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La mucormicosis es una infeccién fangica emergente producida por distintas
especies del orden Mucorales (Roden et al, 2005). Los mucorales son hongos
filamentosos saprofitos de distribucién ubicua, pero algunas estirpes pueden comportarse
como patdgenos oportunistas que infectan a pacientes con patologias previas. Esta
enfermedad suele afectar a pacientes inmunodeprimidos, aunque se han descrito casos
de infecciones en pacientes inmunocompetentes (Bitar et al., 2009; Neblett Fanfair et al.,
2012). Los factores de riesgo incluyen diabetes con cetoacidosis, tratamientos con
corticosteroides, trasplantes de érganos y progenitores hematopoyéticos, neutropenias,
traumas, quemaduras, canceres hematolégicos y tratamiento con deferoxamina (Ibrahim
et al.,, 2012). Actualmente sigue aumentando drasticamente el nimero de personas en
riesgo de contraer la enfermedad, mas aun cuando se ha observado un aumento de casos
de mucormicosis en individuos sanos. No obstante, el aspecto mas preocupante de la
enfermedad es la alta tasa de mortalidad que presenta, con una tasa media general en
torno al 50%, que se aproxima al 90% en el caso de infecciones diseminadas,
neutropenias persistentes o infecciones cerebrales (Spellberg et al., 2005; Ibrahim, 2011;
Skiada et al., 2011). Una de las razones que explican estas elevadas tasas de mortalidad
es que los antifungicos utilizados actualmente en clinica tienen una eficacia nula o muy
reducida contra los mucorales. Por tanto, parece imprescindible desarrollar nuevos
compuestos eficaces contra la mucormicosis, que podrian también ser (tiles para combatir
otras infecciones flingicas. Varias especies de mucorales pueden producir mucormicosis,
ocupando el primer lugar en incidencia las especies del género Rhizopus, seguidas por las
especies del género Mucor, incluyendo Mucor circinelloides (Alvarez et al., 2009). Se ha
empleado M. circinelloides f. lusitanicus como modelo de mucormicosis, ya que, a
diferencia de otros mucorales, dispone de numerosas herramientas genéticas y
moleculares, entre las que se incluye la disponibilidad de su secuencia genémica, un
método eficaz de transformacién genética, la generacion de mutantes por
reemplazamiento génico y la supresion de la expresion génica mediante silenciamiento
génico (RNAI).

Para el desarrollo de la mucormicosis M. circinelloides requiere un medio rico en
hierro, evadir los mecanismos de defensa del organismo hospedador y acceder al sistema
vascular para su diseminacion. Para el desarrollo de nuevos farmacos capaces de
controlar esta enfermedad es esencial la identificacion de factores de virulencia, que
incluyan rutas y procesos implicados en la capacidad de los hongos mucorales para
producir mucormicosis. En estudios previos se han descrito algunos factores de virulencia
de M. circinelloides, como son el dimorfismo en el tamafio de las esporas ligado al tipo
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sexual (Li et al., 2011), la transicion de levadura a micelio filamentoso mediada por
calcineurina (Lee et al., 2013) y la adquisicion de resistencia a antifingicos a través del
mecanismo de silenciamiento génico presente en M. circinelloides (Calo et al., 2014). Uno
de los factores de virulencia clave durante la patogénesis de los mucorales es la captacién
de hierro del suero del hospedador durante la infeccion. El hierro esta presente en dos
estados de ionizacion, ferroso (Fe*) y férrico (Fe®*"), por lo que tiene la capacidad de
aceptar y donar electrones y es un elemento esencial para el crecimiento y desarrollo
celular, contribuyendo en numerosos procesos fisioldgicos como cofactor. En mamiferos,
el hierro esta unido a proteinas transportadoras, como transferrina, ferritina y lactoferrina.
Este secuestro es un mecanismo de defensa universal contra patégenos, siendo los
pacientes mas susceptibles aguellos que presentan altos niveles de hierro libre en sangre.
En consecuencia, los organismos patégenos han desarrollado multiples mecanismos para
adquirir hierro del hospedador, ya que es un factor limitante de crecimiento. De todos los
mecanismos de adquisicion de hierro

identificados en hongos patégenos, el H* - H*
mecanismo reductivo es el mas - g i
importante. Este sistema esta formado reafe3;:eaJe3* — Fe?*
por la accion consecutiva y coordinada Ve pemFe3+

de tres proteinas que catalizan la \’

reduccion y captacién de hierro en dos Fe3*
pasos (Figura 1). En primer lugar, la
reductasa de hierro de alta afinidad
(Fre) reduce iones Fe* libres en
plasma a Fe®. El Fe* generado es
captado por un complejo proteico de la
membrana plasmatica formado por una
multicobre oxidasa de hierro (Fet3) y
una permeasa de hierro de alta afinidad
(Ftrl) (Stearman et al, 1996). Fet3 | Figura 1. Esquema del sistema de
presenta actividad ferroxidasa, por lo | captacion reductivo de hierro en hongos
que oxida Fe*" a Fe®" permitiendo que | patégenos. Fe** es liberado de la
este atraviese Ftrl hacia el interior | transferrina (T) por la acidificacion del suero,
celular. y es reducido por una reductasa de
Actualmente, se esta utilizando | membrana (Fre) hasta Fe**, que es captado
el pez cebra (Danio rerio) como modelo | por el complejo ferroxidasa/permeasa donde
de infeccion de mucormicosis para | Fet3 oxida Fe®* a Fe** permitiendo su paso a
caracterizar la virulencia de distintas | través de Firl.
estirpes del hongo (datos sin publicar).
A partir de estudios de transcriptomica comparada entre estirpes virulentas y avirulentas
de M. circinelloides se han identificado genes con patrones diferenciales de expresion
durante el proceso de infecciébn de D. rerio. Estos genes estdn sobreexpresados o
reprimidos durante la infeccién y podrian ser candidatos a participar en la patogénesis del
hongo. Entre los genes inducidos en M. circinelloides en la patogénesis, tanto en estirpes
virulentas como avirulentas, destacan algunos que codifican proteinas implicadas en el
mecanismo reductivo de captacion de hierro, lo que indica la importancia de este sistema
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para el crecimiento del hongo y el desarrollo de la infeccion. En concreto, se ve inducida la
expresién del gen que codifica Fet3a, una proteina que presenta una alta homologia con
la ferroxidasa Fet3 caracterizada en S. cerevisiae. Este trabajo parte de estos analisis de
transcriptomica para validar y analizar el papel de las proteinas multicobre oxidasa con
actividad ferroxidasa en la captacion de hierro en M. circinelloides, describiendo su
implicacién en la patogénesis del hongo mediante la caracterizacién fenotipica de
mutantes nulos y la realizacion de ensayos de virulencia empleando el modelo
invertebrado de la polilla de la cera (Galleria mellonella).

En primer lugar, se generd un mutante nulo para el gen de la ferroxidasa Fet3a,
aunque no mostré alteracién de la capacidad infectiva en los ensayos de virulencia
realizados en larvas de G. mellonella. Estudios de homologia y expresién génica
permitieron identificar dos genes de M. circinelloides homélogos a fet3a, denominados
fet3b y fet3c, que se expresan en condiciones de falta de hierro. Estos resultados
indicaron un papel relevante de los tres genes en la captacion de hierro, debido a la alta
homologia que hay entre ellos y a la inducciéon que presentan ante condiciones de baja
concentracién de hierro. Esto validé los resultados de transcriptomica comparada
obtenidos de muestras del hongo durante la infeccion del pez cebra. La sobreexpresion de
fet3b y fet3c explicaria la no disminucién de la capacidad infectiva del mutante fet3a4, ya
gue estos dos genes podrian suplir la falta de funcién Fet3a de la estirpe.

Para validar los resultados observados en los analisis de expresién y comprobar el
papel de los homélogos de fet3a con actividad ferroxidasa en la patogénesis de M.
circinelloides se silenciaron mediante RNA de interferencia los genes fet3b y fet3c en el
fondo genético fet3aA, obteniéndose estirpes que presentan falta de funcién para los tres
genes. Para ello se utilizaron vectores de silenciamiento que activan el mecanismo de
RNAI propio de M. circinelloides y se validé que los genes fet3 no se estaban expresando
en esa estirpe del hongo. En los ensayos de infeccion con G. mellonella la estirpe carente
de proteinas con funcidn ferroxidasa presentd una disminucidn significativa de su
capacidad infectiva, siendo menos virulenta que el mutante nulo en fet3a y que una estirpe
virulenta silvestre. Estos resultados confirmaron la implicacién de los homélogos de fet3a
en la captacion de hierro y patogénesis de M. circinelloides, ya que al silenciar los genes
fet3b y fet3c la capacidad de infeccidn era significativamente menor.

En M. circinelloides es habitual la presencia de genes paralogos, ya que son
frecuentes los eventos de duplicaciéon de pequefias porciones del genoma y las
duplicaciones de genes individuales (Ocampo et al., 2009). Esto explica la existencia de
tres genes fet3a, fet3b y fet3c con alta homologia entre ellos y funciones redundantes en
el mecanismo de captacién de hierro reductivo de M. circinelloides. Las proteinas
multicobre oxidasa Fet3b y Fet3c, complementan la carencia de funcion en la estirpe
fet3a/, por lo que no se observa un fenotipo menos virulento en los ensayos in vivo. Esto
se ha validado con los ensayos de virulencia usando estirpes donde se ha silenciado la
expresion de estos genes homodlogos y se ha observado un descenso relevante de la
virulencia. Las proteinas Fet3 en M. circinelloides son, por tanto, un factor de virulencia
implicado en el desarrollo de la mucormicosis, y podrian ser diana de nuevos antifingicos,
ya que la captacion de hierro durante la infeccion es un punto clave en su patogénesis.
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