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RESUMEN

En un trabajo anterior sobre la produccion de lovastatina por Aspergillus terreus,
encontramos que la concentracion de especies reactivas de oxigeno (EROs) aumentd a
niveles altos precisamente al inicio de la fase de produccion (idiofase) y ademas estos niveles
se mantuvieron durante toda la idiofase. Ademas, se demostré que las EROs regulan la

biosintesis de lovastatina a nivel transcripcional.

La regulacion por EROs también se ha reportado para aflatoxinas. Se ha sugerido que, debido
a su actividad antioxidante, las aflatoxinas se regulan y sintetizan como una segunda linea de
defensa contra el estrés oxidante. Para estudiar la posible regulacion de EROs de otros
metabolitos secundarios de importancia industrial, analizamos la relacion entre EROs y la
biosintesis de penicilina G por Penicillium chrysogenum y la biosintesis de cefalosporina C
por Acremonium chrysogenum. Inicialmente se demostré que ni la lovastatina ni la penicilina

ni la cefalosporina C muestran una actividad antioxidante.

Los resultados revelaron una acumulacion similar de EROs en la idiofase en las
fermentaciones de penicilina y cefalosporina. Ademés, cuando las concentraciones
intracelulares de EROs disminuyeron mediante la adicion de antioxidantes a los cultivos, la
produccién de penicilina y cefalosporina se redujo drasticamente. Cuando se aumentaron las
EROs intracelulares mediante la adicion de EROs exdgenas (H202) a los cultivos, se
obtuvieron incrementos proporcionales en las biosintesis de penicilina y cefalosporina.
Finalmente, demostramos que este aumento y disminucion en la produccion inducida por la
manipulacion de EROs se debia a que el gen biosintético pcbcAB se sobre expresaba o
reprimia, en A. chrysogenum y P. chrysogenum. Demostrando asi, que las EROs también

regulan la biosintesis de penicilina y cefalosporina a nivel transcripcional.

Ademas, analizamos si los niveles de EROs naturales determinaban la capacidad de
produccién de metabolitos secundarios en diferentes cepas de una misma especie; y
encontramos que el perfil y los niveles de EROs son los mismos entre cepas de alta y baja

produccion, pero los niveles naturales de EROs si varian entre especies.

Por otro lado, en el modelo de lovastatina, también se evalud si los factores de transcripcion

de respuesta a estrés oxidante SrrA y MsnA, jugaban un papel en la regulacion de la
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biosintesis de lovastatina, inducida por la acumulacion de EROs; esto se evaluo a través de

silenciamientos de estos genes en A. terreus.

Se encontrd que las mutantes silenciadas en el gen srrA (SisrrA) s6lo mostraron un efecto en
fermentacion en medio liquido (FL), donde produjeron mas lovastatina, y hubo una mayor
acumulacion de EROs en idiofase. Mientras que las SimsnA, mostraron sobreproduccion en
FL y fermentacion sélida (FS), siendo en ésta ultima donde el aumento fue muy grande. Es

interesante destacar que la atenuacion de msnA no afectd los niveles de EROs.

Nuestros resultados proporcionan evidencia de que la regulacion por EROs es un mecanismo
general que controla el metabolismo secundario en hongos. En el modelo de lovastatina, SrrA
y MsnA forman parte del circuito de regulacion, fungiendo como reguladores negativos, y

en el caso de SrrA, su regulacion es especifica de la FL.
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ABSTRACT

In previous work on the production of lovastatin by Aspergillus terreus, we found that the
concentration of reactive oxygen species (ROS) increased to high levels precisely at the
beginning of the production phase (idiophase) and that these levels were maintained

throughout the idiophase. Furthermore, ROS were shown to regulate lovastatin biosynthesis.

Regulation by ROS has also been reported for aflatoxins. It has been suggested that, due to
their antioxidant activity, aflatoxins are regulated and synthesized as a second line of defence
against oxidative stress. To study the possible regulation of ROS of other secondary
metabolites of industrial importance, we analysed the relationship between ROS and
penicillin G biosynthesis by Penicillium chrysogenum and cephalosporin C biosynthesis by

Acremonium chrysogenum.

The results revealed a similar accumulation of ROS in the idiophase in the penicillin and
cephalosporin fermentations. Furthermore, when the intracellular concentrations of ROS
were decreased by adding antioxidants to the cultures, the production of penicillin and
cephalosporin was drastically reduced. When intracellular ROS were increased by adding
exogenous ROS (H203) to the cultures, proportional increases in penicillin and cephalosporin
biosynthesis were obtained. Finally, we demonstrate that this increase and decrease in the
production induced by the manipulation of ROS was due to the biosynthetic gene pcbhcAB
being over-expressed or repressed, in A. chrysogenum and P. chrysogenum. Thus,
demonstrating that ROS regulate penicillin and cephalosporin biosynthesis at the

transcriptional level.

Furthermore, we analysed whether the levels of natural ROS determined the production
capacity of secondary metabolites in different strains of the same species; and we found that
the profile and levels of ROS are the same between high and low production strains, but the

natural levels of ROS do vary between species.

On the other hand, in the lovastatin model, it was also evaluated whether the transcription
factors of oxidative-stress response SrrA and MsnA played a role in the regulation of
lovastatin biosynthesis, induced by the accumulation of ROS; this was evaluated through

silencing of these genes in A. terreus.
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The SisrrA mutants were found to have an effect only in submerged fermentation (SmF),
where they produced more lovastatin, and there was a greater accumulation of ROS in
idiophase. While the SimsnA, showed overproduction in SmF and SSF (Solid-State
Fermentation), being in the latter where the increase was very large; however, the attenuation
of msnA did not affect ROS levels.

Our results provide evidence that regulation by ROS is a general mechanism that controls
secondary metabolism in fungi. And, in the lovastatin model, SrrA and MsnA are part of the
regulatory circuit, acting as negative regulators, and in the case of SrrA, their regulation is

specific to SmF.
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1. INTRODUCCION

Los metabolitos secundarios (MS) microbianos tienen estructuras quimicas muy diversas que
muestran una enorme gama de actividades bioldgicas, por lo que adquieren importancia
industrial real o potencial en diferentes campos industriales. Los ejemplos son antibioticos,
medicamentos que reducen el colesterol en la sangre y compuestos antitumorales o
anticancerigenos. Por otro lado, algunos metabolitos secundarios tienen actividades no
deseadas, como las micotoxinas, algunas de las cuales son carcin6genos muy potentes
(Barrios-Gonzalez, 2018; Keller et al., 2005).

Generalmente, los MS se producen después de la fase de crecimiento rapido (trofofase),
durante una etapa de produccion posterior o idiofase. EI metabolismo secundario comienza
cuando el crecimiento esta limitado por el agotamiento de un nutriente clave: fuente de
carbono (glucosa), nitrogeno o fosfato, iniciando una etapa con una tasa de crecimiento baja
o nula, pero alta tasa de produccion (Barrios-Gonzalez et al., 2003). Los genes de las enzimas
biosintéticas se rigen por mecanismos reguladores complejos, tales como: induccién por
diferentes estimulos nutricionales, regulacion del catabolito de carbono y regulacién por
retroalimentacion (Brakhage, 1998; Brakhage et al., 2009).

La lovastatina es producida industrialmente por Aspergillus terreus y es un metabolito
secundario comercialmente importante, ya que reduce el colesterol en la sangre, al igual que
su derivado semisintético simvastatina (Barrios-Gonzalez & Miranda, 2010; Endo, 1992;
Endo, 2004). Forman parte del grupo de medicamentos para reducir el colesterol llamados
estatinas. EIl hecho de que las enfermedades cardiovasculares estén relacionadas con altos
niveles de colesterol en plasma y que sean la principal causa de muerte, explica el gran éxito
de la lovastatina, la simvastatina y otras estatinas en el campo médico y comercial (Barrios-
Gonzélez & Miranda, 2010).

Por otro lado, las penicilinas y las cefalosporinas son los metabolitos secundarios con
actividad antibiética mas importantes, tanto en valor como en cantidad producida, debido a
su alta eficiencia, baja toxicidad y una amplia variedad de formas de convertirlos en
derivados lactamicos semisintéticos. Se calcula que del consumo mundial total de

antibidticos, las penicilinas y cefalosporinas ocupan alrededor del 30% de un mercado global
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de antibidticos que se valoro en 45.31 billones de dolares en 2018 (Grand View Research,
2019).

Aunque se sabe que la biosintesis de MS esta regulada por estimulos nutricionales,
recientemente se han descubierto otros estimulos ambientales que inducen el metabolismo
secundario. Se estd acumulando evidencia de que, a bajas concentraciones, las Especies
Reactivas de Oxigeno (EROs) también proporcionan funciones de sefializacion vitales para
diversos procesos celulares (Veal et al., 2007). En los ultimos afios, muchos autores han
encontrado evidencia de una estrecha asociacion entre EROs y el desarrollo y la
diferenciacion en hongos; por ejemplo, también se han detectado niveles elevados de EROs
durante la diferenciacion celular en A. nidulans (Aguirre et al., 2005, 2006).

Algo similar se ha reportado para la produccion de aflatoxinas, y esto se ha convertido en
un modelo y se ha estudiado con cierta profundidad. Sin embargo, los investigadores en ese
campo consideran que dado que las aflatoxinas tienen actividad antioxidante, es l6gico que
la biosintesis de este compuesto (metabolitos secundarios con actividad antioxidante) esté
regulada por EROs y que debido a esto, su produccion es parte del sistema de defensa general
contra el estrés oxidante. Ademas, sugieren, que factores de respuesta a estrés oxidante
(Yapl, SrrA, MsnA, AtfA y AtfB, entre otros) activan genes de enzimas antioxidante, pero
también, genes del metabolismo secundario en hongos filamentosos (Fountain et al., 2016;
Hong et al., 2013; Kenne et al., 2018; Reverberi et al., 2010; Roze et al., 2013).

Recientemente, nuestro grupo mostré un vinculo entre las EROs y la biosintesis de
lovastatina en fermentacién liquida (FL) y en fermentacion sélida (FS). Se demostrd que el
gen sod1 (enzima de defensa del estrés oxidativo) se expresé intensamente durante la fase de
crecimiento rapido (o trofofase), pero paraddjicamente, se redujo drasticamente en la fase de
produccién o idiofase, donde la concentracién de EROs aumentd rapidamente a niveles altos
que se mantuvieron durante fase de produccion de lovastatina (Miranda et al., 2013). En un
trabajo posterior, demostramos que tipo de EROs regulaba positivamente la biosintesis de
lovastatina a nivel transcripcional, y encontramos evidencia de que los factores
transcripcionales SrrA, MsnA, AtfA y AtfB pudieran participar en la regulacién de los genes

biosintéticos de lovastatina (Miranda et al., 2014).
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Por lo tanto, hemos propuesto que EROs regula todos o la mayoria de los MS, con o sin
propiedades antioxidantes. En el presente trabajo, probamos esta hipdtesis, estudiando los
hongos de importancia industrial Penicillium chrysogenum y Acremonium chrysogenum, y
la posible participacion de EROs en la regulacion de las biosintesis de penicilina y
cefalosporina. Ademas, estudiamos el papel que juegan los factores transcripcionales de
respuesta a estrés oxidante, SrrA 'y MsnA, sobre la regulacion de lovastatina en Aspergillus

terreus.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de los hongos trabajados

2.1.1 Aspergillus terreus

Es un hongo ascomiceto filamentoso y saproéfito que se encuentra comunmente en el suelo
de climas calidos. Fue usado industrialmente para producir lovastatina (medicamento para
reducir el colesterol en sangre), y también se usa cominmente en la industria para producir
acidos orgénicos importantes, como el acido itaconico (mondémero) y el acido cis-aconitico,
y enzimas como la xilanasa. También produce acido asterrico y 6-hidroximelleina
(inhibidores del desarrollo del polen en Arabidopsis thaliana). Ademas, este hongo puede
producir las toxinas patulina y citrinina, entre otros muchos metabolitos secundarios con

diversas funciones (Broad Institute, 2006; EnsemblFungi, 2020).

A. terreus puede causar infecciones oportunistas (aspergilosis) en personas con sistemas
inmunes deficientes; de las especies de Aspergillus patégenas mas comunes, ocupa el tercer
lugar. La aspergilosis invasiva causada por A. terreus tiene una mortalidad mucho mas alta

que cualquier otra especie (Birren et al., 2004).

2.1.2 Penicillium chrysogenum

Es un hongo asexual filamentoso que se encuentra en regiones templadas y subtropicales. Es
reconocido como una fuente de varios antibidticos betalactdmicos importantes. Se ha
utilizado durante mas de 60 afios para la produccién industrial de penicilina, un antibiético
comUnmente utilizado para tratar infecciones bacterianas. Actualmente es la principal fuente

comercial de penicilina V y penicilina G (MycoCosms, 2020; UniProt, 2020).

2.1.3 Acremonium chrysogenum

Anteriormente llamado Cephalosporium acremonium, es un hongo filamentoso y productor
industrial del antibidtico PB-lactdmico cefalosporina C muy relevante en industria
farmacéutica. Fue aislado del agua de mar cerca de un area de desaglie de aguas residuales
en Cagliari (Cerdenia, Italia) en 1945 por Giuseppe Brotzu (Brotzu, 1948), y se encontrd que
produce, entre otros antibioticos, un compuesto B-lactdmico designado como cefalosporina

C, que es estructuralmente relacionado con la penicilina (Poggeler et al., 2008).
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2.2 Metabolitos secundarios
Los metabolitos secundarios (MS) son compuestos de estructura quimica muy variada y
sofisticada; son producidos principalmente por microorganismos en la fase tardia de
crecimiento. Estos compuestos no son esenciales para su crecimiento, en contraste con los
metabolitos primarios (como son aminoacidos, nucleétidos, lipidos y carbohidratos)
(Barrios-Gonzalez et al., 2003).

En las Gltimas décadas ha habido un rapido descubrimiento de nuevas actividades de los MS
y desarrollo de los principales compuestos, con uso en diferentes campos industriales,
especialmente farmacéuticos y cosméticos. Ademas, se estan utilizando nuevos metabolitos
microbianos en campos no médicos, como la agricultura (herbicidas, insecticidas,
reguladores del crecimiento en plantas y pesticidas ecoldgicos), asi como otros productos

industriales como pigmentos y tensoactivos (Javier Barrios-Gonzalez, 2018).

2.2.1 Clasificacion
La clasificacion se basa en el precursor del metabolismo primario y del cual se deriva la
biosintesis del MS (Barrios-Gonzalez et al., 2003; Keller et al., 2005):

a) MS derivados de aminoacidos: aqui estan incluidos los antibidticos B-lactamicos

(penicilinas, cefalosporinas y cefamicinas), asi como los péptidos ciclicos como la
gramicidina o el agente inmunosupresor ciclosporina. Son formados por enzimas
multidominio llamadas péptido sintetasas no ribosomales (NRPSs).

b) MS derivados de aminoécidos aromaticos (acido shikimico): como son los alcaloides

ergot (vasoconstrictor) y los antibidticos candicidina y cloranfenicol. En sus rutas
biosintéticas también estan presentes enzimas NRPSs, entre otras.
c) MS derivados de Acetil-CoA (y compuestos relacionados, como los intermediarios

del ciclo de Kreb's): aqui se dividen en policétidos y terpenos. Ejemplos del primer

grupo son el antibidtico eritromicinay el anticolesterolémico lovastatina; del segundo
grupo es el agente antitumoral taxol. Los policétidos son sintetizados por policétido
sintasas tipo | (PKSs), las cuales son proteinas multidominio; condensan cadenas
cortas de aminoacidos (usualmente Acetil-CoA y malonil CoA) para formar cadenas
de carbono de longitud variada. Los terpenos estan compuestos por muchas unidades

de isopreno, que pueden ser lineales o ciclicas, saturadas o insaturadas, y que pueden
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ser modificadas en diferentes formas; la enzima caracteristica de este grupo es la
terpeno ciclasa.

d) MS derivados de azlcares: como lo son los antibidticos estreptomicina y kanamicina.

2.2.2 Regulacion

Se sabe la produccién de MS inicia cuando el crecimiento se ve limitado por el agotamiento
de un nutriente clave: carbono, nitrégeno o fosfato; pero hay otros estimulos ambientales que
inducen la sintesis de MS, como son la luz, pH y el estado redox (més adelante se explicara
a profundidad). Ademaés, se ha encontrado que pequefias moléculas, que permiten la

comunicacion inter especies, pueden inducir el MS (Javier Barrios-Gonzélez, 2018).

Los mecanismos clasicos de regulacion del metabolismo primario son los mismos para el
MS: induccién (proceso por el cual ciertas moléculas inducen la biosintesis del MS), la
represion catabdlica por carbono (es cuando una fuente de carbono ejerce un efecto negativo
en la sintesis del MS), regulacion por nitrégeno, regulacién por fosfato y retroalimentacion
(proceso por el cual un MS regula su propia biosintesis, generalmente, a través de un

metabolito primario) (Barrios-Gonzélez, 2018; Barrios-Gonzélez & Mejia, 2008).

La regulacion por nitrégeno se refiere a que ciertos tipos de compuestos de nitrégeno
(principalmente amonio) ejercen un efecto negativo sobre la biosintesis de los MS;
generalmente se evita limitando la concentracion de la fuente represiva de nitrégeno en el
medio de fermentacion, o bien, utilizando un aminoéacido de asimilacién lenta o fuentes
complejas de nitrégeno organico. La regulacion por fosfato se refiere a que algunos MS son
regulados negativamente por fosfato, en consecuencia, la produccién de estos compuestos
ocurre sélo bajo condiciones nutricionales de limitacién de fosfato (Barrios-Gonzalez, 2018;
Sanchez & Demain, 2002).

Los hallazgos recientes han dado una visién mas complicada, donde los mecanismos clasicos
son parte de redes reguladoras complejas con diferentes niveles jerarquicos de regulacion.
Por lo tanto, estos mecanismos reguladores estan mediados por vias de transduccion de
sefiales que generalmente activan factores de transcripcion. Estos mecanismo de regulacion
incluyen la regulacion epigenética, los reguladores globales y los reguladores especificos de

la ruta (Barrios-Gonzalez, 2018).
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Los genes de las rutas biosintéticas de los MS estan agrupados en el genoma de hongos y
actinomicetos. Estos grupos (clusters) contienen genes para la enzima biosintética principal
(que cataliza la estructura principal del esqueleto), que son enzimas grandes, multidominio y
multimodulares tales como policétido sintasas y péptido sintasas no ribosomales. Ademas,
los grupos codifican oxidasas, hidrolasas y transportadores, y pueden incluir genes de
resistencia (contra su propio metabolito). Curiosamente, estos clusters generalmente incluyen
genes reguladores especificos de la ruta, representados en hongos por un factor de

transcripcion especifico del grupo (Barrios-Gonzéalez, 2018).

La regulacion global se logra mediante factores de transcripcién de accion global, que son
importantes para integrar las respuestas celulares a parametros ambientales como las fuentes
de carbono y nitrogeno, la temperatura, pH, etc., por lo tanto, también actGan sobre el
metabolismo primario; por ejemplo, factores de transcripcion globales que media la sefial
ambiental del carbono es CreA, del nitrogeno es AreA y del pH es PacC (Barrios-Gonzélez,
2018; Brakhage, 2013; Keller et al., 2005).

La regulacion epigenética representa un nivel jerarquico superior y es una regulacion basada
en cromatina de los clusters de genes del MS. En los eucariotas, los cromosomas estan
formados por cromatina que estd compuesta de DNA envuelto alrededor de un octamero de
histonas. La mayor parte de la cromatina existe en una forma condensada,
transcripcionalmente silenciada llamada heterocromatina. Cuando la cromatina se transforma
en eucromatina (forma menos condensada), los genes estan disponibles y se transcriben

activamente (Strauss & Reyes-Dominguez, 2011).

Estos cambios son provocados por modificaciones quimicas en las histonas finamente
coordinadas (metilacion y més a menudo acetilacion), y del DNA (desmetilacion) con
marcadores epigenéticos. La proteina nuclear LaeA es un regulador maestro del metabolismo
secundario en Aspergillus y otros hongos, controla varios grupos de genes del MS 'y se cree
que actua a través de la remodelacion de la cromatina (debido a la similitud de la secuencia
de LaeA con las metiltransferasas involucradas en la modificacion de histonas, entre otros
hallazgos) (Bayram et al., 2008; Keller et al., 2006).
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2.3 Lovastatina

2.3.1 Actividad biologica

La lovastatina (también conocida como mevilonina) es un metabolito secundario producido
principalmente por Monascus ruber y Aspergillus terreus (hongo que se utilizd para su
produccion industrial); pertenece a un grupo de farmacos llamado estatinas, las cuales son
inhibidores competitivos de la enzima 3-hidroximetil-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-
CoA\) reductasa (mevalonato: NADP1 oxidorreductasa, EC 1.1.1.34), esta enzima cataliza la
reduccion de HMG-CoA a mevalonato durante la sintesis de colesterol. Cuando el anillo de
lactona de lovastatina estd en su forma abierta, como lo estaria en el higado humano, la
estructura tiene una fuerte similitud con HMG-CoA, por lo que reducen los niveles de

colesterol en suero al bloquear la biosintesis de colesterol (Seenivasan et al., 2008).

Las estatinas se pueden dividir en estatinas naturales con sus derivados semisintéticos y
estatinas de origen sintético. Las estatinas naturales, poseen una estructura base comun, un
sistema hexahidro-naftaleno y una B-hidroxilactona, las diferencias entre ellas estan en las
cadenas (R1) y grupos metilo (R2) alrededor del anillo, por ejemplo, la lovastatina contiene
una cadena lateral metilbutirica (R1) y un grupo metilo 6-a (R2) (Figura 1). Las estructuras
de las estatinas sintéticas son diferentes, lo inico comun que conservan es el anillo tipo HMG
CoA, responsable de la inhibicién de la HMG CoA reductasa (Javier Barrios-Gonzalez &
Miranda, 2010).

A) B)
B-hidroxilactona
"o T _o R, R,
o
© /Q.L
HaC o ©H
¥ CH,
Riy
/CH3 Lovastatina
—» | Hexahidro-naftaleno
RyNF

Estructura base de
las estatinas

Figura 1. (A) Estructura base comun de las estatinas naturales, basado en un sistema hexahidro-naftaleno y

una B-hidroxilactona, las diferencias entre ellas estan en las cadenas (R1) y grupos metilo (R2) alrededor del

anillo. B) Cadena lateral metilbutirico (R1) y un grupo metilo 6-o (R2) especificos de la lovastatina (imagen
modificada de Barrios-Gonzalez & Miranda, 2010).
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2.3.2 Relevancia farmacéutica y econdmica

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en todo el mundo. Se
calcul6 que en 2015 murieron por esta causa 17,7 millones de personas, lo cual representa un
31% de todas las muertes registradas en el mundo (Organizacion Mundial de la Salud, 2015).
Estas enfermedades estdn relacionadas con altos niveles de colesterol en plasma
(hipercolesterolemia), que es el factor de riesgo primario de aterosclerosis y enfermedad de

la arteria coronaria (Sanz & Fayad, 2008).

Por esta razon, el control del colesterol mediante la inhibicion de su biosintesis ha sido una
estrategia importante, y de aqui que las estatinas han tenido una extraordinaria importancia
médica y econdmica. El éxito de las estatinas se refleja en su inmenso potencial de mercado
con una venta promedio de $20 mil millones de dolares (Mulder et al., 2015). Tan sélo en el
afio 2010, se reportd que la estatina atorvastatina ocupd el primer lugar en ventas en Estados

Unidos, generando 7.2 billones de délares (Forbes, 2011).

Se ha demostrado que la terapia con estatinas tiene efectos biolégicos (ademas de la
disminucion del colesterol en plasma), representando una posible aplicacién en
enfermedades como el cancer, osteoporosis, Alzheimer, esclerosis mdaltiple, artritis
reumatoide y el mal de Parkinson (Barrios-Gonzéalez & Miranda, 2010). También se
demostré que el pretratamiento con estatinas atentda la cardiotoxicidad inducida por
doxorrubicina (terapia contra el cancer) a traves de efectos antioxidantes y antiinflamatorios
(Riad et al., 2009).

2.3.3 Ruta biosintética
La ruta biosintética de lovastatina deriva de acetil-coA. Los genes biosintéticos estan

organizados en un cluster de 64 kb, formado por 18 genes (Figura 2) (Kennedy et al., 1999).

El primer paso comienza con la sintesis de dihidromonacolina L a partir de acetil-CoA,
malonil-CoA y S-adenosilmetionina por LovB y LovC (Kennedy et al., 1999; Ma et al.,
2009). LovB es una proteina multidominio lovastatina nonacetido sintasa (LNKS), ejerce
mas de una funcion catalitica, contiene siete sitios activos (en orden: KS = cetosintasa; MAT
= malonil-CoA: aciltransferasa ACP; DH = deshidratasa; MT = metiltransferasa; KR =
ketoreductasa; ACP = proteina portadora de acilo; CON = dominio de condensacion) y un
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dominio inactivo (ER = enoil reductasa), debido a esto, se requiere una enzima ER, la cual
es LovC (Kennedy et al., 1999; Ma & Tang, 2007). LovC es una enol reductasa que reduce
especificamente tres de los ocho posibles intermediarios de policétidos durante el primer paso
de la biosintesis de lovastatina (Auclair et al., 2001). Juntos, LovB y LovC, catalizan

alrededor de 35 reacciones para formar dihidromonacolina L (Figura 3) (Ma et al., 2009).

Por otro lado, LovF incorpora 2 moléculas de acetato para formar el policétido 2-metilbutiril
coA. LovF es conocida como lovastatina dicétido sintasa (LKS), que tiene siete dominios
cataliticos (en orden: KS, MAT, DH, MT, ER, KR y ACP) (Kennedy et al., 1999).

El segundo y tercer paso en la ruta biosintética de la lovastatina se llevan a cabo mediante
una enzima unica. LovA es una monooxigenasa del citocromo P450, cataliza la conversion
del &cido dihidromonacolina L en &cido monacolina L y acido monacolina J (Barriuso et al.,
2011; Kennedy et al., 1999).

Finalmente, una transferasa codificada por LovD conecta la monacolina J y 2 metilbutiril-
CoA (formada anteriormente por LovF) para producir la forma acida de lovastatina (Figura
3) (Hendrickson et al., 1999; Xie et al., 2006).

LovE y LovH son factores de transcripcion, contienen secuencias que codifican motivos de
dedos de zinc de union al DNA. Su manipulacién se ha relacionado con el aumento o la
disminucion de la produccion de lovastatina (Kennedy et al., 1999). Nuestro grupo de trabajo
descubrié que la mayor produccién de lovastatina en FS estd relacionada con una
transcripcion mas intensa de lovE y lovF, lo que respalda la participacion de LovE en la

biosintesis de lovastatina (Barrios-Gonzalez & Mejya, 2008).

LovG es una esterasa multifuncional (inicialmente asignada como ORF5), participa en la
liberacion del producto correcto (&cido dihidromonacolina L) de LovB y desempefia un papel

en la eliminacion de intermediarios aberrantes de LovB (Xu et al., 2013).

El resto de los genes del cluster son ORF1 y ORF10 codifican genes de resistencia; ORF2 y
ORF17 codifican citocromo 450 monooxigenasas; ORF14 y ORF16 codifican genes
transportadores; aun se desconoce la funcién de ORF8, ORF12, ORF15 y ORF18 (Kennedy
etal., 1999).
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Figura 2. Cluster de los genes biosintéticos de lovastatina. Los genes en azul codifican enzimas que operan
en la ruta biosintética; los genes en verde codifican moléculas regulatorias; los genes en rojo codifican
enzimas citocromo 450 monooxigenasas; los genes en gris oscuro codifican transportadores; los genes en gris
claro codifican proteinas de resistencia y los genes en color naranja son de funcion desconocida (imagen
modificada de Mulder et al., 2015).
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Figura 3. Ruta biosintética de lovastatina (imagen modificada de Barrios-Gonzalez & Miranda, 2010).
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2.3.4 Regulacion

La lovastatina es regulada por represion catabdlica de carbono, pues se ha demostrado que
altos niveles de glucosa reducen la produccion de lovastatina, mientras que la lactosa (fuente
de carbono de consumo lento) aumenta la produccion, también se demostré que la lactosa
solo es consumida hasta que la glucosa se agota, y esto coincide con el inicio de produccion
de lovastatina (idiofase). Algunos estudios sugieren que la biosintesis de lovastatina también
es regulada por nitrégeno, probando Unicamente que las sales de amonio afectan su
produccién, por lo que el uso de fuentes de nitrogeno organicas (como harina de soya)

mostraron altos rendimientos (Hajjaj et al., 2001; Lai et al., 2003).

La retroalimentacion es otro mecanismo de regulacion en la biosintesis de lovastatina, pues
demostraron que la adicion de este metabolito a la fermentacion resulté en un decremento en

la produccion final (Casas Lopez et al., 2004; Jia et al., 2010).

En cuanto a la regulacion a nivel molecular, se demostré que la biosintesis de lovastatina
también esta regulada a nivel epigenético, pues al interrumpir el gen laeA en A. terreus, que
codifica un regulador global clave de la biosintesis de metabolitos secundarios que interactia
con otros componentes del complejo Velvet (VelA, VelB, VelC, VosA), bloqued la expresion
de los genes biosintéticos del cluster; por otro lado, al sobreexpresar esta proteina nuclear
disparé la transcripcion de los genes de biosintesis y, como consecuencia, la produccion de
lovastatina (Bok & Keller, 2004).

“Quorum sensing” es un fenomeno de comunicacion microbiana y regulacion de genes; esta
mediado por pequefias moléculas difusibles que se producen a lo largo del crecimiento
microbiano, reflejando asi la densidad celular de la poblacion. A medida que la densidad
celular alcanza un valor umbral, el autoinductor acumulado desencadena la respuesta
“quorum sensing”, permitiendo que la poblacion microbiana actie de manera coordinada y
se adapte a las condiciones ambientales (Palonen et al., 2014). Poliaminas (DAP 1,3-
diaminopropano y espermidina), oxilipinas, butirolactona I y II son moléculas de “Quorum
sensing” que se encontraron en cultivos de A. terreus, y, ademas, se demostro que estan
regulando la biosintesis de lovastatina. En el caso de las poliaminas, se cree que la regulacion

es a través de LaeA, pues al afiadirlas a los cultivos no sélo resulté en un aumento en la

27



expresion de los genes biosintéticos de lovastatina, sino también de laeA (Raina et al., 2012;
Sorrentino et al., 2010; Zhgun et al., 2019).

La regulacion de la lovastatina por las Especies Reactivas de Oxigeno ha sido uno de los mas
notables descubrimientos que ha hecho nuestro grupo de trabajo. EI descubrimiento inicid
buscando los estimulos ambientales especificos para FS (que inducen una mayor produccion
de Lov), y se identifico el contacto directo con el aire como un estimulo importante del medio
s6lido (Avila et al., 2017); al evaluar si esto fue mediado por EROs, descubrimos que, en la
fermentacion de Lov con Aspergillus terreus, hubo una repentina acumulacion de EROs,
precisamente cuando comenz0 la idiofase. Esta concentracion de EROs relativamente alta
continud durante toda la fase de produccién; ademas, este aumento coincidié con la
activacion de los genes biosintéticos de Lov, incluido el factor de transcripcion especifico
lovE. Esto sucedié en FS y también en FL (Miranda et al., 2013). Sorprendentemente, cuando
comenzo la idiofase y comenzé la acumulacion de EROs, la expresion del gen sodl (una
defensa de estrés oxidante) se redujo y se mantuvo asi durante el resto de la idiofase.

En un trabajo posterior demostramos que las EROs no sélo eran necesarias para la produccion
de lovastatina, sino que de hecho regulaban positivamente su biosintesis a nivel
transcripcional. También se demostrd que el gen yapl (Atyapl), uno de los principales
reguladores de la respuesta antioxidante en los hongos, se expresé mucho durante la
trofofase, pero se redujo durante la idiofase, lo que sugiere que no s6lo Yapl regula a sod1
sino que, de alguna manera, ambos fueron regulados negativamente para contribuir a la

acumulacion de EROs en la fase de produccion (Miranda et al., 2014).

2.3.5 Produccion en FS vs FL.: fisiologia del medio sélido

La fermentacion en medio sélido (FS) se define como un cultivo microbiano que se desarrolla
en la superficie y en el interior de una matriz sélida y en ausencia de agua libre; es un método
de cultivo alternativo que presenta muchas ventajas sobre el cultivo tradicional (FL), como
lo son los altos rendimientos de productos de valor comercial, ademas, ciertas enzimas y MS
solamente pueden ser producidos mediante FS, y a esto se le ha denominado “fisiologia

especial del medio solido” (Barrios-Gonzélez et al., 2008).
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En nuestro grupo de trabajo se desarroll6 un sistema de FS utilizando un soporte inerte, y se
alcanzo producciones de lovastatina 30 veces mayores con respecto a la FL (Bafios et al.,
2009).

Con objeto de entender los mecanismos o eventos responsables de estas diferencias en el
nivel de produccion, se realizaron estudios a nivel molecular. Los resultados mostraron que
la alta produccion de lovastatina en FS estd relacionada a una mayor intensidad en la

transcripcion del gen regulador lovE y los genes biosintéticos (Barrios-Gonzalez et al., 2008).

Estos estudios indicaron que existen ciertos estimulos ambientales que hacen notar al hongo
que se encuentra en medio sélido. Estos estimulos deben ser detectados y entonces
transducidos, disparando un numero de eventos a nivel molecular. Ademas, se han
identificado algunos estimulos ambientales en cultivo sélido (sefiales) (Barrios-Gonzaélez,
2012) que pueden ser detectadas por el micelio en FS, entre los estimulos méas importantes

se encuentran el contacto directo con el aire y el estimulo del soporte (Avila et al., 2017).

2.4 Antibioticos -lactamicos

2.4.1 Actividad bioldgica

Las penicilinas y las cefalosporinas pertenecen quimicamente al grupo de antibiticos f-
lactamicos. Estos compuestos B-lactamicos, como muchos otros metabolitos secundarios,
tienen estructuras quimicas inusuales; todos se caracterizan por tener un anillo p-lactamico

de cuatro miembros cerrado por un enlace amida (Figura 4) (Brakhage et al., 2004).

Las penicilinas contienen un ndcleo biciclico "penam™ formado por anillos fusionados de -
lactdmico y tiazolidina, ademas de una cadena lateral de acilo unida al grupo amino en C-6.
Son producidos principalmente por algunas especies de Penicillium y Aspergillus. Por otro
lado, la cefalosporina C es producida principalmente por los hongos Acremonium
chrysogenum, Paecilomyces persicinus y Kallichroma tethys. Contiene un ndcleo “cephem”
(un anillo de dihidrotiazina de seis miembros fusionado al anillo B-lactamico) (Figura 4),
ademas de una cadena lateral D-a-aminoadipilo unida al grupo amino C-7, que es idéntica a
la de la penicilina N hidrofila, pero difiere de las penicilinas hidrofobas (Martin et al., 2010).

29



p-lactam ring l NI—H
0
H
R N S CH
Penicillins ~Nr 3
(Penam) 0 o |»,|\><CH3

>
COOH
Ho R,
H,N Nfl,s\
M
H 0 N
COOH o \/L CH,R,
Cephalosporins COOH
(Cephem)
Ry -H Cephalosporins R,: H Deacetoxycephalosparin
-OCH; Cephamycins -OH Deacetylcephalosporin

-OCQOCH, Cephalosporin C

Figura 4. Estructura quimica del anillo B-lactdmico, penicilinas (ndcleo penam) y cefalosporinas (ntcleo
cefem). Diferentes penicilinas contienen distintas cadenas laterales hidrofébicas o hidrofilicas (R). Los grupos
R1y R2 de cefalosporinas o cefamicinas se indican debajo de la estructura de cefalosporinas (imagen tomada

de Martin et al., 2010).

El mecanismo de accion de los antibidticos B-lactdmicos se basa en la inhibicion de la sintesis
de la pared celular de las bacterias. La pared celular se forma cuando los mondmeros de
peptidoglucano (PG) se polimerizan en largas cadenas a través de enlaces glucosidicos. La
sintesis de PG es catalizada por proteinas de union a penicilina (PBP) que presentan actividad
glucosiltransferasa y transpeptidasa, para polimerizar y reticular cadenas de PG. EI PG lineal
se sintetiza una unidad a la vez, y finaliza en el carboxil terminal de la cadena pentapéptida
con acil-D-ala-D-ala. La penicilina es un anédlogo estructural de acyl-D-ala-D-ala, y debido
a esta similitud estructural, se une preferentemente en el sitio activo de la transpeptidasa PG

que cataliza el paso final de la reaccion de reticulacion (Canzani & Aldeek, 2017).

2.4.2 Relevancia farmacéutica y econémica

El descubrimiento de antibidticos es quizas el descubrimiento méas importante en la historia
de la medicina terapéutica. La penicilina, el primer antibiético de amplio espectro, es el
metabolito secundario fingico méas famoso; transforma la practica de la medicina, cambid la
trayectoria de la investigacion farmaceutica, influyé en el curso de la Segunda Guerra

Mundial y salvé innumerables vidas.
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La terapia antibiotica moderna comenzo con el descubrimiento de un antibiotico p-lactamico
en 1929, cuando Alexander Fleming publico su observacion sobre la inhibicion del
crecimiento de Staphylococcus aureus en una placa de agar contaminada con Penicillium
notatum (Fleming, 1929). Este descubrimiento condujo al desarrollo de la penicilina -

lactdmica, el primer antibi6tico utilizado clinicamente.

A finales de la década de 1940, el hongo Cephalosporium acremonium (rebautizado como
Acremonium chrysogenum) fue aislado del mar en Cagliari (Italia) por Guiseppi Brotzu
(Brotzu, 1948). El descubrimiento de la cefalosporina C generd un grupo completamente

nuevo de B-lactamicos clinicamente significativos.

El éxito de los B-lactamicos en el tratamiento de enfermedades infecciosas se debe a su alta
especificidad y su baja toxicidad. A pesar de un numero creciente de antibidticos y la
incidencia de aislamientos resistentes a la penicilina, los B-lactdmicos siguen siendo de los
antibidticos mas utilizados (Elander, 2003); se calcula que del consumo mundial total de
antibidticos, las penicilinas y cefalosporinas ocupan alrededor del 30%, de un mercado global
de antibioticos que se valord en 45.31 billones de dolares en 2018 (Grand View Research,
2019).

2.4.3 Ruta biosintética

El cluster con los genes de biosintesis de penicilina G en P. chrysogenum esta constituido
por los genes pcbAB (penicillin cephalosporin biosynthesis), pcbC y penDE, todos ellos
formando un sélo cluster dentro del cromosoma I. Para la biosintesis de cefalosporina C en
A. chrysogenum corresponden dos clusters, el primero que es conocido como “cluster
temprano” (ubicado en el cromosoma VII) contiene los genes pcbAB y pcbC (igual que para
penicilina), cefD1, cefD2, cefT, cefM y ORF3; el segundo cluster que es conocido como
“cluster tardio”se encuentra en el cromosoma I, y esta formado por los genes cefEF y cefG
(Figura 5) (Martin et al., 2010).
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Figura 5. Clusters biosintéticos de penicilina en P. chrysogenum (A) y cefalosporina en A. chrysogenum (B)
(imagen modificada de Martin et al., 2010).

Todas las penicilinas y cefalosporinas naturales producidas por microorganismos eucariotas
0 procariotas se sintetizan a partir de los mismos tres aminodacidos, acido L-a-aminoadipico
(L-a-AAA), L-cisteina y L-valina, por lo que, tienen en comdn los dos primeros pasos de la
ruta biosintética. En los hongos, el aminoacido no proteindgeno L-a-AAA se deriva de la via
del aminoadipato (especifica de hongos) que conduce a la formacién de L-lisina. También
puede proporcionarse mediante la degradacion catabdlica de lisina (Brakhage et al., 2004).
2.4.3.1 Penicilina G

En la primera reaccion de la via de biosintesis de cefalosporina y penicilina, los aminoacidos
precursores se condensan en el tripéptido L-3- (L-a-aminoadipil)-L-cisteina-D-valina
(ACV). Esta reaccion es catalizada por una sola enzima, 6- (L-a-aminoadipil) -L-cisteina-D-
valina sintetasa (ACVS) codificada por el gen pcbAB (también denominado acvA), esta

reaccion la lleva a cabo con ayuda de ATP (Figura 6).

En el segundo paso, el cierre oxidante del anillo del tripéptido lineal conduce a la formacion
de un anillo biciclico (el anillo B-lactamico) de cuatro miembros fusionado con el anillo de
tiazolidina de cinco miembros que es caracteristico de todas las penicilinas. EI compuesto
resultante es isopenicilina N (IPN) que posee una actividad antibidtica débil y, por lo tanto,
es el primer intermediario bioactivo de las vias de penicilina y cefalosporina. Esta reaccion
es catalizada por la isopenicilina N sintasa (IPNS) (codificada por el gen ipnA en A. nidulans

y pcbC en P. chrysogenum), y la cual requieren Fe?*, oxigeno molecular y ascorbato para
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catalizar la reaccion. IPN es el punto de ramificacion de las biosintesis de penicilina y

cefalosporina.

En el tercer y Gltimo paso de la biosintesis de penicilina G, la cadena lateral hidrofilica L-a-
AAA de IPN se intercambia por un grupo acilo hidréfobo catalizado por la acil coenzima A:
isopenicilina N aciltransferasa (IAT). EIl gen correspondiente se designé penDE (aatA)
(Figura 6) (Brakhage et al., 2004).

Ademaés de estas enzimas clave, también se requieren otras enzimas para la biosintesis de
penicilina, como las aril-CoA ligasas, que activan el &cido aromatico de cadena lateral y la
fosfopanteteinil transferasa (PPTasa), que activa la tripéptido sintasa ACV no ribosémica (la

primera enzima de la via) (Martin et al., 2010).

En habitats naturales se sintetizan penicilinas como la penicilina F y K (que contienen acido
D3-hexenoico y acido octenoico como cadenas laterales, respectivamente). Al suministrar al
medio de cultivo acido fenilacético o fenoxiacético la sintesis puede dirigirse,
principalmente, hacia la penicilina G y V, respectivamente (Brakhage et al., 1999). La
formacion de penicilinas hidréfobas se ha identificado s6lo en hongos, especialmente P.
chrysogenum y A. nidulans, mientras que las cefalosporinas hidréfilas son producidas por
hongos y bacterias, principalmente A. chrysogenum y Streptomyces clavuligerus,

respectivamente.

Las enzimas ACV e IPN se localizan en el citosol, donde llevan a cabo sus respectivas
reacciones, mientras que las Gltimas dos reacciones para formar la penicilina G llevadas a
cabo por la fenilacetil-CoA ligasa (involucrada en la activacion del acido fenilacético) e
isopenicilina N aciltransferasa se encuentran en microcuerpos (peroxisomas) (Martin et al.,
2010).
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2.4.3.2 Cefalosporina C
Como se menciond antes, en el segundo paso biosintético (formacion de isopenicilina) se

desprende la biosintesis de cefalosporina C.

El primer paso establece la ruta especifica para la sintesis de cefalosporinas; consiste en la
formacion de penicilina N por medio de una reaccion de epimerizacion, la cual se lleva a
cabo en A. chrysogenum por dos componentes: la enzima acil-coA sintetasa (codificada por
el gen cefD1) y la enzima a-metilacil-CoA racemasa (codificada por el gen cefD2). La
reaccion comienza con la activacion del sustrato isopenicilina N a su tioéster de CoA por la
acil-CoA-sintetasa, posteriormente, a-metilacil-CoA racemasa cataliza la epimerizacion de
isopenicilinil-CoA a D-enantiémero penicilinil-CoA. Finalmente, la hidrdlisis requerida de
los tioésteres de CoA parece ocurrir de manera no estereoselectiva por diferentes tioesterasas
(Esther K. Schmitt et al., 2004). El producto resultante, la penicilina N, es el precursor directo

de todas las cefalosporinas y cefamicinas (Figura 6).

El siguiente paso conduce a la conversion de la penicilina N en deacetoxicefalosporina C
(DAOC) al expandir el anillo de tiazolidina de cinco miembros al anillo de dihidrototiazina
de seis miembros caracteristico de la clase de cefalosporinas. Esta reaccion es catalizada por
la DAOC sintetasa (codificada por el gen cefEF), y requiere Fe?*, oxigeno molecular y a-

cetoglutarato para llevar a cabo la reaccion (Kohsaka & Demain, 1976).

En la siguiente reaccion, la DAOC hidroxilasa, también designada deacetilcefalosporina C
sintetasa (también codificada por el gen cefEF), cataliza la incorporacion de un atomo de
oxigeno desde O, al metilo exociclico en el dtomo C-3 de DAOC, formando asi
desacetilcefalosporina C (DAC) (Dotzlaf & Yeh, 1987).

En la ultima reaccion ocurre la transferencia de un acetilo de la acetil coenzima A al grupo
hidroxilo en el anillo de desacetilcefalosporina C que contiene azufre, conduciendo a la
formacion del producto final: cefalosporina C, la cual posee una alta actividad antibidtica
(Felix et al., 1980). Esta reaccion de acetilacion es catalizada por la acetil-coenzima (CoA) o
DAC acetiltransferasa (codificada por el gen cefG) (Figura 6).
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Figura 6. Ruta biosintética de penicilina G y cefalosporina C. L-a-AAA es un intermediario de la ruta
biosintética de L-lisina, pero también puede proporcionarse por degradacién catabdlica de L-lisina.
Abreviaturas: ACV, d- (L-a-aminoadipil) -L-cisteina-D-valina; DA , deacetilcefalosporina C; DAOC,
deacetoxicefalosporina C; IPN, isopenicilina N; L-a-AAA, &cido L-a-aminoadipico (imagen modificada de
Brakhage et al., 2004).
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La reaccion de acetilacion de DAC a cefalosporina C parece ser muy ineficiente en la mayoria
de las cepas de A. chrysogenum. EIl gen cefG se expresa muy mal en comparacion con otros
genes de la via y es bien sabido que se acumulan altos niveles de DAC en muchas cepas
productoras de cefalosporina C. En consecuencia, la conversion de DAC a cefalosporina C

parece ser el paso limitante en la via (Gutierrez et al., 1992; Mathison et al., 1993).

La via biosintética de la cefalosporina C en A. chrysogenum esta compartimentada y tiene
lugar en el citosol (ACV, IPNS y DAOCS) y los peroxisomas (IPNE), como la via
biosintética de la penicilina en P. chrysogenum. La proteina CefM parece actuar como un
transportador entre la membrana peroxisomal y el citosol, mientras que la proteina CefT
parece fungir como un transportador membranal desde el citosol al espacio extracelular, se
sugiere que estan involucrados en el transporte de intermediarios y/o secrecion de

cefalosporinas (Martin et al., 2010).

2.4.4 Regulacion

2.4.4.1 Penicilina

La biosintesis de penicilina esta regulada por represion catabdlica de carbono; la glucosa
reduce drasticamente la produccién, mientras que la lactosa (fuente de carbono de
asimilacion lenta) dio los mejores rendimientos (Soltero & Johnson, 1953). La regulacion de
la fuente C actua en varios puntos de la biosintesis de penicilina en P. chrysogenum: en el
flujo de L-a-AAA a la enzima ACV (Honlinger & Kubicek, 1989), tanto en la regulacion
transcripcional como la postranscripcional de los genes biosintéticos (Brakhage et al., 1999)
y en la activacion de precursores de la cadena lateral, pues se descubrié que la glucosa causa
la inactivacion de la acetil-CoA sintetasa tiene la capacidad de catalizar la activacion (a sus
tioésteres de CoA) de algunos de los precursores de la cadena lateral necesarios para la
produccion de varias penicilinas (Martinez-Blanco et al., 1992).

La penicilina también esta sujeta a regulacion por nitrégeno, se ha reportado inhibicion de la
biosintesis en P. chrysogenum por altos niveles de amonio, influyendo directamente en la
expresion de los genes biosinteticos (Feng et al., 1994); ademas se demostré que el regulador
general NRE (factor transcripcional de la familia AREA), ademéas de participar en la
regulacién por nitrégeno, se une a los promotores de los genes de biosintesis de penicilina
(Haas & Marzluf, 1995).
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La produccion de penicilina esta sujeta a regulacion por pH ambiental, siendo el factor
transcripcional PacC el jugador clave de esta regulacion; en P. chrysogenum se encontr6 que
los niveles de transcripcion de pacC son mas altos en condiciones alcalinas que en
condiciones de crecimiento acido y se elevan en las Gltimas etapas de crecimiento, teniendo
posible relacion con la presencia de siete sitios de union de PacC en la region intergénica
pcbAB-pcbC y sugirieron que pcbC estd bajo control directo de PacC (Suérez & Pefialva,
1996).

Los aminoacidos desempefian un papel en la regulacion de la biosintesis de penicilina y
cefalosporina, debido a que se sintetizan a partir de los precursores de los aminoécidos L-a-
aminoadipico, L-cisteina y L-valina. Esta regulacion esta basada en retroalimentacion a nivel
de metabolismo primario, pues encontraron que al adicionar L-lisina a la fermentacion
reducia la produccion de penicilina, esto debido a que L-lisina inhibia varias enzimas de la
ruta de biosintesis de lisina, lo que podria dar como resultado un grupo reducido de L-a-
aminoadipico disponible para la produccion de penicilina (Brakhage et al., 1999; Demain,

1957); el mismo efecto se encontrd con valina (Goulden & Chattaway, 1969).

El regulador global LaeA, que interactta con el complejo velvet (VelA, VelB, VelC, VosA),
regulan la expresion de genes biosintéticos de penicilina en P. chrysogenum. Tanto LaeA
como VelA son reguladores positivos de la biosintesis de penicilina, mientras que VelB actia

como antagonista del efecto de LaeA y VelA (Martin, 2017).

No se han encontrado genes reguladores especificos de la ruta de penicilina en la region
amplificada que contiene los tres genes biosintéticos, lo que indica que la biosintesis de
penicilina podria ser controlada directamente por reguladores globales (por ejemplo: CreA,
PacC, LaeA) (Martin et al., 2010).

2.4.4.2 Cefalosporina

Al igual que las penicilinas, la cefalosporina C también se regula por represion catabélica de
carbono. Se demostro los genes pchC y cefEF son reprimidos transcripcionalmente en
presencia de glucosa, ademas, las actividades enzimaticas de PcbAB, PcbC y CefEF también
disminuyeron en presencia de glucosa (Schmitt et al., 2004). El factor transcripcional CRE1

actla como un represor catabolico de carbono en los genes biosintéticos de cefalosporina,
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pues se reportd que los promotores de los genes pcbC y cefEF contienen varios sitios
putativos de union para CRE1 (Jekosch & Kuck, 2000).

Estudios moleculares revelaron que el factor general transcripcional AcAreA juega un papel
importante tanto en la regulacion del metabolismo del nitrégeno asi como en la produccion

de cefalosporina en A. chrysogenum (Li et al., 2013).

El regulador general PacC (factor transcripcional dedos de zinc) también juega un papel
importante en la regulacion de la biosintesis de cefalosporina C. En A. chrysogenum se
identificados dos sitios de unién para PacC en la region promotora pcbAB-pcbC y dos més
entre los genes cefEF-cefG, estos sitios de union fueron demostrados ser reconocidos
eficientemente por PacC in vitro. Se sugiere también, que la proteina PacC funciona en la
regulacion de la expresion de los genes de cefalosporina de una manera dependiente del pH,
pues en las cepas parentales de A. chrysogenum, la expresion de los genes de biosintesis de
cefalosporina es mas fuerte en condiciones alcalinas, o que probablemente sea el resultado

de una proteina PacC activa (Schmitt et al., 2001).

Como se menciond antes, al ser también los aminoacidos L-a-aminoadipico, L-cisteinay L-
valina los precursores de la biosintesis de cefalosporina C, su disponibilidad intracelular es
un pardmetro importante en la regulacion. La L-lisina reduce la produccion de p-lactamicos
mediante la inhibicion por retroalimentacion (Luengo et al., 1980). Los altos niveles de L-
valina dan como resultado una inhibicién por retroalimentacion de la primera etapa de
reaccion catalizada por la acetohidroxiacido sintasa (Matsumura & Suzuki, 1986). La D-
metionina presumiblemente tiene un doble efecto en la biosintesis de cefalosporina C; por un
lado, parece ser el principal proveedor de L-cisteina a través de la via de transulfuracion
inversa y, por otro lado, tiene un efecto de induccion sobre los genes de biosintesis de
cefalosporina (Martin & Demain, 2002).

Se encontrd que el gen velvet (veA) de A. chrysogenum controla la biosintesis de
cefalosporina y la formacion de artrosporas; las mutantes interrumpidas con este gen
mostraron una reduccion del 80% en la produccion de cefalosporina C. Encontraron que el
efecto principal de la mutacién veA se dio sobre expresion del gen cefEF (85% menos

expresion) que codifica la enzima DAOC sintasa / hidroxilasa (Dreyer et al., 2007).
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Se ha demostrado que una buena aireacion del micelio es un pre requisito para altos
rendimientos de B-lactdmicos. Dado que varias enzimas requieren oxigeno para su actividad,
como IPNS y DAOC sintetasa / DAC hidroxilasa, es concebible que esta sea la razon del
requerimiento de oxigeno principalmente, para la biosintesis de cefalosporina C (Hilgendorf
etal., 1987).

2.6 Especies Reactivas de Oxigeno

Tanto los organismos eucariotas como los procariotas generan especies reactivas de oxigeno
(EROs) como subproductos de su metabolismo, principalmente a través de la respiracion
aerobica; estas especies son derivados del oxigeno molecular (O>). Las principales EROs son
las especies que son producto de la ruptura o de la excitacion del Oz, o sea, el oxigeno
atomico, el ozono y el oxigeno en singulete, y las especies de oxigeno que estan parcialmente
reducidas, esto es, el superoxido, el peréxido de hidrégeno y el radical hidroxilo (Figura 7)
(Hansberg, 2002).
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Figura 7. Mecanismos de produccién de EROs. Las EROs se producen por excitacion (O, Os, 1O,) o por
reduccion (02", H20,, HO"). Las especies en rojo son las mas reactivas. EI O, es generado por el fotosistema
I1 (PSI) y es reducido por la citocromo oxidasa de la cadena respiratoria (COX). El superoxido reacciona
solo consigo mismo, con dxido nitrico y otros radicales. El perdxido de hidrégeno reacciona con los centros
de azufre de hierro y las cisteinas de ciertas proteinas. Sin embargo, tanto el superéxido como el peréxido de
hidrégeno pueden formar espontdneamente oxigeno individual y radicales hidroxilos, que son mucho mas
reactivos. Se muestran las principales reacciones para el oxigeno singlete y el radical hidroxilo (Esquema
tomado de Aguirre et al., 2005).
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El oxigeno en singulete (*O2) se forma cuando uno de los dos electrones libres del O capta
energia y cambia de giro. Cuando eso sucede, inmediatamente se aparea con el otro electrén
libre, dando opcién a que se puedan formar dos tipos de oxigeno en singulet: el 'xg*, que
tiene los dos electrones desapareados pero con giros opuestos (el cual decae muy rapido), y
el *Ag, en el que estos electrones se han apareado; biologicamente, sélo tiene relevancia la
forma 1Ag ya que es capaz de reaccionar porque tiene dos electrones desapareados, o bien,
puede decaer al estado basal, emitiendo un fotén a 1,268 nm. Dentro de la célula, el 102 se
puede formar en el proceso de fotosintesis, en la dismutacion espontanea del O, de los
acidos hipohalogenosos, o también los lipoperoxidos (generados por algunos radicales). El
10, es muy reactivo y es capaz de reaccionar con la mayoria de los compuestos celulares

cerca de donde se produzca (Lledias & Hansberg, 2000).

El ion superdxido (O2") se forma cuando el Oz capta un electron. Esto ocurre en todos los
organismos que respiran, pues una pequefia parte de los electrones que pasan por la cadena
respiratoria sale de ésta y es captada por el O2. Ademas de la mitocondrial, las cadenas de
transporte de electrones del reticulo endoplasmico y de la membrana nuclear también pueden
generar O>". Otra fuente importante son los citocromos P450, algunas oxidasas como la
oxidasa del NADPH, la oxidasa de xantina y algunas peroxidasas inespecificas
(Winterbourn, 2008).

El O es poco reactivo, sélo reacciona a una tasa importante con las quinonas, los fenoles,
con el fierro libre o unido a algunas proteinas (por ejemplo, los centros Fe-S) y también con
otros radicales (como el dxido nitrico, los radicales fenoxi o consigo mismo). La dismutacion
espontanea del superdxido ocurre sélo cuando uno de los Oz se protona para formar el
radical hidroperoxilo (HO2"), por lo que la velocidad de reaccion es mayor mientras méas
acido sea el medio. Inhibe algunas enzimas como la deshidrogenasa 6—fosfogluconato, la
aconitasa y la fumarasa lo que afecta la reduccion del NAD™ y el metabolismo energético.
También inhibe la tercera enzima de la via de sintesis de los aminoacidos ramificados, la
deshidratasa dihidroxiacido, la reductasa de ribonucleétido que genera los difosfato de
desoxiribonucledsidos para la sintesis del ADN, y una fosfatasa de proteina, la calcineurina,
importante en la transduccion de sefiales. EI O2" no reacciona con el NAD(P)H, con el DNA,

con los lipidos, ni con los aminoacidos de las proteinas (Hansberg, 2002).
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El agua oxigenada o perdxido de hidrégeno (H20.) se forma principalmente por la
dismutacién del O2™, aunque también se forma por algunas oxidasas como xantina, las
oxidasas de aminoacidos, oxidasas de hexosas y las oxidasas de fenoles, entre otras. EI H20O-
es poco reactivo y se puede difundir a través de los compartimentos celulares, reacciona poco
con el ascorbato y lentamente con algunos cetoacidos, como el piruvato o el o—cetoglutarato;
no reacciona con compuestos como el NAD(P)H, el DNA, los lipidos, o la mayoria de las
proteinas, inclusive a concentraciones milimolares. Algunas enzimas, como la gliceraldehido
3-fosfodeshidrogenasa o la fosfatasa 1,6—difosfato fructosa del cloroplasto, si se inactivan

con el H»0..

Tanto el O>™ como el H2O2 son compuestos que reaccionan poco. Sin embargo, ambos son

toxicos principalmente porque generan 'O, y HO".

El radical hidroxilo (HO") y el ién hidroxilo HO™ se forman cuando el H,O> se fragmenta al
aceptar un electron desapareado, por ejemplo, de un metal de transicion como el Fe?* o el
Cu™ (reaccion de Fenton); el HO" es inocuo, se protona para formar agua, en cambio, el HO
es uno de los compuestos mas reactivos que existen, de hecho, casi no se puede difundir
porque reacciona rapidamente y lo hace practicamente con cualquier compuesto en el sitio
en donde se produce. La toxicidad del O y del H2O. depende, en gran medida, de la

disponibilidad y la distribucion de los metales de transicion (Winterbourn, 2008).

Al grupo de las EROs suelen afiadirse las especies reactivas de nitrégeno que estan
combinadas con las de oxigeno, y que son importantes biolégicamente, tal es el caso del
mondxido de nitrdgeno u 6xido nitrico (NO*). Este se forma como producto de la 6xido

nitrico sintasa a partir del grupo guanidino de la arginina.

ElI NO* es un radical porque tiene un electron desapareado, sin embargo, igual que el O, al
cual se parece mucho, el NO® no es muy reactivo y se puede difundir. Reacciona lentamente
con los tioles formando tionitritos (nitrosotioles) o con los sulfhidrilos de algunas enzimas.
En cambio, reacciona rapidamente con otros radicales, como con el O, generando NO>", 0
con Oz, formando peroxinitrito (ONOQO"), ambos productos son més oxidantes que el 6xido
nitrico. También reacciona con radicales de aminoacidos, como el radical tirosina, que se
encuentra, por ejemplo, en el sitio activo de la reductasa de ribonucleotido. EI NO" se une a

varios metales de transicion como al fierro de las hemoproteinas o los centros [Fe-S] de las
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enzimas mitocondriales. La inhibicion de la oxidasa del citocromo C por el NO® puede tener

un efecto metabolico importante (Hansberg, 2002).

2.6.1 Potencial redox, estrés oxidante y dafio celular

Las células estan aisladas quimica y osmdticamente de su entorno creando un gradiente de
potencial electroquimico a través de su membrana plasmatica, que es necesario para la vida.
La distribucion de metabolitos oxidantes y reductores en la célula y en el medio crea un
potencial redox interno, el cual esta controlado homeostaticamente por un elaborado sistema.
Cuando ocurre una desviacion del valor normal de este potencial redox se tolera sélo por un
tiempo muy corto, y si se mantienen durante mas tiempo, se genera un estrés oxidante, lo que
puede desencadenar en muerte celular por apoptosis y otros procesos de muerte celular

programada como la necrosis (Breitenbach et al., 2015).

La homeostasis oxidacion-reduccion (estado redox) es primordial para la vida. Los procesos
redox impregnan practicamente todos los procesos fundamentales en la célula, desde la
bioenergética hasta el metabolismo. Al igual que en la regulacion acido-base, el control
espacio-tiempo opera en diferentes puntos, es decir, no existe un estado redox general, sino
que son especificos en cada compartimento dentro y fuera de la célula, o de una situacién
fisioldgica o fisiopatoldgica dada. Las perturbaciones que conducen a un aumento repentino
en los niveles intracelulares de EROs, que se traduce en una pérdida del estado redox,
causarian estrés oxidante y desencadenarian mecanismos de defensa antioxidante (Montibus
et al., 2015; Sies et al., 2017).

El estrés oxidante se define pues como un desequilibrio entre la generacion de EROs y las
defensas antioxidantes que conduce a una interrupcion de la sefializacion redox y el control

y/o dafio molecular (Sies et al., 2017).

Las EROs que se producen en cualquier estado fisioldgico, producen continuamente dafio al
DNA, a las proteinas y a los lipidos, sin embargo, el dafio mas profundo se percibe cuando

las células entran en estrés oxidante.

En el DNA ocurre la pérdida de bases, la desaminacion de la citosina en uracilo y de la 5—
metilcitosina en timidina y la ruptura de una o las dos hebras del DNA. Otra modificacion

importante son los aductos de guanina, formador por la oxidacion de la guanina comunmente
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por 1O, esta oxidacion genera 8-oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina que forma puentes de
hidrégeno con la adenina en lugar de con la citosina y, por lo tanto, genera mutaciones de
transversion después de la replicacion (Freudenthal et al., 2015); la acumulacion de guanina
oxidada causa disfuncion mitocondrial (pues del DNA mitocondrial es mas afectado que el
gendémico)y puede conducir a muerte celular. También se ha reportado oxidacién de

microRNAs en celulas de mamiferos, que terminan en apoptosis (Sies et al., 2017).

La mayoria de los dafios en las proteinas son ocasionados por el HO® ya que reacciona con
cualquier aminoéacido en el sitio donde se forma, que generalmente son sitios en donde se
encuentra un metal de transicion. EI 1O, es mas selectivo y reacciona particularmente con los
aminoacidos triptofano, tirosina, histidina, lisina, metionina y cisteina. Algunas enzimas se
inactivan o se activan con el O>" y el H.O, cuando interaccionan con metioninas o cisteinas
susceptibles; estas reacciones son reversibles y por ello tienen importancia en la regulacion
de algunas actividades enziméticas. Muchas proteinas son capaces de absorber una gran
cantidad de oxidaciones sin que aparentemente se vea afectada su funcion (Hansberg, 2002).

Las membranas celulares contienen fosfolipidos que tienen &cidos grasos con varios dobles
enlaces. Estos acidos grasos poliinsaturados son mas labiles a la oxidacién que los saturados
y los monoinsaturados porque los metilenos entre dos dobles ligaduras pueden perder
facilmente un hidrégeno (hidrégeno alilico). Las EROs que pueden robar estos hidrogenos
son el HO" y el HO>", una vez generado el radical carbono en un &cido graso, éste reacciona
con el Oz para formar un radical peroxilo. El radical peroxilo puede robar un hidrégeno alilico
a otro metileno con lo cual se propaga la reaccion. Asi una iniciacion puede generar muchos
lipoperoxidos. El 1O, genera endoperéxidos con los acidos grasos poliinsaturados que se
descomponen en presencia de fierro formando radicales alcoxilo que contribuyen a la

propagacion de la lipoperoxidacion (Niki, 2014).

Los dafos en los carbohidratos durante el estrés oxidante son multiples, el mas importante es
el dafio al esqueleto de azucar de los acidos nucleicos, el cual provoca la ruptura de las hebras.
Los carbohidratos libres generan oxidantes como los carbonilos reactivos, que a su vez

pueden desencadenar mas dafios celulares (Robertson, 2004).
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2.6.2 Sistema de respuesta antioxidante

Las células poseen sistemas de defensa enziméticos y no enzimaticos para mantener bajos
los niveles intracelulares de EROs, juntos constituyen una bateria de respuesta antioxidante.
Los sistemas no enzimaticos consisten principalmente en pequefias moléculas que actuan
como eliminadores de radicales (los mas importantes son glutation y tiorredoxina). En el lado
enzimatico, los sistemas de defensa méas estudiados son las catalasas, las superdxido

dismutasas, glutation peroxidasas y peroxirredoxinas (Figura 8).

2.6.2.1 Sistema no enzimatico

Sistema Glutation

El glutation es el sistema no enzimatico central y mas conocido que protege a las células del
estrés oxidante. El glutation (GSH) es un tripéptido y-L-glutamil-L-cis-teinilglicina que
posee un grupo sulfhidrilo redox-activo que reacciona con diversas moléculas oxidantes
produciendo un glutatién reducido (GSSG). Ademas, en la célula, el equilibrio entre GSH y
GSSG se mantiene debido a la actividad de glutation reductasa, codificada por glrl, que
reduce GSH a GSSG (Collinson & Dawes, 1995).

El glutation actia como una molécula captadora y se usa como sustrato para una gran
cantidad de reacciones celulares. Por ejemplo, el H2O- se reduce por una glutation peroxidasa
usando GSH como reductor (Figura 8). Ademas, el glutation se puede conjugar con muchos
compuestos xenobidticos para reducir su toxicidad, catalizado por una glutation-S-
transferasa (GST). Por lo tanto, una gran variedad de moléculas dafiinas, como zinc, cadmio
0 mercurio, se pueden conjugar con glutation, lo que lleva a compuestos menos reactivos y
mas solubles (Montibus et al., 2015).

Se han identificado varias isoformas de glutation reductasa en numerosas levaduras y hongos
filamentosos. En Acremonium chrysogenum, Long et al., (2012) describieron la participacion
de una glutation reductasa codificada por glrA en la respuesta al estrés oxidante e
indirectamente en la produccion de cefalosporina. La funcion del sistema GSH parece estar
conservada entre los hongos filamentosos y este sistema tiene un papel muy importante en

respuesta a los xenobidticos (Montibus et al., 2015).
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Sistema Tiorredoxina

El segundo sistema antioxidante no enzimatico que participa significativamente en la
respuesta al estrés oxidante en hongos filamentosos y levaduras se centra en la pequefia
proteina tiorredoxina rica en sulfhidrilos. La tiorredoxina tiene un sitio activo redox y
funciona como un eliminador de EROs. En la célula, las tiorredoxinas se reducen mediante
tioredoxina reductasas en una reaccion dependiente de NADPH, y pueden ser oxidadas por

tiorredoxina peroxidasas en presencia de H.O> (Jamieson, 1998) (Figura 8).

2.6.2.2 Sistema enzimatico

Superdxido dismutasas

Las superoxido dismutasas (SOD) son metalo-enzimas que catalizan la dismutacion del anion
superoxido O, en H202 y Oz (Figura 8). En la célula puede haber varias SOD en diferentes
ubicaciones y con propositos especificos, por ejemplo, S. cerevisiae posee dos SOD: la
mitocondrial manganeso-SOD (MnSOD), codificada por sod2, y la cobre citoplasmatica
zinc-SOD (Cu/ZnSOD), codificada por sodl (Bermingham-McDonogh et al., 1988;
Jamieson, 1998). Un papel central en la eliminacion de superoxido del citoplasma se atribuye
al Cu/ZnSOD, mientras que el MnSOD esta mas involucrado en la proteccion de las
mitocondrias contra los dafios causados por los perdxidos resultantes de la respiracion.
Aunque hay mucha evidencia de la fuerte participacion de la actividad SOD en respuesta al
estrés, los roles individuales de Cu/ZnSOD y MnSOD siguen sin estar claros en hongos
filamentosos (Montibus et al., 2015).

Catalasas

Las catalasas juegan un papel central en la defensa contra el estrés oxidante. Catalizan la
descomposicion de H202 en Oz y H20O (Figura 8); al igual que las SOD, dentro de la célula
puede haber varias catalasas en diferentes ubicaciones y propdésitos, por ejemplo, en S.
cerevisiae la catalasa A se encuentra en el peroxisoma y elimina el H2O2 producido por la -
oxidacion, y la catalasa T es citosOlica y participa en las respuestas al estrés oxidante y
osmotico (Jamieson, 1998). Desde el punto de vista filogenético, el nimero de catalasas
encontradas en un genoma varia entre las especies, que van desde dos para S. cerevisiae hasta
cinco para P. anserina, esto puede reflejar la adaptacion de estos hongos a su entorno
especifico (Montibus et al., 2015).
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Glutatién peroxidasas

Las glutation peroxidasas (GPx) catalizan la reduccion de H20, usando GSH como reductor
(Figura 8). De igual manera, cada especie puede tener varias GPx, por ejemplo, S cerevisiae

presenta tres de estas enzimas Gpx1p, Gpx2p, y Gpx3p (Inoue et al., 1999).

Peroxirredoxinas

Las peroxirredoxinas (Prx) son una superfamilia de proteinas antioxidantes que dependen de
un grupo tiol para su funcion. A diferencia de las otras enzimas antioxidantes mencionadas,
las peroxirredoxinas no requieren de cofactores redox tales como metales o grupos
prostéticos. También conocidas como tiorredoxina peroxidasas (Tpx) o alquilo
hidroperdxido reductasas, estas enzimas protegen contra el H>O2, hidroperdxidos organicos
0 peroxinitritos (Figura 8). S. cerevisiae tiene al menos cinco peroxirredoxinas que se
localizan en distintos compartimientos celulares donde realizan diferentes funciones.
Ademas de su papel como antioxidantes algunas Prxs estan implicadas en la regulacién de

cascadas de sefializacion (Garrido & Grant, 2002).

20,~+2H" — 80D —» H,0,+ 0,

2H,0,

CAT — 2H,0+0,

H,0, + 2 GSH —— GPx —> 2 H,0 + GSSG

H.O, 2H,0 H,0, 2H,0
N A
2 ¥
ADP + Pi ATP
Srx, Srx

Prx -

red

Figura 8. Disposicion del H,O, y O2"". El superéxido se dismuta por superdxido dismutasas (SOD). El
peroxido de hidrdgeno se descompone por catalasas (CAT), peroxidasas, como la glutation peroxidasa (GPx),
y por peroxirredoxinas (Prx). El tiol de una cisteina sensible en Prx se oxida a un &cido Cys-sulfénico (Prxox)

y se reduce por tiorredoxina reducida (Trxreq). El &cido Cys-sulfénico en Prxox puede ser oxidado
adicionalmente por peroxido de hidrégeno a acido Cys-sulfinico; se reduce de nuevo a acido Cys-sulfénico
por la sulfiredoxina reducida (Srxreq) y ATP (Esquema tomado de Aguirre et al., 2005).
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2.6.3 Generacién de EROs en hongos

Tradicionalmente se pensaba que los procesos de transferencia de electrones que ocurren en
la cadena respiratoria mitocondrial son la principal o Unica fuente intracelular de EROs, sin
embargo, se ha demostrado que algunas de ellas (02" y H20.) se forman "a proposito™ en las
células, por NADPH oxidasas, cuyo producto primario es el superéxido y con la estricta
compartimentacion, asi como la regulacion de la actividad enzimatica y la "canalizacion” de
este radical a través de la interaccion inmediata con SOD, han llevado a la imagen de las

NADPH oxidasas involucradas en la sefializacion (Breitenbach et al., 2015).

La sintesis regulada de EROs por NADPH oxidasas fungicas especificas (Nox) juega un

papel clave en la diferenciacién y desarrollo celular fangico.

Se han identificado tres isoformas de Nox diferentes en hongos, NoxA, B y C. Se ha
encontrado que NoxA tiene un papel clave en el desarrollo del cuerpo fructifero en varias
especies sexuales, mientras que NoxB juega un papel clave en la germinacion de ascosporas;
la funcion de NoxC se desconoce. Se demostrd que se requiere NoxA y NoxB para el
desarrollo de estructuras de infeccion por hongos fitopatdgenos, la produccién de EROs por
NoxA es critica para mantener la relacion flngica-vegetal. La sintesis localizada de EROs
también es importante en el crecimiento y mantenimiento de hifas polarizadas. La activacion
de NoxA / NoxB requiere de la subunidad de regulacion NoxR y la pequefia GTPasa RacA
(Scott & Eaton, 2008).

2.6.4 Respuestas fungicas a las EROs

Las primeras formas de vida evolucionaron en un entorno altamente reductor. Cuando el
oxigeno se convirtio abundante en la Tierra, debido a la evolucion de la fotosintesis, las
formas de vida tuvieron que adaptarse o extinguirse; cuando los organismos vivos se
adaptaron al oxigeno y sus intermedios de reduccion, proliferaron y se produjo una explosion
de nuevas formas de vida, utilizando EROs para impulsar su evolucion, pero también, en la
evolucion simultanea de defensas antioxidantes, cuidadosamente reguladas, para permitir
que las EROs desempefien sus funciones como sustancias de sefializacion y para reacciones
metabolicas basadas en la quimica radical que son necesarias para la vida y no son

perjudiciales en si mismas (Gutteridge & Halliwell, 2018).
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En el reino de los hongos, como en los animales y las plantas, el estrés oxidante es un desafio
sustancial para la supervivencia celular que debe ser superado por los sistemas de defensa
apropiados, pero también es algo que se puede utilizar con fines de supervivencia en

situaciones especificas de las células fungicas.

Un mecanismo que surgid de esta evolucion frente a las EROs, fue desarrollar formas de
producirlos de manera regulada, como parte de un mecanismo de defensa contra todo tipo de
patdgenos; asimismo, varias enzimas antioxidantes han sido implicadas en la defensa de los
patogenos fungicos contra las EROs producidas por los macréfagos y los neutréfilos
polimorfonucleares, pues las EROs también son actores clave en la interaccion de hongos
con los hospedantes de las plantas y en la degradacion de los materiales vegetales muertos
en el suelo, como la lignocelulosa. Ademas, también desarrollaron la capacidad de producir
metabolitos secundarios con funcién antioxidante (se explicara mas adelante) (Aguirre et al.,
2006; Breitenbach et al., 2015).

2.6.5 EROs como moléculas sefializadoras

Los mejores ejemplos para explicar como las EROs fungen como moléculas sefializadoras
han sido la interaccion hongo-planta de los hongos fitopatdgenos, entre la amplia gama de
respuestas de defensa de las plantas, la generacion de EROs es uno de los primeros eventos.
Esta produccion rapida y transitoria de cantidades importantes de EROs, llamada explosion
oxidante, puede restringir el crecimiento de patdgenos y limitar el establecimiento de
infeccion, y es una sefial para activar otras reacciones de defensa de la planta (Heller &
Tudzynski, 2011; Montibus et al., 2015).

Del mismo modo, durante las infecciones de tejidos de mamiferos, los hongos patdgenos
deben hacer frente a las EROs generadas por los fagocitos para evadir parcialmente el sistema
inmune innato. Esto se ha ilustrado para Aspergilli durante la aspergilosis y también para
diferentes especies de levadura (Brakhage et al., 2010; Montibus et al., 2015).

La respuesta celular al estrés oxidante ocurre a nivel transcripcional y postranscripcional. La
respuesta transcripcional en hongos filamentosos esta mediada por dos modos: la regulacion

puede ocurrir mediante el secuestro nuclear de factores de transcripcion especificos y por las
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vias de sefializacion de fosforilacion de proteinas (se explicara a profundidad en el siguiente
subtema). En cuanto a la regulacion postranscripcional, se ha encontrado que los grupos que
contienen azufre, como los residuos de cisteina encontrados en las proteinas tirosina
fosfatasas y las regiones ricas en cisteina de los factores de transcripcién, son los objetivos
bien establecidos para la oxidacién por EROs, particularmente por H.O>. Las EROs también
puede alterar la sintesis de proteinas a través de tiorredoxina, que puede apuntar a factores
de iniciacion de la traduccion, factores de elongacion y proteinas de union a RNA (Montibus
et al., 2015; Scott & Eaton, 2008).

Diferentes trabajos han enfatizado que las EROs desempefian mdaltiples funciones en la
fisiologia de los hongos filamentosos, sirven tanto como fuentes de estrés oxidante, con fines
de defensa (por ejemplo, en la interaccion con las plantas) y como sefializacion para inducir
el desarrollo fangico; para éste ultimo proceso, las concentraciones de EROs y las
fluctuaciones en el potencial redox son mediadores importantes de los procesos de
sefializacion que desencadenan en diferenciacion celular y desarrollo (Heller & Tudzynski,
2011; Montibus et al., 2015).

2.6.6 MAPKSs como vias de sefializacion de las EROs en hongos
Las vias de la proteina quinasa activada por mitogeno (MAPKS) son uno de los mecanismos
de sefializacion celular mas importantes y evolutivamente conservados que existen en los

organismos eucariotas, incluidos animales, plantas y hongos (Montibus et al., 2015).

Los procesos de transduccion de sefiales en los que participan las MAPKs comienzan con la
deteccion de estimulos ambientales por receptores y proteinas anclados a la membrana
celular, como los sistemas de transduccion de sefiales de dos componentes (HK), receptores
de tirosina quinasas (RTK) o estructuras multiproteicas como los eisosomas, que a su vez
estan unidos a proteinas G heterotriméricas 0 monomeéricas acoplado a los receptores. Estos
pueden interactuar con proteinas adaptadoras o activar directamente una MAPKKK (MAP
quinasa quinasa quinasa) que a su vez activa una MAPKK (MAP quinasa quinasa) mediante
la fosforilacion de residuos serina/treonina. Esta Gltima proteina fosforila una o varias MAPK
(MAP quinasas) en residuos de serina/treonina/tirosina, que finalmente dan lugar a la

activacion de factores de transcripcion que inducen o reprimen genes involucrados en la
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adaptacion celular o la respuesta a los estimulos detectados (Figura 9). En algunas de estas
vias, una proteina de andamio (ancla) se mantiene asociada con las diferentes MAPK
(Martinez-Soto & Ruiz-Herrera, 2017).

La sefializacion de EROs en hongos se puede incorporar en la ruta de sefializacién de MAPKs
a diferentes niveles. Por ejemplo, las EROs intra o extracelulares pueden ser percibidas por
sensores histidina quinasas de membrana o citosolicas; se ha sugerido que los dominios
PAS/PAC y GAF adyacentes al dominio de histidina quinasa probablemente estén
involucrados en la deteccion de EROs. Otro nivel de deteccion es a nivel de factores de
transcripcion, como los homdlogos de AP-1 y factores de transcripcion de unién a CCAAT,
los cuales pueden participar directamente en la sefializacion mediante estimulo redox o
mediante la modulacion de la actividad de AP-1 con la participacion del sistema de
tiorredoxina. Esta red reguladora altamente conservada que incluye madulos de sefializacion,
factores de transcripcion y genes objetivo proporciona un sistema de defensa robusto contra
el estrés oxidante en levaduras y hongos filamentosos (Figura 10) (Hong et al., 2013).

A pesar de la conservacién de los principales modulos de sefializacion, los hongos
filamentosos, en contraste con la levadura, tienen mecanismos adicionales para hacer frente
a EROs, como la presencia de un mayor numero de histidina quinasas, enzimas antioxidantes
y la produccidn de metabolitos secundarios con funcion antioxidante (Fassler & West, 2011,
Montibus et al., 2015).
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Figura 9. Representacién general del mecanismo de sefializacion por las vias MAPK en hongos. Se incluyen
todas las posibles sefiales detectadas y respuestas celulares a estas sefiales. También el sistema de
transduccion de sefial de dos componentes (TCS), receptores acoplados a proteinas G, receptores de tirosina
quinasas (RTK) y la interaccién de MAPK con otras vias de sefializacion, por ejemplo, se representan las
rutas de la proteina quinasa A dependiente de AMPc (PKA). La proteina Scaffold generalmente esta presente
en la ruta MAPK involucrada en el apareamiento. MAPKKK, MAP quinasa quinasa quinasa; MAPKK, MAP
quinasa quinasa; MAPK, MAP quinasa; TF, factores de transcripcion; HK, histidina quinasa; RR, regulador
de respuesta; HPt, transmisor de fosfatos que contiene histidina (Esquema tomado de Martinez-Soto & Ruiz-
Herrera, 2017).
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Figura 10. Vias de sefializacién activadas por estrés en S. cerevisiae, S. pombe y A. nidulans. En S. pombe y
A. nidulans, Sty1/Spcl (HogA/SakA) se activa por el estrés ambiental, como el estrés oxidante y osmético, e
induce factores de transcripcion como Atfl (AtfA) para la expresién de genes diana. Por otro lado, la
activacion de Hogl para Skol en S. cerevisiae depende del estrés osmotico. Las quinasas del sensor
TcsA/TcsB/NiKA transmiten sefiales de estrés oxidante a la cascada HogA/SakA SAPK/MAPK a través de
YpdA y SskA en A. nidulans, mientras que la quinasa del sensor SIn1 transmite sefiales de estrés osmatico a
la cascada Hogl SAPK/MAPK a través de Ypdl y Sskl en S. cerevisiae. El regulador de respuesta Skn7
también se encuentra bajo la transduccién de sefial SIn1-Ypd1, pero el estrés oxidante parece activar Skn7
independientemente de este sistema. Las flechas con lineas continuas indican la transduccion de sefiales entre
dos proteinas y las flechas punteadas indican la transduccidn de sefiales del estrés oxidante y/o osmético. Las
flechas gruesas alineadas indican la unién de los factores de transcripcion a los promotores de genes objetivo.
Los circulos alrededor de las proteinas indican factores de transcripcion. La transduccién de sefial
desconocida entre dos proteinas y factores de transcripcion no identificados se muestran con signos de
interrogacion (Esquema tomado de Hong et al., 2013).
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2.6.6 Regulacion transcripcional de genes involucrados en la maquinaria antioxidante
fangica

Como ya se menciond, las células fungicas responden al estrés oxidante mediante la
activacion de factores de transcripcion especificos que controlan la expresion de genes
involucrados en la desintoxicacion (regulacion a nivel transcripcional). Se ha sugerido que
hay un vinculo directo entre la respuesta al estrés oxidante y el metabolismo secundario, que

involucra, precisamente, estas regulaciones transcripcionales.

Particularmente, el grupo de investigacion del Dr. J. E. Linz genero la hipotesis de que la
biosintesis de aflatoxinas esta asociado con el estrés oxidante, y que los factores de
transcripcion relacionados con la respuesta al estrés oxidante también participan en el control

del metabolismo secundario.

Sus hipotesis se basaron en el modelo de aflatoxinas (micotoxina), pues demostraron que la
biosintesis de este MS se induce e intensifica por la acumulacién de EROs, ademas de que el
factor transcripcional AtfB (relacionado con el estrés oxidante) es un jugador clave en la
expresion coordinada de genes antioxidantes y genes implicados en la biosintesis de
aflatoxinas. Ellos proponen el modelo de una red reguladora compuesta por al menos cuatro
factores de transcripcion que se unen no solo a los genes diana (para la respuesta
antioxidante) sino que, a su vez, de forma oportuna y coordinada, a los genes de biosintesis
de aflatoxinas (Figura 11) (Hong et al., 2013).

Nuestro grupo de trabajo también encontré cierta evidencia de que factores de transcripcion
de respuesta a estrés oxidante pudieran estar regulando la biosintesis de lovastatina, pues
tienen sitios putativos de unién a los promotores del gen biosintético lovF y del regulador
transcripcional lovE. Curiosamente, entre estos factores de transcripcion destacan AP1, AtfA,
AtfB, SrrA 'y MsnA, los cuales Figuran dentro del modelo de regulacién propuesto por Hong
et al., 2013. Por lo tanto, nosotros también decidimos estudiar a estos reguladores dentro del

modelo de lovastatina. En esta tesis se estudio el papel de MsnA 'y SrrA.
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Figura 11. Modelo de activacidn transcripcional de genes biosintéticos de antioxidantes y aflatoxinas por
factores de transcripcion relacionados con el estrés oxidante. EI modelo propone que niveles altos de EROs
intracelulares regulan negativamente la via de sefializacién de cAMP-PKA.. Esto promueve la unién de MsnA
a sitios STRE en promotores de genes antioxidantes para su activacion. Simultaneamente, EROs regula en
exceso las cascadas de sefializacion SAPK/MAPK a través del sistema de fosforilacion multipaso. La
activacion de la cascada SAPK/MAPK promueve la union de AtfB y SrrA (SrrA recluta AP-1) a los
correspondientes sitios CRE, SRRA y AP1 en promotores de los genes antioxidantes para su induccion.
Luego, MsnA, AtfB y SrrA se unen (SrrA recluta AP-1) a los sitios STRE, CRE, SRRA y AP1
correspondientes en promotores de genes de aflatoxinas para su activacion debido a niveles excesivos de
EROs. AfIR ayuda a la induccion de genes biosintéticos de aflatoxinas mediante la union a sitios AFLR en los
promotores de genes de aflatoxinas. Las flechas punteadas indican la transduccion de sefiales desde EROs y
las flechas con lineas continuas indican las rutas de transduccion de sefiales. Las flechas curvas designan la
entrada de factores de transcripcion desde el citoplasma al niicleo y unién de los factores de transcripcion a
los motivos de reconocimiento correspondientes. Un signo de interrogacion muestra la transduccion de sefial
indefinida (imagen tomada de Hong et al., 2013).
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2.6.6.1 Skn7

Skn7 en levadura (conocido como SrrA en Aspergillus) es un factor de transcripcion de tipo
“winged helix-turn-helix”, miembro del sistema multicomponente de fosforilacion Histidina-
Aspartato (anélogo al sistema de fosforilacion de dos componentes en procariotas), forma
parte de una ruta de transduccion de sefiales de respuesta celular (como ensamblaje de la
pared celular, progresion del ciclo celular y las respuestas al estrés osmotico y oxidante) a

los estimulos ambientales.

Skn7 se une al elemento de respuesta al estrés oxidante (OSRE) (5'GGCNNGGC3',
5'GGCNGGC3, 5’GGCNAGA3 ', 5’GGCNNAGA3' 6 5’CCGAAA3 ") en los promotores de
los genes trx2 (tiorredoxina), cttl (catalasa citosolica), ccpl (citocromo citocromo
perotoxidasa), tsal (tioredoxina peroxidasa citosolica), ahpl (hidroperdxido reductasa de
alquilo), induciendo su expresion en respuesta a H.O» (He & Fassler, 2005a; Morgan et al.,
1997). Skn7 también se une al elemento de choque térmico (HSE) en los genes de choque
térmico mediante la cooperacion con el factor de transcripcion Hsfl (Raitt et al., 2000).

2.6.6.1.1 Sistema de dos componentes HK

La capacidad de responder a una gran variedad de sefiales ambientales es vital para el
crecimiento y la supervivencia de los microorganismos. En las células procariotas, la
deteccion y el procesamiento de estas sefiales dependen en gran medida de las vias de
transduccion de sefiales de dos componentes que dependen de los residuos de histidina y
aspartato como donantes y aceptores del grupo fosforilo (fosforilaciones). La ruta prototipica
de transduccion de sefiales de dos componentes comprende dos componentes proteicos: un
sensor de histidina quinasa (HK) y un regulador de respuesta (RR) (Saito & Posas, 2012).

Un HK tipico consiste en un dominio de deteccion de sefial (o entrada) y un dominio
transmisor que tiene un nucleo de quinasa conservado con un residuo invariante de histidina
(His); mientras que un RR tipico consiste en un dominio receptor N-terminal que tiene un

residuo invariante de aspartato (Asp) y un dominio de salida C-terminal (Figura 12).
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Figura 12. Diagrama esquematico del sistema de sefializacién de dos componentes. (A) El sistema
prototipico de dos componentes que se caracteriza por la reaccidn conservada de fosfotransferencia entre un
residuo de histidina y un residuo de aspartato. (B) La fosforilacion de multiples pasos SIn1-Ypd1-Sskl. SHK,
sensor histidina quinasa; RR, regulador de respuesta; Dominio de histidina quinasa HK; REC, dominio del
receptor; HPt, proteina de fosfotransferencia que contiene histidina; TM, segmento transmembrana; P, grupo
fosforilo (diagrama tomado de Saito & Posas, 2012).

La recepcion de sefial por el HK estimula la autofosforilacién dependiente de ATP en el
residuo de His conservado en su dominio transmisor. La fosfoquinasa luego dona el grupo
fosforilo al residuo Asp conservado en el dominio receptor del RR afin, lo que lo hace
funcional, generalmente como un regulador transcripcional. Sin embargo, en eucariotas los
sistemas de dos componentes son mas elaborados. Por ejemplo, la transmision de sefial puede
involucrar HK hibridos que contienen dominios transmisores y receptores, y proteinas
adicionales como componentes de fosfororelay (Stock et al., 2000; Zschiedrich et al., 2016).
Los sistemas de fosforilacion fungica consisten en uno o varios HK hibridos, una proteina de

fosfotransferencia (HPt) que contiene histidina y dos RR acordes.

Skn7 forma parte de uno de estos sistemas de fosforilacién en hongos como un regulador de
respuesta; se ha estudiado a profundidad el sistema en Saccharomyces cerevisiae, que tiene
una sola HK asociada a membrana, SInl; una proteina HPt, Ypdl; y dos RR, Sskl1 y Skn7.
En condiciones osmoticas normales, SInl es una quinasa activa que se autofosforila en la
histidina conservada del dominio transmisor. El grupo fosforilo se transfiere sucesivamente

al aspartato conservado del dominio receptor SInl, a la histidina conservada de Ypdl, y
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finalmente, a los aspartatos conservados de Ssk1y Skn7 (Posas et al., 1996). La fosforilacion
de Ssk1 previene la activacion de las proteinas quinasas mitogénicas parcialmente
redundantes (MAPK) quinasas quinasas Ssk2 y Ssk22. Las condiciones de alta osmolaridad
promueven la desfosforilacion de Sinl fosforilada, lo que resulta en la acumulacion de Sskl
no fosforilada. Ssk1 sin fosforilar interactta fisicamente con Ssk2 y Ssk22, lo que lleva a su
activacion y a la posterior fosforilacion de Pbs2 y Hogl. Hogl fosforilado, a su vez, activa
varios factores de transcripcion, responsables de la induccidn de genes necesarios para la
supervivencia en un entorno hiperosmotico (Figura 13) (Hohmann, 2002; Loomis et al.,
1998; Santos & Shiozaki, 2001).

7 e S
Q_H;H;o Osmotic stress HH
—_—

Oxidative stress

i3
Wall stress o5

2
i

— D—Q (PELES Skn7':;1<:> :':VSkn7: — Skn?-oi( )

l Viability under J J
Gsk2/22» 2::;;(::2 Transcriptional Transcriptional
Pbs2 activation activation

 Hogl » Osmotic
) response

Cell wall Oxidative stress

Cell cycle genes response genes

Figura 13. Funciones de Skn7 en S. cerevisiae. Se muestra esquematicamente el flujo de fosforilacion a
través de la ruta SInl. La quinasa SInl asociada a la membrana plasmaética se autofosforila en condiciones
normales de crecimiento. La hiperosmolaridad y otras condiciones que causan una reduccion en la turgencia
conducen a una reduccion en la actividad quinasa de SInly a la acumulacién de su forma desfosforilada. La
hiperactivacién ocurre bajo condiciones que causan debilitamiento/remodelacion de la pared celular (estrés de
pared), fosforilando a Ypd1, y finalmente a Ssk1 y Skn7 (nuclear), respectivamente. La forma no fosforilada
de Ssk1 interactda y estimula la actividad de las MAPKKK Ssk2 y Ssk22 de la via Hogl, mientras que la
forma fosforilada de Sskl la deja inactiva. La fosforilacion de Skn7 conduce a la activacion de un
subconjunto de genes dependientes. Por otro lado, la activacidn de genes dependientes de SKN7 que
responden al estrés oxidante es independiente de la via SInl y no requiere de activacion por fosforilacion
(esquema tomado de Fassler & West, 2011).
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2.6.6.1.2 Estructura y dominios de Skn7

ScSkn7 (Skn7 en S. cerevisiae) y sus ortdlogos se caracterizan por dos dominios altamente
conservados: un dominio de union a DNA similar a HSF (Heat Shock Factor) N-terminal y
un dominio receptor C-terminal. EI dominio HSF abarca una region de 135 residuos, dentro
de los cuales se encuentra el motivo de unién al DNA de hélice-giro-hélice altamente
conservados; el dominio receptor o regulador de respuesta (RR) también esta altamente
conservado (Fassler & West, 2011).

Una caracteristica adicional de ScSkn7 es el dominio predicho “coiled-coil” o de bobina en
espiral (CC), ubicado de 40 a 80 aa aguas abajo del dominio HSF. ElI dominio CC se
superpone al motivo "HR" (H1227-R1228) que media las interacciones con algunas de las
proteinas que interactian con Skn7, como Rhol y Mbpl (factor transcripcional de ciclo
celular) (Alberts et al., 1998; Bouquin et al., 1999).

El tamafio de las proteinas Skn7 varia de 478 aa en Candida lusitaniae a 1,039 6 1,040 en C.
neoformans, en comparacion con 620 aa para la proteina ScSkn7; las principales diferencias
se encuentran en el extremo N (delante del dominio HSF) y entre los dominios HSF/CC y
RR. El tamafio del dominio N-terminal de ScSkn7 es de 83 aa, el cual es mas largo que las
regiones comparables en las proteinas Skn7 de la mayoria de los patégenos fungicos (A.
fumigatus, C. lusitaniae, Candida albicans, Cochliobolus heterostrophus, Magnaporthe
oryzae, Penicillium marneffei, etc.), cuyos tamafios varian de 1 a 24 aa. Se desconocen las
ramificaciones funcionales de estas diferencias en el espacio entre dominios y la longitud
total de las proteinas Skn7 (Fassler & West, 2011).

La proteina ScSkn7 se ha localizado en el nicleo en una variedad de condiciones ambientales,
incluido el estrés osmotico, oxidante (inducido por H202) y térmico. La localizacién ScSkn7
parece depender de la GTPasa transportadora nuclear Ran (RAs-related Nuclear protein); sin
embargo, a diferencia de ScSkn7, en hongos no se ha identificado claramente secuencias de
localizacion nuclear clasicas, sugieren que la importacion al nucleo es probable que sea una
interaccion directa con uno de varios miembros de la familia B-importina, aunque hay
evidencia que sustenta que Skn7 es constitutivmente nuclear en levadura (Fassler & West,
2011; Lu et al., 2004; Roetzer et al., 2011).
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2.6.6.1.3 Genes regulados por Skn7

La respuesta al estrés oxidante mediada por ScSkn7 se superpone con la de Yapl. Yapl es
un factor de transcripcion de cremallera de leucinas (bZIP) de respuesta al estrés oxidante,
su mecanismo de accidn se basa en su localizacidn, la cual se modula por oxidacion directa
en residuos de cisteina; esta oxidacion de Yapl es mediada por Gpx3, la cual conduce a un
enlace disulfuro Cys303Cys598 que enmascara la sefial de exportacion nuclear Yapl y
permite que la proteina se acumule en el nucleo, donde participa activando genes OXR (de
respuesta a estrés oxidante). Skn7 y Yapl estan involucrados con la activacion de muchos
genes OXR, incluidos, por ejemplo, trx2, gpx2, cttl, sod1 o sod2. Sin embargo, solo la mitad
de los genes controlados por Yapl también requieren la presencia de Skn7 para su induccion
dependiente de H20. (He & Fassler, 2005b; Kuge et al., 2001).

Se ha demostrado la asociacion directa de las proteinas Skn7 y Yapl, individualmente, con
el DNA en muchos promotores OXR. Sin embargo, se ha encontrado que en estos promotores
contienen sitios de union tanto para Skn7 como para Yapl, ademas, multiples lineas de
investigacion apoyan una interaccion entre las dos proteinas. Incluso se ha encontrado
evidencia de que la capacidad de Skn7 para responder y actuar en diferentes condiciones de
estrés resida en su capacidad de formar interacciones especificas con proteinas auxiliares
(como Yap1l) (Figura 13) (Mulford & Fassler, 2011; Tsuzi et al., 2004).

2.6.6.1.4 Skn7 en hongos filamentosos: fenotipos de mutantes Askn7

La mayoria de los genomas fungicos incluyen un ortélogo Sskl1 y un ortdlogo Skn7, que
estan altamente conservados. Se han llevado a cabo muchos estudios de la caracterizacion de
Skn7 en diferentes tipos de hongos, muchos de ellos patdgenos, pues se ha encontrado
evidencia de que Skn7 participa en la virulencia. A continuacion, se menciona de manera
general, los fenotipos que se encontraron en mutantes interrumpidas con el gen skn7 en

diferentes especies.

En el patégeno humano C. albicans, se demostrd que una mutante Askn7 es altamente
sensible al H,O, y T-BOOH (perdxido organico) pero no a la menadiona (fuente de O2™),
para lo cual s6lo se obtuvo una respuesta levemente atenuada (Singh et al., 2004). En C.
glabrata, la eliminacion de skn7 produce una mayor susceptibilidad al H.O, y T-BOOH,

ademas de una virulencia reducida; también encontraron que juega un papel importante en la
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regulacion de genes antioxidantes como trx2, trrl, tsal (implicados en el metabolismo de la
tiorredoxina) y el gen que codifica la catalasa ctal (Saijo et al., 2010). Por otro lado, también
se demostré que CgSkn7, al igual que ScSkn7, es constitutivamente nuclear y actla en

conjunto con Yapl (Roetzer et al., 2011).

En A. nidulans Skn7 se le renombr6 como SrrA (Stress Response Regulator), y se demostrd
que participa en la produccion de conidios (a traves de la regulacion del factor transcripcional
brlA), asi como en la respuesta al estrés de pared celular, estrés osmético y estrés oxidante
(solo la respuesta a H»0O>), ademas, participa en la regulacion de catB (Hagiwara et al., 2011;
Vargas-Pérez et al., 2007). En A. fumigatus, la eliminacién de skn7 no tiene ningun efecto
sobre la virulencia, pero aumenta la sensibilidad al H>O2 y T-BOOH sin ningin cambio en

la sensibilidad a la menadiona y la diamida (Lamarre et al., 2007).

En M. oryzae, Skn7 no participa ni en la respuesta al estrés oxidante ni a la patogenicidad,
pero juega un papel importante en la respuesta al estrés osmotico (Motoyama et al., 2008).
Por otro lado, en C. neoformans, la eliminacién de skn7 produce cepas menos virulentas,
afecta ligeramente la sensibilidad a T-BOOH pero demuestra la implicacion de Skn7 en la
activacion mediada por T-BOOH de la expresion de sodl y trrl (Coenjaerts et al., 2006).

En Schizosaccharomyces pombe, Skn7 fue nombrado Prrl (pombe Response Regulator), y
la inactivacion de este gen resultdé en mutantes defectuosas en la respuesta al estrés oxidante,
la temperatura fria y la toxicidad por metales pesados; también se demostré que Prrl es
necesario para la transcripcion de los genes trrl y cttl (codifica la Unica catalasa que tiene el
hongo) (Ohmiya et al., 1999).

Por otro lado, en el hongo entomopatégeno Metarhizium robertsii las mutantes AMrskn7
pierden la capacidad de esporular, tienen defectos en la biosintesis de la pared celular, pero
no son sensibles al estrés oxidante ni osmético; ademas, mostraron que la virulencia de las
mutantes disminuy0, por afectaciones en la formacion del apresorium y mecanismos para
evadir la inmunidad del huésped; finalmente, la eliminacion de Mrskn7 desencadené en

autolisis celular (Shang et al., 2015).

Skn7 identificado en Penicillium marneffei estd involucrado en la respuesta al estrés

oxidante, y se utilizd con éxito para complementar una cepa Askn7 de S. cerevisiae, lo que
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indica que la funcién Skn7 entre estos dos organismos esta altamente conservada (Cao et al.,
2009).

En el hongo endoparasitario nematodo Hirsutella minnesotensis, la interrupcion del gen
Himskn7 lleva a una reduccién en la conidiacion, mayor sensibilidad a altas temperaturas,
H>02, manitol y etanol, y una menor resistencia al farnesol (fungicida); ademas, se encontrd

disminuida la capacidad endoparasitaria (virulencia) (Hussain et al., 2016).

En Botrytis cinérea, un hongo patégeno vegetal necrotréfico, encontraron un ortélogo de
Skn7, BcSkn7, el cual pudo restaurar, en parte, los defectos de crecimiento de las mutantes
Askn7 en S. cerevisiae y viceversa. El mutante ABcSkn7 reveld una mayor sensibilidad al
estrés osmatico y oxidante ionico y a los inhibidores de la biosintesis de ergosterol. Ademas,
en esta mutante, también se vio afectado drasticamente la conidiacion y formacion
esclerdtica. También encontraron que BcSkn7 regula positivamente la fosforilacion de
BcSakl (el ortologo de S. cerevisiae Hogl) bajo estrés osmotico, pero no participa en la

regulacién de la virulencia (Yang et al., 2015).

Wang et al., (2018) obtuvieron cepas silenciadas con el gen skn7 en Ganoderma lucidum las
cuales mostraron hipersensibilidad al estrés oxidante y de pared celular; el contenido
intracelular de EROs vy la biosintesis de acido ganodérico aumentaron significativamente.
Ademas, encontraron que las cepas silenciadas mostraron los principales genes antioxidantes
atenuados (sod1, sod2, catl, cat2, gpx, apx, trrly trx2).

2.6.6.1.5 Skn7 y metabolismo secundario

Como ya se menciond en el subtema anterior, la hipétesis de que Skn7 (SrrA en Aspergillus)
participa en la regulacién del metabolismo secundario, se basa en evidencia obtenida por
Hong et al., (2013); la hipdtesis se fundamenta en que la interaccion de Skn7 con los
ortdlogos AP-1 lo involucra, aunque indirectamente, en la regulacién del metabolismo
secundario. La evidencia que encontraron fue un motivo conservado de 5 pb (5' AAGCC 3'),
un sitio de reconocimiento para SrrA, en los promotores de los genes antioxidantes catl y
Mnsod, asi como en los promotores de los genes biosintéticos de aflatoxinas, fas-1 y ver-1
en A. parasiticus. Sugiere que la ubicacion de este sitio cerca del coddn de iniciacion ATG y

de los sitios de unién a AP -1 en el promotor, es una posible prueba de la interaccion fisica
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entre SrrA 'y AP-1, y su participacion en la regulacion de la expresion de estos genes, en

especial, la de aflatoxinas.

El estudio mas reciente de Skn7 en hongos es el que se llevo a cabo en Ganoderma lucidum,
en donde se evalud su papel a través de la obtencion de mutantes silenciadas, las cuales
mostraron hipersensibilidad al estrés oxidante y de pared celular; ademés el contenido
intracelular de EROs vy la biosintesis de acido ganodérico aumentaron significativamente.
Ellos encontraron que el aumento de MS se debia a que las EROs aumentaron, y esto lo
demostraron cuando al disminuir los niveles de EROs intracelulares con NAC en las cepas
silenciadas, el &cido ganodérico también disminuyd. Por lo que concluyen que GISkn7 podria
regular la biosintesis de &cido ganodérico a través de la regulacion del nivel intracelular de
EROs (Wang et al., 2018).

2.6.6.2 Msn2

Msn2 y Msn4 en S. cerevisiae (Msn2/4) son factores de transcripcion de dedos de zinc
Cys2His2 que se inducen como parte de la respuesta celular al estrés oxidante, asi como a
otros tipos de estrés, como el agotamiento de carbono, el choque térmico y el estrés osmotico.
Msn2 y Msn4 son factores de transcripcién redundantes, sin embargo, se sabe que Msn2 es
el factor dominante de los dos (Martinez-Pastor et al., 1996; Montibus et al., 2015; Morano

et al., 2012). Msn2/4 es conocido como MsnA en Aspergillus.

2.6.6.2.1 Activacion de Msn2/4: via AMPc/PKA

Msn2/4 tienen tres dominios funcionales separados, una sefial de localizacion nuclear N-
terminal (NLS), una sefial de exportacion nuclear C-terminal (NES) y un dominio de union
al DNA dedo de zinc también en el extremo C de la proteina. Estos dominios son esenciales
para el reconocimiento de secuencias de elementos de respuesta al estrés (STRE, STress
Response Elements). En ausencia de estrés, el dominio NLS en Msn2/4 es fosforilado por
una proteina quinasa A dependiente de AMPc, o PKA, lo que hace que Msn2/4 permanezca
secuestrado en el citoplasma. Ante el estrés nutricional por agotamiento de carbono, la
actividad de la PKA se reduce, el NLS ya no se fosforila, y Msn2/4 se acumula rapidamente
en el nacleo (Gorner et al., 1998, 2002).
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Los Msn2/4 fosforilados nucleares finalmente activan genes sensibles al estrés mediante la
unioén a secuencias STRE (consenso 5-AGGGG-3") ubicadas en las regiones promotoras,

como se muestra en la Figura 14 (Kandror et al., 2004; Martinez-Pastor et al., 1996).
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Figura 14. Regulacién de Msn2/4 y Hsfl por las proteinas de control de crecimiento Snfl y PKA y el estrés
oxidante. El H,O, desencadena la oxidacion de las proteinas citoplasmaticas de tiorredoxina (Trx°¥) desde su
estado normalmente reducido (Trxred), esto induce el reclutamiento de Msn2 al ntcleo donde puede
interactuar con su sitio de union STRE y activar los genes diana. Hsfl es constitutivamente nuclear y se une
previamente a muchos genes diana que contienen elementos de choque térmico (HSE) en sus promotores
(esquema tomado de Morano et al., 2012).

Como se acaba de mencionar, el control transcripcional (respuesta) al agotamiento de la
fuente de carbono estd mediada por la via de sefializacién de la proteina quinasa A ciclica
sensible a la glucosa (AMPc/PKA) que fosforila Msn2/4 en condiciones sin estrés para
bloquear su importacion nuclear, inhibiendo asi la activacion de los genes objetivo (Gorner
etal., 1998). Sin embargo, hay otras vias de transduccion de sefiales que modulan la actividad
de estos factores de transcripcion, como la proteina quinasa dependiente de AMPc Snfl, la

cual también fosforila y regula a la baja a Msn2/4 (De Wever et al., 2005).

Por otro lado, se ha encontrado evidencia de que la proteina fosfatasa PP1 parece

desfosforilar directamente a Msn2/4 para desactivarla; también influye negativamente en la
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actividad de Snfl, proporcionando asi dos rutas diferentes de control para la actividad de
Msn2/4 (c; Mayordomo et al., 2002).

La relacion especifica entre Msn2/4 y el estrés oxidante no esta bien descrita, se piensa que
estos factores transcripcionales responden a un desafio oxidante porque se encontré que
activan genes de respuesta a estrés oxidante, sin embargo, se desconoce el mecanismo de

regulacion (Hasan et al., 2002).

Hay un trabajo llevado a cabo por Boisnard et al., (2009), en el que sugieren que la respuesta
de Msn2/4 a estrés oxidante depende de las dos tiorredoxinas citoplasmaticas, Trx1y Trx2;
encontraron que la oxidacién de estas tiorredoxinas es esencial para la acumulacién nuclear
de Msn2/4 y Mafl(represor transcripcional), especificamente bajo tratamiento con H,O..
Ademaés, demostraron que la acumulacion nuclear inducida por H202 de Msn2 y Mafl no se
correlaciona con la regulacion negativa de la actividad de la quinasa PKA (Figura 15).
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Figura 15. Modelo propuesto de la via de sefializacion de tiorredoxina. En el curso de la desintoxicacion de
H,0; por la tiorredoxina peroxidasa Tsal, la tioredoxina citoplasmatica Trx2 se oxida (Trx2°%), y al hacerlo,
desencadenan la localizacién nuclear de Msn2/4 y Maf1, efectores de la respuesta general al estrés. "X" es
una fosfatasa desconocida, que se requiere para la desfosforilacion de Msn2/4 y la acumulacién nuclear
(Esquema tomado de Boisnard et al., 2009).

Los mecanismo de activacion de Msn2/4 por estrés térmico y otros tipos de estrés, como el
de pared, u osmético, no estan establecidos, sin embargo, hay evidencia de que la respuesta

al estrés térmico por Msn2/4 no esta mediada por AMPc/PKA (Morano et al., 2012).
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2.6.6.2. Msn2/4 en hongos: fenotipo de mutantes Amsn2/4

En la levadura C. glabrata, se identificaron homélogos de msn2 y msn4 y se denominan
Cgmsn2 y Cgmsn4. Cgmsn2 esté regulado por el estrés ambiental, incluido el estrés osmotico,
el choque térmico y el estrés oxidante provocado por el H20>; se encontré que el modo de

accion de msn2 esta bien conservado entre S. cerevisiae y C. glabrata (Roetzer et al., 2011).

En C. albicans se identifico un gen homologo a msn2, al cual nombraron mnl1, sin embargo,
parece no desempefar ningun papel en la resistencia a muchos estreses, incluido el chogque
térmico, el estrés osmotico por NaCl y el estrés oxidante por H2O2, y no contribuyen a la
respuesta transcripcional global del patdgeno. No obstante, se requiere a Mnll para la
adaptacion de C. albicans a una respuesta de estrés por &cido débil (Ramsdale et al., 2008).

En A. parasiticus y A. flavus, el gen msnA, ortdlogo a msn2, parece ser necesario para
mantener un estado redox normal, pues encontraron que, en las cepas interrumpidas con este
gen, la expresion de genes que codifican enzimas de defensa antioxidante (superdxido
dismutasa, catalasa y citocromo ¢ oxidasa en A. parasiticus y la catalasa A en A. flavus),
estaban sobreexpresadas en ambas cepas. Ademas, la eliminacion de msnA en A. parasiticus
y en A. flavus resulté en una inhibicion del crecimiento, pero aumento la produccién de

conidios, EROs, aflatoxinas y acido kdjico (metabolitos secundarios) (Chang et al., 2011).

En los hongos entomopatdgenos Beauveria bassiana y Metarhizium robertsii se encontro
que la regulacion transcripcional de los ort6logos de Msn2 es vital para la conidiacion,
virulencia y respuesta a multiples tipos de estrés; en el caso de la conidiacion encontraron en
las cepas AmsnA una disminucion del 40% y en virulencia 25%. Para ambos hongos, las
mutantes interrumpidas perdieron del 20 al 65% de sus tolerancias a la hiperosmolaridad, la
oxidacion, la perturbacion de la pared celular y la alta temperatura. Ademas, varios genes
asociados a conidiacion y virulencia fueron reprimidos (Liu et al., 2013).

En Metarhizium rileyi, las cepas AMrmsn2 (homdlogo de Msn2), presentaron un aumento en
la conidiacion, sensibilidad al estrés, produjeron clones morfolégicamente anormales,
redujeron significativamente la formacion de metabolitos secundarios y disminuyeron los

niveles de virulencia (Song et al., 2018).
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2.6.7 EROs y metabolismo secundario

Algunos estudios describen la modulacién del metabolismo secundario por estrés oxidante,
la mayoria se dedican a la biosintesis de micotoxinas, y el modelo més estudiado son las

aflatoxinas.

Se ha demostrado que la produccion de aflatoxinas en A. parasiticus (Jayashree &
Subramanyam, 2000; Reverberi et al., 2008) y A. flavus (Fountain et al., 2016), de ocratoxina
A en A. ochraceus (Reverberi et al., 2012) y de tricotecenos B en F. graminearum (Ponts et
al., 2007) es estimulada por EROs. Sin embargo, este vinculo ha sido explicado como un
mecanismo de defensa antioxidante, es decir, que las micotoxinas antes mencionadas son
moléculas antioxidantes, y por lo tanto son sintetizadas por los hongos como una respuesta
ante el estrés oxidante. También esta demostrado que la regulacion por EROs de aflatoxinas

es a nivel transcripcional (Kim et al., 2008).

Se ha encontrado que los compuestos antioxidantes con propiedades antifingicas bien
conocidas, como los fendlicos, son potentes inhibidores de la biosintesis de micotoxinas en
Aspergillus spp. (Kim et al., 2006; Mahoney & Molyneux, 2004). Por ejemplo, los
componentes fenolicos antioxidantes de nueces, hongos shiitake o maiz pueden inhibir la
biosintesis de aflatoxinas por especies de Aspergillus (Mahoney & Molyneux, 2004; Nesci
& Etcheverry, 2006; Reverberi et al., 2005). También se inform6 que los antioxidantes
fenolicos como el acido cafeico o el acido clorogénico son inhibidores potentes de la
produccién de ocratoxina A por varias especies de Aspergillus (Palumbo et al., 2007). Se
reportaron conclusiones similares para la producciéon de tricotecenos tipo B por F.
graminearum que disminuyd significativamente en presencia de compuestos fenodlicos,

especialmente acido feralico (Bakan et al., 2003; Boutigny et al., 2009).

Las evidencias de la regulacion de metabolitos secundarios no so6lo se limitan a micotoxinas,
sino a otros metabolitos, como riboflavina (considerada como un pseudo MS) producida por
Ashbya gossypii, en donde encontrd que al adicionar H20> al medio aumenta la produccion
de riboflavina y al agregar vitamina E (antioxidante), la produccién disminuye (Kavitha &

Chandra, 2009; Walther & Wendland, 2012), y también en este modelo, sugieren que la
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relacién entre la riboflavina y el EOX es por un mecanismo de defensa del hongo

filamentoso.

En el modelo de lovastatina en A. terreus, nuestro grupo mostré un vinculo entre las EROs y
la biosintesis de lovastatina en FL y en FS. Se demostrd que el gen sod1 (enzima de defensa
del estrés oxidativo) se expreso intensamente durante la fase de crecimiento rapido (o
trofofase), pero paraddjicamente, se redujo drasticamente en la fase de produccién o idiofase,
donde la concentracion de EROs aumentd rapidamente a niveles altos que se mantuvieron
durante fase de produccion de lovastatina (Miranda et al., 2013). En un trabajo posterior,
demostramos que EROs regula positivamente la biosintesis de lovastatina a nivel

transcripcional (Miranda et al., 2014).

El 4cido ganodeérico es un MS bioactivo utilizado en la medicina tradicional China y es
producido por el cuerpo fructifero de Ganoderma lucidum, y su relacion por EROs se ha
demostrado claramente, ademas, ha sido reportado que la regulacién por EROs es también a
nivel transcripcional (Gao et al., 2018; W. X. Zhang & Zhong, 2010).

Shiraia bambusicola es un hongo parésito del bambu que produce hipocrelina A (pigmento
fotosensibilizador), cuya biosintesis también ha sido relacionada con EROs; mostraron que
el cambio de luz / oscuridad (24: 24 h) no solo aumento el contenido del metabolito en
micelio en un 65%, sino que también estimulé su liberacion al medio y que esto estd mediado
por EROs (Sun et al., 2018).

Ademas de los hongos, también se ha informado sobre Streptomyces cierta evidencia de que
EROs regula MS. Se utiliz6 H202 para inducir la produccién de validamicina A en
Streptomyces hygroscopicus (Wei et al., 2011), mientras que Beites et al., (2011) informaron
que las mutantes de Streptomyces natalensis, defectuosos en las enzimas desintoxicantes de

H>02, mostraban un fenotipo sobreproductor de pimaricina.

Como ya se menciono en un subtema anterior, la regulacion del metabolismo secundario
fangico en respuesta al estrés oxidante (obviamente, basado en la hipétesis de la regulacion
solo para MS con actividad antioxidante) se ha atribuido previamente a la accion de varios
de los factores de transcripcion en respuesta a estrés oxidante. Se ha sugerido que, en

Aspergillus spp., esta regulacion esta mediada por srrA, apl, msnA o atfB (Hong et al., 2013;
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Reverberi et al., 2008; Roze et al., 2011). Segun Walther & Wendland, (2012), Ap1 juega un
papel clave en la regulacion de la biosintesis de riboflavina por A. gossypii, y en la produccion
de tricotecenos por F. graminearum (Montibus et al., 2016). Atfl parece estar involucrado

en la produccidn de tricotecenos tipo B en F. graminearum (Van Nguyen et al., 2013).
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3. JUSTIFICACION

Los MS microbianos son compuestos con una variedad en estructuras quimicas complejas,

producidos principalmente por hongos y actinomicetos (Barrios-Gonzalez et al., 2003).

Los antibidticos penicilina y cefalosporina son los MS que mas impacto mundial han tenido,
hasta la fecha, tienen una gran importancia en la industria farmacéutica, pues siguen siendo
de los antibioticos mas utilizados (Elander, 2003); se calcula que del consumo mundial total
de antibidticos, las penicilinas y cefalosporinas ocupan alrededor del 30%, de un mercado
global de antibidticos que se valord en 45.31 billones de dolares en 2018 (Grand View
Research, 2019).

Por otro lado, la lovastatina es un MS que pertenece al grupo de las estatinas, moléculas
capaces de reducir el colesterol en plasma (Seenivasan et al., 2008). Las enfermedades
cardiovasculares estan precisamente relacionadas con altos niveles de colesterol en plasma
(hipercolesterolemia), y son la principal causa de muerte en todo el mundo. Se calcul6 que
en 2015 murieron por esta causa 17,7 millones de personas, lo cual representa un 31% de

todas las muertes registradas en el mundo (Organizacion Mundial de la Salud, 2015).

Por esta razon, el control del colesterol mediante la inhibicion de su biosintesis ha sido una
estrategia importante, y de aqui que las estatinas han tenido una extraordinaria importancia
médica y econdmica. El éxito de las estatinas se refleja en su inmenso potencial de mercado
con una venta promedio de US $ 20 mil millones (Mulder et al., 2015). Tan solo en el afio
2010, se report6é que la estatina atorvastatina ocupo el primer lugar en ventas en Estados
Unidos, generando 7.2 billones de délares (Forbes, 2011). Aunado a esto, se ha demostrado
que la terapia con estatinas tiene efectos biolégicos positivos (ademas de la disminucion del
colesterol en plasma), representando una posible aplicacion en enfermedades como el cancer,
osteoporosis, Alzheimer, esclerosis multiple, artritis reumatoide y el mal de Parkinson
(Barrios-Gonzélez & Miranda, 2010).

Debido a que los MS tienen gran importancia para el ser humano, cada vez se ha ampliado
mas el conocimiento acerca de los mecanismos que regulan su biosintesis (Brakhage et al.,
2004; Keller et al., 2005). Uno de los modelos méas estudiados es el de aflatoxinas, MS
cancerigeno que es sintetizado por varias especies de Aspergillus. Se ha demostrado que este

69



MS es regulado por EROs a nivel transcripcional. Ademas, esta regulacion ha sido justificada
argumentando que, dado que las aflatoxinas tienen actividad antioxidante, es légico que la
biosintesis de este compuesto (metabolitos secundarios con actividad antioxidante) esté
regulada por EROs, por lo que su produccion es parte del sistema de defensa general contra
el estrés oxidante (Fountain et al., 2016; Hong et al., 2013; Kenne et al., 2018; Reverberi et
al., 2010; Roze et al., 2013).

Los investigadores del modelo de aflatoxinas no s6lo demostraron que la biosintesis de este
MS se induce e intensifica por la acumulacion de EROs, ademas encontraron que el factor
transcripcional AtfB (relacionado con el estrés oxidante) es un jugador clave en la expresion
coordinada de genes antioxidantes y genes implicados en la biosintesis de aflatoxinas.
Proponen una red reguladora compuesta por al menos cuatro factores de transcripcion (Yapl,
AtfA, AtfB, SrrA y MsnA) que se unen no solo a los genes diana (para la respuesta
antioxidante) sino que, a su vez, de forma oportuna y coordinada, a los genes de biosintesis
de aflatoxinas, o en general, del metabolismo secundario (Hong et al., 2013).

Nuestro grupo de trabajo también encontré cierta evidencia de que factores de transcripcion
de respuesta a estrés oxidante pudieran estar regulando la biosintesis de lovastatina, pues
tienen sitios putativos de union a los promotores del gen biosintético lovF y del regulador
transcripcional lovE (Miranda et al., 2014). Curiosamente, entre estos factores de
transcripcion destacan Yapl, AtfA, AtfB, SrrA'y MsnA, los cuales Figuran dentro del modelo
de regulacion propuesto por Hong et al., (2013).

Ademas, recientemente, nuestro grupo mostré un vinculo entre las EROs y la biosintesis de
lovastatina en FL y FS. Se demostrd que el gen sod1 (enzima de defensa del estrés oxidante)
se expresO intensamente durante la fase de crecimiento rdpido (o trofofase), pero
paraddjicamente, se redujo drasticamente en la fase de produccion o idiofase, donde la
concentracion de EROs aumento rapidamente a niveles altos que se mantuvieron durante fase
de produccion de lovastatina (Miranda et al., 2013). En un trabajo posterior, demostramos
que las EROs regulaban positivamente la biosintesis de lovastatina a nivel transcripcional
(Miranda et al., 2014).

Nosotros consideramos que las EROs regulan el MS fangico, a nivel transcripcional, sin

embargo, no creemos que esta regulacion esté sujeta o sea exclusiva de MS con actividad
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antioxidante, es decir, que la razon de ser de la regulacién por EROs sobre el MS no es porque

la célula utilice a los MS como parte de la defensa antioxidante.

En este sentido, el mecanismo de regulacion por EROs no ha sido estudiado en A.
chrysogenum ni en P. chrysogenum, cuyos MS, al igual que la lovastatina, son de gran

importancia industrial.

Y en cuanto al modelo de lovastatina, es interesante establecer si los factores de transcripcion
SrrA'y MsnA (los cuales no han sido caracterizados hasta ahora) participan en el circuito de

regulacion de la lovastatina en A. terreus.

De esta manera, la importancia de la presente investigacion consiste en profundizar el
conocimiento acerca de los mecanismos que regulan la sintesis de MS, cuya informacién
puede ser crucial para el desarrollo de procesos de produccion més eficientes, o para
mejoramiento genético de cepas industriales. Ademas, el aportar conocimiento acerca de la
regulacién de MS con importancia industrial, en este caso lovastatina, cefalosporina y
penicilina, también puede ampliar el panorama de regulacion para otros MS con actividades

nocivas, cuyo objetivo es evitar su biosintesis.
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4. OBJETIVOS

4.1 General

Evaluar el papel de las Especies Reactivas de Oxigeno en la biosintesis de penicilina G,

cefalosporina C y lovastatina.

4.2 Particulares

1)

2)

3)

4)

Establecer si los MS penicilina G, cefalosporina C y lovastatina tienen actividad
antioxidante.

Confirmar que las EROs son necesarias para la biosintesis de penicilina G y
cefalosporina C, mediante el empleo de oxidantes/antioxidantes exdgenos.
Demostrar que las EROs inciden sobre la expresion del gen biosintético pcbAB en la
biosintesis de penicilina G y cefalosporina C.

Analizar el papel de los genes AtsrrA y AtmsnA sobre la biosintesis de lovastatina y

acumulacién de EROs en FL y FS.

5. HIPOTESIS

La biosintesis de penicilina G y cefalosporina C es regulada por EROs a nivel
transcripcional.

El factor transcripcional SrrA esta implicado en la regulaciéon positiva de la
biosintesis de lovastatina, por lo que las cepas silenciadas presentardn una
disminucion en la produccion en fermentacién sélida y liquida.

El factor transcripcional MsnA también regula la biosintesis de lovastatina, pero
negativamente, por lo que las cepas silenciadas presentaran un aumento en la

produccién en fermentacion sélida y liquida.
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6. METODOLOGIA

6.1 Microorganismos utilizados

Tabla 1. Microorganismos y cepas utilizadas en este trabajo.

Descripcion

Fue amablemente proporcionada por el Dr. G.
Szakacs, la cual fue aislada del suelo en el desierto de
Irak, pertenece a la coleccion de la Technical
University of Budapest, Hungria. Esta cepa fue la
mejor productora de lovastatina en FL, y es
considerada de alta produccion (Szakécs et al., 1998).
Para los resultados de los genes silenciados, se va a
referir a esta cepa como “Parental”.

Aislada de un paciente por el Laboratorio de Pruebas
de Hongos en San Antonio, Texas; fue secuenciada
por el Broad Institute como parte de Broad Fungal
Genome Initiative (iniciativa para ampliar los
genomas flngicos)(Birren et al., 2004).

Microorganismo Cepa
TUB F-514
Aspergillus terreus
NIH2624
NRRL 1951

Penicillium chrysogenum

Wisconsin 54 12-55
(ATCC 28089)

Cepa que se aislé de un meldn podrido en Peoria,
Illinois, USA. Es la parental de la mayoria de las cepas
productoras de penicilina de alto rendimiento (Backus
& Stauffer, 1955).

Es una cepa de produccién industrial que se derivo de
la NRRL 1951 (Backus & Stauffer, 1955).

WT (ATCC 11550)

Acremonium chrysogenum

Es la cepa parental, aislada originalmente en 1945 de
una muestra de agua de mar tomada cerca del
alcantarillado (Brotzu G, 1948).

Una cepa que produce altos niveles de cefalosporina

C10 (ATCC 48272) C, proveniente de la cepa CW-19, producida por
PanLabs (Demain AL, 1983).
Escherichia coli ESS 22-35 Cepa supersensible a antibioticos B-lactamicos.

6.2 Condiciones de cultivo
6.2.1 Aspergillus terreus

6.2.1.1 Propagacion de esporas

Las esporas se generaron inoculando 30 pL de un stock de esporas (guardadas en glicerol al

40% plv a -20°C), sobre 30 mL de medio Power (Tabla 2) en matraces Erlenmeyer de 250

mL, se incubd a 30°C durante 4-5 dias; después, las esporas se colectaron con una solucion

de NaCl 0.9% p/v + Tween 80 al 0.02% v/v y fueron contadas con ayuda de la camara de

Newbawer. Estas esporas frescas son las que se usaron para inocular la FL y FS.
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6.2.1.2 Fermentacion Liquida
Se siguid tal cual el protocolo descrito por Miranda et al., (2013), s6lo que la agitacion de los
cultivos fue a 230 rpm, el medio utilizado se describe en la Tabla 3.

6.2.1.3 Fermentacion Solida
Se siguio tal cual el protocolo descrito por Miranda et al., (2013), el medio utilizado se

describe en la Tabla 3, pero a una concentracion de 2.5X.

6.2.2 Penicillium chrysogenum

6.2.2.1 Propagacion de esporas

Las esporas se generaron inoculando 100 pL de un stock de esporas (guardadas en glicerol
al 40% p/v a -20°C), sobre 30 mL de medio Power (Tabla 2) en matraces Erlenmeyer de 250
mL, se incubd a temperatura ambiente durante 7-9 dias; después, las esporas se colectaron
con una solucién de NaCl 0.9% p/v + Tween 80 al 0.02% v/v y fueron contadas con ayuda

de la camara de Newbawer. Estas esporas frescas son las que se usaron para inocular la FL.

6.2.2.2 Cultivo semilla
Se inocul6 100 mL de medio semilla (Tabla 5) con 2x10° esporas/mL en matraces

Erlenmeyer de 250 mL, se cultivo a 28°C y 250 rpm por 28 h.

6.2.2.3 Fermentacion liquida para produccion de Penicilina
Se inoculé 50 mL de medio de produccion (Tabla 6) con 10% v/v del cultivo semilla. Se

incubo a 28°C, 250 rpm y diferentes tiempos.

6.2.3 Acremonium chrysogenum

6.2.3.1 Propagacion del in6culo y Cultivo semilla

Se inocularon placas de 20 mL de medio CCM (Tabla 7) con 200uL de un conservado de
suspension celular (conidios + micelio) preparado en NaCl 0.9% p/v y resguardado a 4°C. Se
incubaron a temperatura ambiente por 10 dias. Pasado este tiempo, se rasparon las placas con
ayuda de una espatula, se pesé 0.7 g de este cultivo (micelio + conidios) y se macero6 con 2 g
de perlas de vidrio y un poco del medio semilla (Tabla 8) en vortex por 1 min; finalmente,
este macerado se afiadio a matraces Erlenmeyer de 250 mL de tres bafles con 50 mL como

volumen final de medio semilla (Tabla 8), se incub6 a 28°C, 230 rpm por 28 h.
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6.2.3.2 Fermentacion liquida para produccion de Cefalosporina C
Se inocul6 50 mL de medio complejo de produccion 1X (Tabla 9) con 10% v/v de suspension
de cultivo semilla. Se incubd a 28°C, 230 rpm y diferentes tiempos.

6.2.4 Adicion de antioxidantes y oxidantes exdgenos

Los cultivos con antioxidante y oxidante se realizaron de igual como los describe Miranda et
al., (2014). 1,1,3,3-tetrametil-2-tiourea (TMTU) (Sigma-Aldrich®) se empled para los
cultivos de A. chrysogenum y N-acetil-L-cisteina (NAC) (Sigma-Aldrich®) para los cultivos
de A. terreus y P. chrysogenum. Se empled H.O, (Sigma-Aldrich®) para todos ellos. Se
afiadieron antioxidantes y oxidantes al comienzo de la fermentacion (idiofase). Se tomaron

muestras de micelio a las 72 h para cuantificar EROs y MS.

6.3 Medios de cultivo

6.3.1 Medio de propagacion de esporas (Power)

Tabla 2. Composicion del medio Power, se ajusta el pH a 6.5 con NaOH (Fierro et al., 1996).

Compuesto g/L
Sacarosa 15
Lactosa 2.5

Bactopeptona 2.5

Solidos de maceracion 0.5
NaCl 2
NaNO; 1
K2HPO, 0.28
MgSO4 = 7TH,0O 0.275
FeCl; - 6H,0 0.0015
CuS0O, * 5H,0 0.0005
FeSO, - 7TH,0 0.005

Agar bacteriolégico 20

6.3.2 Produccion de Lovastatina

Tabla 3. Composicion del medio de produccion para lovastatina 1X, se ajusta el pH a 6.5 con NaOH.

Compuesto g/L
Lactosa 34
Glucosa 6

Harina de soya 3
KNO; 2
KH2PO4 3
NaCl 0.5
MgSO; = 7H20 0.5

Solucidn de Elementos traza  1.25 mL
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Tabla 4. Composicion de la solucién de Elementos Traza para el medio de produccion de lovastatina

Elemento g/L
MnSO, 1.6
ZnS0O; * 7TH,0 3.4
CaCl; = 6H20 2

FeSO, = 7H,0 5

6.3.3 Medio semilla para P. chrysogenum
Tabla 5. Composicion del medio semilla para P. chrysogenum, se ajusta el pH a 6 con NaOH (Somerson et

2l 1961). Compuesto g/L
Sacarosa 20

Solidos de maceracién 20

Extracto de levadura 10

CaCOs3 5

6.3.4 Medio de produccién de Penicilina G
Tabla 6. Composicion del medio de produccion de penicilina G, se ajusta el pH a 6.8 con NaOH (Somerson

etal., 1961).
Compuesto g/L
Lactosa 55
Solidos de maceracion 35
CaCO3 10
KH2PO, 7
MgSO; = 7TH,0 3

Fenilacetato potéasico 40% p/v* 10 mL

*La solucién de fenilaceto potasico al 40% p/v se prepara disolviendo el acido fenilacético en KOH al 40%
p/v, se ajusta el pH entre 8y 8.2.

6.3.5 Medio completo CCM (Cephalosporium Complete Medium)
Tabla 7. Composicion del medio completo CCM, se ajusta el pH a 7 con NaOH (Minut et al., 1982).

Compuesto g/L
Caldo de soya tripticaseina Bioxon® 5
Glucosa 15
Sacarosa 3
Extracto de levadura 1
Extracto de Carne 1

NaCl 0.5

K;HPO, 0.5

MgSQO;, = 7H.0 0.5

FeSO, 0.018
20

Agar bacteriol6gico
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6.3.6 Medio semilla modificado

Tabla 8. Composicion del medio semilla modificado, se ajusta el pH a 7 con NaOH (Adinarayana et al.,

2003).
Compuesto g/L
Glucosa 10

Almidon soluble de papa 15
Solidos de maceracion 5
Extractos de levadura 4

KoHPO4 1
MgSQO;4 = 7TH.0O 1
CaCO; 1

6.3.7 Medio complejo de produccion de cefalosporina C

Tabla 9. Composicion del medio complejo de produccion de cefalosporina C 1X, se ajusta el pH a 6.5 con
NaOH (Lo6pez-Calleja et al., 2012).

Compuesto g/L
Melaza de cafia 30
Extracto de carne 30
Solidos de maceracién 5
CaCO; 15
KH2PO, 5.105
K;HPO, 6.13

6.4 Técnicas Analiticas

6.4.1 Determinacion de la biomasa y pH
Para FL, la biomasa se determind filtrando todo el contenido del cultivo (matraz) a través de
toallas Magitel®, después se pusieron a secar a 80°C a peso constante y se registré el peso

seco. El pH se determiné midiéndolo directamente del caldo del cultivo.

Para FS, la biomasa no se pudo determinar con exactitud, sélo se midi6 el peso seco del
cultivo (soporte + biomasa), haciéndolo del mismo modo que para FL. Para el pH, se tomo
aproximadamente 1 g de cultivo y se sumergié en 10 mL de agua destilada, posteriormente,

el pH se determiné midiéndolo directamente de esta suspension.

6.4.2 Determinacién de metabolitos secundarios

6.4.2.1 Lovastatina
Para las condiciones de extraccion del MS de FL y FS, asi como la determinacion de

lovastatina se siguio el protocolo previamente descrito por Miranda et al., (2013).
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6.4.2.2 Penicilina G y Cefalosporina C

Fueron cuantificados por HPLC usando una variacion del método descrito por Signs et al.,
(1984), se usé el sistema de andlisis Waters®600 de cromatografia liquida (Waters
Corporation, Milford, MA, USA). Los antibi6ticos fueron separados con una columna de
fase reversa 5-uM Waters Symmetry Shield TM RP-18 (4.6 x 250 mm) y con una precolumna
5-uM Waters Symmetry Shield TM RP-18 (3.9 x 20 mm 2 pk). La fase movil acuosa-
orgénica fue 91-9% vl/v, la cual consistio en 0.01 M de acetato de sodio pH 5.2 (JT Baker®
3470) / acetonitrilo:metanol (96:4% v/v) (JT Baker® grado HPLC 9012-9093), en modo
isocratico a un flujo de 1 mL/min, usando un detector de arreglo de diodos (Waters 996). La

cefalosporina C se determin6 a 3.7 min a 254 nmy la Penicilina G a 5.5 min a 220 nm.

6.4.2.3 Antibidticos p-lactamicos
Se determino por medio de bioensayos con E. coli ESS 22-35, se siguid tal cual el protocolo
descrito por Liras & Martin, 2005. Se utilizo Cefalosporina C (Sigma-Aldrich®) como curva

estandar.

6.4.3 Cuantificacion de EROs
Se siguié el método montado previamente por Miranda et al., (2014), con la modificacion de

que solo se tomaron 10 mg de biomasa y la reaccion se llevo a cabo en 1 mL de buffer PBS?.

6.4.4 Ensayo Antioxidante

Se realizé de dos maneras: sin micelio (en solucién) y con micelio (en solucién con células):

En solucidn, se llevo a cabo la siguiente mezcla en una placa negra de fondo claro de 96
pocillos (Sigma-Aldrich®) con volumen final de 200 pL en buffer PBS*: 50 mM de H.0>
(Sigma-Aldrich®) + antioxidante o0 MS a concentraciones finales de 5, 10, 20 6 30 mM + 10
UM H,DFC-DA (Sigma-Aldrich®). Las reacciones fueron incubadas a 4°C en oscuridad por
15 min, después se cuantificaron las EROs en el lector de placas multimodal DTX 880
Multimode Detector (Beckman Coulter®), a 485 nm de excitacion y 530 nm de emision. Los

antioxidantes probados fueron NAC (Sigma-Aldrich®) y Vitamina E (E-fertoc Vitae®). Los

IPBS (g/L) = 8.01 NaCl, 0.1 KCI, 1.78 NazHPO4, 0.27 KH,POy; pH 7.4.
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metabolitos secundarios fueron lovastatina -hidroxiacida (proporcionada por Fermic SA de
CV), cefalosporina C (Sigma-Aldrich®) y Penicilina G (Amsa®).

Con células: se afiadieron 10 mg de micelio de 48 h de fermentacion a 1 mL de buffer PBS*
frio, posteriormente, se tomaron 150 pL de esta suspensién y se colocaron en una placa negra
de fondo claro de 96 pocillos (Sigma-Aldrich®), se mezclé con 50 mM de H,02 (Sigma-
Aldrich®) + antioxidante o MS a concentraciones finales de 5, 10, 20 6 30 mM + 10 uM
H,DFC-DA (Sigma-Aldrich®); la mezcla se llevé hasta volumen final de 200 pL con PBS.

El resto de los pasos se llevaron tal cual que “En solucion”.

6.4.5 Extraccion de RNA y Northern blot
Se siguieron los mismos protocolos montados por Barrios-Gonzélez et al., (2008), con las

siguientes modificaciones:

Para la extraccion de RNA: después de obtener el RNA total por el método de Trizol®, se

purifico con el kit “SV Total RNA Isolation System” de Promega®, siguiendo las

instrucciones del proveedor, ademas, las membranas se cargaron con 20ug de RNA total.

Para el Northern blot: se utilizo el kit de marcaje “Random Primer DNA Labeling Kit” de

Takara®, y se sigui6 el protocolo del proveedor. Una vez marcadas las sondas, éstas se

purificaron a través de columnas empacadas con Sephadex® G-25.

6.4.5.1 Sondas
Las sondas se amplificaron a partir de DNAg de los hongos (P. chrysogegum, A.

chrysogenum y A. terreus) utilizando los oligos correspondientes descritos en la Tabla 10.

El DNAg se purifico siguiendo el protocolo de Barrios-Gonzalez et al., (2008). Las sondas
se amplificaron utilizando GoTaq Flexi DNA polimerasa de Promega®, se siguié las
instrucciones del proveedor. Una vez sintetizadas se purificaron con “Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System” Promega®, finalmente se cuantificaron en NanoDrop 2000

ThermoScientific®.
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Tabla 10. Oligos utilizados para los anlisis de expresion por Northern blot.

Nombre Oligo Secuencia5' > 3' Tm(‘ig'ma
pcbAB F ATACTGTGCTGCTAGTGACGG 64
P. chrysogenum R GCGTACTTGGTCGAGATACAT
pcbAB F TGGAACAGTGGAAGACTACGG 64
A. chrysogenum R CCCTTTTCGACACCATGGTCA
AtSITA F TGGATGATGTGCTTCCCAAACC 66
R  GCCAGATCTCGGAAATGTCCAG
AtTSNA F TCTCGACCAACAGTTCCTGCC 66
R CCTCGTCTTCGGACAGCGAAT

6.5 Silenciamiento de AtsrrA y AtmsnA

6.5.1 Obtencién de mutantes silenciadas

Para la transformacion se partié de las construcciones (pGpdPpki-srrA y pGpdPpki-msnA)
obtenidas en maestria (Bibian, 2015), y se sigui6 el mismo protocolo de transformacion de
transformacion genética en A. terreus, partiendo de la cepa TUB-F514 (parental). También
se siguid el mismo protocolo de aislamiento de mutantes, sélo que con 120 pg/mL de

fleomicina para el primer pase, y 140 pg/mL para el segundo.

6.5.2 Ensayos de sensibilidad a diferentes tipos de estrés

Pruebas de estrés en micelio: estos ensayos se realizaron en cajas para bioensayo con 200
mL de medio papa dextrosa (PDA) Bioxon®. Para inducir EOX se afiadié al medio 2.5 mM
de H.0, Sigma-Aldrich®; para estrés osmotico se afiadio 1 M de NaCl J.T. Baker; para estrés
de pared se afiadio 7 g/mL de rojo Congo Sigma-Aldrich®. Las placas se inocularon con 10
UL de una suspension de esporas a diferentes concentraciones (1x10%, 1x10°, 1x10° y 1x10’
esporas/mL), las cuales fueron obtenidas como se indic6 en 6.2.1.1. Se analizaron las
mutantes silenciadas y los controles (cepa parental y cepa VSI). Se cultivaron a 30°C durante
72 h.
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6.5.3 Validacion de mutantes silenciadas

6.5.3.1 Prueba de integracion

El DNAg de las mutantes y los controles se purificaron siguiendo el protocolo de Barrios-
Gonzélez et al., (2008). Se disefiaron oligos que hibridaran en los promotores constitutivos
(pki, piruvato quinasa y gpdA, gliceraldehido3-fosfo-deshidrogenasa) del vector de
silenciamiento (Tabla 11), con el objetivo de amplificar el inserto completo (fragmento del
gen diana). Estos fragmentos se amplificaron utilizando GoTaq Flexi DNA polimerasa de
Promega®, se siguio las instrucciones del proveedor. Una vez sintetizadas se purificaron con
“Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System” Promega®, y se dispusieron para un analisis

de secuenciacion.

Tabla 11. Oligos utilizados para el andlisis de integracion del inserto en el vector de silenciamiento.

Nombre Oligo Secuencia5' 2 3' Tm optima (°C)
pki F GTGAATTGCTTTTGGTCTTCCC 64
gpdA R GCTGTTAGTCAAGCTGCGATG

6.5.3.2 Prueba de silenciamiento
Se realiz6 un Northern blot tal como se describi6 en el apartado 6.4.5, utilizando los oligos
AtsrrA'y AtmsnA.
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7. RESULTADOS

7.1 Penicilina y cefalosporina también son regulados por EROs a nivel
transcripcional

7.1.1 Pruebas de capacidad antioxidante en Lovastatina, Penicilina G y Cefalosporina C

Para evaluar si los MS de estudio (Lov, Pen y Ceph) poseen actividad antioxidante, se
cuantificaron las EROs en una solucion de peroxido de hidrégeno (H202) con
concentraciones ascendentes de Lov, Pen o Ceph. El efecto sobre la concentracion de las
EROs fue comparado con experimentos donde los antioxidantes NAC (N-acetil-L-cisteina)

o vitamina E fueron afadidos también en concentraciones ascendentes.

Como se observa en la Figura 16-A, ninguno de los MS probados mostr6 ninguna actividad
antioxidante. Los niveles de EROs no bajaron en las muestras cuando se afiadieron diferentes
concentraciones de Lov (hasta 30 mM). EI mismo perfil fue obtenido cuando Pen o Ceph
fueron afiadidos en lugar de Lov. Por el contrario, la concentracion de las EROs rapidamente
bajé cuando, el bien conocido antioxidante NAC, fue afiadido en lugar de los MS. Y aunque

en menor medida, las EROs también decrecieron con la adicién de vitamina E.

Para evaluar la posible actividad antioxidante de los MS de estudio en un ambiente de
contacto con contenido celular de cada respectivo hongo, se tomé micelio de cultivos de 48
h de Lov, Pen y Ceph, los cuales se incluyeron en los experimentos. Y como se hizo en el
caso previo, las EROs se cuantificaron en muestras con cantidades ascendentes de Lov, Pen
y Ceph. Se obtuvieron perfiles similares en estas soluciones con micelio, por ejemplo, no se
detect6 decremento en las EROs cuando Lov, Pen o Ceph fueron afiadidas, en ninguna de las
concentraciones usadas. Estos resultados refuerzan los obtenidos en el experimento previo
(Figura 16-B).
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Figura 16. Ensayos antioxidantes para lovastatina, penicilina y cefalosporina. Las EROs fueron cuantificadas
en: a) en solucién, con 50 mM de H,0; y diferentes cantidades de metabolito secundario o de antioxidantes
conocidos (0 a 30 mM). b) con micelio, en un ensayo similar, pero incluyendo el micelio correspondiente (10
mg). NAC (e), Vitamina E (A), Lovastatina (o), Penicilina G (e) y Cefalosporina C (o). RFU= unidades
relativas de fluorescencia.

7.1.2 Perfil de acumulacién de EROs en cinéticas de produccién de Penicilina G y
Cefalosporina C

Las EROs fueron cuantificadas en el micelio de Penicillium chrysogenum durante la
fermentacion de penicilina. Y como fue hipotetizado, las EROs también se acumularon en
idiofase en este hongo. Como se puede observar en la Figura 17, se detecté un leve
incremento a las 46 h, seguido de uno fuerte a las 51 h. La biosintesis de penicilina inicia a
las 46 hy fue detectado en el medio a las 51 h. Una concentracién relativamente alta de EROs
fue observada durante el resto de la idiofase, mientras que la produccion de Pen continud en

una tasa relativamente alta hasta las 96 h (Figura 17).
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Figura 17. Cinética de acumulacion de EROs y produccién de Penicilina G por P. chysogenum.

Resultd interesante que la acumulacion de EROs en idiofase también se observo en la
fermentacion de Ceph. Bajo las condiciones usadas, Acremonium chrysogenum, inici6 la
produccion de Ceph a las 46 h y continGa, a una tasa rapida, hasta las 75 h (Figura 18). A
pesar de que hubo un incremento leve de EROs a las 36 h, se detectd una importante

acumulacién a las 46 h, aumentando suavemente para alcanzar su valor mas alto a las 75 h.
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Figura 18. Cinética de acumulacion de EROs y produccion de Cefalosporina C por A. chysogenum.

7.1.3 Efecto de la adicion de antioxidantes
Para estudiar la funcion de las EROs sobre los MS, la concentracion de éstas en idiofase
fueron atenuadas por medio de la adicion de antioxidantes exdgenos a los cultivos, al inicio

de la idiofase en los cultivos de produccién.

Las fermentaciones de Pen y Ceph con concentraciones ascendentes (0 a 50 mM) del
antioxidante NAC, fueron analizadas a las 72 h. Asi como se encontr6 previamente con Lov
(cuyo modelo se us6 como control en todos estos experimentos), la reduccion del contenido
de las EROs en idiofase trajo consigo una disminucién en la produccion especifica de Pen en
P. chrysogenum, también de manera proporcional (Figura 19-A). En este caso, la produccion
de penicilina disminuye alrededor del 50% cuando las EROs fueron reducidas un 52.6% en
los cultivos con 2 mM de NAC. No se encontraron diferencias significativas en la biomasa o
el pH en los cultivos.

85



Por razones desconocidas, el decremento de EROs con NAC fue muy dificil en los cultivos
con A. chrysogenum. Incluso con la concentracion maxima de NAC usada (100 mM), los
niveles de EROs so6lo bajaron levemente. Consecuentemente, la produccion de Ceph no

decrecio en ninguna concentracion de NAC probada (datos no mostrados).

7.1.3.1 Uso de otro antioxidante: TMTU
Considerando el extrafio comportamiento de Acremonium con NAC, se us6 otro antioxidante:
TMTU. Este antioxidante fue probado también en cultivos de Lov y Pen, obteniendo

comportamientos similares en producciéon y EROs (datos no mostrados).

Curiosamente, usando este antioxidante en A. chrysogenum, los cultivos si disminuyeron la
concentracion de EROs. Y como se puede observar en la Figura 20-A, 20 mM de TMTU
disminuyé casi a la mitad las EROs, causando una reduccién del 57% en la produccion de
Ceph. No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de la biomasa o el pH
casi en todos los cultivos, a excepcién del cultivo con 40 mM de TMTU, el cual tuvo una

pequefa diferencia significativa.

7.1.4 Efecto de EROs exdgenas

En una siguiente etapa, se evalud el efecto de las EROs exdgenas sobre la biosintesis de los
MS. Se analizaron cultivos de Pen con concentraciones ascendentes de H.O2 exdgeno. Y
como se puede ver en la Figura 19-B, la adicion de H.O> causa un incremento proporcional
en la concentracion de las EROs intracelulares en el micelio de idiofase. Por lo tanto, cultivos
con concentraciones elevadas de EROs causa una mayor produccion especifica de Pen,
alcanzando el maximo en cultivos con 70 mM de H20. (incremento del 53.3% en la
produccidn especifica). Cultivos con altas concentraciones (75 mM y 100 mM) provocan un
decremento significativo en la produccion. Sorprendentemente, la concentracion de las EROs

intracelulares no aumentd mas en estos dos cultivos.

Es importante notar que no se detectaron diferencias en la concentracion de la biomasa o el
pH final (excepto un ligero decremento en 75 mM y 100 mM), y la produccion volumétrica

incrementa en el mismo porcentaje.

El mismo efecto de las EROs exdgenas en el incremento de las EROs intracelulares, y por lo

tanto sobre la produccion especifica fue obtenida en la fermentacion de Ceph. Sin embargo,
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en este caso, el incremento de la produccion especifica fue incluso mas pronunciada (Figura

20-B). La produccién especifica del antibiotico alcanzé el maximo en cultivos con 100 mM

de H20> (643 mg de Ceph/gb), representando un aumento del 145.7% en relacién con el

control. Después de esta concentracion de H20z, la produccion se estanca. Cultivos con 130
mM de H»0; sélo produce hasta 402 mg/gb (Tabla 12).

Curiosamente, no se encontraron diferencias en las EROs intracelulares en los cultivos de

100 mM e incluso maés altos, a pesar de que hubo una importante y significativa disminucion

en la biomasa, ademas de un incremento en el pH (datos no mostrados).
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Figura 19. Efecto del NAC (panel a) y H202 (panel b) sobre la biosintesis de penicilina G (o) y sobre el

mM NAC

,_|_|

50
mM H,0,

70

75

100

3.5E+07

3.0E+07

2.5E+07

2.0E+07

1.5E+07

EROs
RFU/g biomasa

RFU/g biomasa

contenido intracelular de EROs (#), en cultivos de 72 h. Cultivos con 30 y 50 mM de H20- en panel b, asi
como cultivos con 0, 1, 2 y 3 mM de NAC en panel a, presentaron diferencia significativa en la concentracion
de EROs y la produccion especifica de penicilina, en relacién con el control, esto de acuerdo a las pruebas de
ANOVA y Dunnett’s post hoc (p>0.05).
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Figura 20. Efecto del TMTU (panel a) y H.O; (panel b) sobre la biosintesis de cefalosporina C (o) y sobre el
contenido intracelular de EROs (#), en cultivos de 72 h. En los paneles a y b, todos los cultivos mostraron
diferencia significativa en la concentracion de EROs y la produccion especifica de cefalosporina en relacién
con el control, esto de acuerdo con las pruebas de ANOVA y Dunnett’s post hoc (p>0.05).

Tabla 12. Concentraciones exdgenas de H2O- en los cultivos que muestran la produccion maxima de los
metabolitos, y los niveles internos de EROs.

‘. , . EROs en maxima Incremento de
EROs en idiofase * H.0O, en maxima g .
(RFU/g biomasa) produccion**(mM) produccion produccion
(RFU/g biomasa) (%)
Lov 3.4x10%+0.137x108 100 3.82 x 108+ 0.183 x108 18.8
Pen 1.8x107+0.081 x 10’ 70 2.71 x 10" +0.109 x 10’ 48
Ceph  4.2x 108+ 0.16x10° 100 7.9 x 108 + 0.387 x 10° 142

*Concentracion de EROs naturales en el control, cultivos de 72.
**Concentracion de H,O; en cultivos con produccion alta de metabolito.

7.1.5 Anélisis transcripcional sobre la manipulacién de EROs en cultivos de penicilina G y
cefalosporina C

La dltima etapa fue evaluar si la regulacion por EROs de Pen 'y Ceph es, al igual que Lov, a
nivel transcripcional.
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Se realizd6 un andlisis transcripcional por Northern blot de los genes pcbAB de P.
chrysogenum y A. chrysogenum. Se extrajo RNA del micelio de cultivos de 72 h con
antioxidante (atenuacion de EROs) u oxidante (estimulacion de EROs), cuyas
concentraciones fueron en los cultivos de penicilina 70 mM de H202 y 2 mM de NAC; para

los cultivos de cefalosporina, los tratamientos fueron 70 mM de H2O2 y 20 mM de TMTU.

Y, como ya se habia demostrado, la produccién de Pen disminuy6 cuando las EROs fueron
atenuadas, y aumento cuando éstas se estimularon con H20>, pero ademas, esta manipulacion
de las EROs tuvo un efecto directo sobre la transcripcion del gen biosintético pcbAB, el cual
se reprimio por completo cuando el NAC se afadid al cultivo (atenuacion de EROs) y
aumento su expresion 52% cuando los niveles de EROs aumentaron con el oxidante ex6geno
(Figura 21-B).

La expresion del gen pcbAB de A. chrysogenum también se vio afectada directamente por la
manipulacion de las EROs, atenuandose 35% en presencia de TMTU, y aumentando 89% su
expresion cuando el H2O> fue afiadido al medio de cultivo (Figura 21-A).

a) b)
Ctl TMTU H:20:2 Ctl NAC H:0:

l_h

Figura 21. Anélisis transcripcional (Northern blot) de los genes pcbAB de A. chrysogenum y de P.
chrysogenum en cultivos liquidos de 72 h. En el panel A, se observa el efecto del antioxidante TMTU vy del
oxidante H,O; sobre la expresion de pcbAB de A. chrysogenum en comparacion con el control (sin
tratamiento); en el panel B, se observa el efecto del antioxidante NAC y del oxidante H,O; sobre la expresion
de pcbAB de P. chrysogenum en comparacién con el control. La intensidad de las bandas se cuantifico por
densitometria (software de imagen, NIH) y los valores resultantes se normalizaron con los obtenidos para la
sefial de rRNA. Los valores normalizados se expresan como una fraccion del valor del control, al cual se le
asignd un valor de uno.

7.2 Perfil de EROs en cepas de alta y baja produccion

Una vez que se demostrd que las EROs tambien regulan la biosintesis de Pen y Ceph a nivel
transcripcional, el siguiente paso fue evaluar si el nivel de acumulacion de EROs prevalecia
entre cepas con diferente grado de produccidn, por lo que se obtuvo el perfil de EROs en dos
tipos de cepas: una de alta y otra de baja produccion del metabolito secundario, esto para A.

terreus, P. chrysogenum y A. chrysogenum.
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7.2.1 Aspergillus terreus

Como se puede observar en la Figura 22, el perfil de EROs en las cepas de A. terreus resulto
ser similar (bajo en trofofase y alto en idiofase), independientemente de que la cepa TUB F-
514 produce 3 veces mas que la cepa NIH2624, ambas cepas arrancan la idiofase a las 24 h.
No hubo diferencia en biomasa, ni en pH, a excepcion del cultivo de 72 h de la cepa NIH2624,
donde el pH bajo hasta 4.87, mientras que la TUB F-514 se mantuvo en 6.3.
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Figura 22. Perfil de acumulacion de EROs, lovastatina, biomasa y pH en Aspergillus terreus en una cepa de
alta produccion (TUB F-514) y otra de baja produccion (NIH2624). Letras iguales indica que no hay
diferencia significativa (Prueba t-Student's, a=0.05).
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7.2.2 Penicillium chrysogenum

Para la produccion de penicilina G, como ya era conocido, la cepa NRL1951 produce muy
poco, a penas Yy se logro detectar (5.09 £+ 0.928 jg/g biomasa), ademas de que la produccion
empieza a decaer desde las 92 h, en cambio, la cepa Wis 14-1255 produce 100 veces mas y
la produccion se mantiene hasta las 112 h (908.67 £+ 50.37 pg/g biomasa). Por otro lado, y al
igual que en A. terreus, las EROs tuvieron el mismo perfil en ambas cepas; aunque a las 20
y 68 h, si hay diferencia significativa en los valores de EROs entre cepas, el comportamiento

del perfil de acumulacion es el mismo: altos-bajos y bajos-altos (Figura 23).

En cuanto a labiomasa, el punto de las 92 h de WIS 14-1255 si es significativamente diferente
con la otra cepa; los valores de pH se encontraron més elevados significativamente en la cepa

de baja produccion a los tiempos de 68, 92 y 112 h.

7.2.3 Acremonium chrysogenum

Y como se planed, la diferencia en la produccion de B-lactdmicos entre las cepas de alta 'y
baja produccion en A. chrysogenum fue muy marcada: 0.777 + 0.0936 vs. 28.6+1.4 mg/g
biomasa. Pero también se observé que el perfil de produccidn estuvo desfasado por 24 h entre
cepas, pues la cepa de alta produccion llega al maximo a las 68 h, mientras que la WT alcanza

el méximo hasta las 92 h (Figura 24).

Siguiendo el mismo patron obtenido para los otros hongos, el perfil de EROs en A.
chrysogenum fue el mismo para ambas cepas. Como se puede observar en la Figura 24, en
todos los tiempos, la acumulacion de EROs es similar en ambas cepas, a excepcion de las 92
h, donde si hay diferencia significativa, sin embargo, y al igual que en Pen, el perfil se
mantiene: bajas-altas-bajas. No hubo diferencia significativa en biomasa, pero si en pH en

idiofase, donde la cepa C10 alcanzé valores de hasta 8.5.
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Figura 23. Perfil de acumulacién de EROs, penicilina G, biomasa y pH en Penicillium chrysogenum en una
cepa de alta produccion (WIS 14-1255) y otra de baja produccion (NRRL 1951), nétese la escala de
produccion de penicilina G por la cepa NRRL 1951 (grafico derecho). Letras iguales indica que no hay
diferencia significativa (Prueba t-Student's, 0=0.05).
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Figura 24. Perfil de acumulacion de EROs, B-lactamicos, biomasa y pH en Acremonium chrysogenum en una
cepa de alta produccion (C10) y otra de baja produccion (WT), nétese la escala de produccion de B-lactdmicos
por la cepa WT (gréfico derecho). Letras iguales indica que no hay diferencia significativa (Prueba t-
Student's, a=0.05).
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7.3 SrrA'y MsnA como nexo entre las EROs y la biosintesis de lovastatina

7.3.1 Obtencion de mutantes silenciadas
Partiendo de las construcciones de silenciamiento (obtenidas en un trabajo previo) se

realizaron dos lotes de transformacion para el gen AtsrrA 'y uno para AtmsnA.

Se obtuvieron 35 transformantes SisrrA, sin embargo, 15 de ellas no fueron capaces de crecer

en una concentracion de fleomicina més elevada (140 pg/mL, equivale al segundo pase).

De las SimsnA se obtuvieron 45, y todas ellas crecieron sin problema a 140 pg/mL de

fleomicina.

7.3.2 Caracterizacion de mutantes SisrrA 'y SimsnA

Debido a que era inviable someter a las 80 transformantes a las pruebas de validacion, se
decidié hacer un filtro previo, sometiéndolas a pruebas de respuesta a diferentes tipos de
estrés, esperando obtener fenotipos de hipersensibilidad, y de esta manera, poder descartar
aquellas mutantes que no entraran dentro de este perfil hipotético.

Se pusieron a crecer a las mutantes en presencia de estrés oxidante (inducido por H202) y
osmatico (inducido por NaCl); debido a la alta variabilidad de las SisrrA, se realiz6 un tercer

analisis para ellas, que fue estrés de pared (inducido por rojo Congo).

Se obtuvieron resultados inesperados, pues no hubo fenotipos de hipersensibilidad, sino sélo
de sensibilidad y en menos del 70% de la poblacion.

Para las SisrrA, el panorama estaba mas complicado aun, pues se tenian dos grupos de
transformantes, las que no crecieron en concentracion alta de fleomicina (R120) y las que si
resistieron (R140). Lo que se obtuvo fue que en el grupo R120 el 67% eran sensibles a EOX,
pero en el grupo R140 solo el 37%. Y s6lo unas cuantas presentaron cierta sensibilidad a
estrés de pared, en su mayoria pertenecian al grupo R120 (Figura 25); ninguna mostro
sensibilidad a EOS. Estos anélisis se repitieron, y se obtuvo que las R140 tenian
comportamientos extrafios, pues algunas ya no presentaban la sensibilidad a EOX, e incluso,
parecian resistentes, por lo que se decidié sélo continuar con las mutantes R120 para la

validacioén.
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En cuanto a las SimsnA, la sensibilidad a EOX sélo se encontré en el 33% de la poblacion

(Figura 25). Y se eligieron algunas de este grupo para las pruebas de validacion.

SisrrA SimsnA

10* [ 107
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EOX
T6
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Figura 25. Crecimiento de las mutantes silenciadas SisrrA T3y T6,y T4y T25 de SimsnA a las 72
h. CTL se refiere al cultivo sin tratamiento, EOX es el cultivo con 2.5 mM de H,O; y EP corresponde al
cultivo con 7 g/mL de rojo Congo.

7.3.3 Validacion de mutantes SisrrA'y SimsnA

7.3.3.1 Perfiles de expresion de AtsrrA'y AtmsnA en FLy FS

Como parte de la validacion del silenciamiento en las mutantes obtenidas, se requeria conocer
el perfil de expresion de los genes diana, pues habria que elegir una condicién fisioldgica
donde éstos se expresen con seguridad, y poder detectar su atenuacion en las mutantes
silenciadas.

95



Por lo anterior, se realiz6 un analisis de expresion por Northern blot para los genes AtsrrA 'y
AtmsnA en cinéticas de produccion de lovastatina en FL y FS con la cepa parental de A.
terreus (TUB-F514).

Como se puede apreciar en la Figura 26, AtmsnA se expresa fuertemente en trofofase (19 h)
en FL, y se mantiene asi hasta el inicio de la idiofase (24 h), después, deja de transcribirse.
En FS, se repite este patron, pero expresandose muy suavemente, y se logra detectar su

presencia a las 48 y 96 h.

Para el gen AtsrrA el perfil de expresién es muy curioso, pues estd completamente ausente
en FS, mientras que en FL se expresa justo al inicio de la idiofase, y manteniéndose a lo largo
de esta. Ademas, se logra apreciar que la expresion a las 24 (inicio de idiofase) es mas fuerte

que en el resto de los tiempos (Figura 26).

Es importante mencionar que estos analisis de expresion se repitieron dos veces en
experimentos independientes (para AtmsnA fueron 3), obteniéndose los mismos perfiles de

expresion.

Figura 26. Perfiles de expresion de los genes AtsrrA y AtmsnA en FL y FS en cepa parental. Los nimeros 19,
24, 48, 72 y 96 indican las horas de los cultivos.

7.3.3.2 Seleccion de las mutantes silenciadas

Una vez que se conoci0 el perfil de expresion de los genes diana, se eligié la condicion
fisiolégica de 24 h de FL y FS para ambos, y se realizé el analisis de expresion por Northern
blot para probar su silenciamiento. Se eligieron 10 transformantes SisrrA y 10 transformantes

SimsnA, del fenotipo sensible a EOX y algunas que no tuvieron sensibilidad.
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Es importante mencionar que las cepas seleccionadas para el analisis de expresion fueron
previamente seleccionadas por la prueba de insercion, la cual consistio en verificar que las
mutantes poseyeran la construccién de silenciamiento insertada en su genoma; la seleccion
de las 20 cepas positivas en la prueba de insercion y que se analizarian para verificar su
silenciamiento se hizo con el criterio de elegir aquellas que encajaran mas en el perfil

fenotipico esperado, y esto fue sensibilidad a EOX y efecto en produccion.

De las 10 cepas analizadas todas tuvieron cierto grado de silenciamiento (datos no
mostrados), pero finalmente se eligiéo la T3 y T6 para SisrrA y las T4 y T25 como

representantes de las SimsnA.

En la Figura 27 se puede observar el resultado de la prueba de integracion sélo para las
mutantes silenciadas elegidas, donde se compara como las mutantes SisrrA-3, SisrrA-6,
SimsnA-4 y SimsnA-25 dan positivo a la prueba, es decir, amplifican parte de la construccion
de silenciamiento, al igual que los controles positivos (construcciones de silenciamiento

purificadas), y a diferencia de la parental que no amplifica nada en la PCR.

StsrrA Svnsnd
T3 T6 P csrd VSI c-msnd T4 T25
Lo G- ., O aam e C
.- -

Figura 27. Electroforesis con la prueba de insercién para las transformantes 3y 6 de SisrrA, y 4y 25 de
SimsnA. Los controles positivos fueron las construcciones de silenciamiento purificadas (c-srrA'y c-msnA) y
el vector de silenciamiento sin inserto (VSI); como control negativo sélo se usé el DNAg de la parental (P).

Gel de agarosa al 1 % pl/v.

Y en la Figura 28, se muestra el resultado de la prueba de silenciamiento (sélo de las mutantes
seleccionadas); para las SisrrA, puede observarse como la T3 estd completamente atenuada
(no se observa transcripcidn por lo menos en esta condicion fisiolégica) en comparacion con
la parental, sin embargo, la T6 si esta silenciada pero el gen s6lo se atenu6 el 25%, y como
ya se habia obtenido en el perfil de expresion, en FS no se detecto expresion de AtsrrA ni en

la parental, ni en las transformantes.
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En el caso de las SimsnA, se puede ver como en FL la T4 si esta silenciada al 90%, pero la
T25 esté atenuada por completo. Y en FS, no se logré detectar expresion en ninguna de las
mutantes (Figura 28) pero en si en la parental.

1.0 0.75

Figura 28. Andlisis de expresion de los genes AtsrrA 'y AtmsnA a las 24 h en FL y FS en cepa parental y en
las cepas SisrrA-3, SisrrA-6, SimsnA-4 y SimsnA-25.

Es importante mencionar que las 4 cepas silenciadas seleccionadas presentaron sensibilidad
a EOX, y en el caso de T3 SisrrA, también a EP (Figura 25).

7.3.5 Produccion de lovastatina por las mutantes SisrrA 'y SimsnA: FL vs. FS

Una vez que se seleccionaron las cepas silenciadas, se procedio a evaluar la participacion de
SrrA'y MsnA en la biosintesis de lovastatina; para ello, se realizaron cinéticas de produccién
de lovastatina, acumulacion de EROs, biomasa y pH, para las mutantes silenciadas,

comparandolas con los controles, que fueron la parental y la cepa con el vector sin inserto.

El comportamiento de las SisrrA fue muy interesante. Como se puede observar en la Figura
29-A, las mutantes producen mas lovastatina en FL, T3 50% méasy T6 37% (Tabla 13) pero,
ademas, la acumulacion de EROs es mucho mas alta en las mutantes que en los controles,
pero sélo a las 24 h (T3=57.6% y T6=40% de aumento) y a las 48 h (T3=63.4% y T6=37%
de aumento). También se observaron niveles mas altos que los controles a las 72 'y 96 h, pero

no fueron significativamente diferentes.

En FS no hubo ningan cambio ni en produccién ni en los niveles de EROs (Figura 29-B). No
hubo cambios significativos en biomasa para ninguno de los cultivos, y en pH la T6 aumentd
a7 alas 24 h, y este cambio se dio para FL y FS, pero no estuvo relacionado con

contaminacion.
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Las SimsnA presentaron un comportamiento inesperado; tanto T4 como T25 produjeron mas

lovastatina en ambos sistemas de cultivo. La diferencia significativa méas alta se percibi6 a
las 72 h (Tabla 13), donde en FL T4 produjo 61.3% méas y la T25 74% mas, sin embargo, en

la produccion final (96 h) apenas hubo diferencias significativas con los controles (Figura

29-A). En FS, la diferencia de produccion fue muy alta, pero al igual que FL a las 72 h, donde

T4 produjo 276.4 % més y T25 produjo hasta 320% mas, sin embargo, en la produccion final

no hay diferencia significativa (Figura 29-B). Una aspecto interesante es que los niveles de

EROs no se modificaron en las cepas mutantes, tampoco hubo cambios significativos en

biomasa ni pH.

Tabla 13. Comparacion de produccion de lovastatina y acumulacién de EROs a las 72 hen FL y FS, para las
mutantes silenciadas; también se reporta el porcentaje de aumento en la produccién para algunas mutantes.
Letras iguales indica que no hay diferencia significativa (Prueba t-Student's, 0=0.05).

FL (72 h) FS (72 h)
Cepa (REFITJC/)r;g Lovastatina % de EROs Lovastatina % de
biomasa) (ng/mL) aumento | (RFU/mgMS)  (mg/g MS)  aumento
204 9.3 x108 5
9
P 8.8x10 +95: i ) +1x107; a, b +0.29;f, g )
+2.1x10%e
10 9.7x108 5.9
Vsl 1x10 215'7. ) +5.9x107; a +0.45; f )
+1.6x10%C +17.3] 1
; 10 8.1x108 4.6
SisrrA-3 1x10 306 50 266107 1, g.h £013:gh -
+2x10% b +17.9;0
; 9 8.2x108 45
SisrrA-6 9.9x10 280.4 37.4 46107 £, g h £003 g h -
+1x10% C +21.6;h
SimsnA-4 | 8.9x10° 329.1 61.3 8.6x10° 18.8 276.4
+25; f +3.1x105 e, f t1e
+9.8x10":d, €
; 9 8.7x108 21
SimsnA-25 9.3x10 355 74 +23x107: 6.4, € +0.45: d 320
+2x10% d +152; @

99



EROs (RFU/g biomasa)

A) FL B) FS

7.5 7.5
7.0 7.0
o
= a,
a, 6.5
6.5
6.0
6.0 100
15
& 80 ol
<) = - VS]
'\E 10 Eg 60 SistrA-3
%f § SistrA-6
§ § 40 —— SimsnA-4
% 5 .E 20 -0~ SimsnA-25
0
0
600 30
) 7
5 %
3 400 22
= £
£ =
g £
8 g 10
§ 200 :
Qo
]
0 0
09
1'4><]O]0 12><10 = P
1.2x10% = 1.0%10% mm VSI
w m .
1.0x10% % 8 0x10°® SllsrrA-3
50 SistrA-6
[
RS é 6.0x10% B SimsnA-4
6.0x10% o B SimsnA-2S
S 4.0x10%
4.0x10% %
5 0x10% 2.0x10%
0.0~ o0 1 Mn
& w4 P NI A
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 29. Perfil de acumulacién de EROs, lovastatina, biomasa y pH en cepas silenciadas de A. terreus. Las
mutantes con el gen AtsrrA silenciado (SisrrA) se distinguen en color amarillo, mientras que las mutantes con
el gen AtmsnA silenciado (SimsnA) se indican en color azul. Los controles son la parental (color negro) y la
cepa VSI (color gris). El panel A corresponde a FL y el B a FS.
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8. DISCUSION

8.1 Penicilina y cefalosporina también son reguladas por EROs a nivel
transcripcional
En un trabajo previo, nuestro grupo de trabajo demostré que, en la fermentacion de

lovastatina con Aspergillus terreus, habia una acumulacion de EROs precisamente cuando la
idiofase iniciaba. Esta concentracion de EROs relativamente alta continuaba durante toda la
fase de produccion. Ademas, el incremento de las EROs coincidia con el “encendido” de los
genes biosintéticos de lovastatina, incluyendo el factor transcripcional especifico del cluster
lovE. Sorprendentemente, en este mismo punto, el gen sod1 (defensa antioxidante) se reguld
a la baja y se mantuvo asi durante toda la idiofase (Miranda et al., 2013). En un trabajo
posterior, nuestro grupo mostrd que las EROs no sélo eran necesarias en la produccion de
lovastatina, sino que ademas estaban regulando positivamente los genes biosintéticos.
Adicionalmente, un anélisis de transcripcion revel6 que el gen yapl (Atyapl), el principal
regulador de la respuesta antioxidante en hongos, se expreso altamente durante la trofofase,
pero regulandose a la baja en idiofase, sugiriendo que Yapl no solo regula sodl sino que
también, de alguna manera, ambos se regulan a la baja para contribuir a la acumulacion de
las EROs (Miranda et al., 2014).

Ademas de la lovastatina, se ha reportado que las EROs regulan otros dos metabolitos
secundarios. La acumulacién de las EROs durante la idiofase ha sido reportada durante la
produccion de aflatoxinas en Aspergillus parasiticus (Jayashree & Subramanyam, 2000;
Narasaiah et al., 2006) y en Aspergillus flavus (Fountain et al., 2016; Hong et al., 2013).
Adicionalmente, hay evidencia de que las EROs regulan la biosintesis de ocratoxina A en
Aspergillus ochraceus (Reverberi et al., 2012). El modelo de aflatoxinas ha sido estudiado a
cierta profundidad, y se ha sugerido que, debido a una actividad antioxidante, las aflatoxinas
(y la ocratoxina A) son reguladas por las EROs y sintetizadas como una segunda linea de
defensa contra el estrés oxidante (Aguirre et al., 2006; Fountain et al., 2016; Hong et al.,
2013; Kenne et al., 2018; Reverberi et al., 2010; Roze et al., 2013). Por lo tanto, su regulacién
podria estar relacionada con la regulacion general de la defensa antioxidante.

Nuestro estudio de Lov fue el primer informe de un metabolito secundario de importancia
industrial que esta regulado por EROs, ademas de aflatoxinas y ocratoxina, lo que abre la

posibilidad de que esto sea un mecanismo general. En el presente trabajo, estudiamos la
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posibilidad de que las EROs estén involucradas en la regulacion de otros dos metabolitos de
importancia industrial: penicilina y cefalosporina, comparando sus particularidades con el
modelo bien conocido de Lov.

En esta tesis, inicialmente mostramos que Lov, asi como Pen y Ceph, no tienen capacidad
antioxidante. Esto demuestra que su regulacion por EROs no forma parte de la respuesta

general antioxidante de la célula.

Resulta muy interesante que nuestros resultados mostraron que las EROs también se
acumulan durante la idiofase en la fermentacion de Pen con P. chrysogenum, y en la
fermentacion de Ceph con A. chrysogenum. Esto es el mismo fendmeno que se describio en
Lov y aflatoxinas. Es importante notar que Pen y Ceph son formados originalmente por
aminoacidos y son sintetizados por péptido sintetasas no ribosomales, es decir, tienen
diferente origen biosintético que lovastatina y aflatoxinas, pues éstas se clasifican como

policétidos y su formacidn parte de Acetil-CoA).

Después de esto, se demostro que el incremento de las EROs coincidia con la sintesis de Pen
y Ceph, por lo que se pensd que también eran necesarias para la produccion de estos
metabolitos secundarios. Para probar esto, se manipulé la acumulacion de las EROs en los

cultivos de produccion de Pen'y Ceph.

En la fermentacion de Pen, la adicion del antioxidante (NAC) generd una disminucién
proporcional en la acumulacién de las EROs en idiofase, 1o que trajo una consecuente
reduccidn en la produccion de Pen. Comparando este efecto con el modelo de Lov, se puede
observar que es muy similar, s6lo que una menor cantidad de NAC fue necesaria para reducir
los niveles de EROs en la fermentacion de Pen. Esto podria atribuirse, a que hay mayor

contenido de EROs en el micelio de A. terreus.

Un efecto similar fue observado en la produccion de Ceph por A. chrysogenum. La adicion
de otro antioxidante (TMTU) gener6 un decremento proporcional en el contenido de las
EROs en la célula, lo que permitié una disminucion proporcionado en la produccion de Ceph.
En este caso, se requirié de una concentracién mas alta de TMTU para bajar las EROs en A.

chrysogenum, en comparacion con la fermentacion de Lov.
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A. chrysogenum es un hongo intrigante, pues, por razones desconocidas, la adicion de NAC
a la fermentacion de Ceph no bajé los niveles internos de EROs y como consecuencia, no se
afectd la produccion de Ceph, incluso, en algunas concentraciones hubo mayor crecimiento
y mas produccién. Es posible que este compuesto estimulara la biosintesis de Ceph al ser
metabolizado para proveer L-cisteina (uno de los aminoacidos precursores), o bien, no entro

a la célula, o fue rapidamente transformado.

Como se demostrd para A. terreus en un trabajo previo, la adicion de EROs exdgenas (H202)
incrementan el contenido de las EROs internas en P. chrysogenum y A. chrysogenum.
Ademas, como en Lov, la adicion de H202 indujo un incremento proporcional en la

produccion de Pen; el mismo efecto fue observado en la fermentacion de Ceph.

El hecho de que bajando las EROs proporcionalmente en los respectivos cultivos decrece la
produccion de Peny Ceph, y que, al incrementar artificialmente la concentracion de las EROs
en idiofase, traiga consigo un incremento correspondiente en la biosintesis del metabolito,
respalda la conclusion de que las EROs también regulan la biosintesis de Pen y Ceph. Pero,
ademas, también demostramos que esta regulacion es a nivel transcripcional, pues la
manipulacion de las EROs tuvo un efecto directo sobre la expresiéon del gen biosintético
pcbAB de Pen 'y Ceph.

Anteriormente, nuestro grupo también demostré que la regulacién por EROs en la biosintesis
de lovastatina es a nivel transcripcional (Miranda et al., 2014), y lo mismo ha sido
demostrado para aflatoxinas (Kim et al., 2008). Ademas, ha sido reportado que la regulacion
del acido ganodérico por EROs es también a nivel transcripcional, esto en el hongo con
relacion distante G. lucidum (W. X. Zhang & Zhong, 2010).

Esto significa, que la produccion de estos tres metabolitos secundarios de importancia
industrial (Lov, Pen y Ceph) es regulada por las EROs a nivel transcripcional, y esta

regulacion no esté relacionada a actividad antioxidante de los metabolitos.

Aunque se encontraron perfiles similares de acumulacion de EROs (patrones) en los cultivos
de Lov, Pen y Ceph, se identificaron ciertas diferencias importantes, que son atribuidas a la
diferencia entre especies/metabolito. Analizar estas diferencias, junto con los datos de los

experimentos con la adicion de H20-, representa una oportunidad de explorar la relacion ente
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el comportamiento de la concentracion de EROs y el nivel de produccion del metabolito
secundario. La mas notoria fue la diferencia en la concentracién de EROs en la idiofase, que
fue més alta para la fermentacion de Lov con A. terreus. Los niveles observados en la
fermentacion de Lov fueron aproximadamente un orden de magnitud mayor que los de las
fermentaciones Pen y Ceph. La acumulacion de EROs en Ceph fue ligeramente menor que
en los cultivos de Pen. Esto sugeria que habia diferentes “concentraciones de EROs
naturales” en diferentes organismos, y que posiblemente pudiera estar ligado a la capacidad

de produccion de las cepas de una misma especie.

Para demostrar esta hipotesis medimos la acumulacion de EROs en cepas de alta y baja
produccion en una misma especie, es decir, en A. terreus, P. chrysogenum, y A. chrysogenum,
y lo que encontramos nuevamente, fue que los niveles de EROs en A. terreus son los méas
elevados (una orden de magnitud mas), y los niveles en A. chrysogenum son ligeramente mas
bajos que en P. chrysogenum; pero lo inesperado fue que los niveles de EROs resultaron ser
los mismos en ambas cepas, independientemente de su capacidad de produccion; o a una
sefial méas fuerte o importante) y a la consecuente respuesta de mayor produccion; esto nos
hace pensar que el sistema de regulacion por EROs activa el MS, pero no determina el grado
de produccion, sino que éste depende de otros mecanismos, sin embargo, creemos que
cuando se estimula con EROs exdgenas, la produccion aumenta porque la regulacion por
éstas es de mayor jerarquia, y por tanto, lleva a una mayor sefializacion (y lo mismo sucede
cuando se atentan artificialmente las EROs, baja la sefial, lo que hace que los otros

mecanismos de regulacion disminuyan.

Experimentos con la adicién exdgena de EROs mostrd que hay una concentracién optima de
H>O> exdgeno para la produccion de cada metabolito. Curiosamente, la magnitud del
aumento de produccién obtenido al agregar EROs exdgenos fue muy diferente en cada
especie (metabolito), siendo mayor para Ceph y més baja para Lov. Ademas, este aumento
fue inversamente proporcional a los niveles naturales de EROs de la cepa (Tabla 12). Es
decir, que las especies con niveles de EROs naturales mas bajos, en este caso Acremonium,
mostraron el mayor aumento de produccion mediante la adicion 6ptima de EROs. De esta
manera, la fermentacion de Ceph con H202 mostro un aumento de produccion especifico del

142%, seguido por el cultivo de Pen con un aumento del 62%, y el cultivo de Lov s6lo mostrd
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un aumento de produccion del 18.8%. Aparentemente, las cepas con niveles de EROs
naturales mas bajos (en idiofase) tendrian mas margen de maniobra para aumentar la

produccion al aumentar la concentracion de EROs en idiofase.

Usando la informacion de estos experimentos, se intentd encontrar la concentracion dptima
de EROs para la produccion de cada metabolito. Sin embargo, cuando la concentracion de
H>0> se elevo por encima del nivel que indujo el mayor aumento de produccion, las EROs
no aumentaron mas, y la produccion disminuyd. Ademas, una disminucion en la biomasa y
pH mas alto, indicaron que estos niveles estaban empezando a dafiar las células,
probablemente activando mecanismos de defensa. Esto sefiala el interés en probar otras
formas de introducir o inducir la acumulacion interna de EROs como radiacion ionizante de

baja dosis 0 algunos agentes quimicos.

Como se menciond anteriormente, ahora estd claro que las aflatoxinas son reguladas
positivamente por EROs; la ocratoxina A es otra toxina fungica, con actividad antioxidante,
y existe una fuerte evidencia de que EROs también regula la biosintesis de ocratoxina en
Aspergillus ochraceus. Ademas, la regulacion del &cido ganodérico por EROs se ha
demostrado claramente; este es un metabolito bioactivo utilizado en la medicina tradicional
China y es producido por el cuerpo fructifero de Ganoderma lucidum, un Basidiomiceto,
obviamente, un hongo filogenéticamente muy distante de los hongos estudiados en este
trabajo (Gao et al., 2018). Shiraia bambusicola es un hongo parasito del bambu que produce
hipocrelina A. Sun et al., (2018) mostraron que el cambio de luz / oscuridad (24: 24 h) no
solo aumento el contenido del metabolito en micelios en un 65%, sino que también estimulo6
su liberacion al medio y que esto estd mediado por EROs. Mas alla de los hongos, también
se ha informado sobre Streptomyces cierta evidencia de que EROs regula MS. Se utilizé H.0;
para inducir la produccion de validamicina A en Streptomyces hygroscopicus (Wei et al.,
2011), mientras que Beites et al., (2011) informaron que las mutantes de Streptomyces
natalensis, defectuosos en las enzimas desintoxicantes de H>O., mostraban un fenotipo

sobreproductor de pimaricina.

Teniendo en cuenta que Lov, Pen y Ceph no tienen actividad antioxidante y que representan
metabolitos con diferentes origenes biosintéticos, estos hallazgos respaldan firmemente la

hipétesis de que la regulacion de EROs es un mecanismo general que regula el metabolismo
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secundario en hongos, y quizas mas alla. Esto esta también respaldado por informes de otros
MS, producidos por hongos filogenéticamente distantes e incluso actinomicetos, que estan
regulados por EROs, o al menos han mostrado evidencia que sugiere fuertemente la

regulacion de EROs.

8.2 SrrA 'y MsnA como nexo entre las EROs y la biosintesis de lovastatina

No se ha estudiado a fondo el mecanismo por el cual las EROs controlan la biosintesis de los
MS a nivel transcripcional. Los investigadores del campo de aflatoxinas (principalmente el
grupo del Dr. John Linz) han propuesto que las EROs inducen factores transcripcionales de
respuesta a estrés oxidante, y éstos, o algunos de ellos, pueden también actuar sobre la
biosintesis de aflatoxinas. La evidencia que apoya esto consiste principalmente en sitios
putativos de unién en los promotores de estos genes; por lo que se considera que hay algunos
factores de respuesta a estrés, asociados con ruta de sefializacion SAPK/MAPK, como son
Yapl, AtfB y SrrA, junto con MsnA (ligado a la ruta de sefializacion cAMP-PKA), que
también contribuyen a la regulacién de la biosintesis de aflatoxinas en A. parasiticus (Hong
et al., 2013). Nuestro grupo ha encontrado evidencia similar en los genes biosintéticos de
lovastatina en A. terreus (Miranda et al., 2014). Sin embargo, sélo hay pruebas solidas, es
decir, la union a elementos promotores en condiciones de produccién, para el factor de

transcripcion bZIP AtfB en la biosintesis de aflatoxinas (Roze et al., 2011).

Este mecanismo de regulacion esta dentro de la l6gica de que las aflatoxinas sean parte de
las defensas antioxidantes. Sin embargo, otros mecanismos podrian estar involucrados en el
caso de MS sin caracteristicas antioxidantes. Nuestro grupo estd investigando el antes
mencionado mecanismo hipotético, y para este trabajo en especifico se estudid la

participacion de SrrA'y MsnA en la biosintesis de lovastatina.

El perfil de expresion obtenido para AtsrrA y AtmsnA mostré que estos genes tienen una
expresion diferencial en FL y FS, siendo FL el sistema en donde ambos se expresan en mayor
intensidad, e incluso, AtsrrA es exclusivo de este sistema de cultivo, pues no se detectd su

expresion en FS.

AtmsnA parece tener una participacion mas importante en trofofase en ambos sistemas de
cultivo, y se apaga al inicio de la idiofase; esto podria concordar con los roles que juega

Msn2/4 en levadura, pues se sabe que esta proteina se encuentra inactiva en el citoplasma por
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cAMPC/PKA (cuando hay glucosa disponible), y cuando ocurre el agotamiento de carbono
(inicio del MS), es reclutada al nucleo para que active genes diana de respuesta al estrés, y
como la hipétesis lo indica, también genes de MS (Hong et al., 2013; Morano et al., 2012).

Por otro lado, AtsrrA inicia su expresion fuertemente al inicio de la idiofase en FL, y se
mantiene encendido el resto de ella, pero en menor intensidad. Esto sugiere que, al igual que
AtmsnA, podria jugar un papel importante en la activacion del MS, pero posiblemente,

también para mantenerlo activo durante la idiofase.

El punto de que AtsrrA no se exprese en FS es muy interesante, pues dentro de nuestros
estudios como grupo de trabajo siempre estamos en busca de moléculas que sean
diferenciales, es decir, que en un sistema (FL o FS) si esté presente y en el otro no, pues
podria indicarnos un camino para entender mejor la Fisiologia del Medio Sélido. El perfil de
expresion de los ortlogos de srrA en otros hongos no ha sido reportado.

Asi, con un analisis de expresion pudimos apoyar la hipotesis de que SrrA 'y MsnA pueden
jugar un papel importante en la regulacién del MS en A. terreus, especificamente, de
lovastatina. Por lo que, procedimos a estudiarlos mediante un silenciamiento génico, para

comparar las diferencias contra la cepa parental.

8.2.1 SisrrA
Las cepas SisrrA presentaron una disminucion de la expresion de AtsrrA desde el 25% hasta

nula. Esto podria deberse a un efecto directo al nimero de construcciones de silenciamiento
y al lugar donde se insertaron en el genoma, y puede explicar también, por qué se presento
tanta variabilidad en las transformantes. Sin embargo, las dos cepas que se seleccionaron al
final presentaron el mismo fenotipo en produccion, independientemente del nivel de
silenciamiento. Por supuesto, la cepa que esta totalmente silenciada presentd la tasa mas alta
de produccion, EROs y sensibilidad.

Desde la obtencion de las transformantes SisrrA se tuvieron resultados inesperados. Al
realizar los pases de las mutantes, el 43% de ellas presentaron una relativa sensibilidad a
fleomicina, es decir, no fueron capaces de crecer en una concentracion mas elevada

(140pg/mL) a la cual habian crecido.
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Hay evidencias que indican que SrrA participa en la resistencia a fungicidas, sin embargo, la
mayoria de los trabajos indican que las mutantes ASrrA (en otros hongos) presentan un
fenotipo de resistencia, no de sensibilidad. Pero, curiosamente, en Cryptococcus neoformans
las mutantes ACnskn7 si presentaron hipersensibilidad a higromicina B, ellos sélo sugieren
que puede deberse a que CnSkn7 (homologo a SrrA) participa en la regulacion de la
biosintesis de la pared celular fungica (Fassler & West, 2011). Aunque la fleomicina y la
higromicina B son antibio6ticos con diferentes mecanismos de accién, pudiera ser que SrrA
participe en el mecanismo de sefializacion para contenerlos, y que en A. terreus, asi como en
C. neoformans, esta participacion es positiva, no negativa. Por lo tanto, podriamos pensar
que el fenotipo de sensibilidad presentado por las mutantes SisrrA podria ser un efecto directo

de la mutacién.

Caracterizando a las transformantes en cuanto a la sensibilidad a diferentes tipos de estrés,
los resultados de la primera caracterizacion de las SisrrA fueron totalmente inesperados, e
incluso, en su momento causo incertidumbre y duda acerca del silenciamiento. Como ya se
menciono, los resultados fueron que las transformantes no eran hipersensibles a EOX, sino

que sélo presentaban algunas de ellas (67%) un fenotipo de ligera sensibilidad.

Hay muchos estudios de ort6logos de SrrA en diferentes hongos, y en la mayoria de ellos, la
hipersensibilidad a EOX (inducido por perd6xidos) es una caracteristica de las mutantes
interrumpidas con este gen; incluso sugieren que SrrA esta casi universalmente involucrado

en la respuesta a ciertas clases de oxidantes (Fassler & West, 2011).

A pesar de que si hay ortélogos de SrrA cuya interrupcion no presentd sensibilidad a EOX,
como lo son en Magnaporthe oryzae (Motoyama et al., 2008) y Nerospora crassa (Zhang et
al., 2002); viéndolo en retrospectiva, es probable que la razén por la cual las SisrrA no
presentaron hipersensibilidad y un mayor porcentaje de mutantes sensibles, es por el tipo de
ensayos que se utilizaron para medir la respuesta. Esto debido a que la sensibilidad a los
diferentes tipos de estrés (incluido el EOX) se hizo a través de ensayos cualitativos basados
en el crecimiento del hongo en presencia del estrés. Estas pruebas, que son las
convencionales, se realizaron sobre una superficie solida (agar), que consideramos como un
cultivo intermedio entre FL-FS. Entonces, es probable que, en estas condiciones, SrrA no se

activa totalmente en este medio como parte de la respuesta celular al estrés. Como ya se
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menciono antes, en el perfil de expresion, AtsrrA no participa en FS (al menos no en el
modelo de lovastatina), y al no estar normalmente presente, las mutantes silenciadas no

tendrian mayor diferencia con la cepa parental.

Para apoyar la hipotesis anterior, podemos mencionar que, en Cryptococcus neoformans,
también se reportd que las mutantes ACnskn7 presentaron una respuesta muy sutil a los
oxidantes en los ensayos habituales que involucran un fenotipo de crecimiento en medios
solidos que contienen diferentes concentraciones de oxidante (Bahn et al., 2006). Sin
embargo, cuando las mutantes se pusieron a crecer en cultivos liquidos con hidroperoxido de
t-butilo mostraron deficiencia en el crecimiento, incluso encontraron 100% de letalidad a 0.7
mM contra 1.0 mM que corresponde a la parental (Coenjaerts et al., 2006).

Convendria, en un futuro, repetir los ensayos siguiendo tal vez el método de Coenjaerts et
al., (2006) pero adaptado en FL, donde ya tenemos certeza que srrA se expresay por lo tanto,

su participacion en la respuesta a EOX sera notoria en las cepas silenciadas.

Por otro lado, los resultados mas interesantes, obtenidos de las SisrrA, fueron sin duda las
cinéticas de produccién de lovatatina en FL y FS. Lo que se encontr6 fue que, en la FL de las
mutantes, las EROs aumentaron por encima de la parental, al inicio de la idiofase (24 h) y se
mantuvieron altas hasta las 48 h, pero en el resto de los tiempos no hubo diferencia con los

controles. Ademas, la produccion de lovastatina también aumentd, hasta 50% mas.

Como era de esperarse el silenciamiento no causé el mismo efecto en el otro sistema de
cultivo, pues en FS no hubo ninguna diferencia. Recordemos que ya se habia encontrado en
el perfil de expresion, que AtsrrA no tiene una participacion en FS, por lo que es I6gico que

el silenciamiento no tuviera ninguna relevancia.

Con los resultados anteriores, demostramos que AtsrrA si regula positivamente la produccion
de lovastatina. El que sea un regulador positivo iria en contra de la hip6tesis originalmente
planteada en este punto.

Por otro lado, no sabemos con certeza si es un regulador directo de los genes biosintéticos o
indirecto. Es decir, si su ausencia (en las cepas silenciadas) solo indujo una mayor
acumulacién de EROs, y éstas, desencadenaron mayor biosintesis de lovastatina (por otros

mecanismos independientes de SrrA).
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Es interesante notar que el mismo fenotipo (EROs y MS regulados al alta) fue obtenido en
Ganoderma lucidum, cuyos estudios de SrrA (ellos lo llaman Skn7) también los hicieron a
través de silenciamiento (RNA de interferencia). Ellos encuentran un aumento
aproximadamente del 75% en EROs y 50% en acido ganodérico, pero ademas, al atenuar las
EROs con NAC, la produccion cae, por lo tanto, demuestran que la participacion de SrrA

sobre el MS de este hongo es indirecta, a través de las EROs (Wang et al., 2018).

El estudio de SrrA en Cryptococcus neoformas también los llevé a la observacion de que las
mutantes interrumpidas presentaban mayor produccion de melaninas (moléculas que también
son metabolitos secundarios (Toledo et al., 2017)); pero ellos no indagan en el hecho de que
encontraron que SrrA esté involucrado en el MS, simplemente hacen la observacion de que
regula negativamente la biosintesis de melaninas (Bahn et al., 2006). Para nosotros es un
antecedente interesante, pues coincide con lo obtenido en el modelo de lovastatina, donde, al
parecer, SrrA participa como un regulador negativo en la biosintesis de lovastatina. Sin
embargo, como ya se menciond, es importante demostrar si SrrA participa como un
regulador negativo, o s6lo como un factor transcripcional de respuesta a EOX gue ayuda s6lo

a contener los niveles de EROs.

Los fenotipos obtenidos de las SisrrA en A. terreus tienen muchas coincidencias con las
mutantes ACnskn7 y las mutantes SiGlskn7, a pesar de que el porcentaje de identidad entre
las proteinas sea sélo del 42.7% y del 56.6 % respectivamente. Ademas, tanto C. neoformans
como G. lucidum son Basidiomicetos, mientras que A. terreus es Ascomiceto, pero este factor

de transcripcion pareciera tener funciones similares.

8.2.2 SimsnA
Las cepas SimsnA presentaron diferentes grados de silenciamiento, y las seleccionadas

mostraron desde el 90% a un silenciamiento total, y su comportamiento practicamente fue el

mismao.

El fenotipo mas notable encontrado en las cepas silenciadas fue sobreproduccion en ambos
sistemas de cultivo, pero no sélo fue un aumento, sino un adelanto en la produccién, es decir,
las SimnsA alcanzaron los valores de produccion final (96 h) de la P desde las 72 h (24 h
antes), y este mismo efecto ocurrio en ambos sistemas de cultivo, alcanzando un aumento del
320%en FSy 74% en FL
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Es interesante que el incremento de produccion fue parecido en ambos sistemas de cultivo, a

pesar de que la expresion de AtmsnA fue més intensa en FL (ver seccion correspondiente).

Todavia mas interesante que la sobreproduccion fue que las cepas SimsnA no presentaron
diferencias en el perfil de acumulacion de EROs, en ninguno de los sistemas de cultivo,

indicando que el efecto es por la ausencia (0 menor presencia) de MsnA.

Estos resultados demuestra que en A. terreus, MsnA es un regulador negativo de la biosintesis

de lovastatina.

Aunque esto confirma la hipotesis planteada orignalmente, este factor transcripcional no es
el nexo entre las EROs y la biosintesis de lovastatina, es decir, MsnA no es un factor
transcripcional que se activa por medio de la acumulacion de EROs en idiofase (como parte
de la respuesta antioxidante) sino que, directamente regula la biosintesis de lovastatina,

independientemente de los niveles de EROs.

MsnA ha sido poco estudiado en hongos filamentosos, pero las evidencias que hay sirven
como un comparativo a nuestros resultados. Chang et al., (2011) reportaron que las cepas
AmsnA de A. parasiticus y A. flavus mostraron mayor produccion de aflatoxinas y acido
kojico (MS), pero también un aumento en la acumulaciéon de EROs. Ellos sugieren (misma
hipétesis que el grupo de Linz) que MsnA participa en el sistema antioxidante de estos
hongos, y que el aumento de aflatoxinas y acido kdjico (que es un eliminador de radicales
libres) en la mutantes es una respuesta para contener a las EROs, aunque los autores ni

siquiera consideran la posibilidad de que MsnA regule directamente los genes biosintéticos.

Nuestros resultados no se parecen a los de ellos en cuanto al perfil de acumulacion de EROs,
pues como ya se menciond, en las cepas SimsnA las EROs no se modifican, sugiriendo que
tal vez MsnA no tiene una participacion primordial en la respuesta al EOX en A. terreus. Esta
hipétesis se refuerza con los resultados obtenidos en la caracterizacion de las transformantes
silenciadas. Solo el 33% de las transformantes presentaron una ligera sensibilidad a EOX, y
ningun efecto en los otros tipos de estrés; esto tltimo difiere por mucho en los reportes hechos
en S. cerevisiae, donde Msn2/4 es considerado como un regulador general del estrés,
formando parte de la primer linea de defensa al estrés térmico y también oxidante (Morano
etal., 2012).
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Cabe sefialar que el porcentaje de identidad de AtMsnA con Msn2 de S. cerevisiae es solo
del 49%, mientras que con A. parasiticus es del 79% y con los entomopatdgenos de 39%. En
levadura Msn2/4 estd caracerizado, pero en hongos, sus estudios no son profundos, y

tampoco coinciden totalmente con los reportados en levadura.

Sin embargo, es probable que los fenotipos obtenidos en respuesta al estrés de las SimsnA, al
igual que las SisrrA también puede deberse al tipo de pruebas que se realizaron (que son las

convencionales).

Liuetal., (2013) encontraron que MsnA en Beauveria bassiana y Metarhizium robertsii tiene
una participacién muy importante en la respuesta al estrés oxidante, térmico, osmotico y
pared celular. Sin embargo, estos resultados fueron obtenidos en pruebas sobre conidios, y
cuando lo hacen en crecimiento de colonia, la diferencia no es muy marcada, no al menos
para EOX. En futuros estudios, sera conveniente realizar estas pruebas en las cepas
seleccionadas, prestando especial interés a las pruebas sobre esporas, y también, sobre el

micelio (crecimiento) pero sobre cultivos liquidos.
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9. CONCLUSIONES

A) Lovastatina, penicilina G y cefalosporina C no son moléculas con actividad antioxidante,
por lo que su regulacion por EROs no es debido a que forman parte de la respuesta celular

fangica al estrés oxidante.

B) La biosintesis de Cefalosporina C y Penicilina G también es regulada por EROs a nivel

transcripcional.

C) El perfil y los niveles de EROs en cepas de diferente grado de produccion de una misma

especie son los mismos, pero cada especie tiene niveles especificos de EROs naturales.

D) El factor transcripcional SrrA regula negativamente la biosintesis de lovastatina en FL.
Sin embargo, no juega ningun papel en la biosintesis de lovastatina en FS. Parece participar

en la respuesta celular al estrés oxidante.

E) EIl factor transcripcional MsnA actda como un regulador negativo en la biosintesis de
lovastatina, pero independiente de las EROs. No parece tener una participacion importante

en la respuesta celular al EOX.
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10. PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en esta tesis abren un campo extraordinario y amplio de

posibilidades de estudio.

En el caso de los modelos de Penicilina G y Cefalosporina C, donde ya demostramos que
estan regulados por EROs a nivel transcripcional, seria muy interesante conocer a fondo el
mecanismo de regulacion, iniciando por probar la hipdtesis si los factores de transcripcion
en respuesta a estrés pudieran estan regulando la transcripcion de los genes biosintéticos,
sobre todo, haciendo la comparacién en cultivos sélidos y liquidos. Ademas, seria interesante
aplicar nuevas técnicas de estudio, como CRISPR/Cas9 o bien, otras técnicas mas rapidas y

sencillas que permitan evaluar la funcion de un gen sin invertir tanto tiempo y trabajo.

En el caso de lovastatina en A. terreus, que es nuestro modelo principal de estudio, el
panorama ya esta mas avanzado, y los resultados obtenidos en esta tesis de la participacion
de los factores transcripcionales SrrA 'y MsnA en la regulacion de lovastatina permitieron
ampliar el conocimiento del mecanismo de regulacion por EROs. Sin embargo, el
conocimiento a nivel molecular es poco profundo, por lo que considero, que los puntos mas
interesantes que pudieran continuarse serian encaminados a vislumbrar el mecanismo por el
cual las EROs regulan el metabolismo secundario, desde la sefializacion para que éstas se
acumulen en idiofase (regulando a la baja los genes sodl y yapl), hasta quién las controla
para que no causen dafios y finalmente, qué participacién tienen en la esporulacion y muerte

celular.

Un primer paso seria redondear los estudios en SrrA y MsnA, los cuales, no estan
caracterizados en A. terreus; entonces iniciar desde la purificacion de la proteina,
secuenciacion, identificacion de los dominios caracteristicos, determinar qué genes son los
que estan regulando y validar su funcion transcripcional en genes biosintéticos de lovastatina

y de respuesta a EOX por medio de un ensayo EMSA (electrophoretic mobility shift assay).

La regulacion de SrrA 'y MsnA estd muy poco caracterizada en hongos filamentosos, porque
esta linea de investigacion también es muy interesante. Se podria verificar las vias de
transduccion de sefiales en las que participan, determinar sefiales que activen o desactiven a

estas proteinas (en relacion con la fisiologia del medio solido). Sobre SrrA, estudiar la
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participacion del receptor de membrana SskA que forma parte del sistema de regulacién de

dos componentes. Para MsnA, determinar si se regula a través de la via cAMP/PKA.

Estudiar a nivel molecular la participacion de SrrA en la fisiologia del medio solido también
es muy interesante. Recordemos que estd completamente ausente en FS, y entender su
mecanismo de regulacion nos puede guiar a vislumbrar los mecanismos de sefializacion por

los cuales se activa la fisiologia del medio solido.

Finalmente, las mutantes silenciadas SimsnA mostraron una pigmentacién de color rojo, lo
que nos hace pensar que posiblemente también se indujo la sobreproduccion de otro
metabolito secundario. Seria interesante analizar por medio de espectrometria de masas, qué

metabolito(s) son los que se sintetizaron que dan la coloracion roja.
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