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A. ABREVIATURAS

ADN: acido desoxirribonucleico

ARN: &cido ribonucleico

ERO: especies reactivas de oxigeno

GAP: proteina activadora de GTPasa (GTPase-Activating Protein)

GEF: factor intercambiador de nucleétidos de guanina (Guanine nucleotide Exchange
Factor)

GDP: guanosin difosfato

GTP: guanosin trisfosfato

h: hora (s)

IMS: espacio intermembranal (Intermembrane Space)

INN: membrana interna mitocondrial (Inner Mitochondrial Membrane)

KCN: cianuro de potasio

kDa: kilo Daltons

Ks: constante de formacion

OMM: membrana externa mitocondrial (Outer Mitochondrial Membrane)

RT-gPCR: reaccion en cadena de la polimerasa acoplada a transcripcion inversa en
tiempo real

rpm: revoluciones por minuto

B. PREFIJOS

K: kilo (1 x 10%)
M: micro (1 x 10°)
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C. RESUMEN

Mucor lusitanicus es un modelo bioldgico para comprender las bases moleculares de
la mucormicosis, infeccion de baja incidencia, pero letal, la cual se ha asociado con casos
graves de COVID-19. M. lusitanicus es un hongo dimoérfico, cuyas esporas son capaces de
crecer como levadura o micelio dependiendo de las condiciones de crecimiento. La levadura
es de fenotipo no virulento, asociada a un metabolismo fermentativo; en cambio, el micelio es
considerado como el estadio virulento cuando esta asociado al incremento del metabolismo
oxidativo mitocondrial (MOM). La sintesis del sider6foro rizoferrina, que involucra la
participacion de la enzima Rfs (rizoferrina sintetasa), depende del MOM. Este sideréforo es
considerado un factor de virulencia secretable de M. lusitanicus. Se ha demostrado que las
proteinas Arf son cruciales en la biogénesis de vesiculas, las cuales participan en procesos
celulares como la secrecion la formacién de organelos como la mitocondria. Se describi6é por
nuestro grupo de trabajo que al igual que la cepa mutante en el gen arf3 (Aarf3), la
sobreexpresion del gen rfs en la cepa silvestre (WT), mostré un fenotipo mas virulento que la
cepa WT. El objetivo de este trabajo fue conocer posible regulacion del producto del gen arf3
en la virulencia conferida por rizoferrina. Mediante ensayos de toxicidad en Caenorhabditis
elegans empleando el sobrenadante libre de células postcultivo (SS) de la cepa doble mutante
en los genes arf3 y rfs (Aarf3/Arfs), se observé la anulacion tanto de la toxicidad del SS como
de la secrecion de rizoferrina, contrario a lo observado en la mutante sencilla Aarf3. Ademas,
la sobreexpresion del gen dnml (que induce el proceso de fision mitocondrial) en la cepa Aarf3,
produjo la disminucion de la toxicidad del SS, asi como del consumo de oxigeno y la
produccion de OH-. Estos datos sugieren una posible regulacion por parte de Arf3 durante la
fisibn mitocondrial, lo cual conduce a una disminucién del fenotipo virulento.

Palabras clave: sideréforo, mitocondria, fusion, fision, toxicidad.
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D. ABSTRACT

Mucor lusitanicus is a biological model for understanding the molecular basis of
mucormycosis, a low incidence but lethal infection has been associated with severe cases of
COVID-19. M. lusitanicus is a dimorphic fungus, whose spores are capable of growing as yeast
or mycelium depending on growth conditions. The yeast has a non-virulent phenotype,
associated with fermentative metabolism; mycelium, on the other hand, is considered the
virulent stage when associated with the increase of mitochondrial oxidative metabolism (MOM).
The synthesis of the siderophore rizoferrin, which involves the enzyme Rfs (rizoferrin
synthetase), depends of MOM. This siderophore is considered a secretable virulence factor of
M. lusitanicus. It has been demonstrated that Arf proteins are crucial in the biogenesis of
vesicles, which participate in cellular processes such as secretion and formation of organelles
like mitochondria. It was described by our working group that as well as the mutant strain in the
arf3 gene (Aarf3), the overexpression of the rfs gene in the wild-type strain (WT), showed a
more virulent phenotype than the WT strain. The aim of this work was to know possible
regulation of the arf3 gene product in the virulence conferred by rhizoferrin. Toxicity assays in
Caenorhabditis elegans with the post-culture cell-free supernatant (SS) obtained from the
double mutant strain in the arf3 and rfs genes (Aarf3/Arfs), revealed the abrogation of both SSs
toxicity and rhizoferrin secretion, contrary to what was observed in the Aarf3 strain.
Furthermore, overexpression of the dnml gene (which induces the mitochondrial fission
process) in the Aarf3 strain resulted in the decrease of both SS toxicity, as well as oxygen
consumption and OH- production. These data suggest a possible negative regulation of
mitochondrial fission by Arf3 that lead to the decreased of the virulent phenotype in the WT

strain.

Keywords: siderophore, mitochondria, fusion, fission, toxicity.
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I. INTRODUCCION
1.1 Mucorales

El orden de los Mucorales representa un grupo antiguo de hongos superiores que han
sido clasificados dentro del subfilo Mucoromycotina, los cuales sitlan basalmente a los grupos
Ascomycota y Basidiomycota (Spatafora et al. 2016). Los miembros de este orden se
caracterizan por un crecimiento exacerbado y la formacion de prominentes micelios. En la
mayoria de los taxones mucoraleanos, las esporangiosporas (esporas) se forman dentro de
una estructura conocida como esporangio, de forma esférica y que forma parte del esporangio
(Fig. 1A-B) que es observable a simple vista. Es caracteristico de los Mucorales la aparicion
de una vesicula pronunciada llamada columela, ubicada dentro del esporangio (Fig. 1C) que
permanece intacto cuando se liberan las esporas (Fig. 1B, D). Los Mucorales se encuentran
comunmente como saprétrofos en el suelo y en materia vegetal en descomposicion. Debido a
gue sus esporas pueden ser aerotransportadas y su rapido crecimiento, a menudo son los
primeros en colonizar la materia organica en deterioro. Algunas especies de mucorales, como
Rhizopus arrhizus (syn. R. oryzae) o Mucor circinelloides, pueden encontrarse practicamente
en cualquier lugar del entorno humano. En comparacion con la mayoria de los hongos
ascomicetos, los Mucorales necesitan una mayor humedad para su crecimiento y la
germinacion de sus esporas (Walther et al. 2020).

Algunas especies de Mucorales son capaces de tolerar temperaturas relativamente
altas para la mayoria de los hongos (37°C); entre estas especies, varias son capaces de
causar infecciones en humanos (mucormicosis). La mucormicosis es una enfermedad
caracterizada por una rapida propagacion local, angioinvasion y necrosis tisular. Clinicamente,
estas infecciones, de progresion rapida, se asocian a altas tasas de mortalidad. En Europa y
EE.UU., los pacientes inmunocomprometidos debido a una neoplasia maligna, un trasplante

de 6rganos o un trasplante de células madre hematopoyéticas son los afectados con mayor
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frecuencia, presentando principalmente una infeccion pulmonar invasiva o lesiones cutaneas.
En otras partes del mundo, por ejemplo, la India, los pacientes con diabetes no controlada
constituyen la principal cohorte de riesgo y a menudo desarrollan sinusitis e infecciones
necrotizantes de tejidos blandos. El ciclo de vida de los Mucorales no incluye una fase en el
interior de un huésped ya que son hongos oportunistas y sus esporas entran en el cuerpo
humano por accidente, sobreviven y se desarrollan causando mucormicosis. No se ha
reportado adn la transmision de huésped a huésped. En general, los brotes de hongos
oportunistas se originan a partir de una fuente consistiendo de materia no viva, pero
contaminada con el hongo y se designan como sapronosis (de Hoog et al. 2018).

Los Mucorales comprenden unas 260 especies de 55 géneros, de las cuales 38
especies se han descrito en infecciones humanas (Wijayawardene et al. 2018). Basandose en
el nimero de casos, los géneros mas importantes en el contexto clinico son Rhizopus,
Lichtheimia, Apophysomyces y Mucor. La taxonomia de estos géneros ha cambiado
profundamente en los Ultimos afos: varias especies de Rhizopus como R. rhizopodiformis o
R. oligosporus fueron cambiadas a R. microsporus (Dolatabadi et al. 2014). El género
Lichtheimia se separ6 de Absidia (Hoffmann et al. 2007) y se reconocié que Lichtheimia
ramosa era una especie distinta de L. corymbifera (Alastruey-lzquierdo et al. 2010). En el
género Apophysomyces, se describieron cinco nuevas especies; cuatro de ellas se conocian
por fuentes clinicas (Alvarez et al. 2010; Bonifaz et al. 2014; Khuna et al. 2019). En el complejo
M. circinelloides, se describieron cinco especies nuevas y las formas anteriores de M.
circinelloides se reconocieron como especies separadas, tal es el caso de M. circinelloides f.

lusitanicus renombrado como M. lusitanicus (Wagner et al. 2020; Walther et al. 2019, 2020).



Figura 1. Estructura del esporangio de M. lusitanicus CBS 108.17. Se muestra el esporangi6foro
con un esporangio lleno de esporas (A) y una vez que se ha roto el esporangio (B) asi como las
columelas (C) y la morfologia de las esporas (D). Barra de escala= 20 pym (tomado y modificado de

Wagner et al. 2020).

1.1.1 M. lusitanicus

M. lusitanicus, anteriormente llamado M. circinelloides f. lusitanicus (Wagner et al.
2020), es un hongo filamentoso y dimorfico perteneciente al orden de los Mucorales. Este
orden pertenece al filo Mucoromycota y, dentro de este, al subfilo Mucoromycotina (Spatafora
et al. 2016). Es un modelo de estudio para la comprension de la sefializacién mediada por luz,
la cual estimula la produccion de carotenos y el fototropismo (lturriaga et al. 2018); para
entender el control del ciclo circadiano (Silva et al. 2006); el proceso de esporulacién asexual

(Pérez-Arques et al. 2021); para comprender el silenciamiento génico en donde se han descrito
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los elementos reguladores del ARN de interferencia (ARNi) gue controlan este evento (Nicolas
y Ruiz-Vazquez, 2013; Lax et al. 2020; Pérez-Arques et al. 2021); la diferenciacion celular
durante el dimorfismo y la patogénesis fungica (Lax et al. 2020b). Este Mucoral cuenta con el
mayor nimero de herramientas moleculares tales como la delecién de genes, mutaciones sitio
especificas, sobreexpresién de genes mediante plasmidos o por integraciébn al genoma,
silenciamiento génico, entre otros (Vellanky et al. 2018; Garcia et al. 2018).

M. lusitanicus tiene un ciclo de vida sexual y uno asexual (Fig. 2). Se ha descrito en mayor
detalle el ciclo de vida asexual del cual derivan las esporangiosporas (las cuales se nombraran
como esporas en este texto); ademas, presenta multiples eventos de diferenciacién como la
capacidad de crecer como hifa o levadura o bien interconvertirse de una morfologia a otra. En
presencia de luz, las sintesis de carotenos y el proceso de esporulacion se ven favorecidos
ademas de que la sefalizacién mediada por luz es necesaria para la virulencia (Pérez-Arques
et al. 2021). M. lusitanicus puede formar cuatro tipos de esporas, las esporangiosporas de tipo
asexual producidas en sustrato sélido, zigosporas de tipo sexual producidas en sustrato sélido,
germoesporas producidas después de la meiosis y germinacion de las zigosporas y
artrosporas de tipo asexual producidas en medio liquido al final de la fase estacionaria
(Orlowski, 1990; Walther et al. 2019). Ademas, es un hongo Crab-tree positivo, es decir, a
concentraciones elevadas (22%) de una fuente de carbono fermentable como la glucosa,

puede fermentar en presencia de oxigeno (Mclintyre et al. 2002).
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Figura 2. Ciclo de vida de M. lusitanicus. Las especies del género Mucor, son heterotalicas (con dos
tipos sexuales), y capaz de generar tres tipos de esporas, las esporangiosporas asexuales, las
zigosporas, que se forman al fusionarse dos hifas de los diferentes tipos sexuales y las artrosporas
(también asexuales) que se producen en medio liquido al final de la fase estacionaria. Las diferentes
esporas son capaces de dar lugar a ambas morfologias y de igual forma, el micelio o levadura en
sustrato solido son capaces de llevar a cabo el proceso de esporulacion como mecanismo de

sobrevivencia y dispersion (Tomada y modificada de Lépez-Garcia, 2015).

1.1.2 Dimorfismo de M. lusitanicus

El dimorfismo alude a la capacidad de un microrganismo para desarrollarse en dos
morfologias, en el caso de M. lusitanicus y dependiendo de las condiciones de crecimiento
este es capaz de desarrollarse como micelio (hifa) y levadura (Fig. 3). Cuando las esporas
perciben una determinada atmosfera y nutrientes en el medio, rompen el estado de dormancia
y comienza la activacion del metabolismo, proceso que se refleja fisiolégicamente en el
aumento de tamafio de la espora que adquiere una forma esférica. Posterior a ese proceso de

activacion comenzara el surgimiento del crecimiento vegetativo, el cual, si las esporas se




desarrollan en ausencia de oxigeno, una fuente de carbono fermentable y una fuente orgénica
de nitrégeno, se desarrollara la morfologia levaduriforme, las cuales son esféricas y
multinucleadas, dicha morfologia esta asociada a un metabolismo fermentativo y un fenotipo
no virulento (Mclintyre et al. 2002, Patifio-Medina et al. 2018). Por otra parte, si las esporas
crecen en presencia de oxigeno y cualquier tipo de fuente de carbono y nitrégeno, se
desarrollara la morfologia micelial, en donde sus hifas son multinucleadas y cenociticas, dicha
morfologia se asocia con un incremento del metabolismo oxidativo y exhibe un fenotipo
virulento (Diaz-Pérez et al. 2020). Estas morfologias no son terminales, ya que, si las
condiciones de crecimiento son alteradas para favorecer la morfologia opuesta, el hongo es
capaz de realizar la transicibn tanto morfolégica como metabdlica para adaptarse

correctamente al entorno.
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Figura 3. Crecimiento en medio liquido de M. lusitanicus. A partir de las esporas y dependiendo de
las condiciones de crecimiento, el hongo puede crecer como levadura o como micelio. Si la espora se
crece en condiciones anaerobias, en presencia de una fuente de carbono fermentable como la glucosa
y una fuente de nitrégeno organica como peptona, se desarrollara la morfologia levaduriforme, a la cual
esta asociado un metabolismo fermentativo asi como un fenotipo no virulento y altas concentraciones

de AMPc correlacionadas con una actividad aumentada de la proteina cinasa A (PKA) asociada a una
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baja acumulacién de rizoferrina, mientras que si se crece en condiciones aerobias, en presencia de una
fuente de carbono fermentable o no fermentable, una fuente de nitrégeno organica o inorganica,
desarrollara la morfologia micelial, a la cual se asocia un metabolismo oxidativo y un fenotipo virulento,
asi como bajas concentraciones de AMPc correlacionadas a una baja actividad de la PKA asociada a
una alta acumulacién de rizoferrina; por otro lado, si las esporas germinan en una concentraciéon baja
de oxigeno (4.9+0.45%) se obtendra un porcentaje de ~50-60% células germinadas como levadura y el
resto como hifas, finalmente, si las esporas germinan en concentraciones altas de glucosa (6%) la
morfologia resultante serd micelial, a la cual se asocia un metabolismo fermentativo asi como un
fenotipo no virulento y altas concentraciones de AMPc asociado a una alta actividad de la PKA y baja
acumulacion de rizoferrina, explicado en parte al fenémeno Crabtree positivo de M. lusitanicus. Estos
estadios no son terminales ya que si las condiciones de crecimiento son modificadas puede haber

conversion de micelio a levadura o de levadura a micelio (Libbehtsen et al. 2003).
1.2 Factores de virulencia en Mucorales

Un factor de virulencia es cualquier caracteristica o componente de una bacteria,
hongo, parasito o virus que le confiere la capacidad de causar enfermedad en un huésped.
Estos factores pueden ser estructurales como los flagelos en las bacterias que favorecen la
motilidad, por ejemplo, en Helicobacter pylori se ha reportado que sus flagelos producen
diferentes tipos de motilidad, incluida la "motilidad de natacién”, la "motilidad de extensién"y
la "motilidad de enjambre"; estos flagelos influyen en su colonizacién, inflamacién y evasion
inmune (Gu, 2017). Los factores de virulencia moleculares como algunos factores de
transcripcion que estimulan la expresion de genes involucrados en la patogenicidad como es
el caso de Crz1 (Calcineurin responsive zinc finger 1) (Gupta et al. 2022) que en hongos como
Candida albicans se ha correlacionado con la resistencia a antifiangicos basados en azoles
(Santos y de Larrinoa, 2005) mientras que en Aspergillus fumigatus se correlacion6 con el
aumento de la germinacion, crecimiento y polaridad de las hifas asi como en la esporulacion
y resistencia al estrés térmico (Soriani et al. 2008). Los factores de virulencia funcionales

refieren a aquellos como la secrecion de adhesinas y sideréforos o la formacion de
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biopeliculas, este udltimo es un factor de virulencia importante para C. albicans por su
capacidad para formar biopeliculas en superficies bidticas o abidticas como los catéteres, las
dentaduras postizas (abioticas) y las superficies de las células mucosas (bidticas) son los
sustratos mas comunes (Fanning y Mitchell, 2012). Las biopeliculas se forman en un proceso
secuencial que incluye la adherencia de células de levadura al sustrato, la proliferacion de
estas células de levadura, la formacion de hifas en la parte superior de la biopelicula, la
acumulacién de material de matriz extracelular y, finalmente, la dispersién de las células de
levadura de la biopelicula (Finkel y Mitchell, 2011). Las biopeliculas maduras son mucho mas
resistentes a los agentes antimicrobianos y a la respuesta inmune del huésped en comparacion
con las células plancténicas (Fanning y Mitchell, 2012; Mayer et al. 2013), y desempefian un
papel importante en la capacidad del microorganismo para colonizar, invadir, replicarse y
evadir las defensas del huésped. Un ejemplo comdn de un factor de virulencia es la toxina del
cOlera (CT) producida por la bacteria Vibrio cholerae, que es responsable de la enfermedad
del colera. Esta bacteria coloniza el intestino delgado mediante TCP (pilus corregulado por
toxinas, del inglés toxin-co-regulated pilus) e interactla con los receptores del epitelio intestinal
y una vez adherida, la bacteria secreta su toxina, que va acompafada de la liberacion de
hemaglutinina/proteasa (HA/proteasa). Esta HA/proteasa extracelular se encarga de
descomponer la subunidad CT-A en el residuo Arg192, dando lugar a subunidades CT-A: y
CT-A; discretas unidas Unicamente por un enlace disulfuro. Esta modificacion post-
traduccional es critica para la correcta actividad de la toxina, lo que lleva a un aumento de la
produccion de AMPc, provocando una secrecion masiva de electrolitos y agua en el lumen
intestinal, paralela a la excrecion de la bacteria, lo que conduce a los sintomas caracteristicos
de la enfermedad (Sanchez y Holmgren, 2005; Vanden Broeck et al. 2007).

Los factores de virulencia pueden variar segun el tipo de microorganismo y la

enfermedad que causan. Su estudio es importante para comprender los mecanismos mediante
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los cuales los patégenos interactian con los huéspedes y para desarrollar enfoques

v

terapéuticos y preventivos efectivos (Finlay y Falkow, 1997; Tahiri et al. 2023).

Los patégenos humanos causan enfermedades en el huésped basandose en dos
pasos: (1) la capacidad de infectar microorganismos para evadir el sistema inmunolégico y
sobrevivir dentro del huésped, y (2) la alteracion del sistema inmunolégico y dafio a las células
huésped. Los factores de virulencia de los patégenos juegan un papel clave para lograr el
proceso de dafo.

A continuacion, se abordan los estudios previos que indagaron en diversos factores de
virulencia de los Mucorales que son conocidos y contribuyen a la invasion inmune. Mientras
que la tolerancia a los factores estresantes fisioldgicos (alta temperatura, osmolaridad, hipoxia)
y la capacidad de crecimiento dimérfico aparecen entre los factores de virulencia generales
igualmente validos para las infecciones fungicas (Hassan y Voigt, 2019; Tahiri et al. 2023;
Algarihi et al. 2023). A continuacion, se describen algunos de los factores de virulencia

descritos en los Mucorales.
1.2.1 Factores de transcripcién asociados a la virulencia de los Mucorales

La regulacién por factores de transcripcion puede desempefiar un papel clave en el
desarrollo micelial y la patogenicidad de algunos hongos como M. lusitanicus. Aungque se han
identificado varias proteinas que participan en la regulacion de la virulencia de los Mucorales,
los diversos factores de transcripcion implicados se encuentran apenas descritos. Hasta la
fecha, se ha demostrado el papel de los factores de transcripcion Atf (activating transcription
factor), Atfl y Atf2 en M. lusitanicus, los cuales estan implicados en la supervivencia del hongo
dentro de los fagosomas de los macrofagos, mientras que la delecion de estos genes redujo
su virulencia en un modelo murino de mucormicosis, asi como la supervivencia de las esporas
al ser fagocitadas por los macréfagos (Pérez-Arques et al. 2019). Por otro lado, el factor de

transcripcion Tecl (TEA transcription factor) del cual, la mayoria de especies de los Mucorales

9



S S Y
NS W@
¢ A L\’j : \

poseen dos homdlogos, tecl y tec2, a excepcion de Phycomyces blakesleeanus, (que sélo se
posee un homologo de Tec). Este factor de transcripcidn controla la virulencia y el desarrollo
de hifas en varios hongos. Por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae requiere Tecl para el
desarrollo pseudohifal (Chou et al. 2006). En Ustilago maydis, la delecién de tecl provoco un
fenotipo poco virulento (Ledn-Ramirez et al. 2022). En C. albicans, Tecl promovid la virulencia
y el desarrollo de hifas (Schwartze et al. 2000), mientras que la delecion de tecl condujo a una
disminucion en la formacion de biopeliculas (Panariello et al. 2017). Ademas, la produccion de
biopeliculas y la tolerancia a condiciones de pH bajo requieren de Tecl en Candida glabrata
(Purohit y Gajjar, 2022). En M. lusitanicus se ha descrito la regulacién de los factores de
transcripcién Tec a través de la represion de la via AMPc-PKA al mismo tiempo que aumenta

la virulencia a través del incremento en el metabolismo oxidativo mitocondrial, crecimiento

micelial y la secrecién de rizoferrina (Alejandre-Castafieda et al. 2023).
1.2.2 Crecimiento micelial

En respuesta a estimulos ambientales, los Mucorales pueden cambiar rapidamente su
diferenciacion morfogenética entre esporas e hifas (micelio) (Orlowski, 1991). El desarrollo de
la morfologia levaduriforme en Mucor spp. es estimulada por la presencia de una hexosa
fermentable y anaerobiosis (metabolismo fermentativo), mientras que la restriccion de oxigeno
y nutrientes promueve el crecimiento de las hifas (metabolismo oxidativo) (Wolff et al. 2002).
La via de la calcineurina (CaN) gobierna la transicion de levadura a micelio e influye en la
patogenicidad en M. lusitanicus. Especificamente, la inhibicién quimica de la calcineurina o la
alteracion del gen de la subunidad regulatoria de la calcineurina (CnbR) genera la forma de
levadura, haciéndola sustancialmente menos virulenta en ratones (Lee et al. 2013).

Por otra parte, el aumento de los niveles de AMPc y la actividad de la PKA también
participan en el control de la morfogénesis al estimular el desarrollo levaduriforme (Ocampo et

al. 2009), se cree existe una interaccion entre ambas vias (PKA y CaN), posiblemente la
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calcineurina inhibe la actividad de PKA (Lee et al. 2013). Finalmente, se especula que el
tamafio de las esporas de M. circinelloides desempefia un papel en la patogenicidad, ya que
en el modelo de Galleria mellonella, las esporas multinucleadas de mayor tamafio son capaces
de germinar con mayor rapidez y son mas virulentas que las esporas mononucleadas y de
menor tamafo. Las esporas pequefias son fagocitadas con mayor eficacia, mientras que las
esporas mas grandes pueden geminar dentro de los macréfagos y con ello provocar la lisis

celular inhibiendo asi la respuesta inmune del huésped (Li et al. 2011).
1.2.3 Factores de ADP-ribosilacion

Los factores de ADP-ribosilacion (Arf) son proteinas implicadas en la regulacion del
trafico vesicular, asi como en el modelado de los organelos celulares mediante el reclutamiento
de proteinas de las cubiertas de las vesiculas, la regulacién del metabolismo de los fosfolipidos
y la modulacién de la estructura de actina en las superficies de las membranas. Ademas, se
han identificado como factores de virulencia necesarios para el crecimiento, el dimorfismo y la
virulencia en M. lusitanicus, quien posee 4 genes (arfl-arf4). La mutacion tanto de arfl como
de arf2 reveld que sus productos son necesarios para la esporulacion, pero estas proteinas
también realizan otras funciones diferentes; Arf2 participa en el desarrollo de la levadura,
mientras que Arfl esta involucrada en el crecimiento aerdbico. Las proteinas Arf3 y Arf4 tienen
también una participacién durante el crecimiento aerébico, aunque en menor grado que sus
homologos Arfl y Arf2. Ademas, todas las cepas mutantes en los genes arf resultaron mas
virulentas que la cepa silvestre en modelos de ratén y nematodo, siendo la cepa Aarf3 la que
present6 el mayor nivel de virulencia. Por ultimo, las mutaciones en Aarfl/Aarf2 y Aarf3/Aarf4
produjeron cepas heterocariontes que no alcanzaron el estado homocarionte, lo que indica

que estos genes participan en funciones esenciales y redundantes (Patifio-Medina et al. 2018).
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1.2.4 Metabolismo del hierro

"

El hierro es un micronutriente esencial para los diferentes organismos vivos debido a
sus funciones fundamentales en la fisiologia de los mismos, por ejemplo, tiene un papel
sustancial en el mantenimiento de la virulencia de los patégenos, sin embargo, los huéspedes
han evolucionado para ocultar sus reservas de hierro de los patégenos y asi disminuir su
virulencia para asegurar su supervivencia (Bullen et al. 2006). En el caso de los Mucorales y
la mucormicosis, varios estudios registraron lo que parece ser un aumento de la virulencia
cuando fallan los sistemas quelantes de hierro del huésped, y como consecuencia se produce
un nivel anormalmente alto de hierro libre en el torrente sanguineo (Gebremariam et al. 2016).
Ademas, los Mucorales han desarrollado diversos sistemas para adquirir hierro del huésped
como el sistema de captacion de alta afinidad o la captacién por sideroforos, lo que destaca el
papel vital del hierro para estos patdgenos durante la infeccion (Carroll et al. 2017; Alejandre-

Castafieda et al. 2022; Tahiri et al. 2023).

1.2.4.1 Sistema de captacion de hierro de alta afinidad

Estos sistemas estan basados en tres componentes que dependen de las actividades
de reduccidn, oxidacion e incorporacion de hierro. Estas actividades enzimaticas son
realizadas por la hierro reductasa Fre, la ferroxidasa Fet3 y la permeasa Ftrl (Ibrahim et al.
2010; Schwartze et al. 2014; Navarro-Mendoza et al. 2018). Una falla en el sistema de
absorcién de hierro de alta afinidad de los Mucorales conduce a una disminucién de la
virulencia (lbrahim et al. 2010; Shirazi et al. 2015). M. lusitanicus tiene tres genes paralogos
de ferroxidasas, fet3a, fet3b y fet3c, siendo fet3c el factor clave en la virulencia, aunque existe
una redundancia parcial con los otros dos paralogos. Los genes fet3b y fet3c se expresan
principalmente en la forma micelial, mientras que fet3a solo se expresa en la levadura
(Navarro-Mendoza et al. 2018). Solo la forma micelial es capaz de desarrollar mucormicosis
en el caso de los Mucorales dimorficos, lo que establece el proceso de dimorfismo como otro
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determinante implicado en la virulencia. La expresion diferencial de los tres genes fet3a-c en

v

los dos estados dimorficos de M. lusitanicus fue la primera evidencia que conecta el
mecanismo de absorcién de hierro de alta afinidad y el dimorfismo, vinculando dos procesos
cruciales involucrados en la virulencia de los Mucorales. Ademas, una expresion reducida de
la permeasa de hierro Ftrl en R. delemar correlaciond con una disminucién de la virulencia
(Ibrahim et al. 2010).

La permeasa de hierro de alta afinidad (FTR1) tiene un papel en la absorcién y el
transporte de hierro, especialmente durante la falta de hierro en el medio ambiente. Las
proteinas Fobl y Fob2 son receptores para la captacion de hierro en la superficie de los
Mucorales y los genes que codifican a estas proteinas se expresan fuertemente en presencia
de ferrioxamina, la cual es una molécula que media la transferencia de hierro a través del
sistema reductasa/permeasa sin interferir con el complejo siderdforo-hierro en las células
fungicas (Liu et al. 2015).

Por otro lado, el silenciamiento génico de fob1/fob2 con ARNi en R. oryzae afecto la
absorcion de hierro, la germinacion y el crecimiento en un medio con ferrioxamina como Unica
fuente de hierro. Esta cepa también mostr6 una virulencia reducida en un modelo de
mucormicosis en ratones tratados con deferoxamina, pero no en el modelo de mucormicosis
con cetoacidosis diabética (CAD). El mecanismo por el cual R. oryzae obtiene hierro de la
ferrioxamina implica el sistema de absorcion de reductasa/permeasa ya que el crecimiento en
un medio suplementado con ferrioxamina se asocia con una actividad elevada de la reductasa
y el uso del quelante del i6n ferroso, el disulfonato de batofenantrolina anulé la absorcion y el
crecimiento en un medio suplementado con ferrioxamina como Unica fuente de hierro.
Finalmente, cuando se mut6 al gen que codifica a Ftrl en R. oryzae, este tuvo una absorcion
alterada de hierro de ferrioxamina in vitro asi como una virulencia reducida en el modelo de

mucormicosis en ratones tratados con deferoxamina (Liu et al. 2015).
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1.2.4.2 Captacion de hierro por sideroforos en Mucorales

Los sideréforos son compuestos de bajo peso molecular (500-1500 Da) que poseen
una alta afinidad por el hierro (Ill), con una constante de formacion de K: > 10%, cuya
biosintesis es regulada de manera negativa por niveles elevados de hierro libre. La funcion de
estos sideréforos es captar y suministrar el hierro a la célula asegurando su supervivencia

(Hider y Kong, 2010).

Los sidero6foros de tipo hidroxamato (llamados asi por la fraccion que forma el complejo
con el hierro férrico) son el tipo de sideréforos producido mas comunmente por hongos que no
pertenecen al orden de los Mucorales. Por el contrario, se ha demostrado que los Mucorales
producen el sideroforo de tipo policarboxilato llamado rizoferrina (Fig. 4) (Drechsel et al. 1991,
Thieken y Winkelmann, 1992), cuya estructura quimica consiste en una cadena principal de
diaminobutano (putrescina) unida a dos residuos de &acido citrico (citrato), con una
configuracion R,R alrededor del centro quiral para el caso de los Mucorales (Fig. 5) (Drechsel
et al. 1992). La rizoferrina es igualmente producida por Francisella tularensis y Ralstonia
(Pseudomonas) pickettii, ambos sidero6foros tienen la misma formula molecular; sin embargo,
la rizoferrina bacteriana es un enantibmero de la rizoferrina fangica con una configuracién S,S

alrededor del centro quiral (MUnzinger et al. 1999; Sullivan et al. 2006).

14



A)

R
R =
Fe® @70 3
OH — Fe’ + 2H"

EEE Fe + 2H
Qo./

R

Catecolato Hidroximato
R (@] R o

Ead
R TCH R'” )
B)
Tipo mixto

H

Estafiloferrina A (S. aureus)

Tipo catecolato

Enterobactina (P. aeruginosa,K.
pneumoniae, E. coli)

Salmoquelina (K. pneumoniae)

S 77T

Yersiniabactina (K. pneumoniae)

: ;’%{“jj\m

Pioguelina (P. aeruginosa)

Mr;?lpbw w{rxxg

Pioverdina (P. aeruginosa)

HO\N £ n Z "‘" Jo\”-/\/\/\iou
Carboximicobactina (M. tuberculosis)

O

N
H H o o
NYW\/WN\IO
Qoo o
on
Micobactina (M. tuberculosis)

e HO__O o © - Ol OxOH -
/L,,./\/\INWNI/\/\N*
i " il n

Aerobactina (K. pneumoniae, E. coli)

°g:§\~_f‘€.7‘”

Acinetobactina (A. baumannii)

Figura 4. Tipos y estructuras de los sider6foros. Se ilustran los cuatro tipos estructurales que
confieren capacidad de unidn del hierro a los sideréforos: carboxilato (naranja), fenolato (verde),
catecolato (rojo) e hidroxamato (azul) (A). Se muestran las estructuras de sideréforos, asi como los

microrganismos que los producen; los sideréforos de tipo mixto contienen mas de un tipo de fraccién de

unién al hierro (B) (Tomado y modificado de Wilson et al. 2016).
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Figura 5. Estructura quimica de la rizoferrina. Se ilustra la estructura quimica de la R,R-rizoferrina
(A) de origen fungico y la S,S-rizoferrina de origen bacteriano (tomada de Sullivan et al. 2006; Carroll et

al. 2017).

Se ha reportado que la biosintesis de sideroforos se produce a través de dos vias
principales. El primero involucra péptido sintetasas no ribosomales (NRPS) que catalizan la
condensaciéon de multiples aminoacidos para formar sideréforos. El segundo se basa en una
via sidero6foro-independiente de NRPS (NIS). Las enzimas NIS funcionan adenilando un grupo
carboxilo (sustrato) para su posterior condensacion con una poliamina o aminoalcohol (Gulick,
2009). Existen cuatro clases propuestas para enzimas NIS segun su especificidad de sustrato
para poliaminas o aminoalcoholes y el sustrato que se activa para la condensacién posterior
(Cotton et al. 2009; Oves-Costales et al. 2009). Las sintetasas NIS tipo A catalizan la
condensaciéon de acido citrico con diversas aminas y alcoholes. La subcategoria de sintetasa
NIS tipo A' cataliza la condensacion de acido citrico especificamente con aminas. Mientras
que las sintetasas NIS de tipo B catalizan la condensacion de a-cetoglutarato con aminas; sin
embargo, solo se ha caracterizado bioguimicamente una de esas enzimas (Kadi y Challis,
2009). Las sintetasas NIS tipo C son especificas para monoaminas o derivados monoéster del

acido citrico, o derivados monohidroxamato del acido succinico, y se sabe que algunas
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sintetasas NIS tipo C catalizan la formacion de sider6foros oligoméricos/macrociclicos (Oves-

Costales et al. 2009).

Las enzimas NIS, SfnaD y SfnaB son responsables de la biosintesis del sideréforo
policarboxilato, estafiloferrina A (Fig. 6) en el patégeno bacteriano Staphylococcus aureus. En
S. aureus, SfnaD condensa una molécula de &cido citrico con una molécula de D-ornitina,
formando el intermediario citril-ornitina que luego SfnaB utiliza como sustrato para condensar
una segunda molécula de citrato, produciendo el producto final estafiloferrina A (Cotton et al.
2009). A diferencia de la estafiloferrina A, la rizoferrina es una molécula simétrica; por lo tanto,
la rizoferrina requiere solo de una enzima similar a Sfna para catalizar la condensacion de dos
moléculas de citrato en una molécula de diaminobutano en reacciones secuenciales, tal
enzima (Rfs) es codificada por el gen rfs en Mucorales como R. delemar y M. lusitanicus (Fig.

7) (Carroll et al. 2017; Alejandre-Castafieda et al. 2022).

H HN/\/\;/E\OH oH HN/\/\;j\OH
° o ATP  AMF +FP, o NH, o ATP  AMP +PP; o i
HO > : HO H E ; HO Q
H,N/\/\;)LOH + OH J4=0H + OH Yo
NH, 0 SfnaD 0 0 SfnaB Q “OH
(8} O O O HO
H H OH oH 0
HO
D-omnitina Citrato Intermediaric 3-citril-D-omitina Citrato Estafiloferrina A

Figura 6. Biosintesis de la estafiloferrina A. Se muestra la via de biosintesis reportada para la
estafiloferrina A, cuya reaccién requiere de ATP y es catalizada en el siguiente orden, primero SfnaD
condensa una molécula de acido citrico con una molécula de D-ornitina, formando el intermediario citril-
ornitina, posteriormente SfnaB, formando el intermediario citril-D-ornitina, através de un enlace amida

en la d-amina (tomado y modificado de Cotton et al. 2009)
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Figura 7. Via de sintesis propuesta de larizoferrina en Mucorales. La enzima Rfs dependiente de

Mg?* cataliza dos reacciones de condensacién (dependientes de ATP), en la primera se condensa una
molécula de citrato en la molécula de diaminobutano (putrescina) dando lugar al intermediario N-
citrilputrescina y en la segunda, se agrega otra molécula de citrato al intermediario dando como
resultado final una molécula de rizoferrina (Acido (2 R)-2-[2-({4-[(3 S )-3,4-Dicarboxi-3-
hidroxibutanamido]butil}amino)-2-oxoetil]-2-hidroxibutanodioico, nombre IUPAC). Se ilustra la molécula
de rizoferrina al final de la sintesis y formando el complejo con el Fe3* (Tomado y modificado de Carroll

et al. 2017; Li et al. 2021).
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1.2.4.3 Implicaciéon de la homeostasis de hierro en la virulencia de los Mucorales

El hierro es crucial para la supervivencia de los organismos, incluidos los Mucorales.
Las células de mamiferos, almacenan hierro unido a proteinas transportadoras como la
ferritina, la lactoferrina y la transferrina (Howard, 1999). La CAD u otros tipos de acidosis,
niveles elevados de glucosa en sangre (hiperglicemia) y niveles bajos de pH sanguineo, en
pacientes con hipoglucemia, alteran la afinidad de estas proteinas del huésped para unirse al
hierro, lo que resulta en un aumento en la concentracién sérica de hierro férrico (Fe*") libre
(Artis et al. 1982; Ibrahim, 2014; Gebremariam et al. 2016). La mayor disponibilidad de niveles
de hierro sérico libre en el huésped puede mejorar la capacidad de los Mucorales para producir
una infeccién rdpidamente invasiva (Boelaert, 1994; Boelaert et al. 1994; Ibrahim et al. 2007).
En ratones con CAD, la reduccién del nimero de copias del gen ftrl o la inhibicién de su
expresion empleando ARNi alter6 negativamente la capacidad de R. delemar para acumular

hierro in vitro y redujo su patogenicidad (Ibrahim, 2010).

Se describié que los pacientes en hemodialisis que toman deferoxamina para tratar la
toxicidad por sobrecarga de hierro tienen un riesgo muy alto de mucormicosis diseminada y
frecuentemente letal (Boelaert et al. 1987; Boelaert et al. 1989; Boelaert et al. 1991; Boelaert,
1994). Para su crecimiento, R. delemar utiliza hierro de la ferrioxamina (forma de deferoxamina
rica en hierro) como xenosideréforo. De acuerdo a lo reportado R. delemar tiene dos
receptores de superficie (Fobl y Fob2) capaces de unir ferrioxamina y mejoran la captacién
de hierro a través de la via mediada por la reductasa, Ftrl lo que explica su capacidad para

desarrollarse en ambientes ricos en hierro (Liu et al. 2015).
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1.3 Proteasas y proteinas de choque térmico

"

Las proteasas de serina y aspartato (SAP) se reportaron como las proteasas mas
comunes secretadas por L. corymbifera con el 55% y el 36% del total de las proteinas
detectadas, respectivamente. Ademas, las proteinas de choque térmico (HSP) que funcionan
como chaperonas (Hassan et al. 2020) son predominantes en el genoma de L. corymbifera en
comparacion con otros patdégenos fungicos, hecho que podria explicar la termotolerancia de

las especies de los Mucorales (Schwartze et al. 2014).
1.4 Micotoxinas

La primera evidencia de la produccién de toxinas producidas por Mucorales provino de
la observaciéon de que incluso las esporas muertas de R. oryzae podian causar dafios
significativos a las células huésped (lbrahim et al. 2005). A esto le siguié un estudio que
relacionaba el brote de intoxicacion alimentaria con yogurt por M. circinelloides (Lee et al.
2014). Recientemente, Soliman et al. (2021) revelaron que los Mucorales como R. oryzae, L.
corymbifera y Cunninghamella bertholletiae albergan una proteina toxina similar a la ricina de
17 kDa que se expresa durante la fase micelial. La toxina tiene una similitud estructural con la
cadena B de ricina y funcionalmente se parece a la cadena A de laricina al bloquear la sintesis
de proteinas del huésped mediante la inactivacién ribosémica. Por lo tanto, esta toxina se
denomind mucoricina y demostré ser critica para la patogénesis, cuyo mecanismo de accion
es la inhibicién de la sintesis proteica mediante la inactivacion de los ribosomas (albergando
asi actividad RIP, ribosome-inactivating protein), alterar la permeabilidad vascular e inducir
tanto necrosis como apoptosis de las células huésped. Ademas, se reporté que la mucoricina
se expresaba en los tejidos pulmonares de un paciente con mucormicosis pulmonar (Soliman
et al. 2021). Es importante destacar que se demostré que los anticuerpos policlonales dirigidos
a la mucoricina protegen a los ratones contra la mucormicosis (Soliman et al. 2021), lo que
sugiere que un mayor desarrollo de inmunoterapias contra la toxina probablemente ayude en
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el tratamiento de los pacientes con mucormicosis pero es probable que existan otras toxinas
no identificadas, ya que la atenuacién de la expresiéon de mucoricina redujo, pero no anulg, la
capacidad de R. oryzae para causar dafio a las células del huésped (Soliman et al. 2021;

Algarihi et al. 2023).
1.5 Proteinas de superficie tipo Cot

La familia de genes cot codifica proteinas cinasas no convencionales que se
encuentran en esporas de diferentes organismos, tanto procariotas como eucariotas
(McKenney et al. 2013; Nguyen et al. 2016). Estan relacionados con la regulacion de la
integridad de las esporas y las cepas mutantes de Bacillus subtilis se asocian frecuentemente
con una germinacién defectuosa (Saggese et al. 2014). Los genomas de diferentes Mucorales
contienen varias copias de genes cotH, y estas proteinas se encuentran en la superficie de las
esporas (Saggese et al. 2014; Chibucos et al. 2016). Por lo general, las especies
mucoraleanas que carecen de estas proteinas son avirulentas, y un mayor nimero de copias
de genes cotH se asocia con especies mas virulentas (Gebremariam et al. 2014; Chibucos et
al. 2016). El mecanismo que relaciona las proteinas CotH con la virulencia se asocia con la
adherencia e invasion tisular. Asi, las proteinas CotH podrian contener un motivo conservado
que interactla con las células endoteliales del huésped, iniciando la invasién tisular (Chibucos
et al. 2016; Lebreton et al. 2019; Algarihi et al. 2020).

Un estudio reciente mostr6é 17 genes similares a cotH en el genoma de M. lusitanicus.
La disrupcion de cinco de ellos provocd defectos en la adaptacion a la temperatura y en el
desarrollo de la pared celular. De igual manera, su papel en la virulencia se confirmé en un
modelo de raton (Szebenyi et al. 2023). Las proteinas CotH se encuentran en algunas
bacterias y Mucorales, pero no en otros hongos como Candida y Aspergillus, lo que las
convierte en un objetivo especifico para enfoques terapéuticos y diagndésticos (Baldin et al.

2018; Gebremariam et al. 2019).
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En conclusion, la proteina CotH juega un papel clave durante la patogénesis de la
mucormicosis ya que contribuye en el dafio a las células inmunitarias (alteracion de la
respuesta inmune), ademas, se reportd que CotH es un ligando especifico del receptor GRP78
(Glucose-Regulated Protein 78) de células de mamiferos (Gebremariam et al. 2014)

1.6 Factores de riesgo que favorecen la mucormicosis

La mucormicosis es una infecciéon de baja incidencia, pero se han notificado casos
esporadicos y pequefios brotes en todo el mundo. Los factores de riesgo de la infeccion
invasiva en casos distintos de COVID-19 incluyen neutropenia prolongada, especialmente en
contextos de neoplasias hematoldgicas, terapia prolongada con esteroides, diabetes mellitus
(DM) no controlada y asociada a cetoacidosis diabética, terapia de quelacion de hierro y
enfermedad renal crénica. Los factores de riesgo adicionales incluyen una ruptura de la barrera
cutdnea de la inoculacion debido a heridas punzantes, incluidas heridas sufridas por
explosiones o desastres naturales, quemaduras, heridas quirlrgicas y uso de drogas

inyectables (Jeong et al. 2019; Narayanan et al. 2022).
1.6.1 Papel de la diabetes mellitus mal controlada en la mucormicosis

La hiperglucemia glicosila a la ferritina y la transferrina mientras que el beta-
hidroxibutirato (BHB) elevado en la cetoacidosis reduce el pH sérico, estos cambios se
observan en la DM no controlada, los cuales disminuyen la afinidad de las proteinas de unién
al hierro, permitiendo asi que el hierro se libere al torrente sanguineo dejandolo susceptible de
captacion por los Mucorales (Ibrahim et al. 2012). Mientras que el pH sérico bajo disminuye la
guimiotaxis y el efecto fagocitico de los macréfagos y neutroéfilos por vias oxidativas y no
oxidativas. Los niveles elevados de glucosa, hierro y acidosis metabdlica mediada por BHB
pueden aumentar la expresion de GRP78y el ligando fungico, CotH. Una vez que las esporas
entran al organismo, estas germinan y las germinulas se adhieren e invaden las células
endoteliales mediante el reconocimiento especifico de GRP78, lo que facilita la angioinvasion

S ART sy IR\ AR

ey . d - *
At & .
Z M LA

22



;3 G g
'd ot -
) W[5y L:_\’j ,{ \

por los Mucorales. La acidosis relacionada con BHB ejerce un efecto directo sobre la expresion

v

de los genes que codifican a GRP78 y CotH (un efecto que no se observa con el 4cido lactico)
y un efecto indirecto al comprometer la capacidad de la transferrina para unirse al hierro.
Ademas, los niveles elevados de glucosa, hierro y BHB también suprimen la actividad de los
linfocitos T y el interferén-y (IFN-y) asi como la muerte mediada por fagocitosis, creando un
entorno unico que favorece la proliferacion de los Mucorales en el entorno (Narayanan et al.

2022).
1.6.2 Efecto de los esteroides en la mucormicosis

La muerte oxidativa y no oxidativa generada por los neutréfilos y macrofagos es la
principal linea de defensa contra las esporas flngicas que entran en el organismo. Los
glucocorticoides suprimen varias funciones de los leucocitos polimorfonucleares como la
gquimiotaxis debido a la disminucién de la expresion de moléculas de adhesion en las células
endoteliales y la fagocitosis. También suprimen el estallido oxidativo y la generacién de
radicales libres (especies reactivas de oxigeno, ERO) y disminuyen la apoptosis de los
neutréfilos disfuncionales. Los esteroides causan monocitopenia reversible y alteran la
fagocitosis de los macrofagos residentes, asi como la maduracion, la quimiotaxis y la fusion
fagolisos6mica del sistema monocito/macréfago. Ademas, los glucocorticoides disminuyen la
secrecion de citocinas proinflamatorias como la interleucina-1 (IL-1), IL-6 y el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) por parte de los macréfagos; también causan linfopenia y desregulacion
de los linfocitos T con una respuesta de citoguinas predominantemente TH2, lo que provoca
una disminucion de IL-2, IL-12, TNF-a e IFN-y, lo que provoca la supresién de la funcion de
las células efectoras de los fagocitos y con ello la progresion de la infeccion fangica invasiva.
Los glucocorticoides pueden agravar la hiperglucemia en pacientes diabéticos o inducir DM en
pacientes predispuestos al causar disfunciébn aguda de las células beta y resistencia a la

insulina en el masculo esquelético y los adipocitos con su uso continuo. Ademas, pueden
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atenuar los signos clinicos de la infeccion, como la fiebre al bloguear la sintesis de
prostaglandinas, los signos radiolégicos y contribuir asi al retraso del diagndstico clinico
(Lionakis y Kontoyiannis, 2003).
1.7 Mucormicosis: patogénesis

La mucormicosis es una enfermedad cuya letalidad depende de la manifestacion clinica
presentada, es causada por algunas especies de mucorales, siendo mas frecuente R. oryzae,
seguido de M. circinelloides y L. corymbifera. En el pasado, la mucormicosis se consideraba
una infeccion rara relacionada con pacientes inmunocomprometidos. Sin embargo,
recientemente, una revision de 851 casos durante el periodo comprendido entre enero de 2000
y enero de 2017 indica que la incidencia de la infeccion es mayor en Europa que en Asia, ya
que se encontré un 34% en Europa, seguida de Asia (31%), América del Norte y del Sur (28%),
Africa (3%), Australia y Nueva Zelanda (3%). Explicado en parte por el aumento en los casos
de pacientes inmunocomprometidos, como personas con trasplantes de érganos, con diabetes
mellitus mal controlada asociada a cetoacidosis y canceres hematolégicos, entre otras
afectaciones. Sin embargo, se ha reportado que un 19% de los casos de mucormicosis ocurren
en pacientes inmunocompetentes que tienen como predisposicién la exposicion a infecciones
traumaticas y por quemaduras, incluidas las heridas por explosiones (Jeong et al. 2019;
Prakash y Chakrabarti, 2019). Actualmente, la mucormicosis se ha asociado con casos graves
de COVID-19 en todo el mundo, especialmente en la India (Hoenigl et al. 2022), donde se
observo una tasa de mortalidad acumulada del 53% a los 21 dias después del ingreso de
pacientes con mucormicosis rino-orbito-cerebral asociada con COVID-19 (Choksi et al. 2022).
Ademas, la mucormicosis se ha asociado a pacientes con COVID-19, posiblemente debido a
dos factores principales: el uso excesivo de esteroides para tratar la infeccion por COVID-19
y la diabetes no controlada como enfermedad subyacente (Kumar, 2022). La mortalidad
asociada a la mucormicosis varia dependiendo de la manifestacion clinica presentada, por

ejemplo, la mucormicosis cutdnea tiene tasas de mortalidad que van del 10 al 25% (Skiada y
:’r‘ i == n) i 24
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Petrikkos, 2013), mientras que la mucormicosis pulmonar presenta una mortalidad de ~57%
(Muthu et al. 2021), por otro lado, en los casos de infeccién diseminada por el torrente
sanguineo la mortalidad incrementa hasta un 90% (Lax et al. 2022).

Se ha descrito que las esporas fungicas ingresan al tracto respiratorio por inhalacion,
através de la piel por la inoculacion directa en areas de trauma o se ingieren a través del tracto
gastrointestinal (Petrikkos y Tsioutis, 2018; Steinbrink y Miceli 2021). Luego de la entrada
inicial, las esporas germinan en hifas, lo que resulta en una angioinvasién con el potencial de
diseminacion hematégena y comprometiendo multiples 6érganos. Los factores subyacentes
del huésped que deterioran la funcién del sistema inmunitario también pueden contribuir a la
gravedad de la infeccion por mucormicosis. Por ejemplo, se sabe que los glucocorticoides
alteran negativamente la funcién de los macréfagos, lo que conduce a la progresion de la
infecciobn y la enfermedad invasiva (Lionakis y Kontoyiannis, 2003). También se ha
documentado que la CAD y la sobrecarga de hierro desempefian un papel positivo en la

patogenia de los Mucorales (Fig. 8) (Ribes et al. 2000; Binder et al. 2014).
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Figura 8. Patogénesis de la mucormicosis. Las esporas de mucorales inhaladas o inoculadas

provocan una robusta respuesta inflamatoria. Para establecer la infeccion, las esporas deben evitar la
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muerte por fagocitos mononucleares y polimorfonucleares residentes, lo cual les permitira germinar en

v

hifas de la forma angioinvasiva de la infeccion, que eventualmente se disemina a otros 6rganos (Tomada

y modificada de Lewis y Kontoyiannis, 2013).
1.7.1 Mucormicosis rino-orbital-cerebral

La manifestacion clinica mas comun entre los pacientes con diabetes asociada a CAD
es la infeccion rino-orbital-cerebral, que generalmente ocurre cuando las esporas se inhalan a
través de los senos paranasales. A partir de ahi, la infeccién puede permanecer localizada,
con sintomas consistentes con sinusitis aguda junto con fiebre, dolor de cabeza, dolor de
senos paranasales y congestién nasal. Sin embargo, en huéspedes inmunocomprometidos
puede ocurrir una progresion de la infeccion con invasion de la 6rbita y el paladar y una mayor
extension al cerebro. Esto puede resultar en una serie de anomalias clinicas significativas que
incluyen pérdida de la vision, paralisis de los nervios craneales y cambios en el estado mental
(McNulty, 1982). La mucormicosis también puede presentarse como infeccion pulmonar
después de la inhalacion de esporas que llegan hasta los pulmones. Esto es mas comun entre
pacientes con neutropenia debido a neoplasias hematolégicas, receptores de células madre
hematopoyéticas o trasplantes de 6rganos solidos (Roden et al. 2005; Almyroudis et al.
2006; Sun et al. 2010; Feng y Sun, 2018). A menudo se presentan sintomas como fiebre, dolor
toracico, disnea y hemoptisis (potencialmente masiva y mortal), debido a la invasiéon de hifas
de los vasos sanguineos y la hemorragia subsiguiente (Connor et al. 1979; Hamilos et al.
2011). Se ha reportado una tasa de mortalidad del 48-87% para la mucormicosis pulmonar
(Kontoyiannis et al. 2000; Roden et al. 2005; Almyroudis et al. 2006; Kontoyiannis et al. 2010;

Lanternier et al. 2012).
1.7.2 Mucormicosis cutanea

La mucormicosis cutdnea se puede observar tanto en pacientes inmunocompetentes
como inmunocomprometidos ya que los afectados suelen presentar este tipo de mucormicosis
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después de traumatismos, quemaduras, cirugia, uso de apoésitos contaminados e inyecciones.
Sin embargo, es la forma de infeccién que posee una menor probabilidad de estar asociada
con una enfermedad subyacente del huésped. Las lesiones cutaneas comienzan con eritema
doloroso e induracion, y progresivamente se vuelven necréticas a medida que evolucionan

durante varios dias, a menudo con progresion a fascitis necrosante. La mortalidad en esta

manifestacion clinica es mas baja (~25%) que la observada en otras formas de mucormicosis.
1.7.3 Mucormicosis gastrointestinal

Esta es secundaria a la ingestion de esporas. Esta forma clinica puede involucrar
multiples componentes del tracto gastrointestinal, incluida la ulceracion géstrica del estbmago
y la afectacién intestinal, asi como la perforacién intestinal. Muchos pacientes pueden

presentar hemorragia gastrointestinal (Roden et al. 2005; Cheng et al. 2009).
1.7.4 Mucormicosis diseminada

Esta se observa en pacientes cuyo sistema inmunoldgico se encuentra gravemente
comprometido. Esta manifestacion tiene la tasa de mortalidad mas alta reportada con un 90-
96% en ciertos pacientes a pesar del tratamiento adecuado (Roden et al. 2005; Steinbrink y
Miceli 2021).

1.8 Generalidades de las proteinas G

La regulacién espacio-temporal de muchos procesos celulares esta determinada por
proteinas que unen nucleétidos de guanina, conocidas como proteinas G, las cuales actdan
como interruptores moleculares en la regulacion de la actividad y/o localizacion de una gran
variedad de proteinas. Las proteinas G se dividen en dos grandes familias: las proteinas G
heterotriméricas y las proteinas G monomeéricas. Las proteinas G heterotriméricas (PGH)
estan conformadas por las subunidades o, B y v, las cuales participan como componentes
transductores en vias de sefializacion tales como la via AMPc-PKA, la via MAPK (por sus

siglas en inglés Mitogen-Activated Protein Kinase), mTOR, mediadas por calcio, lipidos, pH,
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luz, estrés oxidativo o por silenciamiento génico, entre otras. Estas proteinas regulan procesos

v

como la divisién, migracion y polaridad celular, asi como la organizacién del citoesqueleto en
células de mamifero (Syrovatkina et al. 2016), mientras que en hongos regulan el crecimiento
vegetativo, la esporulacién, la produccion de pigmentos y toxinas, la virulencia y la
reproduccion sexual (El-Defrawy et al. 2020).

Por otro lado, las proteinas G monoméricas comprende 5 familias: Ras, Rho, Rab, Ran
y Arf, las cuales son reguladas por el intercambio de GDP en su estado inactivo a un estado

activo cuando se unen a GTP (Wennerberg et al. 2005).
1.8.1 Proteinas Ras (Ras sarcoma oncogénesis)

Son proteinas que han sido ampliamente estudiadas por su rol en la oncogénesis
humana. Las proteinas Ras sirven como nodos de sefializacion activados en respuesta a
diferentes estimulos extracelulares. Las proteinas Ras activadas interactian con mdultiples
efectores rio abajo, los cuales regulan la red de sefalizacion citoplasmética involucrada en el
control de la expresién génica, regulacion de la proliferacién celular, diferenciacion y

supervivencia (Wennerberg et al. 2005).
1.8.2 Proteinas Rho (Ras homadlogos)

Son proteinas que también son clave en la red de sefalizacibn que regula la
organizacion del citoesqueleto de actina, la progresion del ciclo celular y la expresién génica

(Wennerberg et al. 2005).
1.8.3 Proteinas Rab (Ras-like proteins in brain)

Su primera descripcion fue como proteinas parecidas a Ras en cerebro. Son
reguladores en el transporte intracelular de vesiculas y en el trafico de proteinas entre
organulos de la via endocitica y secretora. Estas proteinas facilitan la formacién de vesiculas,

la gemacion, la fusion y liberacion del contenido de las mismas. La localizacion de las proteinas
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Rab es dependiente del motivo y la especificidad esta dictada por secuencias divergentes en

la regidn C-terminal de las proteinas (Wennerberg et al. 2005).
1.8.4 Proteinas Ran (Ras-like nuclear)

Son conocidas por su funcion en el transporte nicleo-citoplasma de ARN y proteinas,
ademas, funcionan de forma dependiente a un gradiente de Ran-GTP, el cual facilita la
importacion y exportacion nuclear. También regulan la formacion del huso mitético, la
replicacion del ADN y el ensamble de la envoltura nuclear.

Las proteinas Ran son bien conocidas por su funcién en el transporte nucleo-
citoplasma de ARN y proteinas. Estas proteinas funcionan de forma dependiente a un
gradiente de Ran-GTP nucleo-citoplasmatico, el cual facilita la importacién y exportacién
nuclear; este gradiente surge de la localizacion nuclear exclusiva de Ran-GEFs, proteinas que
intercambian GDP por GTP en moléculas Ran. Por lo tanto, hay una concentracién elevada
de RanGTP en el nicleo comparada con el citoplasma. También regulan la formacion del huso

mitotico, la replicacion del ADN y el ensamble de la envoltura nuclear (Wennerberg et al. 2005).
1.8.5 Proteinas Arf (ADP ribosylation factor)

Al igual que las proteinas Rab, la familia de las proteinas Arf también esté involucrada
en la regulacion del transporte vesicular. Ciclan entre estados activos e inactivos. Poseen un
motivo de miristoilacion en la region N-terminal. Regulan la formacién de vesiculas en
diferentes pasos, a diferencia de las proteinas Rab que actdan en un solo paso. Estas
participan en el transporte retrogrado entre el Golgi y el RE (COPI), con proteinas adaptadoras
1y 3 (clatrina y trans-Golgi), en la organizacion del citoesqueleto de actina y en la regulacion
de COPII en el reticulo endoplasmético (Wennerberg et al. 2005).

1.9 Proteinas de la familia Arf

Las proteinas G monoméricas de la familia Arf tienen un peso molecular de alrededor

20 kDa y han sido descritas en todas las células eucariotas. Los miembros de la familia Arf
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fueron identificados como un factor requerido por la toxina del colera, enzima con actividad de
ADP-ribosilacion, uno de sus sustratos es la subunidad Ga de las proteinas G heterotriméricas,
dicha subunidad activa a la adenilato ciclasa promoviendo que esta enzima ejerza su efecto
toxico (Kahn y Gilman, 1986). Sin embargo, las funciones fisiologicas de las proteinas Arf no
involucran la ADP-ribosilaciéon o la regulacién directa de las proteinas G heterotriméricas, sino
su participacion en el trafico de membrana y la organizacion del citoesqueleto (Liy Guo, 2022).
Las proteinas Arf tienen una hélice anfipatica en el extremo N-terminal, a la cual se le agrega
un grupo miristoilo (C:14) que les permite anclarse a la membrana objetivo (Fig. 9). También
presentan motivos conservados conocidos como cajas G (G1-Gb5), responsables de la
interaccion con el factor intercambiador de nucleétidos de guanina (GEF, Guanine Exchange
Factor) y la proteina activadora de GTPasa (GAP, GTPase Activator Protein) (Gillingham y
Munro, 2007).

La familia de proteinas Arf incluyen a tres grupos diferentes de proteinas: las proteinas
Arf, las proteinas Arl (Arf-like) y las proteinas Sar (Secretion-Associated and Ras-related
protein). Las proteinas Arl son proteinas que estan estructuralmente relacionadas con las
proteinas Arf (50-60% identidad), poseen una glicina en la posicion +2 en el extremo amino
terminal (al igual que las Arf), pero no todas son susceptibles de las N-miristoiltransferasas ni
actian como factores alostéricos de la toxina del célera.

El nombre de las proteinas Sar se deriva de su identificacibn como una proteina
relacionada con Ras y asociada a la secrecién. Las proteinas Sar son ligeramente mas
cercanas (34-39% identidad) en secuencia con las proteinas Arf que a otras familias de
GTPasas monoméricas, pero también comparten una considerable relacion funcional con las
proteinas Arf, ya que actlian a través del reclutamiento de proteinas de cubierta para iniciar la
gemacion de vesiculas (Kahn et al. 2006). Las proteinas Sarl/Arfl son las principales
responsables del reclutamiento de proteinas COP en las membranas y del inicio de la
formacion de vesiculas mediadas por COP, ademas, gestionan bidireccionalmente el trafico
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vesicular en la via secretora temprana entre el RE y Golgi: la via anterégrada del RE a Golgi
depende de Sarl, mientras que la via retrégrada opuesta del Golgi al RE depende de Arfl

(Yorimitsu et al. 2014).

GTP ™

Familia Rab

Familia Arf
~7-8 nm

TP

8 Membrana

Figura 9. Interaccion de las proteinas Rab y Arf con membranas biolégicas. Representacion
esquematica de las proteinas Arf y Rab en una membrana. En las proteinas Rab, la region hipervariable
extendida (amarilla) que conecta la proteina G al anclaje lipidico permite que los efectores unidos se
alejen mas de la bicapa que en el caso de las proteinas Arf. Esta caracteristica de las proteinas Arf
puede explicar porque sus efectores son proteinas de cubierta 0 enzimas modificadoras de lipidos y
porque algunas de ellas pueden ayudar a la distorsién de la membrana en la formacién de vesiculas

(Tomada y modificada de Gillingham y Munro, 2007).
1.9.1 Proteinas Arfy sus reguladores

En S. cerevisiae se han descrito tres genes que codifican a proteinas Arf (Arfl-3)
(Stearns et al. 1990a; Hsu y Lee, 2013), en mamiferos, las proteinas Arf se dividen en tres
clases, I-lll (Jackson y Bouvet, 2014); las Arf fingicas se agrupan filogenéticamente en las
clases | y lll respecto a las Arf de mamiferos (Yorimitsu et al. 2014). Las proteinas Arfl y Arf2
de S. cerevisiae, que pertenecen a la clase |, participan en la via exocitica y son esenciales,
ya que la doble mutacion Aarf1/Aarf2 no es viable (Stearns et al. 1990a). Por el contrario, Arf3
de S. cerevisiae, que pertenece a la clase lll, participa en la organizacion del citoesqueleto
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(Lambert et al. 2007) y aparentemente en la endocitosis (Smaczynska-de et al. 2008). En

Aspergillus nidulans, ArfB, el homologo de Arf3 de S. cerevisiae, interviene en el crecimiento
polarizado y la endocitosis (Lee et al. 2008a). Se demostré que C. albicans alberga cinco genes
arf homélogos: tres genes arf(1-3) y dos genes arll (1 y 3); curiosamente, la reduccion de la
expresion de arf2 causo alteraciones en la polarizacién de las hifas, asi como en la virulencia,
mientras que el producto arll también era necesario para el crecimiento filamentoso invasivo
(Labbaoui et al. 2017). M. lusitanicus posee cuatro genes arf (1-4) y dos arl (1-2) (Patifio-

Medina et al. 2018, 2019b).

Como se mencion6 anteriormente, las proteinas Arf de mamifero se clasifican en tres
grupos en base a su secuencia y relacion filogenética (Tabla 1). La clase | esta conformada
por las proteinas Arfl-Arf3, la clase Il por las proteinas Arf4-Arf5 y la clase Il por la proteina

Arf6. Las plantas y levaduras carecen de proteinas Arf de clase Il (Yorimitsu et al. 2014)

Tabla 1. Funcidn asociada a proteinas Arf segun su clasificacion en mamiferos

Clase Funcién
Reclutan efectores en el aparato de Golgi, participan en la formacién de COPI, en el
reclutamiento de la proteina adaptadora de clatrina I, en el reclutamiento de proteinas
transportadoras de lipidos en el trans-Golgi y regulan el intercambio de enzimas
sintetizadoras de quitina en levadura.
La funcion de las proteinas de clase Il no es del todo clara. Mediante silenciamiento génico
se observo que habia redundancia de funcién entre la clase | y Il en el trafico de membrana
del aparato de Golgi y la mutacion de genes arf pertenecientes a la clase I, muestra efectos
similares a funciones asociadas con genes arf de la clase I.
Son las mas divergentes en secuencia. Se localizan en la membrana plasmatica regulando
procesos como la endocitosis, citocinesis y la organizacién del citoesqueleto de actina
(motilidad celular). La disrupcién del gen arf6 en raton causoé la perdida de viabilidad a los
pocos dias del nacimiento por defectos en el desarrollo del higado.

Tomado y modificado de Gillingham y Munro, 2007.
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Una caracteristica distintiva de las protel’nas Arf es la presencia de una hélice anfipatica
N-terminal miristoilada. Tras la unién de GTP, esta hélice se inserta en la bicapa lipidica, lo
que da como resultado una fuerte asociacion con la membrana (Antonny et al. 1997). Por lo
tanto, ademas de los cambios en las regiones de recambio (de uniéon a GTP), hay un segundo
cambio en la conformacién en la forma de Arf unida a GTP, debido al movimiento de la region
de cambio hacia la region hidrofébica que alberga la hélice anfipatica en la forma unida a GDP

(Fig. 10) (Goldberg,1998; Pasqualato et al. 2001; Liu et al. 2010).
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Figura 10. Regulacmn de las proteinas Arf. Las proteinas Arf oscilan entre un estado activo cuando
unen GTP y un estado inactivo cuando unen GDP. El Factor Intercambiador de nucleétidos de guanina
(ArfGEF) contribuye a la activacion de las proteinas Arf, lo que conduce a la interaccién con un efector,
la formacidn de la vesicula y por consiguiente una funcién asociada a una respuesta biolégica especifica.
Por otro lado, la Proteina Activadora de GTPasa (ArfGAP) contribuye a la desactivacién de las proteinas
Arfs al estimular la actividad intrinseca de GTPasa de las proteinas Arf conduciendo a la hidrolisis de
un grupo fosfato del GTP y disociacién de la proteina Arf del anclaje a la membrana (Tomada y
modificada de East et al. 2011).

Los factores de intercambio de nucledétidos de guanina (GEF) de proteinas Arf catalizan
la liberacién de GDP de su sustrato Arf, lo que permite que una GTP. Esta actividad la lleva a
cabo el dominio Sec7 de las proteinas ArfGEF, el cual estd conservado evolutivamente

(Chardin et al. 1996; Peyroche et al. 1996). Las proteinas activadoras de GTPasa (GAP) de
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proteinas Arf, catalizan la hidrélisis de un grupo fosfato de GTP a GDP en su sustrato Arf a
través de un dominio invariable (conservado) C-X»-CXi6-17-C-X2-C-X4-R, las cuatro cisteinas
forman el dedo de zinc que desempefia una funcion estructural, en cambio, la arginina es
soluble, sugiriendo que esta puede mediar la accion catalitica de varias otras clases de GAP,
incluidas las de Ras, Rho, Rab y Sarl (Vetter y Wittinghofer, 2001), al insertarse en el sitio
activo de la proteina G donde directamente cataliza la hidrolisis de GTP. En conclusion, la
arginina es esencial para la actividad de varias ArffGAP (Cukierman et al. 1995; Mandiyan et
al. 1999; Szafer et al. 2000; Gillingham y Munro, 2007).

Tras la activacion, Arf-GTP recluta proteinas especificas llamadas efectores en la
superficie de la membrana con la finalidad de generar la vesicula (Fig. 11). Aunque los
efectores de Arf generalmente se unen a la forma de la proteina unida a GTP, para al menos
un subconjunto de Arf (Arf4, Arf5 y Arf6), la forma unida a GDP también puede interactuar con
un conjunto separado de proteinas en las membranas, o que aumenta la capacidad de
sefializacién (Donaldson y Jackson, 2011). Los efectores clasicos incluyen complejos de
cubierta, enzimas modificadoras de lipidos, proteinas de transferencia de lipidos, anclas de

membrana, proteinas de andamiaje y reguladores de actina (Jackson et al. 2014).
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Figura 11. El ensamblaje de las proteinas COPIl y COPII estimula la formacion de vesiculas. La
formacién de vesiculas comienza con el reclutamiento de Sarl y Arfl en las membranas reticulo
endoplasmico RE (inferior) y aparato de Golgi (superior), respectivamente. En la formacién de vesiculas
CORPII, la proteina de membrana integral del RE, Sec12 intercambia GDP por GTP en Sarl, a través de
su actividad GEF. La proteina Sarl unida a GTP, se asocia a la membrana reclutando el complejo
Sec23/24 y luego se ensambla junto con la proteina cargo en el complejo de pre-gemacion. Los
complejos Secl3/31 de la capa exterior se reclutan a los complejos de pre-gemacion y se
autoensamblan mediante reticulacion. La polimerizacion de Sec13/31 por autoensamblaje impulsa la
curvatura de la membrana para formar una vesicula de forma esférica. La formacion de vesiculas COPI
también se inicia por el intercambio GTP-GDP en Arfl a través de la acciéon de la proteina GEF Gea
(Geal o Gea2), que se encuentra periféricamente en la membrana de Golgi. Arfl unido a GTP se une
de manera estable a la membrana mediante una hélice anfipatica miristoilada, al igual que Sarl. El
complejo heptamero de la capa COPI se recluta en bloque y se asocia con la proteina cargo, asi como
con dos moléculas de Arfl a través del complejo de la capa interna (B/y/d/C-COP). Al igual que en COPII,
las vesiculas se forman tras la polimerizacion de la capa externa (a/B'/e-COP). La hélice anfipatica de

Sarl y Arfl participan en la gemacion de las vesiculas (Tomado y modificado de Yorimitsu et al. 2014).
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1.10 Proteinas ArfGEF

La mayoria de las funciones celulares que involucran a las proteinas de la familia Arf
comienza con el intercambio de GDP a GTP, proceso que llevan a cabo las proteinas ArfGEF.
Las proteinas ArfGEF son factores intercambiadores de nucle6tidos de guanina especificos
para proteinas de la familia Arf. Estas proteinas son consideradas altamente divergentes en
cuanto al namero de aminoacidos que las conforman, sin embargo, todas las proteinas ArfGEF
poseen el dominio SEC7. Este dominio esta formado por aproximadamente 200 aminoacidos
y es el que lleva a cabo la funcién de intercambio de nucle6tidos de guanina (Jackson y
Casanova, 2000). Presenta dos regiones importantes, la primera conocida como F-G lazo, en
donde se encuentra un residuo critico de glutamato que lleva a cabo la catélisis, y la segunda
conocida como hélice alfa H, en donde se encuentran residuos que son importantes en la
eficiencia de la actividad de intercambio de nucleétidos de guanina y donde ejerce su efecto
negativo la brefeldina A (Sztul et al. 2019).

Una caracteristica importante de las proteinas ArfGEF es la inhibicion de su funcién
por la brefeldina A, un metabolito fingico que se ha demostrado interferir de manera reversible
con el transporte anterégrado desde el reticulo endoplasmico al aparato de Golgi, esto debido
a que la brefeldina A estabiliza el complejo ternario Arf-GDP-GEF y mantiene a la proteina
ArfGEF en un complejo inactivo con su sustrato. Un analisis estructural reveld que la brefeldina
A se une a la interfaz de unién entre el dominio SEC7 y Arfl y por lo tanto estabiliza la
interaccion (Renault et al. 2003).

Las proteinas ArfGEF se clasifican de acuerdo a su peso molecular como proteinas
ArfGEF de bajo peso molecular (<500 kDa), de mediano peso molecular (>500 kDa y <1500
kDa) o alto peso molecular (>1500 kDa); por su sensibilidad a la brefeldina A; como sensibles
o insensibles y finalmente respecto a la familia, como proteinas de la familia BIG/Sec7, la

familia GBF1/Gea o citohesina/derivados.
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Las proteinas ArfGEF de la familia BIG/Sec7 son proteinas de alto peso molecular,
todas ellas con pesos de alrededor de 2000 kDa y sensibles a brefeldina A. Ademas del
dominio SEC7 poseen 6 dominios adicionales: el dominio DBC (Dimerization/Cyclophilin
Binding) con ~150 aa, el dominio HUS (Homology Upstream of SEC7) con ~170 aa, los
dominios HDS1-4 (Homology Downstream of Sec7) con ~130 aa, ~160 aa, ~120 aay ~100 aa,
respectivamente. Las funciones propuestas para los dominios conservados incluyen la
oligomerizacion (dominio DBC), la percepcion de sefales, localizacion especifica de
membrana, regulacion de la actividad de intercambio de GDP/GTP, andamiaje de proteinas
Arf a sus efectores rio abajo, sin excluir la sefializacion de otras vias que no incluyan proteinas
Arf (los dominios restantes) (Mouratou et al. 2005). Algunos representantes de esta familia son
las proteinas BIG1 y BIG2 de humano, la proteina Sec7p de S. cerevisiae, la proteina Sec72p
de Schizosaccharomyces pombe, la proteina HypB de A. nidulans, BIG1-5 de Arabidopsis
thaliana, entre otros.

Las proteinas de la familia GFB1/Gea son proteinas de mediano peso molecular e
insensibles a brefeldina A. Ademas del dominio SEC7 poseen los dominios DBC, HUS, HDS1,
HDS2 y HDS3 (Mouratou et al. 2005). Algunos miembros representativos de esta familia son
la proteina GFB1 de humano, las proteinas Geal y Gea2 de S. cerevisiae, la proteina GNOM
de A. thaliana, entre otros.

Las proteinas ArfGEF de la familia citohesina/derivados son proteinas de bajo y medio
peso molecular. Ademas de poseer el dominio SEC7 también poseen el dominio PH, el cual
esta involucrado en la interaccion con la membrana especifica y en la sefializacion mediada
por membranas (Feng et al. 2019). Algunos miembros representativos de esta familia son las
proteinas citohesinas 1-4, GRP1 y EFA6 de humano, SYT1 de S. cerevisiae, entre otros. En

plantas no se han encontrado miembros de esta familia (Singh et al. 2018).
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1.10.1 Funciones de proteinas de la familia Arf y ArfGEF

Las proteinas de la familia Arf son reguladores clave de una gran variedad de funciones
celulares, que en conjunto con las proteinas ArfGEF y ArfGAP tienen participacién en procesos
como el trafico de membrana bidireccional, ciliogénesis, metabolismo de lipidos, sefializacion,
energia, motilidad, division celular, diferenciacion, apoptosis y regulacion transcripcional (Sztul
et al. 2019).En humano ha sido descrita la participacion de 27 miembros de la familia Arf,
incluyendo 5 proteinas Arf, 20 proteinas Arl y dos proteinas Sar (Sztul et al. 2019).

Las proteinas Arf han mostrado ser relevantes en el mantenimiento del aparato de
Golgi, reticulo endoplasmatico, endosomas, membrana plasmatica y citoesqueleto. Presentan
interactores como la toxina del colera, proteinas de cubierta como COPI, COPII, proteinas
adaptadoras (AP), proteinas adaptadoras del aparato de Golgi (GGASs), fosfolipasa D, fosfatidil
inositol cinasas, filamentos de actina, proteinas ArfGEF y proteinas ArfGAP (Sztul et al. 2019).

Las proteinas Arl han mostrado ser relevantes en el mantenimiento del aparato de
Golgi, membrana plasmatica, mitocondria, nacleo, lisosomas y cilios. Presentan interactores
como fosfolipasas, golginas, filamentos de tubulina, otras Arfs y citohesinas. Por otro lado, las
proteinas Sar se han encontrado en el reticulo endoplasmatico y participan en la formacion de
vesiculas con cubierta COPII (Sztul et al. 2019).

Las proteinas de la familia Arf han sido poco caracterizadas en plantas. Sin embargo,
en las plantas solo hay miembros de la clase | que se dividen en dos grupos A y B. Se ha
observado la localizacion de ArfB en la membrana plasmatica y Arfl ha sido implicada en el
trafico RE-Golgi, endocitosis y trafico a la vacuola (Singh et al. 2018). Por el contrario, en
hongos, las proteinas de la familia Arf han sido més estudiadas y se ha observado que algunas

de ellas son necesarias para la viabilidad celular (Tabla 2).
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Tabla 2. Funcidn de proteinas Arf en hongos

Gen Fenotipo Referencia
Crecimiento adecuado en medio rico y en presencia
Scarfl m L . ! . I -y P . ! (Stearns et al. 1990; Ackema et
de frio y ion F- y homeostasis mitocondrial
- al. 2014)
Scarf2 Fenotipo no detectable
Organizacion de los filamentos de actina y crecimiento (Lambert et al. 2007; Hsu y
Scarf3 . . .
invasivo en baja glucosa Lee, 2013)
Participa en la ruta secretora, resistencia a
I IP . u. o . I ! (Rosenwald et al. 2002;
hygromicina B, asimilacién de Li+, transporte o
B . . Munson y col., 2004; Liu et al.
Scarll anterdgrado del Golgi a la membrana plasmatica de i . ]
-, . o 2006; Tsai et al. 2013; Yang y
Gaslp, regulacién espacial de la organizacién de
. . Rosenwald, 2016)
membrana del tras-Golgi y autofagia
Scarl2 Regulacion positiva la dinamica de los microtubulos. (Nithianantham et al. 2015)
Mantenimiento del aparato de Golgi y es acetilada en (Panic et al. 2003; Setty et al.
Scalr3 .
lugar de miristoilada 2004)
Sparfl No caracterizado (Erickson et al. 1993)
Sparf6 Regulacion positiva del crecimiento bipolar (Fujita, 2008)
Spsarl Trafico entre el RE-Gogli (d’Enfert et al. 1992)
AnarfA | Esencial para el hongo y participa en la ruta secretora (Lee et al. 2008a)
£ lecimi I i ——
AnarfB stab eC|m|§nt.o de la po arldagl por end00|.t05|s y (Lee et al. 2008b)
mantenimiento de la polaridad de la hifa
Esencial para el hongo y regula el mantenimiento del (Hernandez-Gonzalez et al.
AnsarA
RE 2015)
AniarfA Esencial para el hqngo y participa en el crecimiento, (Fiedler et al. 2018)
morfologia y en la ruta secretora
Caarfl Fenotipo no detectable
Caarf2 Esencial para el hongo y necesario para el
crecimiento filamentoso y virulencia
Caarf3 Necesario para el crecimiento invasivo y la integridad
de la pared celular Labbaoui et al. 2017)
Necesario para el crecimiento filamentoso, secrecion y
Caarll . .
virulencia
Necesario para el crecimiento invasivo y la integridad
Caarl3
de la pared celular
Casarl No caracterizado (Jiang et al. 2002)
Moarfl Esencial para el hongo
Moarl1 Participa en la endocitosis, conidiacion, crecimiento
invasivo y virulencia (Zhang et al. 2019)
Moarl3 Regulador positivo de la conidiacion 9 '
Moarl8 Fenotipo no detectable
Mosarl Esencial para el hongo
Moarf6 Participa en_ la endocitosis y el establecimiento de la (Zhu et al. 2016)
polaridad durante el desarrollo asexual
Foarfl Esencial para el hongo .
.p. .g - (Araiza-Cervantes et al. 2021)
Foarl3 Regulador positivo de la virulencia
Regul f iti I imi icelial . .
Mlarfl egula de forma positiva el crecimiento micelial en (Patifio-Medina et al. 2018)

sustrato sélido, el desarrollo del esporangioforo, la
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esporulacién y el tamafio de espora. En medio liquido
regula el tamafio de célula madre, el nUmero de hifas
y la longitud de las mismas. Es un regulador positivo
de la formacioén de zigosporas (reproduccion sexual) y
un regulador negativo de la virulencia
Es esencial para el desarrollo levaduriforme. Regula
Mlarf2 de forma positiva la esporulacion y la polaridad de la
hifa. Es un regulador negativo de la virulencia
Regulan de forma positiva y parcialmente la
Mlarf3 esporulacién y la polaridad de la hifa. Es un regulador
negativo de la virulencia
Regulan de forma positiva y parcialmente la
esporulacién y la polaridad de la hifa
Esencial para el hongo. Regula de forma positiva el
desarrollo de micelio y esporulacidn en sustrato sélido
Miarl1 y el desarrollo de micelio en medio liquido. Es un
regulador negativo de la virulencia y regula de forma
positiva el mantenimiento mitocondrial
Regula de forma positiva el mantenimiento
mitocondrial

Mlarf4

Patifio-Medina et al. 2019;
Patifio-Medina et al. 2020)

Milarl2

Tomada y modificada de Patifio-Medina, 2022.
Los prefijos hacen referencia a los organismos estudiados: S. cerevisiae (Sc), S. pombe (Sp), A.
nidulans (An), A. niger (Ani), C. albicans (Ca), Magnaporthe oryzae (Mo), Fussarium oxysporumy M.
lusitanicus (Ml).

Para el caso de proteinas ArfGEF, se han caracterizado 15 miembros de esta familia
en el humano (Sztul et al. 2019). Las funciones asociadas a algunas de ellas son las siguientes:
las proteinas BIG1 y BIG2 son sensibles a brefeldina A y activadores de proteinas Arf de clase
| (Arfl y Arf3) y regulan el mantenimiento del trans-Golgi; la proteina GBF1 es insensible a
brefeldina A y regula el mantenimiento del cis-Golgi; las proteinas citohesinal-4 regulan la
adhesion y migracién celular, asi como el reciclamiento de endosomas y remodelamiento del
citoesqueleto y se ubican en la membrana plasmatica, endosomas y reticulo endoplasmatico.
Otras proteinas de esta ultima familia como GRP1 y EFA6 regulan la migracion celular y el
reciclamiento de endosomas y se ubican en la membrana plasmatica y endosomas.

En plantas se ha descrito la participacién de 8 miembros de la familia Arf (Singh et al.
2018). Las proteinas GN, GNL1 y GNL2, homologas a GFB1, participan el reciclamiento polar

del flujo de auxinas a través del transportador de auxinas PIN1 y en el transporte retrogrado
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en la formacion de las vesiculas cubiertas con COPI del aparato de Golgi al RE. Por otro lado,

las proteinas BIG1-5 tienen funciones redundantes en la ruta secretora, el trafico vesicular en

la vacuola y la division celular. También BIG5 regula la respuesta a patégenos y el

reciclamiento de endosomas. Interesantemente, todas las proteinas ArfGEF de A. thaliana

activan a proteinas Arf de clase | (proteinas Arf del grupo Ay B).

De igual forma esta familia de proteinas ha sido mas estudiada en los hongos que en

las plantas y también existen reportes en donde su funcion es vital para la fisiologia de los

hongos (Tabla 3).

Tabla 3. Funciones de las proteinas de la familia ArfGEF en hongos

Gen Funcién Referencia
ibl feldina A. Regulacié6 I .
Scsec? Sensible a brefe dlng , egu acion dg a ruta secretora 'y (Deitz et al. 2000)
biogénesis del Golgi
ibl feldina A la el | RE-
Sens!b ea br.g eldina Ay regula g t.ranspor.te entre.e (Pyroche et al. 1996:
Scgeal Golgi. También regula el mantenimiento mitocondrial y el
. . . . . . . Ackema et al. 2014)
reciclamiento de mitocondrias a través de la mitofagia
Regula el transporte anterégrado |_n,depend|entemente _a _su rol (Pyroche et al. 2001;
en el transporte retrogrado. También regula el mantenimiento
Scgea? . : . ) . . X Park et al. 2005;
mitocondrial y el reciclamiento de mitocondrias a través de la
. . Ackema et al. 2014)
mitofagia
Activador de Arf3. Regula el crecimiento polarizado y se ubica (Gillingham y Munro,
Scyell L.
en la membrana plasmatica 2007)
. (Jones et al. 1999;
1 A Arf2 y Arll
Scsyt ctivador de Arf2 y Ar Chen et al. 2010)
Es un receptor tirosin cinasa que posee un dominio SEC7 no
Scsnfl canonico que activa a Arf3 en deficiencia de glucosa para (Hsu et al. 2015)
promover un crecimiento invasivo
Scsecl2 Activador de Sarl (Barlowe y Schekman,
1993)
. . . Nak -K
Spspol4d Esencial para el hongo y participa como activador de Sarl (Na afrirlwl;r(;aos)ubo et
Esencial para el hongo y regula el crecimiento polarizado y (Yang et al. 2008; Arts
AnhypB S
division celular et al. 2014)
. . . B -PI l.
Ansecl2 | Esencial para el hongo, activador de SarA 'y se ubica en el RE ( ravozofgz)a eta

Tomada y modificada de Patifio-Medina, 2022.

Los prefijos hacen referencia a los organismos estudiados: S. cerevisiae (Sc), S. pombe (Sp), A.

nidulans (An).
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1.11 Vias de sefalizacion

Los seres vivos al estar en constante interaccion con su entorno, deben de tener
mecanismos que les permitan detectar y responder ante los cambios del mismo. A nivel
molecular esto lo hacen a través de las vias de sefalizacion, las cuales son una serie de
reacciones quimicas consecutivas en donde se percibe una sefial del entorno y esta se traduce
en una cascada de sefalizacién hasta un efector final que conllevara a la activacién o represion
de factores de transcripcion que regulan la expresién génica asociada a la funcién biolégica

especifica a la que se adaptara el ser vivo (Azpeitia et al. 2020).
1.11.1 La via MAPK

La via de las proteinas cinasas activadas por mitdgenos, también llamada via de las
MAP cinasas o via MAPK (del inglés mitogen-activated protein kinases) ha sido asociada a la
regulacion de procesos como el ciclo celular, reproduccién sexual, morfogénesis, respuesta a
estrés, homeostasis de la pared celular y virulencia (Martinez-Soto y Ruiz-Herrera, 2017); la
via mTOR ha sido asociada en la regulacion del crecimiento en respuesta a los cambios del
entorno y como un sensor en el estatus nutricional (Otsubo y Yamamato, 2008). La
sefalizacibn mediada por calcio ha sido asociada a la regulacibn de procesos como
crecimiento, desarrollo, secrecion, transporte y estrés (Li et al. 2019); la sefializacién mediada
por lipidos (diacil glicerol, farnesol, eicosanoides, entre otros) ha sido asociada a la regulacion
de procesos como crecimiento, diferenciacién, apoptosis y virulencia (Shea y Del Poeta, 2006).
La sefializacion mediada por pH ha sido asociada a la regulaciébn de procesos como la
biosintesis de sider6foros, homeostasis de hierro y cobre, produccion de proteasas y
permeasas alcalinas y acidas, remodelacion de membrana y pared celular, esporulacion,
morfogénesis, crecimiento invasivo y formacion de biofilm (Cornet y Gaillardin, 2014); la
sefializacibn mediada por luz, ha sido asociada a la regulacion de procesos como la

esporulacion, crecimiento vegetativo, desarrollo sexual y asexual, respuesta a estrés,
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metabolismo secundario, toma de nutrientes y virulencia (Yu y Fischer, 2019); la sefializacion
mediada por estrés oxidativo participa en la regulacion de procesos como crecimiento y
desarrollo, metabolismo secundario y respuesta a estrés (Zhao et al. 2020) asi como en la
morfogénesis y virulencia (Heller y Tudzynski, 2011) y finalmente la sefializacibn mediada por
el silenciamiento génico regula procesos como defensa de ADN potencialmente dafiino,
integridad del genoma, esporulacion, desarrollo sexual y asexual, resistencia a antifungicos y

virulencia (Lax et al. 2020a).
1.11.2 La via AMPc-PKA

La via AMPc-PKA constituye una de las vias mas importantes en eucariotas y se ha
conservado a lo largo de la evolucién. Regula procesos como el ciclo celular, el metabolismo
de lipidos y azucares, el citoesqueleto, el trafico vesicular, entre otros (Shabb, 2001). En
hongos ha sido asociada en la regulacion de procesos como la percepcion de nutrientes, la
morfogénesis, la reproduccion sexual, la homeostasis mitocondrial y la virulencia (Choi et al.
2015).

Los componentes de la via AMPc-PKA han sido descritos en gran detalle en el hongo
S. cerevisiae. En general la ruta es activada por nutrientes o estimulos del entorno, que son
percibidos en la superficie celular por receptores acoplados a proteinas G, GPCR, por sus
siglas en inglés, G-protein coupled receptors. La deteccion de un estimulo o sefial a través de
un receptor acoplado a proteinas G heterotriméricas (GPCR) resulta en la activacién de las
proteinas G heterotriméricas, en donde la subunidad a se disocia del heterotetrdmero e
intercambia GDP por GTP, asi la subunidad a-GTP y el dimero By se consideran como
unidades funcionales, o bien la activacion de proteinas Ras con el intercambio de GDP por
GTP. Posteriormente la subunidad a-GTP o Ras-GTP estimularan la actividad de la adenilato
cliclasa (Cyr) para la sintesis de AMPc, incrementando asi los niveles intracelulares de dicho

mensajero. El impacto de elevar los niveles intracelulares de AMPc es activar a la PKA
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dependiente de AMPc. La proteina PKA es un homotetramero conformado por un homodimero
con actividad regulatoria (PkaR) y un homodimero con actividad catalitica (PkaC). Dos
moléculas de AMPc se unen al homodimero PkaR para regular la disociacion de la PKA de
forma alostérica dejando libre al homodimero PkaC, el cual fosforilar4 proteinas rio abajo
(enzimas de las rutas metabdlicas, proteinas estructurales, factores de transcripcion). Una vez

gue la funcién ha sido realizada, la fosfodiesterasa (Pde2) llevara a cabo la degradacion del

AMPc en AMP (Choi et al. 2015) (Fig. 12).

Membrana plasmatica

ATP  AMPc D
0
@
SO

Proteinas del metabolismo
Proteinas estructurales
Factores de transcripcion

Figura 12. Descripciéon general de la via AMPc-PKA. Esta es una via canoénica en células eucariotas
gue mediante la fosforilacion de proteinas blanco en sitios consenso (R/K-R/K/-X-T/S) regula positiva o
negativamente una gran variedad de procesos celulares. Los componentes de la via son, un receptor

ubicado en la membrana plasmatica, un componente transductor (las proteinas G heterotriméricas o las
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proteinas Ras), la adenilato ciclasa (Cyr), la proteina PKA y una fosfodiesterasa (Pde2). En presencia
de niveles elevados de AMPc sintetizados por Cyr, dos moléculas de AMPc se unen al homodimero de
una subunidad regulatoria (PkaR), dejando libre al homodimero de una subunidad catalitica (PkaC)
conduciendo asi a la fosforilaracion de proteinas rio abajo (Tomado y modificado de Choi et al. 2015).

Interesantemente, en hongos como S. cerevisiae y C. albicans el incremento de AMPc
intracelular conduce a un metabolismo oxidativo, un crecimiento invasivo y un fenotipo
virulento (Pan et al. 2000; Lin y Chen, 2018), mientras que en M. lusitanicus se asocia a niveles
elevados de AMPc, metabolismo fermentativo, crecimiento levaduriforme, fenotipo no virulento
y poca acumulacion del sidero6foro rizoferrina (Vellanky et al. 2020; Alejandre-Castafieda et al.
2022).
1.12 Proteinas Arfy su relacién con la mitocondria

Las proteinas Arf se encuentran ampliamente conservadas en organismos eucariotas,
ademas de que intervienen en diversos procesos celulares asociados a organelos como la
mitocondria, se ha documentado la participacion de Arfl y su ArfGEF GBF-1/Geal/2 de S.
cerevisiae en el modelamiento, homeostasis y dinamica mitocondrial, donde se encarga de la
homeostasis de Fzol a través de la AAA-ATPasa Cdc48; mientras que en C. elegans Arfl
participa en la morfologia y funcionamiento de la mitocondria (Ackema et al. 2014); por otro
lado, en humano se observo la localizacion de la proteina Arl2 en el IMS de la mitocondria
donde regula el proceso conocido como fusion mitocondrial (Newman et al. 2017). Aunque adn
se desconoce el mecanismo de regulacion, los datos sugieren una estrecha relacion de las
proteinas Arf con organelos como la mitocondria regulando procesos como la dinamica
mitocondrial (Newman et al. 2017).
1.13 Dindmica mitocondrial

El comportamiento dinamico de las mitocondrias es fundamental para el control de su
estructura y funcion en respuesta a diferentes estimulos como es el suministro de ATP a la

célula generado por el proceso de fosforilacion oxidativa, las mitocondrias tienen un papel
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clave en el ensamblaje de grupos de hierro/azufre (Lill y Mihlenhoff, 2005). Las mitocondrias

v

son reguladores centrales de la muerte celular programada (apoptosis), ya que se han
identificado dos vias apoptéticas principales; es decir, la via exdgena y endégena, ambas con
la muerte celular como objetivo final. Entre ellas, la via exégena, también llamada via del
"receptor de muerte", es activada por estimulos pro-apoptéticos fuera de la célula, mientras
gue la via enddgena (mitocondrial), como su nombre lo indica, es activada por mecanismos
intrinsecos de la propia célula (Qian et al. 2022). Ya que las mitocondrias son capaces de
liberar al citosol proteinas que participan en la apoptosis, una de estas proteinas es el
citocromo ¢ que una vez liberado en el citosol produce la activacion de algunas caspasas
(cisteina aspartasa) que conducen a la liberacidbn de proteinas mitocondriales como las
pertenecientes a la familia Bcl-2, conduciendo a la pérdida de su funcién como organulo
generador de energia, ya que se compromete el proceso de transporte de electrones (Altmann
y Westermann, 2005). Las proteinas pro-apoptoéticas Bax o Bak, provocan la permeabilizacion
de la membrana externa mitocondrial, conduciendo a que las proteinas pro-apoptéticas
ubicadas en el espacio intermembranal se liberen al citoplasma, desencadenando asi una
cascada de caspasas que favorece la apoptosis celular y escinden directamente el ADN
nuclear (Gulbins et al. 2003; Qian et al. 2022). Por otra parte, el Ca?" es un importante
regulador en las vias apopt6ticas al modular y sincronizar la sefializaciéon de dicha via, ya que
la acumulacion masiva de Ca?* en las mitocondrias conduce a apoptosis a través de los
factores Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) que incluye tanto miembros pro-apoptdticos como
antiapoptéticos, los cuales son clave en tal proceso. Los miembros antiapoptéticos de la familia
Bcl-2, como Bcl-2, Bel-x. y Mcl-1, se localizan en la membrana mitocondrial externa e impiden
la liberacién de citocromo ¢ de las mitocondrias, inhibiendo asi la apoptosis. Los miembros
pro-apoptoticos de la familia Bcl-2, como Bax y Bak, promueven la liberacion de citocromo ¢
de las mitocondrias al dafiar la membrana mitocondrial, lo que conduce a la activacion de las

caspasas que conducen a apoptosis. Por lo tanto, Bcl-2 desempefia un papel crucial en la
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regulacion de la via intrinseca de la apoptosis (Willis et al. 2003; Jeong y Seol, 2008; Qian et

w

al. 2022). Ademas, las mitocondrias son capaces de alargarse y fusionarse en condiciones de
estrés e inanicion (Newman et al. 2017). Tres GTPasas altamente conservadas, estan
relacionadas con la dinAmica mitocondrial (es decir, mitofusina, Opal y Drpl en mamiferos y
Fzol, Mgml y Dnml en levadura). Estas proteinas median la fusién y fision mitocondrial
(Zhang et al. 2014). Se report6 que las células de S. cerevisiae que carecen de componentes
de la via secretora con frecuencia exhiben mitocondrias aberrantes, lo que apunta a una
funcion importante del sistema de endomembranas en la dindmica mitocondrial (Altmann y
Westermann, 2005; Ackema et al. 2014). Sin embargo, es escaso el conocimiento sobre la
funcién de los componentes de la via secretora implicados en la dindmica y fisiologia de las
mitocondrias (Ackema et al. 2014).

Las mitocondrias regulan el funcionamiento de ciertas cascadas de sefializacion
intracelular, generan especies reactivas de oxigeno, participan en la B-oxidacion de &cidos
grasos, estan involucradas en el metabolismo de los amino&cidos ya que en la mayoria de los
aminoacidos, el grupo amino (-NH;) procede del glutamato mediante una reaccién de
transaminacioén, este aminoacido en células de origen humano, se sintetiza a partir del ion
amonio (NHs") y el a-cetoglutarato (metabolito del ciclo de Krebs). En una reaccién de
aminacion directa catalizada por la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH), la misma enzima
encargada de realizar la desaminacién y localizada en la matriz mitocondrial, la diferencia
radica en que en la ruta biosintética esta enzima utiliza como coenzima al NADPH
(nicotinamida adenina dinucleétido fosfato) y no al NAD* (nicotinamida adenina dinucle6tido);
mediante la glutamina sintetasa (GS) se realiza una segunda reaccion de aminacién sobre el
glutamato obteniendo la glutamina, molécula que funciona como uno de los principales
sustratos utilizados por las transaminasas o aminotransferasas, para incorporar los grupos
amino sobre los esqueletos carbonados de los aminoacidos (Meister, 1955). La mitocondrias

también participan en la sintesis de piridina, las modificaciones de fosfolipidos, la regulacion y
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homeostasis del hierro y calcio, asi como la supervivencia, senescencia y muerte celular
(Popov L. V., 2020; Onishi et al. 2021). Ademas, la mitocondria experimenta biogénesis, fusion,
fisibn y mitofagia en respuesta a estimulos o tensiones que lo requieran (por ejemplo, la
restriccion de nutrientes o una demanda energética elevada). En general estos eventos
conforman el proceso conocido como dinamica mitocondrial. Dichos eventos son
secuenciales, pero no lineales; es decir, una mitocondria que se ha separado de la red

mitocondrial por fisibn puede volver a fusionarse (Yu et al. 2020).
1.14 Biogénesis mitocondrial

La caja consenso 5’-CCAAT es uno de los motivos que aparecen con mas frecuencia
en las regiones promotoras de las células eucariotas (Bucher, 1990). Esta altamente
conservado y presente en aproximadamente el 30% de las regiones promotoras de los
eucariotas, ubicadas aproximadamente de 60 a 100 pb rio arriba de los sitios de inicio de la
transcripcion (Maity y de Crombrugghe, 1998; Dolfini et al. 2009). El reconocimiento de la caja
5-CCAAT se da por numerosas proteinas de unién al ADN permitiendo la activacion
transcripcional de diversos genes (Osada et al. 1996; Do et al. 2020). Las proteinas de unién
al ADN que reconocen y se unen a la caja CCAAT forman el complejo de unién a CCAAT
(CBC) y generalmente estan compuestas de un complejo heterotrimérico que se conserva
desde levaduras hasta vertebrados (Mao y Chen 2019). Los CBC regulan diversas funciones
celulares, como el metabolismo primario/secundario, el desarrollo celular y las respuestas al
estrés (Maity, 2017).

En los mamiferos, el factor nuclear Y (NF-Y) fue el primer CBC identificado y estudiado
(Dorn et al. 1987; Zorbas et al. 1992). NF-Y desempefia funciones criticas e indispensables en
la regulaciéon genética, el metabolismo respiratorio, la proliferacion celular y el desarrollo
embrionario temprano al unirse a la caja CCAAT (Benatti et al. 2016). NF-Y se compone de

tres subunidades conservadas evolutivamente, que son NF-YA, NF-YB y NF-YC (Mantovani,
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1999). NF-YA consta de dos dominios a-helicoidales; el dominio N-terminal es necesario para
la interaccién con el heterodimero NF-YB/NF-YC, y el dominio C-terminal participa en el
reconocimiento y la unién a elementos CCAAT. Ademas, tanto NF-YA como NF-YC contienen
el dominio de activacién para este complejo heterotrimérico. En especies eucariotas se han
identificado diversos factores de transcripcion pertenecientes a la familia NF-Y. En especies
de levadura como C. neoformans, S. cerevisiae, C. albicans y Candida glabrata, la familia NF-
Y ha sido denominada complejo de proteina activadora del hemo (Hap, heme activation
protein). Las proteinas Hap regulan la biogénesis mitocondrial a través de la regulacién de
genes que codifican a proteinas en los complejos respiratorios como el citocromo c, produccion
de especies reactivas de oxigeno y homeostasis del hierro (Mao y Chen 2019).

El complejo Hap en S. cerevisiae se ha identificado como un activador transcripcional
dependiente de hemo y esta compuesto por cuatro subunidades (Hap2, Hap3, Hap4 y Hap5)
y, por lo tanto, es estructural y funcionalmente diferente en la unién y activacioén del ADN del
NF-Y heterotrimérico de mamiferos (McNabb et al. 1995). El dominio de union al ADN del
complejo Hap consta de tres subunidades esenciales, Hap2, Hap3 y Hap5 (abreviado
Hap2/3/5), y el dominio de activacion lo confiere Hap4 (Forsburg y Guarente, 1989; Bolotin-
Fukuhara, 2017). Aunque Hap2, 3 y 5 se expresan constitutivamente y estan presentes como
un complejo heterotrimérico, se debe reclutar Hap4 para desencadenar la activacion
transcripcional (Forsburg y Guarente, 1989). Una vez que Hap2/3/5 se une al motivo 5-
CCAAT, el dominio de reclutamiento presente en Hap5 recluta a Hap4 para asociarlo con el
heterotrimero. Aln no se han encontrado otros dominios que confieren este reclutamiento de
Hap4 dentro del complejo Hap (McNabb et al. 1997; McNabb y Pinto, 2005; Mao y Chen, 2019).
Los homodlogos de Hap4 solo se han encontrado en hongos y no en organismos superiores, lo
gue sugiere que estas tres subunidades son suficientes para la union y activacion del ADN en

humano (Forsburg y Guarente, 1989; Bolotin-Fukuhara, 2017; Mao y Chen, 2019).
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El complejo Hap se ha caracterizado funcionalmente en C. neoformans y se descubrio
que HapX desempefia un papel importante en la homeostasis del hierro como subunidad
reguladora del CBC en este hongo, donde regula negativamente la expresiébn de genes
implicados en las funciones del ciclo respiratorio y del &cido tricarboxilico (TCA) en condiciones
bajas en hierro y ademas regula positivamente los genes implicados en la absorcion de hierro.
Por otro lado, la eliminacion de Hap3, Hap5 o HapX atenuda el crecimiento de C. neoformans
en hemina, lo que demuestra que contribuyen a la utilizacién del hierro de la hemina (Jung et
al. 2010). Hasta ahora, la mayoria de los estudios sobre el complejo Hap en hongos se han
centrado en su papel en la utilizacion del hierro, sin embargo, resta por dilucidar el papel del

complejo Hap en el desarrollo y diferenciacién de los hongos (Kim y Bahn, 2022).
1.15 Fusion y fision mitocondrial

Las mitocondrias constan de dos membranas: la membrana externa y la interna
(Wallace, 2013) (Fig. 8) las cuales tienen mecanismos de fusion separados pero vinculados,
gue estan muy conservados desde la levadura (S. cerevisiae) hasta los humanos (Chen y
Chan, 2010; Kageyama et al. 2011). La fusién de la membrana externa esta controlada por
dos GTPasas relacionadas con la dinamina: mitofusina (humanos)/Fzol (en S. cerevisiae) y
Opal/Mgm1l (Song et al. 2009). La mitofusina/Fzol se inserta en la membrana externa a través
de dos dominios transmembranales, con el dominio GTPasa mirando hacia el citosol. Por el
contrario, Opal/Mgm1 exhibe dos formas: una forma contiene un dominio transmembranal que
se inserta en la membrana interna y la otra forma carece del dominio transmembrana y esta
ubicada en el espacio entre membranas. Las proteinas mitofusina/Fzol y Opal/Mgm1 forman
un complejo que conecta las dos membranas; por lo tanto, Opal/Mgm1 también contribuyen
a la fusion completa y estable de la membrana externa ademas de su papel en la fusion de la
membrana interna. En S. cerevisiae, la proteina mitocondrial Ugol conecta fisicamente Fzol

y Mgm1 y forma el sitio de contacto de fusion entre las dos membranas (Sesaki y Jensen,
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2001; Hoppins et al. 2009) (Fig. 8). Un componente central de la fision mitocondrial es la
GTPasa Drpl (mamiferos)/Dnml (levadura) relacionada con dinamina soluble, que se
ensambla en la superficie de las mitocondrias por proteinas receptoras separadas, pero
potencialmente colaboradoras en mamiferos (es decir, Mff, Fisl y Mid/MIEF) y por complejos

receptor-adaptador en levadura (Fig. 13) (es decir, Fis1-Mdvl y Num1-Mdm36) (Zhang et al.

2014).
Fusion mitocondrial Fision mitocondrial
Mitocondrias  Fzo1 0811
individuales
.= 9 0%p
N\ ,/ %
T Mgmi ‘V Mgm1 anclada \K\——\J LV_IL?/
soluble a membrana interna Supermitocondria
& F|s1IMdv1
Num1/Mdm36

@/m\
@ el 2

nm1 unida al complejo
adaptador/receptor

Aee

Formacién del anillo
Supermitocondria de constriccion

Figura 13. Fusién y fision mitocondrial en S. cerevisiae. En el proceso de fusion mitocondrial la
proteina clave es Fzol la cual hace contacto fisico con Mgm1 unida a la membrana externa, el cual es
mediado por Ugol y asi fusionar a las mitocondrias. Durante la fision mitocondrial la proteina Dnm1 es
reclutada por los complejos Fis1-Mdv1l/Num1-Mdm36 que promueven la formacion del anillo de

constriccién para separar las mitocondrias (Tomada y modificada de Zhang et al. 2014).

1.16 Mitofagia

La degradacion de las mitocondrias es un mecanismo fundamental conservado en
todos los eucariontes y se realiza a través de una forma selectiva de autofagia, llamada

mitofagia. La funcion de la mitofagia es regular el control de la cantidad y la calidad de las
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mitocondrias. El sistema autofagico se dirige a las mitocondrias deterioradas y las dirige a los
lisosomas para su degradacién. La mitofagia en S. cerevisiae estd mediada principalmente por
Atg32, esta es una proteina de un solo paso transmembranal en la membrana mitocondrial
externa (OMM del inglés outer mitocondrial membrane) (Okamoto et al. 2009; Kanki et
al. 2009). En este modelo, la mitofagia se induce cuando las células alcanzan la fase
estacionaria o cuando se carece de nitrogeno (Tal et al. 2007; Kanki y Klionsky, 2008; Okamoto

et al. 2009). En tales condiciones, la expresion de Atg32 se induce a nivel transcripcional y se

acumula en la OMM, formando un complejo con Atg8 y Atgll en la superficie de las
mitocondrias. La proteina Atg8 se localiza en los autofagosomas y la proteina Atgll actia
como un andamio para otras proteinas Atg, promoviendo la formacién de autofagosomas. La
pérdida de Atg32 suprime casi por completo la mitofagia, mientras que su sobreexpresion
aumenta la actividad de la mitofagia, lo que sugiere que esta molécula es un factor limitante
para regular la cantidad de mitocondrias que se degradardn. La proteina Atg32 es
especificamente importante para degradar las mitocondrias y es prescindible para otros tipos
de procesos relacionados con la autofagia, incluida la autofagia masiva, la via de orientacion
del citoplasma a la vacuola, asi como la autofagia del reticulo endoplasmatico (ER) y la
peroxifagia que es la autofagia de los peroxisomas. La fosforilacién de Atg32 es un evento
clave para la mitofagia (Fig.14). Durante la respiracion o tras un cambio de respiraciéon a
inanicién, Atg32 se fosforila dependiente de su motivo de interaccion con Atgll, el cual
contiene los residuos Serl14 y Serl119 (Aoki et al. 2011; Kondo-Okamoto et al. 2012; Onishi

et al. 2021).
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Figura 14. La mitofagia es mediada por la proteina Atg32 en S. cerevisiae. Atg32 se acumula en la

OMM (membrana externa mitocondrial), formando un complejo con las proteinas Atg8 y Atgll en la
superficie de las mitocondrias. Atg8 se localiza en los autofagosomas y Atgll actlia como un andamio
para otras proteinas Atg y asi promover la formacion de autofagosomas (Tomada y modificada de Onishi

et al. 2021).

1.16.1 Mitofagia mediada por receptores

La mitofagia mediada por receptores generalmente se conserva desde levaduras hasta
humanos y se ha encontrado en hongos patégenos. En la actualidad, todos los receptores de
autofagia selectiva identificados poseen una region de interaccion LC3 (LIR) o un motivo de
interaccion de la familia Atg8 (AIM). Los motivos AIM o LIR se caracterizan por secuencias
WI/F/Y-X-X-L/IIV, en las que X puede ser cualquier aminoacido acido (Noda et al. 2010).
Cuando se inicia la mitofagia, Atg8 se localiza en el sitio de ensamblaje del fag6foro (PAS)
después de ser conjugado covalentemente con fosfatidiletanolamina, y el receptor de mitofagia
interactia con Atg8 a través de su motivo AIM/LIR para reclutar el fag6foro, que promueve asi
el aislamiento selectivo de una porcion de las mitocondrias (Nakatogawa et al. 2007,

Birgisdottir et al. 2013; Zaffagnini y Martens, 2016). Después de eso, el mecanismo central de
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autofagia sigue para formar autofagosomas que posteriormente se fusionan con vacuolas o
lisosomas para degradar las mitocondrias secuestradas, controlando asi la calidad y cantidad

de este organelo (Shen et al. 2023).

La mayoria de los receptores de mitofagia, como Atg32 y Atg43 en la levadura y
BNIP3L/NIX, BNIP3, FUNDC1, BCL2L13 y FKBPS8 en las células de mamiferos, se encuentran
en la OMM. El receptor de mitofagia PHB2 (prohibitina 2) se localiza en la IMM de células de
mamiferos, lo cual abre nuevos horizontes para la investigacibn de la mitofagia y la
identificacion de receptores (Wei et al. 2017). La proteina PHB2 es un receptor de mitofagia
crucial involucrado en el objetivo de las mitocondrias para la degradacién autofagica contiene
un motivo LIR (region de interaccion con LC3, que promueve el reclutamiento del fagoforo)
candnico y es necesario como parte de la maquinaria de mitofagia mediada por PRKN (una
ubiquitina ligasa E3 citoplasmatica). Se demostré que la reduccion de PHB2, empleando ARN;,
previene la reduccién en el nUmero de mitocondrias después del tratamiento con antimicina A
y oligomicina en las células Hela, lo que confirma que la deficiencia de PHB2 resulta en una
defectuosa eliminacion mitocondrial. PHB2 interactia con LC3 para reclutar la membrana del
fagéforo después de la ruptura de la OMM. La sobreexpresion de PHB2 promueve el
reclutamiento de PRKN, mientras que el agotamiento de PHB2 activa PARL (una proteasa
residente en IMM) para escindir PINK1 (cinasa de la OMM); PINK1 desestabilizado previene
el reclutamiento de PRKN y, por lo tanto, la deficiencia de PHB2 inhibe la mitofagia (Wei et al.

2017; Shen et al. 2023).

Ademas de los motivos tipicos de AIM/LIR, la mitofagia esta regulada por la
fosforilacion, un proceso crucial de modificacion postraduccional, y multiples evidencias han
demostrado que la fosforilacién es un evento clave en la mitofagia mediada por receptores
(Wild et al. 2011; Richter et al. 2016; Wang et al. 2018). En S. cerevisiae, la fosforilaciéon del
Atg32 en los residuos Serl14 y Ser119, son modificados por la caseina cinasa 2 (CK2), una
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serina/treonina quinasa evolutivamente altamente conservada que regula una variedad de
procesos celulares (Kanki et al. 2013). La fosforilacion de Atg32 por CK2 promueve su
interaccion con la proteina de andamiaje, Atgll, una proteina comun en la mayoria de los
tipos de autofagia selectiva, incluida la mitofagia. En consecuencia, el deterioro funcional de
CK2 conduce a una inhibicién severa de la mitofagia (Fig. 15-16) (Furukawa et al. 2018).
Estudios recientes han demostrado que la proteina similar a la proteina fosfatasa 2A (PP2A),
Ppgl, coopera con el complejo Far (Far3, Far7, Far8, Vps64/Far9, Farl0 y Farll) para
defosforilar Atg32 compitiendo con CK2 por los sitios de fosforilacion en condiciones no
inductoras de mitofagia, inhibiendo asi este proceso. En las células con delecion de Ppgl, la

interaccion entre Atg32 y Atgll aumenta incluso en condiciones no inductoras de mitofagia, lo

gque acelera la degradacion mitocondrial (Furukawa et al. 2018;_Shen et al. 2023).
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Figura 15. Modelos de localizacion, activacion y accién del receptor de mitofagia en hongos. El
receptor de mitofagia Atg32 de S. cerevisiae esta regulado por fosforilacion y desfosforilacién. Atg32 es
fosforilada y activada por CK2 para reclutar la proteina de andamiaje de autofagia Atgll e interactia
con Atg8 a través del motivo AIM para reclutar la membrana del fagéforo para envolver selectivamente
las mitocondrias para su degradacion. El receptor de mitofagia Atg43 de S. pombe se localiza en la
OMM a través del complejo MIM del factor de entrada mitocondrial, y el factor de entrada mitocondrial
Tom70 rodea y degrada las mitocondrias mediante el reclutamiento de la maquinaria central de

autofagia a través del motivo AIM. El receptor de mitofagia Atg24 de M. oryzae se localiza en las
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mitocondrias a través de los dominios PX y BAR, e interactia con PtdIns3P en la membrana a través
del dominio PX. El homélogo de S. cerevisiae de Atg24, Snx4, puede interactuar con Atgl7 (Tomaday

modificado de Shen et al. 2023).

Receptores o adaptador\
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Figura 16. Modelo para la regulacion de la mitofagia en hongos. 1. Activacion de receptores de
mitofagia en la superficie mitocondrial o reclutamiento de adaptadores que median la autofagia mediada
por ubiquitina. 2. Reclutamiento al fagdforo interactuando con la maquinaria central de autofagia. 3. Las
mitocondrias que se van a degradar estan secuestradas dentro de los autofagosomas. 4. Fusién con
vacuolas o lisosomas. 5. El exceso de y las mitocondrias dafiadas se degradan y los productos de
degradacion se liberan de nuevo en el citosol para su reutilizacion (Tomada y modificada de Shen et al.

2023).

1.16.1.1 Atg24 en M. oryzae

Se ha identificado a una proteina perteneciente al grupo de las nexinas clasificadoras,
la cual se asocio con la nexina clasificadora Snx4/Atg24 en levadura y se identific6 como Atg24
en M. oryzae, convirtiendo a Atg24 en el primer receptor de mitofagia estudiado en hongos

patdgenos (He et al. 2013; Shen et al. 2023). La delecién del gen atg24 bloquea la mitofagia
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en las células que conectan las hifas aéreas con los micelios vegetativos, lo que lleva a una
gran reduccion de las hifas aéreas y los conidios, pero no tiene ningun efecto sobre la autofagia
o la pexofagia. La proteina Atg24 se colocaliza con mitocondrias bajo inanicibn o estrés
oxidativo, lo que puede reclutar directamente mitocondrias en estructuras autofagicas durante
la mitofagia. Aunque carece del dominio TM tipico de los receptores de mitofagia de mamiferos
y levaduras, Atg24 tiene un dominio PX (homdlogo de Phox) y un dominio BAR (Bin-
Amphiphysin-Rvs) que son necesarios para la localizacidon mitocondrial, y la eliminacién del
dominio PX conduce a la localizacion citoplasmica. En condiciones de estrés oxidativo, la
focalizacion mitocondrial de Atg24 puede estar mediada por PX-fosfatidilinositol-3-fosfato
(Ptdins3P) en la membrana mitocondrial. Ademas, el homdlogo de levadura de Atg24
interactia con Atgl7 (un componente del complejo cinasa Atgl) para iniciar la formacion de
autofagosomas, y el motivo W/F/YXXL/I/V también se encuentra en el extremo N de Atg24 (He
et al. 2013; Shen et al. 2023). Segun las comparaciones anteriores, el mecanismo de la
mitofagia parece conservarse entre levaduras, hongos filamentosos y mamiferos: un receptor
mitocondrial localizado puede interactuar con una proteina de la familia Atg8 y reclutar la

magquinaria central de autofagia necesaria en la superficie del fagoforo (Shen et al. 2023).

1.16.2 Funcién de la mitofagia en la patogénesis fingica

Se ha confirmado la importancia del papel de la mitofagia en células de humano y
levaduras como S. cerevisiae, aunque su funcién crucial en hongos patégenos no se ha
esclarecido del todo. Se ha reportado que la mitofagia es indispensable en la patogenicidad
del hongo causante del afiublo del arroz M. oryzae, lo que indica que la mitofagia juega un
papel indispensable no sélo en la regulacién de la calidad y cantidad mitocondrial sino también
en el mantenimiento de la virulencia de los hongos patégenos (He et al. 2013). Por otro lado,
se confirmé la relevancia de la mitofagia en la patogenicidad de C. albicans, un patégeno
oportunista. La proteina complementaria a Mdm10 o Mcpl (Mdm10 complementing protein)
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es una proteina de la membrana externa mitocondrial que desempefia un papel importante en
la homeostasis de los lipidos mitocondriales de la levadura (Tan et al. 2013), mientras que en
C. albicans, Mcpl es esencial para la mitofagia y la funciéon mitocondrial (Mao et al. 2021). La
eliminacion de Mcpl bloqueé la mitofagia, lo que resulté en una acumulacion mitocondrial
anormal en C. albicans. Ademas, el crecimiento de las hifas y la virulencia de las mutantes
Amcpl de M. oryzae resultaron alterados; sin embargo, la regulacién de la mitofagia en la
virulencia no ha sido aun esclarecido en su totalidad (Tabla 1) (Mao et al. 2021; Shen et al.

2023).

M. oryzae tiene un ciclo de infeccion complejo, que incluye crecimiento micelial,
produccion de conidios, germinacion del tubo germinal, formacion de apresorio e infeccién de
plantas, lo que lo convierte en un organismo modelo para estudiar las interacciones entre
hongos patégenos y plantas hospederas (Liu et al. 2007a; Liu et al. 2007b; Foster et al. 2017,
Zhu et al. 2021). El tubo germinal emerge a partir de la célula apical del conidio y
posteriormente, la punta del tubo germinal se hincha para formar una estructura de infeccion
especial en forma de cupula, el apresorio, el cual, una vez maduro tiene una densa capa
exterior de melanina, con una gran cantidad de glicerol acumulado en su interior, lo que resulta
en una presion mecanica de hasta 8,0 Mpa, que tiene como funcién perforar las células
vegetales (Fernandez y Orth, 2018). En M. oryzae, el factor de transcripciéon Msn2 regula la
expresion de la proteina Auhl (3-metilglutaconil-CoA hidratasa), y la delecion de msn2 o auhl
conduce a una mitofagia disfuncional, alteracién de la morfologia mitocondrial y deterioro del
crecimiento de las hifas durante la infeccion (Xiao et al. 2021), sin embargo, no se ha aclarado
su posible mecanismo en la patogénesis. Estudios recientes han demostrado que las mutantes
Awhi2 (Whiskey 2) una proteina general de respuesta al estrés que en S. cerevisiae inactiva
la via de sefializacion AMPc-PKA dirigiendo Ras2 (GTPasa) a las vacuolas y ademas regula

negativamente la actividad del complejo de sefalizacion TOR 1 (TORC1) en condiciones
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limitadas de aminoacidos (Leadsham et al. 2009), exhiben una patogenicidad
significativamente reducida. La eliminacion de Whi2, por un lado, conduce a una mitofagia
interrumpida en las células que conectan las hifas aéreas con los micelios vegetativos, lo que
resulta en una conidiacion reducida; por otro lado, conduce al bloqueo de la mitofagia en las

hifas invasoras, lo que resulta en una reduccion de la virulencia en M. oryzae (Tabla 4) (Meny

et al. 2022; Shen et al. 2023).

Tabla 4. Receptores de mitofagia en hongos y reguladores de mitofagia en hongos patégenos

Receptores de mitofagia

Genes Fenotipo Funciones Referencias

Interactlia con Atg8 y
Scatg32 Mitofagia bloqueada Atgl1 para reclutar
fago6foros

(Okamoto et al. 2009;
Kanki et al. 2009)

Mitofagia bloqueada,

Moatg24 crecimiento deficiente y Regula la mitofagia en las

células del pie (He et al. 2013)

conidiacion
Spataa3 Mitofagia bloqueada, Interactta con Atg8 para (Fukuda et al. 2020;
palg crecimiento deficiente reclutar fagoforos Fukuda et al. 2021)
Otros factores regulatorios
Las mitocondrias se Implicado en mitofagia
Aoatgll acumulan en el P lotagia y (Tadokoro et al. 2015)
. pexofagia
citoplasma
Mitofagia v pexofadia Implicado en la autofagia
Acatgll gayp 9 selectiva y la autofagia no (Lu et al. 2017)
blogueadas selectiva

Deterioro del crecimiento,
Modnm1 virulencia y formacioén de
apresorio

Implicado en la morfologia

mitocondrial y la mitofagia (Zhong et al. 2016)

Conidiacion y virulencia | Implicado en la morfologia | (Khan et al. 2015; Zhong et

Mofis1 deterioradas mitocondrial y la mitofagia al. 2016)
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Momdv1 Conldlacmn y virulencia Imphcado en la morfolog!a (Zhong et al. 2016)
deterioradas mitocondrial y la mitofagia
Deterioro del crecimiento Requla la fision
Bbdnm1 y virulencia y desarrollo . g X . (Wang et al. 2020)
mitocondrial y la mitofagia
asexual
Deterioro del crecimiento .
. . . Regula la fisién
Bbfis1 y virulencia y desarrollo . : . .
mitocondrial y la mitofagia
asexual
(Wang et al. 2020)
Deterioro del crecimiento .
) . Regula la fision
Bbmdv1l y virulencia y desarrollo . ; . .
mitocondrial y la mitofagia
asexual
Crecimiento infeccioso Controla la mitofagia y la
Momsn2 ; PR g
deteriorado morfologia mitocondrial
(Xiao et al. 2021)
Crecimiento infeccioso Controla la mitofagia y la
Moauhl ; P .
deteriorado morfologia mitocondrial
Conidiacion yvirulencia Regula la mitofagia en las
Mowhi2 y células del pie y las hifas (Meng et al. 2022)
reducidas .
invasoras.
Deterioro del crecimiento Regula la mitofagia y
Camcpl y virulencia; mitocondrias mantiene la funcién (Mao et al. 2021)
acumuladas mitocondrial

Tomada y modificada de Shen et al. 2023.

Los prefijos hacen referencia a los organismos estudiados: S. cerevisiae (Sc), M. oryzae (Mo), S. pombe
(Sp), Aspergillus orizae (Ao), Acremonium crisogenum (Ac), Beauveria bassiana (Bb), C. albicans (Ca).
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II. ANTECEDENTES

M. lusitanicus es un hongo dimorfico perteneciente al orden de los mucorales (Mclintyre
et al. 2002; Lee et al. 2013), que ha sido empleado como modelo de estudio en el
entendimiento de la mucormicosis una infeccion de incidencia baja, pero mortal causada por
hongos de este orden y a la cual son susceptibles pacientes con deficiencias inmunolégicas
(Chayakulkeeree et al. 2006). En este mucoral, se han descrito a 4 distintas proteinas,
conocidas como Arfl-Arf4 (Patifio-Medina et al. 2018) y 2 genes codificantes a proteinas Arl
(Arf like) (Patino-Medina et al. 2019b). Las proteinas Arf son reguladores clave del proceso de
trafico vesicular y estan asociados con el crecimiento y la virulencia en los hongos (Labbaoui
et al. 2017). De acuerdo a lo reportado por Patifio-Medina et al. (2018, 2019), la delecion del
gen arf3 en M. lusitanicus generé el aumento de la secrecion de moléculas al medio
extracelular, es decir, el SS de la cepa mutante generé un aumento de la actividad toxica
contra el nematodo C. elegans. La molécula secretada revel6 un peso molecular bajo, menor
a los 3 kDa. Ademas, mostro una relacién estructural con proteinas, ya que, en el caso del SS
de la cepa mutante en arf3, el factor toxico secretado fue sensible a la accion proteolitica
(Patifio-Medina et al. 2018). La enzima Rfs es una péptido sintetasa no ribosomal que utiliza
citrato y diaminobutano (putrescina) como sustratos para la sintesis del sidero6foro rizoferrina
(Carroll et al. 2017), implicando al metabolismo oxidativo mitocondrial para su sintesis.
Rizoferrina es producida por diversos microorganismos como los hongos pertenecientes al
orden de los Mucorales, no se ha reportado en otra clase de hongos, con la finalidad de
competir por el hierro disponible en el ambiente (Carroll et al. 2017). El aumento de los niveles
de ARNm de rfs en ausencia de Fe?* fue reportado en M. lusitanicus, asi como durante el
estrés oxidativo y durante la infeccion del raton (Alejandre-Castafieda et al. 2022). La mutacion
del gen rfs propicié una disminucién de la virulencia, aunado a esto, la mutacién de rfs en la
cepa mutantes Aarf3 condujo a una pérdida de la actividad virulenta de la doble mutante,
sugiriendo que Arf3 regula negativamente la produccién de rizoferrina en este Mucoral.
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Finalmente, se reporté que en M. lusitanicus la regulacion transcripcional de rfs y la
acumulacion de rizoferrina dependen de la via AMPc-PKA e interesantemente, ha sido el
primer informe de un sideréforo fangico regulado por esta via (Alejandre-Castafieda et al.
2022). Ademas, la proteina Rfs es importante para aumentar la resistencia al estrés oxidativo,
asi como en el aumento de la invasion en los tejidos de ratones diabéticos y en la virulencia
de M. lusitanicus, lo que llevo a concluir que la transcripcion del gen que codifica a Rfs y la
acumulacion de rizoferrina estan reguladas por el metabolismo oxidativo mitocondrial.

Sin embargo, aun queda por dilucidar la regulacién en la produccion de rizoferrina a

través de la proteina Arf3 en M. lusitanicus durante el metabolismo oxidativo mitocondrial.
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1. JUSTIFICACION

M. lusitanicus es un modelo de estudio para el entendimiento de la infeccién conocida
como mucormicosis, una infeccién de baja incidencia, pero con una letalidad elevada a la cual
son susceptibles los pacientes inmunocomprometidos. El entendimiento de los procesos
bioquimicos y moleculares en la patogenicidad de estos microrganismos es indispensable para
elucidar su mecanismo de virulencia. En M. lusitanicus se ha demostrado que la perdida de la
proteina Arf3 genera un fenotipo mas virulento respecto a la cepa silvestre, mediante la
secrecion de moléculas toxicas. En este sentido, se ha descrito al sider6foro rizoferrina como
un factor de virulencia secretable en este mucoral, cuya sintesis depende de un metabolismo
oxidativo mitocondrial, al requerir sustratos provenientes de dicho metabolismo. Esta
informacién sugiere la posible participacion de componentes de la dindmica mitocondrial que
pudieran ser regulados por Arf3. El metabolismo mitocondrial es escasamente entendido en
los mucorales y puede ser un elemento clave en la comprension de la mucormicosis, por ello
resulta indispensable el conocer la participacion de la proteina Arf3 durante el metabolismo
oxidativo mitocondrial, lo que podria ayudar a generar informacion sobre la clase de moléculas
reguladas por Arf3 que actllan como factores de virulencia, como la rizoferrina, por lo que
resulta importante dilucidar la funcion de Arf3 en la regulacion de la virulencia mediada por

rizoferrina de M. lusitanicus.
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IV. HIPOTESIS

La proteina Arf3 controla negativamente la produccion de rizoferrina a través de la

represion de la fusion mitocondrial en M. lusitanicus.

V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Dilucidar la funcién del factor de ADP-ribosilaciéon Arf3 en la fusion mitocondrial y

virulencia en M. lusitanicus.

5.2 Objetivos especificos

Evaluar si la mutacion en arf3 aumenta los niveles del factor de virulencia rizoferrina.
Analizar la funcién de Arf3 y Rfs en el metabolismo oxidativo mitocondrial y su relacion
con la virulencia.

Determinar la funcion de la proteina Arf3 en la regulacién de los procesos de fusion y

fisibn mitocondrial en la virulencia.
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6.1 Cepas utilizadas

Se utilizé la cepa MU402, la cual es auxétrofa a leucina y uracilo (leuA’, pyrG). De la

cual derivé la cepa con la delecién en el gen arf3. También se utilizé a la cepa MU636 (leuA’,

pyrG®) a la cual se le reinserté el gen pyrG silvestre en el locus del gen pyrG-, la cual fue usada

como cepa silvestre (WT), asi como la cepa mutante en el gen arf3 y silvestre (WT)

sobreexpresando a los genes fzol, dnml, sodl, sod2a y catla. También se uso la cepa de E.

coli OP50 como alimento para C. elegans cepa N2 (Tabla 5).

Tabla 5. Cepas empleadas en este estudio

Cepa

Genotipo

Referencia

MuU402

Auxotrofa a leucina (leuA’) y uracilo (pyrG-);
obtenida mediante mutagénesis quimica.
Derivada de la cepa R7B

(Nicolas et al. 2007)

MUG636

Auxétrofa a leucina (leuA-) y protétrofa a
uracilo (pyrG*); obtenida mediante
recombinacion homologa restaurando el
gen pyrG en el locus del gen pyrG.
Derivada de la cepa MU402

(Navarro-Mendoza et al. 2019)

Aarf3

Derivada de MU402, mutante homocarionte
en el gen arf3 (pyrG*, leuA)

(Patifio-Medina et al. 2018)

Arfs

Derivada de MU402, mutante homocarionte
en el gen rfs (pyrG*, leuA)

(Alejandre-Castafieda et al.
2022)

Aarf3/Arfs

Derivada de Aarf3, doble mutante,
homocarionte en los genes arf3 y rfs (leuA*,

pyrG*)

(Alejandre-Castafieda, 2020)

MUG636 rfs©/E

Derivada de MU636; sobreexpresa el gen
rfs silvestre, clonado en el vector pEUKA4
(leuA*, pyrG*)

(Alejandre- Castafieda et al.
2022)

MUG636 fzo1°E

Derivada de MU636; sobreexpresa el gen
fzol silvestre, clonado en el vector pEUKA4
(leuA*, pyrG*)

MU636 dnm1°E

Derivada de MU636; sobreexpresa el gen
dnml silvestre, clonado en el vector
pEUKA4 (leuA*, pyrG*)

MU636 sod1°9E

Derivada de MU636; sobreexpresa el gen
sod1 silvestre, clonado en el vector
pEUKA4 (leuA*, pyrG*)

10

MUG636 sod2a®E

Derivada de MU636; sobreexpresa el gen
sod?2a silvestre, clonado en el vector
pEUKA4 (leuA*, pyrG*)

11

MUG636 catla®E

Derivada de MU636; sobreexpresa el gen
catla silvestre, clonado en el vector

pEUKA4 (leuA*, pyrG*)

(Patifio-Medina, 2022)
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Derivada de Aarf3; sobreexpresa el gen
12 Aarf3 fzo1°E fzo1l silvestre, clonado en el vector pEUKA4
(leuA+, pyrG+)
Derivada de Aarf3; sobreexpresa el gen
13 Aarf3 dnm10/E dnml silvestre, clonado en el vector
pPEUKA4 (leuAt, pyrG*)

Derivada de Aarf3; sobreexpresa el gen
14 Aarf3 sod1°E sod1 silvestre, clonado en el vector (Este trabajo)
pPEUKA4 (leuAt, pyrG*)
Derivada de Aarf3; sobreexpresa el gen

15 Aarf3 sod2a%E sod2a silvestre, clonado en el vector
pEUKA4 (leuA*, pyrG*)
Derivada de Aarf3; sobreexpresa el gen

16 Aarf3 catla®E catla silvestre, clonado en el vector
pEUKA4 (leuA*, pyrG*)

Cepa resistente a estreptomicina, auxétrofa
17 E. coli OP50 a uracilo, usada como alimento de

nematodos (Brenner, 1974)
Derivada de la cepa silvestre Bristol. Cepa

estandar utilizada en investigacion

18 C. elegans N2

6.2 Cultivo de M. lusitanicus

6.2.1 Condiciones generales de crecimiento de M. lusitanicus
M. lusitanicus fue cultivado a condicion estandar de 28°C en cada uno de los diferentes

medios.

6.3 Medios de cultivo empleados

6.3.1 YPG (Glucosa, Peptona de gelatina, Extracto de levadura)

Cada litro contenia 3 g de extracto de levadura (BD Bioxon, East Rutherford, NJ, USA),
10 g de peptona de gelatina (BD Bioxon), 20 g de glucosa (BD Bioxon) y 20 g de agar
bacteriolégico (BD Bioxon) en caso de medio sélido, se ajusto el pH a 4.5 (Bartnicki-Garcia,

1968).

6.3.2 YNB (Yeast Nitrogen Base)

Cada litro de medio contenia 1.5 g de sulfato de amonio, 1.5 g de acido glutamico, 0.5

g de yeast nitrogen w/o aminoacids and amonium sulfate (BD Difco, Franklin Lakes, NJ, USA),
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10 g de glucosa (BD Bioxon) y 20 g de agar (BD Bioxon) en caso de medio sélido. Para los
experimentos fisiologicos se adiciono 20 g de glucosa. Tras esterilizar en autoclave, se
adicioné tiamina y niacina a una concentracién de 1 ug/ml respectivamente (Lasker y Borgia,
1980).

Los medios de cultivo fueron suplementados con leucina (10 pg/ml) cuando fue
necesario. El pH fue 4.5 cuando se requirié un crecimiento micelial estandar mientras que la

concentracion de glucosa vario desde el 0.1% hasta el 6.0% segun los requerimientos.

6.3.3 Medio NGM (Nematode Growth Medium)

Medio utilizado para la obtencién de C. elegans. Se prepar6 con 2 g de cloruro de sodio
(J.T. Baker, Phillipsburg, NJ), 4 g de peptona de caseina (Solbiosa, RoC, Delhi), 3 g de fosfato
de potasio monobasico (Golden Bell, Orange, CA, USA), 0.05 g de fosfato de potasio dibasico
(Meyer, Hamburgo, Alemania), y 20 g de agar (BD Bioxon) por cada litro de medio. Se esterilizé
a 15 Ib de presion a 121°C por 20 minutos. Una vez a temperatura ambiente se adicioné 1 ml
de una solucién de colesterol (5 mg/ml) (Sigma-Aldrich, Burlington, MA, USA) disuelto en

etanol al 100% (J.T. Baker) y 0.5 mg de estreptomicina por cada litro de medio.
Crecimiento y mantenimiento de C. elegans

Para la preparacion de la fuente de comida de C. elegans, se inocul6 E. coli OP50 en
medio LB liquido con estreptomicina (10 pg/ml), se incubd a 37°C con agitacion constante a
200 revoluciones por minuto (rpm) por 48 h. Posteriormente se tomaron 500 ul del precultivo
de E. coli OP50, el cual fue esparcido con un hisopo estéril en cada caja Petri con medio NGM
a utilizar. Se incubaron a 37°C por 48 h hasta su crecimiento total. Para la propagacion de C.
elegans se transfirieron pequefias porciones del agar conteniendo al menos un nematodo a
cajas Petri previamente inoculadas con la cepa de E. coli OP50 y se dej6 incubar por 3 dias a

18°C hasta que se alcanzo la fase adulta del nematodo.
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6.4 Obtencion y conteo de esporas de M. lusitanicus
Placas de Petri con medio YPG sdélido, fueron inoculadas con 100 esporas de M.
lusitanicus y se incubaron a 28°C en presencia de luz durante 5 dias. Las esporas se
colectaron agregando 10 ml de agua destilada estéril sobre las placas y raspando
cuidadosamente con un asa de plastico, posteriormente las esporas se recuperaron con ayuda
de una micropipeta y se depositaron en un tubo de 50 ml estéril. Las esporas se centrifugaron
a 2,000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se lavaron con agua
destilada estéril y se centrifugaron de la misma manera tres veces. Finalmente, las esporas se
resuspendieron en 10 ml de agua destilada estéril. El conteo se realizé en un hematocitémetro
(PGC Scientific, California) usando el objetivo 40X de un microscopio 6ptico ATC 2000 (Leica,
Wetzlar, Alemania). Se depositaron 20 ul en la parte superior y 20 pl en la inferior,
respectivamente. Se contaron las cuadriculas de los extremos y la del centro para ambas
celdas de la cAmara. Las esporas cuantificadas se multiplicaron por el factor de dilucién 2.5 x
10 El resultado expresa las esporas por ml de muestra. Las esporas contadas y lavadas se

conservaron a 4°C y se emplearon en un maximo de 15 dias después de su obtencion.
6.5 Crecimiento radial de M. lusitanicus

Placas de Petri con medio YPG sélido (estandar) o YNB (2% de glucosa 0 111 mM de
glicerol, concentracion equimolar al 2% de glucosa), se inocularon con 100 esporas de las
diferentes cepas en el centro de la placa y se incubaron a 28°C en presencia de luz durante 6

dias. Se midi6 el diametro colonial (cm) cada dia de incubacion.
6.6 Crecimiento en aerobiosis y anaerobiosis de M. lusitanicus

Para llevar a cabo el crecimiento aérobico y anaerébico se inocularon 5 x 10° esporas
por cada ml de medio de cultivo. En el caso de crecimiento aerobio los matraces se incubaron

a 28°C, con agitacion constante de 150 rpm, usando 10 ml de medio en matraces de 125 ml.
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Para el crecimiento anaerobio, se usaron vasos de precipitado de 10 ml con 8.5 ml de medio
de cultivo en reposo, tapados con un tapon de corcho, dichos tapones se atravesaron con una
aguja para formar una atmosfera de CO; (sistema auto-anaerdbico) (Salcedo-Hernandez y

Ruiz-Herrera, 1993).
6.7 Determinacion de porcentajes de germinacién de M. lusitanicus

Se inocularon 5 x 10° esporas por cada ml de medio de cultivo, se tomaron alicuotas
(200 ul) de cada matraz cada 2 h hasta las 8 o 12 de h incubacién (segun requerimientos) y
se fijaron en 200 pl de formol al 10%. Inmediatamente se realiz6 el conteo de 100 células por
muestra, identificando las células germinadas. El resultado determina el porcentaje de esporas

germinadas al tiempo evaluado.
6.8 Cultivo de E. coli

E. coli se cultivd a 37°C en medio LB. Cada litro de LB contenia 10 g de peptona de
caseina (Solbiosa), 5 g de extracto de levadura (BD Bioxon), 5 g de cloruro de sodio (J.T.
Baker) y 15 g de agar bacteriologico en caso de medio solido. Cuando fue necesario, tras
esterilizar, se afiadié ampicilina a una concentracion final de 100 pg/ml, cloranfenicol a 34

pg/ml o estreptomicina a 10 pg/ml.
6.9 Obtencion de SS

Se colocaron 5 millones de esporas de cada una de las siguientes cepas MU636, Arfs,
Aarf3 y Aarf3/Arfs en 10 ml de los medios de cultivo liquidos YNB (medio minimo) al 2y 0.1%
de glucosa, YPG (medio rico) al 2% y 6% de glucosa, se sometieron a agitacion constante de
150 rpm a 28°C en condiciones aerobias por 48 h. Una vez concluido el tiempo de agitacion,
los medios de cultivo fueron filtrados (filtros con tamafio de poro de 3 um) en condiciones de

esterilidad para recuperar el sobrenadante libre de células miceliales (SS).

6.10 Ensayos de toxicidad
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Una vez obtenidos los SS, se colocaron 200 ul de cada uno de ellos en placas de 96
pozos, posteriormente se colocaron de 15 a 20 nematodos de la cepa N2 de C. elegans los
cuales fueron incubados a 18°C, finalmente se evallo la toxicidad de los SS al contabilizar la

supervivencia de los nematodos en lapsos de 12 h hasta alcanzar las 60 h.
6.11 Ensayos de virulencia en G. mellonella

Los ensayos de virulencia en G. mellonella se llevaron a cabo inyectando a cada larva
20 ul de solucion salina tamponada con fosfato que contenia 10,000 esporas de cada una de
las cepas. Se emplearon veinte larvas por cada una de las cepas evaluadas y se evalud la

supervivencia cada 24 h durante seis dias.
6.12 Cuantificacion de rizoferrina

Se adicionaron 200 pl de acetonitrilo a un volumen de 800 pl de cada SS obtenido en
medio YNB al 0.1% de glucosa; la mezcla se limpié en un cartucho de extraccion en fase sélida
(Supelco select HLB) preactivado y equilibrado con acetonitrilo al 20% (v/v). Los extractos se
filtraron utilizando una membrana de PTFE de 0.22 um y se almacenaron a -20°C hasta el
analisis cromatogréfico.

El analisis de rizoferrina se realiz6 mediante UPLC-ESI-TOF-MS (cromatografia liquida
de ultra rendimiento acoplada con espectrometria de masas de tiempo de vuelo de cuadrupolo
de ionizacion por electropulverizacion, en inglés, ultra-performance liquid chromatography
coupled with electrospray ionization quadrupole time-of-flight mass spectrometry)utilizando un
sistema ACQUITY UPLC I-Class (Waters, Singapur) junto con un espectrometro de masas
Synapt G2-Si (Waters, Reino Unido) equipado con una fuente ESI, controlado por el software
MassLynx 4.1 (Waters, Reino Unido). La separacion cromatogréafica se realiz6 utilizando una
columna Luna Omega C18 (150 mm x 2.1 mm y 1.6 um; Phenomenex) mantenida a 40°C. Se
inyectaron cinco ul de cada muestra pretratada en el sistema cromatografico y se eluyeron con
las fases moviles: &cido férmico acuoso al 0.1% (A) y acetonitrilo (B). La separacion se realizé
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a un caudal total de 150 ul/minuto usando el siguiente programa de gradiente: O minutos, 10%
B y 0-5 minutos, 20% B. El espectrometro de masas se operd en modo ESI positivo usando
los siguientes parametros: tension capilar 3,000 V; voltaje del cono 30 V; temperatura de la
fuente 120°C; temperatura del gas de desolvatacién 350°C; caudal de gas de desolvatacion
800 L/h; rango de masa de adquisicion 50-1,000 m/z; tiempo de exploracion 0.4 s; formato de

datos centroide. La rizoferrina se control6 a m/z = 437.141 + 0.01 Da.
6.13 Determinacion de latasa de consumo de oxigeno

La respiracion de las células se determiné a 28°C, 3y 4 h posteriores a la germinacion
en medio liquido YPG (2 y 6% de glucosa) o YNB (0.1% de glucosa) respectivamente,
utilizando 5x107 esporas de cada cepa. Tras lavarlas en agua destilada estéril, las células se
suspendieron en tampon fosfato potasico 10 mM (pH 7.4) que contenia 20 mM de glucosa. El
consumo de oxigeno se midi6é a 28°C con un oxigrafo Oxytherm (Hansatech Instruments Ltd.,
Norfolk, Inglaterra). Las tasas de respiracion se expresaron como nanomoles de oxigeno

consumido por ml por segundo.
6.14 Cuantificacion del radical OH~

Las esporas de cada una de las cepas se incubaron en agitacién constante (150 rpm)
con el medio requerido por 2 h, posteriormente las células se recuperaron y se lavaron en
buffer HEPES 10 mM, pH 7 a 2,000 rpm por 5 minutos tres veces, después se adiciono 10 uM
de 3’-p-aminofenill fluoresceina (APF) disuelto en 0.1 % de dimetilformamida en buffer HEPES
con 110 mM de glucosa por 30 minutos en oscuridad, posteriormente las células se
recuperaron y se lavaron tres veces con HEPES y se resuspendieron en HEPES con glucosa.
Las muestras procesadas se mantuvieron en oscuridad hasta la cuantificacion del radical OH~
. Se uso el equipo VARIOSKAN LUX (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts) con filtro

de emisién a 520 nm y linea de excitacién a 490 nm.
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6.15 Anadlisis de RT-gPCR

Se realiz6 la extraccién de ARN de micelio de 6 h (YPG 2y 6%) y 12 h (YNB 0.1%) de
las cepas de interés con el método reportado anteriormente (Valle-Maldonado et al. 2015). Las
muestras de ARN fueron cuantificadas espectrofotométricamente (SmartSpec Plus Bio-Rad,

Hercules, CA) a A= 260nm y A= 280nm, dichas absorbancias indican la presencia de acidos

. , . . ., A260
nucleicos y proteinas, respectivamente (Krebs et al. 2009). Se evalué la relacion a0’ &N donde

una relacién % = 1.90 — 2.0, indica una calidad 6ptima del &cido nucleico (Yamaguchi et al.

1992; Wilfinger et al. 1997). Las muestras de ARN total cuyo valor de relacién % resulté

menor a 1.8 fueron descartadas para analisis de RT-qPCR. La amplificacion y deteccién de
los genes se realiz6 usando el método de sonda de hidrdlisis, que emplea la actividad 5’
exonucleasa de la ADN polimerasa. Para asegurar la especificidad de todas las detecciones,
los oligonucleétidos y sondas, Tabla 6) con estructuras secundarias minimas fueron disefiadas
mediante la herramienta bioinformética disponible por Biosearch Technologies
(www.biosearchtech.com). La RT-gPCR se realiz6 en el sistema LightCycler480 Il (Roche
Molecular Diagnostics, Pleasanton, CA), usando el kit SuperScript 11l Platinum One-step RT-
gPCR (Invitrogen, Carlsbad, CA). Cada 25 pl de volumen de reaccion contenia 5 yl de ARN
templado (100 pg), 0.5 pl de mezcla de enzimas (retrotranscriptasa y ADN polimerasa), 12.5
Ml de mezcla de reaccion 2X, 0.5 ul de oligonucledtido directo (10 uM), 0.5 pl de oligonucle6tido
reverso (10 yM), 0.5 ul de sonda (5 uM), y 5.5 pl de agua libre de nucleasas. La mezcla de
reaccion fue preparada en un gabinete para PCR (UVP). La RT-qPCR se inici6 por la adicién
de la transcriptasa reversa (50°C, 30 minutos) y la desnaturalizacion inicial (95°C, 5 minutos),
seguidas por 45 ciclos de amplificacion a 95°C por 15 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C
por 30 segundos. Las sefiales de fluorescencia fueron detectadas a cada ciclo de amplificacién

a 60°C. Las curvas de amplificacion fueron analizadas a longitudes de onda de absorciéon de
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530 nm. En cada experimento fueron incluidos genes de expresion constitutiva (tfc-1) como

controles positivos y agua como control negativo.

Tabla 6. Oligonucleétidos y sondas utilizados para RT-qPCR

Gen OI.igonucIec’)t'ido directo (5’-3")
(NGmero ID) Oligonucledtido reverso (5’-3’) Tm (°C) / GC (%)
Sonda (5’-3’) FAM- BHQ1

ol ATGGCGGTGACGAGGGTTT 67.21/57.9
(106349) GGGCATCTGTGGCAATCTTTC 66.32/52.4
TGGATGCAGAGGAAGACATCAACGC 68.48 /52.6
arf3 TTGGACGCTGCAGGAAAGAC 68.00/55.0
(155350) CCAACGGTTGGGATAGTAGTGA 65.10/50.0
TCTCTACAAGCTGAAACTGAACCAATCA 68.70 / 39.29
s CTGGCGAATTAAAGGGCTTTGTC 65.04 / 47.83
(168439) GGACTGCTTGAGGGTCTCATTG 65.74 / 54.55
TCGTGATTTCGGTGGCGTCAA 67.72/52.38
701 TGTCGGCTTCTTGGTCTATGTC 64.88 / 50.00
(1299828) CAGCCTGCTTGAACTTCTTGAC 64.47 / 50.00
CAGCGACATGCGCAGTGCTGT 70.43/61.90
dnmi1 CGCTCGGTGGAGATGGTATC 64.96 / 60.00
(1296413) CGACTTGTTGCCGCACTTTAC 65.08 / 52.38
TGTAGCAACTCGTCAAAGTTCTCCTCCT 69.98 / 46.43

*Los nameros entre paréntesis indican el nimero ID en la base de datos de M. lusitanicus
(https://genome.jgi.doe.gov/Muccirl_3/Muccirl_3.home.html)

6.16 Sobreexpresién de los genes fzol y dnm1l en Aarf3

La sobreexpresion de los genes de interés se llevé a cabo con el plasmido pEUKA4
gue contiene el gen leuA que restaura la auxotrofia a leucina y el promotor del gen gpd1 el
cual es inducible por glucosa: el promotor de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de A.
niger (Wollf y Arnau, 2002). Se generaron los plasmidos que contenian los genes fzol y dnm1
silvestres con los cuales se transformo a la cepa Aarf3.

La transformacion se realiz6 mediante electroporacion de protoplastos (Gutiérrez et al.
2011) generados segun el protocolo descrito por Heeswijk y Roncero, 1984. Los protoplastos
al carecer de pared celular permiten la incorporacion de ADN exdgeno mediante

electroporacion. Para obtener protoplastos transformables se inocularon 1 x 107 esporas/ml en
S TR0 ST h
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25 ml de medio liquido YPG, pH 4.5 suplementado cuando se requeria con 200 pg/ml de
uridina. Los cultivos se mantuvieron durante toda la noche a 4°C. A la mafiana siguiente se
incubaron a 26°C con agitacién (250 rpm) durante un periodo de 3 a 4 h, suficiente para que
la mayoria de las esporas germinaran. A continuacion, las germinulas se precipitaron durante
5 minutos a 2,000 rpm en centrifuga Sigma 4-10 y se lavaron dos veces en buffer fosfato-
sorbitol (Sorbitol 0.5 M, fosfato sédico pH 6.5 10 mM), finalmente se resuspendieron en buffer
fosfato-sorbitol a razén de 5 ml por cada 5 x 10° esporas inoculadas inicialmente. Para la
digestion de la pared celular se afiadié 1 mg/ml de un preparado comercial de enzimas liticas
rico en quitinasa (Lysing Enzymes de Trichoderma harzianum, Sigma) y 0.15 mg/ml de
quitosanasa comercial (Chitosanase-RD; US Biologicals, Massachussets). Las germinulas se
incubaron a 30°C con agitacion suave (50 rpm) durante 90 minutos o hasta que se observo al
microscopio la pérdida de pared celular. Para detener la digestion se afiadieron 5 ml de sorbitol
0.5 M frio, se centrifugé la suspensién celular durante 5 minutos a 1,000 rpm, se
resuspendieron las células nuevamente en 5 ml de sorbitol 0.5 M frio y se centrifugaron en las
mismas condiciones. Finalmente, los protoplastos se resuspendieron en un volumen final de
800 ul de sorbitol 0.5 M.

Para la transformacion se afiadieron 20 uyl de ADN que contuvieran 1 ug de ADN
plasmidico o 3 ug de ADN lineal a 200 ul de protoplastos. La mezcla se transfiri6 a una celda
de electroporacion de 0.2 cm estéril previamente enfriada en hielo. Los pulsos eléctricos se
realizaron en electroporador Bio-Rad Gene Pulser Xcell con los siguientes parametros de
electroporaciéon: 0.8 Kv, 25 Mf de capacitancia y una resistencia constante de 400 Q.
Inmediatamente después de aplicar el pulso eléctrico se afiadié 1 ml de YPG pH 4.5 con 0.5
M de sorbitol frio y se transfiri6 a un tubo eppendorf estéril. La mezcla de transformacion se
incubo durante 1 h a 26°C con una agitacién de 150 rpm para permitir la recuperacion de los
protoplastos. Seguido los protoplastos se centrifugaron durante 5 minutos a 800 rpm, se

resuspendieron en 600 pl de YNB pH 4.5 con 0.5 M de sorbitol + niacina + tiamina (+ leucina
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cuando fue necesario). Los protoplastos transfromados se sembraron cuidadosamente en

cajas del medio minimo adecuado para la seleccién de las transformantes.

Tabla 7. Oligonucleétidos utilizados en los experimentos de sobreexpresién en M. lusitanicus

Nombre Secuencia 5’-3’ Tm (°C) / GC (%)
fzol FWR Xhol GGGGGctcgagATGTCGCAATCACAGATATT 71.51/51.61
fzol REV Notl GACTAQgcggccgcTTAAGCATCTTCTTTGGCAA 74.92/51.52

dnml FWR Xhol GGGGGctcgagATGAATGATTTAATCGAGTT 70.75/45.16
dnm1 REV Notl GCCTAgQcggccgcCTACATGACATTTTTGATGA 75.08 /51.52

sod1l FWR Xhol CGGTTctcgagATGGTCAACGCTATTGCTGT 73.78 /51.61
sod1l REV Noti GCCTTgcggccgcTTATTTGGTAACTACAAGGA 75.03/51.52
sod2a FWR Xhol CGGTTctcgagATGCTATCCATTGCTACCAA 71.84/48.39
sod2a REV Notl GAATTgcggccgcTTAATGCTGAGCCTTTGCAA 75.89/51.52
catla FWR Xhol CGGTTctcgagATGTCCAAGAACACTTTGAC 71.57/48.39

ctala REV Notl GAATTgcggccgcTTAAGCCTTGGAGCTAAGAG 75.13 / 54.55

*Las letras en minusculas ilustran la secuencia diana de los sitios de restriccion introducidos en los
oligonucledtidos.

6.17 Anadlisis estadistico

Los datos obtenidos se evaluaron mediante el Analisis de Varianza de una via
(ANOVA). Se uso el software GraphPad Prism 8.4. La prueba post hoc empleada fue Dunett.
Las diferencias estadisticamente significativas se muestran con asteriscos: *p<0.05, **p<0.01,

*xp<0.001 y ***p<0.0001.
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VII. RESULTADOS

7.1 Genotipificacion de las cepas mutantes en los genes arf3y rfs

Con el objetivo de corroborar que los fondos genéticos mutantes de las cepas a utilizar
presentaran la delecion correspondiente, se realizé un andlisis del nivel del transcrito mediante
RT-gPCR. Los datos mostraron que la cepa mutante en el gen arf3 no acumul6 transcrito de
dicho gen, a diferencia de la cepa WT MU636 (Fig. 17). Resultados similares fueron registrados
para la mutante en el gen rfs y en la cepa Aarf3/Arfs (Fig. 10). Estos datos corroboran el

genotipo mutante de cada una de las cepas.
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Figura 17. Genotipificacion de las cepas mutantes en arf3 y rfs. La genotipificacién de las cepas se
llevd a cabo mediante RT-gPCR. Se observé la ausencia del transcrito de los genes, arf3 en la cepa
Aarf3 (A), rfs en la cepa Arfs (B) y ambos genes en la cepa Aarf3/Arfs (C). Muestras provenientes de
esporas, se uso el gen tfc-1 como gen de referencia. Se realiz6 un andlisis de tipo Act para la
comparacion de los niveles de transcrito, n= 3. Se muestra el promedio de tres experimentos
independientes. Las barras corresponden al error estandar, analisis de varianza ANOVA de una via,
prueba de comparacion de medias Dunnett, ****p<0.0001. Los asteriscos representan diferencia

significativa entre las condiciones evaluadas.
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7.2 Cuantificacion de rizoferrina en los sobrenadantes

Con el objetivo de demostrar la posible correlacion del incremento de la virulencia de
la mutante Aarf3 con una mayor cantidad de rizoferrina secretada, se llevé a cabo su
cuantificacion relativa por el método de UPLC-ESI-TOF-MS. Para ello, se produjo SS en YNB
al 0.1% de glucosa (YNB-0.1%) suplementado o no con 0.5 mM de KCN, un inhibidor de la
cadena transportadora de electrones. No se observé secrecion de rizoferrina en la cepa Arfs,
mientras, la cepa WT sobreexpresando al gen rfs (MU636 rfs®F) aument6 los niveles de
rizoferrina 10 veces mas que la cepa WT (Fig. 16 A). Por otro lado, la cepa Aarf3 generé
aproximadamente 12 veces mas rizoferrina respecto a la cepa WT, mientras que en el caso
de la doble mutante Aarf3/Arfs no se detecté acumulacion de rizoferrina en el sobrenadante
(Fig. 18A). Por otro lado, se determinaron los niveles de rizoferrina en los sobrenadantes de
las cepas crecidas en YNB-0.1% suplementado con 0.5 mM de KCN, lo cual generé una
disminucion de los niveles de rizoferrina en los SS de todas las cepas (Fig. 18B). Estos datos
demuestran que la toxicidad del sobrenadante de Aarf3, descritos previamente (Patifio-Medina
et al. 2018) correlacionan con altos niveles de rizoferrina cuya producciéon depende de una
actividad mitocondrial adecuada. Ademas, la anulacion de la sintesis de este sider6foro abolié

el caracter toxico del SS de Aarf3.
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Figura 18. Acumulacion de rizoferrina en la cepa Aarf3. Se determiné la acumulacién de rizoferrina

de las cepas MU636 rfs®E y Aarf3 por el método UPLC-ESI-TOF-MS en el SS producido medio de
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cultivo YNB-0.1% (A). Con la adicién de KCN al medio de cultivo en todas las cepas (B), n= 3. Se
muestra el promedio de tres experimentos independientes. Las barras corresponden al error estandar,
andlisis de varianza ANOVA de una via, prueba de comparacion de medias Dunnett, ***p<0.001. Los

asteriscos representan diferencia significativa entre las condiciones evaluadas.

7.3 Funcion de Arf3y Rfs en el metabolismo oxidativo mitocondrial y su

relacion con la virulencia

Con el objetivo de demostrar si el aumento de la virulencia en la cepa Aarf3 dependia
del metabolismo oxidativo mitocondrial (MOM), se obtuvieron los SSs de las distintas cepas
producidos en condiciones aerébicas en los medios YPG suplementado con 2% de glucosa
(condicién estandar, YPG-2%), en dicho medio se estimula tanto el MOM como el metabolismo
fermentativo (Alejandre-Castafieda et al. 2022), medio YNB suplementado con 0.1% de
glucosa (YNB-0.1%) que estimula el MOM (Alejandre-Castafieda et al. 2022) y medio YPG
suplementado con 6% de glucosa (YPG-6%) que promueve el metabolismo fermentativo
(Alejandre-Castarieda et al. 2022). Con dichos SSs se prob¢ la toxicidad frente al nematodo
C. elegans (Fig. 19). La tasa de supervivencia de C. elegans en presencia de los SSs obtenidos
en medio YPG-2% de la cepa Aarf3 reveld una menor supervivencia de los mismos (Fig. 19A)
respecto a la cepa WT. Mientras que los SSs de las cepas Arfs y Aarf3/Arfs no mostraron
toxicidad respecto a la cepa WT (Fig. 19A). Los SSs generados en medio YNB-0.1%, revel6
gue el SS de la cepa WT present6 una tasa de supervivencia del 60% aproximadamente y el
SS de la mutante Aarf3 generd una supervivencia de aproximadamente el 20%. Por otro lado,
los SSs producidos en el medio YNB-0.1% de las cepas Arfs y Aarf3/Arfs generaron una
supervivencia mayor respecto a la cepa WT (Fig. 19B). Cuando se estimul6é el metabolismo
fermentativo mediante el crecimiento en medio YPG-6% la tasa de supervivencia de C. elegans
generada por los SSs aument6 notablemente en todas las cepas incluidas Aarf3 (Fig. 19C).
Estos datos sugieren que concentraciones elevadas de glucosa (6%) estdn posiblemente
estimulando la via PKA, como se ha descrito anteriormente (Alejandre-Castafieda et al. 2022;
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Patifio-Medina et al. 2022), sugiriendo que dicha via est4 implicada en la regulacion de la
proteina Arf3. De igual manera, cuando se inocularon larvas de G. mellonella con esporas de
cada una de las cepas, se observé que las cepas Arfs y Aarf3/Arfs mostraron un fenotipo no
virulento en este modelo, respecto a la WT, mientras que la cepa Aarf3, tuvo una mayor
virulencia disminuyendo la supervivencia de las larvas hasta 4.5 veces que la cepa WT. Estos
datos en conjunto demuestran la importancia de Arf3 y Rfs como reguladores negativo y

positivo, respectivamente, en la toxicidad del SS y virulencia de M. lusitanicus.

SS YPG- GLUCOSA 2% B SS YPG- GLUCOSA 6%
1 — 00
00 — — YPG2% 1 e e TS T ns. — YPG-6%
£ 80 T — Mus3s £ 80 — — MUB36
8 — 2 —
S 60 3 Aarf3 5 6o Aarf3
£ — Arfs 2 — Arfs
E 40~ AarflArfs E 40- Aarf3IArfs
@ 20 @ 20
1] T T T T 1 ] T T T T 1
] 12 24 36 48 60 ] 12 24 36 48 60
Tiempo (h) Tiempo (h)
c SS YNB- GLUCOSA 0.1% D ESPORAS INOCULADAS EN Galleria mellonella
o] e ___‘__J._______________' — YNB-0.1% e | + R — Mock
T s0- 1 s — MUB36 £ 80+ —l_]_|_[7 — MUB36
] W e RS —
E -l Aarf3 g 60 ~ Aarf3
g . T 2 1 , T Ads
> 40 ¥ o AnHOiArTS ¢ 404 + * --- Aarf3lArfs
2 g T
@ 207 a 20
e
] T T T T 1 0 T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (h) Tiempo (dias)

Figura 19. Participacion de Arf3y Rfs en el metabolismo oxidativo mitocondrial y su relacion con
la virulencia. Se evalud la toxicidad de los SSs producidos en los medios YPG-2% (A), YNB-0.1% (B)
y YPG-6% (C), dichos SSs se produjeron en agitacién constante (150 rpm) y se evalué su toxicidad
frente al nematodo C. elegans incubados a 18°C y registrando su tasa de supervivencia durante 60 h.
Se colocaron 20 nematodos por pocillo y 20 larvas de G. mellonella por ensayo inoculadas con 10,000
esporas cada una de las cepas, evaluando su supervivencia durante 6 dias, n= 3. Se muestra el

promedio de tres experimentos independientes. Las barras corresponden al error estadndar. Los datos

se analizaron con la prueba Mantel-Cox ***p<0 .001.
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7.4 Importancia del metabolismo oxidativo mitocondrial en la toxicidad del

sobrenadante

Con el objetivo de demostrar la importancia del MOM en la toxicidad del SS de M.
lusitanicus, se obtuvo el SS proveniente del crecimiento aerdbico en medio YNB-0.1%
suplementado con concentraciones subinhibitorias de 5 mM de KCN (inhibidor del flujo de
electrones en la cadena transportadora, Fig. 20A) y 10 mM de N-acetilcisteina (quelante de
ERO, Fig. 20B), respectivamente. En dichos SS se procedi6 a evaluar la tasa de supervivencia
del nematodo C. elegans. Se observé que la adicion de KCN y N-acetilcisteina condujo a un
aumento considerable de la supervivencia del nematodo, sugiriendo asi que la proteina Arf3
reprime el metabolismo oxidativo mitocondrial, asi como la generacién de moléculas tipo ERO

las cuales regulan la toxicidad del SS, la cual depende de un adecuado metabolismo oxidativo

mitocondrial.
A KCN 0.5 mM B N-acetilcisteina 10 mM
100 100 —
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Figura 20. Arf3 regula negativamente metabolismo oxidativo mitocondrial y la generaciéon de
especies reactivas de oxigeno. Se adicion6 0.5 mM de KCN (A) y 10 mM de N-acetilcisteina (B) al
medio de cultivo de la cepa Aarf3, dichos SSs se produjeron en agitaciéon constante (150 rpm) y se
evalué su toxicidad frente al nematodo C. elegans incubados a 18°C y registrando su tasa de
supervivencia durante 60 h. Se colocaron 20 nematodos por pocillo, n= 3. Se muestra el promedio de
tres experimentos independientes. Las barras corresponden al error estandar. Los datos se analizaron

con la prueba Mantel-Cox, sin diferencias significativas.
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7.5 La toxicidad del sobrenadante la mutante Aarf3 es regulada negativamente

por la adicién de Fe?* durante el crecimiento

Nuestros datos mostraron que la acumulacién de rizoferrina en el medio de cultivo de
la cepa Aarf3 (Fig. 21A) correlaciona con el aumento de la toxicidad de su SS (Fig. 19C).
Ademas, se ha reportado que la sintesis de sider6foros es regulada negativamente por la
presencia de hierro en el medio (Bendale et al. 2009). Al suplementar el medio de cultivo YNB-
0.1% con 22.5 uM (Fig. 21A) y 45 uM (Fig. 21B) de FeCl; disminuy0 la toxicidad de los SSs,
generando un aumento en la supervivencia del nematodo considerablemente para la cepa
Aarf3 al igual que en la cepa WT. Estos datos indican que la toxicidad del SS de la cepa Aarf3
es suprimida por la adiciéon de Fe?" en el medio de cultivo, sugiriendo que la toxicidad es
mediada en gran parte por rizoferrina, cuya produccién es regulada negativamente por la

presencia de hierro libre.
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Figura 21. La adicion de hierro en el medio de cultivo reprime la toxicidad del sobrenadante de
la cepa Aarf3 de M. lusitanicus. La adicion de Fe?* 22.5 uM (A) y 45 uyM (B) al medio YNB-0.1%
disminuyeron la toxicidad de los SSs, los cuales se produjeron en agitacién constante (150 rpm) y se
evaluo su toxicidad frente al nematodo C. elegans incubados a 18°C y registrando su tasa de
supervivencia durante 60 h. Se colocaron 20 nematodos por pocillo, n= 3. Se muestra el promedio de
tres experimentos independientes. Las barras corresponden al error estandar. Los datos se analizaron

con la prueba Mantel-Cox, sin diferencias significativas.
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7.6 Participacion de Arf3 y Rfs en la termotolerancia de M. lusitanicus

Se ha descrito en S. cerevisiae que las proteinas Arf son necesarias para la resistencia
tanto al incremento como a la disminucién de la temperatura (Click y Botstein, 2002). Con el
objetivo de conocer si las proteinas Arf3 y Rfs estaban implicadas en la resistencia al aumento
de la temperatura, las cepas se crecieron a 28°C (Fig. 22A), la cual es la temperatura optima
de crecimiento de M. lusitanicus, y a 37°C la cual esta implicada en la virulencia de hongos
patdgenos de humanos como Rhizopus spp. (Takashima et al. 2023) (Fig. 22B). Se observo
que a 28°C las cepas no presentaron diferencias en su crecimiento mientras que a 37°C las
cepas Aarf3, Arfs y Aarf3/Arfs tuvieron un menor crecimiento (~25-50%) respecto a la cepa
WT. Estos resultados sugieren que las proteinas Arf3 y Rfs son necesarias para la

termotolerancia de M. lusitanicus.
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Figura 22. Participacion de Arf3y Rfs en latermotolerancia de M. lusitanicus. Las esporas de cada
cepa se colocaron en el centro de las placas con medio YPG-2%, las cuales se incubaron a 28°C (A) y
a 37°C (B). Se midi6 el diametro de crecimiento cada 12 h durante 72 h, n= 3. Se muestra el promedio
de tres experimentos independientes. Las barras corresponden al error estdndar, analisis de varianza
ANOVA de una via, prueba de comparaciéon de medias Dunnett, *p<0.05, ***p<0.001 y ****p<0.0001.

Los asteriscos representan diferencia significativa entre las condiciones evaluadas.
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7.7 Participacion de Arf3y Rfs en la germinacion de M. lusitanicus a bajos

niveles de oxigeno

Con el objetivo de demostrar la participacion de Arf3 en la germinacion de M. lusitanicus
a baja concentracion de oxigeno (4.9+0.45%) se inocularon 5 x 10° esporas en medio YPG-
2% liquido y se cuantificd el porcentaje de germinacién después de 6 h, en donde se ha
descrito que las esporas de la cepa WT germinan como levadura en un 50-60% y el resto de
las esporas germinan como hifa (Patifio-Medina et al. 2023). Se observé que la cepa WT
germindé como levadura y micelio en un 50% para cada morfologia. Mientras que la cepa Aarf3
present6 una mayor proporcion de hifas (60-65%) y la longitud de estas fue de hasta 2.5 veces
mas largas respecto a la cepa WT (Fig. 23A-C). Mientras que las cepas Arfs y Aarf3/Arfs
tuvieron una germinacion similar a la WT, asimismo, la longitud de sus hifas fue de
aproximadamente 0.5 veces menos largas que las de la WT (Fig. 23A-C). Estos datos en
conjunto sugieren que Arf3 es un regulador negativo del desarrollo micelial a concentraciones

bajas de oxigeno.
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Figura 23. Arf3 regula negativamente el desarrollo micelial a bajas concentraciones de oxigeno.
Las esporas se germinaron por 6 h a una concentracién baja de oxigeno (4.9+0.45%) en medio YPG-
2% (A). Se muestran imagenes representativas de la germinaciéon de cada una de las cepas a 6 h de
germinacion (B). Se determiné la longitud de las hifas de las distintas cepas a las 6 h (C). Barra de
escala= 20 ym, n= 3. Se muestra el promedio de tres experimentos independientes. Las barras
corresponden al error estandar, andlisis de varianza ANOVA de una via, prueba de comparacién de
medias Dunnett, *p<0.05 y ***p<0.0001. Los asteriscos representan diferencia significativa entre las

condiciones evaluadas.

84




\ ¥
7.8 Funcion de Arf3y Rfs de M. lusitanicus en el crecimiento en presencia de

una fuente de carbono no fermentable

Con el objetivo de observar si las cepas Aarf3, Arfs y Aarf3/Arfs tenian defectos en el
metabolismo oxidativo mitocondrial (MOM), se realizé un ensayo de crecimiento radial en
medio YNB-2% o en presencia de una fuente de carbono no fermentable (glicerol 2%, YNG).
Cuando las cepas se crecieron en presencia de YNB-2%, todas tuvieron un crecimiento similar
al de la cepa WT (Fig. 24A). Por otro lado, el crecimiento radial en YNG de las mutantes
sencillas fue similar a la cepa WT, en cambio la cepa Aarf3/Arfs presentd un crecimiento
disminuido (40% menos que la WT) (Fig. 24B). Estos resultados sugieren que la cepa
Aarf3/Arfs de M. lusitanicus podria tener defectos en su MOM, teniendo como consecuencia

la desventaja para utilizar glicerol de manera eficiente como Unica fuente de carbono.
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Figura 24. Efecto de la fuente de carbono sobre el crecimiento de las cepas Aarf3 y Arfs. Las
esporas de cada cepa se inocularon en el centro de las placas YNB-2% (A) y YNG (glicerol al 2%) (B).
Se midioé el diametro de crecimiento cada 12 h por 60 h, n=3. Se muestra el promedio de tres
experimentos independientes. Las barras corresponden al error estandar, andlisis de varianza ANOVA
de una via, prueba de comparacion de medias Dunnett, ***p<0.001. Los asteriscos representan

diferencia significativa entre las condiciones evaluadas.
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7.9 Efecto de Arf3y Rfs sobre el consumo de O, y produccién de OH" en M.

lusitanicus

Con el objetivo de correlacionar el MOM y la produccion del radical OH~ en cada una
de las cepas estudiadas. Se procedié a cuantificar los niveles del consumo de oxigeno
posterior a la germinacion por 3 h en agitacién constante (150 rpm) en los medios YPG-2%
(Fig. 25A) y YPG-6% (Fig. 25B) y 6 h en el medio YNB-0.1% (Fig. 25C), encontrando niveles
denominados como basales en cada uno de los medios para la cepa WT. Ademas, se
cuantifico la produccion de OH~ en medio YNB-0.1% (Fig. 25D). En el caso de la cepa Aarf3
mostré un consumo de oxigeno similar al de la cepa WT en medio YPG-2% (Fig. 25A),
mientras que en los medios YNB-0.1% (Fig. 25B) y YPG-6% (Fig. 25C) la cepa Aarf3 tuvo un
aumento de aproximadamente 1.5 y 0.5 veces mas consumo de oxigeno que aquellos de la
cepa WT. De igual manera la cepa Aarf3 tuvo un incremento de aproximadamente 0.5 veces
en los niveles de OH- respecto a la cepa WT (Fig. 23D). Por otro lado, la cepa Arfs tuvo un
aumento de aproximadamente 2, 2.5y 2 veces mas en el consumo de oxigeno posterior al
crecimiento en los medios de YPG-2% (Fig. 25A), YNB-0.1% (Fig. 25B) y YPG-6% (Fig. 25C),
respectivamente. Por otra parte, se observo una producciéon de 1.75 veces mas en los niveles
de OH- respecto a la cepa WT. Interesantemente, la cepa Aarf3/Arfs tuvo un decremento de
aproximadamente 0.5-0.7 veces menos en el consumo de oxigeno en los tres medios distintos
(Fig. 25A-C), de igual manera esta cepa Aarf3/Arfs mostré una reduccion en la produccion de
OH- de al menos 0.25 veces menos que la cepa WT (Fig. 25D).

Estos datos sugieren que la virulencia incrementada de la cepa Aarf3 correlaciona con
un aumento del MOM respecto a la cepa WT. En cambio, la cepa Aarf3/Arfs presentd un
consumo de oxigeno disminuido respecto al de la cepa WT, sugiriendo la disminucién del
MOM. Estos datos en conjunto demuestran que la proteina Arf3 es un regulador negativo del

MOM y las ERO generadas mediante este proceso.
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Figura 25. Efecto de Arf3 y Rfs en la tasa de consumo de oxigeno y producciéon de OH~ en M.
lusitanicus. Se cuantifico la tasa de consumo de oxigeno en las cepas WT, Aarf3, Arfs y Aarf3/Arfs en
los medios YNB-2% (A) y YPG-6% (B) en germinulas de 3 h para ambos medios y en medio YNB-0.1%
en germinulas de 4 h (C). La cuantificacion de la produccion de OH- para todas las cepas se realizé en
medio YNB-0.1% en germinulas de 3 h empleando la sonda 3'-p-aminofenilfluoresceina (D), n=3. Se
muestra el promedio de tres experimentos independientes. Las barras corresponden al error estandar,
andlisis de varianza ANOVA de una via, prueba de comparacion de medias Dunnett, **p<0.01,
***pn<0.001 y ***p<0.0001. Los asteriscos representan diferencia significativa entre las condiciones

evaluadas.
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7.10 Funcion de Arf3 en la regulacion transcripcional de los genes fzoly dnml

Con el objetivo de determinar si existia una posible desregulaciéon de los genes
implicados en la fusion y fision mitocondrial, fzol y dnm1, respectivamente se llevé a cabo la
cuantificacion del transcrito de cada uno de estos genes en el contexto de la cepa mutante en
el gen arf3. Para lo cual se aisldé el ARN total proveniente de muestras de micelio de 12 h
producido en YNB-0.1% de las distintas cepas. Se observé que respecto a la cepa WT, Aarf3
presentd un aumentd de 0.3 veces mas en los niveles de transcrito de fzol (Fig. 26A), mientras
que para los niveles de ARNm de dnm1 mostraron una disminucion de 0.68 veces (Fig. 26B).
Estos datos sugieren una discreta desregulacion positiva del gen fzol en Aarf3 asi como una

desregulacién negativa para el gen dnm1.
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Figura 26. Cuantificacion del transcrito de fzol y dnm1 en la mutante Aarf3 de M. lusitanicus por

RT-qPCR. Se aisl6 el ARN total de micelio de 12 h producido en agitacién constante (150 rpm) de la
cepa Aarf3 de M. lusitanicus, con el cual se cuantificé el ARNm del gen fzol (A) y del gen dnm1 (B), se
usé el gen tfc-1 como gen de referencia. Se realizé un analisis de tipo Act para la comparacion de los
niveles de transcrito, n= 3. Se muestra el promedio de tres experimentos independientes. Las barras
corresponden al error estandar, analisis de varianza ANOVA de una via, prueba de comparacion de
medias Dunnett, *p<0.05 y ***p<0.001. Los asteriscos representan diferencia significativa entre las

condiciones evaluadas.
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7.11 Efecto de la sobreexpresion de fzoly dnml en la toxicidad del

sobrenadante en ausencia de Arf3

Se sobreexpresaron los genes fzol y dnml en la cepa Aarf3 con el objetivo de
averiguar la posible participacion de Arf3 en la regulacion de la fusién y fision mitocondrial en

el MOM y su relacion con la toxicidad del SS frente al nematodo C. elegans.

Respecto a la cepa WT, el SS producido en el medio YNB-0.1% a partir de la cepa WT
sobreexpresando el gen fzol generd una disminucion en la supervivencia del nematodo,
mientras que la sobreexpresion del gen dnm1 no gener6 cambios (Fig. 27A). Cuando en el SS
fue producido en YPG-6%, anulé la toxicidad del mismo para todas las cepas excepto en el
SS proveniente de la cepa WT sobreexpresando a fzol cuyo SS siguié mostrando una ligera
disminucién en la supervivencia del nematodo (Fig. 27B). Por otro lado, cuando los genes fzol
y dnm1 fueron sobreexpresados en Aarf3, el SS producido a partir del medio YNB-0.1% de la
cepa Aarf3 sobreexpresando a fzol gener6 un nivel de supervivencia similar a Aarf3, mientras
que la sobreexpresion de dnm1 aumenté la supervivencia del nematodo en aproximadamente
3 veces mas respecto a la cepa Aarf3 (Fig. 27C). Finalmente, el SS obtenido a partir del medio
YPG-6% aumenté la supervivencia del nematodo para las cepas sobreexpresantes en Aarf3

(Fig. 27D).

Estos datos en conjunto demuestran la posible regulacion de Fzol y Dnml por la
proteina Arf3 en los niveles de toxicidad del SS de M. lusitanicus, sugiriendo que estos

elementos podrian encontrarse en la misma via de sefializacion.
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Figura 27. Efecto de la sobreexpresion de fzoly dnm1 en la toxicidad del SS de Aarf3. Se evalud
la toxicidad de los SSs de las cepas sobreexpresantes de fzol y dnml en la WT producidos en los
medios YNB-0.1% (A) y YPG-6% (B) asi como los SSs de las cepas sobreexpresantes en la cepa Aarf3
producidos YNB-0.1% (C) y YPG-6% (D), dichos SSs se produjeron en agitacién constante (150 rpm) y
se evalud su toxicidad frente al nematodo C. elegans incubados a 18°C y registrando su tasa de
supervivencia durante 60 h. Se colocaron 20 nematodos por pocillo, n= 3. Se muestra el promedio de
tres experimentos independientes. Las barras corresponden al error estandar. Los datos se analizaron

con la prueba Mantel-Cox ** p<0 .01 y *** p<0 .001.
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7.12 Efecto de la sobreexpresion de fzo y dnml en el consumo de oxigeno y

produccién de OH"en ausencia de Arf3

Con el objetivo de demostrar si las sobreexpresiones de los genes fzoly dnml en la
cepa WT y en la cepa Aarf3 afectaban pardmetros de actividad mitocondrial. Se procedi6é a
medir el consumo de oxigeno posterior a las 3 h de germinacion en agitaciéon constante (150
rpm) en los medios YPG-2% (Fig. 28A) y YPG-6% (Fig. 28B) y 6 h en el medio YNB-0.1% (Fig.
28C), asi también se cuantificaron los niveles de OH~ en medio YNB-0.1% (Fig. 28D). Los
resultados mostraron un consumo de oxigeno y produccion de OH- los cuales denominamos
como basales para la cepa WT y sus sobreexpresantes en los genes fzol y dnml (Fig. 28A-
D). La sobreexpresion de fzol en Aarf3 generé un ligero aumento en el consumo de oxigeno
en los medios YPG-2% y YPG-6% de aproximadamente 0.3-0.5 veces mas, respectivamente
(Fig. 28A y C); mientras que en el medio YNB-0.1% no hubo diferencias en el consumo de
oxigeno ni en la produccién de OH- (Fig. 28B y D). Por otra parte, respecto a la cepa Aarf3, la
sobreexpresion de dnml en Aarf3 redujo aproximadamente 0.4, 1.2 y 0.3 veces menos el
consumo de oxigeno en los medios YPG-2%, YPG-6% y YNB-0.1% (Fig. 28A-C)
respectivamente. También se observé una reducciéon de aproximadamente 0.2 veces menos
en los niveles de OH~ en el medio YNB-0.1% (Fig. 28D). Estos datos en conjunto sugieren que
los elementos de fusion (Fzol) y fisién (Dnm1) mitocondrial estan influyendo en los niveles de
toxicidad del SS de la cepa Aarf3 probablemente mediante la regulacién del MOM y produccién

de OH-.
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Figura 28. Tasa de consumo de oxigeno y producciéon de OH- en las sobreexpresantes de fzoly
dnml en las cepas WT y Aarf3. Se cuantifico la tasa de consumo de oxigeno en las cepas
sobreexpresantes en los genes fzol y dnml en la WT y en Aarf3, en los medios YNB-2% (A) y YPG-
6% (B) en germinulas de 3 h para ambos medios y en medio YNB-0.1% en germinulas de 4 h (C). La
cuantificacion de la produccién de OH- para todas las cepas se realiz6 en medio YNB-0.1% en
germinulas de 3 h empleando la sonda 3'-p-aminofenilfluoresceina (D), n= 3. Se muestra el promedio
de tres experimentos independientes. Las barras corresponden al error estandar, andlisis de varianza
ANOVA de una via, prueba de comparacién de medias Dunnett, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 y

****p<0.0001. Los asteriscos representan diferencia significativa entre las condiciones evaluadas.
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7.13 Importancia de los sistemas antioxidantes (superoxido dismutasay

catalasa) en latoxicidad de los sobrenadantes de M. lusitanicus

Debido a que los niveles de OH™ aumentaron en la cepa Aarf3 respecto a la cepa WT
(Fig. 25D), se evalud la correlacion de sus niveles con el grado de virulencia. Para lo cual se
analizo la funcion de los sistemas antioxidantes, superéxido dismutasa (Sod) y catalasa (Cat),
en la toxicidad de los SSs de M. lusitanicus. Se generaron las cepas sobreexpresantes de los
sistemas antioxidantes Sod (Sod1 citosélica y Sod2a mitocondrial) y Cat (Catla citosdlica) en
las cepas WT y Aarf3 y se evaluo la toxicidad de sus SSs en los diferentes medios YPG-2%
(Fig. 29A y D), YNB-0.1% (Fig. 29B y E) y YPG-6% (Fig. 29C y F). Se observé que la
sobreexpresion de los genes sodl, sod2a y catla en las cepas WT y Aarf3 redujo
considerablemente la toxicidad de los SSs respecto a las cepas WT (reduccién del 25-63%
aproximadamente en YNBO0.1%) y Aarf3 (reduccién del 33-42% en YPG-2% y 29-43% en YNB-
0.1%, aproximadamente) (Fig. 29A, B y 29D, E); mientras que los SSs provenientes del medio
YPG-6% aumentaron la supervivencia del nematodo para todas las cepas evaluadas (Fig.
29C, F). De igual manera, la sobreexpresion de los distintos genes gue codifican a los sistemas
antioxidantes en la cepa Aarf3 condujeron a una disminucién significativa del consumo de
oxigeno en medio YNB-0.1% respecto a la cepa Aarf3 (~4.8 veces menos), incluso por debajo
del consumo de oxigeno de la cepa WT (~2.5 veces menos) (Fig. 29G). Finalmente, cuando
se evalué la produccion de OH.- por las cepas sobreexpresantes se observdé que la
sobreexpresion de los genes sodl y sod2a en el fondo genético silvestre no generaron
diferencias respecto a la cepa WT, mientras que la sobreexpresion del gen catla en el mismo
fondo genético generé un aument6é de ~10% de produccién de OH- respecto a la cepa WT,
mientras que la sobreexpresion de los genes sodl y sodla en la cepa Aarf3 generé una
disminucion de ~17-20% en la produccion de OH~ respecto a la mutante sencilla mientras que

cuando se sobreexpreso el gen catla en la misma cepa, se observo una disminucion de ~14%
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en la produccion de OH-~ (Fig. 29H). Estos datos en conjunto demuestran la importancia de los
subproductos del metabolismo oxidativo mitocondrial (ERO) para la toxicidad del SS de M.

lusitanicus.
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Figura 29. Efecto de la sobreexpresiéon de los sistemas antioxidantes Sod y Cat en la cepa Aarf3
en la toxicidad y consumo de oxigeno. Se evalud la toxicidad de los SSs de las cepas
sobreexpresantes de sodl, sod2ay catl en la WT y Aarf3 producidos en los medios YPG-2% (A y D),
YNB-0.1% (By E) y YPG-6% (C y F), dichos SSs se produjeron en agitacion constante (150 rpm) y se
evalué su toxicidad frente al nematodo C. elegans incubados a 18 °C y registrando su tasa de
supervivencia durante 60 h. Se colocaron 20 nematodos por pocillo. La tasa de consumo de oxigeno se
cuantificé en medio YNB-0.1% en germinulas de 4 h (G). La cuantificacién de la produccién de OH- para
todas las cepas se realizd6 en medio YNB-0.1% en germinulas de 3 h empleando la sonda 3'-p-
aminofenilfluoresceina (H), n= 3. Se muestra el promedio de tres experimentos independientes. Las
barras corresponden al error estdndar. Los datos se analizaron con la prueba Mantel-Cox ***p<0 .001,
andlisis de varianza ANOVA de una via, prueba de comparacion de medias Dunnett, *p<0.05, **p<0 .01

y ****n<0.0001. Los asteriscos representan diferencia significativa entre las condiciones evaluadas.
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7.14 Implicacién de la mitofagla en la toxicidad del sobrenadante de M.

lusitanicus ante la ausencia de Arf3

Con el objetivo de demostrar la mitofagia y su correlacion con la toxicidad del SS, se
empled un enfoque farmacoldgico. Se produjeron los SSs en medio YNB-0.1% (Fig. 30A)
adicionado con 100 yM de Mdivi-1 (Mitochondrial divisién inhibitor, inhibidor de la fision
mitocondrial) (Fig. 30B) (Qiang et al. 2014) o con 100 yM de AICAR (Fig. 30C) (5-
aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleétido que estimula la mitofagia) (Wang et al. 2019).
Dichos SSs se probaron frente al nematodo C. elegans observandose que el SS producido en
medio YNB-0.1% suplementado con Mdivi-1, estimuld ligeramente (~10% para cada cepa) la
toxicidad de los SS provenientes de las cepas WT, Aarf3 y MU636 rfs®E (Fig. 30B) respecto a
la condicién control YNB 0.1% (Fig. 30A). En cambio, la adicion del estimulador de la mitofagia
(AICAR) al medio de cultivo redujo considerablemente la toxicidad (~25% para cada cepa) del
SS de todas las cepas a niveles muy similares (Fig. 30C). De esta manera se evidencia la

importancia de la mitofagia para el control de la toxicidad del SS de M. lusitanicus.
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Figura 30. Efecto de la mitofagia en la toxicidad del sobrenadante de la cepa Aarf3. Se muestra la
toxicidad de los SSs producidos en medio YNB-0.1% (A), adicionado con 100 uM de Mdivi-1 (B) y 100
MM de AICAR (C), dichos SSs se produjeron en agitacién constante (150 rpm) y se evalué su toxicidad
frente al nematodo C. elegans incubados a 18 °C y registrando su tasa de supervivencia durante 60 h.
Se colocaron 20 nematodos por pocillo, n= 3. Se muestra el promedio de tres experimentos
independientes. Las barras corresponden al error estandar. Los datos se analizaron con la prueba
Mantel-Cox *** p<0.001. Los asteriscos representan diferencia significativa entre las condiciones

evaluadas.
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7.15 Anélisis in silico del promotor y secuencia aminoacidica de arf3y rfs

Con el objetivo de demostrar la posible regulacién de los genes arf3 y rfs a través de
los factores de transcripcion Tecl (implicado en el crecimiento micelial en M. lusitanicus;
Alejandre-Castafieda et al. 2023) y el complejo Hap (implicado en la biogénesis mitocondrial
en S. cerevisiae; Mao y Chen, 2019), se realizé un analisis in silico para identificar motivos
consenso de estos factores de transcripcion en el promotor de arf3 y rfs. Se encontraron para
ambos genes un motivo consenso para Tecl y uno para Hap4, asi mismo, se identifico un
motivo consenso para Yapl en arf3 mientras que en rfs este factor de transcripcion ya habia
sido reportado anteriormente (Alejandre-Castafieda et al. 2022). También se analiz6 si estas
proteinas (Arf3 y Rfs) presentaban sitios de fosforilacién por la PKA pero no se obtuvieron

resultados positivos.

Por otro lado, se analizé la secuencia aminoacidica de Arf3 y Rfs con el software
MitoFates (Fukasawa et al. 2015) para identificar posibles péptidos sefial de direccionalidad a
mitocondria, encontrandose en la secuencia de Arf3 posibles péptidos sefal que dirigen a
mitocondria, y que podrian ser reconocidos por TOM20 (translocasa de la membrana externa
mitocondrial, en inglés, translocase of the outer membrane), se encontraron 3 de estos
péptidos en la secuencia aminoacidica de Arf3 resaltados en color azul ubicados en las
posiciones 5-9 (LSKAL), 9-13 (LSKMF) y 78-82 (WRHYY) donde la terminacién del primer
péptido sefial se traslapa con el inicio del segundo (Tabla 8); mientras que en la secuencia de
Rfs no se encontraron secuencias de direccionalidad a mitocondria. Asimismo, los softwares
Predotar, iPSORT y CELLO (Sun y Habermann, 2017), sugirieron que Arf3 podria ser una

proteina con localizacion mitocondrial mientras que Rfs seria una proteina citoplasmatica.

La presencia de estos motivos consenso en los promotores de los genes sugiere una
posible regulacién de arf3 y rfs a través de Tecl y Hap4 en el desarrollo micelial a través del

metabolismo oxidativo mitocondrial, asi como la importancia de estos genes durante la
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respuesta a estrés oxidativo, mientras que la presencia de los péptidos sefial de

direccionalidad a mitocondria apunta a que la proteina Arf3 de M. lusitanicus podria ser

transportada a la mitocondria.

Tabla 8. Motivos consenso de Tecl, Hap4 y Yapl en los promotores de arf3y rfs y péptidos

sefial de direccionalidad a mitocondria de la proteina Arf3 de M. lusitanicus

En la biogénesis
mitocondrial a través de la
regulacién de genes que
codifican a proteinas en los

Estimulacién
del crecimiento

Necesario parala
tolerancia al estrés

Funcién . . . L L
complejos respiratorios micelial y oxidativo, es
como el citocromo c, virulencia activado por H20
produccion de ERO y
homeostasis del hierro
arf3
Factor de transcripcién Hap4 (TTCCAT) Tecl Yapl (GTGACAA)
P P (AAATTCCC) P
Posicion -153 F -458 F -644 R
rfs
Factor de transcripcion Hap4 (TTCCAT) Tecl (CATTCT) Yapl (TTACTCA)
Posicién -290 R -624 R -154 R

Péptidos sefial de direccionalidad a mitocondria

>Arf3

MGANLSKALSKMFGSKEMRILMLGLDAAGKTTILYKLKLNQSVTTIPTVGFNVESVTYKNVKFNVWDVGGQDKIRNLWRHYYTGTQGLIFVI

Las letras F (forward) y R (reverse) refieren a la hebra de ADN en la cual se ubica cada motivo consenso.
El guion debajo de las letras indica el inicio de cada péptido sefial.
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Figura 31. Modelo propuesto de la regulacion de Arf3 sobre el metabolis.mo. oxidativo
mitocondrial en M. lusitanicus. La presencia de altos niveles de glucosa, posiblemente estimulé la
actividad enzimatica de la adenilato ciclasa (Cyrl) e inhibié a la fosfodiesterasa (Pde2), induciendo
finalmente la generacion de niveles elevados de AMPc, el cual se une a PkaR1 (subunidad regulatoria
1) de la PKA, activando asi una de las 10 subunidades cataliticas de la PKA (PkaC desconocida) para
activar un ArfGEF desconocido y probablemente activar a la proteina Arf3, o bien fosforilar a Tecl o
Tec2 inhibiendo el desarrollo micelial asi como el metabolismo oxidativo mitocondrial. Esto estimula el
metabolismo fermentativo y disminuye el MOM, donde Arf3 regula negativamente el desarrollo micelial
aln en bajas concentraciones de oxigeno, el consumo de oxigeno y la producciéon de ERO (OH.-) al
parecer mediante la represion de la fusién mitocondrial donde los sistemas antioxidantes (Sod y Cat) y
el aumento de la mitofagia regulan negativamente la toxicidad del SS , ademés disminuye los niveles
de ARNm de rfs, probablemente a través de la regulacion negativa de la transcripcion de SreAy Yap1,
ademas de estar implicada en la termotolerancia. La disminucion en el MOM se correlacioné con la
regulaciéon negativa de Rfs, lo que conduce a niveles mas bajos de acumulaciéon de rizoferrina en el
exterior celular, lo que se correlaciona con una menor toxicidad del SS. En el mismo contexto, el exceso
de Fe?* condujo a una regulacion negativa de la transcripcién de rfs, que se correlacioné con una menor
toxicidad del sobrenadante. La rizoferrina quela el hierro extracelular y lo transporta al espacio
intracelular o posiblemente a la mitocondria para la sintesis de centros Fe-S, restando aun por dilucidar
su mecanismo de entrada; mientras que la rizoferrina intracelular podria almacenar hierro y ayudar a

evitar la toxicidad del hierro libre al inhibir la reacciéon de Fenton en M. lusitanicus.
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VIII. DISCUSION

Se ha demostrado en algunos hongos patégenos la secrecién de factores de virulencia,
incluyendo enzimas liticas, las cuales deben alcanzar la superficie celular o el espacio
extracelular para ser efectivas; la secrecion de estas moléculas podria implicar un transporte
activo mediante vesiculas (Kohler et al. 2017). Asi, ciertas proteinas Arf y sus reguladores
podrian estar implicadas en la virulencia, como la proteina Age3 de C. albicans, que es una
proteina GAP (un efector alostérico que estimula la actividad Arf GTPasa) necesaria para el
crecimiento de las hifas (Lettner et al. 2010); Age3 ademas es necesaria para un fenotipo
virulento (Epp et al. 2010). De igual forma, se demostré en C. albicans que la delecion de los
genes arf2 y arll redujeron virulencia y mostraron un crecimiento micelial defectuoso
(Labbaoui et al. 2017). Sugiriendo la participacion de las proteinas Arf en la secrecién de
factores de virulencia. M. lusitanicus, posee 4 genes arf(1-4); en donde los productos de arfl
como de arf2 son necesarios para la esporulacién, Arf2 participa en el desarrollo de la
levadura, mientras que Arfl esté involucrado en el crecimiento aerdbico. Por el contrario, los
productos de arf3 y arf4, aparentemente poseen una funcibn menos relevante durante el
crecimiento aerébico. Estudios mostraron que el SS de la cepa Aarf3 producido en YPG-2%
generd una reduccién en la supervivencia del nematodo C. elegans respecto al SS de la cepa
WT, de igual forma las esporas de la cepa Aarf3 exhibieron una mayor virulencia en
comparacion con las esporas de la cepa WT, lo que sugirié que la virulencia de esta mutante
podria deberse a un desequilibrio en los procesos de exportacion e importacion que podria
resultar en la acumulacion de moléculas toxicas en el medio extracelular. La disminucion en la
supervivencia de los nematodos en presencia del SS de la cepa Aarf3 fue atribuida a la
secrecion de una molécula (o moléculas) estructuralmente similar a una proteina, ya que el
factor de virulencia secretado fue susceptible a la actividad litica de una proteasa (pronasa),

aumentando asi la supervivencia del nematodo (Patifio-Medina et al. 2018).
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Asimismo, se describié que la enzima Rfs, de tipo NIS A’ es la Unica enzima identificada
en Mucorales responsable de sintetizar al sideréforo rizoferrina cuya estructura consta de la
union de dos moléculas de citrato a una molécula de diaminobutano mediante la formacion de
enlaces de tipo amida, lo que le confiere una estructura con enlaces amida similares a los
peptidicos y potencialmente susceptibles a las proteasas (Carroll et al. 2017). La delecién del
gen rfs en M. lusitanicus condujo a un fenotipo no virulento en todas las condiciones evaluadas
mientras que su sobreexpresién en el fondo genético silvestre MU636 exacerbd el fenotipo
virulento (Alejandre-Castafieda et al. 2022). La acumulacion del transcrito del gen rfs en la
cepa WT aumento en ausencia de la suplementacion de hierro en el medio. Ademas, respecto
a la cepa WT, la acumulacion del transcrito de rfs en la cepa Aarf3 fue aproximadamente dos
veces mayor independientemente de la presencia de hierro, sugiriendo que la toxicidad del SS
de la cepa Aarf3 podria deberse a un aumento en la secrecién de rizoferrina al medio
extracelular. La generacion de la doble mutante Aarf3/Arfs demostrd que el gen rfs participa
positivamente en la virulencia de la cepa Aarf3 (Alejandre-Castafieda, 2020). Los datos de
este trabajo mostraron que la cepa Arfs presentd parametros de actividad mitocondrial
elevados como el consumo de oxigeno que correlaciona con una alta produccion de OH-
reportada anteriormente (Alejandre-Castafieda et al. 2022), a pesar de que sus SSs no
presentaron toxicidad contra C. elegans y sus esporas no fueron virulentas frente a G.
mellonella y generar principalmente levaduras a baja concentracion de oxigeno (4.9 £ 0.45%)
respecto a la cepa WT, lo que sugiere que la rizoferrina no solo funge como un guelante de
hierro, y posiblemente sea capaz de participar en la homeostasis de hierro intracelular al
comportarse como un almacén de este elemento para evitar la produccion de ERO mediante
la reaccion de Fenton, o bien de transportarlo a la mitocondria para su utilizacién en la sintesis
de centros hierro-azufre (Fe-S) tal cual ocurre en otros organismos como Erwinia chrysanthemi

(Expert et al. 2008; Alejandre-Castafieda et al. 2022) .
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Por otro lado, nuestros datos mostraron que el SS de la cepa Aarf3/Arfs no mostré
toxicidad frente al nematodo en ninguna de las condiciones evaluadas aun cuando se estimulé
el metabolismo oxidativo mitocondrial durante el crecimiento en YNB-0.1%. Las esporas de la
cepa Aarf3/Arfs tampoco resultaron virulentas cuando se inocularon en las larvas de G.
mellonella e incluso generd principalmente levaduras en baja concentracion de oxigeno (4.9 £
0.45%) dato que correlaciona con su fenotipo no virulento. En cambio, la cepa Aarf3 en las
mismas condiciones germiné principalmente como hifas correlacionando con un fenotipo méas
virulento que la cepa WT. Estos datos demuestran una regulacién negativa por la proteina Arf3
en la toxicidad del SS y su correlacion con el metabolismo oxidativo mitocondrial; ademas que
dicha toxicidad involucra la participacion del producto del gen rfs. Cabe mencionar que el
promotor de rfs posee secuencias consenso de reconocimiento para los reguladores
transcripcionales SreA (5-ATCWGATAA-3'), el cual es un elemento de respuesta ante la
disponibilidad de hierro y Yapl (3’-TTACTCA-5") que es un elemento de respuesta al estrés
oxidativo (Alejandre-Castafieda et al. 2022). Por otro lado, recientemente se demostré que los
factores de transcripcién Tecl y Tec2 promueven el desarrollo micelial, asi como la virulencia,
probablemente mediante el reconocimiento del motivo consenso (5’-CATTCTT-3’), de M.
lusitanicus, conduciendo al aumento del metabolismo oxidativo mitocondrial y secrecién de
rizoferrina, posiblemente ambas proteinas Tec son reguladas negativamente por la via PKA
(Alejandre-Castafieda et al. 2023). Mediante un analisis de la secuencia promotora de los
genes arf3 y rfs se identificé un motivo consenso para el factor de transcripcion Tec en el
promotor de arf3 y uno en el promotor de rfs. Ademas, en ambos promotores también se
identificaron motivos consenso para el complejo Hap (5’-CCAAT-3’), el cual esta implicado en
la biogénesis mitocondrial (Mao y Chen, 2019), para ambos genes (arf3 y rfs) se encontré un
motivo consenso para Hap4, estos datos sugieren una posible regulacion de arf3 y rfs a traves
de Tecl y Hap4 en el desarrollo micelial a través del metabolismo oxidativo mitocondrial.
Interesantemente, para el gen arf3 también se identific6 un motivo consenso para Yapl que
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es un elemento de respuesta a estrés oxidativo, lo que sugiere la importancia de este gen
durante la respuesta a estrés oxidativo en M. lusitanicus. El analisis in silico empleando el
software MitoFates (Fukasawa et al. 2015) revel6 que Arf3 posee 3 péptidos sefial de
direccionalidad a mitocondria, lo que correlaciona con lo arrojado por los softwares Predotar,
iPSORT y CELLO (Sun y Habermann, 2017), los cuales sugirieron que Arf3 podria ser una
proteina con localizacién mitocondrial mientras que Rfs seria una proteina citoplasmética, sin
embargo, resta determinar la localizacion y/o transporte de Arf3 a la mitocondria.
Adicionalmente, la cuantificacion de rizoferrina demostré que la proteina Arf3 regula
negativamente su acumulacion en el SS producido en YNB 0.1%, ya que el SS de la cepa
Aarf3 contenia hasta 12 veces mas rizoferrina que el de la cepa WT; mientras que la cepa
Aarf3/Arfs no mostré acumulacion del sideréforo dato que correlacioné con su fenotipo
avirulento. La acumulacion de rizoferrina mostré ser dependiente de un metabolismo oxidativo
mitocondrial adecuado puesto que la adicion al medio de cultivo del inhibidor del flujo de
electrones, KCN al 0.5 mM, disminuyd la acumulacién del sidero6foro, asi como la toxicidad del
SS entodas las cepas evaluadas, lo que demuestra la importancia de este tipo de metabolismo

en la toxicidad del SS y en la produccién de rizoferrina.

Las proteinas Arf al ser reguladores clave del tréfico vesicular pueden tener relevancia
en la virulencia, posiblemente por la regulacion en la secrecion de moléculas al medio
extracelular, crecimiento y diferenciacion celular. Por ejemplo, se encontré que en M.
lusitanicus la proteina Myo5, una proteina motora involucrada en el trafico de vesiculas
basadas en actina y que es necesaria para el crecimiento polarizado asi como un fenotipo
virulento, lo que sugiere que Myo5 seria capaz interactuar con diversos tipos de vesiculas, lo
gue podria explicar su papel esencial en el crecimiento y virulencia de M. lusitanicus (Trieu et
al. 2017). Ademas, en C. albicans, se reportdé que Arf2 y Arll son reguladores para el

crecimiento de hifas invasivas y resultaron ser fundamentales para la virulencia utilizando
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diferentes modelos de infeccién, aunque se desconoce si el proceso es mediado en parte por
moleculas toxicas secretables (Labbaoui et al. 2017). En S. cerevisiae, asi como en mamiferos,
Arfl es activada por una proteina tipo GEF perteneciente a la familia GBF/Geal/2 y BIG/Sec7,
en el aparato de Golgi temprano y tardio, respectivamente (Donaldson y Jackson, 2011). En
A. nidulans, el homélogo de Sec7, HypB, es fundamental para el crecimiento de las hifas (Yang
et al. 2008). En el genoma de M. lusitanicus se han identificado al menos 6 genes que codifican
a proteinas ArfGEF. AfGEF2 una proteina de alto peso molecular de la familia Sec7/Big,
ArfGEF4 una proteina de medio peso molecular de la familia GBF/Gea y ArfGEF1 una proteina
de bajo peso molecular, ArfGEF3, ArfGEF5-6 proteinas de medio peso molecular, estas
Ultimas pertenecientes a la familia citohesina y derivados (Patifio-Medina, 2022). Se observo
que el transcrito de los genes arfGEF3-4 se acumulan durante el crecimiento levaduriforme,
mientras que arfGEF1,5-6 se acumulan durante el crecimiento micelial y arfGEF2 se acumula
en ambas morfologias. Se ha descrito que la proteina Arf2 es activada por ArfGEF2 a través
de la via AMPc-PKA vy participa en la fisibn mitocondrial y mitofagia para permitir el desarrollo
levaduriforme en M. lusitanicus (Patifio-Medina, 2022), por lo que seria interesante esclarecer
la interaccién de algun ArfGEF con la proteina Arf3 y su relacién con la virulencia de este

hongo.

Interesantemente cuando la cepa Aarf3 fue crecida en altas concentraciones de
glucosa (YPG-6%) disminuy6 la toxicidad del SS, al igual que el SS de la cepa WTobtenido en
las mismas condiciones. Esto podria ser explicado por la estimulacion de la via AMPc-PKA en
la cepa Aarf3, ya que en M. lusitanicus se ha reportado que dicha via es activada por el
incremento de glucosa, conduciendo a la disminucion de la virulencia (Alejandre-Castafieda et
al. 2022; Patifio-Medina, 2022). Aunado a esto, la activacion de la via PKA puede estar
regulando el efecto Crabtree en M. lusitanicus ya que este hongo puede fermentar [=22% de

glucosa] en presencia de oxigeno (Mclintyre et al. 2002). Ademas, se documentd que la
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activacion de esta via controla negativamente la virulencia de M. lusitanicus al reprimir la
secrecidn de rizoferrina al medio de cultivo (Alejandre-Castafieda et al. 2022). Ante un estimulo
por altas concentraciones glucosa en el medio se estimula la produccién de AMPc en M.
lusitanicus por la adenilato ciclasa (Cyrl); este segundo mensajero se une a una de las
subunidades regulatorias (posiblemente PkaR1) y activa a una subunidad catalitica (PkaC aln
desconocida) de la PKA, la cual se encarga de fosforilar a diversas proteinas como ArfGEF2
que activa a la proteina Arf2 que promueve el desarrollo levaduriforme (Patifio-Medina, 2022).
Este hallazgo sugiere que al reprimirse la toxicidad del SS producido en altas concentraciones
de glucosa (YPG 6%), la proteina Arf3 podria estar sujeta a una regulacion dependiente de la
via PKA, lo cual podria generar un efecto en la dinamica mitocondrial al inhibir la funcién de
proteinas clave en este proceso. En células humanas se ha reportado que la fosforilacion de
Drpl (homdlogo en humano de Dnml) dependiente de la via AMPc-PKA promueve la
fosforilacion de un residuo conservado S637 (S656 en rata) situado en el extremo N-terminal
del dominio GTPasa de Drpl y ademas, la fosforilacion de esta proteina regula su localizacion,
ya que Drpl una vez fosforilada en el residuo S637 no es reclutada a las mitocondrias y se
gueda en el citosol, inhibiendo asi la fisibn mitocondrial, lo cual promueve que se lleve a cabo
una fusion mitocondrial descontrolada dando lugar a mitocondrias alargadas, mientras que la
defosforilacién de Drpl en S637 esta bajo el control de la calcineurina, una enzima con
actividad de fosfatasa dependiente de Ca?*y calmodulina que defosforila a Drp1 promoviendo
asi la fisibn mitocondrial (Cribbs y Strack, 2007). En S. cerevisiae, la via AMPc-PKA regula el
contenido y actividad mitocondrial a través de la subunidad catalitica Tpk3 de PKA que
promueve la mitocondriogenesis a través del complejo de proteinas Hap a medida que
aumentan los niveles de especies reactivas de oxigeno (Ackema et al. 2014). Aunque en M.
lusitanicus se desconoce el papel de las especies reactivas de oxigeno en el aumento del
fenotipo virulento, se especula que estas pudieran actuar como moléculas de sefializacion que

activan el complejo Hap en este hongo (Alejandre-Castafieda et al. 2023). De esta manera se
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demuestra que la via PKA puede desempefiar un papel importante durante la dindmica

mitocondrial.

Las mitocondrias son organelos altamente dindmicos que presentan fusion y fision
(Hoppins et al. 2007; Westermann, 2010a), lo que refleja un equilibrio entre las funciones
antagonistas de las GTPasas similares a dinamina que median la fision (Dnm1l en M.
lusitanicus y S. cerevisiae, DRP-1 en C. elegans y DRP1 en humanos) y la fusion (Fzol en M.
lusitanicus y S. cerevisiae, FZO-1 en C. elegans, mitofusinas Mfnl y Mfn2 en humanos) (Hales
y Fuller, 1997; Smirnova et al. 1998; Hoppins et al. 2007; Westermann, 2010b; Patifio-Medina,
2022). Ademas, S. cerevisiae careciendo de los componentes de la via secretora como Secl7
y Secl8 exhibe mitocondrias aberrantes lo que sugiere un papel importante del sistema de
endomembrana en la dindmica mitocondrial (Altmann y Westermann, 2005). Las proteinas Arf
participan en el mantenimiento y modelado de organelos como la mitocondria, asi como su
participacion como reguladores en procesos como la fusién mitocondrial. Las proteinas Arfl y
su ArfGEF GBF-1/Geal/2 son importantes para la dinamica y funcién mitocondrial donde tal
funcion conservada de Arfl es independiente de su funcién en la generacion de vesiculas
COPI ya que la mutacion de arfl-11Aarf2 en S. cerevisiae ocasiond una agregacion de Fzol
(Ackema et al. 2014). Ademas, la proteina Arfl es necesaria para la mitofagia, al parecer a
través de su funcién en la regulaciéon de la macroautofagia (van der Vaart et al. 2010;
Orlichenko et al. 2012). De igual manera, la proteina Arl2 de origen humano actla en la
mitocondria para regular la morfologia, la motilidad y la produccion de ATP. Se describié que
la importacion de Arl2 a la membrana interna mitocondrial es un proceso regulado ya que
aproximadamente solo un 10% de esta proteina se encuentra en esa ubicacion mientras que
el 90% restante esta en el citoplasma celular (Newman et al. 2014). La fragmentacion (fision)
de las mitocondrias fue anulada en células que expresaban tanto Arl2[T30N] (mutante negativo

dominante que tiene una afinidad disminuida por nucle6tidos de guanina) como Drp1[K38A]
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(mutante que bloguea la fision mitocondrial), mientras que la fusion se produce
adecuadamente, generando mitocondrias alargadas (Boldogh y Pon, 2007). Finalmente, Arl2
actla rio arriba de Drpl regulando la fisibn mitocondrial. El andlisis de acumulacién de
transcrito de fzol y dnml en la cepa Aarf3 demostr6é que existe una discreta acumulaciéon de
transcrito de fzol; mientras que el ARN de dnm1l se encontraba disminuido respecto a la cepa
WT. Este dato podria explicar el aumento en la cepa Aarf3 y disminucién en la cepa Aarf3/Arfs,
respectivamente en los parametros de actividad mitocondrial, tales como consumo de oxigeno
y produccion de OH- asi como la elevada y reducida toxicidad del SS cuando se estimulé el
metabolismo oxidativo mitocondrial. Sugiriendo que la cepa Aarf3 posee defectos
mitocondriales que resultan en una actividad mitocondrial aumentada, contario a la cepa
Aarf3/Arfs cuyo metabolismo oxidativo mitocondrial estd disminuido, al presentar disminucion
del crecimiento al emplear una fuente de carbono no fermentable, asi como pardmetros de
actividad mitocondrial disminuidos (consumo de oxigeno y produccion de OH~), respecto a la
cepa Aarf3 e incluso menos que la WT. Esto sugiere la presencia de mitocondrias defectuosas
e ineficientes en la cepa Aarf3/Arfs. La sobreexpresion del gen de fision mitocondrial en Aarf3,
dnm1 redujo considerablemente la toxicidad del SS aun cuando se estimulé el metabolismo
oxidativo mitocondrial respecto a la cepa Aarf3, mientras que la sobreexpresion del gen fzol
involucrado en la fusion mitocondrial no generd una diferencia en la toxicidad del SS respecto
a la cepa Aarf3. Por otro lado, cuando los SSs fueron producidos en YPG-6% la toxicidad fue
casi nula para las cepas Aarf3 fzo1°F y Aarf3 dnm1°E, lo que demuestra que el elemento de
fisién reduce la toxicidad del SS. Estos datos sugieren que Fzol y Dmnl pueden ser regulados
por la proteina Arf3 en M. lusitanicus y probablemente podrian ubicarse en la misma via de
sefalizacion (AMPc-PKA). Ademas, cuando se estimuld y reprimio la mitofagia con AICAR y
Mdivil, respectivamente, se observd que el SS de las cepas disminuyd e increment6é su
toxicidad de manera respectiva, o que sugiere que ante una mayor actividad mitocondrial

pueden producirse mas subproductos toxicos (ERO) asi como metabolitos que participan en
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la sintesis de factores de virulencia como el citrato y diaminobutano que son necesarios para

v

la sintesis de rizoferrina, mientras que una actividad mitocondrial disminuida a través de la
degradacién de las mitocondrias, resulta en una menor generacion de subproductos y
metabolitos necesarios para la virulencia y toxicidad del SS. Considerando esta evidencia
experimental, se sugiere que la proteina Arf3 de M. lusitanicus podria desempefiar un papel
importante en la regulacion del balance entre la fusién y fision mitocondrial al regular

negativamente la secrecién de moléculas toxicas como la rizoferrina al medio extracelular.

Por otro lado, las especies reactivas de oxigeno como el Oz, el OH" y el H,O, son
formas parcialmente reducidas o excitadas de oxigeno atmosférico y funcionan en las células
como moléculas de sefializacion, pero también se consideran subproductos toxicos inevitables
del metabolismo oxidativo mitocondrial (Vaahtera et al. 2014). En hongos patégenos se ha
reportado la produccién de ERO tales como el O2y el OH-, por ejemplo, en C. albicans se ha
descrito que el suero sanguineo estimula la produccién de OH~ mediante la regulacion del
AMPc (Nasution et al. 2008) mientras que en algunas especies de Mucorales, exceptuando L.
corymbifera, se reportd el aumento en la produccion de OH~ ante la presencia de suero
sanguineo, aungue resta por esclarecer el origen de estas ERO que afectan el crecimiento y
virulencia de estos hongos (Patifio-Medina et al. 2023). Por otro lado, en C. neoformans se
reporté que la Sod2 (manganeso-superdxido dismutasa mitocondrial) es importante durante la
exposicion a altas temperaturas y la funcibn de esta enzima para desintoxicar estos
importantes organelos de los productos generados ante un estrés oxidativo (Perfect, 2006). C.
neoformans parece producir mas ERO a medida que aumenta la temperatura de crecimiento,
por lo que una mutante en sod2 mostro varios niveles de crecimiento disminuido a medida que
aumentaba la temperatura, hasta que se observé una viabilidad muy reducida a 37°C (Giles
et al. 2005). En S. cerevisiae se demostro que las proteinas similares a Hsp70 son necesarias

para la translocacion de polipéptidos precursores a las mitocondrias y al reticulo endoplasmico;
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mientras que la proteina Hsp60 es necesaria para el ensamblaje de polipéptidos precursores
en complejos oligoméricos después de su incorporacién a la matriz mitocondrial y se informé
que un choque de temperatura 44°C comprometio el acoplamiento de la fosforilacion oxidativa,
requiriendo de la traslocacién de Hsp70 y 60 para su restauracion. De esta manera, nuestros
datos aportan evidencia suficiente para sugerir que los sistemas antioxidantes Sod y Cat
desempeiian un papel crucial en la toxicidad de los SS de la cepa Aarf3 ya que una vez que
se sobreexpresaron los genes sodl, sod2a y catla la toxicidad de los SSs se redujo
considerablemente respecto a la cepa Aarf3 a niveles muy parecidos a la cepa WT, lo que
demuestra que la cepa Aarf3 posee una desregulacion positiva en la produccion de ERO
durante el metabolismo oxidativo mitocondrial ya que la sobreexpresién de los sistemas
antioxidantes también redujo la producciéon de OH~ en esta mutante, lo cual, de acuerdo a
nuestra evidencia y a los pardmetros de actividad mitocondrial evaluados, posee un mayor
consumo de oxigeno y produccion de ERO respecto a la WT, lo que correlaciona con su
fenotipo mas virulento, sugiriendo que las ERO juegan un papel importante en la toxicidad de

los SSs de M. lusitanicus.

Por otro lado, la termotolerancia en los Mucorales se ha descrito como uno de los
factores que les permite comportarse como patégenos oportunistas de humanos capaces, en
algunos casos, de crecer hasta a 40°C (Rhizopus spp. y Saksenaea spp.) (Takashima et al.
2023). Se ha registrado la presencia de proteinas de shock térmico Hsp (chaperonas
moleculares esenciales que regulan la forma y funcién de diversas proteinas en eucariotas)
en el genoma de algunos Mucorales, como L. corymbifera lo que le podria conferir la
resistencia a temperaturas elevadas durante el proceso infeccioso, sin embargo, estas
proteinas no han sido exploradas del todo en los Mucorales (Schwartze et al. 2014), por otro
lado, se ha descrito que la proteina Hsp90 regula la morfogénesis de C. albicans y que la

represion de la morfogénesis mediada por Hsp90 regula negativamente la via Ras1-PKA ante
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temperaturas elevadas (Shapiro et al. 2009). Por lo tanto, la inhibicion de Hsp90 conduce a la
activacion de PKA y a la induccion del crecimiento filamentoso. Asi mismo, se report6 que la
delecién de arfl en S. cerevisiae es sensible a bajas temperaturas (11°C) al mostrar un
crecimiento lento pero viable (Click y Botstein, 2002) ademas, en el mismo estudio se
describieron mutaciones condicionales en alelos especificos, los cuales mostraron un fenotipo
letal condicional a temperatura alta y/o baja. Los alelos arf1-105 y arf1-114 fueron sensibles al
frio y a la temperatura (11°C y 37°C), mientras que arfl-107 y arf1-110 fueron sensibles
Unicamente a la temperatura (37°C). Estos alelos son sensibles al frio y/o a la temperatura en
el entorno arf2 (homologo de arfl con un 96% de identidad) de tipo salvaje y, por tanto, tienen
un fenotipo mas sensible que la mutante Aarfl, lo que sugiere que estas mutaciones no
resultan simplemente en una pérdida de funcion, sino que confieren una funcion aberrante a
la proteina (Click y Botstein, 2002), también se ha reportado la importancia de otras proteinas
G monoméricas en la termotolerancia de algunos hongos como la proteina Rasl que es
necesaria para el crecimiento y la patogénesis a altas temperaturas (37°C) en C. neoformans
(Alspaugh et al. 2000). De esta manera es posible correlacionar nuestra evidencia
experimental que son los defectos observados en el crecimiento a temperatura elevada (37°C)
de la cepa Aarf3 con lo descrito por otros autores y sugerir que la proteina Arf3 es necesaria
para la termotolerancia de M. lusitanicus probablemente a través de una interaccién aun

desconocida con la mitocondria.

En conjunto, los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la proteina Arf3
es un regulador negativo del metabolismo oxidativo mitocondrial, desarrollo micelial y
virulencia a través de la represion de la fusion mitocondrial y secrecion del sideréforo rizoferrina

en M. lusitanicus (Fig. 31).
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IX. CONCLUSION
La proteina Arf3 regula negativamente la actividad mitocondrial y la secrecion de
rizoferrina en el sobrenadante producido en condiciones aerébicas de M. lusitanicus a través

de la represion de la fusion mitocondrial.
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