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Introduccioén

1. Biologia deAspergillus fumigatus en la naturaleza

Aspergillus fumigatugs un hongo filamentoso saprofito que crece y esp@n el suelo
alimentandose de materia organica en descomposicByacias a su versatilidad
metabolica y termotolerancia es capaz de colori&nitats muy diversos, por lo que
presenta una distribucion cosmopolita.

En la naturalezah. fumigatusse reproduce normalmente mediante la produccion de
esporas asexuales uninucleadasonidios (Fig. 11). Cuando los conidios encuentran un
ambiente adecuado germinan generando filamentosadsep o hifas, que estan
constituidas por células multinucleadas haploitles. hifas crecen por extension apical y
se ramifican lateralmente originando una masa ddasdamentos amicelio. A medida
gue el micelio se extiende, se van desarrollansl@structuras esporégenas denominadas
conidiéforos. Estos se forman a partir de ciertas células @darias de las hifas o
células pie de las que emerge un tallo aéreo que se ens@udiamétricamente en su
extremo apical formando una vesicula sobre la guesarrollan los esterigmasi@idas.

A partir de éstas se producen cadenas de conidéaante gemaciones sucesivas. Los
conidios son de muy pequeiio tamafo (2A8 de diametro), por lo que son facilmente
diseminados por el viento.

Fig. 1l. Ciclo de vida asexual d® fumigatus.
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Recientemente se ha descubierto uéumigatugposee ciclo sexual, perteneciendo en su
forma teleomorfa al génemdeosartorya(O'Gormanet al, 2009). Sin embargo, este ciclo
sexual no ha sido todavia observado en la natagbex lo que se desconoce la frecuencia
con la que realmente ocurre y la relevancia quéeéetener en la biologia del hongo.

2. Virulencia de A. fumigatus

Una caracteristica propia de cualquier patégemnsuesrulencia o capacidad relativa para
causar dafo al hospedador que parasita. Sin embargoulencia de un microorganismo
viene determinada por muchas variables que depeatelnrelacion patégeno-hospedador
(Casadevall and Pirofski, 2001) y, en muchos cdaogrulencia es Unicamente relevante
en el contexto de la interaccion con un hospedadseeptible. Por ejemplo, la virulencia
de A. fumigatussoélo puede ser comprendida considerando conjuntamt el estado
inmune del hospedadoty ciertos atributos de virulencia del hongo (Laagé Calderone,
2002; Tekaia and Latgé, 2005; Hohl and Feldme&6&x7).

Respecto al estado inmune del hospedador, un dhdiinmunocompetente dispone de
tres lineas de defensa para eliminar el hongotgregue crezca en el tejido pulmonar. La
primera de ellas esta constituida por la acciétogeilios de la mucosa epitelial del tracto
respiratorio, que impide que la mayoria de los diosialcancen los alveolos pulmonares.
Los conidios que alcanzan los alveolos pulmonagesnsuentran con la segunda linea de
defensa, los macrofagos alveolares, que los fagogitdestruyen mediante un proceso
dependiente de especies reactivas del oxigeno (RE38 proceso es sorprendentemente
lento, por lo que algunos conidios son capaces eteigar. Se produce entonces el
reclutamiento de los neutrdéfilos polimorfonucleatB$MNs), que constituyen la tercera
linea de defensa y que se encargan de destruinifi@s en crecimiento mediante la
secrecion de ROS y de enzimas liticas (Latgé, 20083 recientemente se ha descrito que
el reclutamiento temprano de neutrofilos tambiénagsaz de inhibir la germinacion de los
conidios por un proceso independiente de ROS (Bobreteal, 2006). Por tanto un
hospedador solamente sera susceptible de ser dovadr A. fumigatussi se encuentra
inmunosuprimido (Stergiopoulaet al, 2007)

Respecto al patdgend,. fumigatuspresenta varias caracteristicas bioldgicas que le
capacitan para crecer dentro de un hospedadorpsibed Tekaia and Latgé, 2005; Hohl
and Feldmesser, 2007):

1. Los conidios son lo bastante pequefios (¥ para alcanzar facilmente los alveolos
pulmonares.

2. Presenta una gran versatilidad metabdlica y eszcdpaobtener nutrientes a pH
fisiologico.

3. Estad equipado para protegerse frente a cambiosotengial redox por medio de
diferentes clases de melaninas, oxidorreductaspsr&ido dismutasas y catalasas.
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4. Es un hongo termofilo que exhibe una tasa de crentmmayor a 37°C que a 28°C, un
requisito indispensable para crecer de forma rapidptima a la temperatura corporal
de mamiferos.

El hecho de que especies relativamente cercana8sgergillus como Neosartorya
fischeri, A. oryzaey A. nidulans presenten caracteristicas biologicas similares pe
sean patogenas, o al menos mucho menos virulemndéagromovido la busqueda de
factores de virulencia especificos en el genoma dée fumigatus En el sentido mas
estricto, tradicionalmente se ha definido “facterwrulencia” a cualquier componente de
un patégeno cuya eliminacion suprime especificaenkantirulencia del mismo pero no su
capacidad de crecimiento fuera del hospedador (feaall and Pirofski, 2001; Latgé and
Calderone, 2002). Sin embargo, no se ha hallad@a fe$echa ningun factor que cumpla
estas directrices, lo que sugiere que la virulerd®aA. fumigatuses un fendémeno
multifactorial (Latgé, 2001; Rementer&d al, 2005). Mas aun, a excepcion de algunos
patogenos, en la mayoria de los casos no es paddigficar factores de virulencia en el
sentido estricto del término. Por esta razon, Gasdlly Pirofski (2001) propusieron que
un factor de virulencia deberia definirse como guigr componente de un patdégeno que
dafie al hospedador, pudiendo incluir componentescedes para la viabilidad del
microorganismo. En cualquier caso, tras el analisi$a secuencia de ADN gendmico de
A. fumigatus(Niermanet al, 2005) se han encontrado mas de 500 posibles gémes
ortélogos enrA. nidulansni A. oryzaey mas de 700 genes ausentes o divergentés. en
fischeri por lo que tal vez algunos de ellos podrian datear la virulencia deA.
fumigatus

3. Enfermedades causadas pdk. fumigatus

El principal portal de entrada de las esporasddéumigatusen el hombre son las vias
respiratorias. Los conidios son inhalados consta@ée y gracias a su pequefio tamafo
alcanzan facilmente los espacios alveolares dend@ml(Latgé, 1999). Como se ha
comentado anteriormente, la inhalacibn de espomassuele tener consecuencias en
individuos sanos. No obstante, si el in6culo es mlgvado o si el individuo esta
inmunocomprometido el hongo puede causar dafioogpeldador. Las enfermedades
causadas poA. fumigatusse denominan de forma genériaapergilosis No resulta
sencillo realizar una clasificacion totalmente atitoria de las aspergilosis, ya que
existen diversos factores que se pueden tomar emtapara su confeccion. A pesar de
ello, teniendo en cuenta las particularidades amapatolégicas y clinicas de la
enfermedad, las aspergilosis se pueden clasifitdres categorias principales: alérgicas,
por colonizacion saprofitica e invasivas (Latgé9,Mufiozet al, 2006).

Las enfermedades alérgicasson el resultado de una respuesta hipersensiltdes a
moléculas de la pared de la espora. Ocurren errasi que sufren de asma, de fibrosis

~5~
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quistica o incluso en personas sanas expuestdmlarimepetidamente altas cantidades de
conidios. Existen distintos tipos de enfermedadégiaas entre las que se encuentran el
asma alérgico, la rinitis alérgica y el asperg#dsioncopulmonar alérgica (ABPA).

Las enfermedades por colonizacién saprofiticacurren cuando el hongo es capaz de
crecer dentro de las vias respiratorias sin llegadafar el tejido circundante. Este
crecimiento se debe a la naturaleza saprofita detytn aunque puede llegar a producir
enfermedades como &pergiloma pulmonar(micetomao bola fungica) que se produce
cuando el hongo crece en cavidades pulmonaresigte®es formadas por enfermedades
tales como la tuberculosis, la sarcoidosis o landueectasia. El aspergiloma consiste en
una masa de hifas fungicas entremezcladas conamiaad variable de restos mucosos y
celulares que puede llegar a desarrollar conidi&far existe un espacio que contenga aire.
Muchos de los pacientes de aspergiloma son asititmeaCuando aparecen sintomas, el
mas comun es la hemoptisis o ruptura de los vasuaguineos adyacentes, pudiendo llegar
a ser masiva y fatal (Al-Alanet al, 2005; Zmeili and Soubani, 2007). La bola fangica
también puede formarse en las cavidades sinugaiesipalmente en la maxilar (Grosjean
and Weber, 2007), aunque en este caso la extrasmdiante cirugia endoscopica sinusal
permite una facil eliminacién del micetoma sin gespara el paciente (Pagekd al,
2007).

Las enfermedades invasivasse consideran practicamente exclusivas de pasiente
inmunocomprometidos (Stevens, 2004). Por tantoadodquellas circunstancias que
produzcan un estado de inmunosupresion en el cubvileterminan factores de riesgo que
predisponen para el desarrollo de una aspergilvgsiva. Entre estos factores figuran la
neutropenia, el transplante de médula 6sea o ds 6tganos, las enfermedades cronicas
subyacentes (leucemias agudas, fibrosis quistiedetds, fases avanzadas de SIDA,
etc...), granulocitopenia, neoplasias hematologioas terapias prolongadas con
corticosteroides o con drogas citotéxicas (Zmeitd Soubani, 2007).

Existen diversas localizaciones en las que se pudégarrollar aspergilosis invasivas,
entre ellas son relativamente frecuentes las a$pssg traqueobronquial, sinusal y
cutanea. No obstante, d@pergilosis pulmonar invasivaes la presentacibn mas comun de
las enfermedades invasivas (Mufeizal, 2006). Esta enfermedad se caracteriza por la
germinacion de los conidios y crecimiento de la®shien los pulmones, produciendo
destruccion tisular, hemorragia pulmonar y obsidarccmicrovascular (Zaas and
Alexander, 2009). Debido a la ruptura de los vasogyuineos frecuentemente ocurre la
diseminacién hematégena del hongo, que puede estatesarrollarse en practicamente
cualquier 6rgano, dando lugar a &éspergilosis diseminadastl cerebro es habitualmente
el érgano mas afectado (aproximadamente el 50%0sledsos) provocando abscesos,
hemorragias y meningitis cerebrales, con lo quelteemortal en mas del 90% de los casos
(Muiiozet al, 2006). También se puede dar la diseminaciérateddracto gastrointestinal,
higado, bazo, corazén, ojos, huesos o articulasiMentejo, 2002).

El aumento del nimero y de la efectividad de tasapimunosupresoras administradas
en la actualidad para combatir diversas patologits, resultando en un incremento de los

~6~
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casos de infecciones producidas porfumigatus aproximandose o incluso superando a
los casos de candidiasis en determinados gruppadalentes (Pagaret al, 2006; Pfaller
and Diekema, 2007). Ademas de este aumento deildentia de la API en los paises
desarrollados, esta enfermedad presentdasaade mortalidadmuy elevada, que puede
llegar hasta el 90% en pacientes de alto riesgmfSand Paterson, 2005; Del Boetoal,
2008). Esta elevada mortalidad se debe principabnanla dificultad de realizar un
diagndstico temprano de la enfermedad y a la velatheficacia de los agentes
quimioterapéuticos utilizados en su tratamiento.

3.1. Diagnéstico de la aspergilosis pulmonar invasiva

El diagnéstico temprano de la APl continGa supatvemin reto importante para el
tratamiento eficaz de la enfermedad, puesto queiant el inicio de la terapia antifangica
constituye uno de los factores fundamentales paraupervivencia del paciente. Sin
embargo, debido a que los sintomas de la API sspéatificos es muy dificil realizar con
precision un diagndstico temprano. Ademas, el irodiagndéstico no es viable debido al
estado de inmunosupresion del individuo, el cremima en cultivo de muestras no
estériles (ej. esputo) es poco sensible y la oliirriovasiva de muestras tisulares estériles
(ej. biopsia) no estad recomendada debido al deliemstiado de los pacientes (Singh and
Paterson, 2005; Del Boret al.,, 2008). Por todo esto, actualmente el diagnostcealiza
mediante la deteccion de moléculas circulantesledos bioldgicos. En particular, se
realiza la deteccion de galactomanano, bien sesaeo, en lavados broncoalveolares o en
orina, utilizando un anticuerpo monoclonal de rgtee reconoce especificamente el
galactomanano (GM) d&. fumigatusmediante un ensayo ELISA (Platelig®pergillus,
Bio-Rad Laboratories) (Klongt al, 2004; Wheat and Walsh, 2008). También se rekdiza
deteccion en suero d@(1- 3)-D-glucano de la pared celular del hongo por ymsie
coagulacion (Fingitec G-test MK) o colorimétrico &, Richmond) (Obayastst al,
2008; Senret al, 2008). Sin embargo, aunque estos métodos hamradejel diagnostico
de la enfermedad, pueden presentar falsos posipeogeactividad cruzada con otros
hongos y/o con antibiéticoB-lactamicos y no siempre son lo suficientementesibéss
(Del Bono et al, 2008). Por tanto, a pesar de ser los métodos utifzados en la
actualidad, no son totalmente fiables para el diatito de la enfermedad. Por otra parte,
la técnica de PCR para la deteccion de la APl smiamira en estudio en diversos
laboratorios a lo largo de todo el mundo, mostramduen prondstico para su utilizacion
en el futuro, aunque antes es necesaria una est@widN del procedimiento para su uso
rutinario, ya que las variaciones entre diverstisdess son demasiado amplias (Menguli
al., 2009).
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3.2. Quimioterapia de la aspergilosis pulmonar invasiva

Los pacientes con APl que no son tratados o queidalea un diagndstico tardio,
comienzan a recibir tratamiento cuando la enfermhextda ya muy avanzada, presentan
una mortalidad cercana al 100% cualquiera quelsaaifingico que les sea administrado
(Tabla 11).

En la actualidad eforiconazol es el tratamiento primario de eleccion frente Afd
(Herbrechtet al, 2002). Como tratamientos de rescate se puedebiédanadministrar
anfotericina-B o caspofungina. Sin embargo, cualguide estos tratamientos aunque se
administren a pacientes que han recibido un didigedmprano, resultan poco eficaces
segun se desprende de las elevadas tasas de daortgd0% para voriconazol, 42% para
anfotericina-B y 55% para caspofungina) (Singh Raterson, 2005).

Tabla 11. Antifingicos empleados en el tratamiento de lag@glosis invasivas.

ANTIFUNGICO ESTRUCTURA DIANA MODO DE ACCION EFECTO OBSERVACIONES
ITRACONAZOL Inhiben sintesis - Interaccién con otros
VORICONAZOL Azol Membrana ergosterol Estatico tratamientos

plasmética

ANFOTERICINA-B Polieno Forma poros Litico Nefrotoxicidad

CASPOFUNGINA Equinocandina Pared Inhibe sintesis Cida Terapia de
celular glucano salvamento
. . . . Usada en
5-FLUOROCITOSINA | Analogo de ADN, ARN | !nhibe sintesis ADN'y Cida tratamientos
nucleétidos traduccion .
combinados

Estos elevados porcentajes de mortalidad poneanstarte de manifiesto la necesidad de
encontrar drogas mas eficaces codtrdumigatus A pesar del notable esfuerzo realizado
en los ultimos afos, ninguno de los nuevos compsedescubiertos ha resultado
totalmente efectivo. Por tanto, se sigue considiram reto el descubrimiento de nuevos
antifungicos frente &. fumigatusy, por consiguiente, la busqueda de nuevas dianas
moleculares sobre las que poder desarrollar esopueEstos. Precisamente, entre esas
nuevas dianas se pueden incluir las proteinas ioekEtas con la obtencion de
oligoelementos a partir del hospedador. Se ha deadosque la concentracion de metales
libres en los tejidos es extremadamente baja, pugs se hallan mayoritariamente unidos
a proteinas que los acumulan, transportan o dgugorman parte estructural. Por tanto,
los microorganismos patdégenos, que deben obtenesdejidos del hospedador todos los
nutrientes que necesitan han desarrollado sisterspscializados para ser capaces de
captar estos micronutrientes esenciales. Por eggeraplha demostrado que la adquisicion
de hierroin vivo es necesaria para la virulencia@endida albicangRamanan and Wang,
2000) y deA. fumigatugSchrettlet al, 2004; Hisseret al, 2005).
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4. Funciones bioldgicas del zinc

Los oligoelementoso micronutrientes son elementos esenciales que se necesitan en
cantidades muy pequefas, pero que son fundameptake®l crecimiento y desarrollo de
los organismos. De entre todos los micronutriergkesinc es el segundo mas abundante en
las células eucariotas, siendo superado solamentel fhierro (Coleman, 1992). A pesar
de encontrarse en menor cantidad, el zinc es coemp@esencial de muchas mas proteinas
que el hierro (Barreet al, 1992; Maretet al, 2001). El zinc es necesario para la
estabilidad y/o funcién catalitica de mas de 30€atnenzimas y de otras proteinas (Kaim
and Schwederski, 1994; Auld, 2001). De hecho, mt Bis el Unico metal presente en las
seis clases de enzimas establecidas por la lot@rfationalUnion of Biochemistry. La
gran diversidad de enzimas que contienefi fone de manifiesto que éste es necesario en
muchas reacciones de sintesis y degradacion dédggiicproteinas, lipidos y acidos
nucleicos.

El zinc puede tener funcidastructural, catalitica o cocatalitica en las proteinas,
formando distintos tipos de enlaces en cada ur@lake (Auld, 2001). Cuando actia como
estabilizador estructuratstablece cuatro enlaces de coordinacion conosigdsiduos
peptidicos, preferentemente cisteinas, estabil@zadadestructura de la enzima o del
sustrato. Cuando tiene funcion catalitfaticipan en el enlace una molécula de agua y
tres residuos peptidicos, de los cuales el prefesictle ser histidina. En este caso €Zn
polariza enlaces relevantes del sustrato con elldimctivarlo y facilitar la reaccion. En
muchas ocasiones esta polarizacion es necesaaaparlas reacciones puedan ocurrir a
pH fisiolégico. Cuando actia en cocatdlidiss 0 mas atomos de Zrse unen al mismo
residuo (que puede ser aspartato, glutamato dainigfio a una molécula de agua, de
manera que los atomos se encuentran muy préxintos giny actlan como una Unica
unidad catalitica. Estas unidades cataliticas @mpueden estar formadas por un atomo
de zinc y otro &tomo de un metal diferente.

Entre las principales funciones en las que padi@p zinc se encuentran las que
desempeia en k@plicacion, transcripcion, expresion geénicay diferenciacion celular.
Esto es debido a que el Zres necesario para la actividad de todas las palsae de
acidos nucleicos y de los factores de transcripgitaposeen dominios tiginc-fingerde
uniébn a ADN presente en una amplia variedad y devaumero de factores de
transcripcion de eucariotas. Por tanto, la defmigele zinc afectara en gran medida a la
capacidad derecimiento, desarrollo y diferenciacion de todos los organismos vivos
(Prasad, 1993).




Introduccioén

5. Importancia del zinc en la virulencia deA. fumigatus

Aspergillus fumigatugs capaz de crecer en los tejidos de un hospedadoeptible. No
obstante, para poder crecér, fumigatusdebe ser capaz de obtener todos los nutrientes
necesarios del medio, incluyendo micronutrientem@ales como el hierro y el zinc. Sin
embargo, la disponibilidad de micronutrientes es lejidos vivos se mantiene a
concentraciones tan bajas que son insuficientes glacrecimiento de la mayoria de los
microorganismos (no patégenos). Ademas, tantoeetd(Fé*/Fe**) como el zinc (Zf)

en estado libre son toxicos para las células (Kaetbal, 2004; Papanikolaou and
Pantopoulos, 2005). Por esta razén, casi todo%IFe&" del hospedador esta asociado a
hemoproteinas u otras ferroproteinas (transferyinectoferrina), de manera que la
concentracion de E&8Fe** libre se ha estimado que es QM (Bullen et al, 2006). Por

su parte, casi todo el Zndel hospedador se encuentra unido a una grandaentie
enzimas, factores de transcripcion y metalotioree((MiI's) que controlan la concentracion
de zinc disponible y también proteinas plasmatipas unen Zfi (Auld, 2001; Tapiero
and Tew, 2003). Por ejemplo, la concentracién Ifisjica del ZA* en plasma es 12-16V
pero la inmensa mayoria se encuentra fuertemeide aralbuminag,-macroglobulina y
transferrina por lo que se ha estimado que la cara@én de zinc libre () en plasma
es ~10* pM (Tapiero and Tew, 2003; Laggnet al, 2006). Por otra parte, se ha
comprobado en nuestro laboratorio que la concdatraninima de F& y zn** que se
requiere para el crecimiento optimo de una cepadile deA. fumigatus(AF14) en un
medio definido a pH fisioldgico (pH 7.5) es ~JuM (datos no publicados). Por tanto,
resulta quéa concentracion estimada de Féy Zn?" libre en plasma es 15y 1¢* veces
menor, respectivamente, que la minima cantidad rearida para el crecimiento
optimo de A. fumigatus. Esto sugiere qu&. fumigatuscomo otros patdgenos, debe haber
desarrollado ciertos mecanismos para obtener hierzanc a partir de los tejidos del
hospedador. Otro factor a tener en cuenta es quespuesta a la infeccion, el hospedador
ha desarrollado mecanismos para limitar la biodigplidad de hierro y zinc al patégeno.
Por ejemplo, tanto la respuesta inflamatoria comcelevado contenido de hierro en el
organismo inducen la expresidén hepéatica del pépgimjucidina, que ademas de poseer
accion antimicrobiana, disminuye la absorcion daerbipor los enterocita®apanikolaou
and Pantopoulos, 2005). De la misma manera, losaigos producercalprotectina, una
proteina que une zinc y que se encuentra en gnatidad en el fluido de abscesos.
Ademas, los niveles plasmaticos de calprotectinaagementan hasta 130 veces durante
el curso de infecciones pulmonares severas. Estaipa inhibe el crecimiento microbiano
al competir con los patégenos por el zinc (Strid d@rebichavsky, 2004). Por tanto, los
tejidos del hospedador constituyen un ambiente eextdamente limitante en
micronutrientes, asi que la habilidad para obtesgpuede influir en la virulencia d&
fumigatusmas de lo esperado. En concordancia con estastudie ha demostrado que la
administracion de EDTA (quelante de hierro, zinatps metales) junto con antifingicos
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estandar reduce significativamente la tasa de itidathen un modelo de API en roedores
(Hachemet al, 2006).

En relacion a la obtencién de estos micronutriertnciales, la captacion de hierro
por microorganismos patégenos ha sido tradicionalenenuy estudiada (Schaible and
Kaufmann, 2004; Sutalet al, 2008), incluyendo hongos patégenos cof@andida
albicans (Ramanan and Wang, 200@ryptococcus neoformar{Sunget al, 2009) yA.
fumigatus(Schrettlet al, 2004; Hissert al, 2005). Por el contrario, la importancia de la
captacion de zinc en la virulencia de hongos paidgidna sido completamente ignorada
hasta que recientemente se demostré que la regulaea la homeostasis del zinc es
determinante en la capacidad patogénicA.damigatugMorenoet al, 2007b).

6. Homeostasis del zinc en células eucariotas

La cantidad total de zinc que una célula necesita pu crecimiento Optimo se denomina
cuota de zinc(Eide, 2006). Este valor varia dependiendo del éipaélula. Por ejemplo,
la cuota de zinc de las levaduras es aproximadanuntl® atomos de zinc por célula,
mientras que en muchas células de mamiferos estarem a 18 atomos de zinc por
célula. Aunque estas cantidades difieren mucho titawamente, si se considera el
volumen celular se observa una gran similitud ecolecentracién de zincque requieren
los distintos tipos celulares, posiblemente del@da conservacion de las funciones del
zinc en la bioquimica celular (Eide, 2006).

Dada la importancia del zinc en los procesos métasode la célula, tanto su exceso
como su déficit pueden tener efectos dramaticodaefisiologia celular. Cuando la
concentracién de zinc desciende por debajo de lan rEnimo, el crecimiento celular se
detiene. Por el contrario, un exceso de zinc puedaltar toxico para las células al
inactivar proteinas interaccionando con sus siitts/os (Gaither and Eide, 2001). Por
ello, las células estan dotadas de un sistemarpgtdar la homeostasis del zinc. Este
sistema esta formado por:

1) Transportadores de zinc de la familia ZIP Zrt-, Irt-like Proteins). Se encuentran
principalmente en la membrana plasmatica. La mayaeilas proteinas de esta familia
poseen 8 dominios transmembrana. Los extremos GHerminales estan localizados
hacia el espacio extracelular de la membrana plasan@hacia el interior del organulo.
Entre los dominios transmembrana lll y IV tienerawegion citoplasmatica extensa
rica en histidinas, que probablemente esté impdical el transporte de zinc o en su
regulacion (Fig. 2la). Los transportadores ZIP beambzinc y/u otros metales desde el
espacio extracelular (o el interior de ciertos otgés) hacia el citoplasma,
probablemente mediante un antiportadof " (Balaji and Colvin, 2005). Existen
cuatro subfamilias de proteinas ZIP: subfamiliagrgpa fundamentalmente proteinas
de plantas y hongos), subfamilia Il (un pequefiqgpgrde proteinas de mamiferos y
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nematodos), subfamilia gufA (incluye proteinas decariotas y de eucariotas) y la
subfamilia LIV-1 (exclusiva de eucariotas) (Gaithed Eide, 2001; Eide, 2006).

2) Transportadores de zinc de la familia CDF Cation Diffusion Eacilitator). Se
encuentran principalmente en la membrana de organ8k caracterizan por tener seis
dominios transmembrana, con los extremos N-ternyir@aterminal orientados hacia el
citosol. Al igual que las proteinas ZIP poseen exi@nsa region citoplasméatica entre
los dominios transmembrana IV y V (Fig. 2Ib). Espasteinas transportan zinc y/u
otros metales desde el citoplasma hacia el luméworgénulo o el exterior celular y
participan en la detoxificacion y/o acumulo de restaParece ser que este flujo es
realizado gracias a un antiportador*ZH" (Colvin et al, 2000; Ohanat al, 2009).
Tradicionalmente se han clasificado en tres sulbsrl, Il y Ill) en base a la similitud
de las secuencias de aminoacidos (Gaither and 20fd,; Eide, 2006). Sin embargo,
recientemente se ha propuesto una nueva clasdit&c base al metal que transportan,
formando las subfamilias: Fe/Zn-CDF, Mn-CDF y Znf&Montaniniet al, 2007).

3) Metalotioneinas quelantes de zinc (MTs)Son proteinas de bajo peso molecular con
un alto contenido de cisteinas y muy bajo o nulo hiitidinas y aminoacidos
aromaticos. Tienen una gran variedad en secuen@asgue siempre poseen
caracteristicas estructurales que les permiten sainifuertemente a metales
(particularmente Ci, Cd* y zn*"). Las MTs participan en la homeostasis del zinc
mediante la donacion/secuestro de zinc y/o condadx, controlando asi el proceso de
detoxificacion y regulando el metabolismo (Palmig&04).

4) Factores de transcripcion Siempre ha de existir al menos un factor regulape
active o inhiba la expresion de los genes reladosaon la homeostasis del zinc en
funcion de la concentracion ambiental de este mg@&aither and Eide, 2001).
Adicionalmente, pueden existir otros factores ragates que interactien con él para
modular la expresion de los genes diana respondli@ndtros factores ambientales
distintos a la disponibilidad de zinc, pero quecte a la biodisponibilidad de zinc. Un
ejemplo de esto es la regulacién por pH que praseos transportadores ZIP de
fumigatus(Vicentefranqueirat al, 2005).

6.1. Homeostasis de zinc en células humanas

En las células humanas se han identificado hastkedaa 14 genes que codifican
transportadores de la familia ZIP (Zipl-Zip14) (ien and Cousins, 2009), 10 genes que
codifican transportadores de la familia CDF (ZnTfFZO0) (Lichten and Cousins, 2009), 4
que codifican metalotioneinas (MTI-MTIV) (Laity anAndrews, 2007) y un factor
regulador (MTF-1) (Adamst al, 2002).

La proteinaMTF-1 es un factor de transcripcion que se expresa @vstts tipos
celulares. En su extremo amino presenta un dondgeionion a ADN formado por seis
zinc fingersque le permite unirse a los elementos de respaastetales (MRE), presentes
en los promotores de los genes que regula. La seleueonsenso de estos elementos es
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a) Espacio extracelular 72

b)

2+
Lumen / Espacio extracelular Zn

Fig. 2I: Proteinas de la familias ZIP y CDF. Las proteid#3 (a) generalmente poseen ocho dominios
transmembrana (I-VIIl) y una regién citoplasmatii@a en histidinas entre los dominios Il y IV. &st
transportadores siempre bombean zinc hacia ellago@m. Las proteinas CDB) tienen seis dominios
transmembrana (I-VI) y una region citoplasmatica en histidinas. Estas proteinas siempre bombiean
fuera del citoplasma, bien sea hacia el exteritblaeo hacia el lumen de un organulo.

5-TGCRCNCGCCC-3" (Laity and Andrews, 2007). MTB€elactiva en presencia de una
alta concentracion de zinc y se inactiva cuanda @isiminuye por debajo de un minimo,
de manera que activa la transcripcion de genesioakdos con la homeostasis del zinc en
respuesta a una elevada cantidad de zinc en lalaséEntre los genes que regula figuran
los que codifican las metalotioneinas MT-1 'y MT@iélacionadas con el secuestro de zinc)
y el transportador ZnT1 (encargado de la expuld®zinc fuera de la célula) (Jacksemn
al., 2008). Sin embargo, también se ha descrito quesgllador activo reprime la
expresion del gen que codifica el transportadod @ipVimmeret al, 2005). Por tanto, la
regulacion transcripcional realizada por este fagstomas compleja de lo que inicialmente
parecia y aun queda mucho por desentrafiar solfwesanamiento.

Los genes regulados por el factor MTF-1 se expresatodos los tipos celulares. Sin
embargo, muchos transportadores se expresan dif@reente en los distintos tejidos. Por
ejemplo, el factor ZnT8 se expresa Unicamente emrdiulas 3 secretoras de insulina del
pancreas (Chimientét al, 2004), mientras que el factor ZnT3 se expresa emasas
células del hipocampo y de la corteza cerebrah{fed et al, 1996). Ademas, aunque la
mayoria de los genes presentan una regulacion ekplasion dependiente de la cantidad
de zinc, también existen otros como Zip3 que maesiina expresion independiente del
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zinc (Dufner-Beattieet al, 2003). Por tanto, se piensa que deben exists dactores de
transcripcion y/o mecanismos de regulacion postrggonales que activen o modulen la
expresion de estos genes. En definitiva, queda onpon estudiar y descubrir sobre la
regulacion de la homeostasis de zinc en la espearna.

6.2. Homeostasis de zinc en Saccharomyces cerevisiae

La homeostasis del zinc ha sido ampliamente estadém la levadur&accharomyces
cerevisiae(revisado erkide, 2003 y en Eide, 2009). En esta levadura seehaontrado
proteinas pertenecientes a todas las clases quarfdos sistemas de homeostasis de zinc
tales como transportadores ZIP (Zrtl, Zrt2, Zrt8eg), transportadores CDF (Zrcl, Cotl,
Msc2 y Zrgl7), una metalotioneina (Csr5) y un fadmtranscripcion regulador (Zapl).

La proteinaZapl (Fig. 3l) esta formada por 880 aminoacidos (93)kPaiempre se
halla confinada en el nucleo. Tieneinc fingers(ZnF1-ZnF7), formando los cinco mas
proximos al extremo carboxilo (ZnF3-ZnF7) el doroiie union a ADN. Ademas, Zapl
tiene hacia el extremo amino de su secuencia dosndss de activacion acidos, AD1
(formado por una region rica en histidinas y cisds) (Herbiget al, 2005) y AD2
(formado por loxzinc fingersZnF1l y ZnF2 que configuran winc finger pair domain
(Bird et al, 2003; Qiacet al, 2006). Estos dominios son capaces de unir zhacjas a lo
cual, Zapl responde especificamente a la concénirde zinc intracelular, de manera que
se activa cuando la concentracion de zinc es bag ipactiva si ésta aumenta. Cuando
Zapl esta activo es capaz de unirse a secuengiasifias de ADN, presentes en los
promotores de sus genes diana, denominadas elesr@ntespuesta a zinZ&Es (Zinc
ResponsdElemen). La secuencia consenso de estos elementosASGYYNAAGG-3°
(Zhao et al, 1998). Zapl actiua generalmente como activadosdrgpcional, por tanto
activa la expresion de genes relacionados con Iaebstasis del zinc cuando la
concentracion de este metal es baja.

DBD
AD1 NLS  AD2 AL .
N . | W BBB0HME |
332 402 579 703705 880

Fig. 3I: Representacion esquematica de la proteina Zapie@mo se marcan los ZnFs. El dominio de unién
a ADN, esta sefialado como DBD. Los recuadros rayatircan los dominios de activacion acidos (AD1 y
AD2). La secuencia de localizacion nuclear (NL$3 é@sdicada mediante la linea roja.
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Cuando ladisponibilidad de zinc en el medio es bajéFig. 41a), Zapl se activa e induce
la expresion de su propio gen codificadfeP1ly de los geneZRT1ly ZRT2que codifican
los transportadores Zrtl (Zhao and Eide, 1996a)ri2 {Zhao and Eide, 1996b),
encargados de captar y transportar zinc desdedibrakcitoplasma. Zapl también activa
la expresion del geRET4, que codifica un transportador de baja afinidadrefé, Cif* y
Zn** (Waters and Eide, 2002). Si la disponibilidad ohe 2s muy baja se produce un gran
incremento de la concentracion intranuclear de Zagivo, de forma que es capaz de
unirse a los sitios ZRE del promotor ART1e induce su expresion. A la vez, Zapl se une
al sitio ZRE presente entre la caja TATA y el sitib de inicio de la transcripcion del gen
ZRT2 el cual presenta una afinidad 10 veces menotaguetros sitios ZREs presentes en
el promotor, bloqueando la transcripcién del genrdBet al, 2004). Ademas, Zapl
también induce la expresion de los ged¥T3y ZRC1 El gen ZRT3 codifica un
transportador ZIP (Zrt3) de membrana vacuolar guengarga de movilizar las reservas de
zinc presentes en la vacuola (MacDiarngtl al, 2000). EI genZRC1 codifica un
transportador CDF encargado de transportar zimdexior de la vacuola. La expresion de
ZRC1en esta condicidn se atribuye a un mecanismo fémgke para prevenir un posible
zinc-shock(MacDiarmidet al, 2003). Este proceso consiste en un aumento bdesda
disponibilidad de zinc en el medio cuando el transmlor de alta afinidad Zrtl se
encuentra en alto niumero de copias en la membréasmngtica. Debido a su gran
capacidad de transporte, antes de que la célutainelila proteina de la membrana
mediante su ubiquitinacion y posterior endocit¢§igan et al, 2003), ésta sera capaz de
transportar enormes cantidades de zinc al integhar, el cual puede resultar toxico para
la levadura. Activando la expresion del transpantadrcl, S. cerevisiaese asegura de
tener preparado un mecanismo de detoxificacionmie el acimulo en la vacuola, por si
se produce uminc-shock

En condiciones de alta disponibilidad de zingFig. 4lb), el transportador Zapl
permanece inactivo debido a la unién dé*Zm sus dominios de activacién acidos y no
produce la transcripcién de estos genes. Una erprémsal deZRT2 produce el nivel
suficiente del transportador de baja afinidad Z2n2a membrana plasmatica que asegura
el aporte de zinc necesario para el crecimientmabde la célula. En estas condiciones,
los transportadores CDF de membrana vacuolar ZiI€Ctty se encargan de transportar el
posible exceso de zinc al interior de la vacuolaacdo un reservorio de zinc.
(MacDiarmidet al, 2000). Este reservorio podra ser movilizadogidransportador Zrt3
bajo condiciones de deficiencia de zinc para siéizado por la célula. De hecho, la
vacuola puede llegar a acumular zinc en cantidadetavada que permitiria mantener
varias generaciones de células en ausencia deeapaerno del metal (Simet al, 2007).
Ademas, existe otro compartimento vesicular capaz adumular zinc que no se
corresponde con la vacuola, el reticulo endoplasmai el Golgi. Este tipo de vesiculas
se denominan zincosomas y parecen estar tambiélicaohps en la detoxificacion y
acumulo de zinc, aunque no se conocen las protefisadas en el proceso (Devirgiliis
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et al, 2004; Eide, 2006). Por ultimo, la metalotione@&5 es capaz de secuestrar zinc
evitando que pueda resultar toxico para la céRéaéniet al, 2007).

El hecho de que un triple mutarzetlAzrt2AfetdA sea viable y capaz de crecer en
medios ricos en zinc demuestra que deben existis afias de introduccion de zinc en la
célula. Se ha descrito que el transportador deadiltidad de fosfato Pho84 es capaz de
transportar zinc al interior celular (Jenseinal, 2003). Sin embargo, este mecanismo
solamente es relevante para la adquisicion de emambientes limitantes en fosfato,
puesto que la expresion del ggHO84 unicamente ocurre esas condiciones. Por tanto, es
posible que exista algin otro mecanismo aun notifd@to que ayude a las células a
captar zinc en otras condiciones de deficienciastie metal.

Ademas de los transportadores hasta ahora menomreadsten dos proteinas de la
familia CDF (Msc2 y Zrgl7) y una de la familia Z{Re4) encargadas de transportar zinc
al interior del reticulo endoplasmico (RE), dondeziac es necesario para la correcta
sintesis y plegamiento de proteinas, y ademas doegon otros compartimentos de la
ruta de secrecion (Ellist al, 2005; Kumanovicet al, 2006). La permeasa Ke4 parece ser
un transportador bidireccional, de forma que intced o retira zinc del RE segun las
necesidades del momento. En cuanto a la regulad&rsu expresionZRG17 esti
controlado por Zapl, mientras qudSC2 y KE4 no lo estan (Elliset al, 2005;
Kumanovicset al, 2006).

Saccharomyces cerevisigeece mejor en ambientes acidos que en entorngsoaed
basicos (Matthews and Webb, 1991). La adaptacidia tevadura al pH alcalino implica
un cambio en su patrén de expresidon génica, prddymir la accion de diferentes rutas de
transduccion, entre las que se incluyen la rutdadealcineurina (Cna) (Serraret al,
2002) y la ruta de Rim101 (Lamdd al, 2001). En medio alcalino la biodisponibilidad de
metales es menor ya que se favorece la formaciénodelejos metéalicos insolubles
(Martinez and Motto, 2000). Por consiguiente, eldgsegenes que aumentan su expresion
en ambientes alcalinos se encuentran genes red@gsrcon la adquisicion de hierro y
cobre (Serrancet al, 2004). Sin embargo, los genes directamente iabis en la
adquisicién de zinc del entorndRT1y ZRT2 no varian su expresion en ambientes
alcalinos, como puede deducirse de los estudiexplesion a gran escala realizados en la
levadura (Lambet al, 2001; Serran@t al, 2002; Lamb and Mitchell, 2003). Por esta
razon, es muy posible que la capacidadSdeerevisiaale adquirir zinc de un entorno
alcalino sea insuficiente para alcanzar el crecitoi@ptimo y, por tanto, que la deficiencia
de zinc sea una de las multiples razones por ladajlevadura crece peor en ambientes
alcalinos.
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b)

Fig. 41: Proteinas implicadas en la homeostasis del zirs. eerevisiacLas proteinas CDF se representan
en color amarillo y las ZIP en color verde) (evadura creciendo en un medio limitante en z{hg.
Levadura creciendo en un medio repleto de zincli€agidn en el texto. Los puntos negros represefasn
iones ZR".
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7. Regulacion de la expresion génica por pH ekspergillus

Una de las caracteristicas mas importante&. demigatusjue posibilita que crezca en los
tejidos vivos es su gran capacidad para adaptexgeesion génica al pH ambiental. De
hecho, se ha demostrado que la capacidafisgergilluspara crecer al pH fisiolégico es

fundamental para la virulencia del hongo (Bigrlhl, 2005). Sin embargo, la capacidad
de crecer al pH fisiologico implica la regulacioe th expresion de muchos genes,
incluyendo la de los implicados en la obtenciomudtales a partir de tejidos vivos.

El mecanismo de regulacion de la expresion génaaeb pH ambiental ha sido
ampliamente estudiado en la espegéigpergillus nidulans(Pefalva and Arst, 2004;
Pefalvaet al, 2008). En esta especie, la regulacién de la ekpregénica a nivel
transcripcional depende principalmente de la pmatd?acC (Tilburnet al, 1995). La
proteina PacC da. nidulansconsta de 678 aminoacidos (Fig. 51). En la zonarizinal
contiene tres ZnFs del tipa,ld, con los que se une a la secuencia consenso 5-BGEA
3" presente de los promotores de los genes quéarégspescet al, 1997). En el ZnF3
presenta una secuencia de localizacion nuclear X\NA@mas, en la proteina existen tres
regiones, denominadas A, B y C, que le permitesbéster interacciones intramoleculares
que mantienen la proteina en una conformacion der(RacC’) (Espesoet al, 2000;
Mingot et al, 2001).

aminoacidos
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Fig. 51. Representacion esquematica de la estructuraptetiina PacC dé. nidulans
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PacC tiene una cierta expresion basal constituiuandoAspergilluscrece en un medio
acido, PacC se encuentra libre en el citoplasma en fdoonacion cerrada e inactiva
(PacC?) (Espescet al, 2000). Por el contrario, cuando el pH del mestialcalino (Fig.

6l) se activa una cascada de sefalizacion en lpaptieipan las proteinas Pal, implicadas
en la recepcion y transduccién de la sefial de pepi@te-Urtasuret al, 1999). Esta
cascada comienza cuando la proteina de membradadatida por Pall, capta la sefial y
media en la fosforilacion y ubiquitinacion de PdMesteriormente, de alguna manera PalF
ubiquitinado transfiere la sefial a la maquinarigpdEcesamiento de PacC (PalC-PalA),
presente en las membranas endosomales, vinculatdesha de transporte de proteinas al
lisosoma (complejo ESCRT lll). Finalmente, se rexla la proteasa PalB (Vinceett al,
2003; Herranzt al, 2005) que digiere a PacC, produciendo un cortaresitio situado
entre las regiones B y C denominado SBBn@ling proteasebox). De esta manera se
elimina la regién C-terminal y se genera una form@rmediaria (Pact) que es
rapidamente reconocida y procesada por el protemgbtarvas-Aguilaret al, 2007) y
convertida en la forma madura activa (PdyQOrejaset al, 1995). La forma PacC
migra al nuacleo (Mingoét al, 2001) donde se une a la secuencia consenso GARG-

3" (PR) que se encuentra en los promotores de éoesgque regula activando la
transcripcion de genes que se expresan a pH aalirhibiendo la transcripcion de genes
gue se expresan a pH éacido.

pH alcalino

Pall PalH

Extracelular Mem. plasmatica

Intracelular

NH,

pacC " / pacC >
(inactivo) I I

Nucleo

proteasoma
27
v - ——P pacc
(activo)

pacC?’
(activo)

£ "\

genes “4cidos”  genes “béasicos”

Fig. 6l. Modelo aceptado de activacién de PacC y regulad#ra expresion génica que realiza a pH
alcalino.
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8. Homeostasis del zinc eAspergillus fumigatus

EnA. fumigatusse han identificado hasta la fecha 9 genes quécadtransportadores de
la familia ZIP grfA-zrfH) (Calera and Hass, 2009), 5 genes que codificemgasas de la
familia CDF @rcA cotA zrgA y mscA (Calera and Hass, 2009) y un factor de
transcripcion regulador (ZafA) (Morenet al, 2007b). Hasta el momento, ninguna
metalotioneina ha sido hallada (Fig. 71).

ZrfA erB ZrfC ZrfD  ZrfE

H

FetD PhoA

Fig. 7I: Representacion esquematica de los componentesigieina de la homeostasis del zinc/en
fumigatus Cada proteina se representa en la localizacifcetular mas probable en base a lo que
actualmente se conoce sobre su ortdlog&.ecerevisiaelLos transportadores de zinc de la familia ZIP se
representan como cilindros azules. Las proteinaka demilia CDF se muestran como cilindros naranjas
Otras proteinas presumiblemente involucradas borzeostasis del zinc se dibujan como cilindrosegrig&l
activador transcripcional de respuesta a zinc (YaBArepresenta como un pentdgono rojo tanto estado
activo como inactivo (saturado con ione€‘¥nSe representan las metaloproteinas (MP), em oworén, ya
que a pesar de no haber sido halladas es presisuibbdstencia. Los iones Zse muestran como pequefios
circulos negros.

El estudio de la homeostasis del zincReriumigatuscomenzé con la identificacion de los
genexzrfAy zrfB, ortélogos de los gen@RT1ly ZRT2deS. cerevisiagy el estudio de los

transportadores ZIP que codifican. El analisis aléuhcion de estas proteinas (ZrfA y
ZrfB) demostré que conforman un sistema de adqdrside zinc imprescindible para el
crecimiento del hongo en medio acido limitante enc,zpero dispensable para el
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crecimiento en medio alcalino limitante en zingy(RBla) (Vicentefranqueirat al, 2005).
En concordancia, la transcripcion de los geméf#\ y zrfB ocurre Unicamente en
condiciones limitantes de zinc y preferentemenpéliacido (Fig. 8Ib) (Vicentefranqueira
et al, 2005).

a) b)

Zn?* (UM) ;
— Alcalino -

e -+ =+

zZrfAA wit

zrfBA zrfAEA

Fig. 8I: (a) Crecimiento de las cepas silvestrgt)( mutantes simplegrfAA y zrfBA y mutante doble
zrfAAzrfBA en medio acido (SDA) y alcalino (SDN) sin y comtidades crecientes de zinc. Este ensayo
fenotipico demostré que los transportadores Zri&f8 son necesarios para el crecimientoAddéumigatus

en medio acido limitante en zinc, y dispensables @ crecimiento a pH alcalinob)( Expresion de los
genexzrfAy zrfB en medios alcalinos y acidos con (100 uM) y siplesmento de zinc. La expresion del gen
de la actinadctG) se utiliza como control de carga. Este analisimaktré que ambos genes se expresan
exclusivamente en condiciones limitantes de zimreferentemente a pH acido.

El patrén de expresion génica a€A y zrfB sugeria queA. fumigatus como otros
organismos ya descritos, debia tener un factodadguque controle la expresion de los
genes relacionados con la homeostasis del zinc uewioh de la disponibilidad
medioambiental de este metal. Por similitud aldagiapl deS. cerevisiase identifico la
proteina ZafA y se demostré que es el reguladmstrgpcional encargado de activar la
expresion de estos genes en condiciones limitadgesinc (Morenoet al, 2007b). De
igual manera, la expresion dafAocurre en medios limitantes en zinc y es indepadi
del pH del medio (Fig. 9la). Consecuentemente, ecepEa mutante deficiente en el gen
(zafA\) es incapaz de crecer en cualquier condiciondimté de zinc (Fig. 9lb) (Moreret
al., 2007b). Es muy probable que ZafA realice la l®gan de la expresion génica
mediante su unién directa a una secuencia de 145pblYYYCAAGGTNYBY-3")
presente en el promotor del propio gesfA y que esta conservada en las regiones
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promotoras de otros genes implicados en la homgestal zinc, comarfAy zrfB (datos

no publicados). Por consiguiente, estas secuencra®enso se denominaron elementos de
respuesta a zinc o secuencias ZR¢ Responsg Ademas, mediante modelos murinos de

aspergilosis invasiva se demostro que la e es avirulenta (Morenet al, 2007b).

Esto puede achacarse a la incapacidad de estetendtagcrecer en el ambiente alcalino y

extremadamente limitante en zinc que constituyguhdén humano, al no poder expresar

las proteinas necesarias para la captacion de zinc.

a) b)
Alcalino -

zafA" zafAA  zafA*  zafAA
n* - + - + - + - +

Zn* (uM) 0 10 500

zafA &

~IETH

zrfB ™ '
actG ' '. "

Fig. 9l: (a) Analisis de la expresion de los geras$A zrfAy zrfB en las cepas silvestre y mutans#AA en

medios acidos y alcalinos con (100 uM) y sin supletm de zinc. El gen de la actirect{G) se utiliza como
control de carga. Este andlisis demostré que ébrfafafA es el encargado de activar la expresidrode
genes relacionados con la homeostasis del zinagysq expresiéon en independiente del pH del méhjo.
Crecimiento de las cepas silvestreaf en medio acido (SDA) y alcalino (SDN) sin y con Isapentos
crecientes de zinc. Este ensayo fenotipico demgstedel factor de transcripcion ZafA es necesaai@ pa
adquisicion de zinc en condiciones limitantes, pefelientemente del pH del medio.

Alcalino

Sin embargo, las proteinas ZrfA y ZrfB no son ralges para obtener zinc a partir de
medios limitantes en este cation, por lo que sel@uaeducir qué. fumigatuslebe poseer

al menos un gen que codifique un transportadordélmembrana plasmatica encargado de
la adquisicion de zinc a partir de medios alcaliiostantes en este cation, estando la
expresion de ese gen regulada por ZafA. La busgeedal genoma dé. fumigatus
(disponible on-line enhttp://www.tigr.org/tdb/e2kl1/afu}/ reveld la existencia de 8
posibles genes codificantes de permeasas dezihczrfH (Calera and Hass, 2009). Por
tanto, se estudio el patron de expresion de todms (Eig. 101).
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- Alcalino
— + — +
ZrfA . ’
Q@ »*

zrfB

afc - .

zrfD Fig. 10I: Analisis por Northern-blot de la expresion de genes
ot [ I L carucriacory, 21 gon de 1a acintectd s utliza como
e - control de carga.

o -

actC . - .-

Como se observa en la figura, los gemeg, zrfG y zrfH se expresaban en todas las
condiciones estudiadas, de lo que se deduce quexm@sion no esta regulada por
disponibilidad de zinc ni por pH, mientras que @hgrfD no se expresaba en ninguna de
las condiciones testadas. Por otra parte, el zZy#h s6lo se expresaba en condiciones
limitantes de zinc, pero independientemente del lpp$. geneszrfA y zrfB mostraban el
mismo patron de expresién que ya habia sido oldervas decir, se expresaban
exclusivamente en condiciones limitantes de zipcejerentemente a pH acido. Por tanto,
el Unico gen que se expresaba especificamenteacphkho en condiciones limitantes de
zinc erazrfC, de manera que es muy posible que éste sea ebdditante de la permeasa
encargada de adquirir zinc en medio alcalino. AdgrahgererfC presenta una expresion
divergente con el geaspf2 ambos bajo el control del mismo promotor. Este gaifica

el antigeno inmunodominante Aspf2, cuya expres@a scurre en medios limitantes en
zinc, independientemente de la temperatura y/otéuéa carbono o nitrégeno (Calezta
al., 1997; Seguradet al, 1999). La alta reactividad detectada en los sudeopacientes
frente a Aspf2 es una prueba indirecta de queadifgeno se ha de producir durante el
crecimiento del hongo en los tejidos del hosped@my. 111) (Calereet al, 1997). Por
tanto, es mas que probable que el zyé@ también se esté expresando cuafdfumigatus
crece en un hospedador susceptible y que sea aelgado de adquirir zinc en este
ambiente extremadamente limitante.

Zn**
kDa + - + — + — . .
Fig. 11I: Analisis por Western-
400 -— —_— . Wwm—- ®=w=  plot de la sintesis de Aspf2 en
37,0 - medios alcalinos limitantes en
Anti-Aspf2 H-29 Control _
(conejo) (paciente) zinc.
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9. Objetivos del trabajo

El objetivo de este estudio se centrarerestigar el sistema de adquisicion de zinc a pH

alcalino deAspergillus fumigatus y su relevancia en el crecimiento y virulencia deste

hongo patégenoPara ello los objetivos concretos que se plaotefreron los siguientes:

1. Determinar si la regulacion por pH de la expresiénlos genes relacionados con la
homeostasis del zinc depende del factor de trgptsén PacC.

2. Analizar la expresion de los gena$C y aspf2a nivel transcripcional y desentrafiar la
regulacion de la misma.

3. Establecer la funcién de los genesC y aspf2 en la adquisicion de zinc eA.
fumigatusen medios alcalinos limitantes en zinc.

4. Determinar la importancia del gerfC en la virulencia dé. fumigatusen un modelo
murino de aspergilosis pulmonar invasiva.
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En esta seccion de la memoria se expondra el tradygperimental y los resultados
obtenidos durante la realizacion de la Tesis Dattdl apartado se ha dividido en tres
capitulos diferentes, aunque todos ellos estarobadbs en el objetivo global del trabajo,
que esel estudio del sistema de adquisicion de zinc a palcalino de Aspergillus
fumigatusy su relevancia en el crecimiento y virulencia deste hongo patégeno

Los dos primeros capitulos incluyen el trabajo yhligado en revistas cientificas. El
primero de ellos se centra en el estudio de lalaegun por pH de la transcripcion de los
geneszrfA 'y zrfB, mientras que el segundo capitulo se centra exiestie la funcion de
los genexzrfC y aspf2en el crecimiento dA. fumigatusen medios alcalinos limitantes en
zinc, asi como en la regulacién de su expresidiva transcripcional. Al comienzo de
cada capitulo se presenta un resumen breve y oomrisel que se explican los
antecedentes, objetivos y principales resultadbtsaeajo. En ambos casos también se ha
incluido un apartado con resultados complementaagsublicados.

El tercer capitulo contiene el trabajo (no publ@adealizado para estudiar la
relevancia del sistema de adquisicion de zinc etrlgencia deA. fumigatusutilizando un
modelo murino de aspergilosis pulmonar invasiva.

Los capitulos presentados en la memoria son:

e Capitulo I: La represion del sistema acido de adquisicion ae ZrfA/ZrfB de
Aspergillus fumigatusestd mediada por el factor PacC en condicionealirzds
limitantes en zinc.

(Articulo 1)

Amich, J., Leal, F. and Calera, J.A.(2009) Represion of the acid ZrfA/ZrfB zinc-uptakgstem of

Aspergillus fumigatusediated by PacC under neutral, zinc-limiting dtods. Int Microbiol. 12(1): 39-

47.

» Capitulo 1l: La supervivencia deAspergillus fumigatusen ambientes alcalinos
extremadamente limitantes en zinc depende de lacaidh de un sistema de
homeostasis de zinc codificado por los geréS-aspf2
(Articulo 2)

Amich, J., Vicentefranqueira, R., Leal, F. and Calea, J.A. (2010)Aspergillus fumigatusurvival in

alkaline and extreme zinc-limiting environmentsigglon the induction of a zinc homeostasis system
encoded by therfC-aspf2genesEukaryot Cell9(3):424-437

e Capitulo Il : Importancia de la capacidad de adquisicion de airpartir de medios
alcalinos extremadamente limitantes en zinc erfirldencia deAspergillus fumigatus
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CAPITULO I:

La represion del sistema acido de adquisicion derma ZrfA/ZrfB de
Asperqillus fumigatus estd mediada por el factor PacC en condiciones
alcalinas limitantes en zinc

1. Antecedentes

Los geneszrfA y zrfB de A. fumigatus codifican las proteinas ZrfA y ZrfB,
respectivamente, que son transportadores de zihe fdenilia ZIP. El analisis fenotipico
de las cepas mutanesfAA, zrfBA y zrfAAzrfBA de A. fumigatus en combinacién con
ensayos de complementacion &h cerevisiae nos permiti6 demostrar que estos
transportadores componen un sistema de adquisie@inc que principalmente opera en
medios acidos, cuando la disponibilidad de estalnestlimitada (Vicentefranqueis al,
2005). El activador transcripcional dependienteide ZafA induce la expresion defA 'y
zrfB en condiciones limitantes en zinc (Moregtaal, 2007b). Sin embargo, analizando la
capacidad de crecimiento de las cepas mutantepatréin de expresion de estos genes, se
descubrié que su expresion no se encontraba unitamegulada por la disponibilidad de
zinc del medio, si no que su transcripcion se riedagnificativamente cuando el hongo
crecia en ambientes alcalinos (Fig. 91). Un exadetallado de la regiones promotoras de
ambos genes reveld la presencia en cada una dedellan sitio consenso de unién del
factor de transcripciéon PacC (5"-GCCARG-3"), pqatiencargado de la regulacién de la
expresion génica por pH én nidulans(Tilburn et al, 1995). Por tanto, era muy probable
que la represion parcial de la expresionzd@ y zrfB a pH alcalino dependiera de la
proteina PacC d&. fumigatusortologa del factor PacC de nidulans

2. Objetivo principal

Demostrar que la expresion d€A y zrfB a pH alcalino es parcialmente reprimida por
PacC.

3. Objetivos experimentales especificos

1. Identificacion del gepacCdeA. fumigatus

2. Construccién de una cepa mutanteAddumigatusque exprese una version mutada del
genpacCque mimetice el crecimiento de fumigatusa pH alcalino (mutante “basico”)
y de otra que mimetice el crecimiento a pH &cidoutémte “acido”),
independientemente del pH del medio.
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3. Analisis de la expresion defAy zrfB en los mutantes “acido” y “basico”.

4. Resultados

El genpacC de A. fumigatugAf-pacQ se identifico6 mediante la busqueda en la base de
datos GenBank utilizando de referencia el geactC de A. nidulans La proteina
codificada, Af-PacC presenta un 66,5% de identigach 71,6% de similitud con su
ortéloga deA. nidulans

Los mutantes “basico” (AF58) y “acido” (AF60) senstruyeron de tal manera que
resultaran analogos a los mutarpesC14 y pacC’20205de A. nidulans(Tilburn et al,
1995; Mingotet al, 1999). Se analiz6 la capacidad de crecimientasieepas generadas
para comprobar que mimetizaran el crecimiento aajddlino y acido, respectivamente,
independientemente del pH ambiental. Posteriormaetanalizd la expresion del propio
genpacCen la cepa silvestre y en los mutantes “basic&cydo”. Asi, se comprobé que
la expresion d@acCen la cepa silvestre era ligeramente mayor a phliab que a pH
acido, al igual que ocurre eA. nidulans (Tilburn et al, 1995), y que no estaba
influenciada por la disponibilidad de zinc. Ademés, concordancia con las mutaciones
realizadas, la cepa “basica” expresabpacCde menor tamafo que el silvestre y siempre
en cantidad similar a la cepa silvestre crecienduHaalcalino, mientras que la cepa
“acida” producia un transcrito deacC de tamafio intermedio entre el silvestre y el
“basico” y siempre en cantidad semejante a la sépestre creciendo a pH acido.

Finalmente, se analizé la expresion de los gerfdsy zrfB en los mutantes “basico” y
“acido”. Se comprob6 que en el mutante “basico” asnpenes se expresaban igual que en
el silvestre creciendo a pH alcalino, independimetete del pH del medio, mientras que en
el mutante “acido” ambos genes se expresaban guelen un silvestre creciendo a pH
acido, independientemente del pH del medio. Pototda represion parcial de la
expresion dezrfA y zrfB a pH alcalino es realizada por el factor PacC.
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5. Informacion adicional

Ademas del estudio del crecimiento en medios sglittimbién se realizo el estudio del
crecimiento de los mutantes “basico” y “acido” eadios liquidos.

Los medios liquidos permiten un facil control de éambios que puedan ocurrir en su
composicién como resultado del crecimiento micnobjgor ejemplo, variaciones de pH.
Por tanto, el estudio del crecimiento de las cgpamedios liquidos permitié, ademas de
completar la caracterizacion fenotipica de los mieta “basico” y “acido”, determinar las
condiciones idoneas para la obtencion de ARN qumiperan realizar los estudios de
expresion génica de los germfA Yy zrfB.

En primer lugar se cultivaron las cepas en mediovkMsin tamponar (Fig. 1Ra ) y
tamponado a pH alcalino (Fig. 1Rb), con y sin swmgleto de zinc, y se elaboraron las
correspondientes curvas de crecimiento y de evimude pH del medio. Este medio se
selecciond en primera instancia porque tradiciorate ha sido el utilizado para realizar
los estudios en relacién con pHAspergillus

a)
AMMH no tamponado Evolucién del pH
4
2 —— AF14+2Zn
~B- AF14-Zn
8 = —e— AF58+2Zn
@ E --0-- AF58-Zn
8= 05 —4— AFB0+2Zn
- AFB60-Zn
0.25-
0.125 T T T T T T T T 1 2 T T T T T T T T 1
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90
horas horas
b) .
AMMH tamponado Evolucion del pH
8_
49 -8B AF14-Zn
—— AF14+Zn
7“‘"’“’*‘“‘%{}\_ —o-- AF58-Zn

—o— AF58+Zn
AF60-Zn
AF60+Zn

peso seco
mg/ml

0.5+

0.25 . r T
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o 12 24 36 48 60 72 84 ¢ 0 12 24 36 48 60 72 84 96
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Fig.1R. Crecimiento de la cepa silvestre (AF14) y de lagamtes “basico” (AF58) y “acido” (AF60) en
medios AMMH no tamponadoa) y tamponado (pH 7,5)bf suplementados con 100 uM (+Zn) o sin
suplemento de zinc (=Zn), y evolucion del pH de moedios durante el cultivo. En todos los casos se
inocularon 5 x 10esporas/mL de medio y se incubaron a 37° C
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En condiciones no limitantes de zinctodas las cepas alcanzaron pesos secos similares,
tanto con pH tamponado como sin tamponar. En m&lidMH no tamponado limitante
en zing las cepas silvestre y “basica” crecian de maseraejante, mientras que el
mutante “acido” presentaba un importante retrasel erecimiento, aunque finalmente fue
capaz de alcanzar el mismo peso seco que la cesacadb, debido a que la paulatina
acidificacion del medio sin tamponar producida carbosecuencia del lento crecimiento
de la cepa “acida”, poco a poco generaba las ciomgis idoneas para su crecimiento. Por
el contario, en medidMMH tamponado limitante en zinc la cepa “acida” apenas era
capaz de formar micelio, mientras que el mutantesito” crecia igual que el silvestre y
alcanzaron pesos secos similares. Por tanto, esi@mo era adecuado para cultivar la
cepa “&4cida”. Ademas, tanto en el medio no tampor@amo en el tamponado el pH
tendia a acidificarse, por lo que a las 24 horasultero, momento en que se recolecta el
micelio para obtener ARN, el pH ya era ligeramextdielo & 6). Por tanto, estos medios
podrian servir para estudiar la expresion génigd acido, pero no a pH alcalino. Por otra
parte, el trabajo realizado en el laboratorio demdogue los medios SDA y SDN eran
idoneos para realizar estudios de expresion génardrolando conjuntamente las
condiciones de zinc y pH (Morerma al, 2007a). Por tanto, a pesar de que estos medios no
eran los habitualmente utilizados en las investiges sobre pH efispergillus se decidid
comprobar el crecimiento de las cepas en los m&ids (pH 4,5) (Fig. 2Ra) y SDN (pH
7,5) (Fig. 2RDb) limitantes y no limitantes en zinc.
De nuevo el crecimiento de las cepas se ajust@tabrp esperado. Eoondiciones no
limitantes en zinctodas las cepas alcanzaron pesos secos simtinasa pH acido como
alcalino. En el medi®&DA acido limitante en zincla cepa “acida” crecia igual que el
silvestre, mientras que la “basica” presentabaligeaa reduccién en el peso seco maximo
alcanzado. En el mediSDN alcalino limitante en zincla cepa “basica” presentaba el
mismo peso seco maximo que el silvestre, mienada “acida” alcanzaba un peso seco
maximo inferior. Ademas, a las 24 horas de cultelq@H de los cultivos se ajustaba a los
requerimientos para realizar los estudios de ekpregénica. Es decir, el medio SDA
presentaba pH &cido, y el pH del medio SDN se mémtsin cambios, tanto en
condiciones limitantes como no limitantes en zinc.

Estos resultados confirmaron que las cepas AF5B60Animetizaban el crecimiento a
pH alcalino y acido, respectivamente, independraetde del pH del medio.
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a)
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Fig. 2R. Crecimiento de la cepa silvestre (AF14) y de logamies “basico” (AF58) y “acido” (AF60) en
medios SDA 4) y SDN (), suplementados con 100 pM (+Zn) o sin suplemdatainc (-Zn), y evoluciéon

del pH de los medios durante el cultivo. En todssdasos se inocularon 5 x*Esporas/mL de medio y se
incubaron a 37° C
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CAPITULO Il

La supervivencia deAsperqillus fumigatus en ambientes alcalinos
extremadamente limitantes en zinc depende de la indcion de un
sistema de homeostasis de zinc codificado por losngszrf C-aspf2

1. Antecedentes

Como se ha comentado en el apartado de introducsdesta memoria, de los 8 genes
identificados en el genoma éde fumigatugque codifican proteinas ZIRr{A-zrfH) (Calera
and Hass, 2009), unicamente la expresionrte zrfBy zrfC esta influenciada por el pH 'y
por la concentracion ambiental de zinc. Previamsatkabia demostrado que la expresion
de los genegrfAy zrfB es maxima en medios acidos y, ademas, la delsoituitanea de
ambos genes no afecta a la capacidad de crecimiento fumigatusen medio alcalino
limitante en zinc. Por tant@rfC deberia ser el gen responsable del crecimienté.de
fumigatus en esas condiciones. Ademas, curiosamente lactipci®n de zrfC es
divergente con respecto a la del gespf2 que codifica el antigeno inmunodominante
Aspf2, cuya expresion sélo ocurre en medios lingsuien zinc (Segurada al, 1999). En
definitiva, todo esto parece indicar que tamtfC comoaspf2podrian ser necesarios para
el crecimiento dé\. fumigatusen medios alcalinos limitantes en zinc. Este esrdiente
gue el hongo encuentra cuando crece en los tefldasn hospedador susceptible y, por
tanto, estos genes podrian ser esenciales enngrale

2. Objetivo principal

Demostrar que los genedC y aspf2constituyen el sistema de adquisicion de zind.de
fumigatusque opera en medios alcalinos limitantes en estalm

3. Objetivos experimentales especificos

1. Aislar los genes y los ADNc defC y aspf2

2. Comprobar que el gemrfC codifica una proteina transportadora de zinc nméeia
experimentos de complementacion en mutantes adecula®. cerevisiae

3. Analizar la expresion de los gena$C y aspf2a nivel transcripcional y desentrafiar la
regulacion de la misma.

4. Determinar la funcion de los genesfC y aspf2 en la adquisicion de zinc eA.
fumigatus especialmente en medios alcalinos extremadartientantes en zinc.
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5. Investigar la relevancia individual de cada undodetransportadores ZrfA, ZrfB y ZrfC
en la adquisicion de zinc en medios acidos y aloali

4. Resultados

1. El genzrfC codifica un transportador ZIP con posibles dominig de unién de
zinc. El genzrfC de A. fumigatuscodifica una proteina perteneciente a la familia de
transportadores de zinc. El perfil hidropatico dsaeproteina revela que presenta 9
dominios hidréfobos que posiblemente correspondesg@nes transmembrana. Ademas,
la regién transmembrana situada en el extremo MNHb@t parece corresponder a un
péptido sefial que presumiblemente es eliminadolageptidasa sefal. Por tanto, la
proteina madura presentaria 8 regiones transmembaoegmlos extremos N- y C-terminales
orientados hacia el exterior celular segun la rdglaositive-insidgvon Heijne, 1992). El
extremo amino de ZrfC se extenderia hacia el esgaariplasmico aproximadamente 200
aminoacidos y presenta cuatro repeticiones CHREX(E/D que definen posibles
motivos de unién de zinc. Esta region caractedste encuentra Unicamente en
transportadores fungicos, por lo que estas praeimadrian constituir una nueva
subfamilia dentro de los transportadores ZIP.

2. La expresion de los genesfC y aspf2 ocurre Unicamente en medio alcalino
limitante en zinc. La presencia de seis sitios de unién de PacC (RRR}s\posibles sitios
de union de ZafA (ZR) en la region promotora cortigarpor los genesrfCy aspf2hacia
suponer que podrian estar sometidos a una dohl&aoédn a nivel transcripcional por pH
y por disponibilidad de zinc. Con la intencion aenprobarlo, se estudio la expresion de
estos genes mediante Northern-blot y se observosgueanscripcion sélo ocurria en
medio alcalino limitante en zinc. Este hecho readina la hipdtesis de que los gerd€

y aspf2podrian participar en la adquisicion de zinc ediogalcalinos.

3. ZrfC actia como un transportador de zinc en medis alcalinos y su
actividad transportadora necesita del extremo N-taminal para ser plena.Para
determinar si ZrfC es un transportador de zincapera en medios alcalinos se realizo, en
primer lugar, la complementacion de la cepa ZHY3SdeerevisiagzrtlAzrt2A). Esta
cepa tiene delecionados en los gefR3 1y ZRT2que codifican los transportadores ZIP
de membrana plasmatica propios de la levaduraigcepaz de crecer en medios acidos
limitantes en zinc (Zhao and Eide, 1996b). Se catnfmcapacidad de crecimiento de la
cepa silvestre, en medios acidos y alcalinos, dinmtés y no limitantes en zinc, con la de
cepas derivadas de ZHY3 que expresaban, respeetivamos genegrfC, zrfA, zrfB,
ZRT1y una version truncada a@efC, que presentaba una delecion en la region codiécan
de los posibles motivos de unién de zinc del extremino de la proteinarfC\*). Todos
los genes se expresaron en un plasmido centromiaico el control del promotor de
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ZRT1 La expresion de los genesfA, zrfB y ZRT1 no mejoraba la capacidad de
crecimiento de la levadura en medio alcalino. Focaatrario, la expresion derfC
mejoraba y aceleraba el crecimiento de la levadnraedio alcalino limitante en zinc, en
comparacién con la cepa silvestre. Ademas, la sidmede zrfC* restauraba el
crecimiento de la levadura al nivel del silvestreicGmente en medios alcalinos no
limitantes en zinc. Por tantarfC codifica un transportador de zinc que opera en
medios alcalinos limitantes en zinc y necesita exteemo amino para poder realizar
plenamente esta funcién transportadora.

Seguidamente se procedio a investigar la funcioreréié en el crecimiento dé\.
fumigatusen medios acidos y alcalinos limitantes en ziraraRello se construyeron los
mutanteszrfCA (AF431) y zrfAAzrfBAzrfCA (AF251) y se estudié su capacidad de
crecimiento en comparacién con el silvestre y cbmetante zrfAAzrfBA (AF10). Se
observé que el triple mutante era incapaz de cregecualquier condicion limitante de
zinc, quezrfC era dispensable para el crecimiento en medio dowitante en zinc en
presencia derfA y zrfB, y que éstos eran dispensables para el crecim@mtmedio
alcalino limitante en zinc en presenciazfC. Para profundizar en el conocimiento de la
funcién especifica de cada transportador, cadaderos genes se reintrodujo en el locus
pyrG1 de la cepa triple mutante AF2511 (auxotréfica esfmmea de uracilo, obtenida a
partir de AF251), generando las cepagA’zrfBAzrfCA (AF751), zrfAAzrfB zrfCA
(AF761) y zrfAAzrfBAzIfCT (AF731). Ademas, también se reintrodujo el gafC
delecionado en la region codificante de aproximaaden 170 residuos del extremo N-
terminal de la proteina, generando la ceg@AzrfBAzrfC (AF791). Tras analizar el
crecimiento de todos estos mutantes se demostréaqapacidad deA. fumigatus para
crecer en medios alcalinos limitantes en zinc resdorincipalmente en el gerrfC y de
manera secundaria ererfB. Ademasse demostré queel extremo N-terminal de ZrfC
es necesario para el crecimiento del hongamn condiciones extremadamente limitantes en
zinc.

4. El genaspf2 mejora la capacidad de crecimiento dé. fumigatus en medios
muy limitantes en zinc, principalmente a pH alcalim. Los geneszrfC y aspf2
mostraron igual patron de transcripcion en todasctandiciones testadas. Considerando
quezrfC codifica un transportador encargado de la addarside zinc en medios alcalinos
limitantes en este metal, era probable @qspf2 participara de alguna manera en la
homeostasis del zinc da. fumigatusen esas mismas condiciones ambientales. Para
estudiar esta posibilidad se construy6 el mutagpf2A (AF811) y se analizé su capacidad
de crecimiento en medios &cidos y alcalinos limé@sany no limitantes en zinc. Asi se
observé que, sorprendentemente, el mutasf#2\ crecia peor que la cepa silvestre en
condiciones muy limitantes de zinc tanto a pH acdmo alcalino, si bien la cantidad de
zinc requerida para restaurar el crecimiento openaodiez veces mayor en medio alcalino
gue en medio acido. Por tanta,expresién deaspf2 debe ser requerida a niveles muy
bajos (no detectables por Northerrblot) para el crecimiento 6ptimo del hongo en
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medios acidos extremadamente limitantes en zinc, emtras que se requiere su
expresion a niveles elevados para el crecimiento tdpo de A. fumigatus en medios
alcalinos muy limitantes en zinc.

5. La expresion dezrfC y aspf2 esta regulada a nivel transcripcional por los
factores ZafA y PacC.El patrén de expresion de los gerefC y aspf2y la presencia
en su regidon promotora comun de tres sitios ZR ig s#ios PR indicaban que la
transcripcion de estos genes debia estar co-regpladlos factores ZafA y PacC. Para
demostrarlo, se analizé la transcripcion de estoeg mediante Northern-blot en la cepa
AzafA (AF17) y en las cepas mutangeacC que mimetizan crecimiento a pH alcalino
(AF58) y acido (AF60). El patron de expresionztfC y aspf2en todos estos mutantes
demostré que, efectivamenta,transcripcion de estos genes esta controlada p@afA

y PacC Sin embargo, contrariamente a lo descrito enadeaio de regulacion por PacC
(Pefalva and Arst, 2004), el patron de expresi@ muostraban estos genes sugeria que
PacC podria estar reprimiendo la expresion dedoggrfC y aspf2a pH acido, en lugar
de activarla a pH alcalino. Con el objeto de ingastesta posibilidad, se eliminaron los
sitios de unién de PacC a este promotor mediantagénesis puntual dirigida, tomando
en consideracion el trabajo realizado por Espeso. (1997). De esta forma los seis sitios
5-GCCARG-3" (PR) del promotarfC-aspf2(abreviado comad’) fueron convertidos en
5-GCGTRG-3" (promotozd”). A continuacién se expresaron los gené€ y aspf2bajo

el control del promotozd”, en el locuspyrG1l de la cepa AF52z(fCA auxotréfica
espontanea de uracilo), y en el logpgG1l de la cepa AF86laépfA auxotrofica
espontanea de uracilo), respectivamente, genersla@epas AF801z& —zrfC') y
AF891 @& —aspf?). El andlisis de la expresion d6C en AF801 y deaspf2en AF891
demostré que se transcribian en medios limitamtesne, tanto a pH acido como alcalino,
al mismo nivel que el silvestre lo hace en medaalaio limitante en zinc. De esto se
deduce qud®acC debe ser el responsable de inhibir la trangpcion de estos genes a
pH &cido y que es irrelevante en la transcripciéon @H alcalino.
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Figure S1.Phylogenetic tree of the ZIP family of zinc traodprs. It is a N-J bootstrapped
tree that was created using Clustal X by settiegnihmber of bootstrap trials (N) to 1000.
Most of the proteins in the tree cluster into feoain branches that correspond with the
ZIP-1, ZIP-Il, LIV-1 and gufA subfamilies of ZIP &ansporters, as described previously
(40). However, the ZrfC-like proteins cluster insaparated branch of the tree closely
related to the ZIP-I proteins. The correspondingeasion number and organism for each
protein are given. The formal name of the protsialso showed when it applies. Specific
names has been abbreviated as follows: Aggeomyces capsulatug\cv= Aspergillus
clavatus Afu = Aspergillus fumigatusAnd = Aspergillus nidulansAoz = Aspergillus
oryzae Ath = Arabidopsis thalianaBta =Bos taurus Cab =Candida albicansCco =
Campylobacter coliCel =Caenorhabditis elegan£gb =Chaetomium globosunCim =
Coccidioides immitisCli = Chlorobium limicola Dha =Debaryomyces hansenbme =
Drosophila melanogasteDre =Danio rerio, Hs =Homo sapiensMac =Methanosarcina
acetivorans Mgr = Magnaporthe griseaMmu =Mus musculusNcr =Neurospora crassa
Pan =Podospora anserinaPbr = Paracoccidioides brasiliensi?no =Phaeosphaeria
nodorum Pst = Pichia stipitis Sce = Saccharomyces cerevisja&ly = Solanum
lycopersicumand, Ssc Sclerotinia sclerotiorum
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5. Informacion adicional

Ademas de los experimentos mostrados en el artantierior, también se investigo si la
distinta relevancia que presentaban los ger@sy zrfC en el crecimiento dA. fumigatus

en condiciones limitantes de zinc (es denifB es fundamental para el crecimiento a pH
acido yzrfC lo es a pH alcalino) era exclusivamente debidal aliferente patrén de
expresion segun el pH ambiental, o si, ademaspiainas que codifican mostraban
distinta funcionalidad en cada pH. Para ello, sestayeron dos cepas mutantes distintas:
una que expresaba en el lopysG1de la cepa triple mutante AF2511 el gefB bajo el
control del promotor derfC (AF771) y, del mismo modo, otra que expresabarlzgC
bajo el control del promotor dafB (AF781) (Fig. 3Ra). A continuacion, se realizd un
estudio transcripcional para comprobar que la exkpnede los genes revertidos se
correspondiera con la regulacion propia de cadangiar (Fig. 3Rb). Como puede
observarse, la cepa AF771 expresaba elzg#hen las mismas condiciones en las que un
silvestre expresa el ganfC, es decir, tnicamente se expresaba en pH aldatiitante en
zinc. Por otra parte, el mutante AF781 expresalgemrtrfC en las mismas condiciones en
las que un silvestre expresa el gef, es decir, presentaba una expresién muy alta a pH
acido limitante en zinc, y muy baja a pH alcalialemas, en concordancia con la
regulacion del silvestre, ninguna cepa expreso segjenes en condiciones de
disponibilidad de zinc (dato no mostrado en la ru Se incluyeron en el estudio las
cepas AF761zfAAzIfB zrfCA) y AF731 @rfAAzrfBAzrfC) con el doble propoésito de
comprobar también la expresion de los gerréB y zrfC en estas cepas y de utilizarlas
como control interno de expresién de estos genesldocuspyrG. Tal y como se
esperaba, todas las cepas mostraron el patrénpieseén correspondiente al promotor
que regulaba cada gen. No obstante, observandtadataente la figura se puede apreciar
que los transcritos expresados por las cepas megtamésentaban distintos tamafios con
respecto a los de la cepa silvestre. En el cadasdeepas AF771 y AF781, éste era un
hecho esperado, puesto que el sitio de inicio deufescripcion de los genedB y zrfC es

lo suficientemente diferente para advertir estardiicia de tamafo. El sitio aproximado de
inicio de la transcripcion del geanfB se encuentra 268 nucleétidos aguas arriba dehcodé
ATG (Vicentefranqueiraet al, 2005), mientras que el del geriC ha sido localizado en
este trabajo en la posicion —32 con respecto abrtddlG. Es por ello que el genfC
expresado bajo el control de promotorzif8 presentaba un transcrito de mayor tamafio
gue el gererfC silvestre, mientras que el gerfB expresado bajo el control del promotor
de zrfC se transcribia en un ARNm mas corto que el delgjeestre Por su parte, el
tamafo ligeramente mayor que presentaba el ARNngelekrfB expresado en la cepa
AF761 (aproximadamente 50 nucleétidos mas) tami@ém esperable, a pesar de
encontrarse la region codificante zi&B bajo el control de su propio promotor, debido a
que la ORF del gen tenia fusionada en su extrenrggion codificante del epitopo HA,
de 42 nucledtidos.
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Fig. 3R. a) Construccion de las cepas Mlefumigatusque expresaban el gerfB bajo el promotor derfC
(AF771) o el gererfC bajo el control del promotor dafB (AF781), en el locupyrG de la cepa triple
mutante AF2511. La regién roja en el extremo 51ad©RF del gererfB sefiala la zona codificante del
epitopo HA. En ambas cepas se comprob6 que el swabe recombinacién habia ocurrido correctamente
mediante Southern-blot (no mostradw) Analisis de la expresion por Northern-blot dedeseszrfB (en las
cepas AF771 y AF761) grfC (en las cepas AF781 y AF731). En todos los cabt®mgo se cultivd en
medio acido (A) o alcalino (B). En la parte inferide los paneles se indica la intensidad relatvaada
sefial normalizada adecuadamente. Los medios selanoc con 10 conidios/mL y se incubaron 24 horas a
37°C.

Sin embargo, la cuestion mas dificil de explicarlarmenor cantidad de ARNm detectado
en las cepas AF771 y AF761 con respecto a la deestse, ya que en ésta ultima el gen
zrfB se encuentra bajo el control de su propio promdtmmando en consideracion que la
cantidad de transcrito del gemfC detectado en la cepa AF731 era similar a la de la
silvestre, no se puede presumir que el nivel deesikin dezrfB en el locugpyrG difiera

del nivel en el locus natural del gen. Una pogibii razonable para explicar esta
diferencia seria que el ARNm del gerfB en las cepas AF761 y AF771 fuera menos
estable que el ARNm del gen silvestre. Ello podeiadebido a que el transcrito del gen en
los mutantes contiene los nucleétidos correspoteiea la ORF del epitopo HA, por lo
gue la estructura secundaria del ARNm serd diferdtdra intentar conocer la factibilidad
de esta hipoétesis, se realiz6 la prediccion detiauetura secundaria de los extremos 5° de
los ARN mensajeros correspondientes a los geriBs/ zrfB-HA utilizando la herramienta
CONTRAfold (Conditional Training for RNA secondary structureegiction), disponible
online en la pagina http://www.contra.stanford.edutrafold/server.html (Fig. 4R).
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Fig. 4R: Prediccion de la estructura secundaria formadapextremo 5° de los ARN mensajeros transcritos
a partir de los genesfB-HA expresado por las cepas AF761 y AF{a)ly zrfB silvestre(b). La linea roja
enmarca la secuencia nucleotidica que codificaitbgo HA.

Como puede observarse en la figura, el ARNm transdel gen mutante presenta una
region abierta que coincide con los nucleotidosfimashtes del epitopo HA, por tanto es
muy probable que este ARN sea menos estable oyaedién silvestre.

Una vez analizada la expresion de los genes, smditba estudiar la capacidad de
crecimiento de estas cepas en medios solidos agidmsalinos, no suplementados y
suplementados con cantidades crecientes de zimparandolo con el crecimiento de las
cepas AF761 y AF731, que expresan los gemni&sy zrfC, respectivamente (Fig. 5R).La
cepa AF771 crecio peor que la cepa AF761 a pH aaidtuso con un suplemento de 50
UM de zinc. No obstante, con este suplemento AlerdXapaz de crecer, mientras que el
triple mutantezrfAAzrfBAzrfCA no (ver figura 4 en el articulo 2). Esto sugiena uez mas
que la capacidad promotora del promotorzd€ no esta totalmente reprimida en medios
acidos limitantes en zinc y permite que se produanabajisimo nivel basal de
transcripcion no detectable por Northern-blot. Borparte, la cepa AF781 a pH acido
crecio peor que la cepa AF761. Es mas, AF781 cedaidismo nivel que AF771.
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Alcalino

AF771
zrfC’—zrfB

AF761
zrfB*
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zrfB"—zrfC

AF731
zrfC’

Fig. 5R. Crecimiento de las cepas AF771, AF761, AF781 y 3IFén medio acido (SDAE) y alcalino
(SDNE) sin y con cantidades crecientes de suplamelet zinc. Las placas se sembraron cofi 10
conidios/cepa y se incubaron a 37° C en ambientetid 3, en medio alcalino 6 5 dias, en medio acido.

Esto quiere decir que la poca cantidad de protgifia que se debe estar produciendo en
AF771 debe ser capaz de transportar zinc mas pefeae que la proteina ZrfC
expresandose en altos niveles. De esto se puedtuicaque el transportador ZrfB es
mucho mas eficaz que ZrfC en la adquisicion de ziree pH acida

Sin embargo, a pH alcalino la cepa AF771 crecior ppe la cepa AF731, lo que
sugiere queel transportador ZrfC es mas eficaz que el ZrfB olgniendo zinc de
medios alcalinos No obstante, la cepa AF771 a pH alcalino creeitsibblemente mejor
gque AF761, lo que indica que ZrfB también puedeciodt zinc de medios alcalinos
limitantes en zinc, aunque mucho menos eficientéengque ZrfC. Ademas, el hecho de
que AF781 no sea capaz de crecer como AF731 a pélinal, demuestra que el
transportador ZrfC se debe expresar mucho a pHiradchmitante en zinc para que el
hongo pueda alcanzar su tasa maxima de crecimeenégas condiciones.

En resumen, tanto la regulacion de la transcripdéterminada por los promotores de
zrfB y zrfC en funcion de la disponibilidad de zinc y del pidbgental, como la diferente
funcionalidad de las proteinas ZrfB y ZrfC (ZrfBnftiona mejor a pH acido y ZrfC a pH
alcalino) son claves para explicar la capacidad dieimigatuspara adaptarse a crecer en
medios acidos y alcalinos limitantes en zinc.
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CAPITULO Il

Importancia de la capacidad de adquisicion de zina partir de medios
alcalinos extremadamente limitantes en zinc en laralencia de
Aspergillus fumigatus

Los resultados obtenidos en los capitulos anterioa® demostrado que la capacidadde
fumigatuspara crecer en ambientes alcalinos muy limitaetesinc reside principalmente
en el gererfC. Ademas, el geaspf2también es necesario para el crecimiento Optiid a
alcalino extremadamente limitante en zinc. Comeg/aomenté en la introduccion general
de esta memoria, estas condiciones ambientaldasomsmas quA. fumigatusencuentra
cuando crece en el tejido pulmonar y causa aspsigipulmonar invasiva. Por tanto, es
muy probable que estos genes sean necesarios gagaimiento del hongo en tejido vivo
y, consecuentemente, para la virulencigAdéumigatus Por consiguiente, para investigar
esta posibilidad primero se obtuvieron cepas prafioaspyrG’ e isogénicas respecto a la
cepa silvestre, posteriormente se analizd la cdpdcile crecimiento de estas cepas en
suero y se determiné la capacidad de germinacidinatmente, se realizaron ensayos de
virulencia en ratones inmunosuprimidos.

1. Construccion de cepas prototroficas e isogénicas respecto a pyrG

Para evitar posibles efectos sobre el crecimiemocepas mutantes d&. fumigatus
asociados con la expresion del marcador de sefe@yids en un locus ectopico, que
pudieran alterar la capacidad de crecimiento desespas en los tejidos vivos y, por tanto,
afectar a su virulencia, se construyeron las cég@genicaspyrG’ zrfCA, zrfAAZIfBA,
zZrfAAZIfBAZITCA, zrfAAZrfBAZIfCAN,  zrfAAzrfBAzZIfCT y aspfA. Para ello, las
correspondientes cepag/rG con la mutaciénpyrG1l (ver materiales y métodos) se
transformaron con un fragmento de ADN de 1238 mleftido para revertir la mutacion
puntualpyrG1 (obtenido del plasmido pPYRG* con la digestion ElZ&coRl) (Fig. 6R).

LocuspyrG con la mutaciépyrG1(X)

pyrG-

Reversion pyrG

EcoRlI EcoRlI

Fig. 6R. Construccion de las cepas prototroficas e isegémiespecto pyrG.

~ 45 ~



Resultados

Las cepas prototroficas seleccionadas en medio AMiviksuplemento de uracilo/uridina
se analizaron mediante Southern-blot, utilizandom@osonda el mismo ADN
transformante para descartar que hubieran ocuinderciones no deseadas en otros
puntos del genoma. Estas cepas isogénicas fuesaniliaadas para realizar los estudios
de virulencia.

2. Crecimiento en suero

El suero de los mamiferos inhibe el crecimientdadenayoria de los microorganismos
(Gifford et al, 2002), incluyendo el de algunos de los patogéimagicos mas comunes,
comoC. albicans(Minn et al, 1997). Sin embargo, una particularidadAddumigatuses

su capacidad para crecer en concentraciones eefsivte altas de suero humano o suero
bovino, siendo capaz de crecer en sueros al 80ffo(Get al, 2002).

Los medios de cultivo preparados con sueros sonosieally complejos que presentan
una serie de caracteristicas por las cuales seegsemas a los tejidos vivos que los
medios de cultivo sintéticos. Las dos caractedstimas relevantes para nuestros estudios
son: (1) contienen proteinas capaces de secuesttaies con gran afinidad, de manera
que su biodisponibilidad es muy limitada para lograorganismos, y (2) tienen pH
alcalino, el cual se mantiene constante durantgeelpo de incubacion (Gifforét al,
2002). En este sentido, el crecimiento Alefumigatusen estos medios podria ser mas
parecido al crecimiento del hongo en los tejidogosique el crecimiento que exhibe
cuando crece en los medios definidos usados hlasta @vlorencet al, 2007b). Esta es la
razén por la que se decidio, previamente a lazazbn de los estudios de virulencia en
ratones, analizar la capacidad de crecimiento sledpas mutantes en medios con suero
bovino fetal (FBS) y suero bovino (BS), cada undGf# y al 50% sin suplemento y con
suplementos crecientes de zinc (Fig. 7R).

En los medios FBS y BS al 10%todas las cepas crecieron igual que el silvestre,
incluso sin suplemento de zinc, excepto el triplgante AF721 ArfAAzrfBAzrfCA) vy el
doble mutante AF48z(fAAzrfBA). El triple mutante sé6lo era capaz de crecer ocoiasid
medio era suplementado con 1000 uM de zinc, aumgieso en este caso en el medio BS
crecia peor que la cepa silvestre. ElI doble mutardeia menos que el silvestre en el
medio BS limitante en zinc, efecto que no era olzd®e en el FBS. Curiosamente el
mutante AF731 ArfAAzrfBAzIfC'), que es genéticamente equivalente y que habia
mostrado la misma capacidad de crecimiento en kxdion definidos, crecia igual que el
silvestre en esas mismas condiciones. En la comiparantre los medios se observa que
el crecimiento de las distintas cepasddéumigatusestaba mas restringido en el medio BS
que en el FBS. Ademas, el medio BS parecia selim@ante en zinc, ya que el mutante
triple crecio peor en él que en el FBS con el misop@emento de 1000 puM.
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Zn?* (uM)

BS

zrfC4  wt
(AF541) (AF14)

aspf24 aspf2*
(AF871) (AF881)

FBS

BS

ABCA  ABA
(AF721) (AF48)

ABA C+ ABA C+M2

Fig. 7R. Crecimiento de la cepa silvestre (AF14) y de lsas mutantes isogénicas en suero bovino (BS) y
suero bovino fetal (FBS) al 10% y al 50%, sin so@ato de zinc y con suplementos de 100 y 1000 uM de
zinc. Las placas se sembraron cof dénidios/cepa y se incubaron a 37° C en ambieieetio durante 3
dias en sueros al 10% 6 5 dias en sueros al 50%

En elmedio FBS al 50%todas las cepas crecieron de forma similar exceptoutante
doblezrfAAzrfBA, que de nuevo crecia peor que la cepa genéticaragoivalente AF731,

y el triple mutantezrfAAzfrBAzrfCA, que no era capaz de crecer a menos que el medio s
suplementara con 1000 uM de zinc. Por su parte| eredio BS al 50% todas las cepas
crecian igual que el silvestre, excepto el mutasiteple zrfCA, que necesitaba un
suplemento de 100 uM para poder crecer, el tripleamezrfAAzfrBAzrfCA, que no era
capaz de crecer ni siquiera con el suplemento @@ L0 de zinc, y el doble mutante
zrfAAzrfBA, que una vez mas crecia ligeramente peor quepka AE731, aunque en este
medio el defecto era mas leve. Estos resultadasrselacionaban bien con los obtenidos
previamente en los ensayws vitro, aunque ni el geaspf2ni el extremo amino de la
proteina ZrfC parecian tener la relevancia pareretimiento en suero que previamente
habian mostrado en los medios definidos. AdemagleBS, las cepas con genotipo
silvestre mostraron constancia entre ellas en surpale crecimiento, por lo que este
medio parecia mas adecuado que el FBS para esladiapacidad de crecimiento de las
cepas en relacion con la adquisicion de zinc. Eamen, de este analisis se concluy6 que:
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(1) el genaspf2es irrelevante para el crecimiento en suero, I(2)er zrfC es necesario
para el crecimiento en medio BS 50% (sin suplemeéatninc), (3) el extremo amino de la
proteina ZrfC parece irrelevante para permitir@do alcanzar su maxima capacidad de
crecimiento en BS y, (4) los gerna$A y zrfB también deben contribuir a la adquisicién de
zinc a partir de suero.

A pesar de que las deficiencias en crecimiento puesentaron los mutantes
zrfAAzZrfBAzZIfCA  (AF721) y zrfCA (AF541) parecian ser debidas a la limitada
biodisponibilidad de zinc que existe en los sueta®bien habria que tener en cuenta que
los sueros son medios limitantes en otros met&es.ejemplo, ha sido descrito que la
produccion de sideroforos es fundamental para Ajuéumigatuspueda crecer en los
sueros, ya que existe una gran limitacién de hierrcellos (Hisseret al, 2004). Para
investigar esta posibilidad, se analiz6 la capatida crecimiento de los mutantes en
medios BS preparados a distintas concentracior@sysuplementos de zinc, cobre y/o
hierro para comprobar si alguno de esos metalesraig el crecimiento de las cepas que
habian mostrado deficiencias en el experimentaiani&ig. 8R).

En esta figura se puede apreciar como el incrementta concentracion del suero
inhibe el crecimiento dé. fumigatus Sin embargo, en concordancia con lo anteriormente
descrito,A. fumigatusera capaz de crecer en una concentracion tanatta es el 70% de
suero, la cual inhibiria el crecimiento de la gnaayoria de los microorganismos. Ademas,
se aprecia que la cepa AF731 crecia igual quehedssie en todas las condiciones
estudiadas, lo que prueba que el gd@, y nozrfA ni zrfB, es el principal responsable de
la adquisicion de zinc en el medio BS limitante.nfititante AF541 crecia menos que el
silvestre en BS al 40% sin suplemento de zinc, gnaccapaz de crecer en el medio al 70%
sin zinc. Pero su capacidad de crecimiento seliesfa al nivel del silvestre al afiadir zinc
al medio. Sorprendentemente la adicion de cobrebieamrestauraba parcialmente su
capacidad de crecimiento aunque solo en BS al 40@mntras que la adicion de hierro
mejoraba ligeramente el crecimiento de todas lpas;goero no restauraba el crecimiento
del mutante AF541. Por ultimo, la cepa triple mteg\F721) sélo crecia en BS 10% con
100 uM de zinc y en BS 40% con 1000 pM de zincrésumen, de estos estudios se
puede concluir que el gemfC es necesario para el crecimientoAddumigatusen suero,
lo que podrian indicar que este gen es el prinecgegdonsable de la adquisicion de zinc a
partir de los tejidos vivos.
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Suplemento

100 pM Zn*

100 pM Cu?*

wt
(AF541) (AF14)

2+
100 uM Fe ABAC* ABCA

(AF731) (AF721)

100 pM Fe*
100 pM Ccu®

100 pM zn*
100 pM Fe**
100 pM cu®

1000 uM zn**

1000 uM zn**
100 pM Fe**
100 pM Cu?*

Fig. 8R. Crecimiento de las cepas AF14, AF541, AF721 y AFé8 medios BS al 10%, 40% y 70% sin
suplemento o con suplemento de 100 uM zinc, 100hjevto y/o 100 uM cobre y 1000 uM zinc, segln se
indica en cada caso. Las placas se inocularon 6drdhidios/cepa y se incubaron a 37° C en ambiente
hdamedo 3 dias en BS al 10% 6 4 dias en BS al 4008y
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El descubrimiento de que el cobre era capaz daumstparcialmente el crecimiento del
mutantezrfCA en condiciones limitantes de zinc sugeria unabpmgielacion entre la
homeostasis del zinc y del cobre, otro oligoelemesgencial. Para investigar si la
disponibilidad de cobre influye en la expresiéngegees relacionados con la homeostasis
del zinc, se cultivé la cepa silvestre en medi@lalo limitante en zinc y cobre, y se
investigo la transcripcion de los gerzefB, zrfC y aspf2(Fig. 9R).

Alcalino

-Zn +Zn -Zn
-Cu +Cu +Cu

zrfg ' Fig. 9R. Anélisis de la expresion por Northern-blot de leneszrfB,

zrfC y aspf2en la cepa silvestre (AF14) cultivada en medialaio
(SDN) limitante en cobre y zinc, con los suplemerntte cobre (10 uM)
y zinc (100 pM) indicados en cada caso

zrfC

'e
aspfz . '
- (O]

En la figura se aprecia claramente como la displagalol de cobre en el medio incrementa
sustancialmente la expresiéon de genes relacionadosla homeostasis del zinc. El
incremento de la expresion de los gendB y aspf2inducido por el cobre posiblemente
mejora la capacidad de obtener zinc a partir delosdel mutanterfCA lo que explicaria
la capacidad de crecimiento de esta cepa en prasga@obre. Por tanto, efectivamente
existe una relacion entre la homeostasis del zihel gobre.

3. Relevancia de la adquisicion de zinc en germinacion

Un factor importante que determina el éxito de nédcion y colonizacion poA.
fumigatuses su capacidad de germinar en el ambiente deidpulEn este sentido la
infeccién con conidios de una cepafA\, que no son capaces de germinar en el pulmon,
no causa enfermedad (Moreabal, 2007b). La cepaafA\ no es capaz de adquirir zinc
del ambiente ni de movilizar sus propias resermémdelulares, ya que no expresa los
genes necesarios para ello (ejfF), por esta razdn esta cepa no crece en ninguna
condicion limitante de zinc. Sin embargo, las cep#GA y zrfAAzrfBAzrfCA no crecen
bien en condiciones limitantes en zinc porque no ca@paces de adquirir el metal del
ambiente pero, al contrario que la ceg@dA\, si son capaces de movilizar sus reservas
internas de zinc, por lo que los conidios de estgms deberian ser capaces de germinar
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incluso en ambientes limitantes, siempre que pte® medios ricos en zinc en los que
hayan podido formar esta reserva intracelular. Bstdo podria determinar una diferencia
entre la virulencia de la ceafA y las cepazrfCA y zrfAAzrfBAzrfCA, puesto que la
germinacion de los conidios en el pulmén podriasaaiwciertos dafios al hospedador
aungue no fueran capaces de formar hifas. Paratigae este aspecto de la fisiologia de
las cepas, se determiné el porcentaje de germmat®6los conidios de estas cepas en
medio definido alcalino (SDN) limitante y no limite en zinc (Fig. 10Ra) y en BS 50%
(Fig. 10Rb).

a) b)

100 ——AF14-Zn 1003 —|—AF14
] —B—AF14+Zn ] —A— AF541
- ] ~v- AF721-Zn _ ] —¥-- AF721
51 ~v-AFT21+Z0 S 1 —e— AF17I

£ 104 O-AF54-Zn = 40

g ] > AF54+Zn 5 E

= 1 ——AF17lZn Q]

i —A—AF171+Zn  ° 1

1 T V T T T T 1 1 :

Horas

Fig. 10R.Tasa de germinacion de las cepas silvestre (AREH)A (AF541), zrfAAzrfBAzIfCA (AF721) y
zafAA (AF171) en medio definido alcalino con (100 uM)ig suplemento de zin@) y en BS 50%lf). Se
inocularon 10 conidios/mL de medio y se incubaron a 37° C. Aipde las 4 horas de incubacién se calcul6
el porcentaje de germinacion cada hora hasta lashdi@s. Las graficas se representan en escala
semilogaritmica.

Como puede observarse, en BS 50% todas las cepsesnpaban la misma capacidad de
germinacion, alcanzando practicamente el 100% deeptaje de germinacion. Por otra
parte, en el medio definido alcalino los mutaree€A y zrfAAzrfBAzrfCA germinaban
igual que el silvestre (en torno al 80%), miengae la cepaafA presentaba un retraso
en el proceso y tan sélo germinaban el 50% deslasras. Por tanto, parece que las cepas
zrfCA 'y zrfAAzrfBAzrfCA deben ser capaces de formar la reserva intracelalainc que
permite germinar a los conidios. En consecuencia,las esporas de la cepa
zrfAAzrfBAzIfCA fueran capaces de germinar en el pulmoén, posilbiEmie haran de
forma muy similar a una cepa silvestre, al contrde los conidios de la cepafA\, que
apenas son capaces de germinar en el tejido puimasa cepa es avirulenta (Moresto
al., 2007b).
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4. Importancia de zrfC en la virulencia de A. fumigatus

Los ensayos de virulencia se realizaron utilizandomodelo murino de aspergilosis
pulmonar invasiva en ratones inmunosuprimidos con acetato de hidisona y
ciclofosfamida, tal y como se describe en la secd®materiales y métodos.

En primer lugar, para determinar la relevanciacsegenezrfAy zrfB en la virulencia
deA. fumigatusse realizé un modelo murino infectando los rasoren 18 conidios de la
cepa AF48 ZrfAAzrfBA). Como se puede apreciar en la figura (Fig. 1DB)se
encontraron diferencias significativas entre lasvasi de supervivencia de los ratones
infectados con la cepa mutante o con la cepa sié&v@gs= 0,748).

—&— AF14 (wh)
--0-—- AF48 (zrfAAzrfBA)

Supervivencia (%)

5
Y1 1 T T T T T T T 1
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Dias post-infeccion

Fig. 11R. Curva de supervivencia de los ratones infectados 1¢B conidios/ratén de las cepas AF14 y
AF48. Cada curva representa la supervivencia dgupo de 10 ratones

Ademas, la carga fungica presente en los pulmoaesstbs ratones, estimada mediante
determinacion del numero de unidades formadorasalenias (ufc) y cantidad de
galactomanano (GM) por gramo de tejido, resultossmilar entre ambas cepas (Tabla
1R). Por tanto, se puede concluir que los gemm&Sy zrfB no son necesarios para la
virulencia deA. fumigatus

. ufc/g png GM/g
Cepa Inéculo
P (X £ Gp1) (X £ Gp1)
AF14 (W) 10° 10045 + 2567 22,1+ 4,7
AFA48 (zrfAAZIBA) 10 11166 + 4469 26,0 +10,3

Tabla 1R. Carga fungica media presente en los pulmonessieatones infectados con las cepas AF14 y
AF48. La carga fungica se calculé determinandaletero de unidades formadoras de colonias por gceEmo
pulmén (ufc/g) y la cantidad de galactomanano pamg de pulmén (ug GM/g).
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De acuerdo con todos los resultados previos, elzgih deberia ser el encargado de
adquirir el zinc en los tejidos vivos. Para indagarla funcion del gearfC sobre la
virulencia deA. fumigatusse ensayo la virulencia de un mutan€A asi como la de un
mutantezrfAAzrfBAzrfCA utilizando un inéculo de f0conidios por ratén (Fig. 12Ra).
Como se puede apreciar, el mutamtfCA presentaba una virulencia significativamente
reducida respecto a la cepa silvesRe=(0,0008), disminucion que se acentuaba en gran
medida en el triple mutan@fAAzrfBAzrfCA (P < 0,0001). Sin embargo, 4 de los 9 de los
ratones inmunodeprimidos que mueren a partir delemm dia post-infeccion
(coincidiendo con el dia en el que se administrabdadosis de ciclofosfamida) no
presentaban cargan flngica alguna, por lo que lartmue estos ratones no puede ser
atribuida a la infeccion poAspergillussino mas probablemente al estrés asociado a la
inmunosupresion. De hecho, gracias a la utilizadémgrupos control de inmunosupresion
(ver materiales y métodos) se pudo constatar qatiedmente algunos ratones morian sin
haber sido infectados, debido al estrés que suponierapia inmunosupresora. Por
consiguiente, la disminucién de la virulencia deltamte zrfAAzrfBAzrfCA en realidad
debe ser mayor de la reflejada en la figura. Edqoier caso, la reintroduccién del gen
zrfC completo restauraba la capacidad patogénicA. demigatusal nivel del silvestreR

= 0,132). Ademas, la virulencia de una cepa que eaped genzrfC sin la region
codificante de su extremo amino era idéntica querladencia de una cepafCa (P =
0,857). Por tanto, el extremo amino de ZrfC eran@sé para la funcionalidad de este
transportador cuando el hongo crece en tejido vivo.

—&— AF14 (wt)

—e— AF541 (zrfCA)

-~ AF721(zrfAAzrfBAzrfCA)
& V- AFT31 (2rfAAziTBAZiICY)

-~ AF791(zrfAAzfBAzrfCNY)

supervivencia (%)

Or—T—T T ¥ T T T T T T T T T T 1
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Dias post-infeccion

Fig. 12R. Curva de supervivencia de los ratones infectadosl€} conidios por ratén de las cepas AF14,
AF541, AF721, AF731 y AF791

Un inconveniente de utilizar un inéculo de’ B@nidios por ratén es que la mayoria de los
ratones mueren en un corto periodo de tiempo (eit@ y 5° dia). En un tiempo de
supervivencia tan corto existe la posibilidad de difierencias en virulencia no se vean tan
claramente reflejadas en las curvas de supervizerieor ello, con el objetivo de
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maximizar las posibles diferencias entre la virgi@ande distintas cepas, se realizaron
infecciones utilizando un inéculo de “16onidios por ratén (Fig. 13R). Los ratones
infectados con la cepa silvestre y con el reveiéd=731 no mostraron diferencia en sus
curvas de supervivenci®& & 0,838) y, aunque los ratones tardaron mas tieempmorir
con este inéculo, ambas cepas mostraron una tasaugervivencia del 0%. Esto
demostraba de nuevo que los gend#la y zrfB no eran necesarios para la virulenciadde
fumigatus Sin embargo, los ratones infectados con el matsimiplezrfCA mostraron una
reduccion significativa en su virulencia respeeta@épa revertientd®(= 0,0004), al igual
que la cepa que expresa el transportador ZrfCusexgsemo aminoR = 0,0083) y, a pesar
de que las curvas de supervivencia de los ratariestados con los mutantes AF541 y
AF791 mostraban mayor diferencia entre ellas que eloinéculo de 10 conidios, su
virulencia no era estadisticamente diferefe (0,297). Por ultimo, la cepa triple mutante
era totalmente avirulenta con el inéculo dé dénidios por ratén. En el caso de esta cepa
triple mutante se decidi6 realizar también un indenayor, de 1Dconidios por ratén, con
la intencion de verificar si la reduccion en vind& se mantenia incluso con un indculo
tan elevado (Fig. 13R).Como se observa en la fiareepazrfAAzrfBAzrfCA continuaba
mostrando una gran reduccién en virulencia con iesieulo tan grande de 3@onidios
por ratén (P < 0,0001).
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40
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—&— AF14 (wt)

—e— AF541 (zrfCA)

—— AF721(zrfAAzrfBAzrfCA) 10*
- AF721(zrfAAzrfBAzrfCA) 10°
--¥-- AF731 (zrfAAzIfBAzIfCY)
- AF791(zrfAAzrfBAzrfCN®)

supervivencia (%)

w

YT T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
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Fig. 13R Curva de supervivencia de los ratones infectadosl€f conidios por ratén de las cepas AF14,
AF541, AF721, AF731 y AF791 y de los ratones irdelas con 10conidios por ratén de la cepa AF721.

Respecto a la carga fungica estimada para cada easgeneral se observo una buena
correlacion entre ésta, la virulencia de la cepadosis infectiva utilizada (Tabla 2R). De
hecho, la simple observaciébn macroscopica de pusaxtraidos de ratones muertos
permitia apreciar el grado de invasion fungica psedistintas cepas presentaban (Fig.
14R).
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. ufc/ GM/
Cepa In6culo e 021) ‘“(l)? N Gn-l)g
AF14 (i) 1¢* 6728 + 5371 14,1+7,4
10° 9295 + 3007 20,7+5,2
AF541 @rfCA) 1¢* 744 + 1145 29+1,6
10° 7838 + 6207 41+38
AF731 @rfAAzrfBAZIfC') 1¢* 8911 + 7035 17,8 +8,3
10° 11850 + 4988 28,1+10,5
AF721 @rfAAzrfBAZIfCA) 10" 0+0 0+0
10° 161 + 321 1,0+1,7
10° 789 + 1049 45+21
AF791 @rfAAzrfBAZITC™) 10 5799 + 3631 6,4+4,5
10° 7658 + 5654 10,4+ 11,2

Tabla 2R. Carga fungica presente en los pulmones de loseatinfectados con las cepas AF14, AF541,
AF731, AF721 y AF791. La carga fangica se calcuddedminando el nimero de unidades formadoras de
colonias por gramo de pulmén (ufc/g) y la cantidadgalactomanano por gramo de pulmén (ug GM/g)

Fig. 14R. Pulmones de ratén recién extraidos @@: un ratén sacrificado del grupo control de
inmunosupresién que no presenta carga fingican ratén infectado con la cepa silvestre que ptasam
carga flngica muy elevadacy un raton infectado con la cepa mutazi€A que presenta una carga fangica
menor que la del silvestre.

En resumen, el andlisis de la supervivencia deeatinfectados con cepas mutarig€A
de A. fumigatusrevel6 que este gen era necesario para la obtedei&inc a partir del
tejido vivo y, por consiguiente, para la virulende@l hongo. Ademas, al contrario de lo
gue sugeria el crecimiento en suero bovino, eleextramino de ZrfC es la parte de la
proteina que le confiere especificamente la capdaieé adquirir zinc a partir de los tejidos
VIVOS.

Los estudios de supervivencia se completaron comnélisis histopatolégico de
muestras de pulmones de ratones infectados con waalale las cepas. Para ello, se
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selecciond al azar un ratdén de cada grupo de idiecrie hubiera muerto en el transcurso
de la curva de supervivencia, asi como de un rsdérificado a los 14 dias del grupo de
ratones infectado con 1@onidios de la cepa AF721, ya que en este ensayoahia
muerto ningun ratén. Los pulmones se fijaron em#&dina, se incluyeron en parafina y se
tiferon de acuerdo al método de tincion con metamamitrato de plata de Gomori
modificado por (Grocott, 1955) (método GMS) seguide una contra-tincibn con
hematoxilina y eosina (H & E) (Ford and Friedma®64) (Huppertet al, 1978) (GMS-
HE) segun se describe en la seccién de Materiale®tpdos.Este método de tincion
permite observar el hongo creciendo en el tejidmpoar y simultdaneamente apreciar las
lesiones titulares asociadas al crecimiento fundg®chwarz, 1982). El estudio de los
cortes histolégicos mostraba que los pulmones sledtmnes que habian sido infectados
con la cepa silvestre o con cepas con el mismoogiadvirulencia, como AF48 y AF731,
presentaban numerosos focos de crecimiento fur{@icp 15R). En coherencia con los
datos de carga fangica, se pudo apreciar un mamerm de focos en los pulmones de
ratones inoculados con “@sporas (en torno a 20 focos por seccién) qu@ematones
inoculados con Tesporas (todos ellos con mas de 125 focos poidsgctos focos de
infeccién observados parecen haberse generadotia gresporas que han germinado
sobre el epitelio que tapiza los bronquiolos, satesolares o alveolos formando hifas que
se extienden y ramifican penetrando e invadiendtejedo pulmonar (Fig. 16R). Con
frecuencia se observa que las hifas atraviesamdeltelio de vasos sanguineos pulmonares
(angioinvasion) causando trombosis y/o hemorrafftigges 17Ra) y en muchos casos se
aprecia que los espacios alveolares se encuergpdetas de sangre (hemorragias intra-
alveolares) (Fig. 17Rb). En ningun caso se obsfittracion de PMN como corresponde
a ratones neutropénicos. Los pulmones de los mtofectados con las cepas que habian
mostrado reduccion significativa de la virulenasno AF541 y AF791, presentaban focos
de crecimiento fungico muy reducidos en numero adgrde invasion del tejido (Fig.
18R). Ademas, no se apreciaron diferencias sigtifias en el numero de focos entre los
pulmones de animales inoculados cort $010° esporas y en todos los casos era
relativamente baja (en ningln caso se superaba20ldscos por seccion). Los focos de
infeccidn se caracterizan por presentar edema yn@agion de una sustancia fibrosa,
probablemente fibrina, dentro de los espacios &ves. Ademas, a pesar del menor grado
de invasion tisular, las lesiones tienen un aspesfmnjoso posiblemente debido a la
necrosis del tejido (Fig. 19R). Como en los cagesips, tampoco se observa infiltracion
de PMNs, aunque resultaba relativamente facil obsela presencia de macréfagos
alveolares en partes sanas del tejido y que enraene parecen estar respondiendo
activamente a la infeccion (Fig. 20Ra). Finalmerge, los pulmones de animales
infectados con T0conidios de la cepa AF721 se observan areas aatandelimitadas en
las que se encuentra un material que aparece tedoGMS y que probablemente
corresponda a restos fangicos sin distinguirsglea estructura micelial, ya que la tincion
de Gomori-Grocott tifie también elementos fungiomsiables (Fig. 21R). Una posibilidad
es que este material proceda de la lisis de las mbr accion de células residuales del
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sistema inmune del raton. De hecho, ocasionalnsenprido observar conidios germinado
dentro de macréfagos (Fig. 20Rb). Por Gltimo, epuiinén inoculado con f@onidios de
la cepa AF721, como era esperable, no se encadh® rdel hongo.
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b)

Fig. 15R: Histologia de pulmones de ratones inmunosuprimitdsctados con cepas que mostraban
virulencia silvestrea) Pulmén de un ratén infectado con la cepa AF4&ugele observar el altisimo numero
de focos fungicos presenté&.Pulmon de un ratén infectado con la cepa silvéétFd 4). Se aprecia la gran
invasion del tejido caracteristica de las cepasvooifencia silvestre.
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b)

Fig. 16R Histologia de pulmones de ratones inmunosuprimididectados con cepas que mostraban
virulencia silvestrea) Pulmén de un raton infectado con la cepa AF73Bpecia como los conidios han
germinado en el epitelio del bronquiolo y las hitage forman penetran e invaden el tejido pulmobgr.
Detalle de las hifas de la cepa silvestre invadiezidejido pulmonar.
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b)

Fig. 17R Histologia de pulmones de ratones inmunosuprimiddectados con cepas que mostraban
virulencia silvestrea) Se puede advertir cémo las hifas han atravesa@odstelio del vaso sanguineo y
crecen en el interior apreciar. By b) se aprecian numerosas hemorragias intra-alveolares
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b)

200x%

Fig. 18R Histologia de pulmones de ratones inmunosuprimiddectados con cepas que mostraban
virulencia reducidaa) Pulmén de un ratén infectado con la cepa AF541okserva el menor grado de
invasion tisular que este mutante es capaz deaedl) Pulmon de un raton infectado con la cepa AF791, se
percibe la menor capacidad de crecimiento del hgugopresenta esta cepa
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b)

Fig. 19R Histologia de pulmones de ratones inmunosuprimiddectados con cepas que mostraban
virulencia reducidaa) Pulmon de un raton infectado con la cepa AF791 gnese observa el caracteristico
aspecto esponjoso que presentan los focos de ifiequrobablemente debido a la necrosis del tejido.
Detalle de un foco de crecimiento fungico de laac&f791 en el que se aprecia la acumulacion de una
sustancia fibrosa en el interior de los espaciosoddres.
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b)

Fig. 20R Histologia de pulmones de ratones inmunosuprimiddectados con cepas que mostraban
virulencia reducidaa) Region sana del pulmoén de un raton infectado eonepa AF541 en el que se
localizan un gran namero de macrofagos alveolaseshén marcado algunos con flechas amarillas para
facilitar su identificacion)b) Detalle de un conidio germinando en el interioudemacréfago.
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Fig. 21R Histologia de pulmdn de un ratén inmunosupriniidectado con la cepa triple mutante en el que
se aprecia una regién teflida con GMS y que proberite corresponda a restos fungicos sin distingleérs
tipica estructura micelial.
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La gravedad de la infeccion guespergillus causa en ratones varia dependiendo del
régimen de inmunosupresion al que hayan sido sdoge{Balloyet al, 2005; Spikest

al., 2008). Asi, la inmunosupresion con ciclofosfamptaduce una disminucion de las
células de la serie blanca, entre las que se iaalups neutréfilos, provocando
neutropenia. Por otra parte, la inmunosupresion corticoesteroides afecta a la
funcionalidad de los fagocitos, de manera que pietd capacidad de matar los conidios e
hifas deA. fumigatusal inhibir la formacion de ROS. Por consiguiepi@,a investigar si la
funcién de ZrfC estaba influenciada por el réginteninmunosupresion, se analizé la
supervivencia de ratones inmunosuprimidos Unicagneah acetato de hidrocortisona e
infectados con 2 x f@onidios de las cepasfCA (AF541),zrfAAzrfBAzrfCA (AF721) en
comparacion con la supervivencia de los ratonexiatios con las cepas silvestre (AF14)
y reconstituidarfAAzrfBAzrfC" (AF731) (Fig. 22R)

100 : <>
%0 v —a— AF14 (wf)

80 —e— AF541 (zrfCA)
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Fig. 22R Curva de supervivencia de los ratones inmunosugos Unicamente con acetato de
hidrocortisona e infectados con 2 ¥ t@nidios de las cepas AF14, AF541, AF721 y AF731.

El patron obtenido estaba en perfecta concordaacidos resultados anteriores en los que
se habia administrado conjuntamente ciclofosfargidartisona. Los ratones infectados
con las cepas silvestre AF14 y revertiente AF73innstraban diferencia en sus curvas de
supervivencia B = 0,208). Sin embargo, los ratones infectados leorrepa AF541
mostraba una reduccién significativa en su virukeon respecto a la cepa silveste=(
0,0002) y la cepa AF721 era totalmente avirulefa<(0,0001) con este régimen de
inmunosupresion. El examen de secciones de pulmdeesstos ratones (Fig. 23R)
revelaba que en el fondo genétm®AzrfBA, la expresion derfC permitia el crecimiento

y elongacion de las hifas, mientras que los cosidlel mutantezrfAAzrfBAzrfCA no
formaban hifas, aunque la mayoria eran capacesrdartr.
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b)

Fig. 23R Pulmones de ratones inmunosuprimidos Unicameameacetato de hidrocortisona e infectados con
2 x 10 conidios de la cepa) revertiente derfC (AF731) ob) mutantezrfAAzrfBAzIfCA. Las secciones se
tifieron exclusivamente con GMS.
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5. Importancia de aspf2 en la virulencia de A. fumigatus

El genaspf2es necesario para el crecimiento optimoAdéumigatusen medio definido
alcalino extremadamente limitante en zinc, aunq&relevante para el crecimiento en
suero bovino, por lo que es posible que sea dighémgara la virulencia del hongo. Para
investigar si el geraspf2era necesario para la virulencia Alefumigatusse realizé un
experimento preliminar infectando 5 ratones cohcb@idios de una cepespf (AF871)

y otros tantos con una cepa revertieagpfZ (AF881) (Fig. 24R).
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Fig. 24R. Curva de supervivencia de los ratones infectades 1¢b conidios/ratén de las cepas AF14 y
AF871 y AF881. La curva de la cepa silvestre regmes la supervivencia de un grupo de 10 ratones,
mientras que las curvas de las cepas AF871 y AFRg&®sentan cada una la supervivencia de un grizo d
ratones.

En la figura se representan las curvas de supemisvale los ratones infectados con las
cepas AF871 y AF881 superpuestas con la curva gmante realizada de los ratones
infectados con el mismo in6culo de la cepa sileesiomo puede observarse, los ratones
infectados con la cepaspf2A no mostraban diferencia significativa en su cudea
supervivencia con respecto a la cepa silveftre §,388) o revertientaspfZ (P = 0,582),

lo que sugiere que el gaispf2no es necesario para la virulencia del hongo. bstamte,
como se ha mencionado éste es tan s6lo un expeoiperiiminar que no permite extraer
conclusiones definitivas sobre la funcion de Aspivirulencia.
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El zinc es un oligoelemento esencial para todotganismos, puesto que es necesario
para la estabilidad estructural y/o funcion catalidle mas de 300 metaloenzimas (Kaim
and Schwederski, 1994). Sin embargo, la homeostakitar de zinc debe estar finamente
regulada ya que tanto su déficit como su excesderesultar perjudicial para las células
(Gaither and Eide, 2001). El organismo en el qupmnse conoce la homeostasis del zinc
es la levadura model®accharomyces cerevisideén esta levadura la homeostasis del zinc
esta regulada por el factor Zapl (Zhetoal, 1998). En medios limitantes en zinc este
factor induce la expresion de los genes que ceadifios transportadores de la familia ZIP
Zrtl y Zrt2 localizados en la membrana plasmatisa ammo del transportador Zrt3
localizado en la membrana vacuolar (Zhao and Hifle6a, Zhao and Eide, 1996b). Sin
embargo,S. cerevisiagesta adaptada a vivir en ambientes acidos, pguéoen medios
neutros o ligeramente alcalinos crece muy lentaepanientras que en ambientes mas
basicos (pH > 8) ya no puede crecer. Posiblemantegia raz0i$. cerevisia@o presenta
un sistema de adquisicion de zinc especifico pass eondiciones, aunque también se
podria argumentar que la incapacidadSdecerevisiagpara crecer en medios alcalinos
fuera en parte consecuencia de la falta de unnsstde adquisicion de zinc en estas
condiciones segun puede deducirse de los expeosel® complementacion realizados
expresandazrfC en una cepartlAzrt2A de S. cerevisiag(figura 3 en articulo 2). En
cualquier caso, gracias a los conocimientos adtpsrsobre la homeostasis del zincsen
cerevisiag se ha comenzando a estudiar la homeostasis del en otros hongos
filamentosos com. fumigatus(Vicentefranqueiraet al., 2005) y Neurospora crassa
(Kiranmayi et al, 2009) o levaduras com@andida albicans(Kim et al, 2008) y
Schizosaccharomyces pom{B®ch et al, 2008, Daintyet al, 2008). Sin embargo, todos
estos estudios comenzaron con la busqueda de leeinas ortdlogas de los
transportadores Zrtl y Zrt2 d&. cerevisiae mediante el uso de herramientas
bioinforméaticas, por lo que consecuentemente endgoria de los casos se han estudiado
solamente los transportadores ZIP encargados deldaisicion del metal a partir de
medios acidos, que ademas es el pH de la mayots aeedios de cultivo que se utilizan
rutinariamente para el crecimiento de hongos. Simbaggo, a diferencia de los
microorganismos no patdgenos, los hongos patégeaomsmnos comdC. albicansy A.
fumigatusdeben ser capaces de adquirir eficazmente a plartios tejidos el zinc que
necesitan para crecer dentro de un hospedadorpsibéeePor tanto, la homeostasis del
zinc en los hongos patdgenos es necesariamenteamgdeja que efs. cerevisiaga que
han de poseer un sistema especifico de adquisiigarinc a partir de medios alcalinos
extremadamente limitantes en este cation eseng@ales permita sobrevivir y proliferar
en los tejidos vivos.
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1. El sistema alcalino de adquisicién de zinc

Estudios previos realizados en nuestro laboratesnelaron que la expresion de los genes
zrfA y zrfB esta en gran parte reprimida a pH alcalino y qa@é éispensables para el
crecimiento deA. fumigatusen medios alcalinos limitantes en zinc (Vicentafiazeiraet

al., 2005). Ademas, también se demostré que la reigulale la homeostasis del zinc era
esencial para la virulencia del hongo, ya que urianta sin el gen codificante del
regulador transcripcional ZafA es avirulento emurdelo murino de aspergilosis invasiva
(Morenoet al, 2007b) Por tanto, si los transportadores ZrfAfB son dispensables para
crecer en medios alcalinos limitantes en zinc fieAdfA esencial, quiere decir que
fumigatusdebe poseer al menos un gen cuya expresion secipau ZafA que codifica un
transportador ZIP de membrana plasmatica encardad@ adquisicion de zinc a partir de
medios alcalinos limitantes en este cation y queedser importante en la virulencia del
hongo. El analisis de la expresion de todos loggeeA. fumigatusjue presumiblemente
codifican proteinas pertenecientes a la familia @Rlera and Hass, 2009), revel6 que el
anico de ellos inducido por ZafA en medios alcaifionitantes en zinc era el genfC,

por lo que se estudid la funcién de este gen aordaeostasis del zinc en medios alcalinos,
llegandose asi a corroborar la hipotesis inicididalo 2). EfectivamenteA. fumigatus
posee un sistema de adquisicion de zinc codifigaumtoel genzrfC que opera en medios
alcalinos extremadamente limitantes en zinc y equel posiblemente también participan
otras proteinas como Aspf2 y/o la proteina GzbAg proteina GPI que presenta varios
motivos putativos de unién de zinc similares agos presenta Aspf2. Ademas, uno de los
principales hallazgos realizados durante estosdiestufue la demostracion de que la
expresion dezrfC y aspf2 a pH acido estaba reprimida por el factor Pac@Gcipal
encargado de la regulacion de la expresion gémigansel pH del medio eAspergillus
(Pefalva and Arst, 2004). Este mecanismo es insplgegun nuestro conocimiento es la
primera vez que se describen genes que presenarti@s de regulacion por PacC.
Aunque desde hace tiempo se sospecha que Pac@ pedlizar alguna funcién en la
regulacion génica a pH acido (Pefalva and Arst4p0@asta ahora nunca se ha podido
comprobar cual era ésta ya que no se tenia coistdamingin gen que pudiera estar
sujeto a la accién de PacC en medio acido. Par,tentegulacion de la expresion zi€C-
aspf2proporciona un modelo ideal para desentrafiaressfaiva funcién del factor PacC.
Una posibilidad para explicar este fenémeno eslapequefia cantidad de PAEGn su
conformacién abierta) y/o PatCque se forman a pH &cido, sea capaz de entrat en e
nacleo antes de ser procesados por el proteasamasg a los sitios PR del promotor de
zrfC-aspf2reprimiendo la actividad transactivadora de Zdba.hecho, PacCes la forma
analoga a la configuracion activa del reguladorpéle de S. cerevisiaeRim101, que
produce represion de la expresion de diversos gémnesd Mitchell, 1997; Lamiet al,
2001). Ademas, probablemente sea determinanteneénady disposicion relativa de los
sitios de unién de PacC (PR) respecto a los «fben los promotores de los genes en los
gue realiza esta funcién represora. En este sersidba observado un elevado nimero de
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sitios PR en el promotor defC-aspf2 de manera que aunque hubiera muy poca cantidad
de Pac®® o PacC?abiertaen el niicleo cualquiera de estas formas serfa cpanirse al
promotor dezrfC-aspf2con mayor probabilidad que a la mayoria de losnptores de los
genes regulados por P&€@ pH alcalino. Ademas, la proximidad fisica exigteentre los
sitios PR y ZR en el promotor defC-aspf2posibilitaria la interaccion fisica entre PacC y
ZafA a nivel del ADN. Finalmente, teniendo en caeqtie el factor ZafA por si solo es
capaz de activar la transcripcion alepf2y zrfC independientemente de PacC (hecho que
se demostro inactivando los sitios PR del promptes) posible que sean necesarias al
menos dos moléculas de Pgeata interaccionar con ZafA y reprimir la transcigm a pH
acido. Sea como sea, lo relevante de este descebtimes que por primera vez se
obtienen pruebas sélidas que indican que la fundénPacC a pH alcalino no es
necesariamente la de inducir la transcripcién degeue se expresan a pH alcalino, si es
qgue realmente es ésta la funcion de PacC actuandwolgario, sino la de modular, en
funcién del pH ambiental, la actividad de otrostdaes transcripcionales que son los que
realmente tienen la capacidad para inducir la exmegénica.

2. La capacidad de obtener zinc en la virulencia d&. fumigatus

Aspergillus fumigatugpresenta varias caracteristicas biolégicas qupeleniten crecer
dentro de los tejidos vivos y causar enfermedadkdibeand Latgé, 2005; Hohl and
Feldmesser, 2007). Entre ellas, es especialmeletearde su capacidad para obtener todos
los nutrientes que precisa a partir de los tejidies hospedador, incluyendo los
micronutrientes esenciales como el hierro y el Ai@alera and Hass, 2009). En este
sentido, se ha demostrado que la capacidad deeslitesiro mediante un mecanismo que
implica la participacion de sideroforos es esenpala la virulencia dé\. fumigatus
(Schrettlet al, 2004). De la misma manera, la correcta reguladeéfa homeostasis del
zinc mediada por el activador transcripcional Z#&ifkbién es esencial para la virulencia
de A. fumigatugMorenoet al, 2007b). Sin embargo, la deleciénzi#A necesariamente
afecta a la expresion de un gran numero de geoed$o gue la incapacidad de una cepa
zafAAd para crecer en tejidos vivos podria no ser excinséente debida a la deficiencia de
zinc, sino también a la desregulacién de otrosgmug celulares para los que el zinc es un
cofactor esencial. En este sentido, resulta evedene el aspecto fundamental que en
primera instancia influye en el correcto manteniuoede la homeostasis del zinc es la
reduccion o supresion completa de la capacidadbteEner zinc a partir de un medio tan
limitante en zinc como son los tejidos vivos.

Hasta ahora, todos los estudios realizados paestigar la homeostasis del zinc&n
fumigatus se han realizado sobre medios sélidos sintétimscamposicion definida
(Moreno et al, 2007b). Por tanto, para completar la caracteidpafenotipica de cepas
mutantes en los transportadores de zinc de memplasmatica regulados por ZafArfA,
zrfB 'y zrfC) antes de proceder al analisis de su capacidagégr@ta en un modelo murino
de API, se analiz6 la capacidad de crecimiento deambes zrfC4, zrfAdzrfBA y
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zrfAdzrfB4zrfCA en medios preparados con varias concentracio®és, (40% y 70%) de
suero bovino tanto de origen fetal (FBS) como pileage de individuos adultos (BS). El
suero tiene pH alcalino, el cual se mantiene cotstdurante el tiempo de cultivo v,
ademas, contiene gran cantidad de proteinas quesigan los metales con alta afinidad
(Gifford et al, 2002). Debido a estas caracteristigapyiori los medios preparados con
suero proporcionan un ambiente similar al que f#®m®@s encuentran cuando entran en
contacto con los tejidos de un individuo inmunosufao susceptible en lo que al pH
ambiental, concentraciéon de metales y biodispaddal de los mismos se refiere. El FBS
contiene aproximadamente el doble de glucosa yaamtidad de anticuerpos mucho
menor que el BS (que procede de bovinos de 1-2) afdasntras que la concentracion de
glucosa en el BS es aproximadamente la mitad quel smero humano (Kennedy and
Millikan, 1938). Por tanto, para minimizar el pdsilefecto de la concentracién de glucosa
en el crecimiento fangico, tanto el BS como el F&Ssuplementaron con 0,1% glucosa
(concentracion normal de glucosa en el suero humda otra parte, ambos tipos de
suero tienen una concentracion total de cationealices ([Zn] = 0,61 mg/L; [Fe] = 0,67
mg/L; [Cu] = 0,67 mg/L) (Yokus and Cakir, 2006) #ian a la especie humana ([Zn] =
0,94 mg/L; [Fe] = 1,08 mg/L; [Cu] = 1,17 mg/L) (ilygar and Woittiez, 1988).
Finalmente, el uso de medios sélidos nos permtiéar el crecimiento del hongo en un
sustrato semisolido como son los tejidos vivos. lessiltados obtenidos demostraron que,
en consonancia con lo descrito por otros autotes eoncentraciones de suero inhiben el
crecimiento microbiano (Gifforét al, 2002). Posiblemente la inhibicion esté causada p
la carencia de metales libres presentes en el medieste sentido, una de las razones por
las cuales el suero y otros fluidos corporalesbiahiel crecimiento microbiano es porque
éste se encuentra impedido por proteinas que uieero tcon alta afinidad como la
transferrina y lactoferrina (Bulleet al, 2006). Sin embarg@,. fumigatusha desarrollado
la capacidad para obtener hierro a partir de Iastesrina presente el en suero (Hissén
al., 2004). Ademas, el suplemento del BS al 40% derrditan solo mejora levemente y
por igual la capacidad de crecimiento de todasckygas (a excepcion de la cepa
zrfAAzrfBA4zrfC4). Por tanto, la inhibicion del crecimiento Ae fumigatusen suero no se
puede atribuir Unicamente a la baja disponibilidadhierro en suero. Por otra parte, el
suplemento del suero con zinc mejora la capacigadrecimiento de la cepafCA pero
sorprendentemente reduce la capacidad de creconidat las cepagzrfC™ (wt y
zrfAAzrfBAzrfC"), respecto a la capacidad de crecimiento que pstaentan en suero sin
suplementos. No obstante, cuando el suero suplagwebn 100 uM zinc se suplementa
adicionalmente con cobre y hierro (100 uM cada weojestablece y mejora por igual la
capacidad de crecimiento de todas las cepas (pawoede la ceparfAdzrfBAzrfCA)
respecto a la capacidad de crecimiento que éstasrmian en suero sin suplementos. Una
posible explicacion para este fendmeno es que a plesque el suero es un medio muy
limitante en zinc libre, la proteina ZrfC es capl@zsecuestrar eficientemente el zinc del
suero, permitiendo el crecimiento de las ceprd8™ pero no el del las cepasfC. Sin
embargo, al suplementar el suero con zinc puedémiege la expresion derfC en las
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cepaszrfC’, a la vez que el exceso de zinc puede resultaivogeara el hongo en
condiciones que limitan la disponibilidad de hiefyocobre) como es en presencia de
suero, lo cual estaria en consonancia con lo desmr otros investigadores en el sentido
de que el zinc resulta téxico en medios limitargashierro (Yasmiret al, 2009). Este
fendmeno es mas evidente cuando el suero se suypkemeEn una alta concentracion de
zinc (1 mM) mientras que cuando el suero suplendent®n 1 mM zinc se suplementa
adicionalmente con cobre y hierro (100 uM cada uodps las cepas recuperan su
capacidad de crecimiento, incluyendo la cep@A4zrfBA4zrfCA que crece igual que la
silvestre. Mas aun, la hipotesis de que el excesainlc resulta toOxico en ausencia de
hierro y cobre se ve reforzada por el hecho demjuguna cepa es capaz de crecer en
presencia de 70% de suero suplementado con unaaltentracion de zinc (1 mM),
incluso en presencia de un suplemento de hierrobyec Por otra parte, durante estos
estudios se descubrio que los transportadoresndetainbién podrian desempeiar alguna
funcién en la homeostasis del cobre. Como en & d& hierro, un exceso de zinc
también podria resultar nocivo en medios limitargescobre ya que el suplemento del
suero (limitante en zinc) con cobre incrementaxjaesion de los genesfB, zrfC y aspf2
asi como la capacidad de crecimiento de todas &sasc (excepto la mutante
zrfAAzrfBA4zrfCA4). Precisamente, si como es logico el incrementtadexpresion de los
transportadores en presencia de cobre se traduggaemayor capacidad de adquisicion de
zinc a partir de suero se podria explicar la lewgona de la capacidad de crecimiento de
las cepaszrfCA y zrfAdzrfBAzrfC™ (pero no de la ceparfAdzrfBAzrfCA) en suero
suplementado con cobre con respecto al crecimigmdervado en suero sin suplementos.
Por tanto, todas estas observaciones no soélo ownfila existencia de una regulacion
cruzada entre la homeostasis del zinc y del h&mo que también sugieren la existencia
de una regulacion cruzada entre la homeostasizimtely del cobre, en el sentido de que
un exceso de cobre potencia la adquisicion deposilemente en un intento de la célula
para neutralizar el efecto toxico del exceso derecobinalmente, como es esperable
también debe existir interrelacion entre la home=istdel hierro y del cobre ya que la
capacidad de crecimiento del hongo es mayor eneebsuplementado con hierro y cobre
gue en el suero suplementado sdélo con hierro ocgdla@obre.

La regulacion cruzada entre la homeostasis de gstoglementos es un aspecto que ha
sido bien estudiado en la levadiB8acerevisiagrevisado en Rutherford and Bird, 2004)
mientras que este aspecto de la fisiologia.deimigatuses aiin muy desconocido hasta el
punto de que ni siquiera hay estudio alguno sabtemheostasis del cobre. En cualquier
caso, la existencia de regulacion cruzada entner@eostasis del hierro, zinc y cobrefen
fumigatus sugiere que la regulacion de la expresién de algugenes que codifican
proteinas directamente implicadas en la homeostatsiEe o que forman parte de ciertas
rutas metabdlicas dependientes de hierro debeastaplada en alguna medida por ZafA
(regulador de la homeostasis del zinc) (Morehal, 2007b), a la vez que la expresion de
algunos genes que codifican proteinas directammqtiicadas en la homeostasis del Zn o
gue forman parte de ciertas rutas metabdlicas dégrees de zinc debe estar influida por
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factores implicados en la regulacién de la homsastiel hierro (ej. SreA y HapX). SreA
es un factor tipo GATA que se expresa en medidst@pde hierro y reprime la expresion
de genes implicados en la biosintesis e incorpomage sideréforos para la obtencion de
hierro cuando la concentracion de este metal eneglio no es limitante (Schrett al,
2008). Por su parte, HpaX es un factor que se sapea medios limitantes en hierro e
interacciona con el complejo de unién a la secee@TAAT (CBC) para reprimir la
expresion de genes que codifican proteinas quiipart en rutas dependientes de hierro
en medios limitantes en hierro (eycA acoA lysFy hemA (Hortschanskyet al, 2007).
Ademas, SreA y HapX reprimen parcialmente la expresde hapX y sreA
respectivamente (Hortschansétyal, 2007). Curiosamente, en las regiones promotigas
los genesreAy hapXtambién existe una secuencia muy similar al mafiRopor lo que
tal vez ZafA sea capaz de unirse a ellas influeninda expresion de estos genes. Ademas,
los genedreA (metalorreductasa de membrana del sistema delasiom reductiva del
hierro) y fetD (transportador de hierro de baja afinidad)Adefumigatustambién tienen
secuencias similares al motivo ZR en sus promotpnessiblemente estan reguladas por
zinc de la misma manera que el factor ZapBEdeerevisiagegula la expresion deET4
(Waters and Eide, 2002). Ademas, el andlisis @aisttriptoma dé\. fumigatuscultivado

en presencia de un exceso de hierro se ha comgrapssl se incrementa el nivel de
expresion de algunos genes relacionados con ladstases del zinc (egafA, zrfBy zrfD)
(Schrettlet al,, 2008). Por otra parte, la regulacion cruzadeedathomeostasis del zinc y
del cobre requeriria que la regulacion de la exgnede algunos genes relacionados con la
homeostasis del cobre estuviera controlada por Zafdvez que la expresion de ciertos
genes implicados en la homeostasis del Zn debestar enfluida por factores de
transcripcion implicados en la regulacion de la bogtasis del cobre. Actualmente, no hay
estudios sobre la homeostasis del cobré.eiumigatus Sin embargo, la homeostasis del
cobre ha sido muy bien estudiadaSrcerevisiaeEn comparacion con el alto nimero de
proteinas que necesitan Fe o Zn para su actividaonética o estabilidad estructural,
existen aproximadamente una docena de proteinascétula que necesiten el cobre como
cofactor (Prohaska and Gybina, 2004). Sin embaagoesar de ello la homeostasis del
cobre esta estrictamente regulada por la accioiproma del factor Acel (en medios
repletos de cobre) y del factor Macl (en mediogtdimtes de cobre) (Kelleat al, 2005).

En particular, el factor Acel induce la expresi@ntieés genede S. cerevisiaen medios
con alta concentracion de cobf@JP1y CRS5(codifican metalotioneinas que previenen
los efectos nocivos de un exceso de cobre§QOD1 (codifica una Cu/Zn-superéxido
dismutasa) (Rutherford and Bird, 2004). Asi puesiria ser que en la regulacion cruzada
entre la homeostasis del zinc y del cobre estuvraicado un factor dé\. fumigatus
similar al factor Acel deS. cerevisiae(el gen ortdlogo de Acel eA. fumigatus
posiblemente se corresponde con el gen AFUA_3G08idinfluyera en la expresion de
los genezrfB y zrfC en presencia de cobre. Sin embargo, consideranedog tejidos
vivos deben ser medios limitantes en cobre de Emaimanera que los son en zinc y
hierro, la funcién del factor AceA no sedgriori tan importante como la de un factor de
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A. fumigatusdel tipo Macl (ermA. fumigatusno existen ortélogos obvios de Macl y los
mas parecidos son los factores codificados por demes AFUA 2G01190 vy
AFUA _6G07780). En cualquier caso, la regulacionadeéomeostasis del cobre también
podria ser esencial para la virulenciaAddéumigatusde la misma manera que lo es para la
virulencia deCryptococcus neoformar(Vatermanet al, 2007). De hecho, en la regién
promotora del gesodAde A. fumigatus que codifica una Cu/Zn superéxido dismutasa
citosolica, se encuentra un motivo ZR al que podniese ZafA para regular la expresion
de este gen en funcion de la concentracion amlbidetainc (Calera and Hass, 2009).
Precisamente, este caso representa uno de losesiej@mplos para ilustrar la influencia
gue podria tener la alteracién de la homeostas@mey/o del cobre sobre la actividad de
un enzima como es la Cu/Zn-SOD que podria serzadii porA. fumigatuspara
defenderse de los efectos dafinos del radical uiger (O,") (Philippeet al, 2003). No
obstante, estudios recientes indican que la aa®ta Cu/Zn-SOD no parece relevante
para garantizar la supervivencia del hongo frer#es dormas toxicas del oxigeno debido a
que la actividad SOD eA. fumigatuses intracelular y que a pesar de tener cuatro genes
que codifican proteinas tipo SOD un triple mutaste AdsodBAsod es tan virulento
como la cepa silvestre (el gendDes esencial) (Lamboet al, 2010). Sin embargo, una
busqueda detallada realizada sobre el genom@a fiemigatusha revelado que posee un
gen adicional que codifica para una posible Cu/@®BScon péptido sefal y que
posiblemente es secretada, similar a la Sod®aedida albicans(Martchenkoet al,
2004). Por consiguiente, en realidad, de los essudializados por Lambai al (2010) no

se puede concluir que la actividad SOD sea irrelevpara la virulencia d&. fumigatus

ya que precisamente la Cu/Zn-SOD que con mas fumdt@mdeberia haber sido
delecionada para analizar la virulencia de la gegaltante no ha sido considerada. Por
tanto, el hecho de que las hifas de un mutarfirdzrfBAzrfCA sean eliminadas por efecto
de la actividad fagocitica residual de ratonesropghicos, como lo revela la presencia de
restos de paredes celularesAddumigatusen pulmones de ratones infectados con la cepa
zrfA4zrfB4zrfCA , sugiere que este mutante podria tener alteattamas de la propia
capacidad de crecimiento de la cepa, su capacigatbfénsa frente a las formas toxicas
del oxigeno que podrian ser producidas por lasspoéhulas fagociticas presentes en el
hospedador inmunosuprimido, como consecuencia deinsapacidad para obtener
suficiente cantidad de zinc.

La capacidad de germinacion de los conidios caygtiin aspecto determinante en la
virulencia deA. fumigatusya que una cepa incapaz de germinar no causa@ aar
hospedador. Por ejemplo, el porcentaje de gerniinade mutantezafAd en medios
limitantes en zinc es muy bajo en comparacion aaepa silvestre por lo que esta cepa es
avirulenta (Morenet al, 2007b). Actualmente se desconoce de qué maoenauéan zinc
las esporas déspergillus No obstante, es muy probable que el zinc seacainaao
durante el proceso de esporogénesis en la vacaataadera similiar a cont®. cerevisiae
acumula zinc cuando crece en medios repletos ae(lriacDiarmidet al, 2003). El zinc
acumulado servira para satisfacer la gran demamdaint requerida por numerosos
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factores de transcripcion que entran en accionntieifa reprogramacion de la expresion
génica que ocurre durante el proceso de germinatemovilizacion del zinc vacuolar
debe depender del transportador ZrfFAddumigatuscuya expresion depende de ZafA.
Posiblemente por esta razon el 50% de las esperanalcepaafAd, aunque se hinchan,
no pueden emitir tubo germinativo. No obstantenltad de las esporas son capaces de
germinar (aunque tras la emision del tubo germindé extension de las hifas es limitada)
lo que indicaria la existencia de un mecanismo pawgilizar reservas intracelulares de
zinc independiente del factor ZafA. En este casqasible que el zinc también se pueda
almacenar en zincosomas como ocurr& ecerevisiag¢Devirgiliis et al., 2004). Sea como
sea, al contrario de lo que ocurre con la cef@4, la capacidad de germinacion de las
esporas de una cepafAAzrfBAzrfCA en medios limitantes en zinc esta minimamente
alterada por lo que la reduccién en la virulen@asta cepa no depende de la capacidad de
germinacion ni, por consiguiente, de la capacidadh pmovilizar el zinc intracelular
durante la germinacion y elongacion del tubo geativo.

Finalmente, aunque algunos estudios previos hanostemdlo que el régimen
inmunosupresor puede influir en la virulencia deedainadas cepas (Ballat al, 2005;
Stephens-Romeret al, 2005; Spikeset al, 2008), en el caso de una cepa mutante
zrfAAzrfBA4zrfCA el régimen de inmunosupresor administrado no yeflen el resultado y
en cualquier caso es avirulenta, lo que refuerzapatesis de que una de las principales
razones de la falta de virulencia de esta cepa éscapacidad para crecer dentro de un
hospedador porque su capacidad de obtencion de zadir de un medio tan limitante en
zinc como son los tejidos vivos ha sido anuladanque esta capacidad reside
principalmente en la funcién de ZrfC, los transpddres ZrfA y ZrfB también deben
contribuir a la adquisicion de zinc a partir dede$, como prueba el hecho de que una
cepazrfCA conserve cierta capacidad patogénica que es alilairiotalmente con la
delecion dezrfA y zrfB. Es mas, la capacidad de ZrfC para obtener zinestas
condiciones reside en su extremo amino, que segglpredicciones topologicas estaria
orientado hacia el espacio periplasmico. Este dltispecto es especialmente interesante
desde el punto de vista quimioterapéutico por @asrmres: (1) no existen ortdlogos de
ZrfC en la especie humana por lo que podria castitna diana ideal y, (2) si la
prediccion topoldgica de la disposicion de ZrfClamembrana plasmatica es correcta, la
diana estaria facilmente accesible para interaacioon una posible droga desarrollada
contra esta proteina.

En resumen, la homeostasis del zinc es un procestamental en el crecimiento Ae
fumigatus En particular, la capacidad del hongo de obtemer del ambiente alcalino y
extremadamente limitante en este catién que cagstitlos tejidos vivos es esencial para
su capacidad patogénica. Por tanto, este aspetadddogia del hongo podria representar
una nueva diana molecular sobre la que desarmpli@nioterapéuticos eficaces contra la
aspergilosis pulmonar invasiva.
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Conclusiones

. La represion parcial de la expresion que suftergeneszrfAy zrfB a pH alcalino es
realizada por el factor PacC.

. El genzrfC codifica un transportador de zinc de la famili& Zue presenta un extremo
amino distintivo que es esencial para la funcidzali de la proteina. Las
particularidades estructurales determinadas pereedstemo amino permiten establecer
una nueva subfamilia de proteinas ZIP, constityda transportadores tipo ZrfC
presentes exclusivamente en hongos.

. La capacidad dA. fumigatuspara crecer en medios alcalinos muy limitantegiea
depende principalmente de la funcion de la protgnfi@ y de manera secundaria de la
funcion de ZrfB. Por el contrario, la proteina Zrizontribuye minimamente a la
capacidad d@&. fumigatugara crecer en esas condiciones.

. La proteina Aspf2 realiza alguna funcion en danbostasis del zinc que es necesaria
para el crecimiento dé. fumigatusen medios extremadamente limitantes en zinc,
particularmente a pH alcalino.

. La expresion de los genedC y aspf2esta regulada conjuntamente por los factores de
transcripcion ZafA y PacC. Sin embargo, en conélanmtbdelo propuesto de regulacion
por PacC e\. nidulans el factor PacC dA. fumigatuso es necesario para activar la
transcripcion de estos genes a pH alcalino, siedajes para reprimirla a pH acido.

. La capacidad dé. fumigatuspara adquirir zinc a partir de tejidos vivos resid
principalmente en la funcidén del transportador Zr§izndo fundamental el extremo
amino caracteristico de la proteina para realizie €eometido. No obstante, los
transportadores ZrfA y ZrfB también contribuyenreanor medida en este proceso. En
cualquier caso, la capacidad de adquirir zinc &éirpde tejidos vivos es determinante
para la virulencia déA. fumigatus independientemente del patrén inmunosupresor
administrado.

~81 ~






MATERIALES Y METODOS

)







Materiales y Métodos

1. Microorganismos y medios de cultivo empleados

Los microorganismos y cepas utilizadas en estajwake encuentran recopilados en la
Tabla 1M. Se utilizaron tres tipos de medios deivaul medios para cultivaescherichia
coli, para el cultivo d&accharomyces cerevisigigara cultivaiAspergillus fumigatus

Tabla 1M. Cepas utilizadas en este trabajo.

Microorganismo Cepa Genotipo relevante Referencia
A. fumigatus CEA17 pyrG1 d'Enfert (1996)
AF10 zrfAA:ineo zrfBA::hisG-pyrG-hisG Vicentefranqueirat al. (2005)
AF14 Silvestre (isogénica de CEA17)
AF15 pyrG1 zrfA::neo zrfB\::hisG
AF17 zafAA::hisG-pyrG-hisG Morenoet al.(2007b)
AF17I zaf\ pyrG' locus original Morenoet al.(2007b)
AF48 zrfAA::neo zrfBA::hisG pyrG' locus original Este trabajo
AF52 pyrG1 zrfQ\::lacl
AF56R | zafA::pyrG-hisG Morenoet al.(2007b)
AF58 pacC %2214 pyrG Este trabajo
AF60 pacC 1852 pyrG
AF251 | zrfAA::neo zrfBA::hisG zrfCA::lacl-pyrG-lacl
AF2511 | pyrG1 zrfA::neo zrfBA::hisG zrfCA::lacl
AF431 | zrfCA::lacl-pyrG-lacl
AF541 | zrfCA pyrG' locus original
AF721 | zrfAA:neo zrfBA:hisG  zrfCA:lacl pyrG*
locus original
AF731 | ZrfAA::neo zrfBA::hisG zrfCa::lacl
pyrG':: PzrfC—zrfC
AF751 | zrfAA::neo zrfBA::hisG zrfCa::lacl
pyrG':: PzrfA - zrfA
AF761 zrfAA::neo zrfBA::hisG zrfCA::lacl
pyrG":: PzrfB—zrfB
AF771 zrfAA::neo zrfBA::hisG zrfCA::lacl
pyrG":: PzrfC—zrfB
AF781 | zrfAA::neo zrfBA::hisG zrfCa::lacl
pyrG':: PzrfB—zrfC
AF791 | zrfAA::neo zrfBA::hisG zrfCa::lacl
pyrG':: PzrfC—zrf*1*622
AF801 | zrfCA:lacl pyrG'::PzrfC R —zrfC
AF811 | aspfd:lacl-pyrG-lacl
AF861 pyrG1 aspfa::lacl
AF871 | aspfa::lacl pyrG* locus original
AF881 | aspfA:lacl pyrG::aspf2
AF891 | aspfA:lacl pryG'::Paspf2PR-aspf2
E. coli DH5a F~,¢80dacZAM15, recAl, endAL, gyrAB, Hanahan (1983)
thi-1, hsdRL7(rik-, mg+), supE4, relAl, dedr,
A(laczY AargF) U169,phcA
S. cerevisiae | DY1457 | MATa ade6 canl his3 leu2 trpl ura3 Zhao and Eide (1996)
ZHY3 MATo ade6 canl his3 leu2 trpl ura3
zrtl::LEU2 zrt2::HIS3
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1.1. Medios empleados para el cultivo de E. coli

» Luria Bertani (LB) : se utilizé para el crecimiento rutinario Becoli. Su composicion
es: 10 g/L bacto-triptona (Difco), 5 g/L extracte kvadura, 10 g/L NaCl (pH 7,0). El
medio LB selectivol(B amp) se prepar6 suplementando el medio LB con ampicfirna
mg/mL) a partir de un stock de ampicilina (100 mig/nconservado a —20°.CPara
preparar LB soélido en placas Petri se afiadié 15lg/hgar.

1.2. Medios empleados para el cultivo de S. cerevisiae

* Yeast Potato Dextrose Agar (YEPD)10 g/L extracto de levadura; 20 g/L peptona; 20
g/L glucosa. Para el crecimiento de la cepa ZHY®etlio se suplementd con 0,28 g/L de
ZnSQy-7H,0.

* Synthetic Dextrose Ammonium plus CSM (SDA-CSM)5,7 g/L YNB (BIO 101, Inc.

# 4028-812 with ammonium sulfate w/o amino acidsstibse, copper, zinc, phosphates,
iron.); 1,0 g/L KHPQ,; 20 g/L glucosa; 0,28 g/L ZnSE H,O; 0,1 mL/L FeC4-6 H,O
(7,4 mM); 0,1 mL/L CuS®5 H,O (1,6 mM). El medio se suplement6 con la mezclMCS
adecuada segun las auxotrofias de la cepa utiliZgd@ g/L CSM-ura (BIO 101, Inc.
#4511-212) o 0,65 g/L CSM-his-leu-ura (BIO 101,.1#4531-212).

. Synthetic Dextrose Ammonium EDTA Buffered plus CSM(SDAEB-CSM): 5,7
g/L YNB (BIO 101, Inc. # 4028-812 with ammonium faiié w/o amino acids, dextrose,
copper, zinc, phosphates, iron.); 20 g/L glucosd InL/L FeC}-6 H,O (7,4 mM); 3,125
mL/L CuSQ-5 H,O (1,6 mM); X g/L CSM adecuado (igual que en SDAMJSEI pH se
ajustd a 6,9 con NaOH 5 M. Para tamponar el pHiasd,afiadié 13,6 g/L KIROy; para
tamponarlo a pH 7,5 se afadio 2,536 g/L,RB, y 14,17 g/L KHPQO,. Finalmente se
afiadié EDTA a una concentracion final de 1 mM phmaedio acido y de 0,1 mM para
el medio alcalino.

1.3. Medios empleados para el cultivo de A. fumigatus

* Agpergillus Minimal Medium (AMMH): 0,92 g/L tartrato amonico; 0,52 g/L MggO

7 H,0; 0,52 g/L KCI; 1,52 g/L KEPO,; 1 mL/L solucion elementos traza de Hutner
(1000X); 10 g/L glucosa. El pH se ajustd a 7 co®Nab M.

* Agspergillus Minimal Medium Sucrose (AMMHS): AMMH suplementado con 342,3
g/L sacarosa (1,0 M).

» Synthetic Dextrose Ammonium limitante en zinc (SDAZn): 1,7 g/L YNB (Q-
BlOgen # 4029-112, w/o ammonium sulfate, dextrasajno acids and Zn); 20 g/L
glucosa; 5 g/L SEINH,)2 (pH 4,2).

» Synthetic Dextrose Nitrate limitante en zinc (SDN-7): 1,7 g/LYNB (Q-BlOgen #
4029-112, w/o ammonium sulfate, dextrose, amindsaand Zn); 20 g/L glucosa; 3 g/L
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NaNG;; 0,6mL/L FeSQ-7 HO (20 mM); 3,75 mL/L CuS£5 HO (1,6 mM); 1 mL/L
NaMoO4-2 H,O (10 mM). El pH se ajusto a 7,7 con NaOH 5M.

* SDAE-Zn y SDNE-Zn: para hacer los medios SDA-Zn y SDN-Zn mas limitardn
zinc se afiadio 1,25 mL/L MaDTA (200 mM pH 8).

» Potato Dextrose Agar (PDA):20 g/L Potato Dextrose Agar (Difco); 20 g/L sacao
2,5 g/L MgSQ-7 H,0; 1,0 mL/L solucion elementos traza de Hutner ¥Q0M g/L de
agar. El pH se ajust6 a 6,5 con NaOH 5 M.

e Suero Bovino (BS) :10-70% (v/v) deBovine Serum(GIBCO 16170-078) 1 g/L
glucosa y 15 g/L agar.

» Suero Bovino Fetal (FBS):10-50% (v/v) dd-oetal Bovine SerufGIBCO 10106-169)
1 g/L glucosay 15 g/L agar.

* Solucion de elementos trazde Hutner (1000x) 11 g/L BGQH; 22 g/L SQZn-7 H0;
5,0 g/L CbMn-4 H,0; 5,0 g/L FeS®@7 H,O; 1,6 g/L CoC-H,0; 1,6 g/L SQCu-5 HO0;
1,1 g/L NaMoO4-H,0; 50 g/L NaEDTA.

Los medios de composicion definida utilizados pararecimiento de cepgsyrG se
suplementaron con 0,5 g/L de uracilo y 1,2 g/L ddina. Para hacer medios sélidos se
afadié 20 g/L de agar. Todos los medios y solusiaeeesterilizaron en autoclave a 121°
C durante 20 minutos. En todos los casos la fudatearbono (glucosa) se esterilizd
separadamente en autoclave. Los medios se guardat@mperatura ambiente hasta su
utilizacion.

1.4. Preparacion y limpieza de recipientes para medios y cultivos

Los medios de cultivo se prepararon con agua illitilizando reactivos de la mejor

calidad (Merck) para minimizar en lo posible la tzoninacion de los medios o soluciones
con trazas de zinc. Ademas, estos medios se alaracean botellas de vidrio previamente
lavadas con una solucion de EDTA 3 mM (pH 8,0) yuagadas varias veces con
abundante agua Milli-Q con el propdsito de redatminimo las trazas de iones metalicos
adheridas a las paredes de los recipientes. Losaceat empleados para el cultivo del
Aspergillusse lavaron de la misma manera.

2. Crecimiento deA. fumigatus

Con el fin de obtener conidios frescos para la ulamén de medios, se hicieron

resiembras en medio (PDA) con’Xsporas por placa Petri usando conidios recogidos

placas mantenidas a 4° C. Las placas se incubaBh°&€ durante 4 dias en atmdsfera
himeda. Las suspensiones de conidios frescos swiabin afadiendo a las placas
esporuladas da. fumigatusuna solucién acuosa estéril de Tween 80 al 0,05&syando
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la superficie de la placa suavemente con un asaullizo estéril. La suspension de
conidios se sedimenté por centrifugacion a 18@durante 10 minutos a 4° C en tubos
estériles de fondo conico y se lavaron 2 vecedaaolucion de Tween 80 al 0,05% para
eliminar restos de hifas, asi como para deshacemptsibles agregados de conidios.
Finalmente, los conidios se resuspendieron poacgit vigorosa en la solucién de Tween
80 al 0,05%, se calcul6 su concentracion con agedana cdmara cuentaglobulos Thoma
y se comprobd la ausencia de micelio y de agregadosonidios. Esta suspension
homogénea de conidios se considero fresca hasteayimo de dos semanas, pasadas las
cuales se obtuvieron nuevamente conidios frescetasEsuspensiones frescas fueron las
utilizadas para inocular los medios, tanto soélidomo liquidos, de todos los estudios
realizados.

Lascurvas de crecimientodeA. fumigatusse realizaron representando el peso seco del
micelio por unidad de volumen a lo largo del tiemPara ello, se filtraron muestras de 10
mL de cultivo a tiempos fijos a través de filtrasfibra de vidrio usando como soporte una
torre de filtracion conectada a una bomba de vdeasteriormente, los filtros con el
micelio se secaron en una estufa a 70° C hastagoestante. Los valores de peso seco se
expresaron en mg de micelio por mL de cultivo. togespondientes filtrados de cultivo
se recolectaron para determinar el pH (a 25° C).

La tasa de germinacionde los conidios se determiné cuantificando el @ataje de
germinacion cada hora, a partir de las 4 horasdéncion y hasta las 10 horas de cultivo.
Para ello se inocularon 1@sporas/mL de medio de cada una de las cepas e He
cada uno de los medios ensayados y se incubd @ 8Wagitacion durante 10 horas. A
partir de las 4 horas de incubacién se tomo, cada lina alicuota de 1 mL de medio que
se sonicé 10 segundos a méxima potencia (cicloaipglitud 100%) para separar los
agregados de conidios y/o de hifas que se pudiabar formado. En ese momento, con
ayuda de una camara cuentaglébulos Thoma, se @adtyborcentaje de germinacion
refiiendo el ndmero de conidios germinados (sesiclemé que un conidio habia
germinado cuando la longitud del tubo germinatixe mayor que el diametro del propio
conidio) al namero total de conidios y multiplicangor 100. Este célculo se realizd por
duplicado en cada uno de los tiempos y posteriomsn utilizo la media aritmética de los
valores obtenidos para representar el porcentajeisheinacion.

Los datos obtenidos para cada cepa y medio sesmparon graficamente para su
comparacion y analisis con ayuda del programa nmético GraphPad Prism 4.0
(GraphPad software, inc.).

3. Plasmidos utilizados para generar cepas mutantes

Todos los plasmidos utilizados en este estudimsaentran recopilados en la Tabla 2M.
En este apartado Unicamente se detalla la congirude aquellos plasmidos que no han
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sido ya descritos en las secciones de materiateétgdos de los articulos incluidos en la
memoria.

El plasmido pZRF28 fue disefiado para reintrodutigen zrfB bajo el control del
promotor dezrfC, mientras que el plasmido pZRF310 fue disefiada pantroducir el gen
zrfC bajo el control del promotor derfB. En ambos casos la estrategia consistié en
expresar estos genes en el lopyss de la cepa AF2511 d& fumigatuautilizando uno de
los derivados de pPYRGQ3 como vector, bien el tpwalel promotor derfB insertado
(PPYRGQA4) o bien el que lleva el promotoraittC insertado (pPYRGQ5) (articulo 2).

Para construir pZRF28, el fragmento Nhel-Hpal déipZ (1,1 kb), que contiene la
ORF del gererfB (Vicentefranqueiraet al, 2005), fue ligado al pPYRGQ5 digerido con
Xbal-Smal.

Para construir el pZRF310, se inserto el fragmégbl-Hpal de pZRF39 (1,73 kb),
gue contiene la ORF del gerfC (articulo 2), en el pPYRGQ4 digerido con Bglll-Sma

Tabla 2M. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido Descripcién Referencia

pACTF1 Porta el germctGde lay-actina deA. fumigatus Este trabajo
pASPF23 | Porta el ADNc daspf2deA. fumigatus
pASPF24 | Porta el gaaspf2y las secuencias flanqueantes
DASPF25 pASPF23 en el que se ha sustituido el gepf2por el fragmentg
Smal-Xhol de 3,64 kb de pPYRGQ4 portatad-pyrG-lacl
pASPF26 | pPYRGQ3 con el fragmento Hpal-Nhel de 1/8de&kpASPF24
pASPF361 | pASPF26 con los sitios PR del promatfL-aspf2mutados

pGEM-T- | Plasmido comercial utilizado para clonar fragment®$CR PROMEGA
Easy
pMC5- Derivado del pRS316 que porta el gdRT1deS. cerevisiae Gitanet al.(1998)
HSET
pPAC2 Porta parte de la secuencigpdeCdeA. fumigatug1-1597) Este trabajo

pPAC3 pPAC2 contiene el ggyrG deA. niger

pPAC4 pPAC3 con 2,31 kb aguas debajpdeC

PPAC7 pPAC4 con 382 pb de la secuencia 3" de la ORFpaeC
(nucledtidos 1861-2215)

pPAC9 Porta la ORF completa gacC(2,23 kb)

pPYRG Porta el gepyrG deA .nigery las regiones flanqueantes

pPYRG* Porta un fragmento Spel-Bglll de 1,22 kb paiG deA. fumigatus

PPYRG4 Derivado del pGEM-T-easy portando el marcatian-pyrG-lacl
flanqueado por sitios de restriccion

Utilizado para obtener ceppgrG’ expresando un gen de interés|en

el locuspyrG

Derivado del pPYRGQ3 para expresar el gen de intea§s el

control del promotor derfB

Derivado del pPYRGQ3 para expresar el gen de intea§s el

PPYRGQS control del promotor derfC

pRS316 | Plasmido centromérico para expresion de genés earevisiae Sikorski and Hieter (1989)

PMC5-HSET en el que el fragmento Nhel-Hpal ha sidRentefranqueirat al.(2005
reemplazado por la region codificantezuf
DZHA2 pMC5-HSET en el que el fragmento Nhel-Hpal ha dido

reemplazado por la regién codificantezif8
pZSF30 PMC5-HSET con el fragmento Sacl-Hpal de Riifie pZRFS3 Este trabajo
pZSF310 | PZSF portando el fragmento Bglil-Hpal de 1,09 kipd&F30c

pPYRGQ3

pPYRGQ4

pZHAL

pZRF1g Porta un fragmento de 3,09 kb conteniendo el geA de A. |vicentefranqueirat al. (2005
fumigatus
pZRF19 | PPYRGQS3 con el fragmento Spel-EcoRV de 2,6 kb de pgRF1 Este trabajo
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ZRE24 Porta un fragmento de 4,24 kb conteniendo el geB de |vicentefranqueir@t al.(2005
P 9 A.fumigatus
pZRF27 pPYRGQ4 con el fragmento Nhel-Hpal de 1,1&kipdHA2 Este trabajo
pZRF28 pPYRGQS5 con el fragmento Nhel-Hpal de 1,1&ipdHA2
pZRF30 Porta el ADNc derfC
pZRF33 pGEM-T-easy con un fragmento de 1,72 kb adebajo derfC
ZRF34 pPPYRG4 con el fragmento Hpal-Nhel de 1,86 kb de pABPque
P contiene la regidon aguas arribazttC
pZRF35 pPZRF34 con el fragmento Spel-Xmnl de 1,7 kpZRRF33
ZRF39 pGEM-T-easy con el fragmento de 1,75 kb contenigiadegion
p codificante derfC
pZRF310 [ pPYRGQ4 con el fragmento Bglll-Hpal de 1,731&lpZRF39
pZRF313 | pPYRGQS5 con el fragmento Bglll-Hpal de 1,731&lpZRF39
ZRE316 pGEM-T-easy con el fragmento de 1,14 kb contenidadmgion
P codificante degrfC*1%52
pZRF317 | pPYRGQS5 con el fragmento Bglll-Hpal de 1,12&lpZRF316
pZRF320 | pZRF313 con los sitios PR del promatfC-aspf2mutados
ZRFS3 pZRF30 con el fragmento Sphl-Bglll conteniendo elnpotor del
P genZRT1deS. cerevisiae

4. Construccion y seleccion de cepas mutantes Alefumigatus

Para obtener las cepas mutante®diimigatusse utilizo la cepa auxotrofica para uracilo
CEA17 (d'Enfert, 1996) u otras cepas derivadas Ide ka técnica utilizada para la
obtencion de cepas mutantes fue la del reemplantonignico. Para ello se utilizé como
marcador de seleccién el geyrG, bien flanqueado por dos secuencias idénticas no
presentes en el genoma del hongo (en el caso drut@tes simples, dobles o triples) o
bien adyacente al gen reintroducido (en el cadosleevertientes en el locpsrG).

4.1. Obtencion de protoplastos de A. fumigatus

Para obtener protoplastos de fumigatusse inocularon 50 ml de medio AMMHU
(AMMH + 5mM uracilo + 5mM uridina) con 8 x f@onidios/mL de una ceggyrG™ y se
incubd durante 13-15 horas a 28° C con agitacibitabrde 200 rpm, hasta que los tubos
germinativos alcanzaron una longitud de aproximaden4 veces el diametro de las
esporas. En ese momento se recogieron los corgdirosinados (10 minutos a 210k

se retird el sobrenadante con bomba de vacio gvsedn 2 veces con 10 mL de 0,6 M
SOMg-7 HO. En ese momento se resuspendieron en 50 mL si@ueion de enzimas
liticas (8 mL de 1,2 M SiMg-7 H,O, 1 mL de BSA [10 mg/mL en J@], 100 mg de
glucanex [Sigma#L1412], 200 uL de B-glucuronidasa [Sigma #G885], 1Q4L de
Zymoliasa 20T [50 mg/mL enJ@], 80uL de 1 M KeHPO, y 920uL 1 M KH,POy) en un
matraz de 50 mL y se incubaron a 32° C duranterdshen agitacion suave (100 rpm).
Tras este periodo de incubacién se comprobé ladoidn de protoplastos poniendo dos
gotitas del cultivo en un portaobjetos y afiadieadma de ellas un pequeiio volumen de
SDS al 10%. Para eliminar todo lo que no fuesetoptastos se dividié la suspension en 2
tubos de 50 ml, se diluyé cada alicuota con 1,2 ®M3)-7 H,O hasta 20 mL y se
recubrié con 20 mL de tampon TB (0,6 M sorbitold XM Tris-HCI, pH 7,5) dejandolo
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resbalar por las paredes del tubo para consegar ana interfase entre las 2 soluciones;
en la interfase quedaron los protoplastos trasribydar a 1000x g 50 minutos a
temperatura ambiente en una centrifuga de rotatange sin freno. Se extrajeron los
protoplastos de la interfase y se aumento el vaumel0 mL con tampon ST (1 M
sorbitol, 10 mM Tris-HCI, pH 7,5), se mezcl6 powansién, se centrifugd a 520 g
durante 8 minutos a temperatura ambiente y sé reltisobrenadante con bomba de vacio.
Se resuspendieron los protoplasto en 5 mL de tar8p&h(1 M sorbitol; 10 mM Tris-HCI
pH 7,5, 10 mM CaG) y se dejaron a temperatura ambiente durante Itutos.
Finalmente los protoplastos se sedimentaron potriftegacion breve, se retird el
sobrenadante y se resuspendieron en dos aliclo&30dL de STC.

4.2. Transformacion A. fumigatus

Los plasmidos que contenian el ADN transformarpeofdmadamente 4(g de plasmido)
se linealizaron con la enzima de restriccion addgu&l ADN se purificdé mediante una
extraccion con fenol:.cloroformo:isoamilico y otraonc cloroformo:isoamilico.
Posteriormente se precipité con 0,1 volimenes ddaA8 M y 0,7 volimenes de
isopropanol, se lavo con etanol 70%; se resuspamd8ul de HO + 30uL de STC y se
analizo 1ul en un gel de agarosa al 0,8%.

De las dos alicuotas de protoplastos (300, una se utilizé para realizar la
transformacion, mientras que la otra sirvio de e la misma. Asi se afiadieron los 60
ul de la solucién de ADN transformante (mezcla peoid) a una alicuota y 6l de STC
sin ADN a la otra (mezcla control). A cada una de mezclas se afadieron (b de
solucion PEG 60% (PEG 4000 6 6000 en STC) mezclamw suave pipeteo y se incubo
durante 20 minutos en hielo. Transcurrido estepeese afiadieron 754l de PEG 60% a
cada mezcla y se incubaron durante 20 minutos ni@speratura ambiente. Después se
sedimentaron los protoplastos a 270§ durante 1 minuto a temperatura ambiente en una
microcentrifuga, se retird el PEG y se resuspeadikrs protoplastos en 2@ de STC.

Por otra parte, se prepararon cuatro alicuotagaetdando liquido atemperado a 45°C
tres de AMMHS + 0,25% agar y una de AMMHSU + 0,2&88r. A dos alicuotas de agar
blando AMMHS se afadieron 0,1 mL de la mezcla dmsfiormacion problema,
vertiendose después cada una de ellas sobre waaddaAMMHS. De manera similar, a la
tercera alicuota de AMMHS se afiadieron 0,1 mL demezcla del control de
transformacion (sirve para detectar posibles coimi@ciones por esporas del ambiente).
Finalmente a la alicuota de AMMHSU se afiadieronn@l1de la mezcla del control de
transformacioén (sirve para comprobar la capacidadegeneracion de los protoplastos).
Todas las placas se incubaron a 37° C en ambiémedo durante 3-4 dias hasta la
formacion de colonias. Cuando las colonias comemzar esporular se sembro cada
colonia en el centro de una placa de AMMH, utildapalillos humedecidos en Tween 80
al 1%. Estas placas se incubaron en las mismadsceames que las anteriores hasta la
formacion de esporas. Se hicieron resiembras eia €& cada cepa en placas de AMMH
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con el fin de obtener colonias aisladas. Finalmesgporas de una colonia aislada de cada
transformante independiente utilizaron para inacufe placa de PDA por transformante.
Las esporas se recolectaron y se conservaron &C-80%licerol al 20% (v/v).

4.3. Seleccion de mutantes de A. fumigatus

Para poder realizar el andlisis simultdneo de tmmralmero de cepas transformantes se
obtuvo ADN gendémico (ANDg) de conidios, para aralia por PCR. Este método resulta
muy eficaz para descartar aquellas cepas que noekpe@rimentado un proceso de
recombinaciéon homologa y, por tanto, para reducinienero de cepas que se han de
analizar mediante Southern-blot. Asi, para obtehekDNg se parti6 de 1 mL de una
suspension de esporas {lfbnidios/mL), éstas se sedimentaron por centrifidga se
resuspendieron en 0,1 mL de solucion A (50 mM H@&-pH 8,0, 10 mM EDTA), se
afadié 0,1 mL de solucion B (0,2 M NaOH, 1% SD$®)jrsubaron en un bafio a 65° C
durante 40 minutos tras lo cual se dejaron en&iggmperatura ambiente, se afiadio 0,1
mL de solucion C (3 M acetato potasico, pH 5,5)larificd la suspension mediante
centrifugacion a méaxima velocidad en una microéirga durante 8 minutos a 4° C. El
sobrenadante se transfirid a tubos nuevos sin @gaecipitado, se afiadieron 0,15 mL de
H,O y se precipitdé el ADN con 0,1 volumenes de acesadico 3 M y 0,7 volimenes de
isopropanol. Tras centrifugacidon a maxima velocidaduna microcentrifuga durante 20
minutos a 4° C se retir0 el sobrenadante, se laMasomuestras de ADNg con 0,3 mL de
etanol al 70%, se dejaron secar al aire los ptacips unos minutos y se resuspendieron
en 10uL de HO.

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumahde 25uL, utilizando 1uL de
la soluciébn de ADNg obtenida para cada colonia. da@sliciones para la PCR empleadas
fueron las siguientes: 58° C de temperatura ddaaménto, 1 minuto de tiempo de
elongacién por cada kb de ADN a una temperatuié28l€ y 35 ciclos.

4.4. Obtencion de cepas pyrG- a partir de cepas mutantes pyrG* ectopicas

Los marcadores utilizados para delecionar los gemesstudio contienen el g@yrG
como marcador de seleccion flanqueado por dos rmegi@dénticas no presentes en el
genoma del hongdi(sG o lacl). Estas regiones permiten que ocurra espontanéamen
proceso de recombinacion intracromosomal que edirrlrmarcadopyrG, recuperandose
la auxotrofigoyrG . Para seleccionar las cepas en las que ocurrerestso se realizaron
resiembras sucesivas en medio AMMHU suplementadoacido 5 -fluororético (5°-
FOA) (Fermentas #R0811). Este compuesto sirve steaga para la orotidina monofosfato
decarboxilasa (proteina codificada por el ggrG) que produce un analogo toxico del 5-
UTP, el 5F-UTP, que bloquea la transcripcion. Ratd, las esporas que hayan perdido el
gen pyrG creceran normalmente en medio con 5 -FOA, mierqras conserven el gen
pyrG se intoxicaran y no podran crecer. Finalmente cigsas recuperadas se cultivaron
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simultdneamente en placas AMMH y AMMHU, para contyaroque efectivamente habian
perdido el gepyrGy eran auxotrofas para uracilo/uridina.

5. Deteccion y manipulacion de acidos nucleicos

Las manipulaciones y andlisis de &cidos nucleg@xcepcion de la obtencidn y deteccion
de acidos nucleicos dA. fumigatusse realizaron esencialmente de acuerdo a los
protocolos estandar descritos en (Sambeiak, 2001).

5.1. Obtencion de ADNg gendmico de A. fumigatus y analisis por
Southern-blot

El ADNg deA. fumigatusse obtuvo de micelio obtenido a partir de un ealtie 40 mL de
AMMH inoculado con 4 x 10conidios e incubado a 37° C en agitacién (200 rmpannte
24 horas. Tras filtrar y lavar el micelio, éstepsdverizdé en un mortero en presencia ge N
liquido se peso6 y se afadieron 3,2 mL de soluc®isd (20 mM HEPES, 1 M Sacarosa,
20 mM EDTA, pH 7,0) y un volumen adecuado de SD80&b (para dejarlo al 1% final).
La mezcla se incubd a 65° C durante 15 minutogfis€lié un volumen de TE (50 mM
Tris-HCI, 20 mM EDTA, pH 8,0) y se mezclo por inrsi@n. Las proteinas se extrajeron
con un volumen de una mezcla fenol:cloroformo:isitiam (25:24:1) tantas veces como
fue necesario y finalmente se hizo una extraccioon cun volumen de
cloroformo:isoamilico. A la solucion de ADNg asitehida se afiadieron 20 de RNAsa
(10 mg/mL) y se incubdé 30 minutos a temperaturaiant®. Se precipitd el ADN con 0,1
volimenes de 3 M acetato sédico (pH 5,5) y 0,7 meldes de isopropanol, se centrifugé a
15.000 x g durante 15 minutos a 6° C, se lavo la muestra etanol al 70% y se
resuspendio en un volumen adecuado de TE (10 mBtHTI, 1 M EDTA, pH 8,0).
Finalmente se analizodl de la solucion de ADNg obtenida en un gel de e@ggmal 0,8%.
El ADNg se guardd a —20° C hasta su uso.

El ADNg previamente digerido con las enzimas dericesdbn adecuadas (g por
muestra) se analiz6 mediante Southern-blot utitizageles neutros de agarosa al 0,8%. El
ADN se transfiri6 en condiciones neutras a memlwad@ nylon neutras (Hybond,
Amersham) segun el protocolo estdndar (Sambegoél, 2001). Las sondas utilizadas
para la deteccion de los fragmentos de interésaseamon porandom primingcon dUTP-
Digoxigenina segun las instrucciones B¢G DNA Labelling Kit(Roche). La hibridacion
y deteccion de las sondas se realizé por un métpdmioluminiscente segun las
instrucciones ddDIG Nucleic Acid Detection KitRoche).

~ 93 ~



Materiales y Métodos

5.2. Obtencion de ARN total de A. fumigatus y analisis por Northern-blot

El ARN total deA. fumigatusse purificO a partir de muestras de micelio obt@nide
cultivos de 100 mL del medio correspondiente inagas con 5 x 10conidios e
incubados a 37° C durante 24 horas. El micelioadia enuestra se pulverizé totalmente en
un mortero en presencia constante ddidjuido y el ARN total de obtuvo a partir de 250
mg de micelio, de acuerdo a las instrucciones diddRy Plant mini kit (QIAGEN).

El ARN total (10 pg por muestra) se separ0 mediaketroforesis en condiciones
desnaturalizantes en geles de agarosa al 1% awmialftghido 2,2 M. EI ARN se transfirid
por capilaridad a membranas neutras de nylon spgiiocolo estandar (Sambroekal,
2001). Las sondas utilizadas en experimentos déhdlorblot se marcaron poandom
priming con [*-P] dCTP (Amersham Pharmacia Biotech) de acuerds @strucciones
del Ready-To-Go DNA Labelling Beads (dCT@Biotech Inc.). La prehibridacién se
realizd a 65° C durante 3 horas en el tampon deilprgacion (SSC 5x; SDS 0,5%;
mezcla de Denhardt’s 5x; 0,1 mg/mL de espermald@salesnaturalizado por calor). La
hibridacion se realizé a 65° C durante 15 horasléampdn de hibridacion (SSC 5x; 2x
mezcla de Denhardt’s; SDS 0,5%; 0,1 mg/mL de espelensalmon desnaturalizado por
calor). Tras la hibridacién, las membranas se tavaos veces con SSG 5 0,1% SDS
durante 20 minutos cada vez, a temperatura ambiBegpués se lavaron una vez con
SSC 2x + 0,1% SDS durante 20 minutos a 42° C yname@cion se lavaron otra vez con
SSC 0,2x + SDS 0,1% durante 20 minutos a 42° GalRente se lavaron una vez con
SSC 0,1x+ SDS 0,1% durante 20 minutos a 65° C. Gmntyol de calidad y cantidad de
ARN se analizd el nivel de expresion del gen qudifioa la y-actina &ctG de A.
fumigatus Las membranas se expusieron durante 1-10 di&8°aC-

Las sondas utilizadas para detectar la expresidnsddiferentes genes se encuentran
recopiladas en la Tabla 3M.

Tabla 3M.
Fragmento Tamafio Plasmido de procedencia
zrfA EcoRFKpnl 697 pb pZRF1g
zrfB Stul-Sacl 929 pb pZRF24g
zrfC Bglll-Smal 1583 pb pZRF30
aspf2 Xbal-BamHI 954 pb pASPF23
pacC Hpal-Smal 1605 pb pPAC2
actG EcoRI-EcoRl 926 pb pACTF1
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6. Ensayos de virulencia en un modelo murino de asmilosis invasiva

En cada ensayo de virulencia se utilizaron dieaneg machos CD-1, de seis semanas de
edad y entre 20-30 gramos de peso. Los animalesa#uvieron durante todo el
experimento en cajas estériles con presion posytigae estéril utilizando filtros HEPA.
El alimento, el lecho, asi como el agua utilizadmesstériles. La comida y el agua fueron
administradasd libitum El agua de bebida se suplementd con tetraci(Bigama) a una
concentracién de 1 mg/mL para prevenir infeccidragerianas y se cambié diariamente.

Los ratones se inmunodeprimieron utilizando doggoalo distintos, dependiendo del
experimento. En el primero ellos, los ratones saumosuprimen corticlofosfamida
(Genoxal 200 mg inyectable, Prasfarma, Almiralld&sfarma) a una dosis de 150 mg/kg
de peso utilizando una inyeccion intraperitoneah(aguja 26GA 3/8) en los dias -3, -1,
+3, +6, + 9 y +13, y con una inyeccion subcutareacgtato de hidrocortisona(Sigma)
(con aguja 22G 1 %2) en los dias -3 y -1 a unasdissil1l2,5 mg/kg de peso (entre 2,25-
3,37 mg por ratdén). En el segundo protocolo, &srres se inmunosuprimen Gnicamente
conacetato de hidrocortisonaen inyeccion subcutanea a una dosis de 25 magpor fos
dias -3 y 0. En el dia 0 se realizo la infeccion Aofumigatus previamente a la cual se
sortearon los animales para minimizar posibles reliflas en las dosis de
inmunosupresion. Para realizar la infeccion, lotomas se anestesiaron con una
combinacion una solucién de cloruro de Ketamina,51thg/mL) (Ketolar 50 mg
inyectable, Parke-Davis S.L., Barcelona, Espafndg glorhidrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6-
dihidro-4H-1,3-tiazina (Rompun 2,33% inyectable, y&aQuimica Farmacéutica,
Barcelona, Espafia) en una proporcion 5,4:0,6. D& e®zcla se inyectaron por via
intramuscular 0,1 mL por raton (con aguja 26GA 3(B)a vez anestesiados, la infeccion
se realizé por inoculacion intranasal ded0de solucion salina con 0,01 % Tween 20
conteniendo 1010° 6 1¢ conidios de la cepa de fumigatusen estudio, utilizando una
pipeta automatica. En cada una de las inoculaciemesilizaron dos grupos controles: (1)
grupo control sin inmunosuprimir y sin inoculo y) @upo inmunosuprimido inoculado
con 30 ul de solucion salina con 0,01% Tween 20 sin espdrasevolucion de la
supervivencia de todos los ratones se observo wurbh dias (Fig. 1M). Los datos
obtenidos para cada cepa e indculo se represerdadifipamente para su comparacion y
andlisis con ayuda del programa informatico GraphPasm 4.0 (GraphPad software,
inc.).
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a)
Vol | | | |
Dia —5
b) 1
1 Ciclofosfamida 1 Inoculacién intranasal
Acetato de hidrocortisona Fin experimento

Fig. 1M. Cronograma del protocolo de inmunosupresion darahdesarrollo experimental de un modelo
murino de aspergilosis pulmonar invasiva, utilizarel régimena) de ciclofosfamida + cortisona )
Unicamente de cortisona.

6.1. Determinacion de la carga fungica

Para determinar la carga flungica en ratones mudeo&PI, estos se diseccionaron para
extraer los pulmones en condiciones asépticas.ulhgn derecho se fij6 en formalina
neutra al 10% para realizar cortes histolégicos igquiierdo se utilizé para determinar la
carga fungica. Para esto ultimo, se peso el pulynéa homogeneizé en 4 mL de suero
salino 0,85% sobre filtros BD Falcon Cell Strain®0 puM Nylon (BD Biosciences) para
eliminar restos de tejido. Este homogenado sezdtitiara determinar la carga flngica
mediante recuento de unidades formadoras de celofifc) y cuantificacion de
galactomanano.

Para realizar el recuento de unidades formadoramldaiasse sembraron 300 pl del
homogenado en placas PDA (suplementadas con 1 mkindepara poder rescatar las
cepas incapaces de crecer en medios limitantem@rn e incubaron 48 horas a 37° C y se
contd el numero de colonias que crecian en la placaarga fungica se expresé como
namero de colonias por gramo de tejido pulmonar.

Para la_cuantificaciéon del galactomang@M) se utilizaron 300 pl de una dilucion
1/100 6 1/200 del homogenado (dependiendo del raikeufc obtenido previamente) y
se siguieron las instrucciones del kit PlateliéBio-Rad Laboratories). Este ensayo
consiste en una determinacion inmunoenzimatica éndveich que detecta el
galactomanano déspergillus fumigatusen presencia del antigeno GM se forma un
complejo anticuerpo-GM-anticuerpo monoclonal/pedaga, de manera que al afadir la
solucion de revelado, que contiene peréxido deopeimo (HO,) y tetrametilbenzidina
(TMB) se da una reaccion enzimatica en la que sada TMB produciéndose color azul.
Tras la reaccion se afade acido sulfarico, quesmetlia reaccion y cambia el color a
amarillo. La intensidad del color se mide con upeetofotometro a 450 nm. Por tanto, el
resultado de esta prueba de ELISA es un valor @e, [Que esta directamente relacionado
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con la concentracion de galactomanano presenta swuéstra. El propio kit proporciona
un control positivo (5,4 ng GM/mL) y un control urab (1 ng GM/mL) que indica el
limite inferior de sensibilidad del test. La meditide la D.O. obtenida en los controles y
en diluciones 1/2 y 1/4 del control positivo, prapono los valores necesarios para
realizar la recta patrén que se utilizé para calcla concentracion de GM presente en las
muestras de pulmén. La cantidad de GM se exprasd ¢og de GM por gramo de tejido
pulmonar.

6.2. Comprobacion de las cepas reaisladas de animales infectados

Todas las cepas se comprobaron por PCR antes yéiedp la infeccién para descartar la
existencia de contaminaciones entre cepas y/ofdeciones cruzadas. Los homogenados
de pulmén se sembraron en placas PDA suplementaddsmM de Zfi" y cloranfenicol
(50 mg/mL) y el ADNg obtenido de colonias bien aifls, se analizé por PCR utilizando
parejas de oligonucleodtidos especificas para cadale las cepas mutantes.

6.3. Histologia

Para el examen histolégico se utiliz6 el pulmoénedeo. Los pulmones se fijaron en
formalina neutra al 10% durante un minimo de 8 figraosteriormente se transfirieron a
una solucién de etanol 70% donde se conservarda basutilizacion. Para realizar los
cortes histoldgicos, los pulmones se incluyeromparafina y se hicieron secciones de 5
pum. Las secciones se tifieron con el método de ameiea de plata de Gomori-Grocott
(Huppert et al, 1978) seguida de una contra-tincion con hemataxgosina. De esta
manera se pudo observar en una misma preparadiindiacrecimiento fungico como los
distintos tipos celulares presentes en el tejidonpoar. Las micrografias se realizaron
utilizando un microscopio Optico de campo clarang magnificacion de 40x, 100x, 200 6
400x%.
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