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Introduccion

1. Adquisiciéon de metales por metaloproteinas

Las metaloproteinas son proteinas que para cumplir su funcién requieren la presencia de
un ion metalico. En algunos casos, el metal es parte del sitio activo; en otros, el metal
parece tener una funcion estructural (Harding, 2004).

La distribucion y disponibilidad de los elementos metalicos en el suelo esta
condicionada por su abundancia relativa en el ambiente y factores fisico-quimicos,
principalmente el pH y el potencial redox. La disponibilidad de los elementos metalicos
debida a estos factores ha cambiado a lo largo de la historia geoldgica del planeta. Por
ejemplo, las condiciones andxicas y reductoras de los oceanos primitivos favorecieron que
la concentracion de Fe* y Mn?" fuera mucho mas alta que en los océanos actuales,
mientras que la concentraciéon de Zn?* y Ni** en los oceanos primitivos eran mucho mas
baja que en los actuales (Williams, 2006). Aunque los mecanismos de distribucién de los
metales en las células es mucho mas compleja que en los suelos, debido a que las células
deben ser capaces de controlar las interacciones de los distintos iones metalicos entre ellos
mismos y con los diferentes componentes celulares organicos, los cambios geolégicos
ocurridos en la Tierra han quedado reflejados durante la evolucidon bioldgica en el
metaloproteoma de los organismos actuales. De hecho, esto explica que metales como el
Fe?" sean mas frecuentes en el metaloproteoma de procariotas, mientras que el Zn** es
mucho mas frecuente en metaloproteoma de eucariotas (Dupont et al., 2006). El 5-6% de
las proteinas de los proteomas procariotas y el 9% de los proteomas eucariotas
corresponden a metaloproteinas que requieren zinc (Andreini et al., 2006; Andreini et al.,
2009).

Se ha estimado que el 40% de las proteinas con estructura 3D conocida requieren un
ion metalico (Rosato et al., 2016). Los metales se unen a las apoproteinas (metaloproteinas
sin su cofactor metalico) mediante interacciones electrostaticas o enlaces de coordinacion
para formar metaloproteinas maduras y funcionales. Este tipo de interaccion de los metales
con ciertos grupos quimicos o ligandos de las metaloproteinas puede resultar en
geometrias de coordinacién muy variadas, por lo que las células han desarrollado
mecanismos mas 0 menos elaborados para garantizar la adquisicion del metal correcto en
cantidad suficiente para satisfacer sus necesidades (Waldron and Robinson, 2009;
Waldron et al., 2009).

La adquisicion del metal correcto por las apoproteinas depende de factores
relacionados con las proteinas y con los metales. Entre los factores relacionados con las
proteinas se pueden mencionar los siguientes:

1. Accesibilidad al sitio de uniéon del metal después del plegamiento de la proteina.

Los sitios de unidn del metal pueden ser ocultos, si dificultan el intercambio de metales,
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o accesibles, si permiten el intercambio de metales. Los accesibles suelen estar

presentes en proteinas implicadas directamente en homeostasis de metales.

2. Los ligandos donadores que forman las esferas de coordinaciéon primaria y
secundaria. Los ligandos que coordinan al metal forman la esfera de coordinacion
primaria del complejo, mientras que los contra-iones que la rodean forman la esfera de
coordinacion secundaria (Figura 11.A) (Harding, 2004; Laitaoja et al., 2013). El conjunto
puede ser neutro, catidnico o aniénico. Los ligandos donadores son el O, N y S siendo
los menos estables los ligandos de O y los mas estables los de S (Andreini et al., 2008;
Waldron et al., 2009). Los ligandos que forman la esfera de coordinacion primaria
pueden favorecer la insercion del metal correcto, la formacién de la esfera de
coordinacion secundaria y la geometria de coordinacion que mejor se ajusta al metal
(Figura 11.B). Esto puede ocurrir en proteinas ya plegadas (si la geometria de la esfera
de coordinacion es relativamente rigida) o durante el plegamiento (si la formacion de la
geometria de coordinacién correcta no tiene restricciones termodinamicas que lo
impidan). No obstante, debido a que las proteinas son flexibles, es posible que ocurran
plegamientos imperfectos que permitan la formacion de esferas de coordinacion
primarias alternativas y la seleccion incorrecta de metales, especialmente durante su
sintesis o en apoproteinas recién sintetizadas que aun no han completado su

plegamiento (Tottey et al., 2008).

Entre los factores relacionados con los metales se pueden mencionar el tamafo (radio) y
carga de los metales y la afinidad relativa de éstos por las proteinas. Debido a que las
proteinas son flexibles, ofrecen una seleccidn estérica imperfecta de los metales,
especialmente durante las primeras etapas de su biosintesis en el ribosoma y antes de su
plegamiento. Precisamente, es en este momento cuando la afinidad relativa de los metales
por las proteinas obedece a un orden de preferencia universal que, para los metales de
transicion divalentes, se denomina serie Irving-Williams (Mn?* < Fe?* < Co?* < Ni?* < Zn*
< Cu?) (Irving and Williams, 1953). De acuerdo a este criterio, el metal que se une con
menos afinidad a las proteinas es el Mn?* mientras que el que se une con mas afinidad es
el Cu?* (aunque todos estos metales, excepto el zinc, pueden tener varios estados de
oxidacioén, a lo largo de la memoria se aludira, salvo indicacion expresa, unicamente a la
forma divalente de sus cationes, M*").

Durante la sintesis de metaloproteinas, con frecuencia el mayor desafio para las
células no es seleccionar el metal correcto que debe incorporarse a una determinada
metaloproteina, sino prevenir la incorporacion del metal incorrecto en dicha metaloproteina
(Waldron et al., 2009).
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Figura 1l. Enlaces de coordinacion entre metales y proteinas. (A) Esfera de coordinacion
primaria y secundaria. (B) Geometrias de coordinacion mas comunes.

Para garantizar la incorporacion del metal correcto en una metaloproteina, las células

utilizan diferentes estrategias entre las que se encuentran:

1. Seleccion condicionada por la localizacién subcelular donde se encuentran los
metales. La compartimentalizacion de los metales, especialmente los de alta alfinidad
como Zn?* y Cu®, previene que las proteinas nacientes no tengan acceso a estos
metales.

2. Seleccion condicionada por el sitio donde se pliega la proteina. En este caso la
proteina naciente se pliega donde se encuentra el metal adecuado. El ejemplo mejor
conocido para ilustrar de qué manera el sitio de plegamiento de las proteinas determina
la seleccion del metal correcto es el caso de las proteinas MncA y CucA de
Synechocystis PCC6803 (Tottey et al., 2008). Estas proteinas estan localizadas en el

periplasma de esta cianobacteria y tienen sitios idénticos de union del metal (Foster et
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al., 2014) (Figura 2l). Sin embargo, en el periplasma la proteina CucA solo une Cu*
mientras que MncA solo une Mn?*, aunque in vitro MncA une Cu?* en vez de Mn?* siendo
necesario incrementar 10* veces la relacion molar Cu:Mn (1:10%) para que MncA
adquiera Mn?*. La razoén por la cual MncA une Mn?* en vez de Cu?* es que MncA se
exporta al periplasma por el sistema Tat (twin-arginine translocase), que exporta
proteinas ya plegadas que han adquirido el Mn?* previamente en el citoplasma (Figura
2l). Por el contrario, CucA se exporta al periplasma por el sistema Sec (general secretory
pathway), donde adquiere el Cu®" a la vez que se produce el plegamiento. Esto también
demuestra que los metales mas competitivos no se encuentran libres en el citoplasma
celular. Ademas, el analisis cristalografico de la holoproteina MncA revel6 que el sitio
de union del metal se encuentra oculto dentro de ella (Tottey et al., 2008). Precisamente,
esto evita el intercambio del Mn?* por otro metal mas competitivo, de manera que una
vez que la proteina ha unido el Mn?* (en ausencia de Cu?®"), restricciones cinéticas
impiden que un metal tan competitivo como Cu?* pueda reemplazar al Mn?*. Esto
también nos dice que el metal correcto siempre debe quedar atrapado en primer lugar,

especialmente si es poco competitivo.

7"+ Plegamiento

: 4$ MncA naciente

MncA Mn &
O Citoplasma

Figura 2l. Estrategia de adquisicion de Mn y Cu por las proteinas MncA y CucA de
Synechocystis, respectivamente. Modificados a partir de Tottey et al (2008) y Foster et al (2014).
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3. Seleccion condicionada por la afinidad relativa de proteinas homeostaticas. Las
proteinas reguladoras de homeostasis de metales, particularmente la de Cu?* y Zn?*,
tienen alta afinidad por los metales. En procariotas, la proteina reguladora de cobre
CueR tiene una sensibilidad zeptomolar (1072") por el Cu?*, lo que representa menos de
un atomo de Cu?®* por célula (Changela et al., 2003), mientras que la concentracion que
desencadena la transcripcion de la maquinaria de absorcion o eflujo de Zn?* es del orden
fentomolar (107"°) (Outten and O'Halloran, 2001). La funcién de los
sensores/reguladores homeostaticos de metales es cuantificar con precision la cantidad
de atomos de los correspondientes metales que se encuentran dentro de las células,
para procurar que el numero de atomos de cada metal (especialmente de los mas
competitivos) presentes en el citoplasma (u otros compartimentos celulares) se ajuste a
su demanda en virtud del n° de proteinas que realmente los necesitan, de manera que
éstas puedan competir eficazmente con otras proteinas con menor afinidad relativa por
el metal.

4. Discriminacion de metales mediada por cambios alostéricos. La seleccion de
metales basada en cambios alostéricos inducidos por metales especificos se basa en
que, aunque las proteinas homeostaticas (generalmente sensores y/o reguladores)
puedan unir diversos metales con 6rdenes de afinidades acordes a lo que dicta la serie
Irving-Williams, sélo la unién del metal correcto permite que se adquiera la conformacion
Optima para alterar alostéricamente la union al sustrato. Por ejemplo, el represor NmtR
de Mycobacterium tuberculosis detecta in vivo el exceso de Ni?* y Co?* (Cavet et al.,
2002). Sin embargo, segun lo esperado de acuerdo a la serie Irving-Williams, NmtR
tiene mas afinidad por Zn?* (que no detecta in vivo) que por Ni?* o Co?". En la unién de
Ni?* o Co*" por NmtR participan 6 residuos, mientras que en la unién del Zn*" sélo
participan 4 de los 6 residuos implicados en la unién de Ni?* o Co*. Sin embargo,
aunque el Zn?* se une mas fuertemente a NmtR que el Ni** o Co?", lo hace de una
manera diferente a como se unen estos Ultimos: la uniéon de Co?* o Ni?* (geometria de
coordinacion octaédrica) causa un cambio conformacional en NmtR que impide su unién
al DNA, mientras que la union del Zn?* (geometria de coordinacion tetraédrica) no altera
la conformacion de NmtR y permite su union al DNA (Cavet et al., 2002).

5. Discriminacion de metales mediada por interacciones proteina-proteina. La
especificidad mediada por contactos entre proteinas se basa en que cuando una
proteina homeostatica interacciona especificamente con otra (ej. un sensor al que cede
el metal o un transportador del que lo recibe) previene que terceras proteinas tengan
acceso al metal. Ademas, algunos metales son tan competitivos (ej. Ni** y Cu®*) que no
pueden ser simplemente liberados en el citoplasma por sus transportadores para que

sean incorporados por las relativamente pocas proteinas que los necesitan, sino que
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deben ser conducidos y transferidos directamente a ellas mediante unas proteinas
accesorias denominadas metalochaperonas (\Waldron and Robinson, 2009; Waldron
et al., 2009). Por ejemplo, Atx1 es una metalochaperona de Cu®*" que interacciona
especificamente con el transportador de cobre PacS pero no con el transportador de
zinc ZiaA de Synechocystis PCC6803, cuyo domino de unién de zinc une Cu?* mas
fuertemente que Zn?*. Precisamente, la gran especificidad de la interaccion Atx1-PacS

es lo que evita que ZiaA tenga acceso al Cu?* de Atx1 (Borrelly et al., 2004).

2. Metalochaperonas

Las metalochaperonas son proteinas receptoras de metales que actuan en el trafico
intracelular de iones metalicos, protegiendo y conduciendo a los iones metalicos hasta las
apoproteinas adecuadas y facilitando la transferencia de los metales a las apoproteinas
diana mediante interacciones especificas proteina-proteina (O'Halloran and Culotta, 2000).

El Cu®*y el Ni** son metales tan competitivos que normalmente no se encuentran libres
en el citoplasma celular para evitar su unién inespecifica a cualquier proteina que necesite
metales menos competitivos y su inactivacion. Ademas, el numero de proteinas celulares
que requieren Cu?* o Ni?* es muy bajo tanto en términos relativos como absolutos. De
hecho, tan sdélo se conocen ~25 enzimas distintas (procariotas y eucariotas) que requieren
Cu®" (Tishchenko et al., 2016) y 9 que requieren Ni** (Ragsdale, 2009), de las cuales tan
sOlo tres (glioxilasa, acirreductona dioxigenasa y ureasa) se encuentran en células
eucariotas. Por tanto, no es sorprendente que las proteinas que requieren Cu®* o Ni**
tengan metalochaperonas especificas. De hecho, las mejor caracterizadas son las
metalochaperonas de cobre de Saccharomyces cerevisiae y las metalochaperonas de
niquel bacterianas.

La levadura Saccharomyces cerevisiae posee al menos tres metalochaperonas de
cobre que toman directamente el cobre a partir del transportador de membrana Ctr1 (Atx1,
CCS y Cox17) (Rosenzweig and O'Halloran, 2000; Rosenzweig, 2002; Robinson and
Winge, 2010) (Figura 3l). La metalochaperona Atx1 transfiere el Cu** a la ATPasa Ccc2
transportadora de Cu?* situada en la membrana del trans-Golgi y lo transloca dentro del
Golgi, donde se inserta por un mecanismo desconocido en la oxidoreductasa Fet3
dependiente de cobre que esta destinada a la superficie de la membrana plasmatica (Fet3
esta implicada en la reduccién de Fe?" a Fe®" durante la incorporaciéon de Fe®*" por el
transportador de hierro de alta afinidad Ftr1). De hecho, Ccc2 también se podria considerar
una metalochaperona de cobre. Se han encontrado dos formas ortdlogas de Ccc2 en

humanos (ATP7A y ATP7B). Mutaciones en estos genes son responsables de
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enfermedades relacionadas con alteraciones en el metabolismo del cobre como el
sindrome de Menkes (deficiencia de cobre) y la enfermedad de Wilson (acumulacion
excesiva de cobre) (Hatori ef al., 2017). La metalochaperona CCS es un homodimero con
tres dominios: el dominio N-terminal tiene un motivo MxCxxC que une el metal; un dominio
central que es estructuralmente similar a su diana, la proteina Sod1 (Cu/Zn superdéxido
dismutasa), pero no tiene los residuos esenciales para la actividad SOD; un dominio C-
terminal que tiene un motivo CxC cuyos residuos de cisteina forman el sitio de unién del
cobre. La metalochaperona Cox17 se encuentra en el citosol y une tres atomos de Cu?
mediante los motivos de unidon CCxC. Esta implicada en la sintesis del enzima citocromo ¢
oxidasa. Cuando accede al espacio intermembrana de la mitocondria transfiere los iones
Cu®* a Sco1l y Cox11, que son proteinas integrales de la membrana interna de la

mitocondria.

] CCs e
(::Zs ssC:? SOD1
—510-a-®

Mitochondria

&)
k)

Cox17

) -
D

Figura 3l. Funcion de las metalochaperonas de cobre de Saccharomyces cerevisiae. Tomado
de Rosenzweig (2002).

Respecto a las metalochaperonas de niquel, las mejor conocidas son las que llevan y

transfieren Ni** a los sitios activos de las [NiFe]-hidrogenasas y ureasas bacterianas. Las
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[NiFe]-hidrogenasas suelen estar asociadas tipicamente con la oxidacion del Hy y se
encuentran en bacterias aerobias y anaerobias y en arqueas, pero no en eucariotas.
Requieren una serie de proteinas accesorias (SlyD y HypA-F) para el correcto ensamblaje
del grupo catalitico (Peters et al., 2015). SlyD es una peptidil-prolil cis/trans isomerasa
(PPlasa) del tipo FKBP (FK506 binding protein) con propiedades de chaperona molecular.
Se piensa que in vivo puede acumular iones Ni** mediante su region C-terminal rica en
residuos de His y una de sus funciones es proporcionar Ni* a HypB durante la maduracion
de la [NiFe]-hidrogenasa (Cheng et al., 2013). HypB es una GTPasa de la familia G3E que
une un Ni?* con alta afinidad mediante el motivo CXXCGC de su extremo amino, mientras
que HypA funcionaria a modo de muelle de descarga del Ni** de HypB para después
conducirlo e insertarlo en su sitio en la enzima. La transferencia del Ni** de HypB hacia
HypA solo se acelera cuando HypB esta cargado con GDP (Douglas et al., 2013).

La ureasa es una enzima dependiente de niquel que cataliza la hidrdlisis de la urea
para formar amonio y bicarbonato. La mayoria de las ureasas bacterianas (ej. Klebsiella
aerogenes) estan formadas por heterotrimeros (UreA/UreB/UreC) que a su vez se agrupan
en trimeros formando una estructura tipo (UreABC)s con tres centros cataliticos. No
obstante, algunas ureasas bacterianas (ej. Helicobacter pylori) estan formadas por dos
tipos de subunidades, UreA y UreB que forman homodimeros (UreA/UreB) agrupados en
trimeros (UreAB)s que a su vez se agrupan formando un tetramero de trimeros [(UreAB)s]4
que tiene 12 centros cataliticos (Ha et al., 2001). El sitio activo de todas las ureasas se
encuentra formado por 2 iones Ni** unidos por una lisina carbamilada y una molécula de
H20. Por tanto, la ureasa de K. aerogenes (UreABC); contiene 6 Ni?* (3 sitios x 2 Ni?*) y la
de H. pylori [(UreAB)s]s 24 Ni?* (12 sitios x 2 Ni?*). Para el ensamblaje correcto de la ureasa
se precisan 4 proteinas accesorias: UreE, UreF, UreG y UreD/UreH (UreH de Heliocabacter
pylori es el ortélogo de UreD en K. aerogenes y otras especies) (Figura 4l). Se ha propuesto
que tanto UreG (GTPasa de la familia G3E) como UreE podrian funcionar como
metalochaperonas encargadas de entregar los iones Ni** a la apoproteina en un proceso
de activacion dependiente de GTP (Farrugia et al., 2013; Yang et al., 2015; Yuen et al.,
2017).

El Zn?* es el metal méas competitivo después del Cu®*. Ademas, como en el caso del Cu?*,
la concentracion de iones Zn?* libres en el citoplasma celular es practicamente cero (en
procariotas) o extremadamente baja (en eucariotas), aunque la concentracion intracelular
de zinc total se encuentre entre 0,2-0,5 mM (Outten and O'Halloran, 2001; Eide, 2006;
Maret, 2013). Por esta razon, resulta sorprendente que hasta ahora tan so6lo se hayan
descrito algunas proteinas (procariotas) que podrian actuar como metalochaperonas de

Zn**
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Figura 4l. Representacion esquematica del modelo de activacion de la ureasa de Klebsiella
aerogenes. La apoureasa es un trimero de trimeros que necesita 6 iones Ni?* para ser activa. Las
proteinas UreD, UreF y UreG se unen secuencialmente a cada trimero. UreD actda a modo de
muelle de descarga de UreG por mediacion de UreF. UreG es una GTPasa de la familia G3E que
no exhibe actividad GTPasa hasta que se une a un dimero de UreE cargado de Ni?* en presencia
de GTP y Mg?*. Cuando UreG se une al complejo Ni[UreE]z se hidroliza el GTP que se acopla a la
carbamilacién de la Lys del sitio activo de la ureasa y la transferencia e insercion de los iones Ni?*
en el centro catalitico. El proceso se repite de nuevo hasta insertar todos los iones Ni* que necesita
la ureasa. Modificado a partir de Farrugia et al (2013).

Entre las metalochaperonas de zinc procariotas estudiadas hasta ahora figuran ZntA de E.
coli (una ATPase tipo P de la clase MxCxxC) (Shoshan and Tshuva, 2011), algunas P-loop
GTPasas de la subfamilia COG0523 tales como YeiR y YjiA de E. coli (Blaby-Haas et al.,
2012; Sydor et al., 2013), ZigA de Acinetobacter baumanii (Nairn et al., 2016) y YciC/ZagA
de B. subtilis (Chandrangsu et al., 2019), y varias proteinas periplasmicas tales como:

v ZnuA de E. coli, que es el componente periplasmico del sistema ABC ZnuABC de
captacion y transporte de Zn?* (Berducci et al., 2004; Chandra et al., 2007).

v ZinT (YodA) de E. coli, que es una proteina periplasmica que se expresa en condiciones
muy limitantes en zinc y facilita la transferencia del Zn?* a ZnuA (Graham et al., 2009;
Petrarca et al., 2010).

v AztD de Paracoccus denitrificans, que es una proteina periplasmica analoga a ZinT que
transfiere Zn?* a AztC (componente periplasmico del sistema AztABC de P. denitrificans)
(Handali et al., 2015).

v' ZraP (Yjal) de E. coli y Salmonella, que es una proteina periplasmica que une Zn*"y
reprime la expresion del sistema de los dos componentes ZraSR en medios repletos de

zinc (Appia-Ayme et al., 2012).
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3. Caracteristicas estructurales de las proteinas COG0523

La base de datos COG (Clusters of Orthologs Groups of protein) se desarroll6 con el fin de

clasificar las proteinas ortélogas (con misma funcion y origen filogenético) deducidas a

partir de la secuenciacion de genomas completos de toda clase de organismos (Tatusov et

al., 2000). Las proteinas COG0523 corresponden a P-loop NTPasas pertenecientes a la
familia G3E de la clase SIMIBI de la superclase de GTPasas. Por tanto, exhiben en su
region N-terminal un dominio GTPasa o dominio G al que se une 1 molécula de GDP/GTP

y 1 Mg* y en el que se distinguen los 4 motivos conservados (motivos o regiones G) en

todas las GTPasas (Leipe ef al., 2002; Haas et al., 2009):

v La region G1, motivo Walker A o P-loop (Phosphate-binding loop) es GxxxxGKS/T.
El P-loop envuelve los fosfatos oo y B de GDP y GTP vy el residuo S/T contribuye a
coordinar el Mg?. En el caso de las proteinas COG0523 el motivo P-loop es
GxxGxGKS/T.

v La region G2, switch | o region efectora normalmente contribuye con un residuo S/T
a coordinar el Mg?*. La funcién de este residuo es promover la unién selectiva de la
GTPasa al GTP en relacion al GDP o prevenir la hidrélisis prematura del GTP unido a
la GTPasa. Esta regiéon con frecuencia exhibe grandes diferencias estructurales en
funcion de si se encuentra unido GTP o GDP. Por eso, a esta region también se llama
switch .

v Laregion G3, switch Il o motivo Walker B es hhhhD/ExxG (h = residuos hidréfobos).
El residuo D/E coordina indirectamente el Mg?>* mediante una molécula de agua.
Acomoda el y-fosfato del GTP y es esencial para la reaccion de hidrdlisis del GTP. Esta
region exhibe grandes diferencias estructurales en funcién de si a la GTPasa se
encuentra unido GTP o GDP y por eso a esta region también se la llama switch Il. En el
caso de las proteinas de la familia G3E el motivo de la region G3 es hhhExxG (de ahi el
nombre de la familia, G3E).

v’ La region G4 es hhhhN/TKxD. Determina la especificidad del nucleétido formando
puentes de H con los anillos de guanina. Sdélo se encuentra en P-loop NTPasas de la

superclase de las GTPasas.

Las GTPasas de la familia G3E, a diferencia de otras GTPasas, tipicamente funcionan
como homodimeros. La homodimerizacion puede ser independiente o dependiente de
nucledtido. Cuando la homodimerizacion es dependiente de nucleétido, unen un metal
mediante un motivo de unién a metales situado en la region efectora. El metal contribuye
a la homodimerizacion estableciendo un puente metalico en la interfaz entre los dos

monomeros. Teniendo en cuenta el mecanismo de homodimerizacion, las GTPasas de la
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familia G3E se clasifican en 4 subfamilias (Haas et al., 2009): MeaB/ArgK, UreG, HypB y
COGO0523. Las proteinas pertenecientes a las 4 subfamilias se encuentran ampliamente
distribuidas en el dominio Bacteria y de manera mas limitada en los dominios Archaea y
Eukarya. No obstante, las proteinas COG0523 en particular también estan ampliamente
distribuidas en la mayoria de los organismos eucariotas (microorganismos, plantas y
animales, incluyendo la especie humana). De hecho, en la mayoria de los casos los
eucariotas tienen entre 1-4 genes COG0523. Por ejemplo, el alga eucariota
Chlamydomonas reinhardtii tiene 8; la especie humana tiene 6 (CBWD1-6; CBWD4 se
considera un pseudogen por lo que solo tiene 5 proteinas COG0523 distintas -CBWD1/2/3
y CBWD5/6- aunque con un grado de identidad entre ellas >97%) (Coneyworth et al., 2012);
la planta Arabidopsis thaliana y la levadura Cryptococcus gattii tienen tres, mientras que
las levaduras Candida albicans y Saccharomyces cerevisiae tienen tan so6lo un gen
COG0523 cada una.

De acuerdo a la clasificacion de las proteinas COG0523 realizada por Haas et al.
(2009), la mayoria de las proteinas COG0523 eucariotas conocidas pertenecen al grupo 5,
incluyendo todas las proteinas COG0523 de Homo sapiens, A. thaliana, C. albicans, S.
cerevisiae y la mayoria (5/8) de las proteinas COG0523 de C. reinhardtii. Por otra parte, se
ha demostrado que de los 8 genes COG0523 de C. reinhardtii, la expresion de dos de ellos
(AHZ94341/ZCP1 y AHZ94342/ZCP2) se inducen fuertemente en medios limitantes en
Zn* (Haas et al., 2009; Malasarn et al., 2013). Los Unicos estudios sobre las proteinas
COG0523 en metazoos se han realizado en la especia humana. Se sabe que la expresion
de toda la familia de genes CBWD humanos esta reprimida por zinc (Coneyworth et al.,
2012), de lo que se deduce que las proteinas COG0523 humanas, igual que en procariotas,

también parecen estar implicadas de alguna manera en homeostasis del zinc.

4. Relacion de las proteinas COG0523 con homeostasis de zinc

La primera proteina identificada perteneciente a la subfamilia COG0523 fue CobW de
Pseudomonas denitrificans. Esta proteina esta implicada en la sintesis aerobia de
cobalamina. En consecuencia, todas las proteinas COG0523 que fueron surgiendo
posteriormente como resultado de los proyectos de secuenciacion de genomas procariotas
y eucariotas quedaron anotadas erronea y sistematicamente como proteinas implicadas
en la sintesis de cobalamina. Sin embargo, tras un analisis filogenético y de gendémica
comparativa en el que se compararon las secuencias de proteinas COG0523 anotadas en

la base de datos SEED (http://pubseed.theseed.org/) y codificadas en 282 operones de

distintas especies de procariotas, con respecto a la funcion, regulacion y sintenia de las
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regiones codificantes presentes en dichos operones, permitié establecer 15 grupos de

proteinas COG0523 (Haas et al., 2009):

v Los grupos 3, 4, 6, 7, 9, 13 y 15 representan el 58,5% de las proteinas COG0523
codificadas y estan vinculadas a procesos desconocidos.

v El grupo 2 representa tan soélo el 0,7% de las proteinas COG0523. Estan vinculadas a
la activacion del enzima nitrilo hidratasa (NHasa), pero se desconoce su funcién exacta
en el proceso. La enzimas nitrilo hidratasas son importantes en la asimilacion
microbiana de nitrilos organicos y catalizan su conversion en las correspondientes
amidas (R-CN — R-CO-NH>). Se distinguen dos clases segun el motivo conservado de
union del metal: el motivo CSLCSCT que une Fe** y el motivo CTLCSCY que une Co?*.

v El grupo 12 representa el 12,5% de las proteinas COG0523. Estan relacionadas de
alguna manera con la sintesis de cobalamina (de ahi su denominacién de proteinas
Cob), pero se desconoce su funcién exacta en el proceso. En la mayoria de los casos
los genes codificantes de estas proteinas COG0523 se encuentra adyacentes al gen
codificante del enzima cobalto quelatasa (CobN) por lo que es posible que estén
implicados en presentar el cobalto al enzima cobalto quelatasa. Sin embargo, también
es posible que participen en la proteccion del CoB12 o bien en la insercién de un metal
en alguna metaloenzima de la ruta (ej. Fe en CobG, un enzima dependiente de hierro).

v Los grupos 1, 5, 8, 10, 11 y 14 representan el 28% de las proteinas COG0523. Estan
relacionadas de alguna manera con homeostasis del zinc, bien porque sus genes
codificantes co-localizan con genes implicados en respuesta a escasez de Zn?* (~20%)
0 porque se encuentran en operones regulados por Zur (~8%) (Zur es un sensor de
Zn*" y regulador transcripcional que cuando se satura de iones Zn?* reprime la expresion

de los genes znuABC del sistema ABC de adquisicion de Zn?").

Por tanto, las proteinas COG0523 de los grupos 1, 5, 8, 10, 11 y 14, que parecen estar
ligadas de alguna manera con homeostasis del zinc, podrian ser auténticas
metalochaperonas de zinc. En este sentido, el analisis del contexto genémico de varios
genes COGO0523 regulados por Zur en diferentes bacterias ha permitido identificar genes
proximos o adyacentes también regulados por Zur que codifican enzimas paralogas de
otras dependientes de Zn?* que podrian ser las dianas de las correspondientes
metalochaperonas de zinc (Figura 5l) (Haas et al., 2009; Napolitano et al., 2012). Entre
estas figuran:
v' Enzimas independientes de zinc. Su expresion se induce en medios limitantes en zinc.
Son isoenzimas de otras dependientes de zinc (ej. FolE, GTP-ciclohidrolasa de la
sintesis del folato).

v Proteinas ribosomales que no necesitan zinc. Son pardlogas de proteinas
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ribosomales que unen zinc. Por ejemplo, las proteinas paralogas de L31 (designada
L31*, RpmEB), L33 (L33*, RomGC) o S14 (S14*, RpsNB) de Bacillus subtilis.

hisl2 dksA2 DUF1826
thrS2  pyrC2 cam znuABC folE2 amiA2 | yciC | 0523-11

S —— T

Sitios Zur

Figura 51. Cluster de operones Zur de Pseudomonas fluorescens Pf-5 con genes COG0523.
En uno de los operones de este cluster los genes yciC y 0523-11 (flechas rojas) codifican proteinas
COG0523 pertenecientes a los grupos 1 y 11, respectivamente. Los posibles sitios de union del
regulador Zur se encuentran indicados con flechas. En el operén adyacente se encuentran genes
que codifican FolE2 y paralogos de 6 de las 9 familias de enzimas descritas en la Tabla 1l,
concretamente los paralogos de AmiA (AmiA2), Hisl (Hisl2), Cam (Cam), PyrC (PyrC2), ThrS
(ThrS2) y DksA (DksA2). Modificado a partir de Haas et al (2009).

v' Enzimas dependientes de zinc con paralogos codificados en un operén Zur. Entre
estas clase de enzimas, las que se encuentran con mas frecuentes se hallan recopiladas
en la Tabla 1I. Los paralogos de CysRS, ThrRS, AmiA, Hisl y QueD conservan los sitios
de union de Zn?*. Estas versiones alternativas podrian tener mas afinidad por el Zn?* y/o
ser mas activas que sus paralogas en condiciones de carencia de Zn** y/o su expresion
podria servir para compensar la pérdida de actividad derivada de la escasez de Zn?".
Los paralogos de HemB y Cam requieren metales alternativos distintos del Zn?*. Los
paralogos de PyrC y DksA han perdido los sitios de union de Zn?* lo que les permite

funcionar incluso en ausencia de Zn?*.

Tabla 11. Enzimas dependientes de zinc con paralogos codificados en un operén Zur

Enzima Proteina Funcién Paraloga Caracteristicas'’
Cisteinil-tRNA sintetasa CysRS  Sintesis Cys-tRNA CysS2 Conserva el ZBS
Treonil-tRNA sintetasa ThrRS  Sintesis Thr-tRNA ThrS2  Conserva el ZBS
N-acetilmuramil-L-alanina amidasa AmiA  Sintesis peptidoglicano AmiA2  Conserva el ZBS
Fosforribosil-AMP ciclohidrolasa Hisl Metabolismo His Hisl2 Conserva el ZBS
6-piruvoil-5,6,7,8-tetrahidropterina QueD  Sintesis queuosina QueD2 Conserva el ZBS
Porfobilinégeno sintetasa HemB  Sintesis hemo HemB2 Utiliza Mg* o K*
y-anhidrasa carbénica Cam  Sintesis bicarbonato Cam Utiliza Fe?*
Dihidroorotato hidrolasa PyrC  Sintesis pirimidinas PyrC2  No une metales
Regulador C4-zinc finger DksA  Factor transcripcion DksA2 No une metales

1ZBS, sitio de union de zinc.

En resumen, las GTPasas bacterianas de la subfamilia COG0523 podria ser necesarias
en condiciones de carencia de zinc para incorporar Zn?>* en determinadas proteinas
homeostaticas o bien para incorporar otro metal distinto del Zn?* en proteinas estructurales

o enzimas paréalogas, alternativas a versiones dependientes de Zn*, con el fin de
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reemplazar o compensar el descenso de actividad de éstas ultimas. Finalmente, otra
posibilidad es que las proteinas COG0523 estén implicadas en la distribucion y/o
redistribucion prioritaria del Zn?* a favor de las proteinas mas importantes y/o de las que

no existen versiones alternativas (Haas et al., 2009).

5. Funciones biolégicas del zinc

El zinc tiene la subcapa d de su penultima capa completa, pero tiene 2 electrones en la
subcapa s de su Ultima capa [1s°2s%2p®3s23p®3d'?4s?]. Aunque el zinc puede perder los 2
electrones de la Ultima capa para forma cationes Zn?*, no puede perder electrones de la
subcapa d. Por esta razon, el zinc sélo puede presentar un estado de oxidacién (Zn?*)
lo que no le permite experimentar reacciones redox, al contrario que el hierro que tiene una
subcapa d incompleta en su penultima capa [1s°2s%2p®3s?3p®3d“4s?], o el cobre, que tiene
una subcapa s incompleta en su ultima capa [1s?2s?2p°3s23p®3d'%48"]. Esto explica que el
zinc sea mas estable que el cobre y el hierro en medios oxigenados y que participe en una
mayor diversidad de procesos bioldgicos que el hierro o el cobre. De hecho, el zinc afecta
a la actividad de una gran variedad de moléculas, incluyendo factores de transcripcion,
enzimas de todas las clases, adaptadores, transportadores, factores de crecimiento y sus
receptores. Tras el analisis de la funcion y distribucion de iones metalicos en 1371 enzimas
de estructura conocida y depositadas una base de datos (hasta febrero de 2008) se
encontr6 que el 47,5% eran metaloenzimas con los metales implicados en catalisis (40,7%)
o requeridos para otras funciones (6,8%), siendo el zinc el segundo metal mas frecuente
después del magnesio (Andreini et al., 2008).

Las proteinas dependientes de zinc son las metaloproteinas mas abundantes y
estructuralmente diversas en la naturaleza. Se estima que aproximadamente el 10% del
proteoma humano (~2800-3000 proteinas) requieren zinc como cofactor para su funcion
catalitica o para mantener su estabilidad o determinar la estructura terciaria o cuaternaria
de la proteina (Andreini et al., 2006; Maret, 2013). El estudio de los sitios de coordinacion
del Zn?* en las proteinas dependientes de zinc ha permitido identificar cuatro tipos de sitios
de union de zinc: cataliticos, cocataliticos, estructurales y puentes de zinc (Figura 6l) (Auld,
2001; Patel et al., 2007; Auld, 2009; Maret and Li, 2009). Los aminoacidos ligandos mas
frecuentes son His, Glu, Asp y Cys. Los sitios cataliticos estan formados generalmente por
una molécula de agua y tres ligandos. Los sitios cocataliticos se encuentran en enzimas
que unen dos o mas iones Zn** muy cerca unos de otros y que funcionan como una unidad
catalitica; los ligandos mas frecuentes en este tipo de sitios son Asp y His. Los sitios

estructurales suelen implicar la coordinacion del ion Zn?* con residuos de Cys para formar
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diversos tipos de zinc-fingers. Los sitios implicados en la formacion de puentes de zinc se
suelen encontrar en la interfaz entre dos proteinas, de manera que cada una aporta la
mitad del sitio de unién de Zn?*. Este tipo de sitios pueden estar implicados en la formacion

de la estructura cuaternaria de una proteina.

Estructural Catalitico

Cocatalitico

Figura 6l. Tipos de sitios de union de zinc en metaloproteinas. Modificado a partir de Auld
(2001). Los puentes de zinc se establecen entre proteinas distintas (indicadas en azul y rojo).

El control de la disponibilidad celular y la redistribucion de los iones de Zn** es esencial en
homeostasis celular del zinc y prevenir las consecuencias perjudicales tanto de su
deficiencia como de su exceso (Maret, 2013). Uno de los aspectos mas importantes de
este mecanismo de control esta relacionado con el hecho de que la concentracion
intracelular de iones Zn?* siempre debe mantenerse al minimo para prevenir reacciones

quimicas indeseadas, para lo que deben existir ciertos compuestos y/o proteinas que
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actuen de almacén temporal hasta que son utilizados en la sintesis de las metaloproteinas
dependientes de zinc por un mecanismo que debe implicar la participacion de
metalochaperonas que controlan la entrega adecuada del metal a las proteinas diana
(O'Halloran and Culotta, 2000).

5.1. Mecanismos generales de homeostasis del zinc en eucariotas

La cuota de zinc se define como el contenido total de zinc que requiere una célula para su
optimo crecimiento (Outten and O'Halloran, 2001). La cuota de zinc para levaduras se ha
estimado en 107 atomos por célula mientras que para células de mamifero es de 102 atomos
por célula (MacDiarmid et al., 2000; Wang et al., 2006). Cuando se ajusta la cantidad por
el volumen dependiendo del tipo de célula, la cantidad de zinc requerido es, en todos los
casos, del orden de 0,2 a 0,5 mM. En condiciones normales de crecimiento el zinc celular
se encuentra unido mayoritariamente a proteinas, aunque también puede unirse
débilmente con lipidos, acidos nucleicos o compuestos de bajo peso molecular como
aniones organicos, aminoacidos o glutation. Por lo tanto, la cantidad de zinc libre

intracelular se encuentra entre 107°y 1072 M (Eide, 2006; Williams, 2006).

La mayoria de las metaloproteinas tienen una afinidad por el zinc en el rango nano o
picomolar. Aunque los mecanismos intracelulares mediante los cuales el zinc se detecta,
almacena, y/o incorpora como cofactor en las metaloproteinas son muy poco conocidos,
las células controlan con precision la concentracion intracelular de iones Zn?* con el fin de
ajustar el balance entre la adquisicion de nuevos iones Zn?*, mobilizacion de iones Zn?*
almacenados y eliminacion de los iones en exceso a las necesidades celulares (Eide,
2009). Para ello, el control de homeostasis de zinc en las células depende de la accién
concertada de:

1. Un factor de transcripcion principal que suelen funcionar como sensor intracelular de
zinc y que tiene una afinidad por el zinc en el rango pico-femtomolar. Ademas, otros
factores de transcripcion pueden modular la respuesta adaptativa a la disponibilidad de
zinc en funcién de ciertas condiciones ambientales como el pH o la disponibilidad de
otros metales (ej. Fe).

2. Transportadores de zinc de la familia ZIP (Zrt-like proteins). Estas proteinas
transportan Zn?* desde el espacio extracelular o el lumen de ciertos organulos (ej.
vacuola) al citoplasma. Incrementan la concentracion citoplasmica de zinc.

3. Transportadores de zinc de la familia CDF (Cation difussion facilitator). Estas
proteinas transportan Zn?* desde el citoplasma al espacio extracelular o al lumen de los

organulos. Reducen la concentracién citoplasmica de zinc.
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4. Proteinas quelantes de zinc tales como las metalotioneinas. Son una superfamilia de
proteinas de bajo peso molecular con numerosos residuos de cisteina que pueden unir

varios iones Zn** (Vasak, 2005).

5.2. Homeostasis del zinc en Aspergillus fumigatus

Aspergillus fumigatus es un microorganismo eucariota que filogenéticamente se ubica
entre los hongos filamentosos del Phylum Ascomycota, Subphylum Pezizomycotina, Clase
Eurotiomycetes, Orden Eurotiales y Familia Trichocomaceae (Fitzpatrick et al., 2006;
Samson et al., 2014). Aspergillus fumigatus se reproduce asexualmente mediante la
formacion de pequefas esporas (2-4 um) uninucleadas y haploides denominadas conidios
(Figura 71).

Conidiéforo

Figura 71. Desarrollo de Aspergillus fumigatus. Esporas de A. fumigatus (10%) se cultivaron
durante 24, 48 y 72 horas en la misma placa de medio minimo a 37 °C. llustracion de un conidiéforo
sobre el que se forman miles de conidios de color verde oscuro y detalle de los mismos observados
mediante microscopia de barrido.

El regulador principal de homeostasis de zinc en Aspergillus fumigatus es el factor de
transcripcion ZafA, que también funciona como sensor de zinc. Ademas, A. fumigatus
posee 8 genes que codifican transportadores de la familia ZIP (ZrfA-ZrfH) y 8 genes que
codifican permeasas de la familia CDF (zrcA, zrcB, zrcC, mscA, zrgA, mmtA, mtpA y mtpB)
(Figura 8l) (Amich and Calera, 2014).
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® zm

Figura 8l. Representacion esquematica de los principales componentes de homeostasis de
zinc en A. fumigatus. Tomada de Amich and Calera (2014).

El factor ZafA regula la respuesta homeostatica y adaptativa de A. fumigatus en
condiciones de escasez de zinc (Vicentefranqueira et al., 2018). En condiciones limitantes
de zinc ZafA regula directamente la expresion de aproximadamente 150 genes de A.
fumigatus e indirectamente la de aproximadamente 110 genes (Vicentefranqueira et al.,
2018). El gen zafA tiene dos unidades transcripcionales (L y S) cuya transcripcion genera
dos clases de mRNAs: (1) S-mRNAs, cuyo primer AUG codifica el N-terminal de la proteina
ZafA; (2) L-mRNAs, que tienen 3-5 AUGs fuera de fase antes del AUG en fase
(Vicentefranqueira et al., 2019). Cuando A. fumigatus crece en medios no limitantes en
zinc, sintetiza una cantidad basal del factor ZafA que se encuentra saturado de iones Zn?
y excluida del nucleo en una conformacion transcripcionalmente inactiva. La sintesis de
esta cantidad basal de ZafA en medios no limitantes en zinc es resultado de una traduccién
ineficiente de los transcritos L (Vicentefranqueira et al., 2019). Sin embargo, en condiciones
de carencia de zinc la pequena cantidad de ZafA presente en el citoplasma pierde los iones
Zn*" y se transloca al nlcleo en una conformacion transcripcionalmente activa donde se
une a los motivos de respuesta a zinc (ZR, 5-DYYVYCARGGTVYYY-3’) localizados en la
region promotora de su propio gen codificante zafA y se induce fuertemente la expresion
de la unidad transcripcional S, a la vez que reprime la expresion de la unidad transcriptional
L. Como resultado de este proceso se incrementa dramaticamente la sintesis de ZafA, el
cual se une a los motivos ZR presentes en las regiones promotoras de los genes zrfA, zrfB,
zrfC y zrfF e induce su expresion (Vicentefranqueira et al., 2018). Estos genes codifican
los transportadores de zinc de la familia ZIP ZrfA, ZrfB y ZrfC, localizados en la membrana

plasmatica, y de ZrfF, localizado en la membrana de la vacuola. Adicionalmente, en
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condiciones de carencia de zinc ZafA se une al motivo ZR del gen zrcA, que codifica el
transportador de zinc de la familia CDF ZrcA localizado en la membrana de la vacuola, y
reprime su expresion (Vicentefranqueira et al., 2018). El nivel de expresion de los genes
que codifican las restantes proteinas ZIP y CDF no esta influenciado por ZafA. Por otra
parte, mientras que la expresion de zrfF es independiente del pH ambiental, el nivel de
expresion de zrfA, zrfB 'y zrfC en condiciones de escasez de zinc esta muy influenciado por
el pH ambiental mediante un mecanismo modulado por el factor PacC de A. fumigatus
(Amich et al., 2009; Amich et al., 2010; Toledo, 2017). El nivel de expresion de los genes
zrfA 'y zrfB alcanza su maximo en medios acidos limitantes en zinc (Vicentefranqueira et
al., 2005), mientras que zrfC se expresa solo y exclusivamente en medios alcalinos
limitantes en zinc, puesto que este gen codifica una proteina adaptada especificamente a
secuestrar zinc de medios alcalinos (Amich et al., 2010). Mas recientemente hemos
demostrado que la regulacion de homeostasis del zinc y del hierro esta interrelacionada,
de manera que cuando el hongo crece en un medio no limitante en zinc en condiciones de
carencia de hierro, el nivel basal de expresion de ZafA se reduce al maximo para prevenir
la intoxicacion por zinc durante la carencia de hierro y que este proceso parece depender
del factor HapX (Vicentefranqueira et al., 2019), que es uno de los reguladores mas
importante de homeostasis de hierro en A. fumigatus (Schrettl et al., 2010).

Ademas de los genes que codifican proteinas homeostaticas, ZafA induce
directamente la expresion de otros genes, muchos de los cuales con funcidon desconocida.
Precisamente, uno de los genes con funcion desconocida mas fuertemente inducido por
ZafA en condiciones de carencia de zinc es AFUA 8G02620, que codifica una proteina
COG0523 (Vicentefranqueira et al., 2018).

6. Importancia del mantenimiento de homeostasis del zinc para la virulencia

de Aspergillus fumigatus

El pequefio tamafio de los conidios de A. fumigatus permite que estos puedan ser inhalados
por las personas alcanzando facilmente los alveolos pulmonares. En un hospedante
inmunocompetente, los conidios son fagocitados y eliminados eficazmente por la accién
de los macréfagos alveolares (Ibrahim-Granet et al., 2003). Sin embargo, en individuos
inmunosuprimidos los conidios pueden germinar e invadir el tejido pulmonar causando
aspergilosis pulmonar invasora (API). En una etapa posterior las hifas de A. fumigaus
podrian invadir los vasos sanguineos pulmorares permitiendo que fragmentos de hifas
puedan alcanzar otros 6rganos, causando de esta manera la aspergilosis diseminada

(AD). Tanto la API como la AD son enfermedades muy graves y dificiles de combatir con
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las terapias antifungicas actuales, razén por la cual la tasa de mortalidad a causa de estas
enfermedades contintia siendo muy alta (Taccone et al., 2015).

La capacidad de A. fumigatus para crecer en los tejidos de pacientes y causar
enfermedad es posible gracias a la termotolerancia natural de A. fumigatus (crece muy bien
a 37 °C) (Bhabhra and Askew, 2005), a su versatilidad para adaptarse al pH fisiologico
(7,2-7,5) y pO2 de los tejidos y a su capacidad para obtener todos los nutrientes que
necesita para crecer a partir de los tejidos vivos, incluyendo metales esenciales como el
hierro y zinc.

La concentracién de iones Zn®* en los tejidos del hospedador estad en el rango
nanomolar (Foote and Delves, 1988), la cual es considerablemente inferior a la que
necesita Aspergillus fumigatus para poder crecer de manera optima. Por esta razon, tanto
una cepa mutante AzafA de A. fumigatus, que carece del regulador principal de
homeostasis de zinc (Figura 91.A), como una cepa AzrfAAzrfBAzrfC, que carece de los
genes que codifican los componentes efectores principales para el mantenimiento de
homeostasis del zinc (Figura 91.B), son completamente avirulentas en modelos murinos de
aspergilosis pulmonar invasora (Moreno et al.,, 2007; Amich et al., 2014). Mas aun, A.
fumigatus no s6lo necesita mantener la regulacion de homeostasis de zinc intacta para
obtener zinc, sino que de ello también depende su capacidad para eludir la inmunidad
nutricional impuesta por el hospedador. En este sentido, el transportador ZrfC capacita a
A. fumigatus para competir con la calprotectina (Amich et al., 2014), una proteina
antimicrobiana liberada por los neutréfilos en los abcesos fungicos que inhibe el
crecimiento microbiano secuestrando Zn (Sohnle et al., 2000; Urban et al., 2009).

Por todas estas razones, se ha propuesto que el sistema de homeostasis de zinc en
Aspergillus fumigatus es esencial para la virulencia de este hongo y que, concretamente,
ZafA y ZrfC son dianas terapéuticas ideales para el desarrollo nuevos farmacos contra la
aspergilosis (Vicentefranqueira et al., 2015), como lo indican varios estudios realizados en
colaboracion con otros grupos (Clark et al., 2016; Laskaris et al., 2016; Cohrt et al., 2018;
Laskaris et al., 2018).

Figura 91. Importancia de los principales genes de homeostasis del zinc en la virulencia de A.
fumigatus. (A) Efecto de la delecidn de zafA sobre el crecimiento de A. fumigatus en medio limitante
en zinc y en virulencia. (B) Efecto de la delecion de zrfC y de los genes zrfA, zrfB y zrfC sobre el
crecimiento de A. fumigatus en medio limitante en zinc y en virulencia. Placas de SDNE-Zn (pH 7,5)
sin suplemento de zinc (-Zn) o suplementadas con 500 uM zinc (+Zn) inoculadas con 103
conidios/gota de las cepas indicadas e incubadas a 37 °C en atmésfera humeda durante 3 dias. En
todos los casos, los bioensayos de virulencia se realizaron en ratones no leucopénicos
(inmunosuprimidos con cortisona) infectados con 10° conidios por ratén. Al tratarse de un
tratamiento inmunosupresor que no causa neutropenia, se pueden observar numerosos infiltrados
de neutrofilos en secciones del tejido pulmonar en ratones infectados con la cepa silvestre. Los
detalles sobre el procedimiento para el analisis histopatolégico se pueden consultar en Amich et al
(2014).
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7. Hipotesis de trabajo y objetivos

La hipétesis de partida se puede formular de la siguiente manera: “La virulencia de los

hongos patégenos, es decir, su capacidad para crecer dentro de un hospedador

susceptible y causar enfermedad, no sélo depende en parte de su capacidad para obtener

Zn?* del hospedador, sino también de que el Zn** obtenido se incorpore correctamente en

las proteinas que lo requieren, para dotarles de plena funcién catalitica y/o estructural y,

de esta manera, que puedan contribuir al mantenimiento de homeostasis del zinc y/o a

prevenir que ésta se vea alterada cuando la disponibilidad ambiental de Zn?** es limitante”.

El objetivo global de este proyecto es: “Determinar la funcion de las posibles

metalochaperonas (Mchs) de la subfamilia COG0523 en la respuesta homeostatica y/o

adaptativa a la carencia de Zn** y su relevancia en la virulencia del hongo Aspergillus

fumigatus”. Para alcanzar este objetivo global, los objetivos especificos de este trabajo

fueron:

1. Identificar y caracterizar los genes COG0523 de A. fumigatus.

2. Realizar un estudio preliminar de la posible funcién de los genes COG0523 de A.
fumigatus mediante un ensayo de complementacion en S. cerevisiae.

3. Contruccién cepas mutantes de A. fumigatus para los genes COG0523 y realizar su
analisis fenotipico.

4. ldentificar las dianas de las proteinas COG0523 de A. fumigatus mediante
espectrometria de masas.

5. Determinar la importancia de las proteinas COG0523 sobre la virulencia de A. fumigatus

en un modelo murino de aspergilosis pulmonar invasora.
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