomplicada.Estosensayoshansido
tradicionalmenteutilizados para la búsquedade compuestosactivos,y hanpermitido la
identificación de algunos de los antifúngicos de uso terapéuticoactual, como son la
anfotericinaB, la nistatina,y la griseofulvina.El material de partidaparael ensayosonlas
células enteras,por lo queno es necesariorealizar la extraccióny la purificación de la
diana, y además, el resultado obtenido, revela información sobre la capacidad del

compuestoparapenetraren la célulay alcanzarsulugarde accion.
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Tras una primera aproximaciónen la búsquedade compuestosactivos en las
coleccionesde compuestosdisponibles,se seleccionantodos aquellosque hayanmostrado
actividaden estosensayos,denominadosscreeningprimario, medianteel empleo de un

soporte informático adecuado.Estos compuestosdebenconfirmar su actividad en las
repeticionessucesivasdel mismo ensayo,paraque seanconsideradoscomo compuestos
potencialmenteactivos. A continuación, se realizan unos ensayospara conocer la
especificidadde la actividadde los compuestosseleccionados,medianteel estudiode su
actividad frente a dianas homólogas,que suelenser de mamíferos. Estos ensayosson

denominadosscreening secundario y permiten eliminar aquellos compuestoscuya
actividadno seaespecíficafrentea la dianaseleccionada.

En el caso de que los compuestosactivos seleccionadosformen parte de una
colección de productos naturales,debenobtenersenuevamentelos compuestos,de la
misma manera que los que se han mostrado activos, y valorar si reproduce su
comportamientoinicial. La reconfirmaciónde la actividad, define el interés por esta
sustancia,y se llevan a cabo unas mejoras en los procesosde obtención de estos
compuestos.

5. 5. Identificación del compuestoactivo

La elucidación de la estructuraquímica de los compuestosactivos permite
averiguar,mediantebúsquedasen las basesde datosexistentes,si la moléculaesnovedosa
o por el contrarioya habíasido caracterizada,y si existeun conocimientoprevio sobresu
actividadfrente a la dianaensayada.Además,el conocimientode su estructuraquímica
aporta información sobresu posible utilización terapéutica,en cuantoa la posesiónde
radicalestóxicos o dominiosfácilmentedegradablesenel organismo.La identificacióndel
compuestoactivo deberealizarselo másrápidamenteposible,siendosencillo e inmediato
en el caso de tratarsede compuestospuros,pero presentamayordificultad si se trata de
mezclas de compuestos,como en el caso de los productosnaturalesprocedentesde
fermentacionesde microorganismos,de plantasy animales,o de los compuestosobtenidos
por químicacombinatoria.En estoscasos,esnecesarioun fraccionamientoprevio de las
muestrasensayadasparatratarde separarcadauno de los compuestosintegrantes.Paraello
se utilizan las técnicasde extracción,destilación,adsorcióno ultracentrifugaciónpara
separarlos compuestossegúnsus características.De estamanera,a partir de la muestra
activa, seobtienendiversasfraccionesquecorrespondena mezclasde compuestos,y cuya
actividadfrenteala dianaesnuevamenteensayada,paradeterminarcuálesla quepresenta
actividad (Yarbrough,1993).El aislamientodel compuestopuro de la fracciónactiva, se
consiguemediantela utilización de técnicascromatográficascomo son las de soporte
sólido, cromatografiaslíquido-líquido y cromatografialíquida de alta presión(HPLC), o
por precipitación, o con métodos eléctricos como electroforesis, electrodiálisis e
isoelectroenfoque.

La elucidación estructural del compuestoactivo se realiza medianteanálisis
espectroscópicos.Los espectrosde absorciónde luz ultravioletay de infrarrojo,permitenla
detecciónde los gruposcromóforosde la moléculay la identificación de algunosde sus
gruposfuncionales,respectivamente.El pesomoleculardel compuestoenestudioasí como
sufórmulaempírica,soncalculadosmediantela espectrometríade masas.Finalmente,los
datosobtenidosmediantela espectroscopiade resonanciamagnéticanuclear(RMN) sobre
las característicasde algunosde los elementosde la molécula, y la cristalizacióndel
compuestoactivo parael estudiopordifracciónde rayosX, permitenelucidarsuestructura.
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5.6. Ensayospreclinicos

Los compuestosactivos, que tras la elucidación de su estructuraquímica son
consideradosde interés como posibles drogas antifungicas de uso terapéutico, son
sometidosadiversosestudios,denominadosensayospreclíicos,orientadosa caracterizar
la moléculaactiva y mej orar sus propiedadesen cuantoa potencia,espectrode accióny
selectividad. En estos ensayos,las moléculas activas identificadas, son sometidas a
numerosasmodificacionesestructuralespara conseguiruna mejorade la potenciay de la
selectividadantifungica.Estasmodificacionespuedenrealizarsede maneraaleatoriao bien
de maneradirigida, dependiendodel conocimientoque seposeasobresu mecanismode
accióny de la dianacon la que interaccionadirectamente.La actividadde los compuestos
activos identificados así como de sus derivados, es evaluadafrente a una pequeña
colecciónde hongospatógenosin vifro y en modelosanimales,seleccionandoúnicamente
aquellosque se muestrenactivos en ambos tipos de ensayos.Estudiosadicionalesde
farmacocinética,biodisponibilidady toxicidaddel compuesto,asícomo la evaluaciónde su
actividad fungicida o fungiestática,y la capacidadpara desarrollar resistenciasen los
hongospatógenos,sonnecesariosparaestablecerlas dosisquedebenserutilizadasen el
tratamientode las infeccionesfúngicasenhumanos.

Espectro de accióndel antifúngico

El espectroantifungicode un compuestoesevaluadoin vitro de lamismamanera,
tanto si se tratade un productonaturalcomo sintético. Los tresmétodosbásicosutilizados
en estetipo de ensayosson, dilución en agar,difusión en agary dilución en caldo, en los
que se analiza la actividad de los compuestosseleccionadosfrente a diversoshongos
patógenos,como son C. albicans, A. fumigatus, C. neofori’nans, H capsulaíurn y B.
dermatidis. Muchos compuestosque se muestranactivos en los ensayoscon las dianas
aisladas,no presentanactividadantifúngicasobrecélulas enteras,debidoa dificultadesde
penetracióna través de la pared y membranao degradacióndel compuestoantesde
alcanzarla diana.Solamenteaquelloscompuestos,queen bajasconcentracionesinhibenel
crecimientode uno o varioshongos,sonseleccionadosparaensayosen animales.

Las mismos hongospatógenosusadosen los ensayosde actividad antifUngica in
vitro, suelen serutilizadospara los ensayosen animales.El test de proteccióndel ratón
(Richardsonel aL, 1985),permiterelacionarlos datospreviamenteobtenidosde actividad
antifúngicain vitro frentea diferenteshongosy la eficaciadel antitWngicoen el tratamiento
de infeccionesproducidaspor los mismos agentespatógenos.Los ratonesson inoculados
porvía intravenosacon C. albicansendosisletal paralos animales,y los compuestoscuya
actividadse deseaconocer,sonadministradosen diferentesconcentracionespor vía oral,
subcutánea,intraperitoneale intravenosa.La DosisEfectiva so (dosisde productocapazde
prevenir la muerte en el 50% de los animales,expresadaen mg de productopor kg de
animaltratado),escalculadaen aquelloscompuestoscapacesde alargarla supervivencia
de los ratonesde manerareproducible.El modelo essimpley requierepequeñascantidades
delcompuestoaensayarsegúnla rutade administración,sin embargoesartificial yaque la
actividaddel compuestosemide en función del balanceentrela vida y la muerteen una
infecciónmuy aguda.Por otro lado, el uso de los animalesen experimentosque finalizan
con sumuerteesmuy controvertido.
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La evaluaciónde la eficacia del compuestoen el tratamiento de infecciones
fungicaslocalizadasa nivel superficial,en determinadosórganos,o diseminadas,serealiza
mediantediferentesmodelosanimales.Los criterios utilizados para el diseño de estos
modelos comprenden:(i) Selecciónde un patógenovirulento susceptible iii viti-o al
compuestoanalizado; (u) Tratamientode los animalescon un agenteantifúngico de
eficaciaclínicademostrada,quesirvacomocontrol positivoa la dosisen queresultaeficaz
en humanos;(iii) Los criteriosde eficaciano debenserdemasiadorígidosni excesivamente
permisivos;(iv) Los resultadosdebenserreproducibles;(y) La eficaciadebeserverificada
de maneraestadística.Se handesarrolladolos modelosanimalesde infeccionesmúltiples
(Ryley 1990; Ryley 1992), en los que un mismo animalpadeceinfeccionesen distintas
localizacionesdesucuerpo,producidasporagentespatógenosdiferentes.Se hanllegadoa
conseguiranimalescon cuatroinfeccionesdistintas, comoson los ratonescon vaginitis e
infección sistémica no letal por C. albicans, infección superficial por Trichophyton
quinckeanum,e infección respiratoriapor C. neoformans. Estos modelospermiten la
evaluaciónde laactividadantifúngicade uncompuestofrenteadiversoshongospatogenos
enun mismo lote de animales.Además,el seguimientode la evoluciónde estasinfecciones
en animalestratados,permite obtenerinformación acercade la potenciaantifúngicadel
compuestoanalizado. Los ensayosson sencillos de realizar, y aunque requieren la
utilización de mayores cantidadesde compuestos,los resultadosobtenidos son más
realistas,ya que simulan infeccionescrónicas.Además,el usode infeccionesno letaleses
éticamentemásaceptable(Ryley, 1990).

En general,existeunapequeñacorrelaciónentre los resultadosde sensibilidadiii
viti-o y los resultadosobtenidosenanimales,ya que las característicasfannacocinéticasdel
compuestopueden modificar considerablementela proporción del compuestoque se
mantieneactivo en estos últimos modelos. Por este motivo, el conocimiento de la
fannacocinéticadel compuesto,junto con otras características,como tipo de acción
fungicida o fungiestáticasobre los hongos, inducción de resistenciasy toxicidad, son
necesariasparapoderrelacionarambosresultados,y establecerla posologíaadecuadapara
el tratamientode las infeccionesfúngicas(Debonoy Gordee,1990).

Característicasfarmacocinéticas

El antifúngicoideal, seríaaquelcompuestoquepudieraseradministradode manera
oral una vez al día, y fueracapazde alcanzarnivelesterapéuticosen sangre,en diversos
tejidos y en sistemanervioso central, para poder actuar sobre infecciones fúngicas
invasivas,o en orina y secreciones,parael tratamientode las infeccionestópicas.Estas
propiedadesdependendirectamentede las característicasfarmacocinéticasdel compuesto.

La absorciónoral de un compuestovaría segúnsu solubilidad en aguay peso
molecular.Aquellos compuestospoco hidrosolublesy de elevadotamañoseabsorbencon
dificultad, resultandoeliminadauna porción variabledel compuestoadministrado,como
ocurrecon la anfotericinaB e itraconazol.La fracción absorbiday localizadaen la sangre,
puedeser degradadaen el hígado de una maneraparcial o total, como los primeros
imidazoles descubiertos,con lo que disminuye la cantidad de compuestoactivo. La
afinidadpor las proteínasplasmáticassanguíneasy tisulares,debetenerseencuenta,ya que
una elevadaafinidad disminuye de maneraimportantela cantidadde droga disponible.
Además,dependiendode suafinidadpor los lípidos, puedequedarretenidaen membranas
y tejidosqueno seanlos lugaresdondeestálocalizadala infección,con lo cual los niveles
de drogacirculantesonmuchomenores.Finalmente,puedeque seametabolizadaenuna
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proporciónimportanteo seaexcretadapororina,por lo que la concentraciónde compuesto
activo varíe con el tiempo, y debaser administradorepetidasveces para mantenerlos
nivelesefectivos. Por estemotivo, la potenciarelativade un agenteantifúngico in viti-o
puedequedaranuladaen los modelosanimales,como consecuenciade sufarmacocinética
(Tarbit, 1990).

Acción fungicida y fungiestática

Seprefierenlos fármacosfungicidas,queseancapacesde eliminar lapresenciadel
hongo, frente a los fúngiestáticos,quesolamenteinhiben su crecimiento,ya queunavez
que los hongosdejan de estar en contactocon agentesde este último tipo, podrían
continuarsucrecimiento,enel casode no habersido destruidostotalmentepor el sistema
inmunitario del huésped.En algunasocasiones,como en el casode la anfotericinaB y de
las morfolinas, la acciónde un compuestosobreel hongo estárelacionadocon la dosis
utilizada, de maneraque adosis inferiores se comportacomo fungiestático,y adosismás
elevadasactúacomofungicida(Polak, 1988; Reynolds,1996).

Modo de acción

La identificaciónde los mecanismosde interaccióndel compuestocon el hongo,
permitenmodificar suestructuraquímicaparamejorarla actividadantifungicay aumentar
su espectrode acción,y posiblementeasociarloaotrosantifúngicosqueactúende manera
similar o diferente,paraconseguirun efectosinérgicosobreel agentepatógeno(Debonoy
Gordee,1990).

Desarrollo de resistencias

El análisis del comportamientode los hongospatógenosfrentea concentraciones
subinhibitoriasdel compuestoactivo,y durantelargosperiodosde tiempo, permiteevaluar
la capacidaddel compuestoantifungico para generar resistencias.Debe evitarse la
utilización de los compuestosfrentea los cualesaparecenfácilmenteresistencias,asícomo
aquellosquepresentanreaccionesde resistenciacruzadasconotros ya conocidos(Debono
y Gordee,1990).

Formulación

La formulaciónfarmacéuticadel compuestoactivo, tieneun efectoimportanteen la
eficacia final del compuesto.La mejorade su absorciónoral,puedeconseguirsemediante
la modificacióndel excipiente,como en el casode la griseofulvina,cuyaeficaciadepende
de la formulación farmacéutica utilizada (Hanel y Ritter, 1990). También puede
conseguirseuna disminución de la toxicidad del compuestosin modificar su actividad
antifiángica,como en el casode las nuevasformulacioneslipidicas de la anfotericinaB, ya
comentadaspreviamenteenestetrabajo.

Toxicidad

La capacidadparaproducir efectos tóxicos sobre los animales ensayados,es un
factor clave en el desarrollode un fármaco.Todos aquelloscompuestosque produzcan
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toxicidad aguda,tras la administraciónde una soladosis, o crónica, tras dosis repetidas
durantetiemposprolongados,soneliminadosdel estudio.Los ensayosserealizanen dos
especiesde mamíferosdiferentes,comosonel perroy la rata,y seevalúandiversosefectos
como sonla toxicidadproducidasobrelos fetos, el podercarcinogénicoen los diferentes
tejidos, y alteracionesde la fertilidad del animal. Ademásde los ensayosclásicoscon
animales,sehan diseñadoensayosin viti-o que utilizan bacteriasy cultivos celularespara
detectarlos efectosmutagénicosdel compuestoanalizado(Flint y Boyle, 1990; Tarbit el
al., 1990).

5.7. Ensayosclínicos

Los compuestosactivosque hanmanifestadoun comportamientoadecuadoen los
ensayosconanimales,sonsometidosa laevaluaciónde suactividadenhumanos,mediante
los denominadosensayosclínicos. Estos ensayos,sepuedendefinir de acuerdocon el
articulo 59 de la Ley 25/1990del Medicamento,como la evaluaciónexperimentalde una
sustanciao medicamentoa travésde suaplicacióna sereshumanos,orientadahaciaalguno
de los siguientesfines:

- Ponerde manifiestosus efectosfarmacodinámicoso recogerdatosreferentesa su
absorción,distribución,metabolismoy excreciónen el organismohumano.

- Establecersu eficaciaparauna indicaciónterapéutica,profilácticao diagnóstica
determinada.

- Conocerel perfil de susreaccionesadversasy establecersuseguridad.

Como resultado de estosensayos,se eliminan aquellos compuestosque resulten
ineficaceso peligrosospara los humanos,y se confirma que aquellosseleccionados,
suponenunaventajaterapéuticafrentea los fármacosexistentes,y que cumplentodos los
requisitosde seguridady eficacianecesariosparaquepuedansercomercializados.

Actualmente los estudiosclínicos se encuentranreguladospor el Real Decreto
561/1993del 16 de abril. De acuerdocon los objetivos perseguidos,se distinguencuatro
tipos de ensayosclínicos, en fase 1, fase II, fase III y fase IV, que varian en cuantoal
númeroy tipo de individuosestudiados(Jonesy Stern, 1990).

Ensayosclínicos en fase1

Los ensayosclínicos en fase 1 constituyenel primerpasoen la investigacióndel
comportamientode una sustanciaactivaenel hombre.Se realizanen voluntarios sanoso
en algunos casos en pacientes, y proporcionan información preliminar sobre las
característicasfarmacocinéticasy farmacodinámicasdel compuestoen humanos,así como
unaposibleintoleranciaa la droga.Ademásorientansobrela pautade administraciónmás
apropiadaparaensayosposteriores.En general,serealizaun ensayoenel queel compuesto
esadministradounaúnicaveza diferentesdosis,que soncalculadasapartir de los ensayos
toxicológicosy de las dosisrequeridasparamostrareficaciaen animales,y un segundo
ensayo,enel que serealizanmúltiples administracionesde la droga,tambiéna diferentes
dosis.
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Ensayosclínicos en faseII

Los ensayosclínicos en fase JI representanel segundoestudioen la evaluaciónde
una sustanciaactivaen el serhumano.Se realizanen un pequeñogrupode pacientesque
padecenla enfermedado entidadclínica de interés. Su objetivo consisteen proporcionar
informaciónpreliminarsobrelaeficaciadel producto,establecerla relacióndosis-respuesta
del mismo,duracióndel tratamiento,y ampliarlos datosde seguridadobtenidosen la fase
1. Por lo general, sonensayosclínicos controlados,es decir se comparanlos resultados
obtenidosen el grupo de pacientestratadoscon la sustanciaactivaen estudio,conlos de un
grupocontrolo testigo,y con unaasignaciónaleatoriaa los tratamientos.Estosensayosson
especialmenteinteresantesen el casode los antifúngicos,ya que dependiendodel agente
patógenoqueprovoquela infeccióny de sulocalización,debevariarsela dosisy duración
del tratamiento.

Ensayosclínicos en faseIII

Los ensayosclínicos en fase III estándestinadosa evaluarla eficaciay seguridad
del tratamientoexperimental,intentado reproducirlas condicionesde uso habituales,y
considerandolas alternativasterapéuticasdisponiblespara la indicación estudiada. Se
realizan en una muestrade pacientesmás amplia que en la fase anterior, que es
representativade la poblacióngenerala la que iría destinadoel antifungico. Estosensayos

sonpreferentementecontroladosy la asignaciónde los tratamientosesaleatoria.

Ensayosclínicos en faseIV

Los ensayosclínicos en fase IV, se realizancon posterioridada la aprobacióny
comercializacióndel antifúngico. Estosensayospuedensersimilaresa los descritosen las
fases 1, II y III si estudianalgún procesoaún no valoradoo unascondicionesde uso
distintasde las autorizadas,como podríaserunanuevaindicación,y permitenreajustarla
dosis y duración del tratamientopreviamenterecomendadas.En general, son ensayos
controladosy con asignaciónaleatoriade los tratamientos.

5.8. Procedimientoslegislativosy regulatorios

Las drogasde actividad antifúngica,cuyo interés terapéuticoha sido demostrado
mediantetodoslos estudiosanteriores,debensersometidasaunoscontroleslegislativosy
regulatoriospropios de cada país, previamentea su comercialización.Las compañías
farmacéuticasdebenelaborarun extensoinforme con todos los datos obtenidosen los
ensayosrealizados(Eardley, 1990), quees evaluadopor las autoridadesresponsablesdel
registroy control del usode la drogaen el país.Con frecuencia,la aprobacióny registrode
los fármacosesunprocesolento, querequieremesese inclusoaños,antesde que el nuevo
fármacose incorporeal arsenalterapéutico.
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OBJETIVOS

La carenciade fármacoscon actividadantifungicacapacesde cubrir la demanda
actual,hadespertadoun interésespecialde la industriafarmacéuticapor los compuestosde
estetipo. Así, el presentetrabajoha formadopartede unalíneade investigaciónllevadaa
caboenSmithKlineBeechain,centradaen la búsquedade nuevasdianas.Seha tratadode
identificarproteínasesencialesde 8. cerevisiae,frente a las cualessepudierandesarrollar
ensayosin viti-o parabuscarcompuestosantifúngicos,o quepermitieranrealizarun diseño
racional de nuevosfármacos.La competenciacon otros laboratorios farmacéuticosque
tienen líneas de investigaciónparalelas,ha motivado que se considerarande especial
interésaquellasproteínasde 8. cerevisiaecodificadaspor genesesencialescuyasecuencia
fueradesconocidaenel momentode comenzarestetrabajo,ya que ofrecíanla posibilidad
de constituirdianasnovedosas.

Parallevar acaboestetrabajosepropusieroninicialmentetres objetivos:

1. Obteneruna colecciónde mutantescondicionalesde 8. cerevisiaealteradosen
proteínasesencialesparalaproliferacióncelular.

2. Identificar los genes responsablesde la complementacióndel fenotipo
condicionaly seleccionaraquelloscuyas proteínaspudierantenerinterésa priori como
dianasantifúngicas.

3. Caracterizaralgunasde las proteínasseleccionadaspara establecersu utilidad
comodianaantifúngica.
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III. MATERIALES Y MÉTODOS

1. MICROORGANISMOS UTILIZADOS

Las característicasgenéticasde las cepasutilizadas en estetrabajo así como su
procedencia,sedetallanacontinuaciónen la tabla3:

Tabla3: Característicasde las cepasoriginalesutilizadasen estetrabajo.

Especie Cepa Genotipo Procedencia

8. cerevisiae S288C M4Ta gaI2 ATCC 26108
TD28 MATaura3zlS2,inosí-ISí,can” Dra. M. Molina
Sx5O-8A MATa ti-pl ura3-52his3A Dr. 1. Livi

Sx5O-1OA M4Tati-pl ura3-52 h¡s3A Dr. J. Livi

Sx5O-1 lOA MATati-pl Ieu2 ura3-52 Dr. J. Livi
DCG M4Taleu2-3,112his4caní gal2 Dr. J. Livi

SEY6210 MATa ura3-52 leu2-3,112 Iús3A200 trpIzI9Ol
lys2-801 suc2-A9

Dr. A. Mendoza

SEY62I 1 MATa ura3-52 len2-3,112 his3A200 trplA9OJ
ade2-101suc2-A9

Dr. A. Mendoza

Y190 MATa ura3-52 h¡s3-200 frs2-8OI ade2-101ti-pl-
901 leu2-3, 112 gaI4zI gal8OA cyh’2
LYS2::GALIUAS-HIS3TATrHIS3URA3::GALIUAS--
GALITÁYÁ-lacZ

Clontech

CG-1945 MATa ura3-52 his3-200Iys2-80I ade2-101ti-pl-
901 leu2-3, 112 gal4-S42 gaISO-538 cyh’2
LYS2::GALIUÁ-GALJTATAs-HIS3 URA3::GAL

4J7.
merscakCYC¡TÁTÁ-¡acZ

Clontech

E. coli DH5a K-12A~acZYA-argF)~j6g supE44 thi-1 recAí Dr. R. López
endAl hsdRl 7 gyrA re/A 1($SOIacZzI Ml .5)

BL2I(DE3) Reo/tBKdom ompThsdS(rB-mB-)ga/2(’DE3,) Dr. R. López

BL2I(DE3)plysS E.co/i B E dcrn ompT hsds(rg- m2-)
gal4DE3)[pLysSc~¿]

Dr. R. López

K514 E recA
1K12 m+K12 R

4f Dr. R. López
HB1O1 supE44aral4 galK2 /acYIzt<’gpt-proA)62rpsL2O

(Strr) xyl-5mtl-1 recA13 A(’mcrc-mrr) HsdSyFnf)

Dr. R. López

C. albicans 1001 silvestre,aisladoclinico ATCC 64385

A. fuinigatus silvestre,aisladoclínico ATCC 13073

2. GENOTECAS,PLÁSMIDOS Y OLIGONUCLEÓTIDOS UTILIZADOS

Las característicasde las genotecas,así como las de los plásmidosoriginalesy los
aisladosy generadosduranteestetrabajosemuestranen las tablas4, 5 y 6 respectivamente.

En la tabla 7 se muestranlas secuenciasde los oligonucleótidosutilizadosen las
reaccionesde secuenciacióny enamplificacionesporPCR(Poly¡neraseChainReaction).
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Materialesy Métodos

3. MEDIOS DE CULTIVO Y OTRAS DISOLUCIONES UTILIZADAS

Los principales medios que han sido empleados para el cultivo de los
microorganismosseindicana continuación.

3.1. Mediosdecultivo paraE.coli

- Medio LB, utilizado como medio rico para el crecimiento bacteriano(bacto
triptona 10 gí, extractode levaduraSgil y cloruro sódico5 gIl).

- Medio mínimo M9, utilizado en algunosexperimentosde expresiónde genes
heterólogos(fosfato disódico 6 gIl, monofostatopotásico 3 gIl, cloruro sódico 0,5 gIl,
cloruro amónico 1 gIl, sulfato magnésicoheptahidratado0,24 gIl, cloruro cálcico0,01 gIl,
glucosa4 gIl)

- Medio SOC, empleadoparala expresiónde la resistenciaal antibiótico en cepas
transformadasporelectroporación(bacto-triptona20 gIl, extractode levadura5 g/l, glucosa
3,5 gIl, cloruro sódico0,6 gIl, cloruro potásico0,03 gIl, cloruro magnésico0,9 gIl, sulfato
magnésico1,2 gIl).

3.2. Medios decultivo paralevaduras

- Medio YED, medio rico utilizado de rutina para el crecimientode levaduras
(glucosa20 gIl y extractode levadura10 gIl).

- Medio YEPD, medio rico empleadode rutina en el cultivo de las estirpes
mutantes,(glucosa20 gIl, bacto-peptona10 gIl, extractode levadura10 gIl).

- Medio YEPD-SORBITOL0,9 M (YS), utilizado como medio rico estabilizado
osmóticamente(medioYEPD al que seañadeunaconcentraciónfinal de sorbitol 0,9 M).

- Medio MDL, medio sólido de selecciónde mutantescon requerimientoslipidicos
nutricionales (glucosa 20 gIl, base nitrogenadade levadura sin aminoácidos6,7 gIl,
histidina 10 mg/l, metionina20 mg/l, triptófano20 mg/l, glucosa20 gIl).

- Medio ML, medio sólido utilizado para el crecimiento de mutantes con
requerimientoslipídicos (medio de selecciónde mutantescon requerimientoslipidicos
nutricionalessuplementadocon 1,5 gIl de extracto lipidico, obtenido a partir de una
extraccióncon alcohol/cloroformode 8. cerevisiae.El contenidoen ergosteroldel extracto
lipídico eradel 2,7%segúncromatografialíquido-líquido).

- Medio MDA, utilizado en la seleccióny en el mantenimientode transformantesde
levadura, así como en la comprobaciónde las auxotrofiasde una determinadacepa
(glucosa20 gIl, basenitrogenadade levadurassin aminoácidosni sulfato amónico1,7 gIl,
sulfatoamónico5 gIl, uracilo 29 mg/l y adenina40 mgIl, suplementadocon la soluciónde
aminoácidosrequeridaen cadacaso).La concentraciónfinal de aminoácidosen el mediose
indicaacontinuación:
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sL-argiina(UCí) 20 mg/l

L-ácidoaspártico 100 mgIl

L-ácido glutámico(sal monosódica) 100 mg/l

L-histidina 20 mg/l

L-leucina 60 mgi’l

L-lisina (monoHCI) 30 mgIl

L- metionina 20 mgIl

L-fenilalanína 50 mgIl

L-serina 375 mg/l

L-treonina 200 mgIl

L-triptófano 40 mgIl

L-tirosina 30 mg/l

L-valina 150 mg/l

- Medio MPE, medio sólido rico utilizado para el crecimientode diploides como
paso previo a la inducción de su esporulación.Este medio estimulanotablementela
formaciónde ascas(extractode levadura10 gIl, extractode carne30 gIl, glucosa50 gIl).

- Medio ME, medio sólido inductorde la esporulaciónde cepasdiploides,pobreen
glucosay nitrógeno,que utiliza acetatocomo fuentede energía(acetatopotásico9,8 gIl,
extractode levadura2,5 gIl, glucosa1 gIl). Comomedio alternativode esporulaciónseha
utilizado un medio máspobreconsistituidoporacetatopotásicoal 1% suplementadocon
los aminoácidosrequeridosen cadacaso.

- Medios conotrasfuentesde carbono,utilizadosparala caracterizaciónfenotípica
de lascepasestudiadas.Sonmediossimilaresal YEPD en los quela glucosaestásustituida
porotrasfuentesde carbonofermentables(galactosaen YEPGy maltosaenYEPM, ambas
al 2% pív), y no fermentablespor8. cerevisiae(etanol2% (y/y) en YEPE, acetatopotásico
2% (pív) enYEPA y glicerol 2% (y/y) en YEPL).

- Medio YNB-N, medio deficiente en nitrógeno empleadoen la caracterización
fenotípica de las cepasestudiadas(glucosa20 gIl y base nitrogenadade levadurassin
aminoácidosy sin sulfatoamónicol,7gIl).

- Medio YNB-C, medio deficienteencarbonoempleadoen el análisisdel fenotipo
de las cepas(glucosa1 gIl y basenitrogenadade levadurassin aminoácidos6,7 gIl).

Todos los medios sólidos llevaban agar bacteriológicoamericanocomo agente
solidificanteaunaconcentraciónde 20 gIl.
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3.3. Otras disolucionesutilizadas

Las disolucionesde los antibióticosempleadosen diversosensayoscon E. coli, han
sidopreparadasy utilizadasde lamanerarecomendadaen Sambrooket al. (1989).

Las disolucionesde X-Gal e IPTG empleadasen el procesode selecciónde los
clonesde E. coli podadoresdel gen de la 3-galactosidasahan sido preparadasy utilizadas
como recomiendaSambrooketal. (1989).

4. MANIPULACIÓN DE MICROORGANISMOS

4.1. Condicionesde conservacióny de crecimiento de las cepas

41.1.Cepasde E. coiL

Las cepas de E coli utilizadas en estetrabajo se han conservadoa -800C en
criotuboscon glicerol al 20%.

Los cultivos en medio líquido sehanrealizadoa 370C con agitaciónvirogosaa 250
rpm, y los cultivos en medio sólido se han llevado a caboa la mismatemperaturasobre
placasde Petri.

4.1.2.Cepasde S. cerevisiae

Las cepasde 8. cerevisiaese hanconservadoa -800C en criotuboscon glicerol al
20% en YEPD. Las cepasde usofrecuentesemanteníana 40C en tubos con medio sólido

YEPD inclinado.

Los cultivosen medio liquido se han realizadoen matracesconagitaciónvigorosa,
y los cultivos en medio sólido sehanllevado acabosobreplacasde Petriy sobreláminas
de YEPD fabricadassobrecubreobjetosestérilesde 22 x 60 mm. Las célulasse incubaban
en las condicionesde oxigenacióny temperaturaadecuadasen cadacaso.

El crecimiento en fermentadoresMBR BIO REACTOR AG de 42 1 de volumen

total, seha realizadomediantela inoculación con un preinóculocrecidoen matraza 280C.

El medio de cultivo utilizado fue YEPD y las condicionesde aireacióny agitación se han
ajustadoencadaensayo.

4.2. Determinacióndel crecimientocelular

Sehanutilizado diferentestécnicasparadeterminarel crecimientocelularsegúnlos
requerimientosde cadaensayo.

4.21.Turbidimetria

En algunasocasionesel crecimientode los cultivos de E. coli y de 8. cerevisiaese
ha determinadomediante la evaluaciónde la turbidez de los mismos, realizándoseuna
lecturade sus absorbanciasa 600 nm (A600nm) en un espectrofotómetroUNICAM 8620

UV/VIS utilizando cubetasde 1 ml con un paso óptico de 1 cm.. Las muestrasse diluían
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convenientementehastaque su absorbanciase encontraraen un intervalo de 0,05-0,5,
valoresa los que existeuna linearidadentrela lecturade la absorbanciay el númerode
células.Todaslasmedidassehanrealizadoportriplicado.

42.2. Recuentode célulasen cámara de Neubaner

En otrasocasionesseharealizadola cuantificaciónde la concentracióncelularde £
cerevisiaemediantela observacióndirectaenun microscopiode contrastede fases(Nikon
Labophot)con una cámaracuentaglóbulosde Neubauer.Con objeto de que la muestra
fueraestadísticamentesignificativa, el númerode célulasporcuadradoerasuperiora30.

4.2.3.Observaciónmicroscópicadirecta de los cultivos en lámina

Los experimentosenlos queseha realizadoun seguimientodelcomportamientode
células vegetativaso esporasde 8. cerevisiae, han sido llevados a cabo mediante
visualización directa en un microscopio óptico (Nikon Labophot). Las células se
sembrabanpreviamentesobre cultivos en láminas y se incubabana la temperatura
adecuada,en el interior de placasde Petriestérilescon papelde filtro humedecidoconagua
estéril.

4.3. Determinación del número de viables

Parallevar a caboel recuentode células viablesde un cultivo de 8. cerevisiae,se

hanseguidolos métodosindicadosacontinuacion.

4.3.1.Recuentode colonias

Se sembrabanen placasde Petri de 50 a 100 unidadesformadorasde colonias(ufc)

del cultivo analizado, y se incubabana unatemperaturapermisivapara las células.La
comparaciónentreel númerode ufc sembradasy las coloniascrecidaspermitíacalcularla
mortalidaddelcultivo.

4.32.Observacióndirecta al microscopioóptico

Las célulasse teñíancon una solución de yoduro de propidio 0,1 mg/ml y se
visualizabanenunmicroscopiode fluorescencia(Leitz Laborlux 5), que poseíael bloque
de filtros paraexcitaciónazul.El yodurode propidio escapazde atravesarla paredde las
célulasmuertasy seune a los ácidosnucleicosde doblecadena,emitiendo fluorescencia
roja como consecuenciade la excitacióncon luz ultravioleta(de la Fuenteel al., 1992)

4.3.3.Citometria de flujo

Se realizabaunatinción selectivade las célulasestudiadascon yoduro de propidio,

segúnel método descrito por de la Fuente el al. (1992). Su seguimientose realizaba
utilizando un citómetro de flujo FACScan(Becton-Dickinson,Sunnyvalley,CA, modelo
FACScan)del Centrode Citometríade Flujo de la UCM. Parael análisisde los datos se
utilizabanlos programasCELLQUESTde Becton-Dickinson(SanJosé,CA). -
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4.4. Determinacióndel comportamientocelular

Para obtener información sobre las característicasfenotipicas de las cepas
estudiadas,se ha evaluadosu comportamientoa diferentestemperaturasy en diferentes
medios de cultivo sólidos y líquidos, a los que en ocasionesse les había adicionado
compuestosvariadoscuyoefectosobrelas cepassequeríaanalizar.

4.4.1.Comportamiento en medio sólido

El estudio del comportamientode las cepas en medio sólido y en diferentes
condicionesde cultivo, se realizabamediante la siembra en forma de botón de lx io3
células sobre medios de cultivo que poseían diferentes compuestosen distintas
concentraciones,que son indicadas detalladamenteen el apanado de Resultados
correspondienteacadaensayo.La incubaciónserealizabaa la temperaturay a laatmósfera
adecuadaparacadaexperimento,quetambiénse indicanen el apartadode Resultados.Las
condicionesde anaerobiosisse conseguíanen el interior de unajarra de anaerobiosiscon
un generadorde estaatmósfera(bioMerieux).

4.4.2.Comportamiento en medio líquido

4.4.2.1.Comportamiento de las cepasegúnsu concentracióncelular

Paraconocersi el fenotipo condicionalde los mutantesen medio liquido dependía
de su concentracióncelular, se han realizado estudios en paralelo de evaluacióndel
comportamientofenotípico en medio líquido de la misma cepa a dos concentraciones
celulares: 5x108 y 1x104 células/ml. Los matraces con medio YEPD y YEPD-S se
inoculabana estasconcentracionescon células procedentesde cultivos de 24 horas en
mediosólido YEPD-So YEPD respectivamente,y se incubabana 26 y a 370Cen agitación.
Periódicamentedurante el ensayo se evaluabael crecimiento y la viabilidad celular,
mediantealgunade las técnicaspreviamentedescritas.

4.4.2.2.Comportamientoendiversascondicionesdecultivo

Con el objetivo de conocer el comportamientode las cepas en presenciade
diferentescompuestos,se inoculabanmatracesa unaabsorbanciaa 600 nm de 0,1 con
célulasprocedentesde un cultivo faseexponencialen medio liquido YEPD a 260C. Los
mediosde cultivo eran diferentesdependiendode las característicasfenotipicasque se
deseabananalizar,de modo quese utilizaron medioscon diferentesfuentesde carbono,
medios modificados deficientes de algunos componentesy medios que habían sido
suplementadoscon compuestoscuyo efecto sobre la cepa quería ser evaluado. La
composiciónde los mediosde cultivo empleadosasí como las condicionesde incubación
se detallanen el apanadode Resultadoscorrespondientea cadaexperimento.Durante el
ensayosetomabandiversasalícuotasparaanalizarel crecimientoy laviabilidad celular.

4.4.1.3.Sensibilidadadiferentescompuestosenmediolíquido

El estudio de la sensibilidadde una cepa de £ cerevisiae a los antifungicos
anfotericinaB y miconazol,así como aetanolha sido realizadomedianteel métodode la
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microdilución en medio líquido YEPD. Para ello se han depositado lxi o~ células
procedentesde cultivos en fase exponencialen YEPD a 260C, en los pocillos de placas
mlcrotiterqueposeíandilucionesdecrecientesdel compuestoa ensayar,de modoque cada
pocillo conteníala mitad de la concentraciónqueel pocillo anterior.LaanfotericinaB fue
preparadaa concentración10 mg/ml en dimetilsulfóxido,y el miconazolse preparóa 10
mg/ml en metanol.Las concentracionesen los pocillos oscilarondesde0,002 a 5 ~tg/ml.
Paraevitarque el resultadoobtenidoestuvierainfluenciadopor los disolventesutilizados,
se analizaronde manerasimilar los efectosdel dimetilsulfóxido y del metanolsobreel
crecimientode las cepasestudiadas.Del mismomodosehacalculadola sensibilidadfrente
a concentracionesde etanoldel 0,01 a 16% (y/y). Las incubacionesserealizabana 26 y a
300C durante48 horas,evaluandoel crecimientocada24 horas.

4.5. Sincronizacióncelular

La sincronizaciónde las células de 8. cerevisiaeha sido realizadamediante la
adicióndel factora (7

1.±M.)a cultivos en faseexponencialen medio líquido YEPD a26
0C,

queposeíanunaabsorbanciaa 600 nm de 1. La eficienciade la paradadelciclo celularse
determinabamediantevisualizaciónmicroscópica,calculandoel númerode célulasen fase
GO/O1 enmuestrasde 200 células.Se considerabaque la poblacióncelularestabaparada
cuandoel 95% de las célulasdel cultivo carecíande yemao éstaera muy pequeña.A
continuaciónselavabanlas células con el medio de cultivo YEPD precalentadoa 3 70C
paraeliminar el factora, y se inoculabanmatracescon estemedio a una absorbanciade
0,1. Los matracesse incubabana 370C en agitación,realizándoseun seguimientode la
entradaen el ciclo celular y posterior detencióndel cultivo mediantela medida de su
absorbancia,el recuentode célulasen cámarade Neubauery el cálculo de las células en
fase00/01.

4.6. Estudio de la tasade reversión de la mutación
6 7 8 9

Esteestudiose ha realizadomediantela siembrade lxlO , 1x10 , lxlO , y 5x10
células,procedentesde cultivos en fase exponencialen YEPD a 260C de cadamutante,
sobreplacasde Petricon medio sólidoYEPD. La incubaciónserealizabaa la temperatura
restrictivade 370C,disponiendosiemprede un controlde crecimientoa260C paracadauna
de las cepasanalizadas.

4.7. Técnicasgenéticas

4.7.1.Mutagénesis

Para llevar a cabo el proceso de mutagénesisse han utilizado diversosagentes
mutagénicosfisicosy químicos.Los protocolosutilizadossedetallanacontinuación.

4.7.1.1.Mutacióncon luz ultravioleta

La mutacióncon luz ultravioleta(UV) serealizabasobrecélulasde 8. cerevisiae
S288Ccrecidasenmatracescon YEPD en agitacióna 260C hastauna absorbanciaa 600
mxi de 1, que tras ser lavadasdosveces con aguaestéril se resuspendíanen 20 ml de
sorbitol 0,9 M a una concentraciónde 1x104 células/ml.Estassuspensionescelularesse
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depositabanen placasde Petri,y eranirradiadascon una lámparade luz UV situadaa 24
cm de distancia,a 254 nm durantetiempos diferentesdependiendodel porcentajede
mortalidaddeseado,(80-100sparaun rango de mortalidadentre80-96%).Trasel proceso
de mutagénesissesembraban100 .tl y se incubabana 26 ó a 370C segúnlos mutantesque
se tratabande seleccionar.En todoslos experimentossesembrabaunaalícuotadel cultivo
queno habíasido sometidaal procesomutagénicoy que erautilizadacomo control de la
viabilidad inicial.

4.7.1.2.Mutación con etilmetanosulfonato

Esteagentemutagénicose utilizabaparamutar células de £cerevisiaeS288Cdel
modo indicadoacontinuación.Las célulasprocedentesde los cultivoscelularesincubados
en medio líquido YEPD con agitacióna2~60C hastaunaabsorbanciaa 600nm de 1, eran
lavadascon aguaestéril dos veces.2x10 células se resuspendíanen 1,5 ml de tampón
fosfato sódico0,1 M PH 7,0,y acontinuación700 ~tlde estasuspensiónerandiluidos con
1 ml de tampónen un tubo 13 x 100 mm, sobreel queseadicionabanetilmetanosulfonato
(EMS) al 17-20%.El EMS se manteníaen agitaciónen contactocon las célulasa 260C
durante tiempos diferentes según la mortalidad deseada(20-30 mm para obtener
porcentajesde mortalidadcomprendidosentre el 30 y el 98%). La inactivaciónde este
agenteserealizabamediantela resuspensiónde 0,2 ml de las célulastratadasen 8 ml de
tiosulfato sódico 5%. A continuaciónserealizabauna dilución 1/50 con sorbitol 0,9 M
estéril y se sembraban100 ~tlen numerosasplacasde Petri. En todos los experimentosse
utilizabacomo control de la viabilidad inicial unaalícuotadel cultivo queno habíasido
sometidaal procesomutagénico.

451.3.Mutación con ácido nitroso

Las células de 8.cerevisiaeS288Cmutagenizadascon este agente,procedíande
cultivos crecidosen agitacióna260C en medio YEPD hastaunaabsorbanciaa600 nm de
1, que trasser lavadascontampónacetatosi~dico 0,1 M pH 4,5, eranresuspendidasen el
mismotampón aunaconcentraciónde lxlO células/ml.A estasuspensiónse adicionaba
nitrito sódicohastaunaconcentraciónfinal de 0,06 M, y se manteníaen agitacióna 260C
durantetiemposvariablessegúnla mortalidadquese deseabaconseguir(10, 20 y 30 mm
generabanmortalidadesdel 82, 95 y 99% respectivamente).La reacción se parabacon
tampón fosfato potásico0,1 M pH 7,5. ~ conVnuaci~nse realizabauna dilución de la
suspensióncelular en sorbitol 0,9M 1/lo , 1/lo , 1/lo respectivamenteparalos tiempos
indicadosanteriormente,y se sembraban100 .±1ennumerosasplacasde Petri. El control de
viabilidad s~ obteníatras la siembrade una alícuotano sometidaal procesomutagénico,
diluida 1/10

4.7.1.4.Mutación con nitrosoguanidina

Parallevar acabola mutaciónconesteagente,se crecíaun cultivo de 8. cerevisíae
5288C duranteunanoche en medio líquido YEPD a 2~0C. Las células eranlavadasy
resuspendidasen aguaestérilaunaconcentraciónde lx 10 células/ml.La nitrosoguanidina
(NG) adicionadaaestasuspensióncelular,así como el tiempo de actuacióna 260C y con
agitación,variabandependiendode la mortalidadquese deseabaobteneren cadaensayo.
Así seempleó0,005mg/ml de NG durante90 mm paraconseguirunamortalidaddel 80%,
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y 0,015 mg/ml durante30, 60 y 90 mm para obtenermortalidadesde 30, 70 y 95%
respectivamente.La inactivaciónde la NG serealizabamediantela dilución con tiosulfato
sódico6%: 1/100para 0,005 mg/ml y 11500 para0,015 mg/ml de NG. A continuaciónse
sembraban100 pl de la suspensióncelularmutagenizadaendiversasplacas,asícomouna
alícuotade la suspensiónnomutagenizadadiluida 1/102.

4.7.1.5.Mutaciónporcongelacióna -200C y descongelación

Estetipo de mutaciónserealizabasobrecultivos de 8.cerevis¡ae5288Ccrecidosen
YEPD a260C hastaunaA 600 de 1, cuyascélulaserar~ lavadasdosvecesconaguaestérily
eran resuspendidasa una concentraciónde lxi O células/ml también en agua. Las
suspensionescelulares eran congeladas a -200C y posteriormentedescongeladasa
temperaturaambiente.Este procesose repetíasucesivamenteun mínimo de 6 veces.
Finalmente se sembrabanalícuotasdiluidas 1/20 sobre placasde Petri, así como una
alícuotade las células no mutagenizadasdiluida i/10~ que servíacomo control de la
viabilidad celular.La mortalidadde esteprocesoeradel 90-95%.

4.7.1L6.Mutacion por calentamiento

Pararealizaresteprocesomutagénicose crecía£cerevisiae5288C en YEPD a
260C hastauna absorbanciaa 600 nm de 1. Las lavabancon aguaestéril y se
resuspendíanen agua a una concentraciónde lxlO célulasíml. Posteriormentese
incubabana 480C durante60 minutos,y sesembrabanalícuotasde 100 pl en numerosas
placasde Petri. Asimismo se sembrabauna alícuota de las células no mutagenizadas,
diluida 1/1o3-, que constituíael control de la viabilidad del cultivo. La mortalidadobtenida
en esteprocesoerasuperioral 99%.

4.71.Obtencióndediploides:conjugación

Laobtenciónde cepasdiploidesa partir de cepashaploidesde tipo sexualopuesto,
seha realizadocomo seindica a continuación.En primer lugar se sembrabaun número
elevadode célulasde unade las cepashaploidesen formade botón sobreun medio sólido
YEPD. A continuaciónsedepositabasobreel mismo botónun númerosimilar de células
procedentesde la cepade tipo sexual opuesto, y se incubaban a 260C. Durante la
incubaciónseobservabala formaciónde los zigotosal microscopiode contrastede fases,y
posteriormente se realizaba su aislamiento en láminas de agar fabricadas sobre
cubreobjetos,con la ayudade un micromanipuladoracopladoa un microscopioNikon
Labophot. Estas láminas de agar eran depositadassobre placas con medio YEPD e
incubadasa260C.

4.7.3.Esporulacióny diseccióndeascas

La esporulaciónde los diploidesseha realizadomedianteel cultivo previo de las
cepasen el medio MPE durante24 horasa 260C, y un paseposterioral medio ME o al
mediode acetatopotásico1%, dependiendode la facilidadquetuvieranlos diploidespara
esporular. Asimismo también ha variado el tiempo y la temperaturade incubación,
oscilandoentre5-15 díasa20-260C.
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La existenciade ascasse poníade manifiestomedianteobservaciónmicroscópica.
Cuandoel porcentajede células esporuladasera aproximadamente80% se realizabala
separaciónde las esporasmediante la ayuda de un micromanipuladoracopladoa un
microscopioNikon Labophot.Paraello sedigeríala paredcon liticasaal 20% durante10
mm a370Cy posteriormentese depositabansobreláminasde agaren las que se realizabala
micromanípulación.Estas láminas eran depositadassobre placas con medio YEPD e
incubadasa260C durante72 horas.

4.8. Técnicasde citometría de flujo

Los estudiosde citometríade flujo hansido realizadosenel Serviciode citometría
de flujo de la UCM conel citómetrode flujo Becton-Dickinson,Sunnyvalley,CA, modelo
FACScan,y con el citómetro de flujo BRYTE-HS (Bio-Rad, Hempstead,UK). Para el
análisisde los datossehan empleadolos programasCELLQUESTde Becton-Dickinson
(SanJosé,CA).

La citometría de flujo ha sido utilizada en estetrabajo con cuatro finalidades
diferentes. En primer lugar se ha empleadopara conocer la viabilidad celular de 8.
cerevisíae,como ya se ha indicado anteriormenteen el apartadode determinacióndel
númerode viables.Las otrastresaplicacionesde estatécnicase comentanacontinuacion.

4.8.1.Determinacióndel contenido en DNA de un cultivo de & cerevisiae

El estudiodel contenidoen DNA de las célulasque constituyenun mismo cultivo
seha realizadomediantecitometríade flujo. Las célulasse crecíanen YEPD hastauna
absorbanciaa600 nm de 1-2 a 260C y se diluían a unaabsorbanciade 0,2 en el mismo
medio,manteniendosuincubación4-6 horasa 260C.Al cabode estetiemposetomabauna
alícuotade estecultivo y se inoculabandos matracesaunaabsorbanciade 0,1, queeran
posteriormenteincubadosa26 y a370C, durante24 horas.

A lo largo del ensayose recogíandiversasalícuotas de aproximadamente3x106
células,quetras ser lavadasdos vecescon tampón PBS (fosfato sódico 10 mM pH 7,4,
NaCí 140 mM) se fijaban durante 1 mm con etanol70%. A continuación,las células se
lavabancon tampónPBS dosvecesy se sometíanaun tratamientocon RiNasa(1 mg/mí)
durante30 mm a 370C. Finalmentese eliminabala enzimamedianteotros dos lavados,y
las célulasse incubabancon yoduro de propidio (0,05 mg/ml concentraciónfinal) durante
10 mm antesde seranalizadascon el citómetrode flujo Becton-Dickinson,Sunnyvalley,
CA, modeloFACScan.En cadamuestraseestudiabaní o4 células.

442. DeterminacióndealgunosparámetroscelularesdeS. cerevisiae

Para analizar algunos de los parámetroscelulares de 8. cerevlsiae mediante
cítometríade flujo, sehancultivadolascélulasdel mismomodoquesehacomentadoen el
apanadoanterior.Así el cultivo en fase exponencialera diluido en primer lugar a una
absorbanciaa 600nm de 0,2, y tras4-6 horasde incubaciónse diluía nuevamentea una
absorbanciade 0,1. Estosmatraceseranigualmenteincubadosa26 y a 370C durante24
horastomandodiversasalícuotasa lo largodel ensayo.Las alícuotasestabanconstituidas
por 3x106 célulasaproximadamente,que tras serlavadascontampónPBS eranincubadas
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durante30 mm en las mismascondicionesde cultivo con los fluorocromosadecuadosal
procesoquesequeríaevaluar,y queseindicanacontinuación:

- Cantidadde proteínas RojoNilo

- Cantidadde lípidos: Isotiocianatode fluoresceína(FITC)

- Actividad de la superóxidodismutasamitocondrial:Hidroetidio

- Actividad de laperoxidasacitoplasmática:Dihidroclorofluoresceína(DCFH)

- Potencialdemembranamitocondrial:Rodamina123

PosteriormentelascélulasselavabandosvecescontampónPBSy seanalizabanen
el citómetro de flujo Becton-Dickinson,Sunnyvalley, CA, modelo FACScan.En cada
muestraseestudiaban1x104 células.

4.t3. Estudiosemicuantitativodequitina

Paratratar de conocerlas posiblesdiferenciascuantitativasentre los niveles de
quitina de distintascepasde 8. cerevisiae,sehanrealizadomedidassemicuantitativaspor
citometríade flujo del polímerocapazde unirseal blancocalcofiñor.Las célulashan sido
procesadascomoen los apartadosanteriores,diluyendoel cultivo celularendos ocasiones
e incubándoloa26 y 370C durante24 horas.Las alícuotastomadasa lo largodel cultivo se
lavabancon el tampón PBS en dos ocasionesy se incubabanen presenciade blanco
calcoflúor 2 ig/ml durante15 mm en las mismascondicionesde cultivo. A continuación
erananalizadasenel citómetro de flujo BRYTE-HS(Bio-Rad,Hempstead,UK), equipado
con una lámparade xenon-mercuriopara excitar con luz DV el caicofiñor. La señal
fluorescenteprocedentede Sxlo3 célulasserecogíamedianteun filtro azul.

4.9. Técnicasde microscopia

A continuaciónse indican las diferentes técnicasmicroscópicasque han sido
empleadasenestetrabajo.

4.9.1.Microscopiaóptica

Las muestrasde levadurashan sido observadasen montajeshúmedos,en un
microscopioNikon Labophot-2,empleandoun objetivo de contrastede fases40X y un
ocular10X.

Para los ensayoscon fluorocromos (IP y calcoflúor) se han utilizado los
microscopiosde fluorescenciaLeitz (Nikon Labophot)y Olimpus IMT-2 equipadoscon
lámparade mercurioy filtros de excitaciónUY.

4.9.2.Microscopiaelectrónicadebarrido

Esta técnica ha sido empleada en una de sus modalidades, denominada
Crioscann¡ng,paraobtenerinformaciónsobrela morfologíaexternae internade algunas
cepasde 8. cerev¡siae.La preparacióny observaciónde las muestrasseha realizadoen el
Serviciode Microscopiadel Centrode CienciasMedioambientalesdel C.SIC. (Madrid),
siguiendoel protocoloindicadoa continuación.
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Las célulasseresuspendíanen un tampónPBScon 10%de glicerol y secongelaban
en nitrógeno liquido al vacío. Algunas de las muestrasse fracturabanpara observarla
morfología celular interna. A continuaciónel agua de congelaciónera sublimaday se
realizabaun tratamientocon oroparaincrementarlos contrastes.

4.9.3.Microscopiaelectrónicade transferencia

Estatécnicaha sido utilizadaparaobtenerinformaciónsobrela ultraestructurade
algunascepasde 8. cerevisiae.La preparacióny la observaciónde las muestrasse ha
realizadoen el Servicio de Microscopiadel Centro de Ciencias Medioambientalesdel
C.S.LC., Madrid, siguiendoel protocoloindicadoacontinuación.

Las célulaseraninicialmenteprefijadascon unasoluciónde paraformaldehído1%-
giutaraldehído1% durante2 horasa 40C. Pasadoestetiempo se lavabany se resuspendian
en agar,troceándoloseguidamente.La postfijaciónserealizabacon permanganatopotásico
durantedos horas a 240C, y a continuaciónse lavabanrepetidamenteen tampón PBS
durante3 horas.La deshidrataciónse realizabaen acetonade concentracióncreciente
(30%, 50%,70%, 90% y 100%)durante15 mm cadapaso,exceptola etapaen acetona
70% que durabatoda la noche. Posteriormenteeran incluidas en la resma Spurr de la
manerasiguiente:

resina/propileno1/3: 1 hora

resina/propileno2/2: 1 hora

resina/propileno3/1:12 horas

resina/propileno3/3: 72 horas

Finalmentelas muestrasse incluíanen resmaSpurrdurante24 horasa 700C.

El estudio de la ultraestructurade la membranaplasmáticatambién ha sido
realizadamediantemicroscopiade transmisión.Paraello las célulasestudiadashabíansido
sometidaspreviamenteaun procesode criofijación y criofracturaen el ServicioCientífico-
Técnicode la UniversidadAutónomade Barcelona,quepermiteobtenerréplicasde la cara
protoplásmicay exopiásmicade la membranaplasmáticade células fracturadas.Los
protocolosseguidosenlos procesosde criofracturay criofijación se indicanacontinuación.

Laslevaduraseranfijadasen presenciadeparaformaldehído5,7%durante1 horaen
agitación y en las mismascondicionesen que habíansido cultivadas,y posteriormente
durante72 horasa 40C. La criofijación se realizabamediantela inmersión del pellet en
propanolicuado en nitrógeno líquido a una temperaturade -1890C. A continuaciónse
llevabana cabo los procesosde criofracturay replicación,utilizando un equipo Balzers
Freeze-etchingsystemmodeloBAF 060 en las condicionessiguientes:

- vacio: 1x106mbar

- T~ de fractura: -l 100C

- tiempoy T~ de sublimadodelhielo despuésde la fractura:5 mm a-100’C

- sombreadoPt/C: espesorde 2 nm aun ángulode 450

- sombreadode C: espesorde 20 nm aun ángulode 900
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Posteriormentelas muestraserandigeridasen lejía duranteuna noche,y lavadas
con aguadestiladatresveces,con unperiodode duraciónde unahoraencadalavado.Las
réplicas serecogíanen rejillas de oro de 400 meshy erananalizadasen un microscopio
electrónicode transferencia.

4.9.4.Microscopiaconfocal

Estatécnicaque ha sidoempleadaen la inmunolocalizaciónde la proteínade fusión
CLYTA-YplOO7cp, se ha realizado en el Centro de Citometría de Flujo de la UCM,
utilizandounmicroscopioconfocalde barridoláserMRC-l000 (Bio-Rad,Hempstead,UK)
equipadocon láser de argon y 3 pmts. El análisis de las imágenesse realizó con el
programaCOMOS(Bio-Rad).

Las célulassecultivabandurante24-30horasa 260C enun medio MDA carentede
uracilo queasegurarala presenciade la fusión génica.Cuandola absorbanciaa 600 nm era
aproximadamentede 1, seinoculabanmatracesconmedio YEPD aunaabsorbanciade 0,1
y se incubabanduranteuna nochea 260C. Posteriormentese recogían2x108 células,se
comprobabamediantetinción con yoduro de propidio 0,1 mg/ml que su mortalidad era
pequeña,y sefijabanenpresenciade paraformaldehido5,7%durante1 horaen agitacióny
en las mismascondicionesen que habíansido cultivadas.A continuaciónlas célulaseran
lavadascon tampón PBS tres veces, resuspendidasen 10 ml del mismo tampón, y
mantenidasa40C durante18-48horas.Transcurridoestetiempo serecogían2x107 células
y se resuspendíanen 1 ml de tampónPBS-sorbitol 1 M. Estascélulaserantratadascon
zimoliasa (2 mg/mi) a 370C en agitación durante 3-6 mm dependiendode la cepa.
Seguidamentese lavabantres vecescon el tampónPBS-sorbitol 1 M y se incubabanen
primer lugarcon un anticuerpopoliclonal de conejoobtenidofrente al dominio CLYTA,
cedidopor el Dr. Sánchez-Puelles,y previamenteinmunoadsorbidoduranteuna nochea
370C frente a un cultivo usado de 8. cerev¡siae para evitar inmunofluorescencía
inespecífica.Tras la incubacióncon el anticuerpopolicional, y dos lavadossucesivoscon
tampónPBS, las célulasse incubaroncon un segundoanticuerpomonoclonalanti IgG de
conejo marcadocon el fluorocromo Cy3. La fluorescenciaemitida por el fluorocromo,
permitió la localizaciónde laproteínade fusión enel interiorcelular.

5. TECNICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR: MANIPULACIÓN DE ÁCIDOS
NUCLEICOS

Las técnicasbásicasde biologíamolecularsehan realizadosegúnlas indicaciones
clásicasde Sambrooketal. 1989.

51 Manipulación del DNA

511. Aislamiento del DNA plasmídico de E. col!

El aislamientodel DNA plasmídicode E. col! enminipreparacionesse ha realizado
siguiendouna modificación del método de lisis alcalina descrito por Sambrooka al.
(1989),en el quesehaneliminadolas fenolizaciones.
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En los casosen los que se necesitóun DNA plasmidicode mayorpurezaparaque
pudierasersecuenciado,sesiguierondosprotocolosdiferentesdependiendodel serviciode
secuenciaciónutilizado. Parala secuenciaciónen el Servicio de la Facultadde Farmaciade
la UniversidadComplutensede Madrid, se purificaba el DNA plasmídicoutilizando el
sistemacomercial de Qutagen de acuerdocon las instruccionesdel fabricante.Para la
secuencíaciónen los serviciosdel CentroNacionalde Biotecnologíay en el del Instituto de
InvestigacionesBiológicas, se extraíael DNA plasmídico medianteel método de lisis
alcalinay seprecipitabade la maneraindicadaen Sambrooket aL, (1989).A continuación
el DNA precipitadoseresuspendíaen 16,8 ~l de aguadestilada,3,2 ~ilde cloruro sódico 5
M y 20 jil de polietilenglicol de 6000u 8000 al 13 %, y se incubabaen hielo durante30
minutos. La recuperacióndel DNA plasmidico se realizaba mediantecentrifugación
durante10 min a 12000xg a 40C. Posteriormenteel sedimentoeralavadocon etanol70%,
secadoavacíoy resuspendidoen 100 ¡tI de aguadestilada.A continuaciónserealizabauna
extraccióncon fenol:cloroformo(1:1) y unaúltima precipitaciónconacetatoamónico4 M
y etanolabsoluto.

5.1.2.AislamientodelDNA plasmídicode&cerevisiae

La extracción del DNA plasmídico se ha realizado siguiendo dos métodos
diferentesduranteel desarrollode estetrabajo:

- Lisis de £ cerevisiaecon bolitas de vidrio (Hoffhían y Winston, 1987). Las
células secrecíanen el medio adecuadohastaunaabsorbanciaa 600 nmde 1-2 a 260C y
eranposteriormentelisadascon bolitas de vidrio de 0,425 mm de diámetro(SIGMA) en
presenciade unasoluciónde rupturaconstituidaporTritón X-100 2%, SDS 1%,NaCí 100
mM, Tris HCl 10 mM pH 8 y EDTA 1 mM. Unavezque el 90% de la poblacióncelular
habíasido lisada,serealizabauna extraccióndel DNA plasmídicocon fenol:cloroformo
(1:1). Posteriormenteel DNA extraído se precipitabacon acetato sódico 0,3 M y 2
volúmenesde etanolabsoluto.El DNA obtenidoeraseguidamenteamplificadoen E. col¿
paralo que serealizabaunatransformaciónde estemicroorganismoporelectroporacióny
unaextraccióndelDNA plasmidicomediantela realizaciónde miipreparaciones.

La cantidad de DNA plasmídico extraído por este método era pequeña,
especialmenteen los vectorescentroméricos,por lo que seadoptóel protocolo alternativo
queseindicaacontinuación.

- Electroporaciónde £ cerevisiae.Se resuspendíanen 100 ¡U de aguaestéril las
célulasprocedentesde 1 cm2de unaplacade Petri quehabíansido incubadasduranteuna
noche.A continuaciónlas célulasse lavabantres vecescon aguaestéril y seresuspendían
en 100 pi de agua.La electroporaciónse realizabaen cubetasde 0,2 cm (Bio-Rad) en un
electroporadorGenePulser(Bio-Rad),encondicionesde 2500voltios, 200 ohmiosy 25 ¡.tF
de capacitancia.Trasla adiciónde 10 jil de SDS 10%, serealizabaunaprimeraextracción
con fenol y una segundacon cloroformo. El sobrenadantese precipitabacon etanol
absoluto en presenciade acetatosódico 0,3 M y se lavaba con etanol 70%. El DNA
precipitadose secabay se resuspendíaen 10 pi de agua.La amplificaciónde esteDNA se
realizabamediante la transformaciónde células eleetrocompetentesde E. col! en las
mismascondiciones,y una posterior extraccióndel DNA plasmidicomediantela lisis
alcalinade minipreparaciones.
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5.1.3.Aislamiento del DNA total de &cerevisiaey de C. albicans

Parala obtenciónde DNA total de £cerev!siae,seha seguidobásicamenteuno de
los métodosrecomendadosporJohnston(1988)paraobtenerun DNA de elevadapureza.
En primerlugarseobteníanprotoplastosmediantela incubaciónconzimoliasa(2 mg/mí)y
posteriormenteselisabanpararecuperarel DNA. Serealizabansucesivasextraccionescon
fenol:cloroformo(1:1) y finalmenteelDNA seprecipitabacon etanolabsoluto.

51.4.Aislamientodel DNA totaldeA.fumigatus

La extraccióndel DNA total de A. fumigatusse ha realizadosiguiendoun método
basadoenel protocolorecomendadoporLeey Taylor (1990). En estemétodo serealizaba
la lisis de uncultivo muyesporuladodeA. furnigatus,crecidoenYEPD a260C duranteuna
semana.Las esporasse recuperabanpor centrifugación, se liofilizaban a vacío y se
congelabana -800C. La lisis de las esporasserealizabamediantetrituraciónennitrógeno
líquido. El homogeneizadosealicuotabay semezclababien con 500 ¡tI de tampónde lisis
(Tris HCl 50 mM pH 7,2, EDTA 50 mM y SDS 3%). Se calentabaa 650C durante1 hora
en un bailo de agua y a continuación se realizaba una primera extracción con
fenol:cloroformo(1:1). El sobrenadanteeratratadoconRNAsa(50 ¡.tg/ml) durante30 mm
a 370C,y a continuaciónserealizabandosnuevasextraccionescon fenol:cloroformo(1:1)
pH 7,8. El DNA seprecipitabacon 0,6 volúmenesde isopropanolenpresenciade acetato
sódico0,3 M. El precipitadoselavabadosvecescon etanol70%y seresuspendíaenTE.

51.5.AislamientodelDNA total de linfocitos humanos

Este procesose ha llevado a cabo a partir de células de linfocitos humanos
(linfocitos T) que procedíande la líneaJurkat (ATCC CRL 8163).Las células se crecían
durante12 horasenel medio RPMI 1640(PAA Lab. Inc.) suplementadoconsuerofetal de
ternera(10% y/y, PAA Lab. Inc.), con 100 U/ml de penicilina-estreptomicinay con
glutamina4 mM, en una atmósferade 5% de CO

2 y 37
0C. El suerofetal se inactivaba

previamentea 560C durante media hora. Las células se lavaban con tampón PBS,
recogiendolas célulascon centrifugacionessuaves.A continuaciónseresuspendíanen 4
ml de la soluciónde lisis (Tris HCl 10 mM pH 7,5, cloruro sódico 400 mM y EDTA 2
mM) y setratabancon 0,1 mg/ml de ProteinasaK y 110 ¡.tl de SDS 10%. La mezclase
manteníaa 600Cduranteunahora. A continuaciónseadicionaban350 pi de cloruro sódico
6 M y tras agitar fuertementedurante15 s se centrifugabaa 1500 xg durante15 mm a
200C.El DNA disueltoen el sobrenadanteserecuperabamedianteprecipitacióncon etanol
absoluto.A continuaciónselavabados vecescon etanol 70%y seresuspendíaen tampón
TE.

516. Amplificación degenotecasenE col!

En estetrabajo se han amplificado las genotecasde £ cerevisiaeCEN BANK,
pURSCí,MATCHMAKER y la 37323 de la ATCC (tabla4), siguiendolas indicaciones
de Sambrooket al. (1989) parala obtenciónde grandescantidadesde DNA plasmídico.
Paraello las célulasde E. col!, queteníandonadalas genotecas,secrecíanenel medioLB
liquido suplementadocon ampicilina,del modo recomendado.A continuaciónlas células
eran sembradasen numerosasplacasdel mismo medio, de maneraque fuera posible
obtener tres coloniaspara cadauno de los clones de la genoteca.A continuaciónse
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recogíanlas células crecidasen las placas,se lisabancon lisozima y se continuabael
procesamientodel DNA plasmídicosiguiendolasindicacionesde Sambrooketal. (1989).

5.1.7.ElectroforesisdeDNA engelesde agarosa

Los gelesde agarosautilizadoshansido preparados,siguiendolas instruccionesde
Sambrooka al. (1989),adiferentesconcentraciones(0,7-1,2%)segúnel tamañodel DNA
que sequeríaanalizar.Asimismolapreparaciónde las muestrasde DNA y la electroforesis
tambiénseha realizadocomoindica la mismareferencia.La tinción conbromurode etidio
5¡tg/ml pemitia visualizar los fragmentosde DNA al ser iluminados con radiación
ultravioleta.

5.1.8.Extraccióndel DNA a partir de gelesdeagarosa

El aislamiento del DNA de los geles de agarosase ha realizado mediate la
utilización del lcd comercial Geneclean(BIO 101, La Jolla, California), siguiendo las
recomendacionesdel fabricante.

5.1.9.Determinacióndel tamaño,purezay concentracióndel DNA

Para conocerel tamaño de los fragmentos lineales de DNA se han utilizado
diferentespatronesde pesomolecularsuministradosporcasascomercialeso construidosa
partir de la digestiónde plásmidosconocidos.

La purezadel DNA ha sido determinadamedianteel cálculo del cocientede las
absorbanciasa260y 280nm enun espectrofotómetroIJNICAM 8620 UY/VIS.

La concentracióndel DNA ha sido determinadamediante la lectura de la
absorbanciaa260 nm, considerandoqueunvalor de 1 equivaleaunaconcentraciónde 50
¡tg/ml paraDNA de doblecadena,de 40 ¡.tg/ml paraDNA de cadenasencillay de 20 ¡tg/ml
paraoligonucícótidos.

5.1.10.Digestión del DNA

La digestióndel DNA con enzimasde actividadendonucleásicay exonucleásicase
harealizadosegúnespecificaSambrooketal. (1989).

5.1.11.Desfosforilación del extremo5’ del DNA

Paraevitar la recircularizacióndel vectorcuandoéstehabíasido digeridocon una
únicaenzimade restricción,se handesfosforiladolos extremos5’ del DNA medianteel
tratamiento con fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIAP), siguiendo el
procedimiento descrito por Sambrook et al. (1989). La fosfatasa alcalina era
posteriormente eliminada mediante extracción con fenol:cloroformo, o mediante
inactivacióndurante20 mm a700C.
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5.1.12.Ligación del DNA

Esteprocesoseha realizadosiguiendolas indicacionesgeneralesde Sambrooka
al. (1989);utilizandola DNA ligasadelfago T4.

5.1.13.Transferenciadel materialgenético

5.1.13.1.TransformacióndeE. coil

La transferenciadel material genéticoa E. col! se ha realizado siguiendo dos
métodosdiferentessegúnlaeficienciade transformaciónquesedeseabaconseguir.

- Transformaciónquímica. Se ha seguidoel método de Chung et al. (1989), que
consisteen una transformaciónen frío de célulascompetentespreparadasmedianteun
tratamientoconpolietilenglicol (PEO),dimetil sulfóxido (DMSO)y salesde magnesio.

- Electroporación.Se ha utilizado en los casosen los que serequeríauna mayor
eficienciade transformación.Las preparaciónde las célulasde E. col! electrocompetentes
en las que seintroducíael DNA plasmídico,serealizabamediantelavadossucesivoscon
aguay glicerol 10% enfriadosen hielo, de un cultivo con absorbanciaa 600 nm de 0,5 a
0,8. Las células eran dispensadasen alícuotasde 40 pi y se almacenabana -800C. La
electroporaciónserealizabacon un electroporadorGene Pulser(Bio-Rad), en cubetasde
0,2 cm (Bio-Rad) y en las condiciones de 2500 voltios, 200 ohmios y 25 ¡tF de
capacitancia,utilizandounvolumenmáximode 5 ¡.ii de DNA plasmídicoresuspendidoen
agua.Las célulastransformadasseincubabanen medio SOC duranteunahora a 370C y
posteriormenteeransembradasenel medioadecuado.

5.1.13.2.Transformaciónde levaduras

La transformaciónde 8. cerev!s!aeseha realizadomedianteel tratamientode las
células conacetatode litio siguiendobásicamentelasdirectricesindicadasenAusubela
al. (1985-1997),modificandolas condicionesde incubaciónde las células durante la
transformación.Así las célulasse incubabanen agitaciónfuertedurante15 mm a 450C en
presenciadel DNA, PEO, espermade salmóny acetatode litio, y posteriormente,se
sembrabane incubabanen las condicionesadecuadas.En todos los ensayosseutilizaba
como control negativodel procesouna alícuotatratadade manerasimilar pero sin DNA
plasmídico, que permitía detectar contaminanteso células revertientes. Además se
realizabauna transformacióncon un plásmido control para conocer la eficiencia del
proceso.

5.1.14.Secuenciacióndel DNA

La secuenciaciónde la mayoría de los fragmentosde DNA estudiadosen este
trabajoha sido realizadaen el Centro de Secuencíaciónde la Facultadde Farmaciade la
UCM, en el Centrode Secuencíacióndel CentroNacionalde Biotecnologíay enel Centro
de Secuenciacióndel Centrode InvestigacionesBiológicas, los dosúltimos pertenecientes
al C.S.I.C.

Las reaccionesde secuencíaciónrealizadasen nuestrolaboratoriosehan llevado a
cabo con el k!t Themosequenase(Amersham)y (a-35S)ATP como nucleótidomarcado
radiactivamente,siguiendolas instruccionesrecomendadasporel fabricante.
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La preparaciónde los DNA moldesseha descritopreviamenteen el apanadode
aislamiento del DNA plasmídico de E. col! y los oligonucleótidos utilizados en la
secuenciaciónse indicanen la tabla6.

5.1.15.Hibridación DNA-DNA, Southernblot

Estatécnicaha sido realizadasiguiendolas indicacionesbásicasde Sainbrooket al.
(1989).

En primer lugarsemarcabaradiactivamenteel fragmentode DNA utilizado como
sondacon (ct-32P) dCTP (3000 CiIn—unol, Amersham)medianteel Alt Multiprime DNA
labell!ng sytemn (Amersham),que permite sintetizar pequeñascadenasde nucícótidos
marcadas.

Los procesosde desnaturalización,neutralizacióny transferenciacapilar del DNA
de los gelesde agarosaamembranasde nitrocelulosa(Arnersham),fuerón realizadasde
acuerdoaSambrooketal. (1989),adaptadasalas indicacionesespecíficasde lamembrana.

La prehibridación e hibridación de sondasradiactivas con DNA fijado a las
membranasserealizabaconla soluciónRapidHybridBuifer (Amersham)en un horno de
hibridación (Hybaid). La temperaturade hibridaciónoscilabaentre 45 y 650C segúnel
ensayo,y el tiempo de hibridación erade dos horas.Las membranasse lavabancon SSC
3X SDS0,1%dosvecesdurante10 mm a lamismatemperaturade hibridación,y conSSC
0,SX SDS 0,1% en idénticas condiciones. El revelado se realizaba mediante
autorradiografíautilizando películasHyperfih,nTM-Mp(Amersham).

5.1.16.Amplificación de DNA mediantePCR

La ampificaciónde DNA mediantela reacciónen cadenade la polimerasa(PCR),

se ha realizado en un aparato Perkin-Elmer Cetus, DNA Themal Cycler. Los
oligonucícótidosse utilizaban en concentraciónfinal de 0,9 pM, los desoxinucleótidos
(Boehringer-Mannheim)a 0,25 mM y el DNA molde a 1 ng/pi. La polimerasautilizada
variabasegúnla fidelidadde la amplificaciónque sequeríaobtener,de maneraque sehan
empleadoTaq polimerasa(Promega),Pfu polimerasa(Stratagene)o unamezcla de Taq
DNA y PwoDNA polimerasas(Boehringer).

En general,las condicionesde desnaturalizacióndel DNA erande 940C durante1
mm. La hibridación se llevabaacabo durante2 mm auna temperaturavariable segúnel
caso, y la extensiónse mantenía2 mm a 720C. El númerode ciclos era de 30 cuandoel
DNA molde era DNA plasmídico, y ascendía a 40 cuando se trataba de DNA
cromosómico.Paraterminar el procesose realizabaunaextensiónfinal durante10 mm a
720C.

Las variacionesde estascondicionesgeneralesson comentadasen el apanadode
Resultadoscorrespondiente.

Los oligonucleótidosutilizadosen estetrabajose indicanen la tabla6.

5.1.17. Determinación dc los sitios de iniciación de la transcripción mediante el
empleode la técnicade extensióncon un iniciador (primer extension)
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Paralocalizar el sitio de iniciación de la transcripcióndel gen YPLOO7C, se ha
seguidoun protocolo basadoen el métodode Chandryet al. (1994), que se describea
continuación.En primer lugar, se realizabauna desnaturalizacióna 900C de 1,5 j.±gde
mRNA quehabíasido extraídode célulasen faseexponencialen medio líquido YEPD a
260C, y 0,3 ¡tg de oligonucícótidoPEXlO3. A continuacióntenía lugarsu anillamiento a
450Cdurante5 mm. La síntesisde cDNA serealizabaenun volumende reacciónde 10 ¡±1
quecontenía30 U de la transeriptasainversa(M-MuLV, Promega),15 ¡tCi (a-32P)dCTP,
dATP 100 gM, dGTP 100 ¡.tM, dCTP 10 ¡tM, dflP 100 ¡tM, Tris-HCl 50 mM pH 8,5,
cloruro potásico 50 mM, cloruro magnésisco20 mM y DTT 10 mM. La reacciónse
incubabaa 450C durante60 mm y se deteníacon hidróxido sódico aunaconcentración
final de 0,4 M, manteniéndose12 horasa temperaturaambientepara desnaturalizarlos
ácidosnucléicos.Posterionnentese neutralizabala mezclacon ácidoacético 0,4 M y se
precipitabacondosvolúmenesde etanolabsoluto,disolviéndoseenunasolución 1:1 (y/y)

de aguay soluciónde colorante(azul de bromofenol 0,3%, xilencianol 0,3%, EDTA 10
mM pH 7,5 y formamidadesionizada97,5%).Paraanalizarla longitudde los productosde
la extensión,y por tanto, el punto de iniciación de la transcripción, se realizó una
electroforesiscargandolas muestrasen un gel de poliacrilamidaal 6% con urea9 M, y
detectándoseel resultadoporautorradiografia.La secuenciacióndel plásmido pUC18 con
el oligonucleótidouniversalseutilizó comoreferenciaparalocalizarel punto de iniciación
de la transcripciónenel genoma.

5.2.Estudiodel RNA

5.2.1.ExtraccióndeRNA total y purificación del mRNA

La extraccióndel RNA total se ha realizadoapartir de muestrasde 0,2-0,3 g de
células de 8. cerevis!ae,mediantelisis mecánicacon bolitas de vidrio 0,425 mm en
presenciade los inhibidores de RNAsastiocianatode guanidinay 13-mercaptoetanol.El
RNA se purificabacon fenol:cloroformo:alcoholisoamílico (25/24/1) a pH ácido y se
precipitabacon isopropanol.Los reactivos utilizados procedíandel ¡<it RNAgents, Total
RNAIsolation System(Promega).

El aislamientodel mRNA apartir del RNA total seharealizadoconel Alt comercial
PolyA Tract, mANAIsolationSysteniIII (Promega)quepermitela hibridacióndel mRNA
con el oligo(dT)-biotina y una posteriorcapturadel híbrido con estreptavidinaunida a
partículasmagnéticas.

5.2.2.Determinacióndel tamaflo,purezay concentracióndel RNA

Paraconocerel tamañodel mRNA se ha utilizado un patróncomercial de peso
molecular.

La purezadel RNA ha sido determinadomedianteel cálculo del cocientede las
absorbanciasa 260 y 280 nmenun espectrofotómetroUNICAM 8620UY/VIS.

La concentracióndel RNA ha sido determinadamediante la lectura de la
absorbanciaa 260 nm, considerandoque unaunidadequivalea una concentraciónde 40
gg/ml.
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5.2.3. HibridaciónRNA-DNA, Northern blot

Estatécnicaha sido realizadasiguiendolas indicacionesbásicasde Sambrooket al.
(1989).

La sondade DNA empleadaen estatécnicaha sido marcadaradiactivamentecon
32(cx- P) dCTP (3000 Ci/mmol, Amersham)medianteel ¡<it comercial Mult!prftne DNA

labelling sytem(Amersham),al igual queen los ensayosde hibridaciónDNA-DNA.

La transferenciadel RNA a membranasde nylon (HybondTMN, Amersham)se
realizabamediante capilaridad,siguiendo las indicacionesde Sambrook et al. (1989),
aplicandolas modificacionesindicadaspor el fabricantede la membrana.Posteriormente
secomprobabael estadodel RNA mediantela tinción de lamembranaconunasolución de
azul de metileno0,04%enacetatosódico0,5 M pH 5,2durante5 a 10 mm.

La hibridaciónRNA-DNA serealizabaa 650C, en las mismascondicionesen quese
realizabala hibridación DNA-DNA comentadaanteriormente,aunquese modificabanlas
condicionesde lavado,de maneraqueserealizaban2 lavadosde 10 mm con SSC2X, SDS
0,1%atemperaturaambientey 2 lavadosde 15 mm con SSC0,lX, SDS0,1%a650C.

Las bandasde hibridaciónseanalizabanporautorradiografiautilizando películasde
altasensibilidad(B!omaxMS,Kodak)y pantallasintensificadoras.

6. MANIPULACIÓN DE PROTEÍNAS

6.1. Obtención de proteínas heterólogas

6.1.1.Expresión en E. coil

La expresión de genes heterólogosha sido realizada en la cepa de E. col!
BL2 1 (DE3)plysS.Paraello se preparabaun preinóculodurante18 horasa 370C en 2 ml de
medio LB suplementadocon ampicilina y cloranfenicol.Posteriormentese utilizabaeste
cultivo para inocular un matrazcon medio LB y otro con medio M9, de maneraque el
preinóculo quedaradiluido 100 veces.Los matracesinoculadosse incubabana 370C hasta
que la absorbanciaa 600 nm fuera de 0,3 a 0,5. A continuacióninducía la expresión
mediantela adición deIPTG aconcentraciónfinal de 1 mM, tomandoalícuotasdurantelas
5 horasposteriores.Lascélulasse centrifugabany seusabanmediantecongelacióna -200C
y descongelaciónrápida a 370C. El pLysS es un plásmidoque tiene donadoel gen de la
lisozimadel fagoT7 queinfectaE. col!, el cual, trasla congelacióny descongelaciónde las
células provoca la lisis de las mismas. A continuaciónse resuspendíanen 250 pi del
tampónde lisis (Tris HCl 62 mM pH 6,8, SDS 2%, j3-mercaptoetanol5%, glicerol 10% y
azul de bromofenol 0,005%), se sonicabandurante 15 s para romper el DNA y se
manteníana 1 000Cdurante5 mm. Finalmenteserealizabaunacentrifugacióna 12000xg
durante5 mm para eliminar las envueltascelularesy precipitar el DNA. Los extractos
celularesseanalizabanporSDS-PAGEy por Westernblot.

6.L2. Expresión en & cerevisiae

Parallevara cabola expresiónde las fusionesgénicasen 8. cerev!s!ae,se hapartido
de un cultivo a 280C en medio MDA, que carecíade los aminoácidosadecuadospara
asegurarel mantenimientodel plásmido en el que estabadonadala construccióna
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expresar.Estecultivo seincubabaduranteel tiempo necesariohastaquesu absorbanciaa
600 nm fuera de 1 y posteriormenteseutilizabaparainocularun matrazcon medio YEPD
aunaabsorbanciade 0,1. Estematrazseincubabaa280C duranteunanoche.Las célulasse
recogíanporcentrifugación10 mm a 1500 xg, seresuspendianenel tampónde lisis (Tris
HCI 50 mM pH 7,5, EDTA 2 mM pH 8, NaCí 100 mM) a unaabsorbanciaequivalentea
250 y se lisaban con bolitas de vidrio de 0,425 mm de diámetromediantesucesivas
agitacionesenvortexconpulsosde 20 s intercaladoscon enfriamientoenhielo. Finalmente
se separabanlos restoscelularesde la fase acuosamediantecentrifugacióna 12000 xg
durante 15 mm a 40C. Las proteínasse valorabancon el método de Bradford y se
analizaban10 ¡tg engelesde SDS-PAGEy por Western¿‘lot.

6.2. Cuantificacióndeproteínas

Se ha utilizado el método de Bradford (1976), mediantela extrapolaciónde los
valores obtenidos en una curva patrón realizada con concentracionesconocidasde
albúminaséricabovina(2,5-25¡tg/ml). El reactivode Bradford era suministradopor Bio-
Rad,y el espectrofotómetroutilizado eraunUnicam8620UN/VIS.

6.3. Electroforesisdeproteínasengelesdepoliacrilamida-SDS

La electroforesismonodimensionalde proteínasen condicionesdesnaturalizantes
(SDS-PAGE) se ha realizadoen gelesde poliacrilamidasegúnel método descritopor
Laemrnli (1970). Los gelesde poliacrilamidasepreparabana concentraciónvariabledel
10-15%el gel separador,segúnel tamañode la proteínaestudiada,y una partede gel
concentranteal 3 ó 5%. Las muestrassehervíandurante5 mm enpresenciadel tampónde
lisis (Tris-HCl 62,5 mM pH 6,8, SDS 2%, 3-mercaptoetanol5%, glicerol 10% y azul de
bromofenol0,005%).Laselectroforesisserealizabanen un equipoMiniproteande Hoeffer
atemperaturaambientey corrienteconstante(50mA, utilizandoun electrolitoquecontenía
Tris HCl 0,025M, glicina 0,192M y SDS 0,1%).

La detecciónde las proteínasen geles de poliacrilamida se ha llevado a cabo
mediantela tinción conAzul Brillante de CoomassieR-250y posteriordecoloraciónsegún
Sambrooket al. (1989).La determinacióndel tamañomolecularde las proteínasse ha
realizadomediantesucomparacióncon marcadoresde tamaño(Bio-Rad).

6.4. Inmunodetecciónde proteínas:Westernblot

Esta técnica se ha realizado medianteuna separaciónde las proteínas por
electroforesisen geles de poliacrilamida-SDSy una transferenciaa membranasde
nitrocelulosade 0,45 micron (Bio-Rad), en una cubetade transferencia(Hoeffer) a un
voltaje constantede 50 y durante150 mm, o biena 30 y durantetoda la nochea 40C. La
correctatransferenciade las proteínasse visualizabamediantetinción conunasoluciónde
rojo Ponceau0,5%y ácidotris-cloroacético1%.

La membranase saturabacon leche desnatadaal 5% &Iv), en tampón PBS
medianteincubacióna 370C duranteuna nocheen agitaciónsuave. A continuación,se
incubabaconun anticuerpopoliclonal anti-ClytA (cedidopor el Dr. Sánchez-Puelles),en
dilución 1:10000,en una solución compuestapor PBS y Tween 20 al 0,1% (y/y). La
incubaciónserealizabadurante2 horasa temperaturaambientecon agitaciónsuave. A

81



Materialesy Métodos

continuación,la membranaselavaba3 vecescon la soluciónanterior,realizandoun primer
lavado de 15 mm, y un segundoy tercero de 5 mm. Posteriormentela membranase
incubabacon un anticuerpode cabra anti-IgG de conejo, conjugadoscon peroxidasa,
diluidos 1:1000en la solucióndescritaduranteunahora. Finalmente,trasun lavadode 15
mm y 4 lavadosde 5 mm con la solución PBS y Tween al 0,1% (y/y), las bandasde
reacciónse visualizabanconlosreactivoscomercializadosporAmershamparala detección
de proteínasECL Westernblott!ng.

6.5. “Sistema dos hfbridos”

La búsquedade interaccionesproteína-proteínaseharealizadomedianteel “sistema
dos híbridos” siguiendo las recomendacionesdel fabricante(MATCHMAKER Two-
Hybrid System2, Cat # K1604-í, Clontech).

Los genesMPS] e YPLOO7Cse donaronen el vectorpAS2-1 (tabla5), obteniendo
las construccionespASMPS1 y pASYPL, respectivamente(tabla 6). En primer lugar, se
transformaronlas cepas Y190 y CG-1945 con dichas construcciones,siguiendo el
protocolode transformacióna pequeñaescalasugeridoporel fabricantey que estábasado
en el métododel acetatode litio (Ausubelet al., 1985-1997).Se analizóla capacidadde
activacióntranscripcionalinespecificade los genesen estudioensayandola actividad f3-
galactosidasade clonesobtenidosconambascepas.En segundolugar, tras seleccionarlos
clones pASYPL:Y190 y pASYPL:CG-1945, se transformaron con la genoteca
MATCHMAKER Genomyc Library (tabla 4), seleccionándoselos clones His~.
Posteriormentese ensayabasu actividad j3-galactosidasacon objeto de verificar la
existenciade interaccionesproteína-proteína.El ensayode 3-galactosidasaserealizó sobre
filtros Whatman#5 previamenteimpregnadoscon las coloniasaensayar,utilizando como
substratoX-gal (0,33mg/mí).

7. ANALISIS CROMATOGRÁFICOS

El estudiode laproduccióny consumode algunosmetabolitospor diferentescepas
de 8. cerevisiaedurantesu crecimientoen fermentadores,se ha llevado acabo mediante
cromatografialíquida de altapresión(HPLC) en un cromatógrafoBeckmanSystemGold.
Estosanálisissehanrealizadoencolaboraciónconel grupode Fermentacióndel Centrode
InvestigaciónBásicade SmithKline-Beecham.

Los caldos estudiadosprocedíande la centrifugaciónde las alícuotastomadasen
diferentes momentos del cultivo en fermentador de £ cerev!s!ae en condiciones
controladas.Paraanalizarlos azúcares,los alcoholesy losácidosorgánicosseutilizabauna
columnaAminex HPX-87H (300mnIX 7,8 mm) de Bio-Radsiguiendolas indicacionesdel
fabricante.Seutilizabaun detectorde índice de refracciónparaanalizarlos azúcaresy los
alcoholes,y un detectorde UY 220nmparalos ácidosorgánicos.

El análisisde los aminoácidosrequeríaun tratamientoprevio del caldoa analizar,
con el objetivo de derivatizar los aminoácidos.Paraello se utilizaba el k!t comercial
WatersAccQ-FluorReagentKit siguiendolas instruccionesdel fabricante.A continuación
la muestratratadaera inyectadaen unacolumnaAccQ-TagAminoacidAnalysis Column
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4g C18 (3,9 mmXlSO mm) Waters, utilizando un detector de luz UY y otro de
fluorescencia.

8. ANALISIS INFORMÁTICO DE LAS SECUENCIAS DE DNA Y DE
PROTEÍNAS

La comparaciónde las secuenciasnucleotídicasy aminoacídicascon las incluidas
en la basede datosGeneBank/EMBL seha realizadomediantela utilización del programa
BLAST del NationalCenterofB!otechnologyInforination (Altschul etal., 1990)

La búsquedademotivoso dominiosconservadosde las proteínasestudiadasse ha
realizadomediantela comparaciónconla basede datosPROSITE(Bairoch, 1991).

Para realizar las predicciones de la estructura secundariade las secuencias
peptídicas se han utilizado los programas PEPTIDESTRUCTUREy PEPPLOT del
WisconsinPack-agedel Genet!csCoinputerGroup Inc.
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IV. RESULTADOS

1. OBTENCIÓN DE UNA COLECCIÓN DE MUTANTES CONDICIONALES

El principal objetivo de este trabajo ha consistido en la búsquedade genes
esencialesdesconocidoso poco caracterizadosde S. cerev¡s¡aeque pudieranconstituir
nuevasdianasantiflingicas.Paraello seadoptóla estrategiade caracterizaciónde mutantes
condicionalese identificaciónde sus genesmutados,ya queestatécnicapermitíadirigir el
estudiohacia genesesencialesde S. cerev¡s¡ae (Hampsey,1997), y ademásofrecía la
posibilidadde identificar proteínascuyasecuenciafuera desconocidaen el momentode
iniciarseesteestudio.

El éxito del trabajo dependíadirectamentede la diversidady del númerode los
mutantescondicionalescaracterizados,por lo que la primera partedel presentetrabajo
estuvo dedicadaa la obtención de una colección de mutantescondicionales,que fue
caracterizadaconposterioridad.

1.1 Mutagénesis

Con la finalidad de obteneruna colecciónde mutantescondicionalesnumerosay
variada, se procedióa la mutagénesisde la cepade S. cerev¡siaeS288C con diversos
agentesmutagénicos.Esta cepa fue elegida como cepaparental porque carecía de
auxotrofias y alteracionesque pudieran enmascararo potenciar las modificaciones
originadascomoconsecuenciade la(s) mutación(es).

Paraintentar obtenermutantesalteradosen genesdiferentes,seutilizaron agentes
mutagénicosde distinta naturaleza. Los agentesfisicos utilizados fueron luz UV,
calentamientoa 480C y ciclos consecutivosde congelacióna -200C y descongelación.Los
agentesquímicosempleadosfueronetilmetanosulfonato(EMS), nitrosoguanidina(NG) y
ácidonitroso(AN). Todos estosagentessuelenprovocarmutacionespuntualesenel DNA
cromosómico,exceptoel calentamientoa 480C y la congelación,que puedenoriginar la
rupturadel material genético(Stanieret al., 1986; Nuneset al., 1993). En general, los
agentesmutagénicosfueron empleadosde maneraque seintentabamutarun sólo gen del
genomade cadacepa,paralo cual seestablecieronlas condicionesapropiadasparaque la
modalidaden la mayoría de los procesososcilara entre el 85-90% segúnel agente
mutagénicoempleado(ver materialesy métodos).

1.2. Aislamientode mutantescondicionales

Las célulasmutadassesembraronen diversosmediosde cultivo y se incubarona
distintas temperaturas,para tratar de recuperarmutantes con fenotipos distintos e
incrementarasí las posibilidadesde que sus genesalteradostambiénfrieran diferentes.Se
buscaron mutantes termosensiblesy termodependientes,que frecuentementeestén
alteradosen genesesencialespara la viabilidad celular (Hampsey, 1997). Tambiénse
intentaronrecuperarcepasmutadasen genesimplicadosen rutasmetabolicasconcretas,de
especialinteréscomodianasantifúngicas,porserrutasdiferentesa lasde mamíferos,como
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sonla síntesisde la paredcelulary la síntesisde ergosterol.Así las célulasmutadasfueron
sembradase incubadasen diferentescondicionespermisivas,y posteriormentereplicadase
incubadasen condicionesrestrictivas,segúnseindica en la figura 13.

Mutagénesis — Siembmen condkiones—*‘ Réplicaa condiciones—0’-Mutantesesperados
permisivas restrictivas

Is Sd SdTs Ts+Sd

~ol

~26OC

o

YEPD-S260C +

YEPD 260C +

YEPIJ-S370C -

YEPD 3 70C

Id SdTd Td+Sd

~53TC

o
o

~ol~

YEPD-S3TC + +

YEPD370C + +

YEPD-S260C +

YEPD260C

ML 260C

MDL 260C

Ld LdTs
+ +

+

MDL 3TC

Figura 13: Aislamientode los mutantescondicionales.
Cultivos de la cepa de Si cerev¡stae S288C freron mutagenizadoscon diferentesagentesy sembradosen
diversascondicionespermisivas.Las coloniascrecidasen estasplacasse replicarona mediosrestrictivosy
también al mismo medio permisivo en el que habíansido cultivadas,para tenerun control positivo de
crecimiento.YEPD-S: medio YEPD suplementadocon sorbitol 0,9 M; ML: medio suplementadocon un
extractolipidico; MDL: ML carentedel suplementolipídico.
A la derechade la figura se indica el fenotipo de los mutantescondicionalesesperados.Ts: mutantes
termosensibles;Sd: mutantesdependientesde sorbitol; SdTs: mutantescon dependenciatermosensiblede
sorbitol;Ts+Sd:mutantestermosensiblesy dependientesde sorbitol; Td: mutantestermodependientes;SdTd:
mutantescondependenciatermodependientedesorbitol; Td+Sd: mutantestermodependientesy dependientes
de sorbitol; Ld: mutantes dependientesde suplemento lipídico; LdTs: mutantes con dependencia
termosensiblede suplementolipídico.

+ + +

- -4-

+ +

+
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El análisis comparativodel crecimientode 168.541 colonias en las diferentes
condicionesen las que habíansido replicadas,y una posteriorverificación del fenotipo
observadoen medio sólido, permitió identificar 297 mutantesque mostraronausenciade
crecimientoenunao variasde las condicionesanalizadas.En algunasocasionesseobservó
unafalta de repetitividaddelcomportamientodel mutanteendeterminadascondicionesde
cultivo, comoenel medioYEPD-Stanto a26 comoa370C.

El comportamientofenotípico mostradopor los mutantesen medio sólido, fue
utilizado como un primer criterio de clasificaciónde los mutantes(tabla 8). Aquellos
mutantesque mostraron un comportamientovariable en determinadascondicionesno
pudieron ser incluidos en esta clasificación preliminar. Ninguno de los mutantes
condicionales identificados mostró un requerimiento del suplemento lipídico para
proliferara260C ni a 370C.

Tabla8: Clasificaciónde los mutantesaisladossegúnsufenotipoenmediosólido

Crecimientode los mutantesen las Fenotipo Grupo
condicionesindicadas

YEPD-S YEPD YEPD-S YEPD
260C 260C 370C 370C

Ts 01+ + - -

+ + + - SdTs 02
+ - - - Ts+Sd 03
+ - + - Sd 04
- + - + Ss 05
- - + + Td 06

La capacidadde crecimientode los mutantesen las diferentescondicionesanalizadasse indicacomo + en el
casode que el mutanteorigine coloniasvisiblesy - en el casode que no aparezcancolonias o éstassean
escasasy de tamañomuy pequeño.Los seis grupos identificadossegún las característicasde crecimiento
analizadasestabanintegradospor mutantestermosensibles(Ts), mutantescon dependenciatermosensiblede
sorbitol0,9 M (SdTs),mutantestermosensiblesy dependientesde sorbitol(Ts-4-Sd),mutantesdependientesde
sorbitol0,9 M (Sd),mutantessensiblesa sorbitol0,9M (Ss)y mutantestermodependientes(Ta).

Comoresultadofinal de los procesosmutagénicosutilizados,el 0,1%de las células
estudiadasse comportaron como mutantes condicionales,mostrandoincapacidad de
proliferaciónenunao variasde las condicionesestudiadas.Comoseindicaenla tabla9, la
luz UV resultó ser el agentemutagénicomás eficiente en las condicionesempleadas,
permitiendola obtencióndemásde la mitad de los mutantesde la colección.Tambiénse
aislaronmutantescondicionalesprocedentesde procesosmutagénicosconNG, EMS,AN y
congelacióny descongelación,quepermitieronobtenerun porcentajesimilar de mutantes.
Sin embargo,los procesosmutagénicosrealizadosmediantecalentamientoa 480C no
dieron lugar a ningún mutantecondicionalque mostraraausenciade crecimientoen las
condicionesensayadas.
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Tabla9: Distribuciónde los mutantescondicionalesobtenidos,segúnlos diferentesagentes
mutagénicosempleados:

Agentesmutagénicos N0 de colonias N0 de mutantes % Mutantes
estudiadas condicionales condicionales

EtilmetanoSulfonato 66.617 77 0,11
Luz IJV 40.970 158 0,38
Nitrosoguanidma 28.136 46 0,16
Acido nitroso 15.630 14 0,09
Calentamientoa480C 15.400 0 0
Congelación/descongelación 1.788 2 0,11

Los 297 mutantesaislados(figura 14-A y B) integraronla colecciónque sirvió de
base para el presente trabajo, y que aún poseeinteréspara el desarrollode estudios
posteriorespara la búsquedade nuevasdianasy la caracterizaciónfuncionalde genesde 8.
cerevisiae. La mayoría de los mutantes identificados procedieron de tratamientos
mutagénicosen los que la mortalidadcelular estuvocomprendidaentre el 85-90%,por lo
queexisteunagranprobabilidadde que lamayoríade estosmutantesposeanunamutación
única.

2. CARACTERIZACIÓN FENOTÍPICA DE LOS MUTANTES CONDICIONALES

Con objeto de confirmarel fenotipode los mutantespreviamenteclasificadossegún
su comportamientoen medio sólido, y de confirmar el fenotipode aquellosque habían
mostradoun comportamientovariable,sellevarona caboestudiosen medio líquido en las
mismascondicionesquehabíansido evaluadaspreviamenteen medio sólido.Los estudios
en medio líquido son más precisostanto por las condicionesexperimentalesde trabajo
como por los procesosde cuantificaciónquepermitenrealizar.

2.1. Estudio del crecimiento en medio líquido

Se seleccionaron118 mutantesde los 297 aislados(figura 14-C), elegidosal azar
entrelos diferentesfenotiposencontrados,paraser caracterizadosen medio líquido. En
estosensayosseevaluóel crecimientode los mutantesen cultivos inoculadoscon el mismo
númerode célulasen las diferentescondicionesanalizadas,con la finalidad de eliminar
posibles variaciones del comportamientocomo consecuenciade un efecto inóculo.
Además,en estosensayosse asegurabanlasmismascondicionesrestrictivasparatodaslas
célulasdel cultivo.

Total 168.541 297
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Como resultadode estosensayosfue posibleidentificar 7 fenotiposdiferentesentre
los 118 mutantes caracterizados(tabla 10), uno de los cuales,el 07, no había sido
identificadopreviamenteen los estudiosrealizadosen medio sólido. Estenuevofenotipo
identificado estuvo constituido por mutantes condicionalestermosensiblesa 370C y
sensiblesa sorbitol a 260C, que en medio sólido sehabíancomportadoúnicamentecomo
termosensíbles.La mayoría de los mutantes reprodujeron en medio liquido su
comportamientoen medio sólido, y aquellosque habíanmostradovariabilidad fenotípica
enlos estudiosprevios,fueronclasificadosdefinitivamenteen uno de estosgrupos.Así, la
casi totalidad de los mutantesque habíanmostradoun crecimiento poco repetitivo en
medios sólidos con sorbitol, fueron incapacesde crecer en medio líquido en estas
condiciones.

Al estudiarla distribuciónde los 118 mutantescondicionalesanalizadossegúnsu
fenotipoen medio líquido y el agentemutagénicoempleadoen su obtención,seobservó
que la mayoríade los mutantescaracterizadospertenecíanal grupo01 de los mutantes
termosensíbles,como se indica en la figura 15. Asimismo, estosmutanteshabíansido
obtenidoscon mayorfrecuenciapor todos los agentesmutagénicosutilizados. En número
muchomás escasoque los anteriores,seaislaronlos mutantesdel grupo03 que crecían
únicamentea 260C enpresenciade sorbitol y que habíansido obtenidoscon EMS, NG y
luz UV. Tambiénfueron recuperadosen un numero similar a los anteriores, los que
necesitaron sorbitol para crecer (04), los mutantes que mostraron dependencia
termosensíblede sorbitol (02) y los mutantestermosensiblesy sensiblesa sorbitol (07),
procedentesde mutagénesiscon luz UV y con EMS. Finalmente,los mutantesaisladosen
menor número fueron los mutantestermodependientes(06) y los mutantesincapacesde
crecerenpresenciade sorbitol (05),obtenidoscon luz Uy.

Por otra parte, el análisis fenotípico de los mutantesen medio líquido permitió
establecerdiferencias entre el comportamiento mostrado por los mutantes en las
condicionespermisivas.Así sedetectaronmutantescuyo comportamientoseasemejabaal
de la cepacontrol en las condicionespermisivas,mientrasque otros crecíanmásdespacio
yio presentabanuna modalidadsuperior. Estascaracterísticaspermitieronclasificara los
79 mutantestermosensiblescaracterizados(01)en 3 gruposdependiendodel crecimiento
(A600nm)mostradoporel cultivo en condicionespermisivasa las 48 horasde incubación.El
primer grupo incluyó a 15 mutantestermosensiblesquepresentaronun crecimientosimilar
al de la cepaparental.El segundogrupoestuvoconstituidopor 20 mutantesque tuvieron

unatasade crecimientomenorcon unosnivelesde absorbanciaa 600 nm comprendidos
entreel 70 y el 90%con respectoal grupoanterior,y el terceroincluyó a 31 mutantesque
mostraronun crecimiento inferior. Ademássedetectaron13 cepasque fueroncapacesde
iniciar un crecimiento lento a 370C despuésde ser incubadasdurante48 horasen estas
condiciones.Seconsideróqueposiblementeestascepashabíanrevertidola mutacióny por
tanto, fueron excluidasdel grupode mutantesseleccionadosparala realizaciónde estudios
posteriores.
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Tabla 10: Clasificación de los 118 mutantescondicionalesanalizadosen siete grupos,
segúnel fenotipomostradoenmedio líquido

Crecimientode los mutantes Fenotipo Grupo N0 mutantes
YEPD-S YEPD YEPD-S YEPD

260C 260C 370C 370C

+ + - -

+ + + -
+ - - -

+ - + -

- + - +
- - + +

- + - -

Ts
SdTs
Ts+Sd
Sd
Ss
Td
Ts+Ss

01
02
03
04
05
06
07

79
8

12
8

3
7

La capacidadde crecimientode losmutantesenlas diferentescondicionesanalizadasse indica como4 en el
casode que el mutanteorigine colonias visibles y - en el casode que no aparezcancolonias o éstassean
escasasy de tamaño muy pequeño.Los siete grupos identificados en función de las característicasde
crecimiento analizadasestabanintegradospor mutantestermosensibles(Is), mutantescon dependencia
termosensiblede sorbitol 0,9 M (SdTs), mutantestermosensiblesy dependientesde sorbitol (Ts+Sd),
mutantes dependientesde sorbitol 0,9 M (Sd), mutantes sensibles a sorbitol 0,9 M (Ss), mutantes
termodependientes(Td) y mutantestermosensiblesy sensiblesa sorbitol0,9M (15+55).
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Figura 15: Distribución de los mutantescondicionales
líquido y el agentemutagénicoempleadoen suobtención.

caracterizadossegúnsu fenotipo en medio
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2.2. Estudio de la viabilidad, la morfología, la reversióndel fenotipo y el efecto
inóculo

En paralelocon el estudiodel crecimientode los mutantesen medio líquido, se
analizósuviabilidad con la intenciónde diferenciarentrelas cepasqueteníanunatasade
muerte más elevadaen las condicionesrestrictivas, y las que no morían o lo hacían
lentamente,a pesarde que fueran incapacesde proliferar. Estos resultadospermitieron
estableceruna preferenciahacia el estudio de los mutantesque morían en condiciones
restrictivas.

Tambiénse analizóla morfologíade las células en las condicionespermisivasy
restrictivasensayadas,considerándoseestosdatos como una característicapropia de cada
mutante.

Así seseleccionaron74 de los 118 mutantesrepresentativosde todos los grupos
fenotípicos (figura 14-D), por ser los que morían más rápidamentey por tener una
morfología poco alterada.El estudiode la estabilidadde la mutacióncondicional fue
realizadaen estosmutantesmediantela determinaciónde la tasa de reversión de la
mutación(TR) desdevaloresde 1x106hasta5x109, considerandoque sólamenteaquellos
que mostraranvalores inferioresa 1x107 podíanser caracterizadosgenéticamente.Los
únicosmutantesquecumplieronestacaracterísticafueronalgunosmutantestermosensibles
del grupo01(47mutantes)y los mutantestermodependientesdel grupo06 (3 mutantes),
que fueron clasificadosen dos grupos segúnsu TR fuera inferior a 5x109 ó estuviera
comprendidaentre5x109 y lxlOt como se indica más adelanteen la tabla 11. Los 24
mutantesrestantespresentaronTR superioresa lx íO>’.

Tambiénseanalizólaposibleexistenciade variacionesfenotípicasrelacionadascon
un efecto inóculo, de maneraque aquellosmutantesen los que la letalidad condicional
dependiera del inóculo no debían ser caracterizadosgenéticamente.Para ello se
compararonlos fenotiposmostradosporcadamutanteutilizando dos inóculosdiferentes,y
en las mismascondicionesen que habíasido caracterizadospreviamenteen medio líquido
(ver materiales y métodos). En ningún caso se observarondiferencias fenotípicas
dependientesdel inóculo utilizado.

3. CARACTERIZACIÓN GENÉTICADE LOS MUTANTES

Con objeto de identificar el gen mutado en cada uno de los 50 mutantes
seleccionadospara ser caracterizadosa nivel genético (figura 14-E), que poseíanuna
mutaciónestabley su fenotipo era independientedel inóculo, se realizaronensayosde
complementaciónfenotípicay análisisposteriorde los transformantesobtenidos.

3.1. Estudiosdecomplementación

Para intentar complementar los fenotipos condicionales de los 50 mutantes
seleccionados,se utilizaron dos genotecasgenómicasde S. cerevisíae denominadas
pURSCl y CEN BANK (tabla4).
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Ningunode los mutantesensayadospudo sercomplementadofenotípicamentecon
la genotecapURSC1,posiblementeporel bajonúmerode vectorescon insertoqueposeía,
a diferencia de lo ocurrido con la genotecaCEN BANK con la que se consiguió
complementarfenotípicamentea 43 de los 50 mutantesensayados.Todos los mutantes
complementados fueron termosensibles, ya que ninguno de los 3 mutantes
termodependientespudosercomplementadofenotípicamente(tabla 11).

Tabla 11: Resultadosobtenidosen los ensayosde complementaciónfenotípicade los
mutantestermosensibles,agrupadossegúnel agentemutagénicoempleadoensuobtencion.

Agentesmutagénicos N0 de mutantes
complementados
con TR <5x1o-~

N0 de mutantes
complementadoscon
TR(1x107-5x109)

N0 de mutantesno
complementados
con TR<5x109

LuzUV
Etilmetanosulfonato
Nitrosoguanidina
Ácido nitroso
Congelación/Descongelación

13
6
2
3
1

12
3
3

2
2

TOTAL 25 18 7

La tasade reversión(TR) fue calculadadependiendodel númerodecoloniasque habíancrecidoa 370C en la
placa sembradacon 5x109 célulasdel cultivo de cadamutante,que no habíansido transformadascon la
genoteca.

El elevado número de mutantes complementadosfenotípicamenteobligó a
establecerun ordende prioridadesentreellosantesde llevara cabosuestudiogenético,ya
queresultabaimposiblerealizarel análisisde todosellos. Porestemotivo seseleccionaron
los 25 mutantestermosensibles(tabla11, figura 14-F) quehabíanmostradounaTR inferior
a 5x10t y que por habersido obtenidoscon agentesmutagénicosdiversosposiblemente
estabanalteradosen genesdiferentes.Además,seestablecióun ordende prioridad entre
ellos, de manera que aquellos mutantes que habían presentadoun comportamiento
fenotípico similar al de la cepa silvestre en condicionespermisivas y que morían
rápidamenteencondicionesrestrictivas,fueronlos primerosseleccionadospararealizarsu
estudiogenético.

El estudio de los plásmidos obtenidosde diferentestransformantesde los 25
mutantesseleccionadosmostró que sólamente 18 clones cumplían las características
adecuadas,ya que los plásmidosque complementabana 4 de los mutantesno teníanlos
patronesde restricciónadecuados,y en otros 3 casos,los plásmidosno eran capacesde
complementarnuevamentela mutación.

3.2. Clasificaciónde los mutantesen “gruposdecomplementación”

Paraconocersi algunode los 18 mutantesseleccionados(figura 14-0)poseíanuna
mutaciónenel mismogen,serealizaronestudiosde complementaciónde cadauno de ellos
con todos los plásmidospreviamenteaislados. Como resultadode estos ensayos,se
establecieron12 “gruposde complementación”diferentes.Uno de ellos estabaconstituido
por 7 mutantes,y el restode los gruposposeíanun únicorepresentante.Las 7 cepasdel
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mismo grupo habían presentado un comportamiento similar en los ensayos de
caracterizaciónfenotípica, con un crecimiento comprendidoentre el 70 y el 90% del
mostradopor la cepasilvestre en condicionespermisivas.Sin embargo,estas7 cepas
habíansido obtenidascon agentesmutagénicosdiferentes,ya que 3 de ellasprocedíande
tratamientoscon luz Uy y las 4 restantescon EMS, NG, AN y procesosrepetidosde
congelacióny descongelación.El origenvariadode los mutanteshacíapocoprobableque
todas las cepastuvieran la misma mutación, por lo que se sospechóla existenciade
mutacionesdiferentesque fueransuprimidasporel mismogen.

Con objeto de intentarconocersi los genesque complementabanfenotipicamentea
los 7 mutantesdel grupoeranel mismo,se analizaronlos patronesde restricciónde los 7
plásmidosdigeridoscon las enzimasClaI, HíndIII, SphI, EcoRI y SalI. Los resultados
obtenidosmostraronquelos mutantesMJ25,MJ3S, MJ226y MJ258 erancomplementados
por el mismo gen ya que teníanun patrónde restricciónmuy similar. Por otro lado, los
mutantesMJ45, MJ143y MJ241 mostraronun patrónde restriccióncon bandascomunes,
pero éstepatrónfue diferentedel obtenidoen los 4 mutantesanteriores,por lo que podía
tratarsebien de genesdistintoso de fragmentosdiferentesque incluyeranel mismo gen.
Porestemotivo seseleccionóun plásmidode cadatipo paraseranalizadoy secuenciado,
con objetode identificarel genresponsablede lacomplementaciónfenotípica.

Asimismo,se procedióal análisisde los plásmidosquecomplementabanlos otros6
gruposde complementación(figura 14-H), realizandodiferentesensayosque se describen
másadelanteenestetrabajo.

4. CLONACION DEL GENHSP3O

El único “grupo de complementación”obtenidoque estabaintegradopor más de
una cepa, lo constituíanlos mutantes MJ25, MJ35, MJ45, MJ143, MJ226, MJ241 y
MJ258. Estosmutantesprocedíandel tratamientode la cepasilvestreS288Ccon diversos
agentesmutagénicos.El análisis de sucomportamientoen mediosricos sólidosy líquidos,
en presenciay ausenciade sorbitol 0,9 M reveló que todos ellos mostrabanun
comportamientotermosensiblea 370Cy sucrecimientoposeíaunosvaloresde absorbancia
a 600 nm comprendidosentreel 70 y el 90%con respectoa la cepasilvestre,tras48 horas
de incubación.Laviabilidad a260C, evaluadacon yodurode propidio, fue similar a la de la
cepasilvestrepresentandoel 95-98% de células viables tras 24 horasde incubación.A
370C la viabilidad de la mayoríade los mutantesosciló entreel 20-35%a las 24 horasde
incubación,a excepciónde los mutantesMJ45 y MJ143 que mostraronel 65 y 90% de
célulasviablesrespectivamente.En estascondicionesla cepasilvestrepresentabaun 95%
de viabilidad. La morfología de los 7 mutantesfue similar en todos los casos,y no se
observaroncambiossignificativosconrespectoala de la cepasilvestre.

La transformaciónde estosmutantestermosensiblescon la genotecaCEN BANK
generó varios clones capacesde crecera 370C. La selecciónde uno de estos clones
procedentesde cadamutantese realizó segúnsus característicasgenotípicas,de modo que
su plásmidodebíaposeerel patrónde restricciónesperadoy ademásdebíasercapazde
complementar nuevamentea los mutantes. El estudio fenotípico de los clones
seleccionadosfue realizadoen medio líquido y en las mismascondicionesque habíansido
utilizadasparala caracterizaciónfenotípicade los mutantes(ver materialesy métodos).Su
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comportamientofue comparadoconel mostradopor las cepasmutantescorrespondientesy
la cepasilvestre S288Cen las mismascondiciones.Los resultadosobtenidosmostraron
una complementacióncasi total del fenotipotermosensibleen 4 de los mutantes(MJ25,
MJ3S, MJ45, MJ143), que presentaronunosniveles de crecimiento(A600nm) entreel 70-
90%con respectoa los del silvestre,y unacomplementaciónfenotípicatotal en 3 mutantes
(MJ226, MJ241y MJ258), cuyo crecimiento fue similar al de la cepa S288C a la
temperaturarestrictiva. Por otra parte, todos los clones analizadospresentaronun
crecimientoa 260C del 70-90%con respectoal silvestre,al igual que ocuníacon sus
correspondientesmutantes.Los transformantespresentaronunaviabilidad similara la de la
cepasilvestre,y mantuvierontambiénsusmismascaracterísticasmorfológicas(tabla12).

Como ya sehacomentadoanteriormente,estos7 mutantesfueron incluidos en el
mismo“grupo de complementación”,ya quesufenotipotermosensibleeracomplementado
por los mismos plásmidos. El análisis de restricción de éstos mostró dos patrones
diferentes,por lo que se seleccionóun plásmido de cadatipo para identificar el gen
responsablede la complementaciónfenotípica.Los plásmidosseleccionadosprocedíande
los clonesT143.1 y T226.3. El análisis del comportamientode estosclones en medio
líquido mostró una complementacióncasi total del fenotipo termosensibledel mutante
MJ143, y unacomplementacióntotal del fenotipo termosensibledel mutanteMJ226. Por
otra parte,el crecimiento(A

6oo,m,) del T143.l y del T226.l a 26
0C fue del 75 y 85%

respectivamenteconrespectoal control,y similar al de suscorrespondientesmutantes.

Tabla 12: Estudio comparativodel comportamientoen medio líquido de los mutantes
MJ143y MJ226, de sus transformantesT143.l y T226.3y de la cepaS288C.

CEPAS YEPD 260C YEPD 370C
Crecimiento Viabilidad

(%)
Morfología Crecimiento Viabilidad Moifologla

MJ143 ++ 95/90 5 - 90/50 5

T143.1 ++ 95/89 5 ++ 95/80 S

MJ226 ++ 99/90 S - 25/6 5

T226.3 +± 99/90 5 -HA- 96/88 5

S288C +++ 99/96 5 +++ 95/90 5

El crecimientoen el medio líquido YEPD fUe estudiadodurante48 horasmediantela determinaciónde la
absorbanciaa 600 ¡un mostradapor los cultivos. El +++++++ significa que los valoresobtenidosfUeron
similares a los de la cepasilvestre. El signo +-+ indica un crecimientocomprendidoentre el 70-90% del
silvestre.El signo - indicaausenciadecrecimiento.Los valoresde viabilidad indicanel porcentajede células
no teñidascon yoduro de propidio a las 24/48 horasde comenzarel ensayo.La morfología fue analizada
mediantemicroscopiaópticay se indicacomo 5 en el casode que no se apreciarandiferenciassignificativas
con respectoa la morfología de la cepasilvestre S288C.Los valoresde crecimientoa 26 y a 370C están
referidosa losvaloresde crecimientodela cepaS288Cen las mismascondiciones.

El análisisfuncional de los plásmidosserealizó delmodoindicadoen las figuras 16
y 17, y la secuenciaciónde un fragmentode éstospermitió identificar al gen HSP3Ocomo
el únicogenresponsablede la complementaciónde todoslos mutantes.
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Piásmido Complementación del

crecimiento de MJ143 a WC

p143.1

p143.lpA

+

.4.

p143.1 pa

p143.lpC

pl 43.1 pD

p143.lpE

p143.lpF

— lkb

Figura 16: Análisis fUncionaldel insertodonadoenp143.l e identificacióndel genHSP3O.
La capacidadqueposeenlos diferentesplásmidosde complementarel fenotipo termosensibledel mutante
MJ143, se indica con los signos + en casode complementación,y - en ausenciade ésta. Los plásmidos
p143.lplA, p143.IH y p143.lC, fUeron obtenidosa partir de la digestiónde pl43.l con Salí, ClaI y Sp/iI
respectivamente,y unaposteriorreligacióndel DNA plasmídicorestante.Losplásmidosp143.lpD,p143.lpE
y p143.lpF,seobtuvieronmediantela donaciónen el vectorYCp5O delas fraccionesdel insertode p143.l,
obtenidasmediantela digestióncon Sp/iI y BamHl, conSp/iI y Clai, y sólo con ChA, respectivamente.La
zonaen blanco del plásmidopl43.l correspondeal vectorYCpSO,y la zonaen negroal fragmentodonado.
La flecha gris muestrael fragmentosecuenciado,y la flecha rayadaindica la localizacióndel genHSP3Oen
el fragmentodonado.
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Plásmido Comolementación del

crecimiento de MJ226 a 370C

— lkb

Eco Rl
5am Hl

21,9 kbp226.3 +

p226.3pA +

p226.3pB —

p226.3pC 4.

p228.3p0 —

Figura 17: AnálisisfUncionaldel insertodonadoen p226.3e identificacióndel genHSP3O.
La capacidadque poseenlos diferentesplásmidosde complementarel fenotipo termosensibledel mutante
MJ226, se indicacon los signos-4- y -. Los plásmidosp226.3pAy p226.3pBfueron obtenidosa partir de la
digestióndel p226.3 conBamHI y la posteriorreligaciónde cadauno de los dosfragmentosgenerados.Los
plásmidosp226.3pCy p226.3pDprocedieronde la donaciónen YCp5O de los fragmentosobtenidosa partir
de la digestiónde p226.3pAconEcoRIy conEcoRly Cia! respectivamente.La zonadel plásmidop226.3de
colorblancocorrespondeal vectorYCp5O,y lazonaennegroal fragmentodonado.La flechagris muestrael
fragmentosecuenciado,y la flecharayadaindicala localizacióndel genHSP3Oenel fragmentodonado.

El gen HSP3O, también denominado YROJ e YCRO2JC, se localiza en el
cromosomaIII de S. cerevísiae.Estegencodifica la proteínaHsp3Op,que estáconstituida
por 332 aminoácidosy que se localiza fundamentalmenteen la membranaplasmática
celular.La esencialidadde estaproteínaparala célulaaúnno hasido establecida,yaque se
carecende datos referentesal comportamientode los mutantesque poseaneste gen
interrumpido.La Hsp3Opeshiperexpresadaen situacionesde estréstérmicoy nutricional,
en presenciade niveles elevadosde etanol, así como en la entradaen fase estacionaria
(Regnacqy Boucherie, 1993; Paranetouy Piper, 1992; Piper et al., 1994). Poseesiete
dominios transmembranales,y ha sido implicada funcionalmente en procesos de
translocaciónde péptidosa través de la membrana,así como en la contrarrestaciónde
posiblesalteracionesoriginadasa estenivel.

Con la intención de conocersi existíanproteínashomólogasa Hsp3Open otros
hongosy/o en mamíferos,y evaluarasí su interéscomodianaantifúngica,se realizaron
búsquedasen las basesde datos del Gene BankIEMBL. Se trataron de identificar
secuenciashomólogasa la proteínaHsp3Opy al gen HSP3O, pero no se encontraron
similitudessignificativasconningunasecuencía.

5am Hl Eco Rl Clal Hl

8 It

HSP3O
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5. CLONACIÓN DEL GEN CDC68

El mutanteMJ239 fue obtenido mediantela mutaciónde la cepasilvestrede 8.
cerevísiaeS288Ccon AN. Los ensayosde caracterizaciónfenotípicarealizadosen medios
ricos sólidos y líquidos, en presenciay ausenciade sorbitol 0,9 M a 26 y a 370C,
permitierondetectarun comportamientotermosensiblede estacepaa 370C (tabla 13), y
unascaracterísticasfenotípicassimilaresa las de la cepacontrola 260C. LacepaMJ239no
fue capazde proliferara la temperaturarestrictiva.Suviabilidad disminuyóde modo que
tras 24 y 48 horas de incubaciónel 75 y el 10% de las células respectivamente,
permanecíanviables. El estudio de la morfología celular en todas las condiciones
analizadas,no permitiódetectaralteracionessignificativasconrespectoala cepasilvestre.

La transformacióndel mutantetermosensibleMJ239 con la genotecaCEN BANK,
generóvariosclonescapacesdecrecera370C. El estudiofenotípicode uno de estosclones,
T239.1, cuyo plásmido correspondíaal patrón de restricciónesperado,fue realizadoen
medio líquido y en las mismascondicionesque sehabíanempleadoen la caracterización
fenotípicade los mutantes(ver materialesy métodos).Su comportamientofue comparado
con los que mostraron las cepas mutanteMJ239 y silvestre S288C en las mismas
condiciones, y los resultadosobtenidosmostraronque el clon T239.1 presentabauna

complementacióntotal delfenotipotermosensible(tabla 13).

Tabla 13: Estudiocomparativodel comportamientoen medio líquido del mutanteMJ239,
del transformanteT239.l y de la cepasilvestredeS.cerevisiaeS288C.

CEPAS YEPD 260C YEPD 370C
Crecimiento Viabilidad Morfología Crecimiento Viabilidad Morfología

MJ239 +-4-+ 99/95 5 - 75/10 5
T239.l +++ 99/98 5 -H-+ 95/90 5
S288C +++ 99/96 5 -H-+ 95/90 5

El crecimiento en medio líquido YEPD fUe estudiadodurante48 horasmediante la determinaciónde la
absorbanciaa 600 nm mostradapor los cultivos. El signo +++ significa que los valoresobtenidosfUeron
similares a los de la cepasilvestre. El signo - indica ausenciade crecimiento.Los valoresde viabilidad
indicanel porcentajede célulasno teñidascon yoduro de propidio a las 24/48horasde comenzarel ensayo.
La morfologíafueanalizadamediantemicroscopiaóptica,y se indicacomo S en el casode que no presentara
diferenciassignificativascon respectoa la silvestre S288C.Los valoresde crecimientoa 26 y a 370C están
referidosa losvaloresde crecimientode la cepaS288Cen las mismascondiciones

A continuaciónseprocedióal estudiofuncional del plásmidop2139.l de la manera
indicadaen la figura 18. La secuenciaciónposteriorde un fragmentoplasmídicopermitió
identificar el gen CDC68 como el responsablede la complementaciónfenotípica del
mutanteMJ239.
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crecimiento de MJ239 a 3~C
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Figura 18:Análisis fUncionaldel insertodonadoenp239.le identificacióndel gen CDC6S.
La capacidadque poseenlos diferentesplásmidosde complementarel fenotipo termosensibledel mutante
MJ239,se indicacon los signos+ y-. Los plásmidosp239.lpA, p239.lpBy p239.ípse obtuvieronmediante
la digestióndel plásmidop239.l con Sp/iI, BamHI y Salí respectivamente,y una posteriorreligacióndel
fragmentoresultante.La zonaen blanco del plásmidop239.í correspondeal vector YCp5O, y la zonaen
negroal fragmentodonado.La flecha gris señalael fragmento secuenciado,y la flecha rayadaindica la
localizacióndel genCDC6Senel fragmentodonado.

El gen CDC68 (SPTI6/G1160/YGL2O7W),fue descrito por pnmera vez por
Prendergastet al en 1990 y selocaliza en el cromosomaVII de 5. cerevisiae.Estegen
codifica una proteína esencial de 1035 aminoácidos, que actúa como activador
transcripcionalde unos genesy represortranscripcionalde otros (Malone et al., 1991;
Rowley et al., 1991). También ha sido relacionadacon el procesode replicación del
materialgenético(Wittmeyery Formosa,1997).

Se realizaronbúsquedasen las basesde datos Gene BankIEMBL encaminadasa
encontrar secuenciasaminoacídicashomólogas a la proteína Cdc68p, o secuencias
nucleotídicassimilaresal genCDC68,ya que estainformaciónpodíadeterminarel interés
de estaproteínacomodianaantifúngica.Sin embargo,no se encontraronsecuenciascon
homologíasignificativaentretodaslas almacenadasenla basede datos.

6. CLONACION DEL GEN TAF1¡145

El mutanteMJ39 fue obtenidomediantemutaciónde la cepasilvestre5288C con
luz UV. El análisisde suscaracterísticasfenotípicasen mediosricos sólidosy líquidos,en
presenciay enausenciade sorbitol0,9 M, permitióconfirmarsutermosensibilidada 37

0C
(ver tabla 14). El crecimientomostrado a 260C fue más lento que el del silvestre,
alcanzandolos mismosvalores(Aóoonm)despuésde 72 horasde incubación.Laviabilidad a
la temperaturarestrictivafue del 45%tras24 horasde incubación,mientrasque a 260Cfue
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sinúlara la de la cepasilvestre.El estudiode sus característicasmorfológicasrevelóciertas
diferenciascon la cepasilvestre,adquiriendounaformaalargaday un tamañoligeramente
superioren todaslas condicionesanalizadas.

La transformacióndel mutantetermosensíbleMJ39, con la genotecaCEN BANK
generóvarios clonescapacesde crecera 370C.El estudiofenotípicode uno de estosclones,
T39.1, que poseíaun plásmido con un patrónde restricciónesperado,fue realizadoen
medio líquido y en las mismascondicionesque sehabíanempleadoen la caracterización
fenotípicade los mutantes(ver materialesy métodos).Sucomportamientofue comparado
con los mostradospor la cepamutanteMJ39 y la cepasilvestreS288C.Los resultados
obtenidos(tabla 14) mostraronque T39.l presentabaunacomplementacióncasi total del
fenotipotermosensible,mostrandoun crecimientoa 370C del 80% respectoal silvestre.
Además,el T39.l habíarecuperadola morfologíade la cepasilvestre5288C,al igual que
suviabilidad.

Tabla 14: Estudiocomparativodel comportamientoen medio liquido del mutanteMJ39,
deltransformanteT39.1 y de la cepasilvestredeS. cerev¡siae5288C.

CEPAS YEPD 260C YEPD 37”C
~Viabiiidad MorfologíaCrecimiento Viabilidad Morfología Crecimiento

MJ39 +++ 95/95 A - 45/7 A
T39.1 ++ 94/82 5 ++ 90/85 5
5288C +++ 99/96 5 +++ 95/90 5

El crecimientoen el medio líquido YEPD fUe estudiadodurante48 horasmediantela determinaciónde la
absorbanciaa 600 mn mostradapor los cultivos. El signo +-f-+ significa que los valoresobtenidosfueron
similaresa losde lacepasilvestre.El signo++ indicaun crecimientode 70-90%respectoa la cepasilvestre.
El signo - indica ausenciade crecimiento.Los valoresde viabilidad indican el porcentajede célulasno
teñidascon yoduro de propidio a las 24/48 horas de comenzarel ensayo.La morfología fue analizada
mediantemicroscopiaópticay se indica como 5 cuandono se encontrarondiferenciassignificativascon la
cepasilvestrey A cuandose observóunamorfologíaalargada.Los valoresdecrecimientoa 26 y a 370Cestán
referidosa los valoresde crecimientode lacepaS288Cen las mismascondiciones.

Posteriormenteseprocedióa realizarel estudiofuncional del plásmidop39.í, que
habíasido extraídodel clon complementadoT39.l, del modo indicadoen la figura 19. La
secuenciaciónde un fragmentoplasmídicopermitió identificar al gen TAF

11I4Scomo el
responsablede la complementaciónde la termosensibilidaddelmutanteMJ69.

El gen TAFHJ4S(TAFJ3O/G9374/YGJ?274C)se localiza en el cromosomaVII de 5.
cerevisiaey codifica una proteínade 1066 aminoácidosque forma parte,junto con otros
polipéptidos,del factor generalde transcripciónTFIID. Estaproteínaesun factor requerido
parala transcripciónactivadapor la RNA polimerasaII (Reeseet al., 1994),y presentauna
elevadahomologíacon los factoresde transcripciónde otras especies,como el TAF11250
humanoy el TAF11230/250de Drosophda(Poonet aL, 1995).
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Figura 19:Análisis fUncionaldel insertodonadoenp39.l e identificacióndelgen TAF
11J4S.

La capacidadqueposeenlos diferentesplásmidosde complementarel fenotipo termosensibledel mutante
MJ39, seindica con los signos+ y-. Los plásmidosp39.lpA y p39.lpBseobtuvieronmediantela digestión
de p39.l con EcoRl y ClaI, respectivamente,y posteriorreligación del DNA plasmidico restante.El
plásmidop39.lpCse obtuvo tras la digestiónde p39.l con ClaI, y posteriorsubclonacióndel insertoen el
vectorYCp5O. La flechagris señalael fragmentosecuenciado,y la flecharayadaindica la localizacióndel
genTAF11145enel fragmentodonado.

7. CLONACIÓN DEL GEN PRPJ9

El mutanteMJ69 fue obtenidomediantemutaciónde la cepasilvestre8. cerevisiae
S288Ccon EMS.El análisisde sus característicasfenotípicasfue realizadoen mediosricos
sólidos y líquidos, enpresenciay en ausenciade sorbitol 0,9 M, y permitió confirmar su
termosensibilidada 37

0C y un crecimiento ligeramentemenor a 260C con respectoal
silvestre.La viabilidad a 260C resultó ser ligeramenteinferior a la de la cepasilvestre,
mientrasque a 370C fue mucho menor,mostrandosólo un 25% de célulasviablestras 24
horasde incubación.Las característicasmorfológicasobservadasfueronsimilaresa las del
silvestreentodaslas condicionesanalizadas(tabla 15).

La transformacióndel mutantetermosensibleMJ69 con la genotecaCEN BANK,
generóvariosclonescapacesde crecera370C. El estudiofenotípicodeuno de estosclones,
T69.8, cuyo plásmido poseíael patrón de restricciónadecuado,fue realizadoen medio
líquido y en las mismas condiciones que se habían empleadoen la caracterización
fenotipicade los mutantes(ver materialesy métodos).Sucomportamientofue comparado
con el mostradopor la cepamutanteMJ69 y por la cepasilvestreS288Cen las mismas
condiciones.Los resultadosobtenidos(tabla 15) mostraronla complementacióncasitotal
del fenotipo termosensibledel clon T69.8, que presentóun crecimientoa 370C del 80%
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respectoal silvestre. Su viabilidad y su morfología tambiénfueron similaresa las de la
cepaS288C.

Tabla 15: Estudiocomparativodel comportamientoen medio líquido del mutanteMJ69,
del transformanteT69.8 y de la cepasilvestrede8. cerevisiaeS288C.

CEPAS YEPD 260C YEPD 37”C
Crecimiento Viabilidad] Morfología Crecimiento Viabilidad Morfologia

MJ69 ++ 80/70 5 - 25/10 5
T69.8 +++ 95/90 5 ++ 95/90 5
S288C +++ 99/96 5 +++ 95/90 5

El crecimientoen el medio líquido YEPD fue estudiadodurante48 horasmediantela determinaciónde la
absorbanciaa 600 mu mostradapor los cultivos. El signo +++ significa que los valores obtenidosfueron
similaresa los de la cepasilvestre.El signo ++ indicaun crecimientodel 70-90%respectoa la cepasilvestre.
El signo - indica ausenciade crecimiento.Los valoresde viabilidad indican el porcentajede célulasno
teñidas con yoduro de propidio a las 24/48 horas de comenzarel ensayo.La morfología fue analizada
mediantemicroscopiaóptica,y se indicacomo 5 en el casodeno encontrarsediferenciassignificativascon la
cepacontrol.Los valoresde crecimientoa 26 y a 370C estánreferidosa los valoresde crecimientode lacepa
S288Cen las mismascondiciones.

Posteriormente,serealizó el estudiofuncional del plásmidop69.8 que habíasido
extraídodel cloncomplementadoT69.8, segúnse indica en la figura 20. La secuenciación
de un fragmentoplasmídicopermitió identificar al gen PRPJ9como el responsablede la
complementaciónde la termosensibilidaddelmutanteMJ69.
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crecimiento de MJ69 a 370C lkb
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Figura 20:Análisis funcionaldel insertodonadoenp69.8e identificacióndel genPRPI9.
La capacidadqueposeenlos diferentesplásmidosde complementarel fenotipo termosensibledel mutante
MJ69, se indica con los signos+ y-. El plásmidop69.8plA se obtuvotrasla digestiónde p69.8conEcoRl y
unaposteriorreligacióndel DNA plasmídicorestante.El plásmidop69.8plBse obtuvomediantela digestión
con Salí de p69.8y religacióndel fragmentoplasmidicorestante.Las flechas grisesseñalanlos fragmentos
secuenciados,y la flecha rayadaindicala localizacióndel genPRPI9enel fragmentodonado.
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El genPRPJ9(P804/L0913/YLLO36C)se encuentralocalizadoen el cromosoma
XII de 8. cerevisiae y codifica una proteínade 503 aminoácidos.La proteínaPrpl9p es
esencialparaS.cerevisiae(Chenget aL, 1993),y ha sido relacionadacon los procesosde
maduracióndel mRNA (splicíng). Se encuentraasociadafuertementeal complejo de
proteínasy RNA, al que seacoplael pre-mRNAduranteel procesode eliminaciónde los
intrones.Recientemente,tambiénha sido implicadaen procesosderecombinacióngenética
y reparacióndel DNA (Greyetal., 1996).

Las búsquedasrealizadasen las basesde datosdel GeneBankIEMBL revelaronla
ausenciade secuenciasaminoacídicasy nucleotídicasque presentaranuna homología
significativacon laproteínaPrpl9py con el genPRPJ9respectivamente.

8. CLONACIÓN DEL GENMTFJ

El mutanteMJ202fue obtenidotraslamutaciónde la cepasilvestrede 8. cerevisiae
5288C con EMS. Los ensayosde caracterizaciónfenotípicarealizadosen mediosricos
sólidos y líquidos,en presenciay ausenciade sorbitol 0,9 M a26 y a 370C, mostraronun
comportamientotermosensiblede estacepaa370Cy un crecimientodel 85%respectode la
cepasilvestre5288Ca260C. La viabilidad a 370C fue del 65%tras24 horasde incubacion.
Su morfología no mostró diferencias significativas con la de la cepa5288C en las
condicionesanalizadas(tabla16).

La transformacióndel mutantetennosensibleMJ202 con la genotecaCEN BANK
generó varios clones capaces de crecer a 370C. Uno de ellos, el clon T202.l, fue
seleccionadopor tener un plásmido con el patrón de restricción esperado,y fue
caracterizadoen las mismascondicionesque se habíanempleadoen el estudiofenotípico
de los mutantes(ver materialesy métodos).Su comportamientofue comparadocon los
mostradosporla cepamutanteMJ202y la silvestreS288Cen las mismascondiciones.Los
resultadosobtenidos a 370C mostraron la complementacióncasi total del fenotipo
termosensibledel clon T103.1,ya quetuvo un crecimientodel 77%con respectoa la cepa
silvestre,y ademásconsiguiórecuperarlaviabilidad de dichacepa.Sin embargo,a260C su
crecimiento fue únicamentedel 61% respectoal silvestre , aunque su viabilidad y
morfologíaen todaslas condicionesanalizadas,no difirieron significativamentede la cepa
control(tabla 16).

A continuaciónserealizó el estudiofuncional del plásmidop2O2.l paraidentificar
el gen responsablede la complementaciónfenotípica (figura 21), y se secuencióun
fragmentoplasmidico directamenteimplicado en dicha complementación.El resultado
obtenidopermitió identificaral genMTFI comoel genresponsablede la complementación
del fenotipotermosensibledel mutanteMJ202.
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Tabla 16: Estudiocomparativodel comportamientoen medio líquido del mutanteMJ202,
deltransformanteT202.1 y de la cepasilvestrede 8. cerevisiaeS288C.

CEPAS VEPO 260C YEPD 370C

Crecimiento Viabilidad
(%)

Morfología Crecimiento Viabilidad
(%)

Morfología

MJ202

_________________

++ 90/80 5 - 65/50 5
T202.1 + 95/80 5 ++ 90/80 5
5288C +++ 99/96 5 +++ 95/90 5

El crecimientoen el medio líquido YEPD fue estudiadodurante48 horasmediantela determinaciónde la

absorbanciaa 600 nm (A600nm) mostradopor los cultivos. El +++++++ significa que los valoresobtenidos
fUeron similaresa los de la cepasilvestre.El signo ++ indicaun crecimientodel 70-90%respectoa la cepa
silvestre. El signo + indica un crecimientomenor del 70% respectoa la cepasilvestre El signo - indica
ausenciade crecimiento.Los valoresde viabilidad indicanel porcentajede célulasno teñidascon yoduro de
propidio a las 24/48horasde comenzarel ensayo.La morfologíafUe analizadamediantemicroscopiaóptica,
y se indica como 5 en el casode no mostrardiferenciassignificativas con la cepacontrol. Los valoresde
crecimientoa 26 y a 370C estánreferidosa los valoresde crecimientode la cepaS288C en las mismas
condiciones.

Plásmido ComDlementac¡ón del
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Figura21: Análisisfuncionaldel insertodonadoenp2O2.l e identificacióndel genMTFI.
La capacidadqueposeenlos diferentesplásmidosde complementarel fenotipo termosensibledel mutante
MJ202, se indica con los signos+ y -. Los plásmidosp202.lA y p202.IB se obtuvieron a partir de la
digestión del fragmentodonadoen el plásmidop202.1 con BamHI, y la subclonaciónde los fragmentos
obtenidosde 4 y 4,5 kb respectivamente,enel vectorYCpSO. La zonadel plásmidop202.1 de color blanco
correspondeal vector YCp5O , y la zonaen negro, al fragmentodonado.Las flechas grises muestranlos
fragmentossecuenciados,y la flecharayadaindicala localizacióndel genMTFJ enel fragmentodonado.
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El gen MTFJ (RF1O23/YM9959.JO/YMR228W~se encuentra situado en el
cromosomaXIII de £ cerevis¡ae.Estegencodificaunaproteínano esencial,Mtflp, de 340
aminoácidosque se localiza en la mitocondria.La función de estaproteínaconsisteen
conferir especificidada la RNA polimerasamitocondrialmediandoel reconocimientodel
promotor(Jangy Jaehning,1991). El gen MTFJ fue donadopor Lisowsky y Michaelis
(1988)como un supresorde una mutacióntermosensibleen el gen RPO4J,que codifica
parala subunidadcatalíticade laRNA polimerasamitocondrial.

Las búsquedasen la basede datos Gene Bank/EMBL mostraronla ausenciade
secuenciasamrnoacídicasy nucleotídicascon una homologíasignificativa a la proteína
Mtflp o al genMTFJ.

La información acercadel fenotipo mostrado por las células carentesde esta
proteínaindicabaque setratabande mutantespetite,que esel fenotipo característicode
mutantesque poseenalteracionesmitocondriales(Lisowsky y Michaelis, 1988). Por este
motivo y para conocersi el mutanteMJ202 era un mutantede estetipo, se realizaron
ensayosorientadosa caracterizarsu comportamientoen medios de cultivo sólidos y
líquidos con glucosa,como fuente de carbono fermentable,y glicerol, como fuente de
carbonono fermentable.Los resultadosobtenidosmostraronque el mutanteeracapazde
crecera la temperaturapennisivade 260C en presenciade glucosay de glicerol, aunqueen
esteúltimo caso lo hacíade unamaneramáslenta, al igual quela cepacontrol 5288C.Por
otra parte, la ausenciade crecimiento a 370C en ambos medios demostró que la
termosensibilidaddel mutante no dependíade la ruta metabólicautilizada para la
degradaciónde la fuente de carbono.Este ensayopermitió confirmar que MJ202 no se
comportabacomo mutantepetite ni a 26 ni a 370C, y por tanto se consideraronvarias
hipótesisque pudieranjustificar los resultadosobtenidos.Estashipótesisson comentadas
con detalleen la discusiónde estetrabajo,y en líneasgeneralesconsistenen: laposibilidad
de que el gen MTFJ hubieramutado de maneraque la proteínaalteradaresultaratóxica,
directa o indirectamente,para la célulaa 370C, en la posibilidad de que existieranotros
genesmutadosademásde MTFI, que en conjunto provocaranla muertecelular, o la
posibleexistenciade otro genmutadocuyaalteraciónletal pudierasersuprimidaporel gen
MTFJ en bajonúmerode copias.

9. CLONACIÓN DEL GENMPS)

El mutanteMJ41 fue obtenido mediantela mutación de la cepa silvestrede 8.
cerevisiae5288Ccon luz UV. El análisisde sus característicasfenotípicasenmediosncos
sólidos y líquidos, en presenciay en ausenciade sorbitol 0,9 M, permitió confirmar su
termosensibilidada 370C y su crecimientoy viabilidad similar al de la cepasilvestrea la
temperaturapermisiva (tabla 17). La viabilidad celular a la temperaturarestrictiva fue
analizadaconyodurode propidio,observándoseun 40%de las célulasviablestras24 horas
de incubación.Por otra parte, el estudio de sus característicasmorfológicas permitió
identificar célulassimilaresa la silvestrea 260C,peroque formabangruposde un número
variablede célulasa370C.

La transformacióndel mutantetermosensibleMJ41 con la genotecaCEN BANK
generóvariosclonescapacesde crecera 370C.El estudiofenotípicode uno de estosclones,
T41.1, cuyo plásmido poseíael patrón de restricciónesperadoy ademásera capazde
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complementarnuevamenteal mutante,fue realizadoen medio líquido y en las mismas
condicionesque sehabíanempleadoen la caracterizaciónfenotípicade los mutantes(ver
materialesy métodos).Su comportamientofue comparadocon los mostradospor la cepa
mutanteMJ4l y la cepasilvestre 5288C en las mismas condiciones.Los resultados
obtenidos(tabla 17), mostraronque en T4 1.1 existía una complementacióntotal del
fenotipotermosensible,ya que su crecimientoy suviabilidad fueron similaresa los de la
cepasilvestre,apesarde quesuscaracterísticasmorfológicassemantuvieronalteradas.

Tabla 17: Estudio comparativodel comportamientoen medio líquido del mutanteMJ4l,
deltransformanteT41 .1 y de lacepasilvestredeS.cerev¡s¡ae528W.

CEPAS YEPD 260C YEPD 370C
Crecimiento ¡Viabilidad Morfología Crecimiento Viabilidad

(¾)

[Morfología

MJ4l +++ 99/90 - 40/30 0

T41.l 99/90 5 +++ 96/88 0

5288C +H-+ 99/96 5 i—H- 95/90 5

El crecimientoen el medio líquido YEPD fue estudiadodurante48 horasmediantela determinaciónde la

absorbanciaa 600 nm (A600nm) de los cultivos. El signo +4+ significa que los valoresobtenidosfUeron
sunilaresa los de la cepasilvestre.El signo ++ indica un crecimientodel 70-90% con respectoa la cepa
silvestre.El signo - indicaausenciade crecimiento.Los valoresde viabilidad indicanel porcentajede células
no tenidascon yoduro de propidio a las 24/48 horasde comenzarel ensayo.La morfología fue analizada
mediantemicroscopiaóptica, y se indica como S en el casode sersimilares a las silvestresy Gil cuando
existían célulasen grupos. Los valores de crecimiento a 26 y a 370C están referidos a los valores de
crecimientode la cepaS288Cen las mismascondiciones.

Porestemotivo seprocedióal análisisfuncionaldel plásmidop41.i, que habíasido
extraídodel clon complementadoT41.1, segúnseindicaen la figura 22. La secuenciación
de un fragmentoplasmidicopermitió identificar al gen MPS] como el responsablede la
complementaciónde la termosensibilidaddel mutanteMJ4 1.

El gen MPS] (RPKJ/D2785/YDLO28C)se localiza en el cromosomaIV de £
cerevisiaey codificaunaproteína,Mpslp, constituidapor 764 aminoácidos.Estaproteína
esesencialpara5. cerevisiaey poseeunaactividadserin-treonin-tirosinquinasa.Participa
enla duplicacióndel cuerpopolardel husomitótico (Wineyeral., 1991)y podríaconstituir
el puntode control de esteproceso(checkpoint)(Weiss y Winey, 1996).Además,participa
tambiénen los procesosde meiosiscelular(Lauzea al., 1995).La interrupciónde MPS]
provocaun comienzoprecozde la mitosis, anteriora la duplicacióncompletadel DNA
genómico, por lo que las células hijas adquierenuna dotación genéticainferior a la
necesaria,y muerenrápidamente(PochetaL,1994).

La búsquedade proteínashomólogasa Mpslp, ha permitido identificar cierta
similitud anivel del dominio catalíticocon las proteínasde mamíferosPYT, TTK, esk] y
esk2,quehansido implicadasen el controldel ciclo mitótico y meiótico(Pochet aL,1994;
Letwin et al., 1992).
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Figura22: Análisis funcionaldel insertodonadoenp4l.l e identificacióndel genMPS1.
La capacidadqueposeenlos diferentesplásmidosde complementarel fenotipo termosensibledel mutante
MJ4I, se indica conlos signos+ y -.Losplásmidosp41.lpA, p41.lpB y p41.lpCfueronobtenidosmediante
la digestión de p4l.l con EcoRl, Sp/ii y HindIlí respectivamente,y la posterior religación del DNA
plasmidicorestante.La zonaen blancodel plásmidop41.l correspondeal vectorYCp5O, y la zonaen negro,
al fragmentodonado.Las flechas grisesmuestranlos fragmentossecuenciados,y la flecha rayadaindica la
localizacióndel genMPSJen el fragmentodonado.

10. CLONACIÓNDEL GEN YPLOO7C

El mutanteMJ1O3 fue obtenido mediantela mutaciónde la cepasilvestrede 5.
cerevisiaeS288Ccon luz Uy. Los ensayosde caracterizaciónfenotípicarealizadosen
mediosricos sólidos y líquidos,enpresenciay ausenciade sorbitol 0,9 M a 26 y a 370C,
permitieron detectarun comportamientotermosensiblede esta cepa a 370C y unas
característicasfenotípicassimilaresa las de la cepacontrol a 260C (tabla 18), aunqueel
crecimientoinicial del mutantefue más lento. La cepamutanteMJlO3 no fue capazde
proliferar a la temperaturarestrictiva,y además,tras 24 horasde incubación,presentóel
66%de lascélulasviables.El estudiomorfológicomostróquelas célulasdel mutanteeran
ligeramentemásredondasquelas del silvestre.

La transformacióndel mutantetermosensibleMJ1O3, con la genotecaCEN BANK
generóvariosclonescapacesde crecera 370C. El clonT103.1, seleccionadoentreellospor
poseerun plásmido con un patrón de restricciónesperadoy ser capazde complementar
nuevamenteal mutante, fue caracterizadofenotípicamente.Este estudio se realizó en
medio líquido y en las mismascondicionesque sehabíanempleadoen la caracterización
fenotípica de los mutantes, y que ya han sido comentadascon anterioridad. Su
comportamientofue comparadocon el de la cepamutanteMJlO3 y la cepasilvestre5288C
en las mismascondiciones. Los resultadosobtenidosa 370C mostraronque se había
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producidouna complementacióndel fenotipo termosensible,ya que el T103.1 creció de
manerasimilar a la cepasilvestre,aunqueconuna viabilidad ligeramenteinferior (tabla
18).Sin embargo,las característicasmorfológicassemantuvieronalteradas.

Tabla 18: Estudiocomparativodel comportamientoen medio líquido del mutanteMJlO3,
del transformanteT103.l y de lacepasilvestredeS.cerevisiae5288C.

CEPAS YEPD 260C YEPD 370C
Viabilidad MorfologíaCrecimiento

W~J

Crecimiento Viabilidad Morfología

MJlO3 +++ 90/90 R - 66/22 R

T103.1 +++ 95/90 R +±+ 83/70 R

5288C +++ 99/96 S +++ 95/90 5

El crecimientoen el medio líquido YEPD fUe estudiadodurante48 horasmediantela determinaciónde la
absorbanciaa 600 mu mostradapor los cultivos. El +++++++ significa que los valores obtenidosfueron
similares a los de la cepasilvestre.El signo - indica ausenciade crecimiento.Los valores de viabilidad
muestranel porcentajede célulasno teñidasconyodurode propidio tras24/48horasde comenzarel ensayo.
La morfologíafueanalizadamediantemicroscopiaóptica,y seindicacomo 5 enel casode sersimilara la del
silvestre S288Cy R cuandolas célulaseran másredondas.Los valoresde crecimientoa 26 y a 370C están
referidosa losvaloresdecrecimientode la cepaS288Cenlas mismascondiciones.
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Figura23: Análisisfuncionaldel insertodonadoenplO3. 1 e identificacióndel gen YPLOO7C.
La capacidadque poseenlos diferentesplásmidosparacomplementarel fenotipo termosensibledel mutante
MJIO3, se indicaconlos signos+ y-. Los plásmidosp103.lpA y p103.lpB derivande la digestióndep103.l
con Cia 1 y Sai 1 respectivamente,y unaposteriorreligaciónde los fragmentosplasmídicosrestantes.Lazona
en blancodelplásmidocorrespondeal vectorYCp5O y la zonaennegro,al fragmentodonado.La flechagris
señalael fragmentosecuenciado,y la flecharayadaindica la localizacióndel gen Y’PLOO7C en el fragmento
donado.
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Posteriormente,serealizó el estudiofuncional del plásmidoplO3.l, que habíasido
extraído del clon complementadoT103.1, para identificar el gen responsablede la
complementaciónfenotípica(figura 24). La secuenciaciónde un fragmento plasmídico
permitió identificar la fase abierta de lectura YPLOO7C como la responsablede la
complementaciónde la termosensibilidaddel mutanteMJ103.

El gen YPLOO7Cestáconstituidopor unmarcoabiertode lecturade 1763paresde
basesy se localiza en el cromosomaXVI de 5. cerevisiae. Su papel biológico era
desconocido en el momento de su identificación como gen responsablede la
complementacióndel fenotipo termosensibledel mutanteMJ103, y en el momento de
finalizarestetrabajoaúnno habíasido descrito.

Se realizarondiversasbúsquedasen diferentesbasesde datospúblicasy privadas,
con el objeto de investigarla existenciade secuenciashomólogasal gen YPLOO7Co a la
proteínaYplOO7cp,en mamíferoso en hongospatógenos.Ademáscon estasbúsquedas,
también se trató de identificar dominios conservadoscon otras proteínasque pudieran
aportarinformaciónsobresufuncionalidadcelular. Sin embargo,ningunade las secuencias
recogidasen las basesde datos en el momento en que se finalizó estetrabajo, mostró
homologíasignificativacon las secuenciasestudiadas.

11. SELECCIÓNDE LAS PROTEÍNASCON MAYOR INTERES COMO DIANAS
ANTIFÚNGICAS

Como resultadofinal del estudiode los mutantescondicionales,se identificaron 7
genescomo los responsablesde complementarla termosensibilidadde los 13 mutantes
analizados,quepreviamentehabíansido clasificadosen 7 “gruposde complementación”
(tabla19).

Todasestasproteínasfueronevaluadasindividualmenteparaconocersi poseíanlas
característicasdeseablespara ser dianasantifúngicas, determinandoen cada caso si la
proteínatenía suficienteinterés como para continuarsu estudio,o por el contrario éste
debíafinalizarseo posponerse.

En todas las proteínasse identificaron algunas característicasque sugeríansu
posibleutilidad comodiana. Sin embargotuvo que realizarseunaselecciónentreellas,ya
que no erafactible trabajarcon todas.Paraello sesiguieronlos criteriosdeseablesparalas
proteínas utilizadas como dianas antifungicas, que ya han sido comentados con
anterioridaden estetrabajo, y los interesesde la compañíafarmacéuticaen la que se
realizabaesta investigación.Se consideróprioritario el estudiode las proteínasesenciales
para5. cerevisiaefrente a las no esenciales,comoMtflp, que aunquepodríanen algún
caso constituir dianasantifúngicas,su evaluaciónes mucho más compleja.Tambiénse
considerarondemayor interésaquellasproteínasque carecíande homólogosen humanos,
ya queofrecíanmayoresposibilidadesde unainhibicion selectiva,desestimandoel estudio
del TAF11145 frentea otrasproteínasque no teníanhomólogosdescritos.Por otra parte,
resultaroninteresanteslas proteínasque no hubieransido caracterizadasanteriormente,ya
que ofrecíanla posibilidadde constituir dianasnovedosasno estudiadaspor ningunaotra
compañíafarmaceútica.Así, laproteínaYplOO7cp, fue consideradaespecialmenteatractiva
y seleccionada,por ser una proteínaesencialno caracterizadapreviamente.Tambiénla
proteínaMpslp fue elegidaentreel resto de las proteínasidentificadas,porseresencialy
por no exirtir posiblemente,proteínasmuy similaresenmamíferos,ya queparticipaen la
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duplicación del cuerpo polar del huso mitótico, que posee una estructura diferente de la de
su homólogoen mamíferos. Además,la actividadquinasade estaproteínaestababien
caracterizaday sedispoixiade un ensayode actividadin vitro.

Tabla 19: Genes responsables de la complementación
analizados, indicando su comportamiento fenotípico
mutagénicoutilizado parasuobtención.

de los mutantes termosensibles

en medio liquido y el agente

Mutantes Genes
identificados

Comportamiento
en medio liquido

Agentesmutagénicos

MJ25* HSP3O B LuzUV

MJ3S* HSP3O B EMS
MJ4S* HSP3O B LuzUV
MJ143* HSP3O B LuzUV
MJ226* HSP3O B NG
MJ241* HSP3O B AN
MJ258* HSP3O B Cong/Descongelación
MJ239 CDC68 A AN
MJ39 TAF11]45 C LuzUV
MJ69 PRP]9 8 EMS
MJ202 MTF] A EMS
MJ41 MPS] A Luz UV
MJlO3 YPLOO7C A LuzUV

* Mutantesquepertenecenal mismo grupodecomplementación.Cong: congelación.

El comportamientoen mediolíquido de losmutantescaracterizadosen condicionespermisivasfue diferente:
(A) crecimientosimilar al control, (B) crecimientocon unaabsorbanciaa 600 mii del 70 al 90%respectoal
grupo anteriory (C) crecimientocon absorbanciaa600 muinferior al 70%respectoal control.

12. ESTUDIO DE LA PROTEÍNA Mpslp COMO DIANA ANTWÚNGICA

La proteína Mpslp fue considerada una buena candidata para ser utilizada como
diana antifúngica despuésde analizarla informacióndisponible sobreella (Winey et aL
1991; Poch et aL 1994; Lauzé et aL, 1995). Se trataba de una proteína posiblemente
diferente a las proteínas de mamíferos, a pesar de poseer los elementoscaracterísticos

conservados de las serin-treonin-tirosin quinasas, con un mecanismo de acción

caracterizado y una actividad enzimática conocida, por lo que se decidió continuar su
estudio para confirmar su utilidad como diana. Por este motivo, se realizaron diversos
estudios orientados a conocer la especificidad fúngica de Mpslp, mediante la búsqueda de
homologías en otras especies, así como intentar llevar a cabo su purificación con objeto de
diseñar ensayos de inhibición fi vitro.
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12.1. Búsquedadehomologías

La identificaciónde secuenciassimilaresa Mpslp fue abordadapor una partede
maneraexperimental,medianteuna hibridación DNA-DNA (Southernblot), y por otra
parte, mediante la realización de búsquedas en las bases de datos. Con la primera
aproximaciónse tratabade identificar secuenciasnucleotidicassimilares a MPS! en el
genomade hongospatógenosy de mamíferosqueno hubieransido secuenciadosy quepor
tanto, no se encontraranen las basesde datos. Mediante la segundaaproximación,se
tratabande buscar similitudes nucleotídicaspequeñascon las secuenciasde la base de
datosdel GeneBank/EMBL, que posiblementeno fueran detectablesmediantela técnica
de hibridación DNA-DNA, o similitudes aminoacídicasentre Mpslp y las proteínas
secuenciadas.

El interéspor encontrarproteínasde 8. cerev¡siaeconservadasentre las especies
patógenasde los hongos,y carentesde proteínasparecidasen células de mamíferos,y
concretamenteen humanos, motivó que se eligieran dos hongos patógenos,uno
levaduriforme,C. albicans, y otro filamentoso,A. fwnigatus,junto con los linfocitos
humanos,para realizar los estudiosde hibridación DNA-DNA. Como se observaen la
figura 24 no sedetectóningunahibridacióncon el DNA de las especiesestudiadasen los
ensayosrealizadosa 65, 60, 55, 50 y 420C, visualizándoseúnicamentelas bandas
correspondientesal genMPS] enel DNA de £ cerevisiae.

1
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7.0 —

3.0 —

2.0
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0.5 —

Figura24: Búsquedadegeneshomólogosa MPS!en otras especiesmediantela técnicade Sout/iern.
El DNA genómicodeS. cerevisiaeS288C(canil 1), de linfocitoshumanos(carril 2), deA. fumigatus(canil
3) y deC. albicans(carril 4), te extraídoy digerido con Cia 1. 5 j.tg de cadaDNA fueron sometidosa una
electroforesis en un gel deagarosaal 0,7%y transferidosa unamembranade nitrocelulosa.La membranase
hibridó a 500C conuna sonda del genMPS!marcada radioactivamente y se expuso a unapelículafotográfica
durante18 horas.Los marcadoresdepesomolecularse indicanenkW
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El análisis comparativode la secuenciade la proteínaMpslp con las existentesen
las basesde datos del Gene BankIEMBL, pemitió detectaruna homología a nivel del
dominio catalítico con proteínas serin-treonín-tirosinquinasas de mamíferos como
PYT/TTK, eskl, y esk2 , coincidiendocon trabajosprevios (Poch et al., 1994). Sin
embargo,ningunasecuenciade los hongospatógenosqueestuvieraincluidaen las basesde
datosmostróunasimilitud significativacon Mpslp.

La existenciade unahomologíaconproteínasde mamíferospodríahabersupuesto
el abandonodel estudiode estaproteínacomo posibledianaantifúngica.Sin embargo,el
hecho de que dichahomologíase detectarasólo a nivel del dominio C-terminal dejaba
abiertala posibilidadde encontrarinhibidoresselectivosque actuasena nivel del dominio
N-terminal,por lo quesemantuvoel interésporestaproteína.

12.2. Caracterizaciónde la proteínamutadaMpslp

Con la intención de obtener información sobre el centro activo u otras zonas
funcionalmenteimportantesde la proteínaMpslp, se procedióa la secuenciacióndel gen
mutantey a la localizaciónde lamutaciónresponsablede sutermosensibilidad.

Paraello, se obtuvo el gen mps] mediantePCR utilizando como molde el DNA
genómico del mutanteM41, y se clonó en pUC18, generandolos plásmidospUCmps1
(tabla 6). A continuación se secuenció el gen correspondiente entres clonesprocedentesde
tresamplificacionesdiferentes,por las dos cadenas.De estemodo se pudo identificar una

mutación puntual que consistíaen la transiciónG—*A en el nucleótido1549de la fasede
lecturaabierta,que originabaun cambioen el aminoácido517 de glutámico (E) por lisina
(K). Este cambio de aminoácidos podría originar modificaciones en la estructura
secundaria de la proteína ya que supone la substitución de un aminoácido ácido por otro
básico.La predicciónde estructurasecundariade la zonadondese localizael aminoácido
517 (figura 25) muestracomola substituciónde E porK pareceextenderla lámina 3 donde
se encuentradicho residuo, desencadenandola ruptura de una estructuraen a-hélice
situada a continuación,mediante un giro [3. Este cambio podría alterar la estructura
terciariade la proteínaMpslp de modo termodependiente,originandosu inactivacióna
370C.

517

Mpslp KRVIQLLDYEMGDGLLYLIMECGDHDLSQILNQRSGMPLDE

TTJ313aac(aaI3l3I3I3Bl3czaaaaaaa13I3131313TTTCCcI3

Mpslp KRVIQLLDYEMCDGLLYLTMKCSDHDLSQILNQRSGMPLDF

t t 1313131313131313cxctaaal3131313131313t t t aactct1313131313t t t ccc13

Figura 25:Prediccióndeestructurasecundariadela proteínaMpsíp nativa y Mpslp mutante.
a, hélice alfa; ~, estructurabeta; t, giro beta ;c, estructurano ordenada.Se indica la posicióndel residuo
mutado.

12.3.Expresióny purificaciónde la protefnaMpslp

Parapoderrealizarun estudiocomparativode las característicasfisicas y químicas

de la proteína mutada en relación con las de la proteína nativa era necerario disponer de
cantidad suficiente de ambas proteínas. Por otro lado, la realización de ensayos de
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inhibición in vtrro de la actividad proteica para la búsqueda de antifungicos también
requiere,en la mayoríade los casos,disponerde la dianapurificada. Por estemotivo se
realizó la fusión de las proteínasMpslp silvestrey Mps]p mutada al dominio de C-
termimal de la enzimaN-acetilmuramoil-L-alaninaamidasade Streptococcuspneutnoniae
(LYTA), queescapazde unirseaDEAE celulosay por tantofacilitar la purificaciónde las
quimeras(Sánchez-Puellesetal., 1992).

La funcionalidadde la proteínade fusión fue comprobadamedianteun ensayode
complementaciónfenotípica. Para ello, se transformó la cepamutanteMJ4l con los
plásmidosYEpPGKCMPS1 y YEpPGKMPS1 (tabla 6), en los que la expresiónde la
fusión o de la proteínasilvestreMpslp respectivamente,estábajo el control del promotor
PGK. Seobservóque la fusión eraincapazde complementarel fenotipotermosensibledel
mutante, lo cual indicaba una alteración estructural o un cambio en la localización de la
proteínade fusión. Sin embargo,considerandoque estamodificaciónpodríaserreversible
una vezque la proteínapurificadafueraseparadadel dominio C-LYTA, se procedióa la
expresiónde la fusión génicaen 5. cerevisiae(figura 26 panel 2). Paralelamentese
construyóel plásmido pT7CMPSl (tabla 6), en el que la fusión estábajo el control del
promotordel fago T7, y se realizó su expresiónen E. colí BL21 (DE3)plysS(figura 26
panel 1). Los resultadosmostraronunos bajosnivelesde expresiónen amboscasos,así
como una elevada inestabilidad de la proteína que apareceparcialmentedegradada,
dificultandosupurificaciónagranescala.

Panel 1 Panel2

12 3 4 5 ti 7 RQ 123456

123—
213— 85

50—
123

85

50 —

33 -/

28
19

Figura26: AnálisismedianteWesternblol de la producciónde la proteínadefusión C-LYTA-Mpslp
en E. colí y en 5. cerevísiae.Muestrasequivalentesde extractoscelularesobtenidosa partirde cultivosde E.
cotí (panel1) y 5. cerevisiae(~panel2) se fraccionaronen un gel depoliacrilamidadel 10%, se transfirierona
nitrocelulosay revelaron con anticuerpospoliclonales frente al dominio C-LYTA. La flecha indica la
localización de la proteínade fusión de 103,7 kD. Panel 1: Carriles 1 y 2: controlesnegativos(E. cali
transformadocon pT7-3 crecido en medio M9 y LB respectivamente).Carril 3: control positivo (E. cotí
transformadoconpT7C crecidoenM9). Carriles4 y 5: E. cotí transformadoconpT7CMPSI crecido en M9
y LB, respectivamente, tras 150 min de la inducción con IPTO. Carriles 6 y 7: dos clones de E. cotí
transformados con pT7CMPSI crecidoen M9 tras 240 min de la induccióncon IPTO. Carriles 8 y 9: dos
clones de E. cotí trasaformadoscon pT7CMPSI crecidosen LB tras240 min de la inducción con IPTG.
Panel 2: Carril 1: control negativo (5. cerevisiaetransformada con el vector YEpPGK2). Carril 2: control
positivo (5. cerevísiaetransformada con el vector YEpPGKC). Carriles 3 a 5: tresclones de 5. cerevisíae
transformadoscon el vectorde expresiónYEpPGKCMPS1. En todos los casoslas muestrasprocedíande
cultivos en YEPD a 280C en fase exponencial,inoculadosa partir de cultivos exponencialesen medio
selectivo.
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El interés de la proteínaMpslp como dianaantifungicaha llevado a investigar
nuevossistemasde expresiónen organismoscomo P. pastoris, quepudieranpermitir la
purificación de la proteína no degradada.Estos estudios están siendo realizadosen
colaboracióncon el departamentode Microbiología II de la Facultad de Farmacia
(U.C.M.).

12.4. Búsquedade interaccionescon otras proteínasmediante el “sistema dos
híbridos”

Por otra parte, se buscaronotras proteínasque interaccionarancon Mpslp, de
maneraque en el caso de que una inhibición de estasproteínaspudiera provocar la
alteración de Mpslp o una modificación en otro lugar de su misma ruta metabólica,
posiblementetambiéntendríaninteréscomo dianas.

La búsquedade estasinteraccionesserealizó medianteel “sistemados híbridos”.
Este sistema permite detectarla interacción de dos proteínasexpresadasde manera
conjuntaen una misma célula. Se basaen la fusión de cadauna de las proteínasa un
dominio diferentedelactivadortranscripcionalde levadurasGAL4, (deuniónal DNA o de
activación), de modo que sólo es funcional la unión de ambos dominios (Fields y
Stemglanz, 1994). Las interaccionesson detectadasmediante un doble proceso de
selección, aislando en primer lugar los clones His~, y ensayandosu actividad [3-

galactosidasa en segundo lugar.

Se clonó el gen MPS] en el vector pAS2-1 (tabla 5), portador del dominio de unión
a DNA(GBD4) del activadortranscripcional,generándoseel plásmidopASMPS1 (tabla
6). Este plásmido fue utilizado paratransformarlas cepascomercialesde £ cerevisiae
Y190 y CG-1945(tabla 3). Se detectóuna activacióntranscripcionalinespecíficadel gen
estudiado, ya que todos los clones transformados presentaron una actividad ¡3-
galactosidasa. Por tanto, la capacidad de la proteína de fusión GBD4-Mpslp para activar
inespecíficamente la transcripcióndel gen [3-gal,impidió continuar esta estrategia.

13. ESTUDIO DE LA PROTEÍNAYplOO7cp COMODIANA ANTIFUNGICA

La proteína YplOO7cp fue una de las proteínas identificadasque presentómayor

interés, ya que al no haber sido estudiada anteriormente, ofrecía la posibilidad de constituir
una diana antifungica nueva. Además, la demostración de su esencialidad para £
cerevisiae, realizada en nuestro laboratorio y que se comenta a continuación
detalladamente, aumentó su interés como diana. Sin embargo, la ausenciade datos acerca
de su actividad y mecanismo de acción, así como de su estructuray de su localización
celular, requerían un estudioen profundidadsobreella.

13.1. Estudio del gen YPLOO7C

13.1.1.Interrupción del gen YPLOO7C

El primer ensayo realizado para conocer la importanciadel gen YPLOO7Cpara 5.
cerevisiaeconsistió en su disrupción génica y la evaluación del fenotipo originado. Esta
disrupción génica fue realizadaen la cepahaploide TD28 y en las cepas diploides
5X508A15X501 lOA y SEY6lO/SEY61 1. La estrategia de interrupción utilizadase basóen
el trabajo de Gustin y Burk (1993), y se realizó de la manera indicada en la figura 27.
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Figura 27: Interrupcióndel gen YPLOO7C.Dos fragmentos de 480 pb y 592 pb correspondientes a
las regiones 5’ y 3’ del gen YPLOO7Cse amplificaron mediantePCRconla DNA PolimerasaPfr, utilizando
las parejas de oligonucleótidosA/C y B/D (tabla 7) durante55 ciclos de amplificación, a unatemperatura de
anillamiento de 55

0C. El fragmento AC-DB se obtuvomediantela ligación por el extremocohesivoSp/iI de
los fragmentosAC y OB, y fue posteriormenteamplificadopor PCRdurante35 ciclosa unatemperaturade
anillamientode 580C antesde serdonadoenel vectorpBluescriptII KS (tabla6).A continuaciónse clonó el
marcador URASen la dianacentralSph1, y fmalmente el fragmentoKpn1-NoÉ 1 seutilizó paratransformarla
cepa deS.cerevisíaeS288C.

ATG TAA

KpnI AC

Sph 1

Bgl II

Kpn 1

Kpn A
Kpn l

Sph 1

LacZ

lis



Resultados
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Las cepas anteriormente mencionadas fueron transformadas con la construcción obtenida,
sembradas en placas con medio definido carente de uracilo, e incubadas a 260C.

El estudio de los transformantes obtenidos mediante hibridación DNA-DNA
(Southernblot), mostró la correcta integracióndel gen URA3 en los diploides analizados.
Como sonda se utilizó un fragmentode 592 pares de bases del estremo 3’de la fase de
lectura abierta del gen. La aparición de dos bandas (figura 28) que poseían el tamaño
esperado para el gen YPLOOZCy para el gen interrumpido,confirmaronque los diploides
con una sola copia del gen eran viables. Por el contrario, no se obtuvoningúndiploide con
los dos alelos interrumpidos, mostrandoasí la esencialidaddel gen. Además,el resultado
obtenido del análisis de las escasas cepas haploides Ura~, demostró que la disrupción
génica no se había producido de maneracorrecta, y por tanto, también mostrabala
esencialidad de YPLOO7C.Los resultados anteriores se confirmaron mediante PCR.

kb

4.0

3.0 — Figura 28: Verificación de la disrupción del gen

YPLOO7Cmediantela técnica deSouthern. El DNA genómico

2.0 — de la cepa de £ cerevisiaeS2SSC(carril 1) y del diploide

1.6 — SEY6lO/SEY6I1 YPLOO7CwURA3(carril 2), fue extraido y
digerido con Eco Rl. 5 pg de cada DNA fueron sometidos a

1.0 — una electroforesis en un gel de agarosaal 1% y transferidosauna membrana de nitrocelulosa.La membranase hibridó a
600C con una sonda del gen YPLOO7C marcada

0.5 — radioactivamente, y se expuso a una película fotográfica
durante 5 horas en presencia deunapantalla amplificadora.

Los diploides interrumpidos en un alelo, 5X508A15X501lOA YPLOO7C..URA3y
SEY6lO/SEY6l 1 YPLOO7C::URA3,fueron esporulados y tras un proceso de disección de
tétradas, las esporas fueron incubadas en medio YEPDa 260C durante 96 horas. Sólamente
dos esporas de cada tétrada analizada formaron colonias visibles. Estas colonias fueron

incapacesde creceren un medio deficientede uracilo, demostrandoel efecto letal de la
interrupción del gen YPLOO7C. La esporasque no dieron lugar a colonias visibles,
germinaron y llevaron a cabo unas 6 divisiones celulares aproximadamente,generando

unas mícrocolonias cuyo aspectomicroscópicosemuestraen la figura29.
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Figura 29: Diseccióndelas ascasdel diploide SEY6I l/SEY6IO YPLOO7CsURA3.La cepadiploide
intenmmpida SEY6I 1/SEY6IO YPLOO7C::URA3 fue esporulada y sus ascas fueron diseccionadase
incubadas en medio YEPD a 260C.Panel 1: ascasdiseccionadase incubadasa 260C durante5 días. Panel 2

:

microcolonia formadapor una de las dos esporasque no dieron lugar a colonias viables,visualizadaal
microscopioóptico a 400X trascinco dias de incubación.

13.1.2.Búsquedade homologías

Posteriormente a la verificación de la esencialidad del gen YPLOO7C de £
cerevisiae, se investigóla posibleexistenciade secuenciashomólogasa YplOO7cpen otras
especies. Para ello se llevó a cabo, en primer lugar, una búsqueda en bases de datos
públicasy privadas,tratandode encontrarsecuenciasnucleotídicaso peptidicassimilaresa
la proteína en estudio. Sin embargo,no fue posible encontrarsimilitud con ninguna
secuenciade esta base de datos. Asimismo, otros procedimientoscomo búsquedade

patronesde secuenciasimilares, o similitudesestructuralescon otrasproteínashan sido
insuficientes para caracterizarla proteína. Tampoco se encontraronhomólogosen las
búsquedas realizadas por patronesde expresiónen otros organismos,de modo que no
parecíaexistir un homólogo en Caenorhabditis elegans a pesar de que sus librerias de
expresióncubrían másdel 80%de los genesesperados.Porestemotivo, seprocedióaun
estudiode hibridaciónDNA-DNA, Southernblot, con el DNA genómicode C. albicans,A.
fumnigatusy linfocitos humanos, similar al realizadopreviamentecon MPS]. Con este

ensayo se trataba de encontrar similitudes con genes de estas especiesque no estuvieran
secuenciados, y que por tanto, no formaran parte de las bases de datos. Sin embargo, como
semuestraen la figura 30, tampocoen estecasofue posibleidentificar ningunabandade
hibridación a las temperaturas de 60, 58, 50 y 420C a las que se realizaron los ensayos, ya
que únicamente se visualizaron las bandas correspondientes al gen YPLOO7C en 5.
cerevisiae.
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Figura 30: Búsquedade geneshomólogosa YPLOO7Cen otras especies mediante la técnica de
Southern.El DNA genómico procedente de 5. cerevísiaeS2SSC(carril 1), de C. alb¡cans (carril 2), de A.
fumigatus(carril 3) y de linfocitos humanos(carril4), fue extraídoy digerido conEco Rl. 5 >sg de cada DNA
fueron sometidos a una electroforesisen un gel de agarosaal 1% y transferidosa una membranade
nitrocelulosa.La membranase hibridó a 600C con unasonda del gen YPLOO7Cmarcada radioactivamente y
se expuso a una película fotográfica durante 5 horas en presenciade una pantallaamplificadora. Los
marcadoresdepesomolecularse indicanenkb.

Los resultados de ambas aproximaciones indicaban una posible ausencia de

proteínas homólogas en humanos,por lo que se manteníael interés por la proteína

YplOO7cpcomo posible diana antifúngica.

12.1.3.Análisis dc la secuencia

Para obtener información acerca de la proteína YplOO7cp se realizó un análisis de
su secuencia peptídica, tratando de encontrar regiones correspondientesa dominios
conservados y comunes con otras proteínas, que pudieran aportar alguna información
acerca de su posible funcionalidad. Únicamente se detectó un posible dominio
transmembrana (figura 31), que carecíade homología con los dominios transmembrana de
otras proteínas. Así, la ausencia de similitud de la secuencia YplOO7cp con algún dominio
conservadoo característico de alguna familia de proteínas,no permitió obtener datos
orientativosacercade su actividad o de su función en 5. cerevzs¡ae.

Por otro lado, se realizó un estudio detallado de la fase abierta de lectura del gen
YPLOO7Cmediante la búsquedade secuenciassimilares en la basede datos PROSITE
(Bairoch, 1991). De este modo fue posible identificar diversasregionesque habían sido
previamentedescritascomo zonassusceptiblesde modificación enzimática.Así, como se

muestraen la figura 31, se detectaronzonasde fosforilación por diversasquinasas,como

son la protein quinasaC, la caseinquinasaII, tirosín quinasas,y quinasasdependientes de
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cAMP y cOMP. Además, se identificaron posibles zonas de N-glicosilación y
miristoilización.

Tambiénsellevó acaboun análisisteóricode la regiónno codificantesituadaen el
extremo3’ y 5’ de la faseabiertade lectura,con el objetivo de identificar las secuencias
que pudieranregularla transcripcióngénicay obtenerde estemodo algunainformación
acerca de la funcionalidad de la proteínaYplOO7cp. Paraello, enprimerlugary de manera
previa, se definió el sitio de comienzo de la transcripción con el objetivo de delimitar la
secuencia promotora que debía ser analizada. Así se llevaron a cabo experimentos de
extensiónporcebador(primerextension)(figura32),quepermitierondetectardosposibles
sitios de comienzode la transcripción(TS), cadauno con su correspondientecajaTATA
(fi~ura 31). A continuación,se trataron de identificar en la región 5’ de la secuencia
algunosdominiosde regulaciónde la transcripción.Deestamanera,fue posibleidentificar
diferentes elementos que había sido implicados previamente en la regulaciónde diversos
genes como son MAT-al, que regula la represión de algunos genesespecíficosde cepas
haploides (Miller et al., 1985); STRE y HSE, que participan en la regulación de
determinados genes en situaciones de estrés (Ruis y Sehillíer, 1995); UAS2, que está
implicadoen la expresiónde genesrelacionadoscon el metabolismorespiratorio(Danget
al., 1994); CT box que es un reguladorpositivo de genesglicolíticos al que se une la
proteína OCRí (Tomow et al., 1993); UASNTR, que regula la represión catabólicapor

nitrógeno de diferentesgenes (Coffman a al., 1994); y MCB que es una secuencia
responsablede la expresióntemporalen 01/5 de algunosgenes(Aldea et al., 1994).La
localizaciónde todasestasregionesseseñalatambiénen la figura 31.

13.1.4.Regulacióntranscripcionaldel gen YPLOO7C.

La informaciónobtenidadel análisisteórico de la regiónpromotoramostróalgunas
de las posiblesformasde regulacióndel gen YPLOO7C,que podríanorientarnosacercade
supapelen 5. cerevisiae.Por estemotivo se intentarondeterminarde maneraexperimental
las condicionesque regulabanla transcripcióngénica,y conocerla implicación real de las
regionespreviamentedescritas.Paraello se llevó a cabo el estudiocomparativode los
nivelesdel tránscrito de YPLOO7Cencélulasde £ cerevisiaemediante hibridación RNA-
DNA(Northern bloO, tratandode identificarposiblesvariacionesen los nivelesde mRNA
dependiendode:

- Distintasetapasdel ciclo celularvegetativo:Se analizaronmuestrasde un cultivo
sincronizadode la cepatermosensíble5. cerevisiaeCDC15 encadauna de las etapasdel
ciclo celular vegetativo (figura 33).

- Haplotipo celular: Se analizó el nivel de tránscrito en cepashaploidestipo a
(TD28 y SEY611),y tipo a (SEY6lOy 5288C),y en cepasdiploides(SEY61l/SEY61Oy
5X508A/5X501lOA) (figura34 panel1).

- Fasede crecimiento:Se analizaronmuestrasde un cultivo de la cepaTD28 en
diferentesmomentosde sufaseexponencialy estacionaria(figura 34 panel2).

- Fuentede carbonometabolizada:Se analizaronmuestrasde un cultivo en fase
exponencial de la cepa TD28 creciendo en diferentes fuentes de carbono: glucosa,
galactosa, glicerol y acetato potásico (figura 34 panel 3).
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Figura 32: Determinación del sitio de comienzo de la transcripción del g~nYPLOO7C.A la izquierda
de la figura se muestrala secuenciadel plásmido pUC19 realizadacon el oligonucícótido Universal. A la
derecha se muestra la migración de las bandascorrespondientesa los dospotenci~lessitios de iniciación de la
trasnscripción. Se ha indicado la posición relativa al plásmido utilizado, como control de tamaflo.
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- Situaciones de estrés térmico y osmótico: Se analizaronvarias muestrasde un
cultivo en fase exponencial de la cepa TD28 creciendo en YEPDa 260C después de ser
sometidas de manera independientea estréstérmico (370C)(figura 34 panel 4), y a estrés
osmótico(NaCí0,5M) (figura 34 panel5).

- Meiosis y esporulación: Se analizaron las muestrasde un cultivo en fase
exponencial del diploide 5EY621l/5EY6210 al ser transferido a un medio pobre,
deficiente en nitrógeno (figura 34 panel 6).

Un primer análisis de los resultadosmostradosen la figura 33 indicó que la
expresión del gen YPLOO7C era siempre detectable, y los niveles de mRNAparecían
prácticamenteconstantes.No se apreciarondiferenciasentrelos nivelesde mRNA durante
las distintas etapas del ciclo mitótico (figura 33). Tampoco los niveles de tránscrito
mostraron diferencias significativas entre las células crecidas en distintas fuentes de
carbono (figura 34 panel 3), entre las células diploidesy haploidesanalizadas,ni entre las
levaduras de tipo a y a estudiadas (figura 28 panel 1). Se observó una reducción de la
expresión del gen YPLOO7Ca medida que el cultivo se acercaba a la fase estacionaria

(figura 28 panel 2), y durante el proceso de esporulación (figura 43 panel 6). Tambiénse
detectó una débil inducción en las células que habían sido sometidas a estrés térmico
(figura 28 panel 4) y salino (figura 28 panel 5) durante 40 y 60 mm.

mm.

YPLOO7C

H2B

ACTI

Figura33: Análisis de los nivelesde expresióndel gen YPLOO7Ca lo largo del ciclo celular. 1-2 j.xg
de mRNA fueronextraídosa partirde las muestrastomadascada20 minutosde un cultivo de la cepa CDC15
previamentesincronizadoen anafasea 370C y liberadodel bloqueoa 240C. El mRNA fue sometidoa una
electroforesisen un gel desnaturalizante de agarosa-formaldehído al 1% y transferido a una membrana de
nylon. La membrana fue hibridada sucesivamentecon las sondas radioactivascorrespondientesal gen
YPLOO7C,al gen control de la actina ACTIy al gen de la histonaH2B como marcador del progresoa lo largo
del ciclo celular.
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Figura 34:Análisis de los nivelesde expresióndel gen YPLOO7C. 1-2 ~g’delmRNA fUeron extraídos
a partir de diferentes cepas de S. cerevisiae en diversascondicionesde cultivo y sometidosa una
electroforesisen un gel desnaturalizante de agarosa-formaldehído al 1% antes de ser tranferidos a una
membrana de nylon. La membrana fue hibridada sucesivamente con las sondas radioactivascorrespondientes
al gen YPLOO7Cy al gencontrol ACTI. Los tiempos de exposición oscilaronentre16-24 horasparael gen
YPLOO7C,utilizando una películade alta sensibilidady pantallaintensif¡cadora,~yde 1-2 horasparael gen
ACTJ. Panel 1: mRNAprocedente de cultivos en fase exponencial en YEPD a 26?C de las cepas haploides a:
TD2S(l) y SEYÓI2 (2), a :SEY6I0(3) y S288C (4), y de los diploides SEY6II/SEY6IO (5) y
SX5O8A/SXSOIlOA (6). Panel2: mRNA procedente de un cultivo de la cepa TD28 en YEPD a 260Ctomado
a las 19,5,24, 27 y 67 horas,correspondientesa las fasesexponencialy estacionaria(ver figura45). Panel3

:

mRNA procedente de un cultivo en fase exponencial de la cepa TD28 creciendoen medio rico con diferentes
fuentesde carbono:glucosa(Glu), galactosa(Gal), glicerol (Oly) y acetatopotásico(AcK). Panel 4: mRNA
procedente de un cultivo en fase exponencial de TD28 en YEPD a 260Ctrassersometidoa un estréstérmico
de 370C. Las muestrasfueron tomadasa los 0, 20, 40 60 y 120 minutosdel cambio detemperatura.Panel5

:

mRNA procedente de un cultivo enfaseexponencialde TD28 en YEPD a 260C trassersometidoa un estrés
osmótico de 0,5M de NaCí. Las muestras se tomaron a los 0, 20, 40 60 y 120 minutos del aumento de la
salinidad. Panel 6: mRINAprocedentede un cultivo enfase exponencial del diploide SEY62ll/SEY6210 tras
ser transferido al medioME parainducir suesporulación.Las muestras se tomaron a las 0, 24, 72 y 120 horas
del cambio demedio.
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13.1.5. Efectodealteracionesen elnivel deexpresióndel gen YPLOO7C

Tras observar que el gen YPLOO7C poseía unos niveles de expresión bastante
constantes,se estudió si modificaciones provocadasen sus niveles de expresión, bien

mediante una sobreexpresión o una deleción en uno de los dos alelos del diploide,
originaban algún efecto sobre el crecimiento y/o la morfología celular.

Para sobreexpresar el gen YPLOO7Cse clonó su fase abierta de lectura en el vector
episómico YEp3S2 bajo el control del promotor PUK, generando el plásmido
YEpPGKYPL (tabla 6). Estaconstrucciónfue utilizada para transformarla cepa de £
cerev¡siae TD2S, así como la cepa mutante MJIO3, obteniendo los transformantes

correspondientes.Una vez confirmado que la construcción complementaba el fenotipo
termosensíbledel mutante,y por lo tanto era funcional, se pasó al estudio de los clones
TD28 transformantes.Tres clonesfueroncaracterizadosfenotípicamenteen el medioMDA
determinando su crecimiento, morfología y viabilidad a 26 y 370C. Los resultados
obtenidos fueron comparados con los procedentes del estudio en paralelo de la cepa control
TD28YEp352,transformada únicamente con el vector YEp352, y la cepa silvestre TD28.
Como se indica en la figura 35 no se detectaron diferencias importantes en el
comportamiento de las cepas analizadas. Este resultado mostró que la sobreexpresión del
gen YPLOO7Cen las condiciones ensayadas, no presentaba efectos tóxicos apreciables, ya
que no originaba alteraciones detectablesde ninguna de las características fenotípicas
analizadas.

Con la intención de conocer si la disminuciónde los niveles proteicos de YplOO7cp
provocaba alteraciones fácilmente detectables in vitro, se realizó un estudio fenotípico de
tres clones de cada cepa diploide SXSO8A/5X501 lOA YPLOO7C::URA3 y
SEY6lO/SEY6l 1 YPLOO7C::URA3,que poseían un alelo del gen YPLOO7C interrumpido.
Su comportamiento en YEPDy MDAa 26 y a 370C fue comparado con el de sus
correspondientesdiploides silvestrescultivados en las mismas condiciones,excepto el
MDAque estaba suplementado con el uracilo necesario para permitir su crecimiento. Los
cultivos se incubaron durante 50 horas y se analizaron sus características morfológicas, su
crecimiento y su viabilidad. También se cuantificó el DNAde la población en crecimiento
mediante citometría de flujo. Todos los clones Ura~ caracterizados mostraron un
comportamiento similar, y en ningún caso fue posibleidentificar diferenciassignificativas
con sus correspondientesdiploides silvestres,en ninguna de las condicionesanalizadas
(figura 36). La presencia del gen URA3 en los diploides interrumpidos podría ser la
responsable de que estas cepasmostraranmayor crecimientoen YEPD a partir de las 10
horas de incubación.
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13.1.6. Inmunolocalizaciónde la proteína de fusión C-LYTA~YplOO7cp mediante
microscopiaconfocal.

Para intentar obtener más información sobre la funcionalidad de la proteína
YplOO7cp, serealizaronestudiosorientadosadeterminarsu localizacióncelular.Al carecer
de anticuerposfrente a esta proteína,se decidió construir una proteína de fusión con
YcpOO7cp y el dominio C-LYTA procedentede la enzimaN-acetilmuramoil-L-alanina
amidasade £ pneurnon¡ae (Sánchez-Puelleset al., 1992),frenteal que sí sedisponíande
anticuemospoliclonales. Por otra parte, y como consecuenciade los bajos niveles de
expresión del gen YPLOO7C, previamentedeterminadosmediantela técnicade Northern
blm’ (figuras 33 y 34) y Westernblm’ (figura 59), se decidió hiperexpresarla fusión génica
para asegurar de este modo la obtención de una señal detectable.La hiperexpresiónse
realizómediantela utilización de un plásmidoepisómicoYEpPGKCYPL(tabla 6), en el
que el dominio ClytA estabafusionadoal extremo5’ del gen YPLOO7CTy cuyaexpresión

estaba regulada por el promotorconstitutivoPGK.

En primerlugar,secomprobóla flincionalidadde laproteínade fusión medianteun
ensayode complementaciónfenotípica,en el cual setransformóla cepamutanteMJ1O3
con los plásmidosYEpPGKCYPLy YEpPGKYPL (tabla6). En amboscasosseconsiguió
complementar el fenotipo termosensibledel mutante,lo que confirmó que la proteínade
fusión C-LYTA-YplOO7cp se localizaba, al menos, en el lugar donde se encuentrala
proteína YplOO7cp nativa.

A continuación, se realizaron los ensayos de inmunolocalizaciónen las cepasde £
cerevisiaeTD28 que hiperexpresaban la fusión génica. Las cepascontrolesutilizadasen
esteestudiofueronlos clonesde la cepaTD28 transformadoscon el plásmidoYEpPGKC
(tabla 6) que hiperexpresabanel dominio CIytA, controlpositivo, y los transformadoscon
el plásmido YEpPGKYPL(tabla 6) que hiperexpresaban la proteína YplOO7cp, control
negativo. Se analizaron los niveles de expresiónde diferentesclonesmediantela técnica de
Westernblot, sin observar diferencias significativas entre ellos, por lo que la selección de
los clones para los ensayos de inmunolocalizaciónserealizó al azar.Las células fueron
procesadas del modo adecuado (ver materiales y métodos) para llevar a cabo una
inmunofluorescenciaindirectacon un primer anticuerpopoliclonal frente al dominio C-
LYTA, y un segundo anticuerpo monoclonal marcado con el fuorocro~o Cy-3.

Los resultados obtenidos mostraron una señalfluorescentesimilar enlos clonesque
hiperexpresaban la fusión génica y los que hiperexpresaban el dominio ClytA (figura 37
panel 1), observándoseuna ausenciade señal en los controlesnegativos.La proteínade
fusión parecía estar distribuida por toda la célula, segúnmostróel estudio de diferentes
seccionestransversalesde las células (figura 37 panel 2). No puede eliminarse la
posibilidadde que laproteínade fusión se encuentredistribuidade modo inespecificopor
algunoslugaresdondehabitualmenteno selocaliza,ya queseque presentaen unosniveles
superiores a los normales. Sin embargo, la capacidadde complementarel fenotipo
termosensibledel mutantedemuestraque, al menos, estápresenteen el lugar adecuado
parallevaracabosufuncióncelular.
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13.1.7. Búsquedade interaccionescon otras proteínasmedianteel “sistema dos
híbridos”

La identificación de proteínas que fuerancapacesde interaccionarcon la YplOO7cp
podía aporta información acerca de la flincionalidad de la proteína enestudio.Parallevar a
cabo esta identificación se utilizó el “sistema dos híbridos”, que ha sido comentado con
anterioridad.

Enprimer lugar, se clonó el marco abierto de lectura del gen YPLOO7C en el vector
pAS2-l (tabla 5), que codificapara el dominio de unión a DNA (GBD4) del activador
transcripcional GAL4. Se transformaron las cepas comerciales de S. ¿erevisiae Y1 90 y CG-
1945 (tabla 3) y se analizó el comportamiento de los clonesobtenidosen el ensayode
actividad p-galatosidasa. Los resultados mostraron que la proteína de fusión GBD4-
YplOO7cp no presentaba capacidad de activación trascripcional inesjecífica, y por lo tanto,
se podían continuar los estudiosde búsquedade interaccionescoñ otras proteínas.Tras
seleccionar un clon de cada cepa, se transformaron con una lillirería genómica de £
cerevis¡ae que utiliza un vectorque lleva donadoel dominio de activacióntrascripcional
(GAD4). La primera etapa de selecciónpermitió recuperarun eleyadonúmerode clones
His~ a los que se analizó su actividad [3-galatosidasa,utilizandocomosubstratoX-gal.

Aunque el proceso de transformación con la genoteca se repitió sucesivas veces, y
siempre se recuperaron clones His~, no fue posible identificar algunó de ellos que mostrara
tambiénactividad13-galatosidasa.

El resultado obtenido no permite descartar la existen¿iade proteínas que
interaccionencon YplOO7cp, ya que la ausenciade actividadB-galáctosidasaen todos los
clonesestudiados,podría serdebidaa algunade las limitacionesdel sistemade los dos
híbridos,que sólamentepermiteidentificar interaccionesproteicas’relativamenteestables
ocurridas a nivel del núcleo.

13.2. Estudio funcional mediante la caracterización del mutante TD2SmjlO3

Los resultadosobtenidosen los ensayoscomentadosconanterioridadno aportaban
información suficiente para poder atribuir a la proteína YplOO7cp una función. Por este
motivo se adoptó una nueva estrategiaque permitiera obtener información sobre los
procesos en los que la proteína podría estar implicada, que consistía en el estudiode las
característicasdiferencialesde un mutantealteradoenel gen YPLOO7Cy la cepasilvestre.
El mutanteMJ103 poseíaun fenotipotermosensiblecomplementadopor el gen YPLOO7C,
por lo que probablementeposeíauna alteración en estegen. Sin embargono podía
eliminarse la posibilidad de que también existieran mutacionesen otros genes que
contribuyerana generarlas característicasfenotípicasde la cepa,por lo que eranecesario
obtener una cepamutadaexclusivamenteenel genYPLOO7C,quepermitieranasegurarque
las modificaciones de sufenotipoerandebidasa estamutación.

13.2.1.Obtencióndel mutanteTD2SmjlO3

En primer lugar, se procedió a la identificación de la mutaciónenel gen YPLOO7C
de la cepa termosensibleMJ1O3 obtenidaapartir de la cepaS288Cmediantemutacióncon
luz UV. Para ello se amplificó estegenmediantePCR,utilizandacomo molde el DNA
genómico del mutante MJ1O3. El YPLOO7Cse clonó en el vector pBluescript, generando el
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plásmido pBLypl (tabla 6), y se secuenció el gen en tres clones procedentes de tres
amplificaciones diferentes, por las dos cadenas. Así se pudo identificar una transversión

en el nucleótido 442 de la fase de lectura abierta,que originabaun cambioen el
aminoácido 148 de asparragina (N) por tirosina (Y). Este cambio N148Y entre
aminoácidos que carecen de carga a PH neutro, parecía ser el responsable del fenotipo
termosensíble del mutante MJ1O3. Esta mutación podría tener una repercusión estructural
significativa, sobre todo a 370C, como se deduce de la predicción de estructura secundaria
de la zona donde se localiza (figura 38). La sustitución de N por Y parece provocar un
cambio estructural en la región donde se localiza dicho residuo, que pasa de estar en una
zona poco estructurada a localizarse en una estructuratipo [3.

148

YplOOYcp SSRTYHCFEWNPIESSIVVGNEDGELQFFSIRKNSENTPEF

TTI3BBBI3TTCCCTTBBBBBCCCUaaUcLaaaTTTCCCCCCaa

YpIOO7cp SSRTYHCFEWNFIESSIVVGYEDGELQFFSTRKNSENTPEF

TTBI3I3I3BTTCCCTTI3I3I3I3CCCaUaaaaTTTCCCCCCaa

Figura 10: Predicciónde estructura secundaria de las proteínasYplOO7cpnativae YplOO7cpmutante.
a, hélice alfa; 3, estructurabeta; t,, giro beta ; c, estructura no ordenada. Se indica la posición del residuo
mutado.

A continuación se procedió a la obtención de un mutante que poseyera la mutación
identificada previamente, medianteunatécnicade recombinacióngenética.La cepade S.
cerevis¡aeelegida para sermutagenizadafue la TD2S(tabla3). En esta cepa se introdujo la
mutación puntual A442T, generandoel mutanteTD28mj103 medianterecombinación
homóloga (figura 39) (Scherer y Davies, 1979). Se confirmó el fenotipo termosensible de
los clones recuperados tanto en medio sólido como en medio líquido, así como la
capacidad del gen YPLOO7C para complementarsu fenotipo termosensible.El clon
transformante mostró un crecimiento, una viabilidad, y una morfología similar a la del
silvestre (tabla 20). Asimismo, y como se indica más adelante en la figura 40, la
distribución de la población según su contenido en DNAdel transformante también fue
parecidaa la de la cepa control. Por último, la secuenciación del gen yplOO7c verificó la
presenciade la mutaciónA442T y por lo tanto, se confirmó que estamutaciónera la
causante del fenotipo termosensible del mutante original MJ1O3.
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Figura 39: Reemplazamiento génico del alelo silvestreYPLOO7Cpor el alelo mutadoypIOO7c. (A) El
alelo mutado yplOO7c fue donado en el vector integrativo YIpS generandoel plásmidoYIpypl con URA3
como marcador de selección. (B) La cepa silvestre de S. cerevisiaeTD28, fue transformada con esta
construcción,previamente digerida con AlioI, para facilitar la recombinación homóloga entre el alelo silvestre
y el mutado. (C) Comoresultadode la recombinación,el YIpypl se integró en el genoma,permitiendola
presenciaconjunta de YPLOO7C e ypioO7c en los clones Urat (D) La recombinación entre las zonas
homólogas de los genesdió lugar a la pérdida del marcador URA3junto con uno de los dos genes YPLOO7Co
ypIOO7c. (E) TrescepasUra termosensiblesfueron secuenciadasparaverificar la presenciade la mutación
A442T enel genyplOO7c.
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Tabla 20: Estudio comparativo del comportamiento en medio liquido del mutante
TD28mj103, del transformanteT-TD28mj 103 y de lacepasilvestrede S. cerevisiaeTD28.

CEPAS YEPD 260C YEPD 370C
Crecimiento Viabilidad Morfología Crecimiento Viabilidad Morfología

TD28mjlO3 95/90 R - 70/40 R
T-TD28mjlO3 ±±-i- 99/98 5 90/85 5

TD28 95/90 5 85/70 5

El clon T-TD2SmjlO3 procedíade la transformacióndel mutanteTD28mjlO3 con el plásmidoplO3.l, que
habíasido obtenidoa partir del clon 1103.1 como se ha comentadocon anterioridad.El crecimientoen el
medio líquido YEPD fue estudiadodurante48 horasmediantela determinaciónde la absorbanciaa 600 nm.
El +++++++ significaque losvaloresobtenidosa las 24 horasdeincubaciónfueron similaresa los de la cepa
silvestre.El signo - indica ausenciade crecimiento.Los valoresde viabilidad fueron calculadosmediante
tinción con yoduro de propidio tras 24/48 horas de incubación. La morfología fue analizadamediante
microscopia óptica y se indica como S en el caso de no mostrardiferencias significativas con la cepaTD2S, y
como R en el casode mostraruna morfologíamás redondeada.Los valoresde crecimiento a 26 y a 370C
estánreferidosa los valoresdecrecimientode la cepaS288Cen las mismascondiciones.

112.2.Caracterizaciónfisiológicadel mutante

Con la finalidad de averiguar el papel fisiológico de la proteína YplOO7cp en £
cerevisiae, se realizaron diversos estudios de caracterización fenotípica del mutante
TD28mj 103.

13A2.2.1. Estudiodel fenotipotermosensible

Se analizaron las característicasfenotipicasdelmutanteTD28mj103, estudiandosu
crecimiento, viabilidad, contenido en DNA y morfología en medio líquido YEPD en
condiciones permisivas (260C) y restrictivas (370C). Los resultadosobtenidos fueron
comparados con los procedentes del estudio en paralelo de la cepa control TD28. Los
matraces con medio YEPDfueron inoculados con cultivos en faseexponencial en YEPDa
260C, de modo que su absorbanciaa600 nmfuera de 0,1 y se incubaron durante 24 horas a
26 y a 370C. El estudio de las diversasalícuotastomadasduranteeste periodomostróuna
tasa de crecimiento menor del mutante TD28mj 103 respectode TD2S, aunque tras 24
horas de incubación sus valores de absorbanciaa600nmfueron similares (figura 40 panel
1). El mutante fue incapaz de proliferar a 370C a pesar del ligero incremento de su
absorbancia a 600 nmdurante las primeras horas de incubación (figura 40 panel 1).

El porcentaje de células viables, calculado mediante el recuento de colonias

crecidasenplacasde YEPD e incubadasa260Cfue similaral de la cepaTD28 a260C,pero
mostró una viabilidad inferior a 370C (figura 40 panel 1).

Se realizó el estudio del contenido en DNA mediante citometría de flujo. Esta
técnica permite cuantificar la cantidad de DNA de las células durante todo el ciclo
mitótico. En general, el contenido en DNA de una célula durante la fase 60/01 se
denomina n, y en las fases de síntesis, en las que dicho contenido se duplica, es 2n. Los
análisis realizados mostraron que la población con un contenido n de DNA era más
numerosa en la cepa mutante que en la silvestre, tanto a 26 como a 370C, y tanto en fase
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exponencialcomoal comienzode la faseestacionaria(figura 40 panel2). La cepamutante
poseíaunapoblacióncon contenidoen DNA n similar a la 2n durantesu crecimientoa
260C, aunquetras 22 horas de incubación la poblaciónn era mayoritaria. A 370C el
incrementode la poblaciónn frentea la 2n serealizabade un modomásrápido,de modo
quetras8 horasde incubaciónel cultivo presentabala mayoríade las célulascon contenido
en DNA n y su crecimientoestabaprácticamentedetenido. Por el contrario, la cepa
silvestremostróunapoblaciónpredominante2n en todaslas condicionesanalizadas.Estas
características del mutante sugerían que un posiblealargamiento de su fase GO/G1 podría
ser la causa de la disminuciónde suUsade crecimientoy el incrementode lapoblaciónn.

Por otra parte, el estudio morfológico de TD28mjl03 mostró que las células
mutantes eran más redondas que las silvestres, tanto a 26 como a 370C (figura 41).

Paracaracterizarcon mayor detalleel comportamientodel mutanteTD28mj103
observado en matraz y comprobar que era repetitivo, se realizaron ensayos similares en
biorreactores con 20 litros de medio YEPD(ver materiales y métodos);La inoculaciónde
los biorreactores se realizó con célulasen crecimientoexponencialen YEPD a 260C. Las
célulasfueron incubadasenunoscasosa 260C, y en otros seelevóla temperaturaa 370C
una vez que los cultivos habíanalcanzadounaabsorbanciaa 600 nm adecuada.Duranteel
ensayo se analizó la evolución del comportamiento de la cepa mutante y de la cepa
silvestremediantela tomade alícuotasy determinaciónde suabsorbanciaa 600 ¡un, de su
viabilidad, morfologíay contenidoen DNA. Los resultadosobtenidosfueron similaresa
los de los experimentosanterioresen matraces,confirméndoseasí el fenotipopreviamente
descrito.

El análisis de las células mutantesdetenidasa 370C mostró que el 60% de éstas
carecían de yema. Este resultado,junto al obtenido por citometría de flujo sobre el
contenidoen DNA de las células detenidasa 370C, parecíaindicar que la mutaciónno
originabala detencióndel ciclo vegetativoen un momentoconcreto,y por tanto YPLOO7C
parecíano ser un gen responsablede la progresióndel ciclo celular. Paraverificar esta
posibilidad,serealizaronunosensayoscon célulasmutantesTD28mj103 y silvestreTD28
sincronizadasporel factoralfa(ver materialesy métodos).Unavez eliminado estefactor
se incubaronlas célulasa 370C, analizandosu morfologíay crecimiento.Los resultados
obtenidosmostraronque tras 8 horas de incubaciónel mutantedeteníasu crecimiento
presentandoel 60%de lascélulassin yemay por tantoen laetapa00/01,mientrasque las
células silvestres continuabansu crecimiento con un 5% de las células con esta
característica.Este resultadoindicabaque la detencióncelular no ocurnaen todas las
célulasenunmomentodeterminadodel ciclo.
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Panel 1

Panel 2

Figura 40: Comportamientoy contenidoen DNA de la cepamutanteTD2Smj103 y de la silvestre
TD28, en el medio líquido YEPD a 26 y a 370C. Panel 1: (A) Crecimientoen YEPD a 26 y a 370C. (B)
Viabilidad en YEPD a 26y a 370C. El crecimientofue determinadopor la absorbanciaa 600 nmde diferentes
alícuotastomadasa lo largo del ensayo.La viabilidad fue calculadamedianteel recuentode colonias en
medio sólido YEPD a 260C. Panel2: Contenidoen DNA de las células,determinadomediantecitometriade
flujo. El ejeX representael contenidode DNA segúnla señalfluorescentedel yoduro de propidio, y el eje Y
indica el númerode células.Cadamuestraestáconstituidapor í04 células. El primer pico correspondea la
población n y el segundopico corresponde a la población2n.
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Figura 42: Crecimientodel mutanteTD28mj103 y de la cepasilvestreTD2S sobre láminasde agar
YEPD a26 y a 370C. (A) TD2Smj103 a 260C. (B) TD28mj103 a 370C. (C) TD28 a 260C. (D) TD28 a 370C.
1x102 célulasprocedentesde cultivos en faseexponencialen YEPD a 260C se sembraronsobre láminasde
agar YEPD y se incubarona 26 y a 370C durante72 fi. La evolución del cultivo fue seguidaen un
microscopio de contrastede fasesa 400x. La fotografía muestrael aspectode los cultivos tras 24 h de
incubación.
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Con el objetivo de conocer si el comportamiento termosensible del mutante variaba
según la fase de crecimiento en la que se encontraba, se procedió a estudiar el fenotipo
termosensible mostrado por células de TD28mj 103 que se encontrabanen crecimiento

exponencial y en fase estacionaria. Estos estudios se realizaron de manera similar a los
llevados a cabo para la caracterizacióndel fenotipo termosensibledel mutante,y que han
sido explicados previamente. Los inóculos utilizadosprocedieronde cultivos en distintos
momentosde la fase exponencialy cultivos en fase estacionaria.Los resultadosde este
ensayomostraronque los cultivos a 370C de célulasmutantesprocedentesde la primera
etapa del crecimiento exponencial eran capaces de proliferar en estas condiciones durante
más tiempo que los cultivos que habían sido inoculados con células que se encontraban al
final de la faseexponencialy en faseestacionaria.

Por otra parte, una vez conocido el comportamientodel mutante a 26 y a 370C se
trató de conocer su comportamientoa otras temperaturasintermedias para intentar
delimitar la mínima temperatura a la que se manifestabala mutación. Para ello se
sembraron 1x103 células procedentes de cultivosen fase exponencialde las cepas mutante
TD28mj 103 y silvestre TD28, sobre placas de Petri con medio YEPD. Las placas
inoculadas fueron incubadas a 15, 24, 30, 32 y 350C durante 120 horas, examinando su
evolución cada 24 horas. Como se observa en la figura 43, la cepa mutante mostró un
crecimiento similar al de la cepa silvestre a 15 y a 240C. Su crecimiento he inferior a 30 y
a 320C, resultando incapaz de generar colonias visibles a 350C.

)

Figura43: Crecimientode la cepamutanteTD2Smj103 y silvestreTD28 enel mediosólido YEPD a
diferentes temperaturas.1x103 células de la cepamutante TD28mjlO3 y de la cepa silvestre TD2S,
procedentesde cultivos en fase exponencialen YEPD a 260C, fueron sembradasen forma de “botón” en
placasde Petri con medio YEPD. El botónsuperiorcorrespondea la cepasilvestrey el botón inferior a la
cepamutante.La velocidadde crecimientofuediferentedependiendode la temperaturade incubación,por lo
queen la figurasemuestrael aspectode la placaincubadaa 15’C despuésde 10 díasde sersembrada,de las
placasincubadasa 24, 30 y 320C despuésde3 días,y de la placa incubada a 350Ctraspermanecer4 díasa
estatemperatura.

150C 240C 300C

320C 350C
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13.2.2.2.Crecimientoendiferentesfuentesde carbono

Con la finalidad de conocer si el mutanteTD28mj103 era capaz de utilizar
diferentes fuentes de carbono a temperatura permisiva y evaluar su capacidad para crecer a
temperaturarestrictivaen algunode ellos, se analizó su comportamiento en mediossólidos
con glucosa,galactosay maltosa,como fuentesde carbonofermentables,y con glicerol,
etanoly acetatopotásicocomofuentesde carbonono fermentables.Entodoslos mediosse
sembraron lx lo3 células de los cultivos en fase exponencial a 260C de las cepas mutante
TD28mj103 y silvestreTD28. Las placasinoculadasfueronincubadasa 15, 24, 30 y 350C
durante 120 horas, excepto la de l5”C que se incubó durante 10 días, anotandosu
evolución cada 24 horas. Los resultadosobtenidos(figura44) mostraronun crecimiento a
temperaturapermisivadel mutanteTD28mj103 en todos los mediosutilizados,y por tanto,
su capacidadparametabolizarlas diferentesfuentesde carbonoensayadas.Sin embargo,
existíandiferenciasentreambascepasencuantoala velocidadde crecimientoy tamañode
las colonias formadas, dependiendo de la temperatura de incubación. Así, el
comportamientoa240C del mutanteTD28mj103 fue muy similar al de la cepa silvestre en
todoslosmediosutilizados.A 300Cel crecimientodel mutanteen los mediosconglicerol
y acetatopotásicoresultómáslento queel de lacepasilvestre,siendoincapazde proliferar
en el medio con etanol. Finalmente, a 350C la cepa mutante no pudo crecerennmgunode
los mediosde cultivo, al contrario de la cepa control TD28, que lo hizo en todos ellos.

Para conocer si la ausencia de crecimiento del mutante sobre el medio de cultivo
con etanol a 300C, era la consecuencia de un efecto tóxico del etanol sobre las células
mutantes,o era debido a que estesubstratono podíaser degradadopor el mutante,se
evaluó el crecimiento de dicha cepa a 300C en un medio de cultivo que poseíaetanol2% y
glucosa 2%como fuentes de carbono.La ausenciade crecimientoen estemedio de cultivo
confirmó que el etanol producía a 300C un efectotóxico sobreel mutanteque impedíasu
proliferación.

Por tanto, los resultados obtenidos permitieron concluir que la termosensibilidad
del mutante era independientede la fuente de carbono utilizada, ya que no se obtuvo
crecimiento en ninguna de las condiciones ensayadas a temperatura restrictiva.

13.2.2.3. Crecimiento en presencia y ausencia de oxígeno

Para conocer si el oxígeno participaba en la manifestación del fenotipo
termosensible, se analizó el comportamiento del mutante TD28mj 103 en aerobiosis y en
anaerobiosis, en medio sólido y enmedio líquido.

Los experimentos en medio sólido se realizaronmediantela siembrade 1x103
células procedentes de un cultivo en fase exponencial en YEPDa 260C, en cuatro placas de
Petri con medio sólido YEPD. Dos de las placasfueron incubadasdurante72 horasen
presencia de oxigeno a 26 y a 370C respectivamente. Las otras dos placas fueron incubadas
en las mismas condiciones de temperatura en una atmósferacarentede oxígeno (ver
materiales y métodos). Los resultados obtenidos mostraron una ausencia de crecimiento del
mutante en todas las placas incubadas a 3 70C, a diferencia de la cepa silvestre que fue
capaz de crecer en las mismas condiciones. Por otra parte, el mutante se comportó de
manera similar al silvestre a 260C en las condiciones ensayadas.
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Figura 44: Crecimiento de la cepamutanteTD2SmjlO3 y de la cepasilvestre TD28 en medios
sólidoscondiferentesfuentesde carbono.1x103 célulasde lacepamutanteTD28mj103 y de la cepasilvestre
TD28, procedentesde cultivos enfaseexponencialen YEPD a 260C, fueron sembradasen forma de“botón”
en placasde Petri con mediosde cultivo con diferentesfuentesde carbono. El botón superior corresponde a
la cepasilvestrey el botón inferior a la cepamutante.La fotografiamuestrael aspectode las placastras72
horasde incubacióna las temperaturasindicadas.Debeseñalarsequelas escasascoloniasde la cepamutante
queaparecenen la placade acetatopotásicoincubadaa 300C siguieroncreciendo,a diferenciade las células
inoculadassobre el medio de etanol e incubadasa la misma temperatura,que no mostraronningún
crecimientotras 120 horasde incubación.
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Los experimentosen medio liquido serealizaronen biorreactorescon 20 litros de medio
YEPD. Los inóculos procedían de células en fase exponencial en YEPDa 260C. El estudio
de la cepa mutante y de la silvestre fue realizadode manerasimilar al utilizado en la
caracterizacióndel fenotipotermosensible,explicadopreviamente,aunqueen estecasose
evitó la entradade oxígenoenel biorreactor.Las temperaturasde incubaciónfueron 26 y
370C. Los comportamientos de ambas cepas en las condiciones analizadas fueron similares
a los observados con anterioridad en condiciones aerobias, de modo que a 260C la cepa
mutante creció más despacio que la silvestre, aunque a tras 24 horasde incubaciónlos
valores de absorbanciaa 600 nm fueron similares.A 370C la cepamutantedetuvo su
crecimiento tras 8 horas de incubación, mientras que la cepa silvestre continuó
proliferando. Los resultadosobtenidos mostraron que el fenotipo termosensible de
TD28mj 103 era independiente de la presencia o ausencia de oxígeno.

13.2.2.4. Análisis de metabolitos

Con el objetivo de conocer si la mutación N148Y en la proteína YplOO7cp
provocaba una alteración en los mecanismos de consumo y producción de algunos
metabolitos, se realizaron experimentos en los que la cepa mutante TD28mj103 y la cepa
silvestreTD28 fueroncultivadasen condicionescontroladas.En esteestudiosetrabajócon
cultivos más crecidosque en los experimentosanteriores,ya que se tratabade detectar
modificacionesen la composicióndel caldode cultivo como consecuenciade la actividad
metabólica de las células, y por lo tanto se requería un crecimiento abundante para que
estasmodificacionespudieranserdetectadaspor técnicascromatográficas.El cultivo de
ambas cepas se llevó a cabo en biorreactores con 20 litros de medio YEPDinoculados con
cultivos en fase exponencial crecido en este mismo medio a 260C. La incubación se realizó
en unos casos a 260C durante todo el proceso,mientrasqueen otros se inició el crecimiento

a 260C y al alcanzar la absorbancia a 600 nmde 1 se realizó un cambio térmicoa 370C.Las
muestras tomadas a lo largo del ensayo fueron analizadas,evaluando su crecimiento
(absorbanciaa 600 nm), su viabilidad y su morfología. Además, el caldo de estas muestras
se analizó mediante HPLC, que permite determinar las variaciones en los niveles de 16
aminoácidos (ácido aspártico, serma, ácido glutámico, glicocola, histidina, arginina,
treonina, alanina, prolina, tirosina, metionina, valina, lisina, isoleucina, leucina y

fenilalanina), así como el consumo de glucosa y la producción de diversosácidosorgánicos

(pirúvico, mevalónico, cítrico, succinico fórmico y acético) y alcoholes (etanol, metanol y
propanol). Las diferencias más relevantes entre ambas cepas se muestran en las figuras 45 y
46. Fueronespecialmentedestacableslamayorproducciónde etanolporel mutantey de un
compuesto aún sin identificar a 260C (figura 45). Por otro lado, la cepa TD28mj 103
continuó el consumo de aminoácidos una vez agotada la glucosa del medio a 260C, a
diferencia de la cepa TD28 que detuvo su consumo en condiciones de agotamiento de
glucosa (figura 45). Este último comportamiento fue mostrado también a 370C por ambas
cepas (figura 46). El seguimiento del crecimiento celular permitió detectar una
proliferación del mutante TD28mj 103 tras el cambio térmico, llegando a alcanzar unos
valores similares a los de la cepa silvestre. Este resultado fue la consecuencia de su
capacidad,demostradaanteriormente,pararealizarvariasdivisionescelularespreviamente
a la detención del crecimiento en condiciones restrictivas. En este experimentolas
divisiones previas fueron suficientes para agotar la glucosa del medio y por tanto, la
detención del crecimiento fue consecuencia de la falta de nutrientes además de ser
consecuencia de la manifestación del fenotipo termosensible.
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13.2.2.5.Efectode la sobreexpresióndel genYPLOO7C

Como ya se ha comentado anteriormente, los ensayos de sobreexpresión del gen
YPLOO7Cen la cepa TD28 no mostraron diferencias significativas entre el crecimiento,
viabilidad y morfología del clon que sobreexpresaba este gen y la cepa silvestre TD28
(figura 35). Sin embargo y como consecuencia de que el medio de cultivo mínimo MDA
utilizado paraasegurarla hiperexpresión,habíaprovocadouna disminuciónde la tasade
crecimientode la cepaTD2S con respectoa la mostradaen medio rico, así como una
modificación de su morfología, sedecidió repetirel experimentoen unascondiciones de
cultivo mejores,que permitierandetectarligeros cambiosen su comportamientocomo
consecuenciadel efecto de la sobreexpresión.Por este motivo se analizó el
comportamientode 3 clonesprocedentesde la transformacióndel mutanteTD28mj103 con
el plásmidoepisómicoYEpPGKYPL (tabla6), en mediorico YEPD a370C. Los matraces
fueron inoculados con cultivos en MDAa 260C en fase exponencial y se incubaron en
YEPD a 370C para asegurar la hiperexpresióngénicay evitar la pérdidade plásmido.Con
objeto de poderanalizarlas posiblesvariacionesen el comportamiento,secompararonlos
resultadosobtenidoscon los procedentesdel ensayoparalelode otros tres clonesmutantes
transformados con el plásmido centromérico plO3.l, con la cepa mutante TD2Smj 103 y
con la silvestre TD28. Durante las 24 horas de duración del experimentose tomaron
diversas alícuotas,en las que se analizó el crecimiento, la viabilidad y la morfología
celular, así como la distribuciónde la poblaciónen cuantoa su contenidoen DNA. Los
resultados obtenidos (figura 47 panelí) mostraron un comportamiento similar de los clones
transformados con ambos tipos de plásmidos, que, a diferencia de la cepa mutante,
proliferaron a 370C, aunque con una tasa de crecimiento menor que la cepa silvestre. La
viabilidad de todos los clones transformantes analizados, no presentó diferencias con la
cepa silvestre (figura 47 panelí). Asimismo la morfología observadafue similar a la del
silvestre. Por otra parte, la distribuciónde la poblacióncelularencuantoa sucontenidoen
DNA fue similar en los transformantesy en la cepa silvestre TD28, con un claro
predominio de la población 2n, a diferencia de la cepa mutante que presentó una parte
importante de su población con un contenido n en DNAdurante el tiempo en que tuvieron
lugar las divisionescelularespreviasa que su crecimientose detuvieraa 370C (figura 47
panel2). Esteestudiomostróqueel genYPLOO7Cenmonocopiay enmulticopiaeracapaz
de complementarotrade las alteracionesfenotipicasdel mutante,que esel incrementode
la poblaciónenla faseGO/Gí.

Estosresultadosconfirmaronqueel incrementode los nivelesde expresióndel gen
YPLOO7Cen la cepamutanteTD2Smj103 noprovo9abacambiosdetectablesen ningunade
las característicasanalizadas,coincidiendoasícon los resultadosobtenidospreviamenteen
los ensayosde sobreexpresióndel genen lacepasilvestreTD28.

13.2.2.6.Capacidady eficienciadeapareamiento

Para conocersi la mutación Nl4SY de la proteína YplOO7cp provocabauna
alteración del proceso de apareamientode S. cerevisiae, se realizaron ensayos
comparativosentre el mutanteTD28mj103 y el silvestre TD2S en medio sólido (ver
materialesy métodos).
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Figura 47: Comportamientoy contenido en DNA de la cepamutanteTD28mjlO3, de sus clones
transformadoscon YEpPGKYPL y con píO3.í y de la cepasilvestre TD28, en el medio líquido YEPD a
370C. Panel 1: (A) Crecimiento en YEPD a 370C. (E) Viabilidad en YEPD a 370C. El crecimiento fue
determinadopor la absorbanciaa 600 nm de las diferentes alícuotastomadasa lo largo del ensayo. La
viabilidad fue calculadamediantetinción conyoduro de propidio. El comportamientodel clon transformado
con YEpPGKYPL y el comportamientodel clon transformadoconp103.í correspondena la mediade tres
experimentosindependientes.Panel2: ContenidoenDNA de las células,determinadomediantecitometriade
flujo. El eje X representael contenidode DNA segúnla sefial fluorescentedel yoduro depropidio,y el ejeY
índica el númerode células.Cadamuestraestáconstituidapor í04 células.El primerpico correspondea la
poblaciónn y el segundopico correspondea lapoblación2n.
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El apareamientode ambascélulasocurrió conunaeficienciasimilara 260C,aunque
las célulasmutantestardaronmástiempo. A 370C tambiénseprodujoel apareamientode
ambascepas,demostrandoqueademásde tenercapacidadparadividirse variasvecesantes
de detenersucrecimientoatemperaturarestrictiva,tambiéneracapazde conjugar.Porotra
parte, las células niutantes fueron incubadasa 370C durante periodos de 8 horas
previamentea sersometidasa los procesosde apareamientoa 370C y tambiéna 260C como
control del experimento.Con esta incubaciónprevia se trataba de detenerel ciclo
vegetativode las célulasmutantesy posteriormenteanalizarsi el ciclo sexual también
quedabadetenidoa estatemperatura,o por el contrario las cepaspodíanaparear.Los
resultadosmostraronque las células mutantespreincubadasa 370C no apareabana la
temperaturarestrictivade 370C aunquesilo hacíana 260C, por lo que se dedujoque el
mutanteTD28mj103 deteníasuciclo vegetativoy sexuala370C.

Los resultadosde ambos ensayosparecíanindicar que el gen YPLOO7Cno estaba
directamenterelacionadocon ningunode los procesosanalizados.

13.2.2.7.Sensibilidada diferentestiposde estrés

Comosehacomentadocon anterioridadenestetrabajo,el análisisde la secuencia
promotoradel gen YPLOO7Creveló la presenciade secuenciascorrespondientesa lugares
de activación de la transcripciónde algunosgenesen condicionesde estrés,como son
STREy HSE(figura 31). Porotro lado, tambiénsehanmostradolos resultadosobtenidos
en el estudiode la regulacióngénica,en los que sedetectóun ligero incrementodel mRNA
en las células crecidasen presenciade NaCí 0,5 M (figura 34 panel4), así comoen las
célulasincubadasa 370C (figura 34 panel5). Ambascaracterísticassugirieronunaposible
implicaciónde laproteínaYplOO7cpen la respuestacelular desencadenadaantesituaciones
de estrés.Por estemotivo, y con el objetivo de conocersi la mutaciónen yplOO7c podía
modificar la capacidadde respuestade la cepafrente a estassituaciones,se analizó el
comportamientode la cepa mutanteTD28mj103 y de la silvestreTD28 en diferentes
condicionesde estrésa 260C, ya que a estaT~, como se ha comentadocon anterioridad,
existíaun cierto gradode expresiónde la mutación(figura40).

- Sensibilidadal estréssalino.

El comportamientode ambascepasen condicionesde estréssalino fue evaluadoen
medios líquidos y sólidos suplementadoscon diferentesconcentracionesde NaCí. El
estudioenmedio líquido serealizóenmatracescon medio YEPD suplementadoconNaCí
1, 1,5 y 2 M, quefueroninoculadosauna absorbanciaa600 nm de 0,1 con cultivos en fase
exponencialen YEPD a 260C. Durante las 74 horas de incubaciónsetomarondiversas
alícuotas a las que se analizó su crecimiento(Aóoonm) y su morfología. Los resultados
obtenidosmostraronun crecimientomenorde la cepamutanteTD28mj103 en presenciade
NaCí con respectoa la silvestre TD2S (figura 48 panel 1). Ambascepasmodificaronsu
morfología al crecerencondicionesde estréssalino,de modoquela cepamutanteaumentó
ligeramentesu tannifo, a diferenciade la cepasilvestrecuyas células se mostraronmás
pequeñas(figura 48 panel 2). Estas observacionesindicaban que los mecanismosde
respuestaa estréssalinopodríanestardañadosen el mutante.
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Figura48: Sensibilidadde las cepasmutanteTD28mj1O3 y silvestreTD28 al estéssalino.Panel 1

:

Crecimientode la cepamutante TD28mjlO3 y de la cepasilvestre TD28. 1x103 célulasde ambascepas
procedentesde cultivos en fase exponencialen YEPD a 260C, fueron sembradasen matracescon medio
liquido YEPD y con mediolíquido YEPD suplementadocon 1,1,5 y 2 Mdc NaCí. Los cultivos se incubaron
a 260C,y sucrecimientofue detenninadopor la absorbanciaa 600 arr de diferentesalicuotastomadasa lo
largodel ensayo.Panel2: (A) CepamutanteTD28mj103 en YEPD suplementadocon IM deNaCí. (B) Cepa
silvestre TD2S en YEPD suplementadocon IM de NaCí. La figura muestrala morfologíacelular tras 50
horasde incubación,visualizadaenun microscopiodecontrastedefasesa 400X.

Paraconocersi el efectodel NaCía 260C seacentuabaa medidaque seelevabala
temperatura,o por el contrario, semanteníaconstante,serealizaronensayosde respuestaa

estréssalino a 26, 30 y 350C. Paraello se sembraronlxi O~ células,que procedíande los
cultivos en faseexponencialen YEPD a260C, de las cepasmutanteTD28mj103 y silvestre
TD28 en el medio sólido YEPD suplementadocon 0,5, 1 y 1,5 M de NaCí. La incubación
se realizó durante74 horas,observándoseun menorcrecimientoamedidaquese elevabala
concentraciónsalina. Este efecto ya se habíaobservadopreviamenteen los experimentos
en medio líquido, pero en estecasoningunade las cepasestudiadasfue capazde creceren
presenciade NaCí 1,5 M (tabla 21), a diferenciade lo ocurrido en medio liquido (figura
34). En este experimento no se pudo apreciar un efecto significativo en cuanto al
incrementode la temperatura,ya que aunqueel crecimientodisminuíaa 0,5 M de NaCí a
300C respectoal mostradoa260C, estadisminuciónno existíaa 1 M (tabla21).
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Tabla 21: Crecimientode la cepamutanteTD2Smj103 y silvestreTD28 en medio sólido
suplementadoconNaCí y adiferentestemperaturas.

T~ incubación Estirpecelular Concentraciónde NaCíenel medio YEPD

smNaCl 0,5M 1,OM l,5M
260C TD28mjlO3

TD28
5+
5+

4+
4+

1+
3+

300C TD28mjlO3
TD28

5+
5+

3+
4+

1+
3+

350C TD28mjlO3
TD28

5

5+

4

4+

3

3±

El crecimientofue valoradode unamanerasemicuantitativa,atribuyendoel valor 5+ alcrecimientomostrado
por la cepasilvestreen condicionesóptimas (sin NaCí a 260C). Para cuantificarel crecimiento de ambas
cepasenel restode las condicionesserealizóunacomparacióncon la anteriory seatribuyeronlos valores
4+, 3+, 2+ y 1+ amedidaqueel crecimientofue menor.El signo - indicaausenciadecrecimiento.

- Sensibilidadal estrésosmótico.

Conelobjetivo de comprobarsi el mutanteeratambiénsensibleaun incrementode
la osmolaridaddel mediode cultivo, seanalizósucomportamientode maneracomparativa
con el de la cepasilvestre TD28 en medio YEPD sólido y líquido, suplementadocon
diferentesconcentracionesde sorbitol. El estudiodel comportamientoen medio líquido se
realizó de manerasimilar al llevado a caboen la valoraciónde la sensibilidadal estrés
salino,utilizandomediosde cultivo suplementadoscon sorbitol 1, 1,5 y 2 M. Las alícuotas
tomadasen diferentesmomentosdel cultivo fueronanalizadasmediantela determinación
de su crecimiento (A600nm) y el estudio de su morfología al microscopio óptico. Los
resultadosmostraronuna disminucióndel crecimientode las dos cepasa medidaque se
incrementabala osmolaridaddel medio (figura 49), sin detectardiferenciassignificativas
entre ambas.Asimismo, tampocose observarondiferenciasen la morfología de ambas
estirpesenningunade los mediosde cultivo empleados.
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Tiempo(horas)

Figura 49: Sensibilidadde las cepasmutanteTD2SmjlO3y silvestreT028 al estrésosmótico. 1x103
células de la cepamutante TD2Smj103 y de la cepa silvestre TD2S procedentesde cultivos en fase
exponencialen YEPD a 260C, fueron sembradasen matracesconmedio líquido YEPD y enmedio liquido
YEPD suplementadocon 1, 1,5 y 2 M de sorbitol. Los cultivos se incubarona 260C, y su crecimientofue
determinadopor la absorbanciaa 600 nmdediferentesalícuotastomadasa lo largo del ensayo.
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Paraconocersi el comportamientodel mutanteen situacionesde estrésosmótico
seguíasiendosimilaral del silvestreconindependenciade la temperaturade incubación,se
realizaronensayosa 26, 30 y 350C. En estosensayosse evaluó el crecimientode 1x103
células, que procedíande cultivos en fase exponencialen YEPD a 260C, de las cepas
mutanteTD28mj103 y silvestre TD28, en el medio YEPD sólido suplementadocon
sorbitol 0,6 y 1,2 M. La incubaciónse realizó a las temperaturasindicadasdurante74
horas.Los resultadosobtenidosconfirmaronque el comportamientodel mutanteeraigual
al del silvestre tanto a 26 como a 300C en presenciade diferentesconcentracionesde
sorbitol (tabla 22). Ademásesteexperimentopermitió confirmar los resultadosobtenidos
en medio liquido, ya que la disminucióndel crecimientoen el medio suplementadocon
sorbitol 1,2 Ma 260C y a300C ocurrióde modo similaren lasdoscepas.

Tabla22: Crecimientode la cepamutanteTD2SmjlO3 y silvestreTD2S en medio sólido
suplementadocondiferentesconcentracionesde sorbitol y adiferentestemperaturas.

T20 incubación Estirpecelular Concentraciónde sorbitol en el medio YEPD

Sin sorbitol 0,6M 1 ,2M
260C TD2Smj103

TD28

+++

+++

+++

+++

++

++

300C TD28mjlO3
1D28

±±±

+++

+++

-H-+

++

++

350C TD28mjlO3
TD2S

+

++

+

++ ++

El crecimiento fue valorado de una manerasemicuantitativa,atribuyendoel valor ±++ al crecimiento
mostradopor la cepasilvestreencondicionesóptimas(sin sorbitol a260C).Paracuantificarel crecimientode
ambascepasen el restode las condicionesse realizó unacomparacióncon la anteriory se atribuyeronlos
valores++ y + a medidaqueel crecimientofuemenor.El siguo- indicaausenciade crecimiento.

- Sensibilidadal ayunodenitrógeno

Para conocer si la proteínaYplOO7cp era una de las proteínas que permitían la

supervivenciacelularduranteunaincubaciónprolongadaen un mediode cultivo deficiente
ennitrógeno,se realizaronestudiosorientadosa caracterizarel crecimientoy la viabilidad
de la cepaTD2Smj103 en estasituación.Los matracescon medio liquido YNB-N fueron
inoculadoscon cultivos en fase exponencialen YEPD a 260C del mutanteTD28mj103 y
del silvestreTD28, de maneraque la absorbanciaa 600 mn fuerade 0,1. Los matracesse
incubarona 260C durante192 horas.Los resultadosobtenidosen esteensayomostraron
una viabilidad celular similar en las dos cepas(figura 50 panel 1), y no seobservaron
diferenciasmorfológicassignificativasentreellas(figura 50 panel2). Así, parecíaprobable
que el mutanteno tuvieraalteradoslos mecanismosque permitenla supervivenciacelular
en condicionesde ayunodenitrógeno.

- Sensibilidadal ayunodecarbono

De modo similar al estudioanterior, se analizó el comportamientode las cepas
mutanteTD28mj 103y silvestreTD2Sen un medio líquido deficienteen carbonoYNB-C.
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Tambiénen estascondicionesla viabilidad de las doscepasse mantuvosimilar a lo largo
de todo el experimento(figura 50 panel 1), así comosu morfología(figura 50 panel 2),.
Ambas observacionesparecíanindicar que los mecanismosde respuestaa estetipo de
estrésno estabanalterados.
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Figura 50: Sensibilidadde las cepasmutanteTD28mj103 y silvestreT028 al ayunode nitrógenoy de
carbono.Panel1: (A) Comportamientode la cepamutanteTD28mj103 enun medio deficientede nitrógeno.
(B) Comportamientode la cepasilvestreTD28 en un medio deficientede nitrógeno.(C) Comportamientode
la cepamutanteTD2Smj103 en un medio deficiente de carbono.(D) Comportamientode la cepasilvestre
TD28 en un mediodeficientede carbono.1x103 célulasde la cepamutanteTD2Smj103 y de lacepasilvestre
TD28, procedentesde cultivos en fase exponencialen YEPD a 26’C, fueron sembradasen matracescon
medio liquido YNB-N (carentede nitrógeno)y YNB-C (carentede carbono). Los cultivos se incubarona
260C y sucrecimientofue detenninadopor la absorbanciaa 600 nmn de las diferentesalícuotastomadasa lo
largo del ensayo.La viabilidadfuecalculadamedianteel recuentode coloniasenel medioYEPD a260C.
Panel2: (A) TD28mjlO3 enYNB-N. (B) TD28 en YNB-N. (C) TD2SmjlO3 enYNB-C. (D) TD28 enYNB-
C. La figura muestrala morfología celulartras 96 horasde incubación,visualizadaen un microscopio de
contrastedefasesa 400X.
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- Viabilidad en faseestacionaria.

Paraconocerla posibleimplicaciónde la proteínaYplOO7cp en el mantenimientodela
viabilidad celular durante la fase estacionaria,se realizó el cultivo de la cepamutante
TD28mj1O3 y la silvestreTD28en medio líquido YEPD a260C durante15 días.Al cabo
de estetiempo sedeterminóel númerode célulasviablesmedianteel recuentode colonias
crecidasen YEPD a 260C. Los resultadosmostraronla existenciade un númerosimilar de
célulasviablesparaambasestirpes,por lo que los mecanismosdel mutanteTD28mjlO3
implicadosen el mantenimientode la viabilidad celularen fase estacionariano parecían
estaralteradas.

13.2.2.8.Comportamientoenpresenciadediferentescompuestos

Con el objetivo de obtener mayor información sobre los procesosmetabólicos
alteradoscomoconsecuenciade lamutaciónNl4SY en la proteínaYplOO7cp, se analizóel
comportamientodel mutanteen presenciade diferentescompuestosque suplementabanel
medio decultivo. Se intentarondetectarmodificacionesdelcomportamientohabitualde las
cepas en estas condiciones, que permitieran indicar una alteración en un proceso
metabólicodeterminado.Los experimentosfueronrealizadosa la temperaturapermisivade
260C y a la temperaturarestrictivade 370C. Los resultadosobtenidosa 260C aportaronuna
información orientativasobrelas alteracionesmetabólicasoriginadascomo consecuencia
de la mutación,ya quea estatemperaturael mutantemostrabaun cierto gradode expresión
de la mutación, como un crecimientomas lento que el silvestrey un incrementode la
población con contenidon en DNA (figura 40). Por otro lado, tambiénse empleó la
temperaturade 370C paraconocersi laadiciónde algunoscompuestosal medio de cultivo
podíarestaurarel crecimientodelmutanteTD28mj103 aestatemperaturalimitante.

- Crecimiento en presenciade un aporte exógenode cAMP

Parainvestigarla posiblealteraciónde la síntesisdel cAMP como consecuenciade la
mutación, se analizó el comportamientodel mutanteTD2Smj103 en mediosde cultivo
suplementadoscon este compuesto.El cAMP actúacomo segundomensajeroen la
transmisión de diferentes señales,como por ejemplo en la vía Ras/cAMP (Thevelein,
1994). Por este motivo su carenciapodría provocar alteracionesen numerosasrutas
metabólicasnecesariasparalaproliferacióny viabilidad celular.

Las célulasmutantesde S. cerev¡siaeincapacesde sintetizarcAMP, puedenelevarsus
concentracionesintracelularescuandosoncultivadasen medios suplementadospor este
compuesto(Baroni et al 1992; Baroni et aL, 1994). Por este motivo se investigó el
comportamiento del mutante TD2Smj103 en medios de cultivo líquidos de YEPD
suplementadoscon concentracionesde cAMP 1, 3 y 5 mM, a 26 y a 370C. Los matraces
fueron inoculadosa una absorbanciaa 600 nm de 0,1 con cultivos de la cepamutante
TD2Smj 103 y de la silvestreTD2S en faseexponencialen YEPD a260C. En unoscasosel
suplementode cAMP fue añadidoinmediatamenteantesde sometera los cultivos a la
temperaturarestrictiva, mientrasque en otros casos, la adiciónde cAMP serealizóa los
cultivos incubadosduranteun tiempoa 370C y unavezqueel cultivo sehabíadetenido.En
ninguno de los experimentos realizados fue posible detectar diferencias en el
comportamientode la cepamutanteenpresenciade cAMP con respectoalmostradoen los
mediossin dichosuplemento.

150



Resultados

- Crecimiento en presenciade cafeína

Paraconocersi el mutanteTD28mj103 poseíaunamodificaciónde la sensibilidadala
cafeína,seanalizósu comportamientoen presenciade diferentesconcentracionesde este
compuesto.El incrementode la sensibilidada cafeínaha sido frecuentementeasociadoa
alteracionesen la rutade las MAP quinasas(Hampsey,1997).

El experimentoserealizómediantela siembraenforma de botónde 1x103 célulasdel
mutanteTD28mjlO3 y de 1x103 célulasde la cepasilvestreTD28 en los mediossólidos
YEPD y YED suplementadosconcafeína5, 15 y 25 mM. Las célulassembradasprocedían
de un cultivo en faseexponencialen YEPD a260C. La incubaciónserealizódurantecinco
díasa 260C y los resultadosobtenidos fueron similares en ambascepas,siendo capacesde
crecerúnicamenteenlos mediosconcafeína5 y 15 mM.

- Crecimiento en presenciade ergosterol

Para conocer si el mutante TD28mj103 presentabaalguna alteración metabólica
relacionadaconel metabolismodelergosterol,seanalizósucomportamientoen mediosde
cultivo suplementadoscon este compuesto.El ergosteroles uno de los componentes
mayoritarios de la membranaplasmáticay de la membranainterna mitocondrial de
levaduras,por lo que un defectoen subiosíntesisprovocaalteracionesenel crecimientoy
en lamorfologíacelular(VandenBossche,1985).

Las células mutantesde 8. cerevisiae incapacesde sintetizar ergosterol,pueden
adquirirlo del medio de cultivo (Youings y Rose, 1989; Lorenz et al., 1989). Por este
motivo seanalizóel comportamientodel mutanteTD28mj103 y de la cepasilvestreTD28
sobrelos medios de cultivo sólidos YEPD suplementadoscon 1 mg/ml de ergosterol
disueltosen etanol. Como control del medio de cultivo utilizado se empleó un medio
YEPD queposeíalamismacantidadde etanolquelas placassuplementadascon ergosterol.
Se sembraron1 xl o~ célulasprocedentesde cultivos en faseexponencialen YEPD a260C,
y se incubarona 26 y a 370C durante72 horas.Los resultadosobtenidosmostraronque la
cepamutantemanteniasufenotipotermosensibleenpresenciade ergosterol,por lo queno
parecíaprobable que una alteración en el metabolismo de este compuestofuera el
responsabledel fenotipotennosensiblede TD2Smj103.

- Crecimiento en presenciade etanol

Con el objetivo de verificar si el mutante TD28mj103 presentabauna mayor
sensibilidada etanol, comoparecíanindicar los ensayosrealizadosen mediossólidoscon
diferentes fuentes de carbono comentadosanteriormente(figura 44), se evaluó su
comportamientoen medio líquido en presenciade estealcohol.El etanolproduceun daño
oxidativo en la célula,por lo que mutantesalteradosen los mecanismosde compensación
de esteefecto sonmássensiblesa estecompuesto(Costaetal., 1993).También escapaz
de romperlos enlacesde puentesde hidrógenoque mantienenla estructuratridimensional
activa de numerosasproteínas,por lo que las células con mutacionesque alteran la
estabilidadde algunasproteínasson tambiénmás sensibles(Hampsey, 1997). Además
algunosmutantesalteradosen la composiciónde la membranaplasmáticatambiénposeen
unasensibilidadincrementadafrenteaestealcohol (Alexandre,1994).

El ensayoserealizómediantela siembrade lx 10~ célulasdel mutanteTD28mj103 y
de la cepasilvestreTD2S, procedentesde cultivos en faseexponenciala 260C, en placas
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multipocillo con medio YEPD suplementadocon etanolen concentracionesque oscilaban
desde0,01% a 16% (y/y). Las temperaturasde incubaciónutilizadasen el experimento
fueron 260C, que es la temperaturapermisiva,y 300C, que esla temperaturaa la cual se
habíaobservadounasensibilidadal 2% etanolenel ensayoenmediosólido (figura44). La
incubaciónserealizódurante48 horasy los resultadosobtenidos(figura 51) corroboraron
que el mutanteteníaunamayorsensibilidada etanolque el silvestre.Así TD28mj103 fue
sensibleal 4%de etanola 260C y al 1% de etanola 300C, a diferenciade la cepasilvestre
cuyo crecimientofue inhibido por16%de etanolaambastemperaturas.
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Figura 51:Sensibilidadaetanolde lacepamutanteTD28mj103 y cepasilvestreTD28 enmediolíquido.

El estudiode sensibilidada etanolfuerealizadoa 260C (A) y a 300C (B).

- Crecimiento en presenciade compuestosque alteran la membrana plasmática

Para conocer si el mutanteTD28mj103 presentabaalteracionesen la membrana
plasmáticaquejustificaranla sensibilidadaetanoly la distribuciónanormalde quitina,que
como se explicará más adelantehabía sido observadamediante tinción con blanco
calcoflúor, seestudiósusensibilidada compuestosantifúngicosqueactúanaestenivel. La
anfotericina B interaccionadirectamentecon la membranaformando unos poros que
provocan la pérdida de la funcionalidad de la membrana,y el miconazol inhibe la
biosíntesisdel ergosteroloriginandoelmismoefecto(Georgopapadakou,1996).

El ensayoserealizó en placasmultipocillo con el medio líquido YEPD y anfotericina
B o míconazolen concentracionesde 0,002 a 5 gg/ml. Se sembraron1x103 célulasdel
mutante TD28mj103 y de la cepa silvestre TD28, procedentesde cultivos en fase
exponencial a 260C, y se incubarona 26 y a 300C durante48 horas. Los resultados
obtenidos(figura 52) mostraronuna sensibilidadsimilar a 260C de ambascepasa los
antifúngicosensayados.A 300C el crecimientodel mutantefue inferior al del silvestre,
especialmenteenpresenciade miconazol(figura 52).
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Figura 52: Sensibilidada anfotericinaB y miconazolde la cepa mutanteTDZ8mjtO3 y cepa
silvestreTD28 en medio liquido. La sensibilidada anfotericinaB fue evaluadaa 26 (A) y a 300C (B). La
sensibilidada miconazolfue evaluadaa 26(C)y a 300C (D)

13.3.2.9.Estudio del potencial de membranamitocondrial

Dadoque los resultadosanterioresparecíanindicar unaalteraciónanivel de membrana
en el mutante,setratóde evaluarla funcionalidadde la membranamitocondrialmediante
la técnicade citometríade flujo, tanto en condicionespermisivascomorestrictivas.Para
ello seinocularonmatracescon cultivos exponencialesenYEPD a260C de la cepamutante
TD28mj103 y la cepasilvestreTD28,de modo que la absorbanciaa 600 nm fuera de 0,1.
Las cepasseincubarondurante48 horasen medio YEPD a 26 y a 370C, tomandodiversas
alícuotasduranteel ensayo y procesándolasconvenientementepara que fuera posible
determinarel potencialde la membranamitocondrial y la viabilidad celular (materialesy
métodos). Los resultadosobtenidos mostraronuna marcadadisminución de la señal
emitida por la rodamina123 en las célulasmutantesincubadasa 370C, con respectoa la
cepasilvestreincubadaen las mismascondiciones(figura 53). Estefluorocromoevaluaba
el potencialde la membranamitocondrial, y la disminuciónde la intensidadde suseñalen
las células mutantesno seprodujo comoconsecuenciade unamuertecelular,como pudo
determinarsemediantela cuantificaciónde las célulasteñidascon yodurode propidio. Por
otraparte,a260C no sedetectarondiferenciassignificativasentreambascepas.
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13.3.2.10.Estudiodelcontenidodeproteínasy de lípidos

Con el objetivo de investigarsi la mutacióntermosensibledel mutanteprovocabauna
modificación en los procesosbiosintéticosde proteínasy de lípidos, se realizó una
determinaciónmediantecitometríade flujo de los nivelesde amboscompuestosen la cepa
mutanteTD28mj103 y en la cepasilvestreTD28a 26 y a370C. El ensayoserealizócomo
seha comentadoanteriormenteparael análisis del potencialde membranamitocondrial,
utilizando enestecasolos fluorocromosFITC y rojo nilo paradeterminarlos nivelesde
proteínasy de lípidos respectivamente.Los resultadosobtenidos mostraron niveles
similares de amboscompuestosen las dos cepastanto a 260C como a 370C, por lo que la
termosensibilidaddel mutanteno parecíaser debida a una alteración significativa en
ningunode estosprocesos.

13.3.2.11.Estudiode la actividadperoxidasay superóxidodismutasa

Con la finalidad de conocer si la termosensibilidadde la cepaTD28mj103 era
provocadacomo consecuenciade una alteración en alguno de los mecanismosde
eliminaciónde los compuestosy radicalesoxidantesgeneradosen el metabolismocelular,
seanalizó la actividadde dosde las enzimasimplicadasen esteproceso.Los estudiosse
realizaron mediante citometría de flujo de la manera comentadacon anterioridad,
determinandola actividadde la peroxidasacitoplasmáticay de la superóxidodismutasa
mitocondrial, con los fluorocromosDCFH e hidroetidio respectivamente.Los resultados
mostraronunaactividadsimilarde ambasenzimasenla cepamutantey en la cepasilvestre
en todas las condiciones analizadas, por lo que no parecía probable que la
termosensibilidaddel mutantefueraprovocadapor un dañooxidativo del H

202 ó de los
radicalesOf.

13.3.2.12.Estudiomorfológicoy estructural

Paraintentardetectarlas posiblesalteracionesmorfológicasy estructuralesprovocadas
por la mutación N148Y, que pudieranaportar alguna información sobre los procesos
modificados,se realizaron diversosestudiosde la cepamutanteTD28mj103 y de la cepa
silvestreTD28,mediantediferentestécnicasmicroscópicas.

- Caracterizaciónde la morfologíacelularexterna

Paraconocersi dichamutaciónprovocabaunamodificaciónde la morfologíaexterna
de la cepaTD28mj103, se analizó el aspectomostradopor cultivos en medio líquido
YEPD a 26 y a 37

0C durante24 horas,comparandolas característicasobservadascon las
de la cepasilvestreTD28 cultivadaen idénticascondiciones.El análisis morfológico se
realizómediantemicroscopiaópticay microscopiaelectrónicade barrido. La información
obtenida mediante microscopia óptica fue suficiente para confirmar que las células
mutanteseranmásredondeadasquela silvestre,tantoa 26 comoa 370C,coincidiendocon
las observacionesrealizadasen los primerosestudiosde caracterizaciónfenotípicadel
mutante y que han sido comentadoscon anterioridaden estetrabajo (figura 41). La
microscopiaelectrónicade barrido confirmó estaobservaciónen las células analizadas
(figura 54), que habían sido congeladasen nitrógeno liquido y procesadaspara que
mantuvieranintactasuestructuracelular, técnicade crioscanning(materialesy métodos).
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- Distribución y cuantificación de la quitina

La observaciónde una morfologíamásredondeadade las célulasmutantessugirió la
posibilidad de que alguno de los componentesestructuralesde la paredcelularestuviera
alterado.Por estemotivo se analizaroncomparativamentelas cantidadesde quitina que
poseíanla cepaTD28mj103 y la TD28 a 26 y a 370C, asícomosudistribuciónen la pared
celular. El ensayose realizó medianteel cultivo de ambascepasdurante24 horas en
matracescon medioYEPD, quehabíansido inoculadosaunaabsorbanciaa600 nmde 0,1
con un cultivo en faseexponencialenYEPD a260C. La tinción de las célulascon blanco
calcofl’úor se realizó en diferentes momentosde la incubación y su visualización al
microscopioóptico bajo iluminación con luz ultravioleta, permitió la detecciónde unos
acámulos puntuales de forma redondeadacon intensa fluorescencia, distribuidos
irregulannente(figura 55). Estosacúmulosaparecieronúnicamenteen la cepaTD28mjlO3
despuésde 24 horasde incubacióna 370C y el material que originabaestosacúmulosfue
consideradoquitina. Esta modificación de la distribución del polímero podía estar
relacionadaconlos cambiosobservadosen la morfologíaexternadel mutante,y ademásser
la consecuenciadirecta o indirecta de la pérdida de la funcionalidadde la proteína
YplOO7cp.

A continuaciónseintentó determinarsi los acúmulosobservadoscorrespondíana un
incrementode la cantidadde quitina en los mutantes,o seproducíancomoconsecuenciade
una alteraciónen su distribución. Paraello se realizó una cuantificaciónde la quitina
presenteen lacepamutanteTD28mj103 y de la cepasilvestreTD28durantesucrecimiento
en medio líquido YEPD mediantela técnicade citometríade flujo. Ambascepasfueron
cultivadasdurante24 horasa26 y a 370C, en matracesinoculadosa unaabsorbanciaa 600
nm de 0,1 con un cultivo en faseexponencialen YEPD a 260C. Las alícuotastomadasen
diferentesmomentosdel ensayofueronteñidascon blancocalcofiñorparaposteriormente
realizaruna cuantificaciónde la señalfluorescenteemitida. Los resultadosobtenidosno
permitierondetectardiferenciasentreambascepascuandohabíansido incubadasa 260C.
Sin embargola cepamutanteincubadadurante24 horasa 370C, que tenía los acúmulos
anteriormentedescritos,presentóuna señal fluorescenteligeramentesuperior a la de la
cepasilvestre incubadaen las mismascondiciones.Estadiferenciafue tanpequeñaqueno
permitió confirmarque los acúmulosobservadosfueranla consecuenciade un incremento
de la síntesisde quitina, sino que parecíanser originadoscomo consecuenciade una
alteraciónensudistribución.

- Caracterización de la morfología celular interna

Paraconocersi la mutaciónN148Y provocabamodificacionesen la estructurade la
paredcelular,en la membranaplasmáticao en alguno de los orgánulosintracelulares,se
realizó un estudiomorfológico utilizando diferentestécnicasmicroscópicas.Las células
analizadasprocedíandel cultivo de la cepamutanteTD28mj103 y de la cepasilvestre
TD28durante24 horasen medio líquido YEPD a 26 y a 370C, enmatracesquehabíansido
inoculadosaunaabsorbanciaa600 nm de 0,1 conun cultivo en faseexponencialenYEPD
a 260C. Las alícuotastomadasduranteel ensayofueronprocesadasconvenientementepara
quepudieranservisualizadaspormicroscopiaelectrónicade barrido y de transmisión.En
el primercasofue necesariofracturarlas célulasparapodervisualizarsumembranay otras
estructurasintracelulares (técnica de crioscanníng, ver materiales y métodos). En el
segundocasolas muestrasfueronprocesadasde dosmanerasdiferentesdependiendode las
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estructrurasque se queríananalizar.Así por un lado, fueron fijadas con permanganato
potásico (ver materiales y métodos) para analizar la estructura de los orgánulos
intracelulares,su membranaplasmáticay su paredcelular. Por otro lado, y paraanalizar
con detalle el aspectode la membranaplasmática,se realizó el procesamientode las
muestrassegúnla técnicade criofractura(freeze-etching,vermaterialesy métodos).

La observaciónmediantemicroscopiade barrido de las células que habíansido
previamentefracturadas,no permitió detectardiferencias significativas entre la cepa
TD28mjlO3 y la TD28. Sin embargo,el análisis de las muestrasmediantemicroscopia
electrónicade transmisión,permitió laobservaciónde un engrosamientode laparedcelular
de las células mutantesincubadasa 370C durante24 horas (figura 56). Finalmente el
aspectode las membranasplasmáticasde las células mutantesy silvestressometidasal
proceso de criofractura fue similar, sin mostrar cambios ni en el número ni en la
distribuciónde las paniculasproteicascaracterísticas(figura 57 y 58).

13.3.2.13.Búsquedadegenessupresoresde la mutacióntermosensible

Otra de las aproximacionesempleadasparaobtenerinformaciónsobrela funcionalidad
de la proteínaYplOO7cp, consistióen la búsquedade otrasproteínasque pudieransuprimir
la termosensibilidaddel mutanteTD28mj103. Paraello setransformóestemutantecon la
genotecagenómicaATCC 37323 donadaen el vectorepisómicoYepl3 (tabla 4), y se
analizaron10 de los clonestransformantescapacesde crecera 370C. En todos ellos se
identificó el gen YPLOO7C como responsablede la complementaciónfenotípica, sin
permitir la identificaciónde ningúngensupresorde estamutación.

13.3.2.14. Producción de la proteína de fusión CLTYA-YplOO7cp en S. cerevisiaey £
cdi

Finalmentese abordó de forma preliminar la expresióny purificaciónde la proteína
YplOO7cpen E. colí y en 8. cerevisiae de modoanálogoal realizadoparalaexpresiónde la
proteínaMps lp, que ha sido comentadoanteriormente.Así se clonó el gen YPLOO7Cen
los vectorespT7C y YEpPGKC generandolos plásmidospT7CYPL y YEpPOKCYPL
(tabla6), respectivamente.La expresiónde las fusionesgénicasserealizóenla cepade de
E. col! BL2l(DE3)plysS y en la de 8. cerevisiaeTD28. La figura 59 muestrael análisis
medianteWesternblot de laexpresiónde estafusión en ambosmicroorganismos.
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Figura 59: Análisis medianteWesternblot de la producciónde la proteínade fusión C-LYTA-YplOO7cp en
E. col! y en S. cerevisiae.Muestrasequivalentesde extractoscelularesobtenidosa partir de cultivos de E.
col! (panel1) y S. cerevisiae(panel2) sefraccionaronen un gelde poliacrilamidadel 10%, setransfirierona
nitrocelulosay revelaroncon anticuerpospoliclonalesfrente al dominio C-LYTA. Las flechas indican la
localizaciónde la proteínade fusión de 83 kD. Panel 1: Carriles 1 y 2: controlesnegativos (E. col!
transformadocon pl7-3 crecido en medio M9 y LB respectivamente).Canil 3: control positivo (E. col!
transformadoconpT7C crecidoenM9). Carriles4 y 5: E. coktrasnformadocon pT7CYPL crecidoenM9 y
LB, respectivamente,tras 150 mm de la inducción con IPTG. Caniles 6 y 7: dos clones de E. col!
transformadoconpT7CYPLcrecidoenM9 tras240 miii dela inducciónconXPTO. Carriles8 y 9: dosclones
de E. col! trasnformadoconpT7CYPL crecidoen LB tras240 miii de la inducciónconIPTO. Panel2: Carril
1: control negativo (S. cerev¡siae transformadocon el vector YEpPCIK2). Canil 2: control positivo (5’.
cerevisiaetransformadocon el vector YEpPGKC). Canil 3: S. cerevis!aetransformadocon el vector de
expresiónYEpPGKCYPL. En todos los casoslas muestrasprocedíande cultivos en YEPD a 280C en fase
exponencial,inoculadosapartirde cultivosexponencialesenmedio selectivo.
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y. DISCUSIÓN

BÚSQUEDA DE NUEVAS DIANAS ANTIFÚNGICAS MEDIANTE EL ESTUDIO
DE MUTANTES CONDICIONALES

El recienteincrementode las infeccionesfúngicascomo resultadode una mayor
aplicaciónde las prácticasmédicasde carácterinvasivo,y el aumentode la poblaciónque
padecealteracionesen el sistemaunmunitario (Fridkin y Jarvis, 1996), junto con la
apariciónde cepasresistentesa los antifúngicosdisponiblesenel mercado(Odds, 1993;
Odds, 1996), ha puesto de manifiesto la necesidadde buscar alternativas para el
tratamientode las infeccionesprovocadasporhongos(Hay, 1993; Graybill, 1996).Poreste
motivo, los laboratoriosfarmacéuticoshan desarrolladodiversas aproximacionespara
tratar de solventarel problema.Así, han modificado los fármacosdisponiblesen el
mercadoparagenerarnuevosderivadosquímicoscon mayoractividadantifúngica,mejores
característicasfarmacocinéticasy menor toxicidad, que han permitido tratar con éxito
algunasinfeccionessistémicascuyamodalidadhabíasido tradicionalmenteelevada(Walsh
et al., 1996). Asimismo, intentanincrementarla actividadfungicida de los antifúngicos
comercializadosmediantesu uso conjunto,y tratande mejorarel sistemainmunitario del
pacienteutilizando substanciascomolas citoquinashumanasrecombinantes.Sin embargo,
los mayoresesfuerzosen la actualidadconsistenen el descubrimientode fármacosnuevos
máspotentesmediantela utilizaciónde diferentesestrategias(Georgopapadakouy Walsh,
1996).

El presentetrabajo ha tenido como objetivo la identificación de proteínasde £
cerevisiaeque pudieranconstituir nuevasdianasantifúngicas.Paraello se han buscado
proteínasque cumplieranunos requisitos deseablespara ser utilizadas como dianas
(Kerridge y VandenBossche,1990).Así sehanconsideradodemayorinteréslas proteínas
esencialesde £ cerevisiae,que no- tuvieran homólogosen humanosy que estuvieran
conservadasendiferentesespeciesdehongospatógenos.Deestemodo setratabade evitar
posiblesefectossecundariosprovocadospor la inhibición inespecíficade algunaproteína
humanajunto a la proteínafúngica, así como incrementarel espectrode acción de las
substanciascapacesde bloquearla diana.Tambiénse ha consideradoque las proteínas
localizadas en la zona más externa de la célula fúngica, como pared y membrana
plasmática,podríansermásfácilmenteaccesiblesa los compuestosinhibitorios, por lo que
resultabanespecialmenteatractivascomo dianas.Además,estasproteínasdebíanpennitir
el diseñode ensayosautomatizablespara analizarla posible actividad inhibitoria de un
elevadonúmerode muestras.

El desarrollode estetrabajohaestadocondicionandopor la dinámicapropia de la
empresaS¡n¡thKline Beechain en la que ha sido realizado. La competenciaentre las
diferentes industrias farmacéuticasgenerauna necesidadde obtenerresultadosde una
manerarápida,y determinapor tanto, el modo en que son llevadosacabolos trabajosde
investigación.

En el momentode iniciar el presentetrabajo, la secuenciacióndel genomade S.
cerevisiaeaún no habíasido concluida.Estasituaciónofrecíala posibilidadde identificar
algunaproteínaesencialque cumplieralos requisitosdeseablesparaconstituir unadiana
antifúngicay que todavíano hubierasido descrita,y portanto, posiblementeno estudiada
por otros laboratoriosfarmacéuticos.Paraidentificar estasproteínasseconsideróque la
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estrategiamásadecuadaera la caracterizaciónde unacolecciónde mutantescondicionales
de S. cerevis¡ae.Los mutantesseleccionadosen las condicionesrestrictivas,debíanlisar o
detenercompletamentesucrecimiento,por lo que posiblementeestañanalteradosen genes
esenciales(Hampsey, 1997). Por otra parte, estaestrategiapermitíala identificaciónde
proteínascodificadasporgenesaúnno secuenciados.

Actualmente, la disponibilidad de la secuenciacompleta del genoma de S.
cerevisiae(Oliver, 1997; Mewes,et al., 1997) y el desarrollodel proyectodel análisis
funcional del genomade £ cerevisiae,denominadoEUROFAN (Oliver, 1 996a; Oliver,
1 996b), permitenuna selecciónde dianasbasadaen criterios estrictamenteracionales.Sin
embargo,estaposibilidadno reduceel interésde la aproximaciónllevadaacabocomouna
formarápiday directade identificar genesesencialesy dianaspotencialmentenovedosas.

Obtención y caracterizaciónde una colecciónde mutantescondicionales

La obtenciónde una colecciónde mutantescondicionalesnumerosay variadaha
sido la primeraetapadel procesode búsquedade genesesencialesque pudieranconstituir
nuevasdianasantiflingicas.Paraello se hanutilizado diversosagentesmutagénicosfisicos
y químicos, con la intenciónde diversificar los genesalterados,ya que algunosagentes
mutagénicossuelenpresentarunamayortendenciaa mutarregionesconcretasdel genoma
(Kohalmi y Kunz, 1988).Todoslos agentesmutagénicoshansidoutilizadosde maneraque
se ha tratado de evitar la generaciónde varias mutacionesen el mismo mutante,que
pudierandificultar suestudioposterior(Pingle,1975).

Se han intentadoaislar mutantesalteradosen cualquierade las rutasmetabólicas
esencialesparala viabilidad celular,paralo que se hanidentificadomutantesincapacesde
crecera 370C (termosensibles)y a 260C (termodependientes).Asimismo, se ha tratadode
recuperarmutantesalteradosen rutasmetabólicasno existentesen mamíferos,como la
síntesisy control de la pared celular, mediante la selecciónde aquellos clones que
requeríansorbitol para crecer, o que por el contrario, eran sensiblesa estecompuesto
(Hampsey, 1997). También se han buscado mutantes alterados en otros procesos
metabólicosdiferentesde los quetienenlugaren célulasde mamíferos,comoesla síntesis
del ergosterol,medianteel estudio de los clones que requeríansuplementoslipídicos
exógenospara proliferar. La selección de mutantes criosensiblesha sido desestimada
debidoaque el lento crecimientode las levadurasa bajastemperaturashubieraralentizado
excesivamenteel trabajo (Hampsey, 1997). Con estadiversidadde las condicionesde
selección se ha pretendido incrementarla variedad de los mutantesalterados en genes
diferentes(Harrisetal., 1992).

En total sehanaislado297 mutantescondicionalesprocedentesde 168.541 colonias
analizadas.El primer estudio de su fenotipo, realizadoen medio sólido, ha permitido
clasificarlosen seis gruposdistintos(tabla 8). Un análisis posterioren medio líquido, que
hapermitido analizarde modo másprecisosucomportamiento,tanto por las condiciones
experimentalesde trabajocomo por los procesosde cuantificaciónque puedenrealizarse,
ha reveladoque la mayoríade los mutantestienen un fenotipo similar al observadoen
medio sólido. Sin embargo,en estosúltimos ensayosseha identificadoun nuevo grupo
fenotípicointegradoporcepassensiblesa sorbitol 0,9 M a 260C y termosensiblesa 370C
(tabla 10). Los mutantes de este nuevo grupo se comportanen medio sólido como
termosensíblesy, adiferenciade lo ocurridoen medio líquido, soncapacesde creceren el
medio sólido suplementadocon sorbitol0,9 M a 260C. Esteresultadoparecesugerirquela
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concentraciónde sorbitol necesariaparaque la cepamuestresu sensibilidadosmótica,es
superioren mediosólido queen medio líquido.

Los estudios en medio líquido han permitido detectar diferencias en el
comportamientode los mutantesen las condicionespermisivasanalizadas,de maneraque
mientrasunoscrecendemodosimilar al de la cepaparentalsilvestre,otrostienenunatasa
de crecimiento menor. Además, el estudio de la viabilidad de los mutantesen las
condicionesanalizadas,hapermitido diferenciarlas cepasque muerenen las condiciones
restrictivas de las que detienensu crecimientoen las mismas condiciones.La lisis
observadaen algunos mutantes podría indicar un posible efecto fungicida de los
compuestoscapacesde inhibir el funcionamientode las proteínasque se encuentran
alteradasen estos mutantes,mientrasque la detencióndel crecimiento,supondríaun
posible efectofungiestáticode estoscompuestos.La terapiacon fánnacosfungicidases
más efectiva que con aquellosque tienen actividad fungiestática(Kerridge y Vanden
Bossche,1990), por lo que los mutantes líticos en condiciones selectivashan sido
consideradoslos de mayor interéspara la búsquedade nuevasdianas.Sin embargo,la
posibilidadde queestefenotipopuedaestaroriginadopormutacionesen varios genes,ha
llevado a considerarotros criterios paraestablecerprioridadesencuantoal interésde los
mutantesobtenidos,tratandode seleccionarclonesmutadosen unúnicogen.

Laevaluacióndel fenotipode los mutantesenrelacióncon los agentesmutagénicos
que los han generado(tabla 9), ha puestode manifiesto la eficaciade la luz UV para
generarmutantescondicionalesde los 7 fenotiposidentificados,y por tanto, posiblemente
alterados en genes diferentes. Así el 0,38% de las células sometidas a procesos
mutagénicoscon la luz Uy, hansido identificadascomo mutantescondicionales,mientras
que sólo han sido consideradascomo talesel 0,1% de las célulastratadascon NG, EMS,
AN y sometidasa procesosrepetidosde congelacióny descongelación.La eficaciade la
NG para generarmutantescondicionalesno ha destacadosobreel resto de los agentes
químicosutilizados,apesarde habersidodescritacomo el agentequímicomutagénicomás
potente(Pringle, 1975).Estecomportamientopodríaserdebidoa variosfactores.Poruna
lado, su tendenciaa producir diversas mutacionesgénicasen una región pequeñadel
cromosoma,podríandificultar el aislamientode los mutantesgenerados(Pringle, 1975).
Porotraparte,esteagente,al igual queel EMS,ha sido utilizado en estetrabajoen algunos
procesosmutagénicoscon nivelesde mortalidadinferioresal restode los otros agentes,y
por tanto, con menorprobabilidadde generarmutantescondicionales.Por estemotivo la
eficacia de los agentesmutagénicosEMS y NG probablementeposeaunos valores
ligeramenteinferioresrespectoal restode los agentesempleados.

La mayoría de los mutantesde los diferentes fenotipos identificadoshan sido
generadoscon luz UV, exceptuandolos mutantestermosensiblesy dependientesde sorbitol
que seobtuvieronmayoritariamenteconEMS y NG (figura 15). Esteresultadopodríaserla
consecuenciade una predisposiciónde algunos mutágenospara originar cepas con
fenotipos determinados,probablementecomo consecuenciade su mayor afinidad por
algunasregionesdel genoma(Kohalmi y Kunz, 1988).

El 0,12%de los 168.541 clonesanalizados,hamostradotermosensibilidada 370C.
Estevalor es similar al obtenido por otros investigadoresen su aislamientode mutantes
termosensiblesalteradosen un solo gen (Hartwell, 1967; Lacroute, 1967; Klyce y
McLaughlin, 1973),por lo que sehaconsideradoque los procesosmutagénicossehabían
realizadocorrectamentey por tanto existíauna elevadaprobabilidadde haberobtenido
mutantescon unaúnicamutación.
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La estabilidadde las mutacionesgeneradasen los mutantescondicionales,ha sido
analizadacon la intencióndeidentificar aquellosmutantesqueno revertieranla mutacióno
lo hicieran con una frecuenciamuy baja, facilitando así su caracterizacióngenética.
Aproximadamentelas dosterceraspartesde los mutantesanalizadoshanmostradounatasa
de reversióninferior a ixloQ que ha sido consideradocomoel máximopermitidoparalos
mutantesque iban a seranalizadosen estetrabajo. Todos los mutantesestudiadosque
presentabandependenciao sensibilidada sorbitol han mostradouna tasa de reversión
superiora lxlO~7, mientrasquela mayoríade los mutantestermosensiblesy la mitadde los
termodependientesevaluados,han tenido unas tasasde reversión inferiores.No se ha
podido establecerunarelaciónentrela frecuenciade reversiónde la mutacióny el agente
mutagénicoempleado,ya quetodos los mutantesestudiados,tanto los que hanexcedidoel
máximo de reversión,comoaquelloscuyo estudioha sido priorizado porposeerunatasa
de reversióninferior a 5x1~ procedende tratamientoscon diferentesagentesmutagénicos
(tabla11).

Todos los mutantes analizados han mantenido su fenotipo condicional
independientementedel númerode células que constituyeranel inóculo del cultivo. El
aspectomorfológico de los diferentesmutantesha sido muy diverso,de modo quealgunos
clonespresentanunamorfologíasimilar a la de la cepasilvestremientrasque en otros se
han detectadograndesalteraciones,incluso en condicionespermisivas.En general, los
mutantes con alteraciones morfológicas importantes presentan una disminución
significativadel crecimientoa la temperaturapermisivacon respectoala cepasilvestre.La
posibilidad de que estecomportamientosea la consecuenciade una alteraciónen otros
genesademásdel que confiere termosensibilidadal mutante(Pringle,1975),ha motivado
que estosclonesno hayansido incluidosen el grupode mutantesde interésprioritario para
el desarrollode estetrabajo.

Todos los análisis fenotipicos anteriormente mencionados, han permitido
seleccionar47 mutantes termosensiblesy 3 mutantes termodependientespara ser
caracterizadosgenéticamente.Estascepasposeenunamutaciónestableque les provocala
muerte a temperaturarestrictiva, y tanto su morfología como su comportamientoen
condicionespermisivassonbastantesimilaresa los de lacepasilvestre.

La identificación de los genes alterados en los mutantes condicionales
seleccionadosseha realizadomediantela complementaciónfenotipicacon dos genotecas
diferentesde S. cerevisiaey el posterioranálisisde los clonescomplementados.El crucede
los mutantescon especiessilvestres,para conseguirque poseyeranuna única mutación
antesde ser transformadoscon las genotecas,no ha sido consideradoimprescindiblepara
llevar a caboel objetivo de estetrabajopordiferentesrazones.Por unaparte,la dinámica
de trabajoestablecidaenla empresa,requiereobtenerresultadosde manerarápida.Porotra
parte, los procesosmutagénicosy la caracterizaciónfenotípicaposteriorde los mutantes,
han tratadode generary seleccionarrespectivamente,aquellosque estánalteradosen un
único gen, por lo que deberíansercomplementadosfácilmente.Los ensayospreliminares
de transformacióncon genotecas,han mostradoque la mayoríade los mutantesgeneran
transformantes,con lo que seconfirmala validezde estaaproximación.Además,el estudio
de mutantesque tenganun fenotipo letal como consecuenciade la mutaciónde dos genes
no esenciales,podríallevaral desarrollode doblesdianasantiflingicas,ya quesetrataríade
proteínas que inhibidas conjuntamenteprovocaran la muerte celular. Todas estas
consideraciones,han motivado que el estudiogenéticosehayarealizadodirectamenteen
los mutantesseleccionados,permitiendoel análisisde un númerosuperiorde clonesque si
sehubierarealizadounalimpiezaprevia.
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La complementaciónfenotípica del 86% de los mutantes estudiadoscon la genoteca
de 5. cerevisiae donadaen el vector centromérico YCp5O, podría indicar que estos
mutanteshan sido transformadoscon el único gen que tenianalterado,o con uno de los
genesdirectamenterelacionadocon su proliferacióncelular, en el caso de que tuvieran
mutacionesenvariosgenesno esenciales.Sehaconsideradoque aquellosmutantesque no
han sido complementadosfenotípicamente,entre ellos los tres termodependientes
analizados,podríanestaralteradosen varios genesesenciales,confirmandoasí el bajo
porcentajede estos mutantesque han superadolos procesosde selecciónprevia a la
caracterizacióngenética.La posibilidad de que el gen que permite la proliferacióndel
transformanteen condicionesrestrictivasactuaracomoun supresor,ha sido consideradaa
priori pequeñaporestardonadoen un vectorcentromérico.

La agrupaciónde los mutantesen“gruposde complementación”dependiendode la
capacidadque tienen paragenerartransformantescon el mismo plásmido, ha tratado de
identificar los mutantesque podríanestaralteradosen el mismo gen. Estosensayoshan
permitido identificar un gen como el responsablede la complementaciónfenotípicade 7
mutantestermosensibles,mientrasque el restode los cloneshansido complementadospor
genesdistintos.

En estetrabajose handonado7 genes,de los cuales,al menos,5 son esenciales
para£ cerevisiae,uno (MTFJ) no esesencial,y la importanciadel gen HSP3Opara la
viabilidad de estalevaduratodavíano ha sido determinada(tabla 19). La donaciónde los
genesYPLOO7C, MPS], CDC68, TAF11J4S,y PRPJ9supone,por un lado, el logro de la
primerapartede los objetivosmarcadosen cuantoa la donaciónde genesesencialescuyo
interéscomodianasterapéuticasdeberíaserposteriormenteanalizado.Por otro lado, uno
de los genes donados,el YPLOO7C es un gen que no había sido caracterizadocon
anterioridade inclusocarecíade denominación,aunqueha sido posteriormentedesignado
duranteel proyectode secuenciacióndel genomade 8. cerevisiae, con la nomenclatura
establecida.Estadonaciónresaltael éxito de la aproximaciónutilizada, que entre otras
razoneshabíasido elegidapor la posibilidadde identificar genesque aún no habíansido
secuenciados.

La proteína Hsp3Op, posee unas características,que como se explicará más
adelante,podríanconferirleunaactividadprotectorafrentea alteracionesproteicasdiversas
(Panaretouy Piper, 1992; Regnacqy Boucherie, 1993). Estacaracterísticale permitiría
actuarcomosupresorde mutacionesen diferentesgenesen los 7 mutantescuyo fenotipo
termosensiblees capaz de complementar(tabla 19). También el MTFI podría estar
actuandocomosupresorde otramutación,ya que, como secomentaráposteriormente,ha
sido descritocomogen no esencialpara£ cerevisiae (Lisowskyy Michaelis, 1988).

Evaluación del interés de las proteínas identificadas como posibles dianas
antifúngicas

La evaluaciónde lasproteínasidentificadas,paraseleccionaraquellasque parecían
más interesantesa priori y en cuyo estudiose iba a centrar el resto del trabajo, se ha
realizadomedianteun análisisde los trabajospublicadosde cadaunade ellas,tratandode
conocersi poseenlas característicasdeseablesparaconstituir buenasdianasantifungicas.
Si bientodaslas proteínastienenalgunaspropiedadesque les confiereninteréssuficiente
como para continuar su estudio,se ha llevado a cabo una selecciónutilizando como
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criterios lascaracterísticasque seconsideranmásimportantesparalas dianasantifúngicas.
Así seha destacadoel interésde las proteínasesencialespara8. cerevisiaefrentea las no
esencialescomo Mtflp, ya que si bien en ocasionesno es necesarioque el antifúngico
destruyaal hongo y resultasuficientela detenciónde su crecimientoparael control de la
infección, la terapia fungicida es necesaria para el tratamiento de pacientes
unmunodeprimidos(Fridkin y Jarvis, 1996). También se ha consideradoprioritario el
estudiode aquellasproteínasque carecende homólogosconocidosen mamíferos,frentea
aquellasquemuestransimilitud conproteínashumanasya descritascomoTAF11 145, yaque
parecemásprobablela identificaciónde inhibidoresfungicosselectivos.

La proteínaMpsip ha sido la proteínaquemejorse adaptabaapriori alos criterios
anteriores,ya que ademásde serunaproteínaesencial,carecede proteínasmuy similares
en humanos,y suactividadserín-treonín-tirosinquinasaya caracterizada,permitediseñar
ensayosde inhibición in vitro (Pocha al., 1994;Lauzéetal?, 1995).

La proteínaYplOO7cp tambiénha sido seleccionadacomo proteínade interés,ya
que no ha sido caracterizadaanteriormente,y por tantoofrecela posibilidadde constituir
una diana antifungica novedosa. Además, su estudio permitiría profundizar en el
conocimientodel metabolismoy fisiología de £ cerevisiae.

La selecciónde las proteínasMpslp e YplOO7cp ha motivado que el estudiodel
resto de las proteínasidentificadasno hayapodido ser realizadoen estetrabajo, aunque
algunasde ellas poseenunascaracterísticasque les confieren cierto interéscomo diana
antitUngica.Por estemotivo seconsideraque el análisispreviorealizadoen estetrabajo,
deberíaservirparaestimularlacontinuaciónde suestudioenel futuro.

La proteína Hsp3Op como diana antifúngica

La proteínade respuestaa estréstérmicoHsp3Opha sido la proteínaresponsablede
la complementacióndel fenotipo termosensiblede los 7 mutantes termosensibles
pertenecientesal mismo “grupo de complementación”(tabla 19). La posibilidad de que
todos estosmutantesposeanuna alteraciónen el mismo gen ha sido consideradapoco
probable,ya que hansido generadoscon agentesmutagénicosdistintosy se desconocela
existenciade regionesdel genomade 8. cerevisiae tan altamentesusceptiblesde ser
mutadas. Por este motivo se ha consideradoque la proteína Hsp3Op podría estar
suprimiendomutacionesendiferentesgenesesencialesen cadauno de los mutantes,o por
el contrario,podríasuprimir la mutaciónde alguno de los genesno esencialesalteradosen
los mutantescuyo fenotipo letalesla consecuenciade lamutaciónconjuntade variosgenes
de estetipo. Estahipótesispodríaestarjustificadaporel conocimientode quela Hsp3Op,al
igual que el restode las proteínasde respuestaa estréstérmico (HSP), poseeunafunción
general protectoray reparadorade los dañosoriginados por condicionesambientales
adversas(Magery MoradasFerreira,1993; Piper 1993; Piper 1995).Así, las célulasde £
cerevisiaesometidasa situacionesde estréspor calory etanol,y al comienzode suentrada
en fase estacionaria,hiperproducenla Hsp3Op (Panaretouy Piper, 1992; Regnacqy
Boucherie,1993).Estaproteínaestáconstituidapor 332 aminoácidos,esmuy hidrófobica,
posee7 dominiostransmembranalesy se encuentrafuertementeasociadaa la membrana
celular, siendoposiblemente,unaproteínaintegrantede ella (Panaretouy Piper, 1992). Su
actividad no estáclaramenteestablecida,pero se le atribuye un papel importanteen el
mantenimientode la thncionalidadde la membranaplasmática,compensandolas posibles
alteracionesoriginadascomoconsecuenciade la modificaciónde la composiciónlipídica y
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proteica,y de lasvariacionesde las actividadesde algunasenzimasasociadasaella, como
la JCATPasa,(Panaretouy Piper, 1992; Regnacqy Boucherie,1993; Piper 1995). De este
modoseríarazonablelaposibilidadde que los mutantestermosensiblesintegrantesde este
grupo, poseyeran mutaciones en diferentes genes, que de manera directa o indirecta
provocaranalteracionesanivel de lamembranaplasmática,y quela Hsp3Opfueracapazde
compensaríaspermitiendoasí la proliferacióncelulara la temperaturarestrictiva.

Independientementede que la proteínaHsp30p pudiera suprimir mutacionesen
otros genes,seha realizadoel estudiode la informacióndisponiblesobreella tratandode
conocersi cumple las característicasdeseablesparaconstituir unadianaantifúngica.Esta
informaciónno permiteconocersi esunaproteínaesencialpara8. cerevisiae, y por tanto,
la evaluaciónde estaproteínacomo dianaantifúngicaúnicamentepuede realizarsede
maneralimitada, hastaque seademostradasu importanciaparala viabilidad celular.No
obstante,en este trabajo se han analizadootras característicasde Hsp3Opque podrían
incrementaro disminuir su interéscomodianaantifúngica,en el casode que se verificara
su esencialidadpara 8. cerevisiae. La ausenciade homologías conocidas con otras
proteínasde mamíferosdescritashastael momento,apesarde que en generalsonproteínas
muy conservadas(Craig, 1992),juntoconsufácil accesibilidad,porestarlocalizadaanivel
de membranaplasmática(Panaretouy Piper, 1992),soncaracterísticasadecuadasparalas
dianasantifúngicas.Así, otrasproteínasde 8. cerevisiae,con característicasdiferentesa las
proteínashumanasy tambiénlocalizadasen la membranaplasmáticade £ cerevisiae,
como la H~ATPasa(Monk y Perlin, 1994; Monk et al?, 1995)y las proteínasimplicadasen
la excreción de compuestosintracelulares (Georgopapadakou,1996), están siendo
evaluadascomoposiblesdianasantifúngicas,ya que suelenserproteínasde fácil acceso
paradiferentescompuestosconactividadinhibitoria y queenmuchoscasossonesenciales
parala célula.

En conclusióncon el análisisanterior, el carácteresencialde la proteínay sufácil
accesibilidad,hanpermitidoconsiderarla posibilidadde que estaproteínapuedaconstituir
unadianaantifungicaadecuadasi sellegaaverificar suesencialidad.

La proteínaCdc6Spcomodianaantifúngica

La proteína Cdc68p, identificada a partir de la complementacióndel fenotipo
termosensibledel mutanteMJ239, ha sido relacionadacon los procesosde replicacióny
transcripcióndel DNA. Estaproteínaestáconstituidapor 1035 aminoácidosy poseeun
dominio C-terminal rico en serinasy en aminoácidosde carácterácido, posiblemente
esencialparasufuncionalidad.El gen CDC68fue descritoporprimeravezporPrendergast
et al (1990) comoun gen requeridopara el pasopor el punto START del ciclo celular.
PosteriormenteMalone et aL (1991) donaronestegen como un supresorde mutaciones
insercionalestipo 8 en las regiones5 ‘de los genes11184 y LYS2cuandoseencontrabaen
elevado número de copias. Recientementese ha demostradosu interacción con la
subunidadcatalíticade la DNA polimerasaa (Pol 1), así como con la proteínaPob3p,que
ha sido relacionadaconel control de la estructurade la cromatinay con la replicación y
transcripcióndel DNA (Wittmeyer y Formosa,1997). Estainteracciónpodría sugerir la
participaciónde la proteínaCdc68pen la replicacióndelmaterialgenético,atribuyéndosele
unaactividadfacilitadoradelaccesode la Polí hastael lugarde comienzode la replicación
del DNA (Wittmeyery Formosa,1997).Por otraparte y como consecuenciade que los
procesosde inicio de replicación y transcripcióndel DNA son procesosque poseen
componentesy característicassimilares(Guarente,1992),esposible que algunasenzimas
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queparticipenenel primerprocesotambiénesténimplicadasenel segundo.Deestemodo
podría justificarse la actuación de la proteína Cdc68p como activadora y represora
transcripcionalque ha sido observadapor diversosinvestigadores(Malone et al?, 1991;
Rowleya al?, 1991).Así la capacidadde Cdc68pparaactivar la transcripciónde diversos
genescomo SWI4, 8W116,ACT], LEU¿ CLN],CLN2 y CLN3 (Malone et al?, 1991;
Rowley et al?, 1991),podríaser la consecuenciade suactividadcomo proteínaque facilita
el accesode la maquinarianecesariahasta el lugar de inicio de la transcripción,
posiblementemediantemodificacionesen la estructurade la cromatina(Xu a al?, 1993).
Además,su actuacióncomoactivadoracídico tambiénpodríaserdebidaa la interacción
con otros factoresactivadoresproteicoscapacesde unirseal DNA, yaque en Cdc68pno se
hanidentificadodichos dominios(Rowley et al?, 1991). Porotro lado, suparticipaciónen
la represiónde otrosgenescomo H8P82 (Rowleyet al., 1991),podríaserla consecuencia
de suinteracciónpor sudominio acídicoC-terminal,con el extremobásicoaminoterminal
de las histonas,manteniendola conformaciónde la cromatinaen un estado inactivo
(Rowleya al., 1991; Winstony Caríson,1992).

La evaluaciónde la proteína Cdc68p como diana antifungica, se ha realizado
medianteel estudiode la informacióndisponible,paraaveriguarsi poseelas características
deseablespara estasproteínas,y que ya han sido comentadoscon anterioridad.El papel
esencialde la proteínaCdcóSppara8. cerevis¡ae,demostradapor Malone et al?(1991)
mediantela interrupcióndel gen CDC68y el posterioranálisisdel fenotipode las células
mutantes,es la característicabásicay fundamentalque ha llevado a considerara esta
proteínacomo posibledianaantifungica.La ausenciade homologíacon las secuenciasde
células de mamíferospresentesen las basesde datos,mantieneabierta la posibilidad de
queexistancaracterísticasdiferencialesimportantesentreestaproteínay las de humanos,y
por tanto, la posibilidadde inhibir selectivamentela proteínafúngica. Sin embargo,este
dato debeconsiderarsede modo provisional y susceptiblede sermodificadoduranteel
tiempo que transcurrahasta la completa secuenciacióndel genomahumano,ya que,
ademásde que el procesode replicación del DNA es un procesoconservadoentre las
diferentesespecieseucarióticas,en el que participande manerauniversalproteínascon
actividadessimilares, sehan encontradosimilitudes en las secuenciasaminoacídicasde
algunasde ellas (Gavin et al., 1995). Del mismo modo, la ausenciahastala fecha de
proteínassimilaresen otros hongospatógenos,no excluyesu existencia,ya que sólo una
pequeñaparte de su genoma está secuenciado(Dunn-Colemany Prade, 1998). La
localizaciónnuclearde laproteína(Xu, 1995),la convierteen unaproteínade accesomás
dificil quesi setratarade unaproteínade paredo de membranaplasmática,que suelenser
las másfácilmentealcanzadasporsus inhibidores,y por tanto, suelenserpreferidascomo
dianas (Kerridge y Vanden Bossche, 1990). Sin embargo, la existenciade fármacos
comercializadosqueactúansobreotrasenzimasnucleares,sugierela posibleutilizaciónde
estaproteínacomodianaparafármacosantifúngicos. Así algunosagentesantitumorales
inhiben las topoisomerasas1 y II, que al igual que Cdc68p participanen el proceso de
duplicacióndel DNA (Cunirningsy Smyth, 1993; Charcossetet al., 1993), y antifúngicos
como la 5-FC y la griseofulvina también tienen dianasnucleares(Georgopapadakou,
1996). La aparentetoxicidadselectivade algunoscompuestosfrentea la topoisomerasaII
flingica (Jacksonet al?, 1992)sugierela existenciade diferenciasentrelas proteínasque
participanen la duplicacióngénicade las diferentescélulaseucarióticas,apesarde quese
trata de un proceso conservadoy de que poseencierta similitud en su secuencia
aminoacídica(Toyn et al?, 1995).Por estemotivo, pareceposiblela inhibición específica
de las enzimasde algunasespeciesfungicassin actuarsobrelas célulashumanas.Porotra
parte,se ha demostradola existenciade diferenciasen los procesosde duplicacióndel
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DNA entrelas célulasde levadurasy las célulashumanas,yaqueapesarde queel DNA de
levaduraspuedereplicarseencélulasde mamíferos,éstasno poseenun control sobreel
lugar de iniciación de su replicación (Tran et al., 1993). La participaciónde la proteína
Cdc68pen la iniciación de la replicacióndel DNA, sugeridaa partirde la verificaciónde
suinteracciónconPollp (Wittmeyery Formosa,1997),podríacorrespondera esteproceso
diferencial entrehumanosy levaduras,ofreciendo así la posibilidad de una inhibición
selectivasin provocarefectossecundariosimportantes.

El carácteresencialde la proteínaCdc68py el desconocimiento,hastala fecha, de
proteínashomólogasen humanos,permitenmantenersu- interéspara la realización de
estudiosfuturos.

El factor TAF11145 como diana antifúngica

El factor TAF11145, responsablede la complementacióndel fenotipotermosensible
del mutantesMJ39, poseeun papel reconocidoen los procesosde transcripción.Esta
proteínaestáconstituidapor 1066 aminoácidos,formapartedel complejoproteicoTFIID,
que esel primerfactor generalde la transcripción(GTF), queseensamblaalpromotordel
gen a transcribir. El TFIID está integradopor una proteína de unión a la caja TATA
denominadaTBP (TATA Binding Protein), y un conjunto de polipéptidos asociados,
denominadosfactoresactivadoresde la transcripción(TAFs), entre los que destacael
TAF11145 por ser capaz de unirse directamentea la proteínaTBP. Los TAFs no son
requeridosparala transcripciónbasal,pero sonnecesariosparaobtenerun nivel elevadode
transcripciónen respuestaa proteínasactivadoras(Pughy Tijan 1992; Hernández1993).
Recientementese les ha atribuido una labor de reconocimientodel sitio de inicio de la
transcripciónen aquellosgenesde levadurasque carezcande caja TATA (Hampseyy
Reinberg,1997).

La valoracióndel factor TAF11145comoposibledianaantifungicaseha realizado
teniendoen cuentalas característicasya comentadas.El factor TAF11l45 es un factor
esencialpara8. cerevisiae(Reeseet al., 1994),por lo que presenta,al menosa priori,
interés como diana antifúngica. La existenciade una similitud entre su secuencia
aminoacidicay las proteínasTAF11240 de humanos,del 65% entre los extremosN-
terminalesy del 60% entrelos dominioscentrales(Reeseet al., 1994; Bai et al?, 1997),
sugierela existenciade característicassimilaresentreambasproteínas.Estasimilitud entre
los factores implicadosen la transcripcióngénicade diferentesespecieseucarióticasno
resultainesperado,ya que es conocidala conservaciónde los procesosde transcripción
entre las célulasde levadurasy de mamíferos, incluyendo tanto los elementosbásicos
necesariosparael proceso,comola presenciade proteínascapacesde activary reprimir la
expresiónde determinadosgenes(Guarente,1992). Además,la demostradacapacidaddel
TAF11145 de levaduraspara unirsedirectamentea la TBP humana(Reeseet al?, 1994),
junto a la verificadaunión del dominio funcional C-terminal de la proteínaTBP de
levadurascon los TAFs humanos(Zhouy Berk, 1995),hacemuyprobablequelos TAFs de
levadurassean estructuraly funcionainientesimilares a los humanos.También se ha
demostradola existenciade unahomologíafuncional entreotrasproteínasimplicadasen
esteproceso,comola proteínaTBP de 8. cerevisiaequeescapazde substituira la fracción
TFIID quecontienela TBP humanade las célulasHeLa(Buratowskieta?. 1988;Cavallini
etal? 1988).

173



Discusión

Como consecuenciade estahomologíacon las célulashumanasy la conservación
de los mecanismosen los que participa,el factorTAF11145 no ha sido consideradocomo
unaproteínade interésprioritario duranteel desarrollodel trabajo.Sin embargo,suposible
utilizacióncomodianaantifungicano puedeserexcluida,ya queapesarde quela similitud
proteica pudiera dificultar la identificación de compuestoscapaces de realizar una
inhibición selectivade la enzimafúngica, la existenciade diferenciasentrelas proteínas
homólogaspodríasersuficienteparaconseguirunainhibición específicade unade ellas.
Así, la proteínaRNA polimerasaII de levadurasposeesimilitud con la humanaanivel de
su secuencíaamínoacídicapero no puedesubstituirla en un sistemade transcripción in
vitro, por lo queposeencaracterísticasdiferentes.Además,laproteínaflingica presentauna
sensibilidad100 vecesinferior a la a-amanitinade laAnianitaphalloidesquesuhomólogo
en mamíferos(Thuriauxy Sentenac,1992).Asimismo,y aunquese carecede información
relativa a la inhibición selectivade los factoresTAFs, la existenciade regionespoco
conservadas,como el dominio C-terminaldel factorTAF11145,sugierela posibleinhibición
selectivade estaproteínamediantesubstanciasque interaccionenaestenivel (Reeseet al?,
1994). Por otraparte,a pesarde que el factor TAF11145selocaliza a nivel nuclear, sería
posiblesuinhibición,como se hacomentadocon anterioridad.Deestemodoquedaabierta
la puertaa estudiosfuturosquepermitandeterminarsuutilizacióncomo dianaantifungica.

La proteínaPrpl9pcomodianaantifúngica

La proteínaPrpl9p,responsablede la complementacióndel fenotipotermosensible
del mutanteMJ69, poseeun papelesencialen el procesode maduracióndel pre-mRNA
(splicing).Estaproteínade 503 aminoácidosfue descritaporChengetal? (1993)como una
proteína esencialpara la proliferación celular, que estabafuertementeasociadaa un
complejo de proteínas, de RNA de pequeño tamaño (snRNA) y de pre-mRNA,
denominadospliceosome.A estenivel, tiene lugar el procesode maduracióndel pre-
mRNA en el que se eliminansus intrones.Recientementela proteínaPrpl9p tambiénha
sido relacionadaconlos mecanismosde reparacióndel DNA dañado(Greyet al?, 1996).La
función de la Prpl9p no estáclaramentedefinida,ya que carecede motivos característicos

en su secuenciaproteica.Sin embargo,le ha sido atribuidaunafunciónsimilar a las RNA
helicasasduranteelprocesode maduracióndel pre-mRNA,yaque suunión al spliceosomne
tiene lugar despuésde la aparenteseparacióndel U4 snRNA del U6 snRNA (Tarn, 1993a;
Tarn, 1993b),momentoen el queelpre-mRNAessometidoa numerosasreorganizaciones
espaciales.

La búsquedade secuenciashomólogasa Prpl9p en las basesde datos, no ha
permitido identificarhastael momentoningunaproteínacon una secuencíaaminoacidica
similar, a pesarde que el procesode maduracióndel pre-mRNAmantieneun mecanismo
general conservadoentre las diferentes células eucarióticas. Este resultado sugiere la
posibilidadde que podríatratarsede una proteínaconcaracterísticasdiferencialesde sus
homólogasen otrascélulasde mamíferos,aunqueestaposibilidadno puedeserconfirmada
hastano hayaconcluidola secuenciacióndel DNA de otrascélulaseucarióticas.

El análisis del procesode maduracióndel pre-mRNA en las levaduras,en los
metazoosy en los mamíferosha mostradoposeercaracterísticassimilares (Rymondy
Rosbash,1992; Newman,1994),e incluso sehan identificadohomólogosen humanosde
algunode los numerososfactoresproteicosy RNAs queparticipanen el procesoen estas
especies(Newman, 1994). Sin embargo,generalmenteexisteuna pequeñasemejanzaa
nivel de la secuenciaprimaria entre los factoresque realizanfunciones similares en
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levadurasy mamíferos,como son los snRNA Ul, U2, U4 y US, y las Prpsde levaduras
Prp9, Prpl 1 y Prp2l (Guthrie, 1988; Newman, 1994), por lo que probablementesería
posible la inhibición selectivade algunasde ellas.Por otra parte,y aunqueel mecanismo
general del proceso se mantiene conservado, se ha verificado la existencia de
característicasdiferencialesentreel procesoocurridoen levadurasy en mamíferos.Así la
mayoríade los intronesde£ cerevtsiae,no puedenserprocesadosencélulasHeLa, o lo
hacende unamaneradiferente(Ruskinet al?, 1986).Por tanto,pareceposiblela existencia
de proteínasexclusivasde levaduraso de hongos,o cuyas característicasdiferenciales
permitieran su inhibición selectiva,aunquehastael momentosecarecede información
relativaa la utilizaciónde algunade las proteínasqueparticipanen la maduracióndel pre-
mRNA comodianaantifúngica.Porotra parte,aunquela localizaciónde estaproteínano
ha sido concretada,la posibilidadde que se sitúeenel citoplasmacelularademásde en el
núcleo, al igual que otras proteínasimplicadasen esteproceso (Lin, 1985; Cheng y
Abelson,1986),facilitaríasuinteraccióncon substanciasinhibitorias.

Como conclusióndel análisis realizado, seha considerado que el carácter esencial
de la proteínaPrpl9p para8. cerevisiae, la ausenciade homologíasconocidashastael
momento con proteínas humanas,y su localización aparentementeaccesible a los
inhibidores,la conviertenenunaproteínaatractivacomodianaantifungica.

La proteína Mtflp comodianaantifúngica

La proteína Mtfl p, que ha sido consideradala proteína responsablede la
complementacióndel fenotipotermosensibledelmutanteMJ202,posee340 aminoácidosy
constituye el factor de especificidadde la RNA polimerasamitocondrial (Schinkela
aL,1987;Lisowskyy Michaelis, 1988; Jangy Jahening,1991).Mtflp esunaproteínaque
actúaen el interior de la mitocondria,aunquesugen codificante selocalizaen el núcleo.
Penetraal interior mitocondrialporun mecanismotodavíano determinado(Sanyaly Getz,
1995),dondeesrequeridaparael comienzoespecíficode la transcripcióny replicacióndel
DNA mitocondrial.El genMTFI fue donadoporLisowsky y Michaelis (1988),como un
supresordel fenotipopetite termosensibleoriginadocomo consecuenciade unamutación
en el gen RPO4I, que codifica para la subunidadcatalítica de la RNA polimerasa
mitocondrial, en elevadonúmerode copias.El gen MTFJ, ha sido descritopreviamente
como un gen no esencialpara£ cerevisiae,ya que los mutantescon el gen interrumpido
presentanun fenotipopetite estable (Lisowsky y Michaelis, 1988). Por el contrario el
mutante MJ202 obtenido en este trabajo, posee un fenotipo termosensible,que es
complementadopor el gen MTF] en bajo número de copias, y su comportamientono
correspondeal de un mutantepetite. Por este motivo se han consideradodiferentes
hipótesisquepodríanjustificar sucomportamiento.

Unaprimeraexplicación,podríaserqueel genMTFI estuvieramutadode manera
que la proteínacodificadaposeyeraunas característicastalesque, de maneradirectao
indirecta, provocaranuna toxicidad celular. Así por ejemplo una modificación en su
conformaciónespacialqueimpidierasuentradanormalenla mitocondria,podríaprovocar
una acumulaciónen el citoplasmay la consiguientedetenciónde la proliferacióny la
muertecelular.Estasituaciónseriasimilar a la ocurridaen los mutantesalteradosen la
proteínaSsclp, que muerencomoconsecuenciade la acumulacióna nivel citoplasmático
de los precursoresde las proteínasmitocondrialesincapacesde pasar- a la mátriz del
orgánulo (Craig, 1992). También podría ocurrir que la mutación en el factor de
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especificidadprovocarauna alteraciónen la regulacióntranscripcionalde algunosgenes,
cuyaexpresiónpudieraresultartóxicaparala célula.

Como segundahipótesis, podría considerarsela posibilidad de que el mutante
MJ202tuvieramutacionesendoso másgenesno esenciales,pero cuyaalteraciónconjunta
provocarala detencióndel crecimientoy la muertecelular.Uno de los genespodríaserel
MTFJ y los otros podrían ser genes relacionadoscon los procesosde transcripcióno
replicacióncelulary queno fueranesencialespara£ cerevisiae. Esteefectoaditivo de los
genesmutadosha sido descritoendiversosgenesredundantescomo H8P82y HSC82,que
codifican para chaperoninas(Borkovich et aL, 1989), o en genes funcionalmente
relacionadoscomoCHSJ,CHS2y CHS3,quecodificanparaenzimascon actividadquitín
sintetasa(Cid etal., 1995),de maneraqueserequieresuinterrupciónconjuntaparagenerar
un fenotipoletal.

En tercerlugar existiríala posibilidadde que el gen mutadofueraungenesencial,
cuyaalteraciónpudierasersuplementadaporel genMTFJ, de modo similara comoocurre
con los mutantespetite termosensiblesRpo4l (Lisowsky y Michaelis, 1988. Riemen y
Michaelis, 1993),aunqueenun númeromenorde copias.

El estudiode los trabajospublicadossobrelaproteínaMtflp hapermitidoconocer,
ademásde su carácterno esencialpara£ cerevisiae, la ausenciade homologíascon
proteínasde otrasespeciestWngicas, a pesarde que sus característicashan sugeridoque
podría tratarse de una proteína conservada,ya que se han identificado proteínas
funcionalmentesimilaresen otroshongoslevadurifonnescomo Saccharomyceskluyveryy

Kluyveromyceslactis (Canodeguaset al, 1996). Tampoco se han detectadohastael
momentoproteínassimilares a la proteínaMtfl p en célulasde mamíferos,lo cual podría
serdebido a las diferenciasexistentesentrelas RNA polimerasasmitocondrialesde estas
células, ya que la de mamíferosesmucho máscomplejay estáconstituidapor diversas
proteínasaún no caracterizadasen su totalidad (Jaehning, 1993). Por otra parte, la
localizacióntemporalde la proteínaMtflp en el citoplasmacelular antesde entraren la
mitocondria,descritapor Sanyaly Getz(1995),facilitaríael accesohastaella de cualquier
compuestocapazde inhibir suactividad.

El análisis realizado, permite concluir que la proteína Mtflp no posee las
característicasóptimaspara una dianaantifúngica,a pesarde que seaposibleevaluar su
inhibición in vitro (Magnusy Jaehning,1996).La proteínaMtflp no es esencialpara£
cerevisiae y por tanto su interéscomo dianaesmenorque el quepresentanotrasproteínas

que poseenun carácteresencialparalos hongos.No obstante,la posibilidad de utilizar
aquellasproteínasque al seralteradasoriginen seriosdefectosen el desarrollocelular y
permitana las propiasdefensasdel huéspedeliminarel agentepatógeno,mantendríacierto
interéspor estaproteína,aunqueseríannecesariosensayosin vivo que demostraranla
eficaciade las propiasdefensasparaerradicarlas cepasde 8. cerevisiaemutadasen este
gen,y posiblementelos resultadosobtenidosvariaríandependiendodel estadounniunitario
del huésped(Kerridge y VandenBossche,1990).Por otro lado, la gran variabilidadde la
secuenciade las proteínashomólogasfuncionalesentrelas diferenteslevadurasanalizadas,
sugierela dificultad para encontrarsubstanciasinhibitorias de las enzimasde diferentes
hongospatógenos.
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La proteína Mpslp como diana antifúngica

La proteínaMpslp ha sido la proteínaresponsablede la complementacióndel
fenotipotermosensibledel mutanteMJ4l. Estáconstituidapor 764 aminoácidos(Pochet
al., 1994; Lauzéca aL, 1995)y seha comprobadosuactividadquinasain vifro, ya que es
capazde autofosforilarseen los residuosde serna,treonina y tirosina, y de fosforilar
substratosexógenosen los residuossermay treonina (Lauzé et aL, 1995). La proteína
Mpslp fue identificadapor Winey et aL (1991b) como una proteína de £ cerevisiae
relacionada con la duplicación del cuerpo polar del huso mitótico, y a la que
posteriormentese le ha atribuido una función comopunto de control del ciclo mitótico
(checkpoint)anivel delensamblajedelhusomitótico (Pochet al, 1994; Lauzéet aL, 1995;
Weissy Winey, 1996).Estepuntode controlpermitiríaevitar la segregacióncromosómica
y la entradaenmitosis de las célulasque presentarandefectosen el huso.Los mutantes
Mps] sonincapacesde duplicarsuscuerpospolares,y llevanacabounamitosismonopolar
con un reparto inadecuadodel material genéticoentre las célulasmadre e hija. De este
modo seoriginaunapoblaciónletal conuna dotacióncromosómicavariable(Pochet al.,
1994). Se desconoceel mecanismopor el cual estaproteínarealizasus funcionesen la
célula,aunquese ha sugeridosuposibleparticipaciónen algunacascadade quinasas(Poch
et aL, 1994;Lauzéet al?, 1995; Hardwicketa!., 1996;Wells, 1996).

El carácteresencialde estaproteína,descritopor Pochet al, (1994),junto con las
diferenciasestructuralesentreel cuerpopolardelhusomitótico de levadurasy suorgánulo
análogoen mamíferos,el centrosoma,y por tanto, las posiblesdiferenciasque podrían
existir entre las proteínasque participanen su duplicacióny control en ambasespecies
(Wineyeta!., 1991a;Winey et al., 1991b), handesarrolladoun interésparticularpor esta
proteínacomo posible dianaantifúngica.Las comparacionesdel extremocatalíticoC-
terminalcon lasproteínasde las basesde datos,hanreveladounahomologíadel 45%con
otrasproteínasquinasasde mamíferos,comosonla PYT/TTK humana,y las eskly esk2

de ratón,quetambiénfosforilanresiduosde serna,treoninay tirosina(Pochet al, 1994),y
que hansido implicadasen el control del ciclo mitótico y meiótico (Letwin et al., 1992).
Sin embargo,estahomologíaa nivel aminoacídicono excluye la probableexistenciade
diferenciasconformacionalesimportantesentreellas, y por tanto, seríaposible que el
dominio catalíticode Mpsíp fuerabloqueadode maneraselectivaen los hongos.Porotro
lado, y debido a que la homología entre Mpslp y las proteínasde mamíferosqueda
reducidaa su extremo C-terminal(Pochet al, 1994; Lauzéet al., 1995),tambiéndebería
considerarsela posibilidad de una inhibición selectivade la enzimafúngica mediante
compuestosque provocasenuna inhibición enzimáticainteraccionandocon el extremoN-
terminal de la - enzima,en el caso de que éstemantuvieracaracterísticascomunesentre
diversoshongospatógenos.

Las proteinquinasassonconsideradasun grupoimportantede proteínasconposible
utilidad como diana, pues ademásde ser proteínasmuy abundantes,participan en
numerososprocesoscelularesrelacionadoscon el crecimiento,la división, la conjugación,
la meiosisy la esporulación,siendo algunasde ellas esencialespara la proliferación y
viabilidad celular (Huntery Plowman, 1997).Por estemotivo algunastirosínquinasasde
células de mamíferosimplicadasen la ruta Ras/cAMPde transmisiónde señales,están
siendo evaluadascomo dianasde compuestosantitumorales(Baringa, 1997). Asimismo,
las proteinquinasasde 8. cerevisiaeque carecenhastala fechade homólogasen célulasde
mamíferos,y que posiblementese encuentrentambiénen levaduraspatógenascomo C.
albicans(Huntery Plowman,1997),podríanconstituirnuevasdianasantifungicas.
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El interésde la proteínaMpslp se ha incrementadoal serrelacionadapor Winey
(1996) con la proteínap53. Winey sugiere un papel comparablede ambasproteínas,
actuandoen la duplicacióndel cuerpopolardel husomitótico y comopunto de control de
la formaciónde estaestructura.La proteínap53 pareceestarrelacionadadirectamentecon
la apariciónde tumores,y actualmenteseconsiderala posibilidadde que sucontrolpudiera
detenerla proliferaciónde las células malignas.La importanciade p53 parael correcto
funcionamientocelular,ha sugeridola transcendenciaque podríatenerla inhibición de la
proteínaMpslp. Por estemotivo, paraintentarconfirmar la aparenteutilidad de Mpslp
comodianaantifúngicaseha tratado,en primerlugar, de verificar la ausenciade proteínas
homólogasen células humanas,y en segundolugar, de comprobar la existenciade
proteínassimilaresen otros hongospatógenos.Dadoque las basesde datos,como el Gen
BankIEMBL, poseenuna informaciónlimitadasobreel genomade estasespecies,sehan
realizadoensayosde hibridación de DNA-DNA, Southernblot, entreel gen MPS] y el
genomade linfocitos humanos,de A.fwnigatusy de C. alhicans.La ausenciade bandasde
hibridaciónque indicasenunahomologíasignificativa entrelos genesde ambasespecies
(figura 24) podríasugerirque las similitudesexistentesentre los aminoácidosdel extremo
C-terminal de Mpslp y las quinasasde las especiesanalizadas,o bien son insuficientes
parapermitir unahibridaciónen las condicionesdelensayo,o bien queel diferenteusode
codonesentrelas especiespodríaoriginar que la mismasecuenciaaminoacídicaestuviera
codificadapor secuenciasnucleotídicasdiferentes.Si bien esteexperimentono permite
concluir que no existanproteínashomólogasen mamíferos,ni confirme la existenciade
éstasen las especiesfungicasanalizadas,sí contribuyeaque laproteínaMpslp sigasiendo
consideradaunaposibledianade interés.

Con objetode continuaravanzandoen el conocimientode la proteína,seha tratado
de obtenerinformaciónsobresucentroactivo, sus zonasfuncionalmenteimportantesy su
conformaciónespacial.Estos datos tendríangran interéspara el diseño de compuestos
capaces de bloquear su actividad enzimática(Blundelí, 1996). Para conseguir esta
informaciónse ha realizadoun estudiocomparativode las característicasde la proteína
nativa Mpslp y de la proteínamutadaMpsip de la cepaMJ41, cuyamutaciónha sido
determinadamediantesecuenciación.

Las quinasasson unas proteínasque se caracterizanpor presentaruna estructura

tridimensional organizadaen dos dominios, con un surco central entre ambos. Esta
organización,posiblementerespondea la necesidadde los cambiosconformacionalesque
tienen lugar en la enzimadurantela unión del substrato,así como durantela catálisis
(Creighton,1984).En general,el dominio catalíticode las quinasasestámuy conservado,y
aunquesulocalizaciónnoesfija, sueleestarlocalizadoen la hendidura,cercadel extrémo
C-terminal.El extremoN-terminal sueletenerun papelregulador(Knighton et al., 1991b).
La secuenciacióndel DNA genómico del mutante MJ41 ha revelado la presenciadel
cambio ES17K en Mps]p. Esta mutación podría tener una repercusiónestructural
significativa,como sededucede lapredicciónde estructurasecundariade lazonadondese
localiza (figura 25). La substitución del ácido glutámico por lisina pareceextenderla
lámina[3dondeseencuentradichoresiduo,desencadenandola alteraciónde unaestructura
en cc-hélice situadaa continuación,medianteun giro (3. Estos cambiosen la estructura
secundaria podrían ponerse de manifiesto con el incremento de la temperatura,
traduciéndoseen cambios de la disposición tridimensional de la proteína, lo que
conllevaríaa su inactivacióna 370C. Por tanto, la importanciade esteresiduoen cuantoal
mantenimientode la conformaciónestructuralactivaa 370C parececlaro, pudiendoestar
justificadopor suposiblelocalizaciónen el sitio del reconocimientopeptidico,cercade la
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hendiduracatalítica(figura 60).Estahipótesisseha realizadosobreel conocimientode la
estructuraterciariade la proteínacAPK (figura 60) (Knighton et al., 1991ay b. Johnsonet
al., 1996), cuyo dominio C-terminal presentahomología con el de Mpslp. Ambas
proteínascompartenlas característicasestructuralestípicas de las serín-treonin-tirosín
quinasas,asícomolas regionesde estructurasecundariaenlámina [3en la regióndel ES17,
deducidapara la cAPK a partir de la estructuratridimensional(Pochet al., 1994). Sin
embargo,habrá que esperara localizar esteresiduoen la estructuratridimensionalde
Mpslp parapoderdeterminarsupapel.

- Las únicasmodificaciones,conocidashastala fecha,que provocanla inactivación
enzimáticasonlas que selocalizanenla regióncatalítica,como ocurreal substituirel ácido
aspárticode la posición580 de Mpslp porunaalanina(Lauzéet aL, 1995).La regiónN-
terminal, quepor sermásvariablepodría dar lugara una inhibición másselectiva,no ha
demostradoconstituirunaregiónesencialparala actividadya que la eliminaciónde sus 63
aminoácidosterminalesno provocala inactivaciónenzimática(Lauzéet al., 1995).

Parabuscarinhibidoresde Mpslp, serianecesariollevar a caboensayosin vitro de
elevadorendimiento(HTP). La realizaciónde estosensayosrequeriríagrandescantidades
de proteínaMpsip pura,por lo quecomoprimerpaso,se ha intentadobuscarun sistemade
purificaciónrápidoy eficaz.Porestemotivo, estaproteínaha sido fusionadaal dominioC-
LYTA de la enzima N-acetilmuramoil-L-alaninaamidasa de £ pneumoniae. La
funcionalidadde estedominio como marcadorde purificación en E. coli es conocida
(Ortegaet al., 1992; Gonzálezde la Peñaca al., 1993; Ruiz Echevarríaet al., 1995),y en
estetrabajo se ha tratadode evaluar su posibleutilidad en otros sistemasde expresión,
como £ cerevisiae.El dominio C-LYTA poseeelevadaafinidad por aminasterciarias
como el dietil-amino etanol (DEAE), y permitepurificar proteínasde fusión en un único
paso,medianteuna cromatografiaen DEAE-celulosa,que es una resmade bajo coste,
selectiva,de elevadacapacidad,y estableen un amplio margende PH (Sánchez-Puelleset
al., 1992). A pesarde que la quimeraC-LYTA-Mpslp ha demostradoser incapazde
complementarel fenotipo termosensibledel mutanteMJ4l, a diferenciade la proteína
Mpslp, posiblementecomoconsecuenciade un cambioconformacionalal serfusionadaal
dominio C-LYTA, se hamantenidoel interésporconseguirsupurificación.Seríaposible
que la modificación conformacionalde la proteínaMpslp, en el caso de que existiera,
fuera reversibley recuperarasu estadonativo una vez que se eliminara el dominio C-
LYTA de la proteínapurificada. Por estemotivo, seha tratadode obtenerla proteínade
fusión expresándolaen procariotas,como E. coil, y en eucariotas,como£ cerevisiae,que
presentamenos posibilidadesa priori de modificar la fusión proteica.Para ello se ha
donado el gen MPS! en los vectores adecuadospara ambos organismospT7C y
pYEpPGKC(tabla5), que habíansido construidospreviamenteennuestrolaboratorio.Los
niveles de expresiónobtenidosen amboscasoshan sido bajos, solamentedetectables
medianteWestern blot (figura 26), y ademásla proteínade fusión apareceparcialmente
degradada.Esta inestabilidadpodríaserdebidaa la existenciade secuenciasPEST en la
regiónN-terminalde Mpslp (Pochetal., 1994),quehansido frecuentementeidentificadas
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en proteínas de rápida degradación (Rogers et al., 1986), y constituye un serio
inconvenienteparala obtenciónde la proteínapura. Porestemotivo seríanecesariobuscar
otros sistemasde expresióncomo podríanserotros organismosde interéscrecienteen la
expresiónde proteínasheterólogas,comoesPichia pastoris(Romanoset al., 1992).La
utilizaciónde esteorganismoparaexpresarproteínasfusionadasal dominio C-LYTA está
siendo objeto de estudioen el departamentode Microbiologíade la Facultadde Fannacia
de la UniversidadComplutensede Madrid, por lo que posiblementeenbrevetiempo sea
posibleconocersi estesistemade expresiónpermitela obtenciónde la proteínaC-LYTA-
Mpslp sin modificacionesni degradaciones.

Por otra parte, se ha tratado de identificar algunaproteínaque interaccionecon
Mpslp y resulte necesariapara que ésta sea funcional. Existen evidenciasde que la
proteínaMpslp podríaparticiparen unarutade proteinquinasas(Pochet aL, 1994;Lauzé,
1995; Hardwick, 1996),por lo queel estadoactivo de Mpslp podríaseralcanzadotras ser
fosforilado por otras quinasas.Así, la inhibición de las proteínasquinasasque activen
Mpslp seríasuficienteparabloquearsuactividady portanto, seobtendríaelmismo efecto
letal que si se inhibiera la proteínaMpslp. El sistemaelegido parala identificar estas
proteínasha sido el “sistemados híbridos”. Sin embargo, los estudios iniciales han
mostradola capacidadde la proteínaMpsip paraactuarcomoactivadortranscripcionaly
generarfalsospositivos,lo cualhaceinviable la utilizaciónde estesistema,o requiereuna
modificación de esta aproximación. Sería posible realizar este ensayoutilizando un
fragmentode laproteínaMpsip quecarecierade capacidadactivadoratranscripcional,pero
no ha sido llevadoa caboporconsiderarquelos resultadosobtenidosen estascondiciones
podríanaportarinformaciónpococoncluyente.

La proteína YplOO7cpcomodianaantifúngica

La proteínaYplOO7cpcodificadapor la fasede lecturaabiertaYPLOO7Clocalizada
en el cromosomaXVI de 8. cerevisiae, es la proteína que complementael fenotipo
termosensibledel mutanteMJlO3. Estáconstituidapor588 aminoácidos,y hapresentado,
desdeel momentoenque ha sido identificada,un interésparticular,ya que esunaproteína
que posiblementeno hayasido caracterizadapreviamente,puessecarecede información
bibliográficasobreella, y ademásesesencialpara8. cerevisiae,porlo que podríaconstituir
unadianaantifungicanovedosa.

La verificaciónde la esencialidadde YplOO7cp para5. cerevisiaeha sido realizada
mediante la disrupción del gen en dos cepas de £ cerevisiaediploides diferentes,
SXSO8A/5X501lOA y SEY61O/SEY611, resultandoviablesúnicamentelas dos esporas
que poseenel gen funcional, mientrasque las otras dos que tienenel gen interrumpido
detienensu crecimientodespuésde dividirse unas 6 veces(figura 29). Este resultado,
ademásde confirmar la esencialidadde estaproteínapara8. cerevisiae,podríasugerir la
existenciade una “reserva” en la esporaque permita que las células con el gen
interrumpidose dividan variasveces,o por el contrario,la existenciade un dañocelular
acumulativo,de maneraque seincrementela toxicidadencadadivisión celularhastaque
sedetengael ciclo vegetativoy posiblementeseproduzcala muerte de las células.Este
mismocomportamientoha sidodescritoenotrasesporasinterrumpidasen genesesenciales
diversos(Jaroschetal., 1996),por lo que no parecequeseaunacaracterísticapropiade un
grupode proteínasimplicadasenun procesometabólicoconcreto.
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Se han realizado búsquedasde genes homólogosen mamíferos y en hongos
patógenosmediantecomparacionesde susecuenciaen diversasbasesde datos.Laproteína
YplOO7cp no ha presentadohomologíacon ningunade las proteínasincluidas hastael
momento en las basesde datos consultadas,lo que podría indicar que es una proteína
propiade 8. cerevisiae, o que las proteínashomólogasfuncionalesde otras especiesposeen

gran variabilidad en sus secuencias.Sin embargo,estos datos no se han considerado
definitivos, ya que las basesde datos estánincompletascomo consecuenciade que gran
partedel genomade mamíferosy de los hongospatógenostodavíano seha secuenciado
(Dunn-Colemany Prade, 1998).Por este motivo sehanrealizadoensayosde hibridación
DNA-DNA, Southernblot, paratratarde identificar homologíasentreel genYPLOO7Cy el
DNA genómico de linfocitos humanosy de hongospatógenos,como C. albicans y A.

fumigatus. La ausenciade bandasde hibridación(figura 30) ha permitidodeducirque, o
bien la proteínaYplOO7cp podríacarecerde similitud suficientecon las proteínasde las
especiesanalizadasparaque tengalugar la hibridación en las condicionesdel ensayo,o
bienel diferenteuso de codonesentrelas especiespodríaoriginarquela mismasecuencia

aminoacídicaestécodificadaporsecuenciasnucleotídicasdiferentes(Sharpy Cowe, 1991).
Los resultadosobtenidosen esteensayo,a pesarde que no han permitido concluir la
ausenciade proteínashomólogasaYplOO7cpen humanos,ni la presenciade éstasen otros
hongospatógenos,sí hanhechoposibleque sehayamantenidoel interésde la proteína
YplOO7cpcomoposibledianaantifúngica,y quesehayacontinuadosuestudio.

Paratratar de localizar la proteínaYplOO7cp en £ cerevisiae, se ha realizadola
fusión de la proteínaYplOO7cp al dominio C-LYTA de la enzimaN-acetilmuramoi]-L-
alaninaamidasade £ pneumoniae,mediantela construccióndel plásmidopT7CYPL (tabla
6). La localizaciónde la proteínade fusión seha llevado a cabopor inmunofluorescencia
indirecta,con anticuerpospoliclonalesfrente al dominio C-LYTA. Los bajosniveles de
expresiónde YplOO7cp detectadosen las células en crecimiento en fase exponencial
medianteensayosde Northern blot (figuras 33 y 34) y Westernhlot (figura 59), han
motivadoquese analizarainicialmentesu hiperexpresión,medianteel uso de un plásmido
episómico bajo el control del promotorde la fosfogliceratoquinasa(PGK), denominado
YEpPGKCYPL (tabla 6), para tratar de obteneruna señal fluorescentesuficientemente
intensaque pudieraser detectadamediantemicroscopiaconfocal. La señal fluorescente
observadaen los ensayosrealizadoscon anticuerpos marcadoscon isotiocianato de
fluoresceínaha sido débil, por lo que se han empleadoanticuerposmarcadoscon el
fluorocromo Cy3 que emiten una señal más intensa. Este resultadoha confirmado la
necesidadde sobreexpresarla fusión parapoderdetectarsu localización,asumiendopor
tanto, la posibilidadde que sepudieraproducirunadistribucióninespecíficade la quimera.

Con esta técnica se ha localizado la proteínade fusión por el citoplasmacelular
distribuidade modo uniforme, con una intensidadsemejantea las mismascepasque
hiperexpresanúnicamenteel dominio ClytA (figura 37). Laproteínade fusión escapazde
complementarel fenotipotermosensibledel mutanteMJ1O3, con lo que sedemuestrasu
funcionalidady por tanto supresenciaen la localizaciónhabitualde la proteínaYplOO7cp.
Por estemotivo pareceprobableque la proteínaestudiadapudierateneruna localización
citoplasmática. Sin embargo, y a pesar de que esta metodología es la utilizada
habitualmenteparadetectarproteínasde bajos niveles de expresión(Maarseet aL, 1992),
no puedeeliminarse la posibilidadde que la sobreexpresiónde laproteínade fusión haya
originadouna distribución inespecíficade ésta, de maneraque ademásde presentarsu
localizaciónhabitualseencuentredistribuidapor el restodel citoplasma.
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Estosdatosparecenindicar quelaproteínaYplOO7cp selocalizaenel citoplasmade
las célulasy por tanto seríaaccesiblea los compuestosinhibidores. Así, otrasproteínas
citoplásmicasimplicadas en diversos procesoscelulares, como son los factores que
intervienen en la síntesis proteica, como el EF-3, las enzimas implicadas en las
modificacionespostraduccionalesde las proteínasy las enzimasimplicadasen la síntesis
de aminoácidos y de poliaminas, también han sido consideradasposibles dianas
antiflingicas(Georgopapadakouy Walsh,1996).

Finalmente,el diseño de un ensayode elevadorendimiento in vitro (HTP) para
encontrarinhibidoresde la proteínaYplOO7cp, exigeestablecerporun lado,un sistemade
expresióny purificaciónde estaproteína,y porotro lado, la caracterizaciónde suactividad.
El sistemaempleadoparatratarde obtenerla proteínaYplOO7cp en estadopuro ha sido el
mismo que se ha utilizado con la proteína Mps lp, y que ha sido comentadocon
anterioridad.La expresiónde la fusión ClytA-YPLOO7C se ha realizadoen E. coli y en £
cerevisiae,mediantelos plásmidospT7CYPL y YEpPGKCYPL(tabla6), respectivamente.
Los niveles de expresión obtenidos en ambas especieshan sido bajos, detectables
únicamenteen ensayosde Westernblot (figura 59). Por estemotivo, se ha considerado
necesarioinvestigarotrosorganismosproductores,quepermitanincrementarla producción
de estaproteínaantesde procedera supurificación. Los estudiosde expresiónheteróloga
de genes fusionadosal dominio ClytA en P. pastoris se estánllevando a cabo en el
departamentode Microbiologíade la Facultadde Farmaciade laUniversidadComplutense
de Madrid, y posiblementepermitanconocersi estesistemaes adecuadopara tratar de
obtenercantidadesgrandesde la proteína de fusión C-LYTA-YplOO7cp. Estaproteína
deberíasercapazde unirsea columnasde DEAE-celulosaparapermitir supurificaciónen
unaunicaetapa.Posteriormenteseríadigeridapararecuperarla proteínaYplOO7cp nativa,
y utilizada para realizar los ensayosde búsquedade inhibidores in vitro. Tambiénseda
posibleinmovilizar laproteínade fusión enplacasmultipocillo, porsudominio de afinidad
a DEAE-celulosa,y realizar sobre ella los ensayosde búsquedade inhibidores de la
actividadenzimática.

El estudiode la actividadde la proteínaYplOO7cp y de los procesosen los que
participa ha sido abordadomediantedos estrategiasdiferentes. Por una parte, se ha
realizadoel estudioteórico de la regulacióntranscripcionaly post-traduccionaldel gen, la
posterior verificación medianteNorthern blot de la funcionalidadde los elementosde
regulaciónencontradosy el análisis del efecto producidopor alteracionesen el nivel de
expresión del gen YPLOO7C. Por otra parte, se ha llevado a cabo un estudio de
caracterizaciónfenotípicadel mutanteTD28mj103, obtenidoporrecombinacióngenéticay
queposeeunamutaciónpuntual en el aminoácido148 de la proteínaYplOO7cp, de modo
que la asparraginaoriginal estásubstituidapor una tirosina. Esta mutación había sido
identificada previamente en el mutante MJ1O3 como la responsabledel fenotipo
termosensible.La caracterizacióndel mutanteTD28mj103 seha realizadode una forma
sistemática,tratando de determinar la función de la proteína YplOO7cp mediante la
identificación de los procesos alterados, e intentando complementar el fenotipo
termosensibledel mutante medianteel aporte exógeno de diferentes substratoscuya
síntesispudieraestaralteraday fuera la causadel fenotipoobservado.En general,seha
evaluadoel comportamientodel mutantea la temperaturapermisiva de 260C y a la
restrictivade 370C, utilizando solamenteen algunosensayosla temperaturasemipermisiva
de 300C, ya que el fenotipo mostradoen estascondicionespodría seruna consecuencia
indirectade lamutaciónestudiada.
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La proteínaYplOO7cpno ha presentadohomologíacon ningunade las proteínasde
las basesde datospúblicasy privadasconsultadas,y tampocoha sido posibledetectaren su
secuenciaalguno de los dominios funcionalescaracterizados,e incluidos en la base de
datos PROSITE (Bairoch, 1991). Por ambosmotivos, no se le ha podido atribuir una
funcióndeterminada,y ha sido incluidaentreel 40%de lasproteínasde £ cerevisiaede las
que aún se desconocesu funcionalidad(Johnston,1996). El análisis de su secuencia
aminoacídicamediantecomparacionescon la base de datos PROSITE ha permitido
identificar diversaszonassusceptiblesde modificaciónenzimática(figura 31), como son
zonasde fosforilaciónpordiversasquinasas,como la proteinquinasaC, la caseinquinasa
II, tirosín quinasasy las quinasasdependientesde cAMP o cGMP. Además,poseeposibles
zonasde N-glicosilacióny de miristoilización. Por tanto, esposible que la proteínasea

reguladamediantealgunode los procesosde modificaciónmencionados.

Se han identificado dos posibles sitios de inicio de la transcripcióndel gen
YPLOO7C, a -178 y a -375 del ATG inicial, en células de 8. cerevisiaeen crecimiento
exponencial(figura 32). Estos resultadospodrían sugerir la existenciade una compleja
regulaciónde la expresióndel gen, aunqueno sepuededescartarla paradainespecíficade
la enzima retrotranscriptasaen el ensayo de extensión por cebador. También este
experimentoha permitido delimitar la secuenciapromotora del gen, e identificar así
diferenteselementosen suextremo5’ anteriora la faseabiertade lectura(figura31), como
sonMAT-al (Miller et al., 1985), STREy HSE (Ruis y Schtller, 1995),UAS2 (Dang el
al., 1994),CT box (Tornowel al., 1993),UASNn (Coffmanel al., 1994)y MCB (Aldeael
al., 1994) (figura 26), cuyaimplicaciónen la regulaciónde la transcripcióngénicaha sido
analizadamedianteNorthernblot.

LaproteínaYplOO7cpesunaproteínaquemantieneunosnivelesbajosy constantes
de mRNA durantetodoel ciclo mitótico (figura 33). Porestemotivo, el elementoMCB de
la regiónpromotora,queesresponsablede la expresióntemporalde determinadosgenesen
la faseGl/S del ciclo mitótico (Aldeaet al., 1994),no pareceparticiparenla regulaciónde
la expresiónde este gen. Estos resultadospodrían indicar que, o bien la proteína es
fimcional durantetodo el ciclo celular,puessu transcripciónno estárelacionadacon un
momentoconcreto del ciclo, o bien se podría producir una activación/inhibiciónen un
momento determinado,mediante una modificación enzimática como podría ser una
fosforilación, una glicosilación o una miristoilización, ya que existen regiones
aminoacídicassusceptiblesde sufrir estostipos de modificaciones.

No sehandetectadodiferenciasentrelos nivelesde mRNA de las cepasdiploidesy
haploidesanalizadas,ni entrelas levadurasde tipo ay a estudiadas(figura34 panel 1). Por
estemotivo, la expresiónde estaproteínapareceser independientedel haplotipocelulary
del tipo sexual,aunqueexisteunasecuenciaMAT-al en la regiónpromotoradel gen, que
ha sido implicada con la represiónde la expresiónde genes específicosde células
haploides(Miller et al., 1985).

La ligera diminuciónde los nivelesde mRNA observadaen las célulasque entran
en fase estacionaria,con respectoa las que seencuentranen faseexponencial(figura 34
panel2), esun comportamientofrecuenteentrela mayoríade las proteínasque participan

enaquellosprocesosmetabólicosmásactivosen célulasen crecimientoexponencialque en

estadoestacionario(Batailléel al., 1991).Las célulasen esteestadoincrementanla síntesis
de otro tipo de proteínas que les permitan resistir mejor la situación de carenciade

nutrientes en la que se encuentran(Bataillé et al., 1991). Estos resultados parecen
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relacionara laproteínaYplOO7cp concualquierade los procesosmetabólicosque sonmás
activosencélulasencrecimientoexponencialqueen faseestacionaria.

Asimismoseha observadounapequeñadisminucióndel nivel de trAnscrito en las
célulasque estánesporulando(figura 34 panel6), por lo que la proteínaYplOO7cp podría
disminuir suactividadenesteproceso.

Los niveles de mRNA del gen YPLOO7C de las células crecidasen mediosde
cultivo con fuentesde carbonofermentables,como glucosay galactosa,han sido similares
y ligeramentesuperioresa los nivelesdetectadosen las célulascrecidasen unafuente de
carbonono fermentablecomoes el glicerol (figura 34 panel3). Estosresultadosno han
permitido relacionaral gen YPLOO7Ccon el metabolismode las diferentesfuentes de
carbono,a pesarde existir un elementoCT box enla región5’anteriora sufaseabiertade
lectura,que ha sido implicado en la activaciónde la transcripciónde genesglicolíticos
mediantela uniónalaproteínaGCRl (Tornowetal., 1993).

El incrementode la expresióndel gen YPLOO7Cobservadoen las células de £
cerevisiaesometidasauna situaciónde estréstérmico (figura34 panel4), y de estréssalino
(figura 34 panel 5), podrían relacionar a la proteína YplOO7cp con alguno de los
mecanismosde proteccióndesarrolladospor las célulasen condicionesadversas.Los
nivelesde mRNA han aumentadoen las célulassometidasdurante40 y 60 mm a ambas
situacionesde estrés,coincidiendoconel comportamientode otrosgenescuyaimplicación
en procesosde proteccióncelular ha sido descrita (Winderickx et al., 1996). Por este
motivo, aunque el incremento de la expresióndel gen YPLOO7Cen las condiciones
analizadases menor que el que suele ocurrir en otros genes que se hiperproducenen
situacionesde estrés(Craig, 1992; Magery Ferreira,1993),pareceprobablequela proteína
YplOO7cp tenga una implicación indirecta en los mecanismosde respuestaa choque
térmico e iónico. Además,existenelementosHSEy STREen la región 5’ previaa la fase
abierta de lectura del gen YPLOO7C, que han sido identificadas en otros genes
hiperexpresadosen diferentescondicionesde estrés (Ruis y Schtiller, 1995; Mager y
Kruijff, 1995).

El estudio del efecto de la dosis génicaha sido realizadomedianteel análisis
comparativodel fenotipo de las cepasdiploides que poseenun único alelo del gen
YPLOO7Cy las queposeenlos dos (figura36). Tambiénsehaanalizadocomparativamente
el comportamientode cepashaploidestransformadascon el gen donadoen un vector
episómicobajo un promotorPGK y el de la cepasilvestre(figura 35). En ningúncaso se
handetectadodiferenciasencuantoa lamorfología,crecimientoy viabilidada 26 y a 370C,
por lo que se deduceque la presenciade un único gen en el diploide essuficientepara
permitir el comportamientonormal de la célula. Además, se podría concluir que la
hiperexpresiónnopareceprovocartoxicidaden las levadurasanalizadas.

Paraobtenermás información que pudieraorientar sobrela funcionalidadde la
proteína YplOO7cp, se ha utilizado el “sistema dos híbridos”, que permite detectar
interaccionesentreproteínas.Los ensayosrealizados,no hanmostradoningunainteracción
entreYplOO7cpy otraproteínadel genomade 8. cerevisiae.Estatécnicapresentadiversas
limitaciones (Fields y Sternglanz,1994) que podríanjustificar este resultadonegativo,
como seríael casode que YplOO7cp interaccionarade forma brevee inestablecon otras
proteínasde modoqueno seformaraun complejoestablecapazde activarla transcripción.
También podría ocurrir que el complejo proteico formado no pudiera entrar o friera
expulsadorápidamentedel núcleo,o podríaserque los nivelesde expresiónde la proteína
YplOO7cpfuerantanbajosqueno llegaraal núcleo,o lo hicierademaneratanescasaquela
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actividad B-galactosidasafuera indetectable.Otra posible causaseríaque la proteína
YplOO7cp modificarasus característicasestructuralesal sersintetizadacomo proteínade
fusión. Asimismo existiría la posibilidad de que YplOO7cp interaccionaracon una
estructuraproteicacomplejay no con una proteína libre. La búsquedade supresores
extragénicosdeyplOO7centrelos genesde unalibreríaepisómicade £ cerevisiae tampoco
ha tenido éxito, lo que aparentementesugiereque ningunaotraproteínasobreexpresadade
estalevaduraescapazde substituirla funcionalidadde YplOO7cp.

Los resultadosobtenidosde los estudiosrealizadoshastael momentohan permitido
concluirque el genYPLOO7Cesun genesencial,quetieneunosnivelesbajosde expresión
durantetodo el ciclo mitótico, y que podría estar implicado de manera indirecta en
situacionesde estrés térmico e iónico. El análisis de las característicasfenotípicasdel
mutanteTD28mj103, como segundaaproximaciónal estudio de la funcionalidadde la
proteína,ha permitido obteneruna información complementariaa la obtenida en los
estudiosanterioresya descritos,y ha corroboradolos resultadosprevios.

La menortasade crecimientodelmutanteTD28mj103 en YEPD a 260C (figura 40)
y la aparición de una morfología más redondeada(figura 41), han indicado que la
substituciónde laasparragina148 portirosinaoriginaunaalteraciónen la funcionalidadde
la proteínaYplOO7cp,inclusoen las condicionespermisivasen las que la cepaescapazde
proliferar. Ademásda lugara unaalteraciónde la distribuciónde la poblaciónen función
de sucontenidoen DNA. Así los mutantesposeenun incrementode las célulasn (figura
40), mientras que los mutantescomplementadoscon el gen YPLOO7C en monocopia
recuperansu fenotipo normal (figura 44). Ambos comportamientospodrían ser la
consecuenciade un alargamiento de la fase GO/Gí, que suele ser la fase más
frecuentementemodificadaen los mutantesque presentanvariacionesde su crecimiento
(Síateretal., 1977).

Por otra parte, esta misma mutaciónprovoca la detencióndel crecimiento del
mutantea 370C. Estadetenciónse producetras una, dos o tres divisionescelulares,de
maneravariable entre las diferentes células de un mismo cultivo (figura 42). Este
comportamientosugiereque, o bien la proteínaYplOO7cp tardaun tiempo en inactivarsea
370C y permitepor tanto,variasdivisionescelularespreviasa sutotal pérdidade actividad,
o bienqueexisteuna“reserva” de algunamoléculageneradapor la proteínaYplOO7cpque
hace posible la proliferación celular hastasu agotamientocomo consecuenciade la
inactivación de YplOO7cp a la temperaturarestrictiva. Esta última hipótesisya habíasido
indicada al analizar el comportamientode las esporasque poseíanel gen YPLOO7C
interrumpido y que llevabana cabounasseis divisionescelulares(figura 29). Tambiénse
ha observadoquelas célulasen faseexponencialencondicionespermisivassoncapacesde
dividirse a 370C un número mayor de vecesque las células que se encuentranen fase
estacionaria, por lo que posiblementepodría existir una mayor cantidad de proteína
YplOO7cp o de su productoactivo en las células en crecimientoactivo. Estahipótesis
tambiénestaríajustificadapor los resultadosobtenidosen los ensayosde Northernblot, en
los que se ha detectadouna mayor expresióndel gen YPLOO7C en las células en
crecimientoexponencialqueen las célulasenfaseestacionaria(figura 34 panel2).

La detencióndel mutantea 370C suponela pérdidade la capacidadde las células
detenidasparaformarnuevamentecoloniasen condicionesóptimas,perono sulisis, yaque
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solamenteel 30% de la poblaciónincubada24 horasa 370C, que esincapazde creceren
YEPD a260C setiñe conyodurode propidio(figura 53). Esteresultadoparecesugerirque
la alteraciónde la actividadde la proteínaYplOO7cppodríaprovocaralgunode los estados
fisiológicos denominadosdunniente,moribundoo latente, que se caracterizanpor una
disminuciónen la producciónde energía(Davey y Kell, 1996). El mutanteTD2Smj103
experimentaunadisminuciónprogresivade su actividadmitocondriala 370C (figura 53),
comoha quedadodemostradopor la técnicade citometríade flujo mediantetinción con
rodamina123 y yodurodepropidio,queesla técnicade elecciónparadeterminarel estado
fisiológicode las células(Daveyy Kell, 1996).Estaalteraciónde la actividadmitocondrial
podría ser originada por una modificación de alguno de los elementosencargadosde
mantenerel potencialdemembranamitocondrial,comoson los implicadosen la cadenade
transportede electroneso en la fosforilaciónoxidativa.Ninguno de estosprocesosha sido
consideradoesencialparala viabilidad celular de £ cerevisiae,ya que esta levaduraes
capaz de realizar un metabolismofermentativo en ausenciade actividad respiratoria
mitocondrial (Tzagoloffy Dieckmann,1990).Porestemotivo seríaposibleque la pérdida
delpotencialde membranamitocondrial fueraun efectosecundarioa unamodificaciónen
la membranamitocondrial, que además de los efectos descritos, provocara otras
alteracionesque dieranlugara ladetencióndel crecimientoa3 70C y a laprogresivay lenta
muertecelular.

El comportamientotermosensibledel mutanteTD28mj103 sobrediferentesfuentes
de carbono,como glucosa,galactosa,glicerol y acetatopotásico(figuras 43 y 44), ha
mostradoquela actividadde laproteínaYplOO7cp esrequeridapor las célulastantoparala
obtenciónde energíaa partir de la oxidación de los substratos,como a partir de la
fermentaciónde los mismos.

El estudiometabólicodel mutanteTD28mj103, realizadomedianteel análisis de
los metabolitosconsumidosy generadosa 260C en fermentadorescon medio YEPD, ha
mostradoque la cepamutante consumemás lentamentela glucosaque la cepasilvestre
(figura 44). Este comportamientopodríaser la consecuenciadel enlentecimientode ciclo
celularporunposiblealargamientode la fase GO/Gí (Síateret al., 1977).Además,seha
verificadola existenciade diferenciasenel consumode aminoácidos,de modoque la cepa
mutantesigueconsumiendoaminoácidosunavez agotadalaglucosadel medio de cultivo,
a diferenciade la cepasilvestreque detienesuconsumo.Tambiénseha observadoque el
mutanteproducea260C unamayorcantidadde etanoly de unproductocuyaestructuraaún
estásiendo determinada.El estudiometabólicoa 370C ha mostradoun comportamiento
similar de las cepasmutanteTD28mjlO3 y silvestreTD28, que detienensu crecimiento
una vez agotadala glucosa,sin que se produzcauna paradaprevia del mutantecomo
consecuenciade sutermosensibilidad(figura45).Esteresultadopareceserla consecuencia
de la elevadaconcentracióncelular de los cultivos,de modoquelasescasasdivisionesque
realiza el mutante previas a su detención como consecuenciade la mutación, son
suficientespara agotar la glucosadel medio de cultivo, ya que la fermentaciónse ha
realizadoen un fermentadorde 20 litros que carecíade alimentacióncontinua.Por este
motivo sehanrealizadoensayossimilarescon cultivos de menorconcentracióncelular,que
permitieranla manifestacióndel fenotipotermosensiblepreviamenteal consumototal de la
glucosa.Sin embargola modificaciónde los caldosen estosensayosha sido tan escasa,
como consecuenciadel bajonúmerode célulascrecidas,queno ha sido posibleanalizarel
consumoy producciónde metabolitosporcromatografialíquida de alta presión(HPLC).
Por tanto, serianecesariorealizarensayoscon cultivos de alta concentracióncelular en
fermentadoresalimentadoscon flujo continuo,que evitaranel agotamientode glucosa,y
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permitieranconocersi la cepamutantedetenidaa 370C mantieneun metabolismobasaly
generacompuestosprocedentesde algunarutametabólicaalterada,lo cualpodríaimplicar
a laproteínaYplOO7cpen un procesodeterminado.

La observaciónde un menor crecimiento de la cepa mutanteTD28mj103 en
presenciade cloruro sódico junto con una alteraciónmorfológica(figuras 48 y tabla21),
podría indicar una participaciónde la proteína YplOO7cp en alguno de los procesos
celularesquepermitieraa8. cerevisiaecompensarunasituaciónde estrésiónico. También,
el incrementode tamañoque experimentanlas ascasde la cepadiploide interrumpidaen
uno de los alelos del gen YPLOO7C, al ser resuspendidasen un medio hipoosmótico
corroborala hipótesisde que la proteínaYplOO7cp podríaparticiparen algún mecanismo
de regulaciónde la homeostasiscelular.Además,los resultadospreviamenteobtenidosen

los ensayosde Northern blot (figura 34 panel 5) habíandemostradoun ligero incremento
de laexpresiónde YPLOO7Cenlas célulasincubadasen presenciade clorurosódico0,5 M,
insuficiente para incluir a la proteína YplOO7cp en el grupo de las proteínas
hiperproducidasen condicionesde estrés(Craig, 1992;Magery Ferreira,1993),pero quesí
permitía estableceralgún tipo de regulaciónindirecta o funcionalidadincrementadaen
estassituaciones.La regulacióndelvolumencelularasí comoel controlde pH intracelular,
dependendirectamentede la integridadde la membranaplasmática,ya que atravésde ella
tiene lugar un intercambio de iones y compuestos,y son esencialespara la correcta
funcionalidad celular. En situacionesde estrés osmótico las células se osmorregulan

ajustandolos flujos de iones y niveles de solutos orgánicos.Una modificación de las
propiedadesfisicas de las membrana,comosu fluidez, grado de saturaciónde los ácidos

grasos,etc., provocadirectamentemodificacionesde los procesosde difusión pasiva(Van
der Rest et aL, 1995). Asimismo una modificación de la membranapodría originar
alteracionesen los canalesque conducenanionesy cationes a favor de un gradiente
electroquímico, que parecen tener un papel importante en la osmorregulaciónen
condicionesde estrésosmótico, o en las proteínasque permitenel transporteactivo de
iones y que participan en el mantenimientoy regulacióndel volumen celular (André,
1995). Por este motivo, sería posibleque el mutanteposeyeraalgunamodificación en la
composiciónlipidica de la membranaplasmáticaque produjerala desregulaciónde los
sistemasde transpone(Varelay Mager 1996),de modo análogoal descritoen una cepa
mutadaen una de las enzimasimplicadasen el mantenimientode nivelesnormalesde
ergosteroly de otros esterolesen las membranascelulares,que poseeincrementadolos

nivelesde ionesNaqueentranen lacélula(Welihindaetal., 1994).

LaproteínaYplOO7cpno hapodido serrelacionadacon los procesosde protección
celular encondicionesde estrésosmóticopor sorbitol,ni de ayunode fuentesde carbonoy
de nitrógeno,ya que el comportamientode la cepamutanteen estascondicionesha sido
similar al de la silvestre (figuras 49 y 50). Este resultadoparece conferir cierta
especificidad a la proteína YplOO7cp en cuanto a su implicación en determinadas
condicionesde estrés,como esel iónico. Por otraparte, la ausenciade complementación
del fenotipo termosensiblede la cepamutantea 370C en presenciade concentraciones
isoosmóticasde sorbitol,pareceindicarque la alteracióncelularno consisteúnicamenteen
unamodificaciónde las propiedadesfisicas de la paredcelular,ya que generalmente,los
mutantesde estetipo proliferanenmediosestabilizadososmóticamente(Hampsey,1997).

La verificaciónde la termosensibilidaddel mutanteTD28mj103 a 370C en ausencia
de oxígeno,al igual que ocurríaen atmósferasaerobias,ha permitido confirmar que la
actividadde la proteínaYplOO7cp esnecesariaparaambassituaciones.Porestemotivo, es
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posiblequela regulaciónde estaproteínano dependadirectamentedel oxígeno(Zitomery
Lowry, 1992).

La proteína YplOO7cp no ha podido ser relacionadacon la ruta de las MAP
quinasas,ya que no se ha detectadoun incrementode la sensibilidaddel mutantea la
cafeínaa 260C, que es el fenotipo mostradofrecuentementepor mutantesde estaruta
(Hampsey, 1997). Tampoco se ha podido demostrar que la termosensibilidadde
TD28mjlO3 haya sido la consecuenciade una alteración en el procesobiosintético del
cAMP, ya que la adición exógenade dicho compuesto,que puedeser internalizadoy
compensarposiblesdeficienciasen susíntesis(Baroni et al 1992. Baroni et aL, 1994),no
hasido capazderestaurarlaproliferacióndelmutantea3 70C.

El menorcrecimientodel mutanteen un medio sólido con etanol como fuentede
carbono(figura 44), ha sido atribuido a un incrementode la sensibilidadal efectotóxico
del etanol como consecuenciade la mutaciónyplOO7c. Previamenteseha descartadola
posibilidad de que este fenotipo pudiera estar originado por una- deficiencia en el
metabolismodeestesubstrato,ya quela adiciónde glucosaal mediocon etanolno restaura
el crecimientodel mutante.El incrementode la toxicidad del etanol sobreel mutante
(figura 51),podríahabersido la consecuenciade un posibleefectosumativoentreel etanol
del medio y el generadocomo producto metabólico, que como se ha comentadocon
anterioridad,esproducidoenmayorcantidaden el mutanteque en el silvestre(figura 45).
Sin embargo,la concentracióntotal de etanolquepodríaactuarsobreel mutante,no estan
elevadacomoparajustificarun incrementode susensibilidad.Porotraparte,paratratarde
detectarsi existe en el mutanteuna alteraciónen los mecanismosde compensacióndel
daño oxidativo provocadopor el etanol, se ha analizadola funcionalidadde la enzima
superóxidodismutasamitocondrialy de la peroxidasacitoplásmica(Costaet al., 1993).
Las actividadesde ambasenzimashan sido analizadasmediantecitometria de flujo,
mostrandoun comportamientosimilarenel mutanteTD28mj103 y enel silvestreTD28 en
las condicionesempleadas,por lo que pareceprobableque la toxicidad del etanol sea
debidaa otrascausas.

Sehasugeridola existenciade unaposiblealteraciónde la síntesisde algunode los
componentesde lamembranaplasmática,como consecuenciade la mutaciónyplOO7c. Las
célulasde 8. cerevisiae que crecenenpresenciade etanolposeenunacomposiciónde sus
membranasplasmáticasdiferentesa las que crecen en ausenciade este compuesto
(Alexandre,1994).Por estemotivo pareceprobableque si el mutanteTD2SmjlO3 posee
una composiciónalteradade la membranaplasmáticao es incapazde llevar a caboesta
modificación, podríapresentaruna mayor sensibilidada etanol. Por otro lado, la mayor
sensibilidaddel mutantea los antifúngicosanfotericinaB y miconazolque actúana nivel
de la membranaplasmática(figura 52) (Georgopapadakouy Walsh, 1996),pareceapoyar
la hipótesisde que la proteínaYplOO7cp podríaestarrelacionadade algún modo con la
integridad de la membranaplasmática.De este modo también podría justificarse la
disminucióndelpotencialde membranamitocondrialque ocurreenlos mutantesincubados
a 370C, ya que modificacionesen la composición de la membranamitocondrial,
especialmenteen la concentracióndel ergosterolo de los ácidos grasosinsaturados,
provocaunapérdidade lapermeabilidadselectivade los H~. Así seproduceunaentradade
H~ desdeel citosol al interior de la mitocondriaoriginándoseun desacoplamientode la
fosforilación oxidativay una disminuciónen el potencialde membrana(Astin y Haslam,
1977).
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Los estudiosorientadosa identificar posiblesalteracionesen la composiciónde la
membranaplasmáticadel mutanteque sean la causade su termosensibilidad,no han
revelado ningún resultado concluyente. El ergosterol es uno de los componentes
mayoritariosde las membranasde 8. cerevisiaey esesencialparasuviabilidad celular,por
lo que una alteración en su proceso biosintético como consecuenciade la mutación
yplOO7c,podríaoriginar la termosensibilidaddel mutanteTD28mj103. Sin embargono se
hapodido demostrarla implicación de la proteínaYplOO7cp en esteprocesobiosintético,
ya que el mutantemantuvo su termosensibilidada 370C en presenciade un suplemento
exógenode ergosterol,a pesarde que estecompuestopuedepenetraral interior de las
cepasincapacesde sintetizarlo,y cubrir así susnecesidadesvitales (Youingsy Rose,1989;
Lorenz et al., 1989). Tampoco se han podido detectarmodificacionesde los procesos
biosintéticosgeneralesde lípidos y de proteínasmediantecitometríade flujo, pero las
limitacionesde estatécnicano permiteneliminar laposibilidadde quesehayanproducido
variacionescualitativas entre los compuestossintetizados, o modificacionesen las
concentracionesde alguno de los componentesque se encuentranen la membrana
plasmáticaenpequeñascantidades.

El cambiomorfológicode la cepamutanteTD28mj103, queadoptauna morfología
menosovaladaque la cepasilvestre(figuras 41 y 54), junto al engrosamientode la pared
de dicha cepaincubadaa 370C durante24 horas(figura 56), parecensugerir un efecto
directo o indirecto de la proteínaYplOOcp sobrela síntesisde la paredcelular.Ademásla
aparición de unos acúmulos puntuales, intensamenteteñidos por el blanco calcoflúor,
redondeadosy situadosaparentementeen una zona cercanaa la superficie celular, en el
20% las célulasmutantesincubadasa 370C durante24 horas(figura 55),podríacorroborar
la existenciade una modificación de la actividad de las enzimas que participanen la
biosíntesisde la pared celular. Unos acúmulos de quitina, similares en cuanto a su
morfología y distribución celular a los acúmulosobservadosen TD28mjlO3, han sido
descritos previamente en células de C. albicans tratadas con concentraciones

subinhibitoriasde antifúngicosde tipo azólico (VandenBossche,1985; Polak, 1990).Esta
analogíaentreel mutanteenestudioy las célulasde C. albicansalteradasen la biosíntesis
del ergosterolcomoconsecuenciadeltratamientoantifúngico,parececonfirmarla hipótesis
de que TD28mj103 podríapresentaralgunaalteraciónen su membranaplasmáticaque
originaracomoconsecuenciauna modificación de la actividadde las enzimasimplicadas
en la síntesisde quitina. La regulaciónespacialy temporalde esteprocesobiosintéticode
la paredcelulartodavíano estábien caracterizado(Cid et al., 1995), pero seha propuesto

la localización de las quitin sintetasasen unas zonas de la membranaplasmática
especialmentericasenergosterol(BottemaetaL, 1983). En estecasounamodificaciónen
la biosíntesisde esteesterolpodríaprovocarimportantesalteracionesen la funcionalidad
de estasproteínas,aunquees posible que la modificación de otros componentesde la
membranatambiénprodujeraun efectosimilar. En general,parecerazonablesuponerque
una alteración en la membranaplasmáticaa la que se encuentranasociadaslas quitin
síntetasas,podríaprovocardirecta o indirectamente,unahiperactivacióno unaactivación
inespecíficade estasenzimas,o dificultar su correctodesplazamientohastael lugar de
actuación.En amboscasosse originaríaun depósitoanormalde quitina y por tanto, una
modificaciónestructuralque podríaser la causade la termosensibilidaddel mutante.El
mutanteTD28mj103 ha mostradouna cantidad ligeramentesuperior de polímero con
afinidadporel blancocalcoflúor que la cepasilvestre tras24 horasde incubacióna 370C,
por lo que parece probableque los acúmulosobservadossean consectienciade una
alteraciónde los procesosregulatoriosde localizaciónde la quitina. Sin embargo,no debe
descartarsela posibilidad de que los acúmulosfluorescentesesténconstituidos por un
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polisacáridoaberrantesintetizadocomo consecuenciade la modificación de algunaruta
metabólica,quetambiénpresenteafinidadporel blancocalcoflúor(Bulawa,1993).

El análisis ultraestructural de la membranaplasmáticade la cepa mutante
TD28mj103 y de la cepasilvestremediantemicroscopiaelectrónicade transmisión,no ha
permitido detectarningunadiferenciaen el número, agrupacióny distribución de sus
partículase invaginaciones(figuras 57 y 58),que porsercaracterísticaspropiasdel estado
de la membranapodríanreflejar pequeñoscambiosen ella (Necas et al., 1981). Sin
embargo,el engrosamientode la paredcelular de las célulasmutantesincubadasa 370C
durante24 horas,podríasugerirla existenciade unamodificacióndirectao indirectade la
actividadde algunasde las proteínasimplicadasen su síntesis,y que se localizan en la
membranaplasmática.

Los resultadosobtenidoshastael momentosugierenunaposibleparticipaciónde la
proteínaYplOO7cpen la correctafuncionalidadde la membranaplasmáticay mitocondrial
de £ cerevisiae, aunqueseríanecesarioprofundizaren el estudiode la composicióny
fisiología de estasmembranasparaverificar la existenciade una alteración.La proteína
YplOO7cp podríaparticiparde maneradirecta,en el casode que estuvieraintegradaen la
membranamedianteel posibledominio transmembranaidentificadoen su secuencia,o de
maneraindirecta, llevandoa cabola síntesisde algúncomponenteestructuralo regulando
la actividadde otrasproteínas.Paradiferenciarentreambostipos de actuaciones,sería
convenientelocalizardeunamaneraprecisalaproteína,medianteel empleode anticuerpos
monoclonalessobrecélulasenteraso, en el casode quela señalobtenidafuerainsuficiente,
sobrefraccionescelulares.Estatécnica,que requierela previapurificaciónde la proteína
para la obtenciónde anticuerpos,permitiría confirmar si la proteínaYplOO7cp poseela
localizacióngeneralizadaque ha sido observadatras los experimentosrealizadoscon
anticuerpospoliclonales,o bien selocalizaexclusivamenteen las membranas,con lo que
se podría sugerir algún tipo de función celular. Por otra parte, la purificación y
cristalizaciónde laproteínaYplOO7cppodríarevelar informaciónsuficienteparacomenzar
un diseñoracional de antifúngicos.Además,la búsquedade homologíascon las nuevas
proteínasque seestánidentificandoen otrasespeciespodríarevelarla clave de la actividad
y funcionalidadde estaproteína,que debeser conocidaantesde diseñarun ensayode
búsquedade inhibidores.

Los resultadosobtenidosde estosestudiosconfirmaránsi laproteínaYplOO7cp, que
por los estudiosrealizadosenestetrabajoparececumplir las característicasapropiadaspara
constituirunadianaantifúngica,sigueresultandode interésparala industriafarmacéuticay
puedeser utilizadaparallevar a caboensayosin vitro parala búsquedade inhibidores,o
permite diseñarracionalmentecompuestosque interaccionencon ella basándoseen el
conocimientodesuestructuratridimensional.
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VI. CONCLUSIONES

1. Sehan aislado 297 mutantes incapacesde creceren diferentescondiciones,a partir de la
cepade 8. cerevisiae 5288C. Su estudiofenotípicohapermitidoseleccionar13 mutantes
termosensiblescon fenotipo repetitivo y mutación estable,que han sido caracterizados
genéticamente,conla intenciónde identificar posiblesdianasantifúngicas.

2. La caracterizacióngenéticade los 13 mutantesseleccionadoshapermitido identificar 7
genescapacesde complementarsu fenotipo termosensible.Al menos5 de estosgenes,
CDC68,TAF11J45, PRPJ9,MPS], YPLOO7Csonesencialespara£ cerevisiae, y uno de
ellos,el YPLOO7C, aúnno habíasido secuenciadoporel proyectoGenomaenel momento
de su donación. De este modo se confirma que el análisis de mutantes letales
condicionaleses una estrategiadirecta y rápida para identificar genes esencialesy
potencialesdianasnovedosas.

3. Seha donadoel gen HSP3Oen diversasocasionesa partir de la complementaciónde
mutantestermosensiblesobtenidoscon diferentesagentesmutagénicos.Este gen podría
estaractuandocomo supresorde mutacionesen diferentesgenesde 8. cerevisiaeenbajo
númerode copias.

4. Las proteínasCdc68py Prpl9psonproteínasqueporsu esencialidadparaS.cerevisiae,
ausenciade similitudescon proteínasdescritasde humanosy participaciónen procesos
conservadosentre diversasespecies,tienen interés como posibles dianas antifungicas,
susceptiblesde serestudiadasen el futuro.

5. La proteínaTAiF11l45 tambiénposeeinteréscomo posible diana ya que, a pesarde
presentarhomologíacon la proteínahumanaTAFn24O,podríanexistir compuestoscapaces
de interaccionarespecíficamentecon ella.

6. La proteínaMpslp tiene especialinteréscomo dianaantifungicapor ser unaproteína
esencialpara 8. cerevisiae, conescasasimilitud conlas proteínashumanasdescritasy cuya
actividad serín-treonin-tirosínquinasaestá caracterizada.La substituciónES17K en el
dominio catalíticode la proteínaMpslp provocasu inactivacióna 37

0C, probablemente
comoconsecuenciade unamodificaciónde suestructuratridimensional.

7. El gen YPLOO7Ces un gen esencialpara£ cerevisiae. La transversiónA-÷Ten el
nucícótido442 provocaun fenotipotermosensibleen elmutante.

8. No se han detectado genes con homología significativa a YPLOO7Cen otros hongos
comoCandida albicans y Aspegillusfurnigatus,ni en linfocitos humanos.Tampoco sehan
identificadoproteínashomólogasentrelas presentesendiversasbasesde datos.

9. El gen YPLOO7Cmantieneunosnivelesde expresiónbajosy constantesduranteel ciclo
mitótico y meióticode 8. cerevisiae. La transcripciónde dichogen essimilaren levaduras
condiferentehaplotipoy tipo sexual,asícomoen las célulasquehancrecidoen diferentes
fuentesde carbono.

10. La existenciade un posibledominio transmembranade la proteínaYplOO7cp sugiere
que estaproteína podría localizarseen las membranade £ cerevisiae y podríaparticiparen
los mecanismosde proteccióncelularen las condicionesadversasde hiperosmolaridadpor
cloruro sódico y temperaturasaltas,ya que se ha observadoun ligero aumentode la
expresióndel gen YPLOO7Cen las células de la levadura£ cerevisiaeTD28 sometidasa
ambostiposde estrés.
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11. Diversos resultadosexperimentalesobtenidosdel estudio del mutanteTD28mj103
sugierenla relación directao indirectade la proteínaYplOO7cp con la integridadde la
membranade 8. cerevisiae, como son: su mayorsensibilidada etanol, a los antifúngicos
anfotericinaB y miconazol,y al cloruro sódico,disminuciónde supotencialde membrana
mitocondrialacondicionesrestrictivas,engrosamientode suparedy apariciónde acúmulos
puntualesteñidosintensamenteporblancocalcoflúor.
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Abreviaturas

ABREVIATURAS UTILIZADAS EN ESTE TRABAJO:

microfaradios
14 microgramos

microlitos
Aóoomn absorbanciaa 600 nm
AN ácidonitroso
ATP adenosíntrifosfato
cAMP adenosina-5’-monofosfato-cícbico
Ci curio
cm centímetro
DCFH dihidrocloro fluoresceína
dCTP deoxicitosintifosthto
DMSO dimetil sulfóxido
DNA ácidodesoxirribonucleico
DTT ditiotreitol
EDIA ácido etilen diamino tetracético
EMS etilmetmio sulfonato

5 gramo
GDP guanosíndifosfato
GTP guanosin tifosfato
Ii horas
HIPLC cromatografla líquida de alta presión
1-ISP proteínasde respuestaaestéstérmico(I-Ieat ShackPrateimis)
HTP ensayos fmi vitra deelevadorendimiento(hightrauhputscreening)
IP ioduro de propidio
IPTO 1sopropil-~-D-tiogalactopirmiósido
Kb kilobase
1 lito
M Molar
mbar milibar
min minuto
ml mililitro
mM milimolar
N normal
NG nitrosoguanidina
ng nanogramos
nm nmiómetos
p/v peso/volumen
PAGE electroforesis en gel de po¡iacrilwnida
pb paresde bases
PBS tampónfosfatosalino
PCR reacción en cadena de ¡a polimerasa
PEG polietilenglicol
PGK fosfoglicerato quinasa
RNA ácido ribonucléico
s segundo
SDS dodecil sulfato sádico
SNC sistemanerviosocentral
SPB cuerpo polar delhuso mitótico (SpindlePoleRady)

temperatura
TE tampón Tris-EDIA
TR tasadereversióndela mutación
Tris tris(hidroximetil)aminometano
ts termosensible
U unidades
ufc unidadesformadorasdecolonias
UV ultravioleta



Abreviaturas

y voltios
y/y volumen/volumen
X-Gal 5-bromo-4-chloro-3-indolil-f3-galactósido
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