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RESUMEN 
 

Beta-lapachona (β-lap) es un agente antitumoral que induce 

apoptosis selectivamente en células tumorales. El mecanismo 

preciso de citotoxicidad de β-lap no es aún completamente 

comprendido. Aquí reportamos que β-lap produce un retraso en la 

progresión del ciclo celular en la transición G1/S, aumenta la 

fosforilación de la quinasa de control Rad53p y disminuye la 

supervivencia celular en la levadura de gemación Saccharomyces 

cerevisiae. Además, β-lap induce la fosforilación de histona H2A en 

la posición serina 129. Estas respuestas de control de ciclo son 

reguladas por las quinasas Mec1p y Tel1p. Mec1p se requiere para 

la fosforilación de Rad53p/histona H2A y supervivencia celular tras 

tratamiento con β-lap en cultivos asincrónicos, pero no para el retraso 

en la transición G1/S. La mutación ∆tel1 aumenta la sensibilidad a β-

lap en una cepa defectiva en mec1, y compromete las respuestas de 

los puntos de control de ciclo. La fosforilación de Rad53p y el retraso 

en G1/S son completamente dependientes de un complejo Mre11p-

Rad50p-Xrs2p (XMR) funcional, y mutantes en el complejo XMR son 

extremadamente sensibles al tratamiento con β-lap. Finalmente, 

XRS2 y TEL1 trabajan epistáticamente respecto a la sensibilidad a β-

lap y Xrs2p se fosforila en un modo dependiente de Tel1p tras el 

tratamiento. 

 

El tratamiento con β-lap también genera la producción de especies 

reactivas de oxígeno (ROS), la cual es bloqueada eficientemente por 

dicumarol, un inhibidor de NADH deshidrogenasas (NADH-DH). El 

tratamiento con dicumarol no afecta a la viabilidad ni a las respuestas 



de control activadas por la droga. Identificamos un mutante, defectivo 

en la NADH-DH mitocondrial Nde2p, que es resistente a la toxicidad 

de β-lap. β-lap induce la producción de ROS en este mutante, sin 

afectar la viabilidad o la progresión de ciclo. El mutante ∆nde2 

presenta un retraso en la entrada en fase S del ciclo celular, e 

hipersensibilidad a agentes que dañan el ADN. Nuestros datos 

indican que Nde2p es un determinante principal de la toxicidad de β-

lap en levadura de gemación.  Dado que existen ortólogos de Nde2p 

en el genoma humano, nuestros resultados podrían ser de 

significancia general para la acción antitumoral de β-lap.    

 

El tratamiento con β-lap activa la ruta de control general de 

nutrientes. Además, la quinasa Gcn2p modula la toxicidad y las 

respuestas de ciclo tras el tratamiento con β-lap en un modo 

dependiente del complejo XMR, indicando que la quinasa Gcn2p 

contribuye a los mecanismos de  control de daño al ADN en 

levadura. Por otra parte, Gcn2p regula funciones de control de ciclo a 

través de mecanismos que no involucran la fosforilación de eIF2, 

sugiriendo que Gcn2p puede tener funciones adicionales además del 

control traduccional.  

 

En conjunto, estos resultados indican que β-lap  activa un 

mecanismo de control dependiente de Mre11-Tel1p en levadura en 

un modo dependiente de Nde2p. La evidencia presentada aquí es 

consistente con Nde2p como determinante de la toxicidad de β-lap, y 

revela una conexión inesperada entre las rutas de reparación del 

ADN, la quinasa Gcn2p y la función mitocondrial. 

 



RESUM 
 

Beta-lapachona (β-lap) és un agent antitumoral que induïx apoptosis 

selectivament en cèl·lules tumorals. El mecanisme precís de 

citotoxicitat de β-lap no és encara completament comprés. Per esta 

raó hem estudiat la toxicitat de la b-lap usant com a model 

experimental el rent Saccharomyces cerevisiae.  

 
β-lap va produir un retard en la progressió del cicle cel·lular en la 

transició G1/S, va augmentar la fosforilació de la quinasa de control 

Rad53p i va disminuïr la supervivència cel·lular en el rent de 

gemmació Saccharomyces cerevisiae. A més, β-lap va induïr la 

fosforilació de histona H2A en la posició serina 129. Estes respostes 

de control de cicle van resultar regulades per les quinases Mec1p i 

Tel1p. Mec1p van resultar implicat en la fosforilació de 

Rad53p/histona H2A i supervivència cel·lular després del tractament 

amb β-lap en cultius asincrònics, però no en al retard en la transició 

G1/S. La mutació ∆tel1 va augmentar la sensibilitat a β-lap en una 

cèl.lula  defectiva en mec1, comprometent les respostes dels punts 

de control de cicle. La fosforilació de Rad53p i el retard en G1/S van 

ser completament dependents d'un complex Mre11p-Rad50p-Xrs2p 

(XMR) funcional, i els mutants en el complex de XMR van mostrar 

alta sensibilitat al tractament amb β-lap. Finalment, XRS2 i TEL1 van 

treballar epistáticament respecte a la sensibilitat a β-lap, observant-

se una fosforilació de Xrs2p dependent de Tel1p després del 

tractament. 

 



El tractament amb β-lap també va generar la producció d'espècies 

reactives d'oxigen (ROS), la qual va ser bloquejada eficientment per 

dicumarol, un inhibidor de NADH deshidrogenasas (NADH-DH). El 

tractament de dicumarol no va afectar la viabilitat ni a les respostes 

de control activades per la droga. Hem identificat un mutant, defectiu 

en la NADH-DH mitocondrial Nde2p, resistent a la toxicitat de β-lap. 

β-lap va induïr producció de ROS en este mutant, sense afectar la 

viabilitat o la progressió de cicle. El mutant ∆nde2 va mostrar a més 

un retard en l'entrada en fase S del cicle cel·lular, i hipersensibilitat a 

agents que danyen el ADN. Les nostres dades indiquen que Nde2p 

és un determinant principal de la toxicitat de β-lap en rent de 

gemmació.    

 

El tractament amb β-lap va activar la ruta de control general de 

nutrients. A més, la quinasa Gcn2p va modular la toxicitat i les 

respostes de cicle dsprés del tractament amb β-lap en un mode 

dependent del complex XMR, indicant que la quinasa Gcn2p 

contribuïx als mecanismes de  control de dany al ADN en rent. D'altra 

banda, Gcn2p va regular funcions de control de cicle a través de 

mecanismes que no involucren la fosforilació d'eIF2, suggerint que 

Gcn2p pot tindre funcions addicionals a més del control traduccional.  

 

En conjunt, estos resultats indiquen que β-lap activa un mecanisme 

de control dependent de Mre11-Tel1p en rent en un mode dependent 

de Nde2p. L'evidència presentada ací és consistent amb Nde2p com 

a diana molecular de β-lap, i revela una connexió inesperada entre 

les rutes de reparació del ADN, la quinasa Gcn2p i la funció 

mitocondrial. 



SUMMARY 
 

Beta-lapachone (β-lap) is an anticancer agent that selectively induces 

cell death in several human cancer cells. The mechanism of β-lap 

cytotoxicity is not yet fully understood. For that reason, we have 

studied β-lap toxicity using Saccharomyces cerevisiae as 

experimental model system.  

 

β-lap treatment delayed cell cycle progression at the G1/S transition, 

incremented phosphorylation of the Rad53p checkpoint kinase and 

decreased cell survival in the budding yeast Saccharomyces 

cerevisiae. Furthermore, β-lap induced phosphorylation of histone 

H2A at serine 129. These checkpoint responses were regulated by 

Mec1p and Tel1p kinases. Mec1p was required for Rad53p/histone 

H2A phosphorylation and cell survival following β-lap treatment in 

asynchronous cultures, but not for the G1/S delay. The tel1∆ mutation 

increased sensitivity to β-lap in a mec1 defective strain and 

compromised checkpoint responses. Both Rad53p phosphorylation 

and G1/S delay were fully dependent on a functional Mre11p-Rad50p 

Xrs2p (XMR) complex, and mutants in the XMR complex were 

hypersensitive to β-lap treatment. Finally, XRS2 and TEL1 worked 

epistatically regarding β-lap sensitivity and Xrs2p was phosphorylated 

in a Tel1p-dependent manner after β-lap treatment.  

 

β-lap treatment also generated reactive oxygen species (ROS) which 

where efficiently blocked by dicoumarol, an inhibitor of NADH 

dehydrogenases (NADH-DH). Dicoumarol treatment did not affect 



viability or the checkpoint responses triggered by the drug. We have 

identified a mutant, defective in the mitochondrial NADH-DH Nde2p 

which was resistant to β-lap toxicity.  β-lap elicited ROS production in 

this mutant, however affecting neither cell viability nor cell cycle 

progression. The nde2∆ mutant exhibited a delayed cell cycle entry in 

S-phase and hypersensitivity to DNA damaging agents. Therefore, 

these data indicate that Nde2p is the principal determinant of β-lap 

toxicity in budding yeast.  

 

General control of nutrients pathway is activated after β-lap treatment. 

Furthermore, Gcn2p kinase modulates β-lap toxicity and checkpoint 

responses to treatment in an XMR dependent manner, indicating that 

the Gcn2p kinase contributes to DNA damage checkpoint control in 

budding yeast. Moreover, Gcn2p regulated checkpoint function by 

mechanisms other than eIF2α phosphorylation, suggesting that 

Gcn2p may have additional functions besides regulating translation. 

 

Taken together, these findings indicate that β-lap activates an Mre11-

Tel1p checkpoint pathway in budding yeast via an Nde2p-dependent 

manner. The evidence presented here is consistent with Nde2p being 

the molecular target of β-lap, and highlights an unexpected 

connection between DNA repair pathways, Gcn2p kinase and 

mitochondrial function. 
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1. TERAPIA ANTITUMORAL. 

El estudio del cáncer, como muchas otras enfermedades humanas, 

ha aportado profundos coenocimientos sobre el comportamiento de 

las células normales y los tejidos, como así también sobre los 

procesos que llevan a la transformación celular. El clonaje del gen 

RB (retinoblastoma) llevó a comprender cómo funciona el producto 

de este gen supresor de tumor, el primero descrito, en la restricción 

de la progresión a través del ciclo celular (Riley et al., 1994). Del 

mismo modo, el estudio de mutaciones en la proteína v-Src condujo 

al reconocimiento del rol de las proteínas tirosina quinasas en la 

regulación de la división celular y diferenciación (Irby R and Yeatman 

T, 2000).  

Pero la principal motivación de los estudios sobre las bases 

moleculares del cáncer es el desarrollo de nuevas terapias contra 

tumores para los cuales no existen tratamientos efectivos, o para los 

que las terapias existentes generan efectos no terapéuticos 

significativos. Las terapias contra el cáncer actuales – principalmente 

cirugía, radioterapia y quimioterapia – todas tienen desventajas. La 

cirugía es efectiva en muchos tumores primarios, pero las metástasis 

son difíciles de identificar. Aunque la radiación γ mata muchos 

tumores localizados, también mata a las células normales. La 

mayoría de las drogas utilizadas en quimioterapia (como por ejemplo 

cisplatino, taxol, 5-fluorouracilo, y adriamicina) están diseñadas para 

matar células que se dividen, causando su efecto también sobre las 

células madre del intestino y de la piel, provocando diarrea y pérdida 

de cabello, y son inefectivas contra células con mutaciones en p53, 

un carácter común en algunos cánceres. 
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Las investigaciones moleculares en la biología del cáncer han dado 

lugar ya a algunas terapias más eficaces, y se pueden anticipar más 

avances en los próximos años por la explotación de estos nuevos 

descubrimientos. Como ejemplo puede citarse que la sobreexpresión 

del receptor Her2 en ciertos tumores de mama puede ser atacada 

por un anticuerpo monoclonal anti-Her2 (Engel and Kaklamani, 

2007), e inhibidores de la farnesil transferasa aportan resultados 

prometedores en la terapia de tumores con mutaciones que activan 

Ras (Appels et al., 2005). Además se están desarrollando inhibidores 

específicos de la actividad telomerasa o de la angiogénesis pero aún 

no existe claridad sobre qué tumores podrían tratarse con tales 

reactivos. 

Los tumores causados por mutaciones en genes supresores de 

tumor son más difíciles de tratar debido a que resultan de la pérdida 

de una proteína normal. Entre los intentos de tratamiento se está 

estudiando la posibilidad de reintroducción del gen salvaje que 

codifique p53, PTEN o un inhibidor de la ciclina quinasa en un tumor 

que hubiera perdido estas proteínas (McNeish et al., 2004). Un 

desafío de tal terapia es la introducción del gen sólo en el tumor y no 

en las células normales, donde podría inhibir la división. Además los 

niveles de las proteínas expresadas a partir de los genes 

introducidos deberían ser cercanos a los normales para que sean 

efectivas. 

En la actualidad, el enfoque en la búsqueda de nuevas drogas 

dirigidas contra el cáncer se centra en identificar agentes dirigidos de 

manera específica contra la célula tumoral. Hoy en día está bien 

establecido que la mayoría de los agentes anticancerosos inducen 
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apoptosis y se conoce que mutaciones en este programa reducen la 

sensibilidad al tratamiento y, en el peor de los casos, la resistencia a 

la terapia. Los agentes que inducen apoptosis, al ser comparados 

con drogas citotóxicas, tienen la ventaja de ser menos mutagénicos, 

menos tóxicos y representarán menos riesgo de originar resistencia 

al tratamiento.  

 

La mayoría de las drogas quimioterapéuticas matan a las células 

tumorales indirectamente por activación de apoptosis mediada por 

los puntos de control o “checkpoints” tras la creación de un daño no 

selectivo al ADN o a microtúbulos. Sin embargo, un carácter común a 

las células tumorales es la inestabilidad de su genoma y una alta 

frecuencia de mutación de genes implicados en el control de la 

proliferación y del ciclo celular. Entre los genes que aparecen 

mutados con alta frecuencia en tumores humanos se encuentran 

componentes que regulan el control del ciclo celular en la transición 

G1/S. Entre éstos destacan p53 (con mutaciones que lo inactivan o 

causan pérdida total en un 50% de tumores de todos los tipos), Rb 

(mutaciones en un 40% de tumores), p16 (40-50%), y ciclina D1 

(sobreexpresada en distintos tipos de tumores; Sherr CJ and 

McCormick F, 2002).  

 

Así, estas células tumorales con mecanismos de control defectivos 

no serán capaces de inducir correctamente apoptosis por tratamiento 

quimioterapéutico convencional. De aquí que estrategias terapéuticas 

encaminadas en reactivar o reestablecer funciones de control del 

ciclo celular en células tumorales permitirían que éstas fueran 

capaces de inducir apoptosis. Más aún, la reactivación de las 
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funciones normales de los mecanismos de control en tales células 

tumorales podría per se inducir apoptosis como respuesta a los 

daños intracelulares acumulados por éstas durante su progresión.  
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2. BETA-LAPACHONA 
 

La beta-lapachona (3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-nafto[1,2-b]pirano-5,6-

diona) es una droga en fase de investigación preclínica con unas 

propiedades que la convierten en un nuevo agente antitumoral muy 

prometedor ya que: 1) induce la muerte celular en un amplio espectro 

de células tumorales humanas y en xenotransplantes de tumores 

humanos en ratón (Pardee et al., 2002), 2) potencia dramáticamente 

la letalidad de otros antitumorales como la radiación ionizante, los 

agentes alquilantes y, sobre todo, el taxol en varios tipos de tumores 

humanos implantados en ratones (Li et al., 1999), y 3) sin duda la 

más relevante, induce selectivamente la apoptosis en células 

tumorales pero no en células normales en proliferación (Li et al., 

2003). Esta última propiedad de la beta-lapachona no es compartida 

por agentes antitumorales convencionales. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 1. Estructura molecular de beta-lapachona 

 

A pesar de estos resultados tan prometedores, el mecanismo de 

acción de la beta-lapachona no se conoce en profundidad.  Se ha 
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reportado que posee una gran variedad de actividades 

farmacológicas, entre otras contra tripanosomas, oncovirus, 

reparación del ADN, VIH, psoriasis y sepsis (Sun et al., 2006). Sin 

embargo, este arreglo de potenciales ha sido propuesto 

principalmente en base a datos in vitro.  

 

La primera observación del efecto in vitro de beta-lapachona contra 

células cancerígenas fue realizada durante el estudio de la 

generación de radicales libres en células de sarcoma de ratón 

incubadas en cultivo con beta-lapachona a dosis de 40-60µM 

(Docampo et al., 1979). A concentraciones más relevantes 

farmacológicamente, se encontró que beta-lapachona por sí misma 

tenía muy poco efecto sobre cultivos de células humanas normales, 

pero era un potente sensibilizador contra células con daños en el 

ADN inducido por radiación o agentes alquilantes (Boothman et al., 

1987). 

 

La posibilidad de utilizar beta-lapachona como agente 

quimioterapéutico contra el cáncer surgió primero a causa de la 

observación de que inhibía a la topoisomerasa I (Li et al., 1993).  La 

inducción de apoptosis en células tumorales en cultivo soportó 

posterioremente su uso como un potencial inductor de apoptosis en 

células cancerígenas (Li et al., 1995). Ahora se conoce además que 

beta-lapachona es capaz de inducir muerte celular no apoptótica, o 

necrótica en algunas líneas celulares de cáncer, y se ha propuesto 

que la mitocondria podría ser una organela diana en la inducción de 

la muerte celular por esta droga (Li et al., 1999).  
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La potencialidad de la actividad de beta-lapachona contra el cáncer 

fue basada en su actividad in vivo contra varios tumores. La primer 

prueba farmacológica in vivo de beta-lapachona fue la inhibición de 

infecciones oncovirales en ratones, observándose que la infección 

viral y la oncogénesis inducida por virus eran bloqueadas (Schaffner-

Sabba et al, 1984). Sin embargo, no se supo si beta-lapachona 

tendría actividad contra tumores ya establecidos hasta que fue 

probada con éxito en monoterapia, o en combinación con paclitaxol u 

otros agentes, sobre xenotransplantes de tumores humanos en 

ratones (Li et al., 1999). Resultados tan prometedores han motivado 

el desarrollo clínico de este agente como compuesto dirigido contra 

el cáncer. Además, ARQ501, una composición farmacéutica de beta-

lapachona, ha mostrado signos alentadores de actividad antitumoral 

en ensayos clínicos de fases I y Ib, y actualmente está en ensayos 

de fase II para tratamiento de cáncer de páncreas (C.Li et al., 2006; 

http://clinicaltrials.gov/ct/show/Nct00102700?ORDER=4). 

 

El mecanismo de acción de beta-lapachona podría involucrar 

múltiples vías y es dependiente de muchos factores, incluyendo la 

concentración, la duración del tratamiento, o el fondo genético. Si 

bien se considera un agente lesionante del ADN, la evidencia 

disponible es muy controvertida. Beta-lapachona inhibe in vitro la 

actividad de las topoisomerasas I y II (Krishnan and Bastow, 2001). 

Sin embargo, las dosis requeridas para bloquear la actividad de 

topoisomerasa I/II son más elevadas que las que inducen apoptosis 

en tumores. La proteína codificada por el gen NQO1 (NAD(P)H: 

quinona oxido-reductasa) se ha propuesto como diana in vivo de la 

beta-lapachona, con la generación de radicales libres mediada por 
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NQO1 como responsable del efecto antitumoral (Pink et al., 2000). 

Sin embargo, líneas celulares tumorales que carecen de NQO1, 

como las células HL60 y MDA-MB-468, son sensibles a la droga. Por 

otro lado, la línea celular NCM-460 es muy resistente a beta-

lapachona, mientras que la línea SW480 es extremadamente 

sensible, y ambas expresan niveles equivalentes de NQO1 (Li et al., 

2003). 

 

Un carácter especialmente relevante de beta-lapachona es que su 

letalidad es totalmente independiente de la pérdida de función de p53 

o de factores pro-apoptóticos (Bey EA et al., 2007). El patrón de 

proteólisis apoptótica generado por tratamiento con beta-lapachona 

es consistente con la activación de calpaína µ (Tagliarino C et al., 

2003), mientras que otros aspectos de su citotoxicidad son únicos y 

parecen responder más bien a un proceso de necrosis dependiente 

de PARP-1 (Sun X et al., 2006). Independientemente del programa 

de muerte celular inducido por beta-lapachona, esta molécula es 

capaz de activar un mecanismo de control en células con control 

defectivo, induciendo de este modo señales que conducen a la 

muerte celular de las células tumorales.  

 

Dadas las características farmacológicas tan relevantes de esta 

molécula, la identificación del mecanismo molecular preciso a través 

del cual beta-lapachona produce letalidad selectivamente en células 

tumorales sería de gran importancia ya que proporcionaría nuevas 

dianas moleculares para el desarrollo de estrategias terapéuticas 

más eficaces contra el cáncer. Las dianas identificadas tendrían un 

valor incalculable como factores diagnóstico/pronóstico en la 
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etiología del cáncer y en su tratamiento, respectivamente; y 

proporcionarían información muy valiosa para aumentar los usos 

terapéuticos de esta molécula. 
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3. LEVADURA COMO SISTEMA MODELO PARA EL ESTUDIO DE 
DROGAS ANTITUMORALES. 
 
La levadura de gemación Saccharomyces cerevisiae es un sistema 

modelo de gran valor para el estudio de procesos biológicos básicos 

conservados entre organismos eucariotas, como las rutas de 

reparación del ADN y los controles de ciclo celular. S. cerevisiae es 

uno de los organismos eucariotas más simples. Además de su rápido 

crecimiento (presenta un ciclo de vida de 90 minutos) y la facilidad 

con que se replican cultivos y aíslan mutantes, destaca por un 

sencillo y versátil sistema de transformación de ADN (Gietz et al. 

1995).  Su genoma haploide presenta pequeño tamaño y 

relativamente baja complejidad, estando contenido en 16 

cromosomas bien caracterizados. Por estas características, el 

genoma de levadura fue el primer genoma eucariota secuenciado, 

revelando la presencia de 6466 marcos abiertos de lectura. Por otro 

lado, la ausencia de patogenicidad permite su manipulación con las 

mínimas precauciones.  

 

S. cerevisiae es un sistema genético que, a diferencia de la mayoría 

de otros microorganismos, presenta dos fases biológicas estables: 

haploide y diploide. La fase haploide permite generar, aislar y 

caracterizar mutantes con mucha facilidad, mientras que en la 

diploide se pueden realizar estudios de complementación. Además, 

el desarrollo de protocolos de introducción de ADN exógeno facilita 

mucho la manipulación genética de este microorganismo. Los genes 

asociados a prácticamente cualquier fenotipo pueden ser aislados 

mediante la complementación de mutantes a partir de genotecas 
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genómicas o de ADNc. El ADN introducido en las células de levadura 

puede ser autorreplicante o integrarse en el genoma. Como la 

integración de moléculas de ADN en el genoma ocurre casi 

exclusivamente por recombinación homóloga, es muy sencillo 

reemplazar fragmentos de ADN de secuencia conocida. De esta 

forma se pueden intercambiar las copias normales de genes por 

otras alteradas o inactivas. Así, los fenotipos asociados a la pérdida 

de función de los diferentes genes han permitido comprender su 

papel fisiológico con gran precisión.  

 

El conocimiento de la secuencia completa de su genoma (Goffeau et 

al. 1996) y su constante revisión (Kumar et al. 2002) han permitido la 

manipulación genética de sus casi 6600 genes (Oliver, 1996), el uso 

extensivo de micromatrices de ADN para investigar el transcriptoma 

(DeRisi et al. 1997; Brown y Botstein, 1999) y estudios a escala 

genómica de, entre otros muchos aspectos, la expresión génica 

(Velculescu et al. 1997), localización de proteínas (Ross- Macdonald 

et al. 1999) y la organización funcional del genoma (Giaever et al. 

2002) y el proteoma (Gavin et al. 2002 y 2006). 

 

La maquinaria molecular de muchos procesos celulares se encuentra 

conservada tanto en levadura como en mamíferos. Esto se ilustra 

con el hecho de que rutinariamente se han introducido genes de 

mamífero en levadura para el análisis sistemático de su función. 

Muchos genes humanos relacionados con enfermedades tienen 

ortólogos (esto es, genes derivados de un ancestro común) en 

levadura (Ploger et al. 2000). S. cerevisiae ha mostrado ser un 

excelente modelo para el estudio de enfermedades humanas y rutas 
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implicadas en las mismas gracias a que al menos el 31% de las 

proteínas codificadas en el genoma de levadura tienen un ortólogo 

humano, y casi el 50% de los genes involucrados en enfermedades 

humanas exhiben un ortólogo en levadura. 

 

S. cervisiae se ha utilizado exitosamente en repetidas ocasiones 

como herramienta para la comprensión de los mecanismos de acción 

de drogas conocidas (Matthews and kopczynski, 2001), como así 

también ha mostrado ser un excelente modelo para la identificación 

de determinantes de sensibilidad a drogas antitumorales como 

cisplatino (Niedner et al, 2001), y para el descubrimiento de nuevas 

drogas antitumorales y posibles nuevas dianas terapéuticas (Outeiro 

et al., 2006). Además, la facilidad de manipulación de su genoma 

proporciona a este sistema modelo la flexibilidad requerida para 

identificar la diana de un agente quimioterápico o para descifrar las 

rutas que modulan la sensibilidad a un agente determinado. Por otro 

lado, la letalidad inducida por drogas en cepas con mutaciones en 

todos los genes de su genoma (Bjornsti, 2002), puede explotarse 

para definir defectos genéticos en células tumorales que potencien la 

citotoxicidad inducida por la quimioterapia. 
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4. PUNTOS DE CONTROL DE DAÑO AL ADN Y CICLO CELULAR 
 

Junto con la capacidad fundamental de todos los organismos de 

reproducirse surge el desafío de copiar fielmente sus genomas y 

mantenerlos en su estado primigenio durante ciclos sucesivos de 

división celular. Los genomas de las células eucariotas sufren 

continuamente daños por agentes extracelulares así como por 

subproductos de procesos intracelulares tales como la misma 

replicación del ADN. Las lesiones resultantes pueden causar 

inestabilidad genómica, y comprometer la viabilidad celular. Las 

células han desarrollado mecanismos de vigilancia denominados 

controles de ciclo celular o “checkpoints”, que garantizan el orden de 

los eventos del ciclo celular para preservar la estabilidad del genoma.  

Entre ellos, los controles de daño al ADN previenen la segregación 

cromosómica cuando éste está dañado, en todas las fases del ciclo 

celular (G1, S y G2). Defectos en la señalización del daño al ADN 

impiden la capacidad de reparación de lesiones, produciendo 

predisposición a cáncer en seres humanos (Nyber KA, 2002).  

 

Estos controles de daño al ADN son redes regulatorias no esenciales 

que controlan la capacidad de las células de arrestar la progresión 

del ciclo celular en respuesta a daño al ADN, permitiendo así que 

haya tiempo para la reparación. Sin embargo, la función de estas 

redes incluye otros aspectos además de la regulación del arresto de 

ciclo, ya que también controlan la activación transcripcional y post-

traduccional de las vías de reparación del ADN (Wu X et al., 2000), 

cambios en la composición de la cromatina, y la localización de las 

proteínas de reparación del ADN en los sitios del daño (Mills KD et 
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al., 1999). Así, la acción combinada de estas respuestas contribuye a 

incrementar la capacidad de las células de sobrevivir al daño. 

 

Las proteínas de las rutas de control están bien conservadas entre 

todos los eucariotas, indicando que la arquitectura básica de estas 

rutas de control de daño al ADN ha sido mantenida a través de la 

evolución. Los ortólogos humanos de proteínas de esta ruta de 

levaduras tienen funciones bien establecidas como supresores de 

tumores, indicando que los mecanismos que preservan la integridad 

genómica son similares a aquellos defectivos en tumores humanos 

(Hartwell LH et al., 1994).  

 

Diversas mutaciones en algunos componentes de estas rutas de 

control están presentes en personas con síndromes asociados con la 

predisposición a cáncer, tales como Ataxia Telangiectasia (Painter 

and Young, 1980). Los pacientes con este síndrome sufren 

numerosos problemas que se suman a la alta frecuencia de aparición 

de tumores, lo cual enfatiza la importancia de estos puntos de control 

en la fisiología humana. Asímismo, se ha demostrado que varios 

genes de estas rutas son esenciales para la supervivencia celular y 

del organismo (Takai H et al., 2000). Este hecho extiende la 

relevancia de las mismas, y establece una conexión entre defectos 

genéticos en componentes de las rutas de control y las principales 

patologías que desafían la supervivencia del hombre, tales como 

cáncer, deficiencia inmune y desórdenes degenerativos. 
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4.1- ORGANIZACIÓN Y ARQUITECTURA DE LAS RUTAS DE 
CONTROL DE DAÑO AL ADN. 
 

En la levadura de gemación S. cerevisiae, la activación del 

mecanismo de control de daño al ADN resulta en arresto del ciclo 

celular durante las fases G1 o G2 en respuesta al ADN dañado 

(Lydall and Weinert, 1996). También ocurre una disminución en la 

velocidad de replicación del ADN y de la progresión del ciclo celular 

cuando el daño aparece durante la fase S (Lowndes and Murguía, 

2000). Este último punto de control se conoce como “punto de control 

de fase S”. También el control de replicación funciona durante la fase 

S para arrestar el ciclo celular y evitar la aparición de orígenes 

tardíos de replicación cuando la replicación se halla bloqueada 

(Santocanale et al., 1998 ; Figura 2) 

 

Al igual que otras vías de transducción de señales, la ruta de control 

de daño al ADN puede describirse como una cascada de 

señalización que consiste de sensores, transductores y efectores de 

la señal.  Los sensores detectan anomalías estructurales en el ADN 

generando la señal de daño. Los transductores reciben y amplifican 

esta señal transmitiéndola a los efectores. Los efectores incluyen 

componentes de la maquinaria de reparación del ADN así como 

reguladores transcripcionales y del ciclo celular, siendo éstos los 

mediadores de la respuesta global al daño en el ADN. La 

organización de los componentes depende en gran parte del 

contexto, ya que ciertas moléculas tienen múltiples funciones en 

estas vías de transducción de la señal.  
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Figura 2. Equema representativo de los puntos de control que operan en 

eucariotas durante las distintas fases del ciclo celular. 

 

 

Los controles de daño al ADN en G1 y G2 incluyen varias proteínas 

que funcionan coordinadamente como complejos multiproteicos. Se 

considera que estos complejos son los más cercanos a los 

verdaderos sensores del daño, cuya identidad aún no es conocida. 

La mayoría de estos complejos fueron identificados por estudios 

genéticos de amplio espectro realizados en levadura, donde defectos 

en los controles de daño al ADN causan hipersensibilidad a agentes 

genotóxicos.  
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Existen varias teorías acerca de cuáles podrían ser las señales 

primarias que indiquen anomalías estructurales en el cromosoma o 

zonas con ADN no replicado. Sin embargo, hay un acuerdo general 

en la idea de que las proteínas de las rutas de control se activan o 

reclutan en los sitios con lesiones a través de su interacción con 

diferentes complejos ADN-proteína. De éstos, el más estudiado y 

caracterizado es el compuesto por los filamentos de proteína RPA 

(proteína de replicación A) en torno a zonas de ADN de simple hebra 

(ssADN; Branzei and Foiani, 2005). De todos modos, no está todavía 

claro si estos filamentos de RPA representan directamente la señal 

primaria o si simplemente son requeridos para conseguir una 

activación de las respuestas de control. 

 

En levadura, el complejo “RFC-like” (Rad24-Rfc2-5) y el complejo 

“PCNA-like” (Rad17-Mec3-Ddc1) son esenciales para promover una 

respuesta al daño correcta, y se piensa que actúan en los primeros 

pasos de reconocimiento del daño en las fases G1 y G2, y también, 

aunque en menor extensión, durante la fase S (Branzei and Foiani, 

2006). Rad9p también funciona en esta ruta en cooperación con 

Mrc1p para promover la activación de las vías de control y la 

estabilidad del replisoma en respuesta a perturbaciones en la 

replicación (Alcasabas et al., 2001). 

 

El punto de control de fase S también requiere Rad9p, y a los 

complejos Rad24 y Rad17. Sgs1p es también parte del control de 

fase S en una rama paralela a la de Rad24, pero no funciona en los 

controles de daño al ADN de G1 o G2 (Frei and Gasser, 2000). El 

control de replicación es independiente de Rad9p y de los complejos 
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Rad24 y Rad17, e incluye a  Rfc5p, Dpb11p, Drc1p, Pol2p y 

probablemente a otras proteínas que sensan el bloqueo en la 

replicación (Wang and Elledge, 1999). Ortólogos de las proteínas 

mencionadas anteriormente han sido identificados en muchas 

especies, incluyendo humanos. (Tabla 1, Figura 3)  

 

El regulador central de estas vías en la levadura de gemación S. 

cerevisiae es Mec1p. Mec1p pertenece a una familia de proteina 

quinasas conocidas como  PIKKs (phosphatydil-inositol 3-kinase like 

protein kinases; proteínas quinasas similares a la fosfatidil-inositol 3-

quinasa). Al igual que otros componentes de los controles de daño al 

ADN, Mec1p forma parte de un complejo multiproteico con Lcd1p que 

es reclutado en los sitios de daño en el ADN (Rouse and Jackson, 

2002). Mec1p es parcialmente redundante en su función con otra 

PIKK llamada Tel1p (Nakada et al., 2003). Los ortólogos humanos de 

Mec1p y Lcd1p son ATR y ATRIP respectivamente.  El ortólogo 

humano de Tel1p es ATM, y está principalmente implicado en 

detectar y responder a roturas de doble hebra (DSB, del inglés 

double strand breaks), mientras que ATR responde a una mayor 

variedad de lesiones, especialmente durante la replicación. La 

mutación de ATM en humanos da lugar al síndrome de Ataxia 

Telangiectasia, un síndrome de predisposición a cáncer, 

caracterizado por hipersensibilidad a genotoxinas que producen 

rotura de doble hebra (Abraham, 2001). 
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TABLA 1: Proteínas de respuesta al daño al ADN en eucariotas.  

 

En respuesta a daño al ADN, varias proteínas se fosforilan en una 

forma dependiente de Mec1p/Tel1p. Estas incluyen a Rd53p y 

Chk1p, que son por sí mismas proteínas quinasas. Se considera que 

estas proteínas son las transductoras de la señal de daño al ADN. 

Rad53p y Chk1p regulan por fosforilación la actividad de efectores de 

la respuesta al daño (Branzei and Foiani, 2006). Los ortólogos 

humanos de Rad53p y Chk1p son respectivamente hCHK2 y hCHK1. 

Es interesante que hayan sido descriptas mutaciones en hCHK2 en 

cánceres de mama y en el síndrome de predisposición al cáncer de 

Li-Fraumeni (Varley and Haber, 2003).  

 

 

Proteínas de respuesta al daño al ADNProteínas de respuesta al daño al ADN

Clase Funcional           S. Cerevisiae S. Pombe MamíferosClase Funcional           S. Cerevisiae S. Pombe Mamíferos

Proteínas Rad24p Rad17                      hRAD17
“RFC-like” RFC2-5 RFC3 RFC2-5

Proteínas Rad24p Rad17                      hRAD17
“RFC-like” RFC2-5 RFC3 RFC2-5

Proteínas Rad17p Rad1 hRAD1
“PCN-like” Ddc1p Rad9 hRAD9

Mec3p Hus1 hHUS1

Proteínas Rad17p Rad1 hRAD1
“PCN-like” Ddc1p Rad9 hRAD9

Mec3p Hus1 hHUS1

Kinasas Chk1p Chk1 hCHK1
efectoras Rad53p Cds1 hCHK2

Kinasas Chk1p Chk1 hCHK1
efectoras Rad53p Cds1 hCHK2

Proteínas Mec1p Rad3 ATR
PIKK Tel1p Tel1 ATM

Proteínas Mec1p Rad3 ATR
PIKK Tel1p Tel1 ATM

Proteínas          Rad 9p Crb2/Rhp9         BRCA1?, 53BP1? 
BRCT                             Dpb11p                         Cut5

Proteínas          Rad 9p Crb2/Rhp9         BRCA1?, 53BP1? 
BRCT                             Dpb11p                         Cut5

Subunidades Lcd1p/Ddc2p/Pie1p Rad26 ATRIP/hRAD26
PIKK

Subunidades Lcd1p/Ddc2p/Pie1p Rad26 ATRIP/hRAD26
PIKK

Proteínas de respuesta al daño al ADNProteínas de respuesta al daño al ADN

Clase Funcional           S. Cerevisiae S. Pombe MamíferosClase Funcional           S. Cerevisiae S. Pombe Mamíferos

Proteínas Rad24p Rad17                      hRAD17
“RFC-like” RFC2-5 RFC3 RFC2-5

Proteínas Rad24p Rad17                      hRAD17
“RFC-like” RFC2-5 RFC3 RFC2-5

Proteínas Rad17p Rad1 hRAD1
“PCN-like” Ddc1p Rad9 hRAD9

Mec3p Hus1 hHUS1

Proteínas Rad17p Rad1 hRAD1
“PCN-like” Ddc1p Rad9 hRAD9

Mec3p Hus1 hHUS1

Kinasas Chk1p Chk1 hCHK1
efectoras Rad53p Cds1 hCHK2

Kinasas Chk1p Chk1 hCHK1
efectoras Rad53p Cds1 hCHK2

Proteínas Mec1p Rad3 ATR
PIKK Tel1p Tel1 ATM

Proteínas Mec1p Rad3 ATR
PIKK Tel1p Tel1 ATM

Proteínas          Rad 9p Crb2/Rhp9         BRCA1?, 53BP1? 
BRCT                             Dpb11p                         Cut5

Proteínas          Rad 9p Crb2/Rhp9         BRCA1?, 53BP1? 
BRCT                             Dpb11p                         Cut5

Subunidades Lcd1p/Ddc2p/Pie1p Rad26 ATRIP/hRAD26
PIKK

Subunidades Lcd1p/Ddc2p/Pie1p Rad26 ATRIP/hRAD26
PIKK



Introducción      ________                                                                                            _ 

 24 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3. Respuestas de daño al ADN en fase S en levadura de gemación. 

Representación esquemática de los sensores, las vías que conducen a la 

activación de los puntos de control y los procesos regulados por la ruta de 

control activada. (Modificado a partir de Branzei y Foiani, 2006)  
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4.2- DETECCIÓN DEL DAÑO AL ADN 
 

Los complejos de las rutas de control anteriormente descritos son 

capaces de translocarse y asociarse a los sitios con daños en el 

ADN. Una vez aparecida una estructura aberrante, el complejo 

Rad24 dirige al complejo Rad17 sobre los sitios de daño  (Kondo T et 

al., 2001). La carga del complejo Rad17 sobre las lesiones requiere 

el complejo Rad24, pero no el Mec1-Lcd1. De forma similar, la unión 

de Lcd1p al ADN asistiría la correcta carga de Mec1p 

independientemente de los complejos Rad24 y Rad17 (Rouse and 

Jackson, 2002).  

 

Experimentos in vitro demuestran que el complejo Mec1-Lcd1 se une 

al ADN (Rouse and Jackson, 2002), por lo tanto este complejo podría 

considerarse como un sensor de daño al ADN bona-fide. Resulta 

interesante que los ortólogos humanos de Mec1p y Lcd1p, ATR y 

ATRIP, exhiban características similares. 

 

 Una vez reclutado en los sitios de daño, Mec1p fosforila y activa a la 

quinasa Rad53p. La activación de Rad53p por Mec1p requiere los 

complejos Rad24 y Rad17 (de la Torre-Ruiz et al., 1998). Sin 

embargo éstos no se requieren para cargar Mec1p en sitios de daño 

ni para la fosforilación de algunos sustratos como la histona H2A 

(Downs et al., 2000) o el mismo Lcd1p (Paciotti V et al., 2000). Así, 

estos complejos Rad24 y Rad17 podrían asistir el reclutamiento de 

otras dianas de Mec1p para una fosforilación eficiente y podrían 

requerirse para mantener a Mec1p en una forma activa. 

Alternativamente, estos complejos podrían sólo  reclutarse para un 
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subgrupo de lesiones más difíciles de reparar, aunque no hay 

evidencias que permitan discernir entre estas tres posibles acciones. 

 

Los agentes que dañan el ADN producen una amplia variedad de 

lesiones. Resulta interesante que todas ellas disparan una eficiente 

respuesta de daño al ADN y la translocación de los complejos de 

control en los sitios de daño. Por lo tanto debería existir un 

“adaptador” para el reconocimiento del daño que reclute las proteínas 

de estas rutas en las lesiones. Alternativamente, podría existir un 

grupo de factores que procesara las lesiones hasta una estructura 

común que pudiera ser reconocida por estos complejos. 

 

Sin importar la verdadera naturaleza del sensor/adaptador del daño 

al ADN, la evidencia disponible sugiere que, después de un daño al 

ADN, se genera una estructura intermedia que es reconocida por los 

complejos de la ruta de control. Esta estructura no es actualmente 

conocida probablemente a causa de su naturaleza transitoria. Un 

buen candidato podría ser una estructura de ADN de simple hebra 

(ssADN) por distintas razones: 1) el ADN de simple hebra es 

generado durante diferentes procesos de reparación; 2) el ssADN se 

encuentra normalmente cubierto en la célula por la proteína Rpa, y 

mutantes que carecen de dicha proteína exhiben controles de daño 

al ADN defectivos; y 3) los complejos Mec1-Lcd1 y RPA pueden ser 

purificados a partir de extractos de células por medio de ssADN 

(Alani et al., 1992).  

 
Estudios de inmunofluorescencia en mamíferos han revelado que las 

proteínas de las rutas de control se localizan en sitios discretos o 

focos dentro del núcleo luego de un daño al ADN. Estas incluyen 
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ATR, ATRIP, hRAD17 (Zou et al., 2002), el complejo MRE11-RAD50-

NBS1 (Bartek and Lukas, 2007), hCHK2 (Melchionna R et al., 2000), 

BRCA1 (Scully R et al., 1997) y algunos factores de reparación tales 

como proteínas del sistema de reparación por escisión de 

nucleótidos y las proteínas RAD51 y RAD52 implicadas en 

recombinación homóloga (Haaf T et al., 1995). No es clara la 

naturaleza exacta de estos focos, pero la evidencia sugiere que 

corresponden a los sitios de daño al ADN. Utilizando técnicas que 

permiten la generación de daño al ADN por radiación  en partes 

discretas del núcleo, se ha reportado que las proteínas antes 

mencionadas sólo se acumulan en las zonas irradiadas. Estas 

interacciones en los sitios de daño parecen ser dinámicas y no 

irreversibles, ya que los complejos son intercambiados entre los 

focos en forma dependiente de tiempo. Este carácter es esencial 

para una función coordinada entre los complejos de las rutas de 

control y reparación. 

 

La detección del daño al ADN durante la fase-S parece ser realizada 

principalmente por los componentes de la misma maquinaria de 

replicación del ADN. Estos incluyen Pol2p, Rfc5p, Dpb11p, y Drc1p. 

Además, el control de fase S que detiene la progresión del ciclo 

celular durante esta fase involucra dos ramas parcialmente 

redundantes: una dependiente de los complejos Rad24/Rad17, y otra 

que requiere Sgs1p (Myung and Kolodner, 2002). Generalmente se 

acepta que el procesamiento de lesiones primarias por la maquinaria 

de replicación genera estructuras que podrían ser detectadas por las 

proteínas de control. Alternativamente, componentes de la 

maquinaria de replicación podrían enviar una señal cuando 
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encuentran lesiones en el ADN. Como resultado del procesamiento 

del daño por la maquinaria de replicación/control, podría aparecer un 

alto número de intermediarios de replicación y recombinación, 

produciéndose un estrés replicativo que interfiere con la duplicación 

del ADN y genera reordenamientos genómicos. Para prevenir estos 

efectos, es necesaria la activación de las vías de reparación por 

recombinación. De hecho, mutantes de levadura en Mec1p y Tel1p 

acumulan mayores niveles de reordenamientos genómicos que otros 

mutantes con controles defectivos.  

 

Las lesiones por roturas en la doble hebra (DSB) son reconocidas en 

mamíferos por el complejo multifuncional MRE11-RAD50-NBS1 

(MRN; Bartek and Lukas, 2007). Las evidencias que apoyan al 

complejo MRN como sensor de DSB incluyen: 1) el reconocimiento 

directo del ADN por la subunidad RAD50; 2) el hecho de que NBS1 

es requerido para recultar ATM a los sitios con DSB; 3) la naturaleza 

hipomórfica del mutante RAD50 que estimula constitutivamente la 

señalización por ATM; 4) el rápido ensamblaje de NBS1 en los sitios 

de DSB; y 5) el hecho de que el reclutamiento inicial del complejo 

MRN en los sitios de DSB es independiente de cualquier otra 

proteína de respuesta al daño en el ADN (Figura 4). La interacción 

inicial de MRN con la lesión de DSB es transitoria (Lukas C et al., 

2003), y sirve para reclutar la quinasa ATM a través de su interacción 

con el dominio C-terminal de NBS1. Tras la formación del complejo 

MRN-ATM en los sitios de daño, se disparan dos eventos que 

culminan en el reordenamiento local del ADN y de la cromatina que 

rodea al sitio dañado. Estos eventos son esenciales para la 

reparación y para iniciar las señales de control.  
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Primero, ATM fosforila la cola C-terminal de la histona H2A, lo cual a 

su vez sirve como señal de unión para la proteína MDC1, con 

funciones de mediador/adaptador. MDC1 combina dos 

características importantes: se une a la histona H2A fosforilada 

(Stucki M et al., 2005) e interacciona físicamente con la subunidad 

NBS1 del complejo MRN (Lee AC et al., 2005). Además de MDC1, se 

conocen otras proteínas que interaccionan con la cromatina en las 

cercanías del DSB, como 53BP1, BRCA1, el complejo MRN e incluso 

ATM. El aumento local de concentración de ATM es importante para 

estimular la fosforilación de la quinasa CHK2. 

 

Segundo, MRN y ATM son esenciales para iniciar la resección del 

DSB y generar la formación de ssADN, la estructura intermedia 

crítica para la reparación por recombinación homóloga y para la 

señalización dependiente de ATR (Adams KE et al., 2006) 
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Figura 4. Modelo de detección y señalización de roturas de doble banda en 

mamíferos (Adaptado de Su TT, 2006). 
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4.3. TRANSDUCCIÓN DE LA SEÑAL DE DAÑO AL ADN A LOS 
EFECTORES. 

 

Una vez generada la señal de daño al ADN por las proteínas de las 

rutas de control, ésta se transduce a través de una cascada de 

fosforilación que es común a todos los controles de daño al ADN sin 

importar el estadio del ciclo celular. En levadura están involucradas 

cuatro proteína quinasas: Mec1p, Rad53p, Dun1p y Chk1p (Nyber et 

al., 2002). 

 
Mec1p es el regulador central de esta cascada de proteína quinasas. 

Mec1p está implicada en la detección del daño al ADN, y también 

funciona como un transductor controlando el estado de fosforilación 

de un grupo de proteínas respuesta al daño. Entre éstas se incluyen 

algunos componentes de la ruta de control como Rad53p, Rad9p y 

Lcd1p.  La razón de estos eventos de fosforilación podría ser el 

reclutamiento de sustratos que actúen por debajo de la ruta de 

control con el fin de que sean fosforilados eficientemente. Así, la 

activación de Rad53p por Mec1p requiere la interacción de Rad53p 

con Rad9p, que actúa como adaptador. Esta interacción, que es 

inducible por daño al ADN, ocurre después de la fosforilación de 

Rad9p por Mec1p (Gilbert et al., 2001). Otra diana próxima a Mec1p 

es la histona H2A (Downs et al., 2000). En este caso, la fosforilación 

de H2A por Mec1p induce una alteración de la cromatina en la 

vecindad de la lesión, con el fin de facilitar la reparación. 

 

Rad53p y Dun1p son también proteína quinasas activadas por daño 

al ADN o por una parada en la replicación, y funcionan con 
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posterioridad a Mec1p. Una vez que está activa, la serina/treonina 

quinasa Rad53p se autofosforila en ausencia de otras proteínas 

(Branzei and Foiani, 2006). Así, la formación de un complejo con 

Mec1p es requerida sólo para la activación inicial de la quinasa 

Rad53p. Rad53p activa luego transduce la señal y activa a la quinasa 

Dun1p. No existe demasiada información sobre los efectores cuya 

función se ve modulada por estas quinasas, pero en el caso de 

Rad53p éstos incluyen al regulador transcripcional Swi6p, que 

controla la expresión de genes de ciclina en la transición G1/S 

(Sidorova and Breeden, 1997), la quinasa Cdc5p, implicada en la 

salida de mitosis (Smits et al., 2000), y la subunidad beta del 

complejo polα/primasa, requerido para la iniciación de la síntesis del 

ADN (Pellicioli et al, 1999). Otros posibles efectores de Rad53p son 

Rnr3p, Nup1p, Nup2p y Nup60p, dado que se ha demostrado que 

estas proteínas son fosforiladas tras tratamiento con MMS en sitios 

consenso de fosforilación de esta quinasa (Smolka et al., 2007).  

 

Dun1p define una rama por debajo de Rad53p que está involucrada 

en la transcripción y reparación en respuesta a daño al ADN. Su 

actividad se requiere para la expresión del gen RNR mediante la 

regulación de la función del represor transcripcional Ctr1p (Zhou and 

Elledge, 1993). Los genes RNR codifican subunidades de la 

ribonucleótido reductasa, responsable de mantener en balance los 

niveles de dNTPs cuando son requeridos para la reparación o la 

replicación del ADN. Además, la actividad ribonucleótido reductasa 

es regulada posttranscripicionalmente por el inhibidor Sml1p (Branzei 

and Foiani, 2006). Recientemente se ha demostrado que Dun1p 

fosforila a Sml1p, promoviendo su degradación (Zhao X et al., 2001). 
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Así pues, Dun1p parece ser el paso final en la vía de Rad53p y 

Mec1p que regula la disponibilidad de dNTPs. 

 

Tal como se mencionó anteriormente, todas estas quinasas 

presentan ortólogos en humanos (Tabla 1). Estas muestran roles 

equivalentes en las funciones de control a sus contrapartes de 

levadura. Así, mutaciones en ATR sensibilizan a las células de 

mamíferos a todas las formas de daño al ADN (Wright et al., 1998). 

Las funciones de ATR se superponen parcialmente con las de la 

proteína quinasa ATM, el ortólogo humano de Tel1p de levadura. La 

evidencia disponible encaja con un modelo en el cual ATM controla 

principalmente las respuestas a radiación ionizante, y ATR responde 

a otros tipos de daño. Sin embargo este modelo demanda mucho 

más soporte experimental. 

 

ATR y ATM controlan las subsecuentes respuestas celulares al daño 

al ADN regulando la función de  las quinasas hCHK1 y hCHK2, los 

ortólogos humanos de Chk1p y Rad53p de levadura 

respectivamente. hCHK2 es fosforilado por daño al ADN en una 

manera dependiente de ATR/ATM.  La actividad de la quinasa 

hCHK1 no aumenta en respuesta al daño al ADN o a bloqueos 

replicativos. Sin embargo, es fosforilada tras radiación ionizante (Liu 

et al., 2000). Ratones mutantes en hCHK1 mueren en estadios 

tempranos durante la embriogénesis, de manera similar que los 

mutantes en ATR. Así, el hecho de que ratones mutantes en ATR y 

hCHK1 muestren fenotipos similares, y que ATR controle la 

fosforilación de hCHK1, sugieren que hCHK1 es un efector clave en 

la vía de ATR. 
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4.4. EVENTOS POSTERIORES A LA ACTIVACIÓN DE LAS 
RUTAS DE CONTROL: RECUPERACIÓN Y ADAPTACIÓN. 
 

La respuesta de los mecanismos de control a la señal primigenia es 

amplificada a una respuesta global que incluye una disminución en la 

progresión del ciclo celular, reparación del ADN, o estabilización de 

las horquillas de replicación. En levaduras, la quinasa Mec1p juega 

un rol crucial mediando la progresión de ciclo en respuesta a un daño 

o a problemas replicativos, principalmente a través de la inducción de 

la cascada de fosforilaciones que se describió previamente. Así, la 

activación de la ruta de control estimula la transcripción de diferentes 

factores de reparación y ajusta los mecanismos que promueven la 

estabilización de las horquillas de replicación y/o la reanudación de la 

replicación.  

 

Tras tratamiento genotóxico, Rad53p junto con Mec1p son 

requeridos para fosforilar Dun1p, una proteína quinasa que controla 

varios genes inducibles por daño al ADN, y Cdc5p, una quinasa 

“polo-like” que ha sido implicada en la regulación de la mitosis. El 

mecanismo empleado por Dun1p para inducir la transcripción de  

genes de reparación es probablemente muy diverso y no está 

comprendido en su totalidad pero, como se ha mencionado, involucra 

el aumento en los niveles de dNTPs y la degradación de Sml1p, un 

inhibidor de la ribonucleótido reductasa. 

 

Cuando las horquillas de replicación encuentran un daño, éstas se 

detienen y se activa el control de replicación. Esta activación es 

particularmente importante para estabilizar el replisoma y las 
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horquillas detenidas, inhibiendo el disparo de los orígenes tardíos de 

replicación y conteniendo la actividad de las enzimas de 

recombinación en estos puntos. En ausencia de control de 

replicación, como en el caso de mutantes rad53, el replisoma se 

disocia y las horquillas detenidas degeneran acumulando zonas con 

intervalos o “gaps” y moléculas hemireplicadas (Branzei and Foiani, 

2006).  

 

Una vez removido el bloqueo en la replicación, se piensa que las 

horquillas estabilizadas por Rad53 reanudan la replicación, y existe 

evidencia que sugiere que componentes del mecanismo de control 

de replicación estarían altamente implicados en la recuperación de 

estas horquillas. 

 

Junto a su función en mediar la integridad de las horquillas de 

replicación y en reanudar la replicación, la maquinaria de control 

parece ser importante en la reparación por recombinación homóloga 

de DSBs en G2 a través de la quinasa dependiente de ciclina Cdk1p. 

Además, la fosforilación de la histona H2A es sumamente importante 

para una eficiente reparación de DSBs, quizás porque promueva el 

reclutamiento de diferentes factores de las vías de control y 

reparación. 

 

En respuesta a un daño al ADN, la fosforilación de Rad53p y Chk1p 

dependiente de Mec1p promueve la reparación del ADN a través del 

arresto de ciclo previo a la entrada en mitosis, previniendo la 

segregación de cromátidas dañadas. La recuperación del arresto  de 

ciclo ocurre cuando se ha completado el proceso de reparación y 
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cesa la activación del mecanismo de control. Pero cuando los 

intentos de reparación del ADN fallan, la célula se “adapta” en 

presencia del daño y reanuda el ciclo celular (Sandell and Zakian, 

1993). Se supone que este proceso de adaptación provee a la célula 

la oportunidad de reparar el daño en el ciclo celular subsiguiente. La 

inactivación de Rad53p sería un prerrequisito para la adaptación, 

requiriéndose para esta respuesta la defosforilación de Rad53p por 

las fosfatasas Ptc2p y Ptc3p, tras la activación de estas últimas por la 

quinasa CK2p (Guillemain G et al., 2007). 
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5. LA RUTA DE CONTROL TRADUCCIONAL Y SUS 
IMPLICACIONES EN CÁNCER. 
 

La proliferación celular se regula a través de un delicado balance 

entre la expresión de genes que promueven o inhiben el crecimiento. 

Esta regulación ocurre a múltiples niveles, como la transcripción, la 

poliadenilación del ARN, el tráfico núcleo-citoplasmático del ARN, la 

traducción de los ARNm y la estabilidad de los mismos. Aunque la 

regulación transcripcional es crucial para la proliferación celular, el 

control de la expresión génica depende también de la traducción 

selectiva de los ARNm. El control traduccional proporciona a la célula 

una herramienta muy sofisticada para modular la producción de 

proteínas clave en un modo independiente del núcleo celular. En este 

sentido, cada vez existen más datos que sugieren que alteraciones 

en esta regulación contribuyen a la pérdida del control del ciclo 

celular y a la aparición de tumores (Clemens, 2004). 

 

El control de la traducción ocurre fundamentalmente a nivel de la 

iniciación de la síntesis de proteínas. Dos fases en el proceso de 

iniciación de la traducción parecen estar implicados en la 

transformación celular: 1) La unión del ARNt iniciador a la subunidad 

menor del ribosoma , mediado por el factor de iniciación eIF2 y 2) La 

unión de la subunidad menor del ribosoma al extremo 5´del ARNm 

mediado por eIF4E y sus factores asociados. Ambas fases de 

iniciación de la síntesis de proteínas parecen ser relevantes en la 

regulación del crecimiento celular, ya que tanto eIF2 como eIF4E se 

encuentran a menudo sobre-expresados en carcinomas de pecho, 
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tiroides y linfomas no Hogdkins así como en otros tumores 

(Rosenwald, 2004). 

 

El papel de eIF4E y alguno de sus factores asociados en la iniciación 

y progresión tumoral está bien establecido. Se conoce por ejemplo 

que la sobre-expresión de eIF4E induce la transformación de células 

NIH-3T3 (Lazaris-Karatzas et al., 1990). La implicación de eIF2 en la 

tumorogénesis, aunque menos estudiada, también está bien 

fundamentada. eIF2 se regula negativamente por fosforilación de su 

subunidad α en la serina 51. Esta fosforilación ocurre también en 

respuesta a la privación de factores de crecimiento, nutrientes, 

diferentes situaciones de stress (osmótico, oxidativo, altas 

temperaturas, etc) e infecciones virales (Clemens, 2001). La 

fosforilación resulta en una disminución de la actividad del factor eIF2 

y en la subsecuente reducción en la síntesis de proteínas. Las 

evidencias disponibles que asignan un papel a la fosforilación de 

eIF2 en la oncogénesis son las siguientes: 1) la expresión de un 

inhibidor de la fosforilación de eIF2 o el mutante no fosforilable de 

eIF2 S51A inhiben la apoptosis (Srivastava et al., 1998), 2) la 

expresión del mutante no fosforilable de eIF2 S51A induce un 

fenotipo transformado (Srivastava et al., 1998) y 3) la citotoxicidad de 

algunos agentes antitumorales en fase experimental se media a 

través de la fosforilación de eIF2α (Aktas et al., 1998). En eucariotas 

superiores, el estado de fosforilación de eIF2α se controla por al 

menos cuatro serina/treonina proteína quinasas : HRI, GCN2, PKR y 

PERK. De todas ellas, probablemente la más relevante en relación 

con la transformación maligna es la proteína quinasa inducible por 

interferón PKR. Así, se han detectado reordenamientos genéticos en 
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el locus de PKR para un tipo de leucemias linfocíticas murinas. Por 

otro lado, la expresión de mutantes dominantes negativos de PKR 

produce un fenotipo transformado en fibroblastos murinos, y, la 

expresión de PKR induce apoptosis o estimula la apoptosis inducida 

por otros agentes (Jagus et al., 1999). Estas evidencias, junto con el 

hecho de que el tratamiento con interferon-γ induce la actividad de 

PKR, han permitido proponer que PKR funciona como un gen 

supresor de tumor (Jagus et al., 1999).  

 

Las rutas de control de la traducción están conservadas en todos los 

organismos eucariotas, entre ellos la levadura Saccharomyces 

cerevisiae. Al igual que en mamíferos, S. cerevisiae regula la 

iniciación de la síntesis de proteínas a través del factor eIF4E, 

codificado por el gen CDC33, y de la fosforilación de eIF2α (Sui2p en 

levadura), siendo este último el mecanismo regulador más relevante. 

En levadura, la fosforilación de eIF2 controla un programa de 

expresión génica que adapta a la célula en respuesta al ayuno de 

nutrientes. A diferencia de mamíferos, S. cerevisiae sólo contiene 

una quinasa de eIF2α, codificada por el gen GCN2. Gcn2p controla 

la traducción selectiva de un factor de transcripción denominado 

Gcn4p (Hinnebusch, 2005).  

 

La traducción de GCN4 es controlada por una ruta reguladora 

llamada ruta de control general de nutrientes (GCN, de General 

Control of Nutrients), que se activa por el ayuno de aminoácidos o 

purinas (Hinnebusch 1997), limitación de glucosa o crecimiento en 

etanol (Yang et al. 2000), alta salinidad (Goossens et al. 2001), 

tratamiento con el agente alquilante metil metanosulfonato (Natarajan 
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et al. 2001) y tratamiento con rapamicina (Valenzuela et al. 2001). En 

respuesta a la escasez de nutrientes, S. cerevisiae activa la proteina 

quinasa Gcn2p, que fosforila la subunidad α de eIF2 en su serina 51 

(Hinnebusch, 2005). eIF2 es responsable de llevar el metionil-ARNt 

iniciador cargado (Met-ARNtiMet) a la subunidad pequeña (40S) del 

ribosoma en el primer paso de la iniciación de la traducción. Este 

ARNt cargado se une al ribosoma en forma de un complejo ternario 

que contiene el propio Met-ARNtiMet y GTP y luego se libera en forma 

de complejo binario eIF2-GDP. El factor eIF2B es el encargado de 

reciclar el eIF2-GDP de nuevo en eIF2-GTP. La fosforilación de 

eIF2α transforma a eIF2-GDP de sustrato a inhibidor de eIF2B, lo que 

impide la formación del complejo ternario (Figura 5). Esta reducción 

de la cantidad de complejo ternario no es responsable de una 

inhibición sustancial de la síntesis proteica, pero sí del aumento de la 

traducción de GCN4 (Hinnebusch, 1997). eIF2B está formado por 

cinco subunidades, codificadas por cuatro genes esenciales y uno no 

esencial: GCN3. Gcn3p es la subunidad reguladora, así que un 

mutante ∆gcn3 es incapaz de activar la traducción de GCN4 en 

condiciones de ayuno ya que eIF2B se hace resistente a la inhibición 

por por eIF2α fosforilado (Bushman et al. 1993). 

 

La regulación traduccional de GCN4 se consigue a través de cuatro 

marcos abiertos de lectura localizados en la región 5’- no traducida 

del ARNm de GCN4 (uORFs, de untranslated Open Reading 

Frames), que lo hacen extremadamente sensible a los niveles de 

eIF2. Cuando no existe limitación de nutrientes, los niveles de eIF2 

activo son elevados y las uORFs bloquean la traducción de GCN4. 

En células con ayuno de aminoácidos se produce un acúmulo de 
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ARNt descargados que activan a Gcn2p. La fosforilación de eIF2 en 

su subunidad α por Gcn2p, disminuye los niveles de eIF2 activo que 

alivian la inhibición de las uORFs, favoreciéndose la traducción 

selectiva de GCN4 a la vez que se produce un bloqueo general de la 

traducción (Hinnebusch and Natarajan, 2002). Así, los altos niveles 

de la proteína Gcn4p activan la expresión de genes que codifican 

proteínas de las rutas de biosíntesis de aminoácidos. 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5. Modelo para el control traduccional de GCN4 mediante la 

fosforilación de eIF2α por Gcn2p (Modificado a partir de Hinnebusch, 2005) 
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Existen ciertas formas de daño al ADN que son capaces de activar la 

ruta de control general de nutrientes aun en ausencia de ayuno de 

aminoácidos (Natarajan K et al., 2001). Recientes hallazgos en 

nuestro laboratorio indican que la quinasa Gcn2p contribuye al 

mecanismo de control de daño al ADN en S. cerevisiae (Menacho-

Márquez et al., 2007), y resultados similares se han obtenido en 

estudios de ciclo celular en levadura de fisión tras radiación 

ultravioleta (Tvegård T et al., 2007). En células de mamíferos, las 

quinasas GCN2 y PERK actúan cooperativamente regulando la 

fosforilación de eIF2α en condiciones de estrés de retículo 

endoplásmico (Hamanaka R et al., 2005). Este aumento en la 

fosforilación de eIF2α se ha asociado con la activación de p53 y el 

concomitante arresto de ciclo (Zhang F et al., 2006). Así, el papel de 

las rutas de control traduccional en la regulación de los controles de 

ciclo parece estar conservado en la evolución.  
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1- Caracterización de las respuestas celulares activadas por el 

tratamiento con beta-lapachona  en la levadura S. cerevisiae. 

 

2- Identificación del mecanismo de control de ciclo activado por beta-

lapachona. 

 

3- Identificación de las dianas moleculares responsables de estos 

efectos.  
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1. CULTIVO Y MANIPULACIÓN CELULAR 

1.1 Bacterias 
 

Para el cultivo y manipulación de bacterias se siguieron métodos 

estándar (Sambrook and Russell, 2001). El medio de cultivo utilizado 

ha sido: 

 

Medio LB: (Luria Bertani) 

Extracto de levadura         0,5% 

Triptona-Peptona    1% 

Cloruro sódico   1% 

Bacto-Agar (si es preciso)  2% 

 

En caso de necesitarlo suplementamos el medio con Ampicilina 

(AppliChem) a una concentración final de 100 µgr/ml. 

 

1.2 Levaduras 
 
Las cepas de levadura utilizadas en la presente tesis doctoral se 

muestran en la Tabla 2. El cultivo y manipulación de levaduras se 

llevó a cabo siguiendo métodos estándar (Prinz W, 2003). Los 

medios de cultivo utilizados han sido: 

 

Medio YPD: (Yeast extract – Peptone – Dextrose, medio complejo) 

Extracto de levadura  1% 

Peptona    2% 

Glucosa (dextrosa)   2% 
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En los casos en que la fuente de carbono fuera otra diferente a 

glucosa, ésta se ha reemplazado por la cantidad correspondiente 

(2%) de galactosa, rafinosa o etanol. 

 

Medio SD: (Synthetic Defined, medio mínimo) 

Yeast Nitrogen Base sin aminoácidos (Difco)  0,7% 

Glucosa          2% 

Ácido Succínico (ajustado a pH 5,5 con Tris)          0,59% 

 

Para el crecimiento de cepas auxótrofas suplementamos el medio 

con las siguientes concentraciones de aminoácidos y bases 

nitrogenadas: 

Aminoácidos (excepto Histidina)   100 µgr/ml 

Histidina y bases nitrogenadas     30 µgr/ml 

 

En ambos casos se añadió Bacto-Agar (Difco) al 2% para la 

preparación de medios sólidos.  

 

ENSAYOS DE CRECIMIENTO EN MEDIO SÓLIDO (“GOTEOS”) 

Realizamos diluciones decimales seriadas de cultivos líquidos de 

distintas cepas de levadura y transferimos aproximadamente 3 µl de 

cada dilución, con la ayuda de un replicador (Sigma), a placas de 

medio sólido con las condiciones diferenciales a estudiar. 

Posteriormente incubamos las placas entre 2 y 5 días. En el análisis 

del crecimiento tuvimos en cuenta tanto la mayor dilución a la cual 

aún se observa crecimiento como el tamaño de colonia. 
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ENSAYOS DE CRECIMIENTO EN MEDIO LÍQUIDO 

La capacidad de crecimiento de cultivos de levadura en medio líquido 

se cuantificó a lo largo del tiempo midiendo la densidad óptica a 660 

nm de dichos cultivos (Burke et al. 2000). 

Los cultivos realizados en microplacas se registraron mediante un 

analizador Bioscreen C (Thermo Labsystems). Medimos la densidad 

óptica con un filtro de banda ancha (420-580 nm) para reducir la 

contribución del medio a la lectura de absorbancia. La temperatura 

de crecimiento fue 28,5ºC y los cultivos fueron sometidos a agitación 

vigorosa durante los 20 segundos previos a la lectura de 

absorbancia. Esta lectura se llevó a cabo cada 20 minutos durante 

las 24, 48 ó 72 horas que duró el experimento.  

En todos los casos se utilizaron cultivos de levadura en fase 

exponencial de crecimiento (absorbancia a 660nm entre 0,5 y 1), los 

cuales se diluyeron veinte veces en cada una de las condiciones 

analizadas. Con el propósito de simplificar las gráficas, las curvas de 

crecimiento con distintas dosis de droga fueron representadas como 

porcentaje de crecimiento en función de la dosis, calculando la 

relación de absorbancia a cada dosis respecto del control sin tratar. 

Los cálculos de IC50 se realizaron utilizando la función 

“Pharmacology” del programa Sigma Plot. 

 

ENSAYOS DE VIABILIDAD 

Para determinar el porcentaje de células viables en un cultivo líquido 

de levaduras, cuantificamos la densidad celular mediante la 

absorbancia a 660 nm, realizamos diluciones seriadas hasta tener 

una densidad de 1000 células por ml y plaqueamos 0,2 ml en placas 
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de YPD. Dos días después cuantificamos el número de colonias 

visibles. 

 

ENSAYOS DE SINCRONIZACIÓN CELULAR. 

- Sincronización con Factor α.  

Las células MATα se arrestan en fase G1 de su ciclo celular en 

respuesta a la feromona de apareamiento Factor α (Sigma). Para 

realizar los ensayos de sincronización diluimos un cultivo en fase 

exponencial de crecimiento hasta una densidad óptica a 660 nm de 

0,15-0,2. Posteriormente añadimos Factor α a una concentración de 

4 µgr/ml. Para monitorizar el arresto en fase G1 del ciclo, cada 15 

minutos (pasada la primer hora y media de tratamiento) se tomó una 

muestra de cultivo y se cuantificó el número de células arrestadas 

(células normales sin yema y células con morfología de pera 

denominada shmoo). Cuando el número de células sin yema y 

shmoo alcanzó el 95% como mínimo se consideró arrestado el 

cultivo y se llevó a cabo el tratamiento correspondiente. 

 

- Sincronización con Hidroxiurea. 

Las células de levadura se arrestan en fase S de su ciclo celular por 

tratamiento con hidroxiurea (Sigma) debido a la inhibición del enzima 

ribonuclétido reductasa (Szekeres et al., 1997). Para realizar la 

sincronización en fase S, diluimos un cultivo en fase exponencial 

hasta una densidad óptica a 660 nm de 0,2 y añadimos hidroxiurea 

hasta una concentración de 0,2M. Para monitorizar el arresto se 

tomó muestra de cultivo y se cuantificó el número de células 

arrestadas (arresto visualizado como dos células de igual tamaño 
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unidas por un único núcleo). Cuando el número de células arrestadas 

fue mayor al 95% se consideró arrestado el cultivo. 

 

- Sincronización con Nocodazol. 

El nocodazol es un fármaco anti-mitótico que inhibe la polimerización 

de unidades libres de tubulina al unirse al residuo de arginina de la 

subunidad beta-tubulina, produciendo en levadura un arresto en la 

fase G2 del ciclo celular (Wang and Burke, 1995). 

Para realizar la sincronización en fase G2, diluimos un cultivo en fase 

exponencial hasta una densidad óptica a 660 nm de 0,2 y añadimos 

2 µg/ml de nocodazol (Sigma). Para monitorizar el arresto 

(transcurrida la primer hora y media de tratamiento) se tomó muestra 

de cultivo y se cuantificó el número de células arrestadas (arresto 

visualizado como dos células unidas, de igual tamaño). Cuando el 

número de células arrestadas fue mayor o igual al 90% se consideró 

arrestado el cultivo. 

 

- Liberación del arresto. 

Para cuantificar la reentrada de las células en el ciclo celular, el 

cultivo arrestado se lavó con suero salino (NaCl al 0,9% en agua 

destilada) dos veces y se resuspendió en el medio de cultivo 

correspondiente sin la droga utilizada para el arresto. A diferentes 

tiempos se tomó 1 ml de cultivo que se fijó con 75 µL de 

formaldehído. En el microscopio se cuantificó el número de células 

sin y con yema que presentaba el cultivo.  
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Figura 6. Representación esquemática del ciclo celular de levadura y los 

distintos arrestos. 

 

MEDICIÓN DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO 

La concentración de radicales libres intracelulares se detectó a través 

del método de la dihidrorrodamina 123 (Madeo et al. 1999). Las 

células de levadura en fase de crecimiento exponencial fueron 

centrifugadas y lavadas dos veces con agua para eliminar restos de 

medio de cultivo. Posteriormente las células se resuspendieron en 1 

ml de agua destilada a la cual se agregó 5 µg de dihidrorrodamina 

(SIGMA) a partir de una solución de partida preparada a 2,5 mg/ml 

en etanol. Al tiempo de la adición de la rodamina también se agregó 

el tratamiento oportuno. La generación de radicales libres fue 
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monitorizada analizando los espectros de fluorescencia entre 500 y 

550 nm en fluorímetro Perkin Elmer, LS50B.  

 

ENSAYOS DE REPARACIÓN DE ROTURAS DE DOBLE BANDA 

EN EL ADN POR UNIÓN DE EXTREMOS 

La capacidad de las células de levadura de reparar roturas de doble 

banda en el ADN fue valorada de acuerdo al método descrito por 

Schiestl y Gietz (1989). En este tipo de ensayo la endonucleasa de 

restricción HindIII fue utilizada para generar roturas de doble banda 

dentro de una región del plásmido YCplac33, el cual no presenta 

homología con secuencias cromosomales. Muestras de plásmido sin 

digerir y de plásmido completamente digerido fueron utilizadas para 

transformar cepas de levadura, y el número de transformantes 

obtenido se cuantificó por contaje de las colonias capaces de crecer 

en medio selectivo. Para normalizar posibles diferencias en las 

eficiencias de transformación entre distintas cepas de levadura, las 

transformaciones con plásmido digerido y superenrollado fueron 

llevadas a cabo siempre en paralelo realizándose al menos 8 

repeticiones de cada ensayo. Así la eficiencia de transformación 

utilizando plásmido linearizado normalizada con la correspondiente a 

plásmido sin cortar provee una estimación cuantitativa de la 

capacidad de reparación de daños de doble banda en el ADN de 

diferentes cepas de levadura.  
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TABLA 2. Lista de cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas 

 
Nombre Genotipo relevante Referencia 
 
W303.1a 

 
MATa leu2-3,112 his3-11 ura3-1 
ade2-1trp1-1 can1-100  

 
De la Torre-Ruiz 
et al., 1998 

mec1-1 W303.1a, mec1-1  
∆tel1  W303.1a, tel1::URA3  
∆rad9  W303.1a, rad9::HIS3  
∆rad24  W303.1a, rad24::URA3  
rad53.11  W303.1a, rad53-11  
∆rad17  W303.1a, rad17::URA3  
∆mec3  W303.1a, mec3::TRP1  
sml1  W303.1a, sml1-1 D’Amours D and 

Jackson SP, 2001 
∆mec1  sml1 sml1-1, mec1::TRP1  
∆tel1  sml1  sml1-1, tel1::HIS3  
∆mec1 ∆tel1 
sml1  

sml1-1, mec1::TRP1 tel1::HIS3  

∆xrs2  W303.1a, xrs2::LEU2  
∆mre11  W303.1a, mre11::HIS3  
∆rad50  W303.1a, rad50::TRP1  
∆xmr  W303.1a, xrs2::LEU2 re11::HIS3 

rad50::TRP1 
 

∆rad52  W303.1a, rad52::loxP-kanMX-
loxP 

Grenon M et al., 
2001 

∆rad52 ∆ku80  rad52::loxP-kanMX-loxP 
ku80::URA3 

 

∆ku80  W303.1a, ku80::URA3  
∆rad14 W303.1a, rad14::URA3  
∆rad23 W303.1a, rad23::URA3  
∆xrs2 ∆mec1 
sml1 

sml1-1, mec1::TRP1 xrs2::LEU2 D’Amours D and 
Jackson SP, 2001 

∆xrs2 ∆tel1 sml1 sml1-1, tel1::HIS3 xrs2::LEU2  
∆xrs2 ∆tel1 
∆mec1 sml1 

sm1-1, xrs2::LEU2 tel1::HIS3 
mec1::TRP1 

 

sml1 XRS2-HA sml1-1 pYPGE15-XRS2-HA Menacho-
Márquez et al., 
2006 

∆mec1 sml1  
XRS2-HA 

sml1-1, mec1::TRP1  
pYPGE15-XRS2-HA 
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∆tel1 sml1  
XRS2-HA 

 
sml1-1, tel1::HIS3 pYPGE15-
XRS2-HA 

 

BY4741 MATa, leu2∆0, his3∆0, met15∆0, 
ura3∆0 

EUROSCARF 

∆top1 BY4741, top1::KANMX4  
∆top3 BY4741, top3::KANMX4  
top2-1 W303.1a, top2-1 Brill SJ et al., 

1988 
∆nde1 BY4741, nde1::KANMX4 EUROSCARF 
∆nde2 BY4741, nde21::KAN2MX4  
∆oye2 BY4741, oye2::KANMX4  
∆oye3 BY4741, oye3::KANMX4  
∆aif1 BY4741, aif1::KANMX4  
∆cbr1 BY4741, cbr1::KANMX4  
∆mcr1 BY4741, mcr1::KANMX4  
∆lpd1 BY4741, lpd1::KANMX4  
∆ku80 BY4741, ku80::KANMX4  
∆gcn1 BY4741, gcn1::KANMX4  
∆gcn2 BY4741, gcn2::KANMX4  
∆gcn3 BY4741, gcn3::KANMX4  
∆gcn4 BY4741, gcn4::KANMX4  
∆gcn20 BY4741, gcn20::KANMX4  
GCN2c BY4741, GCN2c-M719V-E1537G Menacho-

Márquez et al., 
2007 
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2. PREPARACIÓN DE DROGAS Y TRATAMIENTOS 
 
2.1 Preparación de drogas 
 

Beta-lapachona (3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-nafto[1,2-b]pirano-5,6-

diona; SIGMA) se disolvió a una concentración de 10mg/ml 

(equivalente a 41mM) en DMSO, separada en alícuotas y 

conservada a -80°C hasta su utilización. En todos los tratamientos 

esta solución de partida fue diluida en el medio de cultivo a la 

concentración deseada. La concentración final de DMSO nunca fue 

superior al 0,1%. 

 

MMS (SIGMA) es un poderoso mutágeno del ADN que transfiere 

grupos metilo a las bases nitrogenadas (Chang M et al., 2002). En 

todos los casos este compuesto fue diluido en YPD a una 

concentración final de 0,1% (v/v). 

 

Phleomicina (de Streptomyces verticillos;  SIGMA)  es un 

glicopéptido radiomimético, estructuralmente relacionado al 

antibiótico bleomicina. Phleomicina bloquea la entrada en fase-S del 

ciclo celular y produce daños en el ADN (He C et al., 1996). Este 

compuesto fue disuelto en agua a una concentración de 20 mg/ml y 

conservado a -80°C hasta su utilización. 

 

Hidroxiurea es un inhibidor específico de la síntesis de ADN y un 

agente antineoplásico específico de fase-S (Szekeres T et al., 1997). 

El mecanismo de acción de hidroxiurea involucra la inhibición del 

enzima ribonucleótido reductasa, impidiendo la síntesis de 
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desoxirribonucleótidos a partir de ribonucleótidos. En todos los casos 

la cantidad de hidroxiurea necesaria se pesó y agregó directamente 

al medio de cultivo. 

 

Nocodazol (o metil [5-(2-tienil-carbonil)-1H-benzimidazol-2-yl]-

carbamato) es una droga anticáncer que interfiere con la función de 

los microtúbulos en la mitosis, probablemente porque su unión 

directa a tubulina causa cambios conformacionales en esta proteína. 

En nuestros estudios el nocodazol fue disuelto en DMSO a una 

concentración de 10 mg/ml y almacenado a -20°C hasta su 

utilización. En todos los casos fue agregado directamente al medio 

de crecimiento a la dosis indicada. 

 

El dicumarol (3,3′-metilen bis(4-hidroxicumarina)) es un 

anticoagulante que interfiere con la vitamina K, y que además es 

bioquímicamente utilizado como inhibidor de reductasas (Edwards Y 

et al., 1980; Cullen J et al., 2003) . Este compuesto fue preparado en 

agua a una concentración de 5 mM con el agregado de una alícuota 

de NaOH para favorecer su disolución. Una vez disuelto, se conservó 

a -20°C durante no más de una semana. 

 

 2.2 Ensayos de sensibilidad a drogas  
 
Los tratamientos con beta-lapachona se realizaron por exposición 

directa de los cultivos a la concentración deseada de la droga, 

llevando como control un volumen idéntico del mismo cultivo tratado 

con la cantidad equivalente de DMSO. Tanto en los ensayos de 



Materiales y métodos                                                                                                  _ 

 60 

viabilidad como en los de ciclo celular, los tratamientos se realizaron 

durante una hora.  

 

Los tratamientos con radiación ultravioleta de células en placa se 

llevaron a cabo exponiendo las mismas a una radiación de 254 nm 

(50 J/m2) durante 10 segundos (UV Stratalinker 1880, Stratagene). 
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3. TÉCNICAS DE TRANSFERENCIA GÉNICA 
 
3.1 Preparación de células competentes de bacteria  
 
En todos los casos, las células bacterianas empleadas en los 

ensayos de esta tesis correspondieron a la cepa de Escherichia coli 

XL1blue. Para la preparación de células competentes utilizamos el 

método de los cationes divalentes (Hanahan D, 1986) que otorga una 

eficiencia de unos 103-104 transformantes por nanogramo de 

plásmido. Para ello enfriamos unos minutos en hielo un cultivo de 

300 ml de bacterias en fase exponencial. Centrifugamos 10 min. a 

5000 rpm en centrífuga refrigerada (4ºC), y resuspendimos las 

células en 60 ml de medio RF1 frío. Dejamos 30 min. en hielo y 

volvimos a centrifugar 10 min. a 5000 rpm. Resuspendimos de nuevo 

las células, con ayuda de un vórtex, en 10 ml de medio RF2 frío. 

Dejamos en hielo 15 min. y distribuimos posteriormente en alícuotas 

de 50 µL en microtubos estériles. Congelamos las alícuotas 

rápidamente y conservamos a -80ºC hasta su uso. 

 

Medio RF1: 

RbCl    0,1 M 

MnCl2 · H2O   50 mM 

CaCl2 · H2O   10 mM 

Glicerol   15% 

Acetato potásico  30 mM (pH 7,5 con acético) 

 

Mezclar y ajustar a pH 5,8 con ácido acético 0,2 M. 
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Medio RF2: 

RbCl    10 mM 

CaCl2    75 mM 

Glicerol   15% 

MOPS    10 mM (pH 6,8 con NaOH) 

 

Mezclar y ajustar a pH 6,8 con NaOH 1M. 

 
3.2 Transformaciones en bacteria 
 
Para las transformaciones de bacteria utilizamos un protocolo 

sencillo estándar de transformación por choque térmico (Hanahan D, 

1986). Se mezclaron 3 µL del ADN de interés con 50 µL de bacterias 

competentes en glicerol 15%. Después de incubar 30 minutos en 

hielo, la mezcla se calentó a 42ºC durante 50 segundos y se volvió a 

poner en hielo 1 minuto. Tras 1 hora recuperándose en LB líquido se 

sembraron en LB-agar con antibiótico.  

 

3.2 Transformaciones en levadura 
 
Para la transformación de levadura se recurrió al método del litio 

(Gietz R et al. 1995). Las células en fase exponencial con una 

densidad óptica cercana a 1 (medida como absorbancia a 660nm) se 

centrifugaron y lavaron dos veces con agua estéril. Posteriormente 

se trataron con acetato de litio 100 mM. Después se mezclaron 50 µL 

de estas células con 1-5 µL del ADN a introducir en la célula en una 

solución conteniendo acetato de litio 100 mM, Polietilenglicol (PEG) 

4000 al 40%, y 2 mg/ml de ADN monocatenario. La mezcla se incubó 
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30 minutos a 30ºC y luego se le aplicó un choque térmico de 42ºC 

durante otros 30 minutos. Pasado ese tiempo se sembró en el medio 

selectivo correspondiente. 

 

Los plásmidos utilizados tanto en la transformación de bacterias 

como en la de levaduras se encuentran listados y descritos en la 

Tabla 3. 

 
 
Tabla 3. Plásmidos utilizados. 
 
Nombre Descripción Referencia 
 
pYPGE15 

 
Vector de expression en 
levadura diseñado para 
clonación direccional de 
ADNc. 

 

Brunelli JP, Pall 

ML. 

pYPGE15-
XRS2-HA 

Construcción diseñada para 
la expresión de Xrs2p 
fusionada al epítope HA 

Menacho-

Márquez M, 

Murguía JR. 

P180 Región 5’ no traducida (5’-
UTR) del ARNm de GCN4 
fusionada a lacZ en YCp50 

Yang, Wek et al.  

YCplac33 Vector centromérico derivado 
del pUC19 

Gietz RD, Sugino 

p1052 Plásmido que contiene el 
alelo GCN2 M719V-E1537G 

Ramirez et al. 
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4. TÉCNICAS DE MANIPULACIÓN GÉNICA 
 
4.1 Generación de plásmidos 
 
Para generar el plásmido pYPGE15-XRS2-HA hemos clonado el 

fragmento kpnI-SalI del plásmido YCpT-XRS2-HA (gentilmente 

cedido por el Dr. Katsunori Sugimoto). Dicho fragmento, que contiene 

el gen XRS2 marcado con el epítope HA en su extremo C-terminal, 

fue introducido en el vector pYPGE15 (Bruneli and Pall, 1993) 

linearizado con las mismas enzimas. 

 

El estado de la construcción se chequeó por análisis de restricción 

utilizando métodos estándares y se comprobó la expresión de la 

proteína marcada con el tamaño apropiado. Paralelamente se 

comprobó que la construcción complementara los fenotipos de 

sensibilidad al daño al ADN del mutante nulo ∆xrs2.   

  
4.2. Generación de la cepa mutante GCN2c 
 
Hinnebusch y colaboradores han generado recientemente una 

colección de mutantes constitutivos de la proteína quinasa Gcn2p 

(Ramírez et al., 1992). Cuando se sobreexpresan, estos mutantes 

son letales en levadura, y su letalidad depende de la iniciación de la 

síntesis de proteínas ya que se rescata en un mutante no fosforilable 

de eIF2 .  

 

Con el objeto de construir una cepa mutante de la quinasa Gcn2p 

que presente una actividad constitutivamente elevada en el fondo 
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genético utilizado en esta tesis, aislamos el fragmento XbaI-SalI de 

6,6 Kpb, a partir de un plásmido gentilmente cedido por el Dr. 

Hinnebusch, que porta la secuencia completa del gen GCN2c-M719V-

E1537G. Esta secuencia  presenta dos cambios aminoacídicos: una 

valina por una metionina en la posición 719 y una glicina por un 

glutamato en la 1537 (Figura 7). La secuencia de interés fue 

purificada por técnicas estándares de laboratorio y utlizada para 

integrar el alelo hiperactivo en un mutante ∆gcn2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 7. Representación esquemática de la estrategia de reemplazo alélico 

para generar el mutante GCN2c. En la parte superior se marcan las 

sustituciones de aminoácidos que rinden el alelo hiperactivo. Abreviaturas: 

GCN1, dominio de unión a Gcn1p; ϕPK, dominio pseudoquinasa de función 

desconocida; PK, dominio con actividad quinasa; HisRS, sitio de unión a 

tARNs; CTD, dominio de dimerización y unión a ribosoma; X, XbaI; E, 

EcoRI; H, HindIII; K, KpnI; C, BclI; B, BamHI; P, PvuI; S, SalI. 
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Posteriormente los integrantes fueron seleccionados en medio 

mínimo suplementado con 5-metil triptófano con el objeto de 

favorecer el crecimiento del mutante con la ruta de control 

traduccional constitutivamente activa (Niederberger et al., 1986). Así, 

las cepas con el alelo GCN2c fueron chequeados por su defecto de 

crecimiento, su capacidad de crecer en presencia de 5-metil 

triptófano, los altos niveles de expresión de la construcción 

GCN4::LacZ tras ser transformados con el plásmido p180, y por un 

incremento en la fosforilación del factor eucariótico de iniciación de la 

traducción eIF2 en su subunidad alfa con respecto a la cepa silvestre 

BY4741. 
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5. OBTENCIÓN DE EXTRACTOS PROTEICOS 
 
5.1 Extractos proteicos de levadura para transferencia a 
membrana 
 
Para obtener extractos proteicos de levadura que luego se 

someterían a electroforesis e inmunodetección se siguió el método 

del ácido tricloroacético (TCA) (Wright et al. 1989). Para ello, cultivos 

en fase exponencial, sometidos o no a los tratamientos a estudiar, se 

centrifugaron y, una vez eliminado el sobrenadante, se 

resuspendieron en ácido tricloroacético al 20%. Las células se 

rompieron mediante la adición de bolas de vidrio de 0,5 mm de 

diámetro y posterior agitación con vórtex. El extracto se centrifugó de 

nuevo y se resuspendió en un volumen igual de tampón de carga de 

proteínas 2X (tris-HCl 62,5 mM pH 8,7, SDS 2%, β-mercaptoetanol 

5%, glicerol 10% y azul de bromofenol 0,01%). La muestra se hirvió 

durante 5 minutos, se volvió a centrifugar y se conservó el 

sobrenadante (Laemmli 1970). 

 

En el caso de preparación de extractos proteicos para la posterior 

inmunodetección de la forma fosforilada de eIF2α, las fracciones de 

cultivo en fase exponencial se centrifugaron y resuspendieron 

inmediatamente en tampón de carga de proteínas 2X. Las muestras 

se hirvieron durante 10 minutos y se congelaron a -80 grados hasta 

su utilización. 
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6. ELECTROFORESIS Y TÉCNICAS DE DETECCIÓN DE 
PROTEÍNAS 
 
6.1 Electroforesis de proteínas 
 

La separación de proteínas por electroforesis se llevó a cabo en 

condiciones desnaturalizantes en geles discontinuos de 

poliacrilamida y SDS (SDS-PAGE), utilizando el sistema MiniProtean 

3 (BioRad). Estos geles constan de una zona superior de 

concentración (acrilamida:bisacrilamida 30:0,8 al 6%, tris-HCl 125 

mM pH 6,8, SDS 0,1%) y una zona inferior de resolución 

(acrilamida:bisacrilamida 30:0,8 al 7-15% según el tamaño de las 

proteínas a separar, tris-HCl 375 mM pH 8,8, SDS 0,1%). Cuando la 

técnica se empleó para posterior inmnodetección de Rad53p o 

histona H2A, las relaciones archilamida:bisacrilamida fueron 80:1 y 

29:1 respectivamente. En todos los casos, la electroforesis se realizó 

a diferencia de potencial constante de 120 V en tampón de 

electroforesis SDS-PAGE 1X (glicina 192 mM, trizma base 25 mM y 

SDS 0,1%)., y se utilizaron marcadores preteñidos de peso 

molecular: Kaleidoscope (6,9-201 kDa, BioRad), Precision Plus Dual 

color (6,9-201 kDa, BioRad) y Page Ruler (11-170 kDa, Fermentas).  

 

6.2 Transferencia a membrana 
 
Para la transferencia a membrana se utilizó el set Mini-Trans Blot 

(BioRad) y tampón de transferencia (tampón de electroforesis SDS-

PAGE 1X, metanol 20%). La transferencia se realizó a intensidad 

constante de 170-190 mA durante 45-70 minutos con refrigeración. 
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En todos los casos la transferencia se llevó a cabo utilizando 

membranas de nitrocelulosa (Protran, Schleicher & Schüell), la 

cuales fueron previamente embebidas en el mismo tampón utilizado 

para la transferencia. 

 
6.3 Tinción de membranas con Ponceau S 
 
Esta técnica se utilizó para comprobar la eficiencia de transferencia a 

membrana y como control interno de carga (Korotzer et al. 1961). Se 

sumergieron las membranas en la solución colorante (Ponceau S 

(Sigma) al 0,1%, ácido acético al 5%) durante unos minutos con 

agitación. El exceso de colorante se retiró con agua destilada. 

 

6.4 Inmunodetección de proteínas transferidas a membrana 
 
Las membranas se bloquearon en agitación durante un mínimo de 

dos horas con leche desnatada (Regilait) al 0,5-2%, dependiendo de 

la especificidad del anticuerpo usado, disuelta en tampón TBS (50 

mM Tris-HCl pH 7,6; 3 mM KCl y 200 mM NaCl) con Tween 0,05-

0,1%, en función también del anticuerpo (Johnson et al. 1984). La 

inmunodetección (Harlow and Lane 1988) comenzó con la incubación 

de la membrana con el anticuerpo primario correspondiente (Tabla 
4), diluido en TBS-Tween (TBS-T), con agitación durante toda la 

noche a 4ºC. 

 

Después de la incubación con el anticuerpo primario, la membrana 

se sometió a tres lavados de 10 minutos cada uno en TBS-T-Leche 

con agitación a temperatura ambiente. Posteriormente la membrana 
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se incubó durante 30-60 minutos a temperatura ambiente y en 

agitación con el correspondiente anticuerpo secundario (anti-IgG de 

conejo o ratón según el anticuerpo primario usado, conjugado a 

peroxidasa, BioRad) diluido 1:20000 en TBS-T-Leche. El exceso de 

anticuerpo se retiró con tres lavados de 10 minutos cada uno con 

TBS-T. La detección se realizó usando un sistema de 

quimioluminiscencia (ECL Plus Western Blotting Detection System, 

Amersham Biosciences) según recomendaciones del fabricante. La 

señal se analizó utilizando películas de rayos X (Biomax Light-1, 

Kodak). 

 
TABLA 4: Lista de anticuerpos utilizados. 
 
 

Nombre Descripción Origen 
 
Anti Rad53p 

 
Reconoce la quinasa Rad53p 

 
De la Torre-
Ruiz et al., 
1998) 

Anti-HA Monoclonal de ratón (12CA5) que 
reconoce el epítope HA 
(hemaglutinina del virus de la 
influenza) 

ROCHE 

Anti Fosfo-H2A Reconoce la serina 129 fosforilada 
de la histona H2A 

Abcam 
 

Anti H2A Reconoce histona H2A Abcam 
Anti Fosfo-
eIF2α 

Reconoce la serina 51 fosforilada 
de la subunidad α del factor 
eucariótico de iniciación 2 (eIF2) 

Cell Signaling 
Technology 

Anti IgG de 
conejo 

Anticuerpo conjugado a peroxidasa 
de rábano 

BioRad 

Anti IgG de 
ratón 

Anticuerpo conjudado a peroxidasa 
de rábano 

Abcam 
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7. GENÓMICA FUNCIONAL 
 

7.1 Extracción y marcaje del ARN de levadura 
 

Los cultivos de levadura fueron crecidos hasta fase exponencial y 

tratados durante una hora con DMSO o 4µg/ml de beta-lapachona, y 

las células fueron colectadas por centrifugación e inmediatamente 

congeladas a -80 grados. 

 

El ARN total se extrajo por métodos estándares y para las 

hibridizaciones se marcaron por método indirecto, por incorporación 

de 5-(3-aminoalil)-2-deoxi-UTP (aa-dUTP) en ADNc de monocadena 

mediante transcripción reversa. Para cada reacción se utilizó ARN 

Poli(A) (500 ng), usando tanto oligo-dT como nonámeros 

randomizados para primar la reacción de la transcriptasa reversa. La 

síntesis de la monocadena de ADNc se llevó a cabo durante 3 horas 

a 42 grados con transcriptasa reversa Superscript II (Invitrogen), y el 

ADNc fue purificado con columnas Qiaquick (Qiagen). El 

acoplamiento del aa-ADNc al fluoróforo Cye éster se llevó a cabo en 

oscuridad utilizando Cy3 o Cy5 CyDye NHS-ester (Amersham) y el 

ADNc marcado se purificó por columnas Qiaquick. El correcto 

marcaje se comprobó mediante análisis en geles de agarosa. 

 

7.2 Micromatrices, hibridizaciones y análisis de las imágenes 
 
Las micromatrices fueron cedidas por el Dr. Joaquín Ariño del Institut 

de Biotecnología i Biomedicina, Universidad Autónoma de Barcelona, 

y los datos fueron depositados en NCBIs Gene Expresión Ómnibus 
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(GEO, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) y pueden consultarse a 

través del número de acceso GSE8111. 

 

La hibridización de las micromatrices se realizó manualmente 

utilizando cámaras de hibridización Telechem, siguiendo las 

intrucciones del proveedor. De manera resumida, la prehibridización 

fue de 30 minutos en presencia de 0,1% SDS y 0,1 mg/ml de BSA, y 

la hibridización se realizó durante toda la noche a 50 grados en 

presencia de 0,1% SDS y 0,1 mg/ml de ADN de esperma de salmón. 

Las matrices fueron lavadas a 42 grados y secadas en centrífuga de 

mesa (5 minutos a 600 g). 

 

La imagen de las micromatrices se registró a través de un scanner 

(Axon Instruments) a una resolución de 10 µm. Las imágenes se 

analizaron y normalizaron usando el programa GenePix de Axon 

Instruments. Sólo se seleccionaron los puntos con intensidad 

(sustraída la señal base) mayor que dos veces la media de base en 

al menos un canal. La normalización y el análisis de los datos se 

llevó a cabo utilizando programas Acuity (Axon Instruments) y/o SAM 

(Tusher et al., 2001). En cualquier caso, un gen se consideró 

diferencialmente regulado cuando su expresión fue al menos 1,5 

veces mayor o menor que en el control (FDR<6%). 

 

7.3 Análisis de los genes con cambios en expresión de 
significancia estadística. 
 
Los grupos de genes que muestran inducción o represión tras el 

análisis realizado según el apartado anterior, se analizaron a través 
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del uso de las bases de datos Gene Ontology y  FatiGo plus de 

Babelomics (Al-Shahrour et al., 2006) con el objeto de detectar 

categorías funcionales de procesos biológicos sujetos a cambios por 

el tratamiento utilizado.  

 

Para detectar grupos de genes bajo control de factores de 

transcripción comunes se ha utilizado la base de datos Yeastract 

(Yeast Search for Transcriptional Regulators And Consensus 

Tracking; Texeira et al.,2006). 
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1. Caracterización de los efectos de beta-lapachona en 
levaduras. 
 

1.1. Efectos sobre crecimiento y viabilidad celular. 
 

Previos reportes en la bibliografía indican que beta-lapachona induce 

muerte celular y retraso en la progresión normal del ciclo celular en 

células tumorales (Li et al., 2003). Con el propósito de conocer si el 

tratamiento con beta-lapachona activa respuestas similares en 

levadura, evaluamos el crecimiento y la viabilidad de cultivos de 

levaduras en fase exponencial tratados con diferentes dosis de la 

droga. Beta-lapachona inhibió el crecimiento de cultivos de levadura 

del tipo silvestre (o WT, del inglés Wild Type; Figura 8A) y disminuyó 

la supervivencia celular (Figura 8B) en una forma dependiente de 

dosis y tiempo. 

 
1.2. Efectos sobre el ciclo celular. 
 
Con el objeto de ver los efectos de beta-lapachona sobre la 

progresión del ciclo celular en levaduras, examinamos la activación 

de las rutas de control de ciclo durante la transición G1/S en células 

sincronizadas con factor-alfa, tratadas con beta-lapachona, y 

liberadas en medio sin droga. Las células reasumían la progresión 

del ciclo celular con un significante retraso de 30 minutos en 

comparación con los controles sin tratar (Figura 9A). Cuando las 

células sincronizadas con factor-alfa se liberaban en medio en 

presencia de droga, éstas no reiniciaban la progresión del ciclo 

celular incluso tras dos horas de la liberación del arresto (Figura 9C). 
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Figura 8: A, curvas de crecimiento en microplacas (medido por Abs660 nm) 

de la cepa WT en presencia de distintas dosis de beta-lapachona. B, 

representación gráfica del porcentaje de crecimiento de la cepa a las 

distintas dosis de beta-lapachona según la información de la figura A. C, 

pérdida de la viabilidad de cultivos expuestos a diferentes dosis de beta-

lapachona 

 

 

Posteriormente investigamos la activación de los mecanismos de 

control durante la transición G2/M por beta-lapachona. Para esto 

tratamos células WT arrestadas con nocodazol, que luego liberamos 
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(Figura 9B) ya que la cinética de desaparición de células con yemas 

grandes en cultivos tratados con la droga era similar a la de los 

controles. Como prueba de la activación de este tipo mecanismo de 

control utilizamos un tratamiento con MMS en las mismas 

condiciones (Figura 9D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 9: A, análisis de la transición G1/S en cultivos de células WT tras 

una hora de tratamiento con 10 µg/ml de beta-lapachona. B, análisis de la 

transición G2/M de células WT tras una hora de tratamiento con 10 µg/ml de 

beta-lapachona. C, análisis de la entrada en fase S de células arrestadas en 

G1 y liberadas en medio en presencia de 10 µg/ml de beta-lapachona. D, 

activación del mecanismo de control de G2/M con MMS 0,1%. 
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Con objeto de evaluar si la toxicidad de la droga era específica de 

alguna fase del ciclo, analizamos la viabilidad celular tras tratamiento 

con la droga en estudio en cultivos asincrónicos y en células 

arrestadas en G1 (factor alfa), S (HU) y G2 (nocodazol). En estas 

condiciones pudimos observar que las células eran más sensibles al 

tratamiento cuando se hallaban en las fases G1 o S, observándose 

un rescate significativo en la toxicidad en células arrestadas en G2  

(Figura 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 
 
Figura 10: Viabilidad de cultivos celulares de células WT arrestados en 

distintas fases del ciclo celular y tratados durante una hora con 5 o 10 µg/ml 

de beta-lapachona.  
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Estos resultados indican que beta-lapachona es citotóxica en 

levaduras y que produce un retraso en transición G1/S del ciclo 

celular. Dado que beta-lapachona dispara respuestas similares en 

levaduras y en células tumorales, estos hallazgos validan la 

utilización de nuestro sistema modelo para llevar a cabo un análisis 

molecular de la citotoxicidad de beta-lapachona.  
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1.3. Sensibilidad de cepas mutantes con defectos en las rutas de 
control. 
 

Para caracterizar las bases moleculares de la citotoxicidad de beta-

lapachona, analizamos el comportamiento de cepas mutantes que 

presentan mecanismos de control de daño al ADN defectivos. Para 

ello realizamos diluciones seriales de estas cepas (mec1-1, ∆tel1, 

∆rad9, ∆rad24, ∆rad17, ∆mec3 y rad53-11) y las inoculamos por 

goteo en placas con beta-lapachona. De los mutantes analizados, 

sólo mec1-1 y ∆tel1 mostraron mayor sensibilidad a beta-lapachona 

(Figura 11A). 

 

Posteriormente analizamos las interacciones entre Mec1p y Tel1p 

examinando la sensibilidad de las cepas mutantes ∆mec1, ∆tel1 y 

∆mec1∆tel1. Este experimento se realizó en un fondo genético 

∆sml1 ya que la mutación de SML1 suprime la letalidad de ∆mec1. 

En este fondo genético ninguno de los mutantes simples mostró 

mayor sensibilidad a beta-lapachona (Figura 11B). Sin embargo, la 

combinación de las dos mutaciones aumentó significantemente la 

sensibilidad a la droga (Figura 11B) 

 

Para confirmar estos resultados observamos el estado de 

fosforilación de Rad53p en cultivos no sincronizados de las mismas 

cepas mutantes tras exposición a beta-lapachona. Bajo estas 

condiciones, detectamos modificación de Rad53p en WT y en el 

mutante ∆tel1, pero no en las cepas ∆mec1 y ∆mec1∆tel1 (Figura 
11C), indicando estos resultados que en células creciendo 

exponencialmente MEC1 es requerido tanto para la supervivencia 
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como para la fosforilación de Rad53p tras tratamiento con beta-

lapachona, mientras que TEL1 posee una función que se superpone, 

al menos en parte, con la de MEC1. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11: A, crecimiento de cepas WT y mutantes en los mecanismos de 

control en placas de YPD con 10 µg/ml de beta-lapachona. B, crecimiento 

de WT, mec1.1 y ∆tel1 (fondo genético SML1) y WT, ∆mec1, ∆tel1 y 

∆mec1∆tel1 (fondo genético sml1) en presencia de 10 µg/ml de beta-

lapachona. C, fosforilación de Rad53p tras exposición a una hora de 

tratamiento con 10 µg/ml de droga.  
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1.4. Papel de Mec1p y Tel1p en el mecanismo de control 
activado por beta-lapachona. 
 

Basados en los resultados anteriores, exploramos el rol de Mec1p y 

Tel1p en el control de G1 activado por beta-lapachona. Para esto, 

tratamos cultivos de las cepas ∆mec1, ∆tel1 y ∆mec1∆tel1 

sincronizados con factor-alfa, con beta-lapachona o MMS durante 

una hora, y los liberamos del arresto en ausencia completa de droga. 

Resultó interesante que no se observaran diferencias significantes 

entre las cinéticas de progresión de ciclo del mutante ∆mec1 y la 

cepa WT tratadas con beta-lapachona (Figura 12). Sin embargo se 

pudo observar que el mutante ∆tel1 reiniciaba la progresión del ciclo 

celular más rápidamente que el WT tras tratamiento con beta-

lapachona, pero no tras tratamiento con MMS (Figura 12). La 

progresión del ciclo celular del doble mutante ∆mec1∆tel1, que en 

condiciones normales es por sí misma mucho más lenta que la 

correspondiente al WT, no se afectó significativamente por el 

tratamiento (Figura 12). Por lo tanto se requiere Tel1p para la 

activación del punto de control de G1 inducido por el tratamiento con 

beta-lapachona. 
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Figura 12: Análisis de la transición G1/S en células WT, ∆mec1, ∆tel1 y 

∆mec1∆tel1 tras tratamiento de una hora con 10 µg/ml de beta-lapachona. 

En todos los casos se llevó MMS 0,1% como control. 
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Posteriormente, analizamos  el grado de fosforilación de Rad53p 

inducido por beta-lapachona en cultivos sincronizados en G1 de los 

mutantes ∆mec1, ∆tel1 y ∆mec1∆tel1. La fosforilación de Rad53 se 

presentó visible en células ∆mec1 arrestadas en G1 (Figura 13), 

aunque en un grado mucho menor que en células WT. En el mutante 

∆tel1 pudo detectarse una clara fosforilación de Rad53p, aunque con 

niveles de fosforilación claramente más bajos que en células WT 

(Figura 13). Como era de esperar, la mutación de MEC1 pero no la 

de TEL1 evitó la fosforilación de Rad53p inducida por MMS (Figura 
13). Estos datos indican que en G1, tanto Mec1p como Tel1p median 

las respuestas de control activadas por beta-lapachona, pero de 

alguna manera el rol de Tel1p parece ser más relevante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 13: Análisis por inmunodetección del estado de fosforilación de 

Rad53p en cultivos de células en células WT, ∆mec1, ∆tel1 y ∆mec1∆tel1 

arrestadas en G1 y tratadas durante una hora con 10 µg/ml de beta-

lapachona. En todos los casos se llevó MMS 0,1% como control. 
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1.5. Papel de las vías de reparación al daño al ADN en la 
toxicidad de beta-lapachona. 
 

Una interpretación de los resultados anteriores sería que beta-

lapachona genera de algún modo lesiones en el ADN que activan las 

respuestas de control de ciclo observadas. Si este fuera el caso, 

cepas con defectos en una o algunas de las vías de reparación de 

daño al ADN deberían exhibir sensibilidad a beta-lapachona. Para 

comprobar esta hipótesis, examinamos la sensibilidad de varios 

mutantes en los sistemas de reparación de daño al ADN tras 

exposición a la droga. Las cepas de levadura defectivas en sistemas 

de reparación de roturas de doble banda (DSB), tales como los 

mutantes en miembros del complejo XMR (referidos como mutantes 

xmr: ∆xrs2, ∆mre11, ∆rad50) y los mutantes ∆rad52 y ∆rad52∆ku80, 

mostraron una significativa sensibilidad al tratamiento (Figura 14). El 

hecho de que mutantes defectivos en el sistema de reparación por 

escisión de nucleótidos (∆rad14 y ∆rad23) exhibieran poca o ninguna 

sensibilidad a la droga (Figura 14) sugiere que la letalidad inducida 

por beta-lapachona es al menos parcialmente consecuencia de la 

generación de DSB.  

 

Para luego confirmar este hallazgo, examinamos el estado de 

fosforilación de la histona H2A en su residuo ser129 en células 

tratadas con beta-lapachona. Está bien establecido que la 

generación de DSB induce la fosforilación específica de histona H2A 

en la posición serina129 (Downs et al., 2000).  Este evento de 

fosforilación es crítico para una reparación eficiente de DSB y ocurre 

en las proximidades de la lesión, siendo así un marcador bioquímico 
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conveniente para detectar la generación de los mismos (Redon et al., 

2003). 

 

En acuerdo con los datos anteriores, observamos que beta-

lapachona aumentaba los niveles de fosforilación de histona H2A 

ser129 tanto en células WT no sincronizadas, como en células WT 

arrestadas en G1 (Figura 15). Además la fosforilación de histona 

H2A en células arrestadas en G1 resultó ser dependiente de Mec1p y 

Tel1p (Figura 15). Por lo tanto estos resultados indican que el 

tratamiento con beta-lapachona está produciendo DSB in vivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 14: Crecimiento de cepas WT y mutantes en distintos sistemas de 

reparación del daño al ADN en placas de YPD con 10 µg/ml de beta-

lapachona. 
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Figura 15: Inmunodetección de la forma fosforilada en ser129 de histona 

H2A (arriba) e histona H2A total (abajo) en células  WT, ∆mec1, ∆tel1 y 

∆mec1∆tel1 arrestadas en G1 y tratadas durante de una hora con 10 µg/ml 

de beta-lapachona.  
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1.6. Implicación del complejo XMR en la toxicidad de beta-
lapachona. 
 

Recientemente se ha descrito que el complejo XMR, además de 

estar implicado en la reparación de DSB, es también parte de un 

mecanismo de control que responde a este tipo de daño (D’Amours 

and Jackson, 2001). Para diferenciar entre el papel de este complejo 

en la activación del control o en la reparación de DSB, cepas 

mutantes ∆mre11 y xmr sincronizadas en G1 fueron tratadas con 

beta-lapachona o MMS durante una hora  y luego liberadas del 

arresto en ausencia de drogas. Beta-lapachona no indujo retraso en 

la progresión a través de G1/S en los mutantes ∆mre11 y ∆xmr 

(Figura 16A). Resultados esencialmente idénticos fueron obtenidos 

para los mutantes ∆xrs2 y ∆rad50 (Figura 16B). Estos 

comportamientos no se deben a la existencia de un defecto en los 

mecanismos de control en los mutantes del complejo XMR ya que el 

tratamiento con MMS produjo un retraso en la progresión del ciclo 

celular en todos los mutantes del mismo grado que en células  WT 

(Figura 16A).  

 

De igual modo, la fosforilación de Rad53p inducida por beta-

lapachona se vio severamente comprometida en los mutantes xmr 

tanto en cultivo asincrónico, como en cultivos arrestados en fase G1 

(Figura 16C). Por lo tanto, la activación del mecanismo de control y 

la fosforilación de Rad53p en respuesta a tratamiento con beta-

lapachona requieren un complejo XMR funcional. 
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Figura 16: A, análisis de la transición G1/S en células WT y mutantes del 

complejo XMR tras tratamiento con 10 µg/ml de beta-lapachona. En todos 

los casos se llevó MMS 0,1% como control. B, transición G1/S en células 

WT y mutantes ∆xrs2 y ∆rad50. C, análisis por inmunodetección del estado 

de fosforilación de Rad53p en células WT y en el triple mutante ∆xmr tras 

tratamiento de una hora con beta-lapachona en cultivos asincrónicos y 

arrestados en G1. 
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1.7. Relaciones epistáticas. 
 

Con el fin de explorar las relaciones epistáticas entre MEC1, TEL1 y 

miembros del complejo XMR, examinamos la sensibilidad a beta-

lapachona de cepas deficientes en MEC1, TEL1 y XRS2 como 

mutantes simples o combinaciones de mutantes. Resultó interesante 

que la mutación de XRS2 incrementara la sensibilidad a beta-

lapachona del mutante ∆mec1 en el mismo grado que una mutación 

∆tel1 (Figura 17A). Por otra parte, la mutación ∆xrs2 no afectaba 

significantemente la sensibilidad del mutante simple ∆tel1 o del doble 

mutante ∆mec1∆tel1. 

 

Confirmamos estos resultados analizando el estado de fosforilación 

de la histona H2A en las mismas cepas tras la exposición a beta-

lapachona. En acuerdo con los resultados de sensibilidad, la 

mutación de XRS2 evitaba la fosforilación de H2A en el mutante 

∆mec1 pero no en el ∆tel1 (Figura 17B). Estos resultados están de 

acuerdo con una relación epistática de las mutaciones ∆xrs2 y ∆tel1 

respecto a la sensibilidad a beta-lapachona. 
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Figura 17: Interacciones epistáticas y funcionales entre Tel1p y Xrs2p. A, 

crecimiento de cepas deficientes en MEC1, TEL1 y XRS2 como mutantes 

simples o combinación de mutantes en placas de YPD conteniendo 10 

µg/ml de beta-lapachona. B, inmunodetección de la fosforilación de histona 

H2A en cepas deficientes en MEC1, TEL1 y XRS2 como combinación de 

mutantes, arrestadas en G1 y tratadas con beta-lapachona. 
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1.8. Fosforilación de un componente del complejo XMR. 
 

Los componentes del complejo XMR pueden fosforilarse de una 

forma dependiente de Tel1p durante daño al ADN (D’Amours and 

Jackson, 2001). Así, los resultados anteriores nos impulsaron a 

analizar si el tratamiento con beta-lapachona incrementaba el estado 

de fosforilación de Xrs2p, y de ser así, si esta fosforilación era 

dependiente de Mec1p y/o Tel1p en G1. Para esto, sincronizamos en 

G1 células WT, ∆mec1 y ∆tel1 expresando una versión marcada con 

un epítope HA de Xrs2p,  y las tratamos con beta-lapachona. En 

estas condiciones, la exposición a beta-lapachona aumentó los 

niveles de fosforilación de Xrs2p en un modo dependiente de tiempo 

en cepas WT (Figura 18). Además, la fosforilación de Xrs2p inducida 

por beta-lapachona era principalmente dependiente de Tel1p, dado 

que los niveles de fosforilación eran más afectados por la mutación 

de TEL1 que por la de MEC1 (Figura 18). 

 

En conjunto, estos datos indican que el tratamiento con beta-

lapachona retarda la progresión del ciclo celular en la transición G1/S 

a través de la activación de un mecanismo de control constituido por 

el complejo XMR y Tel1p. 
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Figura 18: Inmunodetección de los niveles de Xrs2p marcada con el 

epítope HA en células WT, ∆mec1 y ∆tel1 arrestadas en G1 y tratadas con 

10 µg/ml de beta-lapachona. Las formas fosforilada y sin fosforilar de Xrs2p-

HA se indican por las flechas. 
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2. Análisis de la implicación de topoisomerasas. 
 

En un intento de identificar la diana molecular que podría activar el 

control dependiente de Mre11p-Tel1p por beta-lapachona en 

levaduras, exploramos la implicación de las ADN topoisomerasas. 

Las ADN topoisomerasas son buenos candidatos ya que existen 

reportes que indican que son inhibidas in vitro por esta droga (Li et 

al., 1993). Para evaluar esta hipótesis, examinamos las respuestas 

celulares a beta-lapachona de varios mutantes en ADN 

topoisomerasas.  

 

Los mutantes de levadura ∆top1 y ∆top3 no mostraron evidencias de 

rescate o hipersensibilidad a la droga por ensayos de crecimiento en 

placa (Figura 19A). Además el tratamiento con beta-lapachona 

incrementó la fosforilación de Rad53p (Figura 19B) y el retraso en la 

progresión de ciclo celular (Figura 19C) de forma similar en células 

WT, en ∆top1 y en ∆top3. 

 

También evaluamos la implicación de Top2p en la toxicidad de beta-

lapachona usando el mutante termosensible top2-1 ya que TOP2 es 

un gen esencial. Para esto, estudiamos la viabilidad del mutante 

frente al tratamiento en condiciones permisivas y restrictivas de 

temperatura. Así, beta-lapachona resultó ser citotóxica para el 

mutane top2-1 en cualquier condición de temperatura (Figura 19D), 

no pudiéndose observar diferencias significativas en viabilidad entre 

este mutante y el WT. 
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Aunque no se puede excluir totalmente a Top2p ya que la 

topoisomerasa Top2p termosensible podría aún ser capaz de mediar 

algún efecto de la droga, nuestros datos sugieren que las 

topoisomerasas Top1p, Top2p y Top3p no serían las dianas 

principales para activar el mecanismo de control de Mre11p-Tel1p 

por beta-lapachona. 
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Figura 19: A, crecimiento de las cepas WT, ∆top1 y ∆top3 en placas de 

YPD en presencia de 10 µg/ml de beta-lapachona. B, inmunodetección del 

estado de fosforilación de Rad53p tras una hora de tratamiento con beta-

lapachona. C, retraso en la transición G1/S tras tratamiento de una hora con 

10 µg/ml de beta-lapachona en las cepas WT, ∆top1 y ∆top3. D, estudio de 

la viabilidad del mutante top2-1 en condiciones de crecimiento permisivas y 

restrictivas. 
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3. Radicales libres. 
 
3.1. Producción de radicales libres por tratamiento con beta-
lapachona. 
 

Está descrito en la literatura que el principal determinante de la 

citotoxicidad de beta-lapachona en células tumorales es la NAD(P)H 

deshidrogenasa NQO1 (Pink et al., 2000). La reducción de beta-

lapachona por NQO1 conduce a un ciclo fútil entre las formas 

quinona e hidroquinona, con una pérdida concomitante de la forma 

reducida NAD(P)H que finalmente induce muerte celular (Figura 20). 

Se ha propuesto que la reducción de beta-lapachona por NQO1 es 

inestable, y la forma reducida revierte espontáneamente a la oxidada 

con generación de especies reactivas de oxígeno (ROS; Pink et al., 

2000). Un inhibidor descrito de NQO1 es el dicumarol, ya que 

compite con el NAD(P)H por su unión a NQO1, previniendo la 

reducción de quinonas. 

 

La producción de ROS por tratamiento con beta-lapchona podría 

inducir daño en el ADN y resultar en la formación de DSB con la 

posterior activación del control dependiente de Mre11p-Tel1p. Con el 

objeto de evaluar si beta-lapachona inducía la generación de 

radicales (ROS) en levadura procedimos a medir la producción de los 

mismos en células WT tras tratamiento con nuestra droga en estudio 

y con H2O2. El tratamiento de las células con beta-lapachona indujo 

la generación de ROS en levaduras (Figura 21), la cual era 

eficientemente bloqueada por el agregado del inhibidor de la 

deshidrogenada NQO1, dicumarol.  
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Figura 20: Modelo de citotoxicidad de beta-lapachona en células que 

expresan NQO1. La forma 1,2-naftoquinona β-lap (Q) es reducida a 

hidroquinona β-lap (HQ) consumiéndose una molécula de NADH por 

reacción. La forma hidroquinona es inestable y se oxida espontáneamente 

al estado original a través de un intermediario semiquinona β-lap (SQ-) 

capaz de generar estrés oxidativo, rindiendo un ciclo fútil. (Adaptado de Pink 

et al., 2000) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21: Medidas de la producción de ROS en células WT tras 

tratamiento con beta-lapachona y H2O2 durante 30 minutos en presencia y 

ausencia de dicumarol (50 µM) 
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3.2. Contribución de los radicales libres a la viabilidad. 
 

Con el objeto de comprobar si la generación de ROS por tratamiento 

con beta-lapachona está involucrada en la citotoxicidad de la droga, 

evaluamos el efecto de esta droga sobre el crecimiento y la viabilidad 

en condiciones que previenen la generación de radicales. Para esto 

tratamos cultivos de levadura en crecimiento exponencial con beta-

lapachona en presencia y ausencia del agente dicumarol. Como se 

observa en la Figura 22, el tratamiento con la droga afectó tanto al 

crecimiento como a la viabilidad, aún en condiciones en las que no 

hay producción de ROS. Estos datos indican que la producción de 

ROS no es necesaria para la toxicidad de la droga. 

 

 

3.3. Producción de radicales libres y control de ciclo celular. 
 

Con el fin de saber si el aumento en la producción de ROS mediado 

por beta-lapachona contribuía a disparar los mecanismos de control 

de G1/S inducidos por el tratamiento con la droga, analizamos la 

progresión del ciclo celular de células WT sincronizadas en G1 en 

presencia y ausencia del agente dicumarol. En estas condiciones el 

dicumarol rescató sólo parcialmente la normal progresión de ciclo en 

células WT tras tratamiento con beta-lapachona (Figura 23A). 

 

De forma similar, analizamos los niveles de fosforilación de histona 

H2A tras tratamiento en presencia y ausencia de dicumarol. En este 

caso, el agregado de dicumarol no afectó el estado de fosforilación 

de Histona H2A en células WT tratadas con beta-lapachona ya sea 
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en cultivos asincrónicos como en células sincronizadas en G1 

(Figura 23B). 

 

En conjunto, estos datos indican que beta-lapachona induce ROS en 

levadura, pero éstos no son relevantes para ninguna de las 

respuestas celulares que induce la droga.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 22: A, representación del porcentaje de crecimiento de cultivos de 

células WT en medio conteniendo distintas dosis de beta-lapachona en 

presencia y ausencia de dicumarol (50µM). B, análisis de viabilidad de 

cultivos de células WT tras una hora de tratamiento con 10 µg/ml de beta-

lapachona en presencia y ausencia de dicumarol. C, crecimiento de la cepa 

WT en placa de YPD conteniendo 10 µg/ml de beta-lapachona en presencia 

y ausencia de dicumarol. 
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Figura 23: A, análisis de la transición G1/S de la cepa WT tras tratamiento 

durante una hora con 10 µg/ml de beta-lapachona en presencia y ausencia 

de dicumarol (50 µM). B, inmunodetección de la forma fosforilada de histona 

H2A tras tratamiento con 10 µg/ml de beta-lapachona en presencia y 

ausencia de dicumarol, en cultivo asincrónico y cultivo de células arrestadas 

en G1. 

 

 
3.4. Deshidrogenasas de levadura. 
 

Está descrito en la literatura que NQO1 media la toxicidad de beta-

lapachona en múltiples líneas tumorales, y que la toxicidad se ve 

significantemente aumentada en líneas que expresan NQO1, 

mientras que células que carecen de este enzima muestran mayor 

resistencia a cortas exposiciones a la droga (Planchon et al., 2001).  

 

NQO1 cataliza una reducción vía dos electrones de varias quinonas, 

como por ejemplo menadiona, utilizando tanto NADH como NADPH 

como donores de electrones. En un intento de encontrar una 

actividad deshidrogenasa en levadura que pudiera mediar la 

toxicidad de beta-lapachona, analizamos la toxicidad de la droga en 
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cepas mutantes en NADH deshidrogenasas. Del análisis de 

crecimiento de las cepas mutantes, sólo el mutante ∆nde2 mostró 

mayor resistencia al tratamiento con beta-lapachona tanto en análisis 

de crecimiento en medio líquido como por goteo (Figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 24: A, crecimiento de mutantes en actividad deshidrogenasa en 

placas de YPD conteniendo 10 µg/ml de beta-lapachona. B, representación 

gráfica de los valores de IC50. C, estudio de la viabilidad de células WT, y 

mutantes ∆nde1 y ∆nde2 tras tratamiento de una hora con 10 µg/ml beta-

lapachona en presencia y ausencia de dicumarol. 
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3.5. Análisis de la producción de ROS en mutantes en actividad 
deshidrogenasa. 
 

Con el propósito de descartar que la resistencia del mutante en la 

actividad deshidrogenasa ∆nde2 sea debida a la falta de generación 

de radicales libres tras tratamiento con beta-lapachona, evaluamos la 

producción de estas especies reactivas de oxígeno en dicha cepa y 

en otros mutantes en actividad deshidrogenasa, en presencia y 

ausencia de dicumarol. Del análisis de los datos obtenidos podemos 

afirmar que el mutante ∆nde2 produce niveles de ROS similares a los 

de células WT,  mientras que el único mutante que muestra una 

menor producción de los mismos es ∆oye2 (Figura 25). Al igual que 

en el WT, en todos los casos la adición de dicumarol impedía la 

acumulación de radicales (dato no mostrado). Si bien el mutante 

∆oye2 mostró generar menor acúmulo de ROS tras el tratamiento 

con beta-lapachona, la falta de función de esa deshidrogenasa 

fallaba en modular la toxicidad de la droga (Figura 24)  

 

En conjunto, estos resultados indican que i) al igual que en 

mamíferos, el determinante de la toxicidad es una NADH 

deshidrogenasa, en este caso Nde2p; y ii) el mecanismo de 

modulación de la toxicidad no implica la producción de ROS. 
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Figura 25: Representación gráfica de un experimento representativo 

mostrando la producción de radicales libres en cultivos celulares de distintos 

mutantes en la actividad deshidrogenasa tras tratamiento con 1 µg/ml de 

beta-lapachona.  
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4. Caracterización del mutante ∆nde2. 
 

4.1. Estudios de la tolerancia del mutante ∆nde2 en distintas 
fuentes de carbono. 
 

Dado que NDE2 es una NADH deshidrogenasa mitocondrial que 

cataliza la oxidación del NADH citosólico en la cadena respiratoria 

mitrocondrial, decidimos evaluar el comportamiento de la cepa 

mutante en esta actividad en condiciones que favorecen la 

respiración, tanto como la toxicidad de beta-lapachona en estas 

condiciones. Para tal fin, crecimos células WT y el mutante ∆nde2 en 

medios con diferentes fuentes de carbono en presencia de distintas 

dosis de beta-lapachona. Del análisis de las curvas de crecimiento 

pudimos observar que el mutante ∆nde2 era considerablemente más 

tolerante a la droga incluso en condiciones que favorecen la 

respiración en levaduras (Figura 26). También resultó notorio que la 

toxicidad de beta-lapachona se veía claramente incrementada 

cuando las cepas crecían sobre fuentes de carbono no fermentables, 

y además pudo evidenciarse que los medios de crecimiento en los 

que la droga mostraba mayor toxicidad, coincidían con aquellos en 

los cuales el mutante ∆nde2 exhibía mayor defecto de crecimiento.  
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Figura 26: Análisis del crecimiento de las cepas WT y ∆nde2 en 

microplacas conteniendo medio con distintas fuentes de carbono y 

diferentes concentraciones de beta-lapachona. Los resultados se expresan 

como el porcentaje de crecimiento de cada cepa a una dosis determinada 

respecto al control sin tratamiento. 
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4.2. Análisis de la respuesta de control del mutante ∆nde2. 
 

Dado que la falta de función de la deshidrogenasa Nde2p alivia la 

toxicidad de beta-lapachona en levadura, nos dispusimos a evaluar el 

estado de las rutas de control en este mutante en respuesta al 

tratamiento. Para tal fin realizamos un estudio de progresión de ciclo 

en la transición G1/S tras tratamiento con beta-lapachona en 

presencia y ausencia del agente dicumarol.  

 

El tratamiento con la droga no indujo retraso en la transición G1/S en 

el mutante ∆nde2. Más aún, el mutante no sólo fallaba en activar un 

punto de control en estas condiciones, sino que incluso en 

condiciones normales demostró poseer una transición G1/S más 

lenta que la cepa WT (Figura 27A). Con el objeto de comprobar si 

esta falta de activación del mecanismo de control era de carácter 

general o específica de beta-lapachona, realizamos un análisis de 

progresión de ciclo en el mutante tras tratamiento con el agente 

MMS, pudiendo observar un retraso considerable en la progresión de 

ciclo tras el agregado de dicho lesionante (Figura 27B). 

 

Por lo tanto, Nde2p media el retraso en la progresión G1/S producido 

por el tratamiento con beta-lapachona. La producción de ROS 

también media este retraso, aunque en menor medida. 
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4.3. Fosforilación de RAD53 e Histona H2A en el mutante ∆nde2. 
 

Siguiendo con el esquema de trabajo planteado, nos dispusimos a 

analizar el estado de fosforilación de la quinasa Rad53p y de la 

histona H2A. 

 

Para este fin, tratamos nuevamente cultivos de células WT y del 

mutante ∆nde2 con beta-lapachona y analizamos el estado de 

fosforilación de estas proteínas tras el tratamiento. En estas 

condiciones fuimos capaces de observar que mientras que el 

tratamiento incrementaba la fosforilación de Rad53p en células WT, 

esta fosforilación no era observada (o aparecía en mucha menor 

extensión) en el mutante ∆nde2 incluso tras una hora de tratamiento 

con beta-lapachona (Figura 28A). 

 

Interesantemente, tanto en cultivo asincrónico como en células 

arrestadas en G1, el mutante ∆nde2 mostraba fosforilación de 

histona H2A en su residuo Ser129 en una proporción similar a la de 

las células WT (Figura 28B), sugiriendo la presencia de lesiones en 

este mutante tras el tratamiento.  

 
Estos datos indican que todas las respuestas de control, con 

excepción de la fosforilación de histona H2A, son dependientes de la 

presencia de Nde2p y sugieren que Nde2p podría ser la diana 

molecular de beta-lapachona. 
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Figura 27: A, estudio de la progresión G1/S de células WT y ∆nde2 tras 

tratamiento con 10 µg/ml de beta-lapachona en presencia y ausencia de 

dicumarol. B, control de retraso en la progresión G1/S de células WT y 

∆nde2 tratadas con MMS 0,1%. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

tiempo (min)

0 20 40 60 80

cé
lu

la
s 

co
n 

ye
m

a 
(%

)

0

20

40

60

80

100 DMSO 
β-lap
dicumarol
β-lap + dicum.

tiempo (min)

0 20 40 60 80

cé
lu

la
s 

co
n 

ye
m

a 
(%

)

0

20

40

60

80

100 DMSO
β-lap
dicumarol
β-lap + dicum.

tiempo (min)

0 20 40 60 80

cé
lu

la
s 

co
n 

ye
m

a 
 (%

)

0

20

40

60

80

100
DMSO 
MMS 

tiempo (min)

0 20 40 60 80
cé

lu
la

s 
co

n 
ye

m
a 

(%
)

0

20

40

60

80

100
DMSO 
MMS 

WT

WT

∆nde2

∆nde2

A

B



Resultados   _________________________________________________________ 

 114 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 28: A, inmunodetección del estado de fosforilación de la quinasa 

Rad53p tras 30 minutos y una hora de tratamiento con 10 µg/ml de beta-

lapachona en células WT y ∆nde2. B, inmunodetección de la forma 

fosforilada de la histona H2A tras tratamiento con beta-lapachona en 

presencia y ausencia de dicumarol, en células WT y ∆nde2 

correspondientes a cultivos asincrónicos o arrestados en G1.  
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4.4. Sinergismos con otros agentes genotóxicos e implicación 
de NDE2. 
 

Una forma descrita de mejorar la eficacia de la terapia antitumoral es 

a través del desarrollo de combinaciones óptimas de drogas 

quimioterapéuticas. En este sentido, la combinación de beta-

lapachona con taxol produce sinergismo debido a que la producción 

de un retraso simultáneo en las transiciones G1/S y G2/M del ciclo 

celular dispara la apoptosis (Li et al., 1999). Por otro lado, también 

está descrito que beta-lapachona sinergiza con la radiación ionizante 

y otros tratamientos que producen DSB (Park et al., 2005).  

 

Con el objeto de analizar posibles sinergismos en la combinación de 

beta-lapachona con otros agentes genotóxicos, realizamos estudios 

de crecimiento en medio líquido en presencia de bajas 

concentraciones de nuestra droga en estudio, de hidroxiurea y 

phleomicina, y de combinaciones de éstas últimas con beta-

lapachona. 

 

Del análisis de las curvas de crecimiento pudimos observar que la 

combinación de dosis bajas de beta-lapachona tanto con hidroxiurea 

como con phleomicina, producía un sinergismo apreciable (Figura 
29) en células WT.  

 

Por lo tanto, en levadura beta-lapachona también coopera con otros 

lesionantes, extendiendo así el paralelismo entre las respuestas 

celulares a la droga en mamíferos y en levadura. 
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Figura 29: Estudio de la toxicidad de beta-lapachona en combinación con 

otras drogas. A, sinergismo entre hidroxiurea y beta-lapachona a dosis de 

0,1M y 2,5 µg/ml respectivamente. B, sinergismo entre phleomicina y beta-

lapachona a dosis de 1 y 2,5 µg/ml respectivamente. En todos los casos se 

representa el porcentaje de crecimiento de la cepa WT sometido a 

tratamiento respecto a su crecimiento normal sin agregado de droga. 

 

 
 
 
 

β-lap
2,5 µg/ml

HU 0,1M

β-lap + HU

β-lap
2,5 µg/ml

phleo
1µg/ml

β-lap + phleo

A

B

crecimiento (%)

0 20 40 60 80 100

crecimiento (%)

0 20 40 60 80 100



                                                                                                                      Resultados 
 

 117 

4.5. Respuesta de ∆nde2 a otros lesionantes. 

 
Beta-lapachona coopera también en levadura con otros tratamientos 

de quimioterapia. Si Nde2p es la diana molecular, entonces el 

mutante ∆nde2 debería mostrar sensibilidad a dichos tratamientos, 

mimetizando los efectos de beta-lapachona. Así, nos dispusimos a 

analizar el comportamiento del mutante ∆nde2 frente a otros agentes 

lesionantes del ADN como hidroxiurea, phleomicina, metil 

metanosulfonato y radiación ultravioleta. Para esto, realizamos 

ensayos de crecimiento en medio líquido (excepto para radiación UV) 

y goteos en placa, en presencia de distintas concentraciones de 

estos lesionantes. 
 

De los análisis de crecimiento pudimos observar que el mutante 

∆nde2 exhibe mayor sensibilidad a algunos agentes genotóxicos que 

la cepa WT (Figura 30), siendo principalmente notoria la sensibilidad 

a hidroxiurea y phleomicina. Estos datos son consistentes con el 

hecho de que Nde2p sea la diana intracelular de beta-lapachona, y 

sugieren que la cooperatividad de la droga observada previamente 

se debe a su acción sobre Nde2p. 
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Figura 30: A, estudio del crecimiento de las cepas WT y ∆nde2 en medio 

con distintas concentraciones de Hidroxiurea, phleomicina, MMS o 

nocodazol. Los resultados se presentan como el porcentaje de crecimiento 

en presencia de droga respecto al control sin tratar. B, análisis del 

crecimiento de las cepas WT y ∆nde2 en placas de YPD contiendo 

hidroxiurea o phleomicina, o expuestas a radiación ultravioleta. 
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4.6. Respuestas de los mecanismos de control del mutante 
∆nde2 a phleomicina. 
 

Con el objeto de profundizar más en la sensibilidad a phleomicina 

exhibida por el mutante ∆nde2, nos dispusimos a observar las 

respuestas del mecanismo de control de este mutante frente a dicho 

tratamiento, y el estado de fosforilación de histona H2A en tales 

condiciones. Si la sensibilidad a phleomicina se debiera a un defecto 

en los puntos de control, la activación del mismo se vería disminuida. 

Si se debiera a un defecto de reparación, la activación del 

mecanismo de control se vería exacerbada. 

 

Tras el tratamiento con phleomicina el mutante ∆nde2 motró un 

retraso mayor en la progresión de ciclo en comparación con la cepa 

WT (Figura 31B). Además, el tratamiento con phleomicina 

incrementó el grado de fosforilación de histona H2A en el mutante 

respecto a las mismas condiciones de tratamiento en la cepa WT 

(Figura 31A). 

 

Estos datos sugieren que la sensibilidad del mutante ∆nde2 a 

phleomicina se debe a un defecto en la reparación del ADN. 
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Figura 31: A, inmunodetección de la forma fosforilada de la histona H2A 

tras tratamiento con 2,5 µg/ml de phleomicina en las cepas WT y ∆nde2. B, 

análisis de la progresión G1/S de células WT y ∆nde2 tras tratamiento con 

2,5 µg/ml de phleomicina. 
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4.7 Nde2p y el sistema de reparación de DSB. 
 

Dado que el mutante ∆nde2 ha mostrado tener niveles basales 

elevados de fosforilación de histona H2A, y que posee una transición 

G1/S más lenta, nos preguntamos si, de alguna manera, esta 

mutación estaba afectando al sistema de reparación de DSBs.  

 

En eucariotas inferiores como la levadura Saccharomyces cerevisiae, 

las roturas de doble banda son reparadas principalmente por 

recombinación homóloga, la cual se basa en el intercambio de la 

información genética entre una molécula de ADN dañada y una copia 

sin dañar (Boulton et al., 1996). Los componentes mejor 

caracterizados del sistema de recombinación homóloga en levaduras 

son Rad51p y Rad52p. Sin embargo, en condiciones en las que las 

roturas de doble hebra en el ADN no pueden ser reparadas por 

recombinación homóloga, existen eventos de reparación mediante el 

sistema de unión de extremos no homólogos, cuyo componente más 

importante en levadura es Yku80p. 

 

Para saber si cepas de levadura deficientes en Nde2p también 

muestran deficiencias en el sistema de religación de DSBs por unión 

de extremos no homólogos, empleamos un ensayo basado en la 

reparación de un plásmido (Boulton et al., 1996). En este ensayo se 

utilizan endonucleasas de restricción para generar un DSB en una 

región de un plásmido sin homologías al ADN cromosómico. Las 

muestras del plásmido lineal (como así también la cantidad 

equivalente de plásmido superenrollado) son luego utilizadas para 

transformar levaduras, y el número de transformantes es 
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contabilizado. Así, la eficiencia de transformación usando plásmido 

lineal, normalizada con la correspondiente al plásmido sin cortar, 

proporciona una lectura cuantitativa de la capacidad de una cepa de 

reparar DSBs. 

 

En nuestro caso realizamos este ensayo en las cepas WT y ∆nde2, 

llevando como control la cepa mutante ∆Yku80. El recuento de los 

transformantes demostró que el mutante ∆nde2 poseía niveles de 

reparación sorprendentemente elevados cuando se los compara con 

la cepa WT (Figura 32), sugiriendo que de algún modo, la ausencia 

de Nde2p  redunda directa o indirectamente en una activación de la 

vía de reparación de DSBs, probablemente, a través del sistema de 

unión de extremos no homólogos. 

 

Como puede observarse en la figura la fracción de plásmido 

reparado por el mutante ∆Yku80 es menor que en células WT, lo cual 

concuerda con la menor eficiencia de reparación descrita en la 

literatura para este mutante. 
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Figura 32: Estudio de la eficiencia de reparación de un plásmido linearizado 

en células WT, ∆nde2 y ∆Ku80. Los resultados se expresan como el 

porcentaje de células viables transformadas con el plásmido linearizado 

respecto a las obtenidas con la misma cantidad de plásmido sin cortar. 
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5. Beta-lapachona y la ruta de control general de 
nutrientes. 
 

5.1. Genómica funcional con beta-lapachona. 
 
Con el propósito de profundizar en las respuestas al tratamiento con 

beta-lapachona en levadura, comparamos los perfiles de expresión 

génica de la cepa WT tratada con beta-lapachona durante una hora, 

con los obtenidos con una cepa WT sin tratar, utilizando 

micromatrices de ADNc. Para identificar genes expresados 

diferencialmente entre estas dos condiciones, realizamos un análisis 

SAM, de Análisis de Significancia de Micromatrices (Significance 

Análisis of Microarrays).  

 

Siguiendo los criterios descritos en Materiales y Métodos, tras el 

tratamiento con beta-lapachona 212 genes resultaron inducidos y 52 

reprimidos. Con estos datos realizamos una clasificación funcional de 

genes inducidos/reprimidos de acuerdo a los términos de GO (Gene 

Ontology, ontología génica), utilizando las bases de datos Go Finder 

y FatiGO plus.  

 

Sorprendentemente, las categorías más representadas y 

significativamente enriquecidas en el grupo de genes expresados 

diferencialmente corresponden a biosíntesis de aminoácidos (Tabla 
5).  Como era de esperar, otra categoría representada en este 

análisis corresponde a la respuesta a estrés oxidativo.  

 

 



Resultados   _________________________________________________________ 

 126 

CLASIFICACIÓN FUNCIONAL DE GENES INDUCIDOS 

Proceso Biológico valor de p Nivel 

Biosíntesis de aminas 1,6 e-11 6 

Biosíntesis de aminoácidos  1,6 e-11 7 

Metabolismo de aminoácidos 9,3 e-10 6 

Biosíntesis de aminoácidos de la familia de glutamina 6,1 e-08 8 

Metabolismo de lisina 5,3 e-07 8 

Biosíntesis de lisina 6,7 e-07 9 

Biosíntesis de arginina 1,6 e-06 9 

Metabolismo de arginina 1,6 e-06 8 

Metabolismo de aminoácidos de la familia de glutamina 1,9 e-05 7 

Metabolismo de aminoácidos de la familia del aspartato 1,0 e-02 7 

Metabolismo de aminoácidos no proteicos 1,3 e-02 7 

Catabolismo de aminoácidos 1,5 e-02 7 

Respuesta a especies reactivas de oxígeno 1,8 e-02 6 

Procesos biosintéticos de aminoácidos de la familia  
del aspartato 

 
2,3 e-02 

 
8 

Procesos catabólicos de aminas 2,9 e-02 6 

Metabolismo de ornitina 3,6 e-02 8 

Biosíntesis de glutamato 3,9 e-02 9 

 
Tabla 5: Clasificación funcional de los genes inducidos diferencialmente en 

la cepa WT tras tratamiento durante una hora con beta-lapachona.  Para 

hacer más simple el análisis, sólo se representan las categorías con un 

valor de p<0,01 correspondientes a niveles 6 o superior de acuerdo a Gene 

Ontology. 
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CLASIFICACION FUNCIONAL DE GENES REPRIMIDOS 

Proceso biológico valor de p Nivel 

Transporte de electrones 1,2 e-02 5 

 
Tabla 6: Clasificación funcional de los genes reprimidos diferencialmente en 

la cepa WT tras tratamiento durante una hora con beta-lapachona (sólo se 

representan las categorías con un valor de p<0,01 correspondientes a 

niveles 5 o superior de acuerdo a Gene Ontology). 
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5.2. Beta-lapachona y la ruta de control traduccional. 
 

Los resultados obtenidos en los experimentos de micromatrices en la 

cepa WT tras ser tratada durante una hora con beta-lapachona, 

indican que existe una clara activación de genes de biosíntesis de 

aminoácidos. Los genes de biosíntesis de aminoácidos se inducen 

en respuesta al ayuno de nutrientes en levadura. Ya que el ayuno de 

nutrientes en levadura activa la ruta de control general de nutrientes 

o ruta GCN, este resultado sugiere que la droga activa de alguna 

manera esta ruta. Con el propósito de verificar si beta-lapachona 

activaba la ruta de control traduccional analizamos el estado de 

fosforilación de eIF2α, el cual es el sustrato fisiológico de la quinasa 

central de esta ruta, Gcn2p. El estado de fosforilación de eIF2α se 

examinó mediante inmunodetección con un anticuerpo que reconoce 

específicamente la forma fosforilada en la Ser-51 de la proteína. 

 

Para realizar este análisis cogimos muestras de cultivos de células 

WT, ∆gcn1, ∆gcn2 y ∆gcn20 al comienzo del experimento, y tras 1, 2 

y 3 horas de tratamiento con beta-lapachona.  

 

Como podemos observar en la Figura 33, el tratamiento con beta-

lapachona incrementó la fosforilación de eIF2α en la cepa WT de un 

modo dependiente de tiempo. Este efecto era totalmente 

dependiente de Gcn2p, dado que la ausencia de esta quinasa 

impedía completamente la fosforilación de eIF2α. Más aún, la 

activación de la quinasa Gcn2p bajos las condiciones analizadas 

parece estar sujeta a regulación por Gcn1p y al menos parcialmente 

por Gcn20p. 



                                                                                                                      Resultados 
 

 129 

Por lo tanto,  el tratamiento con beta-lapachona activa de alguna 

manera la ruta GCN. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 33: Inmunodetección de la forma fosforilada de la subunidad alfa del 

factor de iniciación eIF2 en células WT, ∆gcn1, ∆gcn2 y ∆gcn20 tras 

tratamiento con 10 µg/ml de beta-lapachona. En la parte inferior se muestra 

el control de carga por tinción de la membrana con colorante Ponceau tras 

la transferencia. 
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5.3. Análisis de la implicación de la ruta GCN en las respuestas 
disparadas por beta-lapachona.  
 

Tras haber observado que el tratamiento con beta-lapachona era 

capaz de activar la ruta de control traduccional en levadura, 

decidimos evaluar si esta activación respondía a la generación de un 

ayuno. Con tal motivo, analizamos el crecimiento de células WT 

sometidas a distintas dosis de beta-lapachona, en presencia de 

exceso de los aminoácidos leucina, histidina y metionina, y de la 

purina uracilo. Paralelamente estudiamos la fosforilación del factor 

eIF2α por tratamiento con beta-lapachona en células WT en 

presencia de un exceso de nuetrientes. El estudio de las curvas de 

crecimiento (Figura 34A) y del estado de fosforilación de eIF2α 

(Figura 34B) indicó que en las condiciones analizadas, la activación 

de la ruta de control traduccional no responde a la producción de un 

ayuno de aminoácidos. 

 

Con objeto de analizar la implicación de la activación de la ruta GCN 

en las otras respuestas disparadas por el tratamiento, valoramos si 

mutaciones en esta ruta eran capaces de modular la viabilidad de 

cultivos tratados con beta-lapachona. Del análisis de las viabilidades 

de mutantes en los distintos componentes de esta ruta, pudimos 

apreciar que sólo el mutante ∆gcn2 mostró una apreciable caída en 

la supervivencia a tratamiento con la droga (Figura 34C). El hecho 

de que el mutante ∆gcn4 responda al tratamiento de manera similar a 

la cepa WT refuerza el dato previo que indica la no generación de 

ayuno por beta-lapachona. Por otro lado, el hecho de que sólo el 

mutante ∆gcn2 sea sensible a la droga sugiere que la activación de 
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la quinasa Gcn2p está involucrada de alguna manera en la toxicidad 

de la droga. 

 

Para validad esta hipótesis,  analizamos el comportamiento del 

mutante GCN2c frente al tratamiento con beta-lapachona. Este 

mutante presenta una actividad de la quinasa Gcn2p 

constitutivamente alta aún en ausencia de ayuno de nutrientes. En la 

Figura 35 se muestran los ensayos en placa y las curvas de 

crecimiento de este mutante y el WT en presencia de distintas dosis 

de beta-lapachona. El mutante GCN2c, que mostró un defecto de 

crecimiento respecto al WT, evidenció una clara hipersensibilidad a la 

droga incluso a dosis muy bajas de la misma. 
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Figura 34: A, análisis del crecimiento de cultivos de levadura tratados con 

distintas dosis de beta-lapachona en presencia de un exceso de leucina, 

histidina, metionina y uracilo.  B, estudio de la fosforilación de eIF2α en 

células WT tratadas con beta-lapachona en presencia de exceso de 

aminoácidos: izquierda, inmunodetección; derecha, tinción con Ponceau S. 

C, estudio de la viabilidad de mutantes en la ruta GCN frente a tratamiento 

durante una hora con 10µg/ml de beta-lapachona. 
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Figura 35: A, estudio de las curvas de crecimiento de las cepas WT y 

GCN2c en presencia de distintas dosis de beta-lapachona. B, representación 

del porcentaje de crecimiento de las cepas WT y GCN2c tras tratamiento 

con beta-lapachona respecto a su control sin tratar. C, análisis del 

crecimiento en placa de las cepas WT, GCN2c y ∆gcn2 en presencia de 

diferentes dosis de beta-lapachona 
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5.4. Respuestas de las vías de control en mutantes en la ruta de 
control traduccional. 
 

Habiendo observado que el tratamiento con beta-lapachona es capaz 

de activar la ruta de control traduccional en levadura, nos dispusimos 

a evaluar la posible relevancia de esta activación en las respuestas 

de los puntos de control a tratamiento con beta-lapachona 

observadas previamente. 

 

En primer lugar, estudiamos la progresión de ciclo a través de la 

transición G1/S en células WT y en el mutante ∆gcn2. De este 

análisis pudimos observar que en el mutante ∆gcn2, el retraso en la 

progresión a través de G1/S producido por beta-lapachona es menor 

que en células WT (Figura 36A). Este dato es consistente con 

evidencias recientes que asignan un papel a Gcn2p en las 

respuestas celulares de daño al ADN (Menacho-Márquez et al., 

2007). 

 

Seguidamente, procedimos a analizar el estado de fosforilación de la 

histona H2A  tras el tratamiento con beta-lapachona, en los mutantes 

∆gcn2 y GCN2c, como así también en la cepa WT, tanto en cultivos 

asincrónicos como en condiciones de arresto con factor alfa.  En 

ambas condiciones de ciclo pudimos observar un marcado descenso 

en los niveles de fosforilación de histona H2A, en el mutante GCN2c 

(Figura 36B), indicando este hecho una ausencia de activación de 

las respuestas de control en este mutante. 
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Figura 36: A, progresión a través de la transición G1/S de células WT y 

∆gcn2 tras tratamiento con beta-lapachona. B, Inmunodetección del estado 

de fosforilación de histona H2A en células WT, GCN2c y ∆gcn2 tras 

tratamiento con beta-lapachona en cultivos asincrónicos o arrestados en 

G1. 
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5.5. Activación de la ruta de control traduccional en los 
mutantes con mecanismos de control defectivos. 
 
Dado que es evidente la implicación de GCN2 en las respuestas de 

control de ciclo activadas por tratamiento con beta-lapachona, nos 

preguntamos si alguno de los componentes del mecanismo de 

control disparado por la droga sería capaz de modular el grado de 

activación de la quinasa Gcn2p. Con objeto de abordar esta cuestión, 

analizamos el estado de fosforilación de eIF2α tras tratamiento con 

beta-lapachona en células WT y en los mutantes ∆mec1, ∆tel1, 

∆mec1∆tel1 y ∆xmr (Figura 37). Sorprendentemente, la fosforilación 

de eIF2α por tratamiento con beta-lapachona requería la presencia 

del complejo XMR. 

 

En conjunto, estos datos sugieren que la activación de Gcn2p por 

tratamiento con beta-lapachona requiere al complejo XMR. Este dato 

es de particular relevancia ya que constituye la primera evidencia que 

asigna una conexión funcional entre el complejo XMR y la ruta GCN. 
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Figura 37: Inmunodetección de la forma fosforilada de la subunidad alfa del 

factor de iniciación eIF2 en células WT y en los mutantes ∆sml1, ∆mec1, 

∆tel1, ∆mec1∆tel1 y ∆xmr tras tratamiento con 10 µg/ml de beta-lapachona. 

En la parte inferior se muestra el control de carga por tinción de la 

membrana con colorante Ponceau tras la transferencia.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

PM WT ∆mec1 ∆tel1
∆mec1

WT ∆tel1     PM WT ∆xmr PM



Resultados   _________________________________________________________ 

 138 

5.6. Beta-lapachona activa la ruta de control traduccional en una 
forma dependiente de Nde2p. 
 

Habiendo observado que el mutante ∆nde2 es capaz de modular las 

respuestas disparadas por beta-lapachona, nos cuestionamos si la 

activación de la ruta GCN también estaría sujeta a modulación por 

esta actividad deshidrogenasa. Como podemos observar en la 

Figura 38, el tratamiento con beta-lapachona indujo una fosforilación 

importante de eIF2α en la cepa WT de un modo dependiente de 

tiempo. Sorprendentemente, el mutante ∆nde2 mostró 

negativamente afectada esta fosforilación, indicando que en dicho 

mutante la activación de la ruta de control traduccional se ve 

considerablemente menos inducida por tratamiento con beta-

lapachona.  
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Figura 38: Inmunodetección de la forma fosforilada de la subunidad alfa del 

factor de iniciación eIF2 en células WT y ∆nde2 tras tratamiento con 10 

µg/ml de beta-lapachona. En la parte inferior se muestra el control de carga 

por tinción de la membrana con colorante Ponceau tras la transferencia.  
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1. Beta-lapachona es citotóxica en levadura y activa un punto de 
control dependiente de Mre11p y Tel1p.  
 

El producto natural derivado de plantas, beta-lapachona, es un 

agente antitumoral que induce selectivamente la apoptosis en células 

humanas transformadas con amplio espectro de actividad, aunque no 

en células normales en proliferación (Li et al., 2003). También ha sido 

ampliamente demostrado que posee una potente actividad 

antitumoral en xenotrasplantes (Li et al., 1999). Sin embargo, el 

mecanismo por el cual se consigue esto no se comprende en su 

totalidad.  

 

En un principio se había propuesto que beta-lapachona no era capaz 

de causar daños en el ADN, aunque actualmente se acepta que es 

capaz de inducir vías de control/respuesta al daño al ADN (Pardee et 

al., 2002). Se ha sugerido que la selectividad de beta-lapachona 

hacia células tumorales se debe a la activación de un punto de 

control de fase S (Li et al., 2002). La activación de este punto de 

control en células de mamíferos precede a la apoptosis disparada por 

la droga y se presenta como una diana importante para el desarrollo 

de agentes antitumorales más selectivos (Li et al., 2002). 
 

En la presente tesis hemos caracterizado los mecanismos de 

citotoxicidad de beta-lapachona a nivel molecular en S. cerevisiae. 

Hemos comprobado la citotoxicidad de beta-lapachona en nuestro 

sistema modelo y vimos que la misma es dependiente de dosis 

(Figura 8), y pudimos observar también que la droga induce 

específicamente un retardo en la progresión G1/S del ciclo celular 
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(Figura 9). Estas observaciones correlacionan con la evidencia 

descrita en la literatura (Pardee et al., 2002), y por lo tanto validan la 

utilización de levadura como sistema modelo para analizar a nivel 

molecular el mecanismo de acción del antitumoral beta-lapachona.  

 

El tratamiento con beta-lapachona demostró ser citotóxico y activó 

varias respuestas de control de ciclo, como: i) una parada en la 

progresión G1/S (Figura 9), ii) fosforilación de la quinasa de control 

Rad53p (Figura 11), y iii) fosforilación de la histona H2A (Figura 15). 

Todas estas respuestas fueron completamente dependientes de las 

quinasas de control Mec1p/Tel1p y del complejo XMR (Figuras 12-
16). Más aún, XRS2 y TEL1 actúan epistáticamente respecto a la 

sensibilidad a beta-lapachona (Figura 17), y Xrs2p se fosforila tras el 

tratamiento de una manera dependiente de Tel1p (Figura 18). Por lo 

tanto la activación del mecanismo de control Mre11p-Tel1p regula la 

toxicidad de beta-lapachona en levadura (Menacho-Márquez et al., 

2006). Dado que el mecanismo de control dependiente de Mre11-

Tel1p está conservado en eucariotas, estos hallazgos proveen 

nuevas evidencias acerca de los mecanismos moleculares 

involucrados en la toxicidad de beta-lapachona. En acuerdo con 

nuestros datos, se ha demostrado recientemente en células MCF-7 

que la exposición a beta-lapachona resulta en la activación del 

complejo Mre11-Rad50-Nbs1 (MRN) y fosforilación de ATM en su 

serina 1981 (Bentle MS et al., 2007).  

 

Este hallazgo explica porqué beta-lapachona es capaz de activar un 

mecanismo de control en células tumorales con maquinarias de 

control defectivas. Este hecho tiene una relevancia muy importante 
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en la terapia antitumoral, ya que en más del 50% de los tumores el 

control de G1 está inactivo debido a mutaciones en p53. Los genes 

del complejo MRN son esenciales en mamíferos, y las células 

tumorales no presentan mutaciones en los mismos, por lo cual la 

activación del complejo MRN se presenta como una importante 

herramienta para el desarrollo de fármacos antitumorales.  La 

activación de un punto de control en células con respuestas de 

control defectivas por tratamiento con beta-lapachona se ve reflejada 

en levadura por el comportamiento del mutante ∆mec1, que muestra 

una parada en la progresión G1/S similar a la observada en células 

WT (Figura 12).  

 

El mecanismo por el cual beta-lapachona activa la vía Mre11p-Tel1p 

actualmente es desconocido. La ruta dependiente de Mre11p-Tel1p 

es activada por agentes que inducen DSBs tanto en levaduras como 

en eucariotas superiores. La explicación más simple podría ser que 

la exposición a beta-lapachona de alguna manera indujera DSBs 

promoviendo así la activación de esta ruta de control. Esta teoría se 

apoya en que: i) mutantes de levadura con sistemas de reparación 

de DSBs defectivos son hipersensibles al tratamiento con beta-

lapachona (Figura 14), y ii) beta-lapachona induce la fosforilación en 

serina 129 de la histona H2A (Figura 15), un marcador bien 

establecido de generación/reparación de DSBs. Aun queda por 

determinarse si la generación de DSBs es por acción directa o 

indirecta de esta droga sobre el ADN. Aunque beta-lapachona puede 

unirse al ADN in vitro, su afinidad por el ADN no parece correlacionar 

con su actividad antineoplásica (Renou et al., 2003). Por otro lado, 

enzimas implicadas en el metabolismo del ADN son inhibidas in vitro 
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por beta-lapachona (Parde et al., 2002). En este aspecto, las ADN 

topoisomerasas podrían ser buenos candidatos ya que: i) beta-

lapachona inhibe in vitro  las topoisomerasas I y IIα (Li et al., 2003), y 

ii) beta-lapachona induce in vitro daño al ADN mediado por la 

topoisomerasa II (Renou et al., 2003). Sin embargo los mutantes de 

levadura ∆top1 y ∆top3 exhiben el mismo grado de sensibilidad al 

tratamiento que las células WT, además de mostrar similares niveles 

de fosforilación de Rad53p tras exposición a la droga (Figura 19). 

Además, en nuestros estudios no hemos podido detectar diferencias 

respecto a la sensibilidad a beta-lapachona entre un mutante 

termosensible top2-1 y su cepa WT parental (Figura 19). Por lo tanto 

las topoisomerasas Top1p, Top2p y Top3p podrían ser excluidas 

como dianas primarias para generar la activación de la ruta de 

control dependiente de Mre11p-Tel1p por beta-lapachona. 

 

Se ha propuesto que la selectividad de beta-lapachona hacia células 

tumorales podría ocurrir en el paso de inducción de E2F1 en una 

forma independiente del estado de la proteína retinoblastoma (Li et 

al., 2003), induciendo rápida y directamente E2F1 y convirtiéndolo 

así de un regulador de la proliferación en un regulador de la 

apoptosis mediada por mecanismos de control (Figura 39). Sin 

embargo el mecanismo preciso por el cual beta-lapachona induce 

E2F1 permanece indefinido. Basados en nuestros hallazgos en 

levadura, podríamos especular que la droga induce E2F1 en células 

tumorales en un modo dependiente del complejo MRN y de ATM. 

Existen varias evidencias consistentes con este hipótesis: i) el daño 

al ADN induce la actividad de E2F1 a través de la fosforilación 

dependiente de ATM y de la subsiguiente estabilización de E2F1 (Lin 
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et al., 2001), ii) el complejo MRN se asocia físicamente con 

miembros de la familia de E2F a través del ortólogo mamífero de 

Xrs2p, Nbs1, durante la síntesis del ADN (Maser et al., 2001), y iii) la 

apoptosis asociada a E2F1 es dependiente de las proteínas ATM, 

Nbs1 y Chk2, los ortólogos en mamíferos de Tel1p, Xrs2p y Rad53p 

respectivamente (Rogoff et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 39: Mecanismo propuesto para la activación de E2F y subsiguiente 

apoptosis por beta-lapachona (adaptado de Li et al., 2003). 
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2. Generación de radicales libres y sus efectos sobre la 
citotoxicidad de beta-lapachona en levadura. 
 

Se ha demostrado que un mecanismo de citotoxicidad de beta-

lapachona en células tumorales está mediado por la NAD(P)H 

dehisdrogenasa NQO1 (Pink et al., 2000). La reducción de beta-

lapachona por parte de NQO1 lleva a un ciclo fútil entre las formas 

quinona e hidroquinona, con una pérdida de la forma reducida del 

nucleótido NAD(P)H, lo cual induce muerte celular. En acuerdo con 

este mecanismo: i) el dicumarol, un inhibidor de NQO1, inhibía la 

letalidad disparada por la droga (Pink et al., 2000), ii) un precursor de 

beta-lapachona no resulta letal hasta que la droga es convertida a 

beta-lapachona por NQO1 (Reinicke et al., 2005), y iii) la muerte 

celular generada por beta-lapachona es dependiente de calcio y 

calpaína, y regulada por NQO1 y dicumarol (Tagliarino et al., 2001). 

Además se ha propuesto que la reducción de beta-lapachona por 

NQO1 es inestable y revierte espontáneamente al compuesto 

parental, creando una reacción lateral que podría causar la 

generación de especies reactivas de oxígeno (Figura 20; Pink et al., 

2000). Así la formación de ROS podría luego inducir daño en el ADN 

y resultar en la formación de DSBs, con la posterior activación de un 

mecanismo de control dependiente de Mre11p-Tel1p.  

 

En acuerdo con estos datos hemos observado que el tratamiento con 

beta-lapachona induce fuertemente la generación de ROS en 

levadura, la cual es eficientemente bloqueada por la presencia de 

dicumarol (Figura 21). Sin embargo, la generación de ROS no es el 

determinante clave de la toxicidad de beta-lapachona, ya que el 
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tratamiento con dicumarol no afecta la viabilidad de las células ni 

suprime la activación de los puntos de control (Figuras 22 y 23).  

 

Existe cierta controversia respecto al papel que desempeña la 

generación de ROS por tratamiento con beta-lapachona. Hay en la 

literatura reportes que argumentan que aún en líneas celulares que 

expresan NQO1, la producción de ROS no es el principal 

responsable de la muerte celular ya que el tratamiento con 

detoxificantes no afecta la letalidad de la droga de manera 

significativa (Pink et al., 2000). Incluso se ha propuesto que más que 

el aumento de ROS, podría ser la caída en los niveles de NAD(P)H y 

NADH asociada a la reducción de beta-lapachona por NQO1 la 

responsable de disparar la apoptosis (Figura 20).  Más aún, datos 

recientes en células humanas indican que la generación de especies 

reactivas de oxígeno dependiente de NQO1 es necesaria, pero no 

suficiente, para la muerte celular  mediada por beta-lapachona 

(Bentle et al., 2007). Nuestros resultados están de acuerdo con estas 

evidencias e indican claramente que la generación de ROS no es el 

determinante de la toxicidad de la droga. 

 

Sin embargo, existen evidencias que asocian la generación de 

radicales libres con la activación del control de ciclo tras tratamiento 

con beta-lapachona. Datos recientes en células de mamífero afirman 

que la oxidorreducción de beta-lapachona vía NQO1 conduce a la 

producción de ROS, daños en el ADN, formación de focos de γ-H2AX 

y activación del complejo MRE11-RAD50-NBS1 (Bentle et al., 2007).  
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En nuestro trabajo hemos estudiado las NADH deshidrogenasas de 

levadura con el objetivo de determinar el mediador de la generación 

de ROS. Tras un rastreo de cepas mutantes en actividades 

deshidrogenasa, hemos descubierto que la generación de radicales 

en levadura tras exposición a beta-lapachona está mediada por la 

deshidrogena Oye2p, ya que el mutante ∆oye2 fue el único en 

mostrar menor acumulación de ROS tras tratamiento (Figura 25). 

Así, Oye2p sería el equivalente en levadura de NQO1. Sin embargo 

en ausencia de Oye2p, otras deshidrogenasas podrían ser capaces 

de llevar a cabo la reducción de beta-lapachona con la consiguiente 

generación de radicales, aunque quizás con menor eficiencia. 

 

De acuerdo con nuestros datos, en Tripanosoma cruzi, se ha 

propuesto un rol clave del enzima TcOYE (homólogo de Oye2p) en la 

acción trypanocida de beta-lapachona a través de la reducción de la 

droga con generación de especies reactivas de oxígeno (Kubata et 

al., 2002).  
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3. Nde2p modula la toxicidad de beta-lapachona 
 

Durante  el rastreo realizado con las NADH deshidrogenasas 

descubrimos que el mutante ∆nde2 es resistente al tratamiento con 

beta-lapachona (Figura 24). Nde2p es una NADH deshidrogenasa 

mitocondrial externa, que cataliza la oxidación del NADH citosólico, y 

junto con Nde1p participa en la incorporación del NADH citosólico en 

la cadena respiratoria mitocondrial (Pahlman et al., 2002). La baja 

toxicidad de beta-lapachona en el mutante ∆nde2 es probablemente 

debida a la modulación de varias de las respuestas disparadas por la 

droga. Sin embargo, la ausencia de esta deshidrogenasa no modula 

la generación de ROS tras tratamiento (Figura 25). 

 

El mutante ∆nde2 no activa las respuestas de control de ciclo en 

respuesta a beta-lapachona, ya que recupera el retraso en la 

progresión a través de la transición G1/S (Figura 27) y no muestra 

evidencias de fosforilación de la quinasa Rad53p (Figura 28A). Sin 

embargo, los niveles de fosforilación de histona H2A permanecen 

elevados tras el tratamiento, en un grado similar al observado en 

células WT (Figura 28B). Estos datos indican que en el mutante 

∆nde2 la droga genera lesiones en el ADN, pero su magnitud no es 

suficiente como para activar una respuesta de los mecanismos de 

control. Alternativamente, podría proponerse que la falta de función 

de la NADH deshidrogenasa Nde2p media el correcto acoplamiento 

entre la detección de un DSB en el ADN y los eventos posteriores 

implicados en la parada en la progresión de ciclo tras exposición a 

beta-lapachona.    
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A este respecto, existe un modelo que propone que las respuestas 

de daño al ADN dependen ampliamente de la velocidad con que las 

células son capaces de reparar el mismo (Rouse and Jackson, 2002; 

Figura 40). En este modelo, el daño al ADN es detectado 

inicialmente por factores de reparación específicos con alta afinidad 

por determinados tipos de lesiones primarias. En algunos casos 

estas lesiones pueden ser fáciles de reparar, tal que el daño al ADN 

es rápidamente revertido tras la detección inicial. Bajo estas 

circunstancias, la reparación ocurriría con la suficiente rapidez como 

para prevenir el reconocimiento por componentes de las redes de 

señalización compuestas por Mec1p/Tel1p, y el comienzo de una 

respuesta al daño. En otros casos, la lesión en el ADN podría 

persistir por no poder ser reparada con tanta rapidez, debido quizás a 

la naturaleza de la lesión y/o a su localización genómica. En tales 

casos, los complejos Mec1p-Lcd1p/Tel1p se unen a los sitios de 

daño probablemente en un modo que dependería de la actividad de 

los factores de reparación específicos de la lesión. Posteriormente, la 

fosforilación de histona H2A y la alteración en la estructura de la 

cromatina en las proximidades de la lesión, promoverían la 

reparación del ADN de un modo eficaz que es capaz de prevenir una 

respuesta global al daño. En contraste, si en este punto la reparación 

del ADN no se ha completado, la lesión deberá sufrir una 

procesamiento más extenso, y es en este caso cuando se produciría 

la activación de Rad53p y Chk1p con la consecuente respuesta al 

daño que incluye el arresto del ciclo celular y el aumento de la 

capacidad de reparación de la célula. 
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Figura 40: Modelo de señalización y reparación del daño al ADN. Tras la 

detección, el daño puede ser reparado rápidamente o persistir, dependiendo 

de la naturaleza de la lesión y/o del contexto genómico. Si la lesión persiste, 

puede dispararse una respuesta local (con fosforilación de histona H2A) o 

una respuesta global al daño. (Basado en Rouse and Jackson, 2006) 
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De acuerdo a este modelo, el mutante ∆nde2 sería capaz de reparar 

más rápidamente las lesiones inducidas por el tratamiento con beta-

lapachona sin disparar completamente las respuestas de control de 

daño al ADN. Esto podría deberse a las lesiones acumuladas son 

más fáciles de reparar y/o a que el daño se produce en menor 

extensión. En este sentido, una posible explicación es que Nde2 

intervenga de alguna manera en la bioactivación de la droga, 

convirtiéndola así en una forma que es la responsable de generar la 

lesión. En ausencia de Nde2p, la forma tóxica no se produciría y sólo 

persistiría un tipo de lesión fácilmente reparable.  Esto sugeriría un 

comportamiento de Nde2p similar al de NQO1, de manera tal que la 

toxicidad de beta-lapachona incrementaría con el aumento en los 

niveles de esta proteína, aunque no en un modo dependiente de la 

generación de ROS. Esta hipótesis se está evaluando actualmente 

en el laboratorio mediante la generación de NDE2 recombinante. 

 

Alternativamente, Nde2p podría tener una función de modulador de 

las rutas de control y/o reparación del ADN, y esa función resultar 

inhibida por la droga. Apoyando esta hipótesis, hemos visto que la 

capacidad de reparación del mutante ∆nde2 está alterada, ya que el 

mismo muestra mayor eficiencia de reparación (Figura 32). La mayor 

eficiencia podría deberse a una acumulación intrínseca de daño en el 

mutante, ya que muestra niveles basales de fosforilación de histona 

H2A significativamente mayores que las células WT (Figura 31A). 

Este hecho podría dar cuenta además de la sensibilidad que muestra 

el mutante a otros agentes genotóxicos como phleomycina o HU 

(Figura 30). Una hipótesis atractiva podría ser que beta-lapachona, a 

través de su efecto sobre NADH deshidrogenadas y/o sobre los 
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niveles de NADH, regulara de algún modo las funciones de control de 

daño al ADN. Recientemente se ha descrito que NQO1 regula la 

estabilidad de las proteínas de control p53 y p73. NQO1 se une a 

p53 y p73 en un modo dependiente de NADH y las protege de ser 

degradadas por el proteosoma 20S, mediando así respuestas 

celulares dependientes de p53 tras daño al ADN (Asher et al., 2001 y 

2002). Otra posibilidad es que la acción de beta-lapachona  directa o 

indirecta sobre Nde2p genere una alteración en los niveles de 

NADH/NAD+, depletando a la célula de NAD(+) y ATP. En base a 

datos recientes se ha propuesto que la depleción de NAD+ es un 

factor crítico en la letalidad inducida por beta-lapachona, junto con la 

concomitante pérdida de ATP (Bey EA et al., 2007). Así la exposición 

a beta-lapachona podría simultáneamente causar daños en el ADN e 

inhibir su reparación por una pérdida de los niveles de NAD+ y ATP. 

 

El cuerpo de evidencias presentado en el presente trabajo apunta a 

un papel de la deshidrogenasa Nde2p en la toxicidad de beta-

lapachona como: i) diana molecular de acción de la beta-lapachona, 

y/o 2) cumpliendo un rol en el metabolismo de “bioactivación” de la 

droga. A este respecto se puede decir que Nde2p no actúa del 

mismo modo que lo hace NQO1 en células de mamífero, ya que la 

magnitud de producción de ROS tras el tratamiento con beta-

lapachona en el mutante ∆nde2 es similar a la correspondiente a 

células WT (Figura 25). 

  

Un dato importante a favor de un rol de Nde2p como blanco de 

acción de beta-lapachona es que la falta de función de esta proteína 

mimetiza el comportamiento de células WT sometidas a exposición a 
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la droga:  (1) el mutante ∆nde2 muestra un crecimiento más lento 

que las células WT; (2) el mutante ∆nde2 posee un retraso en la 

transición G1/S aún en ausencia de tratamiento, y muestra niveles 

basales de fosforilación de histona H2A significativamente más 

elevados (Figuras 27 y 31); (3) el mutante ∆nde2 posee severos 

defectos de crecimiento en fuentes de carbono no fermentables y es 

precisamente en estas condiciones donde beta-lapachona muestra 

mayor toxicidad sobre células WT (Figura 26); y finalmente, (4) el 

mutante ∆nde2 es más sensible a drogas cuya acción muestran un 

marcado sinergismo con beta-lapachona, como hidroxiurea y 

phleomicina (Figura 30). 

 

Resulta interesante que el mutante ∆nde1 no muestre un 

comportamiento similar a ∆nde2, ya que Nde1p también es una 

NADH-deshidrogenasa de tipo II que oxida NADH en la cara 

citosólica de la membrana interna mitocondrial, y su ORF exhibe una 

considerable similitud de secuencia tanto con NDE2 como con NDI1 

(Marijke AH et al., 1998). Incluso ha sido descrito que Nde1p sería la 

más importante de las dos NADH deshidrogenadas externas. De 

hecho, la expresión relativa de las deshidrogenadas Nde1p y Nde2p 

parece depender de las condiciones de crecimiento, siendo ambas 

transcriptas durante el crecimiento en glucosa, pero observándose 

una fuerte inducción de la transcripción de NDE2 en crecimiento 

sobre etanol (De Risi et al., 1997). De este modo, quizás sea el 

aumento en los niveles de Nde2p en condiciones de crecimiento que 

favorecen la respiración una posible causa del aumento de toxicidad 

de beta-lapachona en estas condiciones. Este hecho apuntaría a un 

papel de Nde2p como biactivador de la droga, y refutaría la hipótesis 
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de basada en los niveles de NAD(+) como mediadores del daño, ya 

que en condiciones normales, Nde1p sería capaz de mantener estos 

niveles estables. 

  

Otra proteína mitocondrial con importante homología con Nde2p es la 

deshidrogenasa interna Ndi1p. Se ha especulado que Ndi1p es el 

homólogo más cercano en levadura a la proteína humana AMID 

(mitochondrion-associated inducer of death, inductor de muerte 

asociado a mitocondria). Incluso existen reportes que indican que 

una sobreexpresión de Ndi1p, y no de su homólogo Nde1p, induce 

muerte celular con características apoptóticas en levadura (Li et al., 

2006). También se ha reportado que la deleción de NDI1, como así 

también la de NDE1, es capaz de prolongar el tiempo de vida 

cronológica en levadura (Li et al., 2006) 

 

Interesantemente, se considera actualmente a Ndi1p como el 

homólogo más cercano a AMID, mostrando una identidad del 28% y 

similitud del 46%, mientras que la homología que exhibe Nde2p 

corresponde a valores muy cercanos al anterior (25% homología y 

46% similitud; comparaciones realizadas a través de la base de datos 

BLASTp del NCBI).  

 

No existen datos hasta la fecha acerca de los efectos de Nde2p 

sobre la viabilidad y longevidad celular. Sin embargo, teniendo en 

cuenta que la regulación transcripcional por niveles de glucosa de 

NDE2 es similar a la de NDE1 y NDI1, y dada la amplia homología 

entre estos tres genes, no puede descartarse un posible rol de 

Nde2p en la regulación de las señales apoptóticas y en la longevidad 
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cronológica. Si esta hipótesis, que se esta explorando en nuestro 

laboratorio, se validase, podría especularse acerca de un uso 

potencial de beta-lapachona como modulador de la longevidad 

celular. 
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4. Beta-lapachona y la ruta de control traduccional. 
4.1 Activación de la ruta GCN por tratamiento con beta-
lapachona. 
 

Con el objeto de caracterizar en mayor profundidad los efectos del 

tratamiento con beta-lapachona, hemos analizado el perfil de 

expresión génica de células WT tratadas con dicha droga. Siguiendo 

los criterios descritos en la sección Materiales y Métodos, 

observamos que 212 genes resultaron inducidos y 52 reprimidos tras 

el tratamiento. Tras realizar una clasificación funcional de los genes 

inducidos/reprimidos, pudimos observar claramente la presencia de 

categorías funcionales correspondientes a biosíntesis de 

aminoácidos y estrés oxidativo (Tablas 5 y 6). La presencia de esta 

última categoría era esperada ya que habíamos comprobado 

previamente que beta-lapachona producía generación de ROS 

también en levadura. 

 

Es importante destacar que en el análisis de genes diferencialmente 

expresados tras tratamiento con beta-lapachona no aparecen 

categorías funcionales correspondientes a rutas de 

señalización/reparación de daño al ADN. La ausencia de estas 

categorías funcionales se debe probablemente a las características 

del tratamiento utilizadas para este ensayo: 4µg/ml de beta-

lapachona durante una hora. La elección de estas condiciones de 

tratamiento se basó principalmente en que a esas dosis el 

crecimiento de las células WT se veía claramente afectado, pero no 

el del mutante ∆nde2. Sin embargo, a esa dosis y en esa ventana de 

tiempo no hemos sido capaces de observar fosforilación de Rad53p. 
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Resultados paralelos de análisis con micromatrices en nuestro 

laboratorio, indicaron que la categoría de biosíntesis de aminoácidos 

estaba igualmente representada entre el grupo de genes expresados 

diferencialmente en una cepa mutante GCN2c (Menacho-Márquez et 

al., 2007), con la ruta de control general de nutrientes 

constitutivamente activa. Este dato sugería que, de algún modo, el 

tratamiento era capaz de inducir esta ruta. Así, pudimos observar que 

el tratamiento con beta-lapachona produjo una activación de la ruta 

de control general de nutrientes de una manera muy efectiva, como 

se pudo comprobar por el aumento en la fosforilación del factor eIF2 

en su subunidad alfa (Figura 33). La fosforilación observada de 

eIF2a resultó ser dependiente de Gcn2p y de los activadores Gcn1p 

y Gcn20p (Figura 33). Con posterioridad comprobamos que de 

alguna manera Gcn2p media las respuestas disparadas por beta-

lapachona, ya que tanto la falta de función como la sobreactivación 

de esta quinasa rinden una mayor sensibilidad al tratamiento 

(Figuras 34 y 35).  

 

Sin embargo, esta activación de la ruta GCN no parece que se deba 

a la producción de un ayuno de aminoácidos o purinas, ya que la 

adición de un exceso de éstos al medio de crecimiento no altera la 

sensibilidad de células WT a la droga ni el estado de fosforilación de 

eIF2α (Figuras 34A y B) y la falta de función de GCN1, GCN3, 

GCN4 o GCN20 no modula de ningún modo la toxicidad a beta-

lapachona (Figura 34C). Estos datos sugieren que: i) Gcn2p parece 

activarse por situaciones de estrés que no llevan a ayuno de 

nutrientes, y ii) la función de Gcn2p en respuesta a la droga no es 

regular la traducción de proteínas. Estos datos están en acuerdo con 
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evidencias previas que asignan a Gcn2p una función no traduccional 

(Rodríguez-Hernández et al., 2003).  

 

Es notorio que la activación de Gcn2p en estas condiciones en las 

que no hay ayuno de nutriente siga dependiendo de Gcn1p y 

Gcn20p. Gcn1p y Gcn20p facilitan el seguimiento de los niveles de 

ARNt descargados por parte de las secuencias relacionadas con His-

RS de Gcn2p en condiciones de ayuno de purinas o aminoácidos 

(Vazquez de Aldana et al., 1995). Por lo tanto, beta-lapachona podría 

estar induciendo la activación de Gcn2p a través de mecanismos 

alternativos. Curiosamente MMS, otro agente lesionante del ADN, 

también parece activar a Gcn2p en condiciones en las que no hay 

ayuno y de un modo dependiente de Gcn1/20p (Natarajan et al., 

2001). Puede haber varias explicaciones para este hecho:  

i) Gcn2p podría activarse por los niveles de ARNt endógenos, 

aumentando su afinidad por los mismos debido a algún tipo de 

modificación post-traduccional. El hecho de que rapamicina, un 

inhibidor de las quinasas TOR, activa a Gcn2p por defosforilación de 

la serina 577 mediada por el regulador de fosfatasas TAP42  apoya 

esta hipótesis (Cherkasova and Hinnebusch, 2003).  

ii) Otra posibilidad consiste en que la droga inhiba una/varias ARNt 

sintetasas. Como resultado de este efecto se acumularían moléculas 

de ARNt descargadas, activando así la ruta sin la existencia de 

condiciones de ayuno. Esta hipótesis se ve apoyada por evidencias 

en la literatura que indican que el mecanismo de acción de muchos 

antifúngicos y antitumorales se basa en la inhibición de ARNt 

sintetasas (Lee et al., 2004; Rock et al., 2007). 
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iii) Por último, es tentador especular una activación de Gcn2p por la 

interacción de Gcn1p y Gcn20p con alguna estructura anómala en el 

ADN generada por beta-lapachona. Esto explicaría por qué otros 

agentes lesionantes también son capaces de inducir la ruta, no sólo 

en S. cerevisiae sino también en S. pombe y en mamíferos. 

 

Un dato inesperado que apoya esta última hipótesis es que la 

activación de Gcn2p por beta-lapachona, resultó depender del 

complejo XMR (Figura 37 y anexo I). Esto, junto con el hecho de 

que no dependa de Mec1p y/o Tel1p, sugiere que Gcn2p actuaría por 

debajo del complejo XMR, en una rama independiente de Mec1p y 

Tel1p. Este hecho es de particular interés ya que no existen reportes 

previos referentes a esta interacción. Podría sugerirse que de algún 

modo la activación del compejo XMR o el procesamiento del daño 

por parte del mismo, serían capaces de activar a la quinasa Gcn2p. 

Tampoco puede descartarse la interacción de Gcn2p con alguna 

estructura en el ADN intermediaria en la reparación ya que esta 

proteína posee un sitio de unión a ARNt (Figura 7, Ramírez et al., 

1992).  

 

Así, una vez activo, Gcn2p podría regular traduccional o post-

traduccionalmente a una serie de efectores cuya misión sería 

fortalecer el mecanismo de control y/o la reparación de las lesiones.  

A favor de esta hipótesis está el hecho de que el mutante ∆gcn2 

modula las respuestas de control de ciclo disparadas por beta-

lapachona (Figura 36).  
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4.2. Implicación de la activación de la ruta GCN en los eventos 
disparados por beta-lapachona. 
 

La activación de la quinasa Gcn2p produce un retraso en la 

transición G1/S en S. cerevisiae y S. pombe (Tvegård T et al., 2007; 

Menacho-Márquez et al., 2007). Esta nueva función de Gcn2p en la 

regulación del control de ciclo podría estar mediada por la 

fosforilación de eIF2α y el subsiguiente bloqueo en la iniciación de la 

traducción. En respuesta a beta-lapachona, pudimos observar que, 

de algún modo, la función de la quinasa Gcn2p media el control de 

G1/S disparado por la droga, ya que un mutante ∆gcn2 muestra un 

retraso en la progresión de ciclo más breve que el WT tras 

tratamiento con la droga (Figura 36).  

 

Por otro lado, analizando el estado de fosforilación de la histona H2A 

tras tratamiento con beta-lapachona, pudimos observar que el 

mutante ∆gcn2 acumulaba mayores niveles de fosforilación de 

histona, mientras que ocurría todo lo contrario en el mutante GCN2c 

(Figura 36). Así, Gcn2p y/o algún efector podría requerirse para 

sensar y/o reparar el daño generado por beta-lapachona, aunque la 

sobreactivación de esta quinasa exacerba los efectos sobre la 

viabilidad desplegados por la droga (Figura 35). 

 

La naturaleza de los efectores regulados por Gcn2p se desconoce. A 

este respecto, en los análisis de micromatrices realizados con el 

mutante GCN2c hemos podido observar que aparecen reprimidos 

genes implicados en la biogénesis/ensamblaje de ribosomas y genes 

de replicación del ADN (Menacho-Márquez et al., 2007). La 
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expresión de genes de biogénesis de ribosoma y de replicación del 

ADN está críticamente ligada a la proliferación celular y sirve como 

una medida de la progresión del ciclo celular G1/S (Jorgensen et al., 

2004). Todos estos genes están regulados por el complejo MBF, un 

factor de trasncripción que regula la expresión de genes durante la 

transición G1/S (Koch et al., 1993). Sin embargo, no puede 

descartarse que algún otro componente de la maquinaria de 

control/reparación implicado en la respuesta a tratamiento con beta-

lapachona esté sujeto a control traduccional, o algún otro regulador 

de ciclo no conectado directamente con el control de daño al ADN. A 

este respecto, se ha reportado previamente una conexión entre 

Gcn2p y Hog1p (Rodríguez-Hernández et al., 2003) que sustenta 

esta posibilidad. 

 

Es conveniente evaluar si estas respuestas están conservadas en 

mamíferos. Recientemente se ha observado que el tratamiento con 

beta-lapachona en líneas celulares MCF7 también provoca un 

incremento en los niveles de fosforilación del factor eIF2 en su 

subunidad alfa (Belandia B, datos no publicados). Este hecho 

extiende el paralelismo entre los efectos observados por la acción de 

beta-lapachona en levaduras y eucariotas superiores. No se puede 

asegurar qué quinasa está implicada en la fosforilación de eIF2α en 

células tumorales, ya que en mamíferos existen cuatro posibles 

candidatos, pero en estos momentos se están llevando a cabo 

experimentos con el propósito de identificar la quinasa responsable. 
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4.3. Implicación de NDE2 en estas respuestas 
 
Tal como ocurriese con las otras respuestas disparadas por el 

tratamiento con beta-lapachona, la mutación de NDE2 modulaba 

también la activación de la ruta GCN tras tratamiento (Figura 38). Sin 

embargo, la fosforilación del factor eIF2α no era totalmente evitada 

como en el mutante ∆gcn2 (Figura 33). Esta observación, junto con 

el hecho de que el mutante no muestre niveles basales de 

fosforilación de eIF2α elevados, sustentan más la hipótesis basada 

en una función de Nde2p en la bioactivación de la droga. En otras 

palabras, respecto a la activación de la ruta GCN, el mutante ∆nde2 

no mimetiza los efectos observados por tratamiento con beta-

lapachona. Sin embargo, no puede descartarse que la falta de 

activación de la ruta GCN en el mutante se deba a la ausencia de 

activación del punto de control dependiente del complejo XMR  

(Figura 27 ).   
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5. Modelo de acción de beta-lapachona en levadura. 
 

Las observaciones obtenidas en este trabajo nos permiten proponer 

un modelo provisional para la toxicidad de beta-lapachona en células 

de levadura (Figura 41).  

 

La exposición a beta-lapachona induce la generación de daño en el 

ADN del tipo DSBs. La generación de estos DSBs induce una 

disminución en la progresión celular en la transición G1/S a través de 

la activación de un punto de control dependiente de Mre11p-Tel1p. 

La activación de este punto de control es crucial para inducir la 

muerte celular disparada por beta-lapachona. La activación de este 

control de ciclo por tratamiento con beta-lapachona, es totalmente 

dependiente de Nde2p, proteína que proponemos como la principal 

diana mediadora de los efectos biológicos observados.  

 

Paralelamente, el tratamiento con beta-lapachona induce la 

producción de ROS, principalmente a través de la acción de la 

deshidrogenasa Oye2p. La generación de estos ROS no es 

suficiente para determinar la muerte celular, pero podría contribuir a 

la misma. Por otro lado, beta-lapachona induce la activación de la 

ruta GCN, que contribuye a mediar el control de G1/S. 

 

Juntos, la generación de daño al ADN, el aumento en la producción 

de radicales libres, la activación de la ruta GCN y principalmente la 

activación del mecanismo de control dependiente de Mre11p-Tel1p, 

contribuyen a la inducción de la muerte celular por tratamiento con 

beta-lapachona 
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Figura 41: Modelo propuesto del mecanismo de acción de beta-lapachona 

en S. cerevisiae.  
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Paralelamente, nuestros hallazgos nos permiten remarcar los 

siguientes aspectos: 

 

- La modulación farmacológica del punto de control dependiente de 

Mre11p-Tel1p (MRN-ATM en mamíferos) podría tener gran 

relevancia en el tratamiento antitumoral. 

- Nde2p media los efectos de beta-lapachona en levadura, con lo 

cual el homólogo humano de esta deshidrogenasa podría ser una 

potencial diana terapéutica por sí mismo o en conjunción con 

agentes como phleomicina.  

-  Los niveles del homólogo humano de NDE2 se plantean como un 

marcador pronóstico/diagnóstico de la respuesta de un tumor a 

tratamiento con beta-lapachona. 

- La modulación farmacológica de la ruta GCN se presenta como un 

importante medio de potenciar la letalidad de beta-lapachona 

- El mecanismo de acción de beta-lapachona sugiere que Gcn2p 

tiene funciones adicionales además del control traduccional, y que 

consisten en la regulación del ciclo celular. 

- La activación de la ruta GCN por beta-lapachona ofrece nuevos 

usos terapéuticos posibles para esta molécula. Así, sería atractivo 

explorar la potencialidad terapéutica de beta-lapachona en otros 

procesos patológicos en los cuales la ruta GCN es relevante, como: 

1) infecciones virales: la quinasa PKR es un regulador esencial en la 

respuesta a infecciones virales (revisado en Kaempfer, 2003);  

2) diabetes: múltiples estudios han desvelado el protagonismo de 

quinasas de eIF2α en síndromes diabéticos (Delepine et al., 2000), 

hiperglicemia y muerte de células beta en ratones (Harding et al., 
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2001), así como la importancia del control traduccional del ARNm de 

la insulina (Scheuner et al., 2005);  

3) Alzheimer: existen evidencias de que la fosforilación de eIF2α y la 

activación de PKR están asociadas a la enfermedad de Alzheimer y 

otros desórdenes neurodegenerativos (Chang et al., 2002);  

4) problemas cardíacos: se ha definido un rol protector de la quinasa 

PKR en miocarditis viral (Stewart et al., 2003);  

5) neo-angiogénesis: se ha descrito que la vascularización de 

tumores está regulada traduccionalmente (DeFatta et al., 1999);  

6) preservación de órganos: recientemente se ha reportado que una 

fosforilación basal de eIF2α tiene efectos citoprotectores (Lu et al., 

2004). 

 

Saccharomyces cerevisiae se ha convertido en una herramienta 

indispensable en el rastreo de nuevos fármacos, así como en el 

estudio de sus mecanismos de acción. Su facilidad de manipulación 

y el conocimiento de su genoma y proteoma facilitan y abaratan el 

proceso de desarrollo de terapias farmacológicas. Nuestros 

resultados han permitido no sólo identificar los mecanismos 

implicados en la acción del antitumoral beta-lapachona, sino también: 

1) identificar nuevos moduladores de respuestas de control de ciclo 

2) identificar genes que median las respuestas celulares a esta droga 

y que presentan un gran potencial en estudios farmacogenómicos y 

farmacogenéticos; 3) identificar dianas moleculares que permitan el 

desarrollo de nuevos fármacos para tratamiento antitumoral y 4) 

desarrollar una plataforma de rastreo para esos fármacos. 
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1- El antitumoral beta-lapachona es citotóxico en la levadura S. 

cerevisiae. La exposición a esta droga induce la formación de daño al 

ADN del tipo DSB, produce un retraso en la progresión G1/S e 

induce fosforilación de la quinasa  Rad53p e Histona H2A. 

 

2- El tratamiento con beta-lapachona activa en levadura un punto de 

control dependiente de Mre11p-Tel1p. 

 

3- La generación de radicales libres por tratamiento con beta-

lapachona en levadura no es esencial para la citotoxicidad de la 

droga, aunque contribuye parcialmente a tal efecto. 

 

4- Al menos en levadura, la deshidrogenasa mitocondrial Nde2p 

modula la toxicidad de la droga, siendo la principal diana de acción 

de este compuesto. 

 

5- NDE2 modula además la respuesta a otros lesionantes del ADN. 

 

6- Beta-lapachona activa la ruta de Control General de Nutrientes 

(GCN) en levadura. 

 

7- La activación de la ruta GCN media las respuestas disparadas por 

la droga en levadura. 

 

8- La quinasa Gcn2p podría tener funciones adicionales además del 

control traduccional implicadas principalmente en el control de ciclo. 
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9- El complejo XMR es necesario para la correcta activación de la 

ruta GCN por tratamiento con beta-lapachona, estableciéndose un 

nexo entre la ruta de control traduccional, y los mecanismos de 

respuesta al daño en el ADN. 
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ANEXO I 
 
Inmunodetección de la forma fosforilada del factor eIF2α en mutantes 
del complejo XRM tras tratamiento con beta-lapachona. 
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