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ABREVIATURAS

CHAPS
DPI

EOR
EPO
FAD
GEF
gp91phox

GSH
HIF-a
H,DCFDA
H,O,
MAPK
NADPH
NBT
o,
SOD
TPG
TR
TRX
VSMC

3-Cholamidopropil dimetil amamonio-1-propanosulfonato
Cloruro de difenil yodonio

Especies de oxigeno reactivas
Eritropoietina

Flavina adenina dinucleotido (oxidado)

Factor intercambiador de GTP

glicoproteina de 91 kDa, componente catalitico de la NADPH oxidasa

fagocitica

Glutation

Factor de transcripcion inducido por hipoxia
Diclorohidrofluoresceina diacetato

Peréxido de hidrégeno

Cinasa MAP (Proteina cinasa activada por mitdgenos)
Fosfato de nicotinamida-adenin-dinucleétido (reducido)
Cloruro de nitroazul de tetrazolio

Superdxido

Superoxido dismutasa

Tiroperoxidasa

Tioredoxina-reductasa

Tioredoxina

Células del musculo liso vacular



GENES
alcA
alcA(p)
alcR
argB
catB
catA/B/C

creA

gene estructural para la alcohol deshidrogenasa |

promotor del gen de la alcohol deshidrogenasa

gene regulador que actua positivamente

gene estructural para la ornitina carbamoil transferasa

gene estructural para la catalasa B

genes estructurales para las catalasas A, By C

gene regulador que actua negativamente

Tabla I. Fenotipo de las mutantes en los genes reguladores del desarrollo sexual

en A. nidulans.

gen producto mutante | células hulle cleistotecios
sakA | cinasa de la familia AsakA

MAPK + +++
noxA | NADPH oxidasa AnoxA - _
steA | factor de transcripcion AsteA + -
nsdD | factor de transcripcion AnsdD . -
StuA factor de transcripcion AStuA

--- No producen las estructuras indicadas

+ Producen en niveles similares a una cepa silvestre

+++ Producen aproximadamente dos veces mas que una cepa silvestre




RESUMEN

La NADPH oxidasa de las células fagociticas es una enzima que genera
grandes cantidades de superéxido, a través de la subunidad catalitica gp91phox
(Nox2), como parte de un mecanismo de densa contra microorganismos patégenos.
Recientemente se han descrito nuevos miembros de la familia Nox, en plantas y
animales, los cuales participan en la generacion regulada de superéxido y otras
especies de oxigeno reactivas (EOR). Aunque se desconoce la funcion de la
mayoria de estas nuevas Nox, algunas se han involucrado en la regulacion de
diversos procesos celulares. En este trabajo abordamos el papel de las EOR
generadas por una NADPH oxidasa microbiana en la biologia del hongo filamentoso
Aspergillus nidulans. Reportamos la caracterizacion del gen noxA y demostramos
que codifica para el primer miembro de una nueva subfamilia de NADPH oxidasas
presente en microorganismos eucariotos. La interrupcién de noxA bloguea la
diferenciacion de los cuerpos fructiferos sexuales (cleistotecios), sin afectar el
desarrollo asexual 6 el crecimiento. El geri noxA se induce durante el desarrollo
sexual, alcanzando su maxima expresién durante la diferenciacion de los
cleistotecios. Esta expresion no depende de los factores transcripcionales SteA,
StuA y NsdD, los cuales también son esenciales para la formacion de estos cuerpos
fructiferos. En cambio, el desarrollo sexual prematuro observado en mutantes nulas
AsakA depende de noxA y correlaciona con la desrepresion de este gen. Este dato
indica que SakA, una cinasa MAPK que se activa por diversos tipos de estrés, regula
el desarrollo sexual a través de la expresion de noxA y posiblemente .la produccion
de EOR. Mediante un ensayo de reduccion de sales de tetrazolio (NBT) para
detectar superéxido, encontramos que las células Hille y los cleistotecios jovenes
(primordios) producen superéxido en un proceso que se inhibe por DPI, un inhibidor
de NADPH oxidasas, y se reduce marcadamente en mutantes AnoxA. Ademas,
utilizando H,DCFDA detectamos la generacion de H,0O, y posiblemen'te otras EOR
en las paredes externas de los primordios, de manera dependiente de NoxA. Al

analizar el desarrollo sexual de una mutante afectada en las tres catalasas



principales de A. nidulans encontramos que dicha mutante produce mas cleistotecios
y de menor tamano con respecto a una cepa silvestre. Estos datos sugieren que
mayores niveles de H,O, (y posiblemente otras EOR) en la mutante AcatA/B/C
inducen la formacion de un mayor numero de cleistotecios que alcanzan la madurez
prematuramente. Aunque nuestros datos muestran el papel esencial de NoxA en la
produccion de EOR durante la diferenciacion sexual, hemos encontrado evidencia
de otras fuentes de EOR en A. nidulans. Al analizar el papel de NoxA en la posible
oxidacion de la catalasa B inducida por la sobre-expresion de la GTPasa RasA,
encontramos que dicha modificacion es independiente de la actividad de NoxA.
Ademas, en ensayos de actividad de reduccion del NBT en geles de poliacrilamida,
encontramos diversas bandas de actividad presentes en mutantes AnoxA. El papel
esencial de las EOR generadas por NoxA en la diferenciacion sexual de A. nidulans
y la presencia de uno o mas genes homologos de noxA en la mayoria de los hongos
analizados, sugiere que las NADPH oxidasas y las EOR juegan un papel importante
en la fisiologia y la diferenciacion de los hongos.



INTRODUCCION

Por muchos anos se penso6 que las EOR sélo podian causar danos celulares
al oxidar a las proteinas, la membrana celular y al DNA (Halliwell y Gutteridge,
1989). En 1990 Hansberg y Aguirre propusieron que la diferenciacion celular en
microorganismos es una respuesta a un estado hiperoxidante, definido éste como
toda condicion en donde la produccion de especies de oxigeno reactivas (EOR)
supera la capacidad antioxidante de la célula. En los ultimos anos han surgido
diversos trabajos que muestran que las EOR juegan un papel importante como
moléculas reguladoras de procesos biologicos fundamentales tales como la
proliferaciéon celular (Burdon et al.,, 1989), la diferenciacién celular (Nose, 2000)
(Finkel, 2001) y la muerte celular programada (Banki et al., 1999), (Esteve et al.,
1999), (Hockenbery et al., 1993).

I. Las principales especies de oxigeno reactivas

Las especies de oxigeno reactivas se originan principalmente a partir de una
reduccion incompleta del oxigeno durante la respiracion aerobia, como producto de
algunas reacciones enzimaticas o por la exposiciéon a agentes externos como la luz,
radiaciones, drogas, etc. Las principales EORs son: el ozono (O,), que se produce
por accion de la luz ultravioleta; el oxigeno en singulete ('O,), que es el O, en una
forma excitada; el superdxido (O, ) que es el O, que ha captado un electrén; el
peréxido de hidrégeno (H,O,), que se forma cuando el superéxido capta otro electron
y se protona; el radical hidroxilo (HO’), un producto que se genera cuando el H,0, se
rompe al captar un electron y que tiene un electrén menos que el otro producto, el
ion hidroxilo; el 6xido nitrico (NO*), que se forma por accion de la 6xido nitrico
sintasa sobre el grupo guanidino de la arginina y, finalmente, el peroxinitrito
(HOONO), que es el producto de la reaccion espontanea el 6xido nitrico con el

superoxido (Halliwell y Gutteridge, 1989).



1.1. La regulacion del estado intracelular de oxido/reduccién

En comparacion con el ambiente extracelular, el citosol se mantiene
normalmente en condiciones reductoras. Esto se logra gracias a la capacidad
reductora de grupos tioles intracelulares, principalmente del glutation (GSH) y la
tioredoxina (TRX) (Thannickal y Fanburg, 2000).

El glutation se sintetiza continuamente dentro de la célula y se degrada fuera
de ella. Su biosintesis esta determinada principalmente por la concentraciéon de los
aminoacidos precursores (glu-cys-gly) y compite con la sintesis de proteinas por la
disponibilidad de aminoacidos. El glutation se mantienen en su forma reducida
principalmente a través de la GSH reductasa. EI GSH reacciona con el hidroxilo, el
oxigeno en singulete y de forma mas lenta con el superéxido. Cuando las proteinas
se exponen a una alta concentracion de oxigeno o agentes oxidantes, se oxidan los
grupos —SH y el glutation es capaz de regenerar los sulfhidrilos. Otro papel
importante del glutation es durante el metabolismo de los xenobibticos, a través de la
glutation-S-transferasa (Halliwell y Gutteridge, 1989).

La tioredoxina (TRX) es una proteina de 12 kDa presente en todos los seres
vivos (Eklund et al., 1991). Se caracteriza por poseer dos residuos de cisteina en el
sitio activo, los cuales proporcionan los grupos sulfhidrilo involucrados en su
actividad reductora. La forma oxidada forma un puente disulfuro que es reducido a
un ditiol por el NADPH y la enzima tioredoxina reductasa. Asi, el sistema de la
tioredoxina esta compuesto por la TRX, TRX reductasa y el NADPH (Buchanan et
al.,, 1994) (Fig.1). Diversos grupos han mostrado que la TRX puede regular la
actividad de algunas proteinas al unirse directamente a ellas o indirectamente a
través de la proteina nuclear Ref-1 (Xanthoudakis y Curran, 1992), (Hirota et al.,
1999), (Makino et al., 1999).



1.2 Fuentes intracelulares de las especies de oxigeno reactivas

En las células, las EOR se generan por diferentes vias siendo la mitocondria
una de las principales fuentes de EOR. Durante la respiracion aerobia entre el 1- 2%
de los electrones que fluyen por la cadena de transporte de electrones generan
superoxido (Freeman and Crapo, 1982). Este superoxido se libera hacia la matriz
mitocondrial. Sin embargo, debido a las altas concentraciones de la superoxido
dismutasa mitocondrial, los niveles de super6xido se mantienen bajos y sélo el
peréxido de hidrégeno generado por la SOD puede permear la membrana
mitocondrial y escapar hacia el citoplasma (Thannickal y Fanburg, 2000).

Otro sitio de transporte de electrones es el reticulo endoplasmico liso, el cual

contiene enzimas que se encargan de degradar sustancias toxicas liposolubles y
otros productos metabdlicos daninos. La méas estudiada es el citocromo P-450, que
puede oxidar compuestos toxicos y xenobiodticos a través de la reduccion del
oxigeno molecular, produciendo superoxido y peréxido de hidrogeno (Kamata y
Hirata, 1999).
Los peroxisomas también son una fuente importante de produccion de peréxido de
hidrogeno celular. Contienen enzimas que generan peroxido de hidrégeno como la
glicolato oxidasa, la D-amino acido oxidasa, la urato oxidasa, la L-a-hidroxiacido
oxidasa y la acil-CoA oxidasa. La catalasa peroxidasa utiliza el peroxido de
hidrogeno producido por estas oxidasas para oxidar un variedad de substratos en
reacciones peroxidativas (Thannickal y Fanburg, 2000).

Ademas de las oxidasas asociadas a sistemas membranales, existen
enzimas solubles que pueden generar EOR. Por ejemplo, durante la degradacion de
purinas la hipoxantina se oxida sucesivamente a xantina y a acido Urico por medio
de la flavoenzima xantina oxidasa. Las lipoxigenasas son dioxigenasas sin un grupo
hemo y su funcion es oxidar acidos grasos poli-insaturados como el acido
araquidonico. A partir de este compuesto la lipoxigenasa puede sintetizar
leucotrienos por una via lineal. Por su parte, la ciclooxigenasa, a partir del mismo

substrato pero por una via denominada ciclica, puede sintetizar prostaglandinas y



tromboxanos (Droge, 2002). Estas vias biosintéticas involucran una serie de pasos

de oxidacion que dan origen a la produccion de superoxido (Fig.1).
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Modificado de Kamata & Hirata, 1999. Cell Signal. 11:1-14

Figura 1. Fuentes intracelulares de especies de oxigeno reactivas



1.3 Las enzimas antioxidantes

Las especies de oxigeno reactivas pueden causar dafo a la célula y para
contender con este proceso destructivo, las células poseen sistemas enzimaticos de
defensa, los cuales actuan para prevenir y reparar los danos ocasionados por las
EORs.

Las superdxido dismutasas (SOD) son un grupo de metaloenzimas que
catalizan la conversion del anién O, " a H,0, y O, de manera muy eficiente (10° M
s") e independiente del pH.

Las catalasas dismutan el H,0O, en O, y H,O y lo hacen con una gran
eficiencia a cualquier pH. La mayoria de estas enzimas son tetrameros con una
masa de 200 a 260 kDa y cada una de las subunidades esta asociada a un grupo
prostético hemo (Lledias et al., 1998).

Las peroxidasas, en general, son las enzimas capaces de reducir
hidroperéxidos con agentes reductores diferentes al agua. Dentro de las peroxidasas
especificas, la mas conocida es la glutation peroxidasa, la cual reduce el H,0, a
traves del glutation (GSH) (Hochman y Shemesh, 1987), (Morris et al., 1992).

Las catalasas/peroxidasas, como su nombre lo indica, preséntan ambas
actividades. Estas proteinas estan compuestas por dos mitades que son semejantes
entre si y ambas, particularmente la del amino terminal, tienen similitud con la
secuencia de aminoacidos de la peroxidasa de citocromo c de S. cerevisiae (Peraza
y Hansberg, 2002).

Las peroxirredoxinas son una familia de proteinas descubiertas
recientemente. Tienen una masa molecular de aproximadamente 25 kDa y estan
presentes en procariotos y eucariotos. Estas enzimas son abundantes en citosol y
son capaces de reducir el H,O, con electrones donados por el NADPH a través de la
tiorredoxina (TRX) y de la tiorredoxina-reductasa (TR). Las peroxirredoxinas son
distintas de las peroxidasas en que no presentan cofactores redox como metales y

grupos prostéticos. Todas las peroxirredoxinas contienen una cisteina conservada



que parecen ser el sitio de la transferencia de los electrones (Chae et al., 1994)

aunque algunas llegan a presentar dos cisteinas.

1.4 La NADPH-oxidasa en células fagociticas

La NADPH-oxidasa es una enzima multimérica que cataliza la produccién de
superoxido mediante la reduccion parcial del oxigeno, usando NADPH como

donador de electrones:
20, + NADPH 5 20, + NADP* + H*

Esta enzima se encuentra en células fagociticas como neutréfilos y macréfagos.
Esta constituida por las subunidades gp91phox y p22, que juntas forman el
citocromo b,s; intermembranal; tres proteinas citosdlicas conocidas como p67phox,
p47phox, p40phox y la GTPasa Rac (Henderson y Chappel, 1996(Fig. 2).

La subunidad gp91phox (Nox2) contiene dos grupos hemo, el primero esta
coordinado por las histidinas 101 y 209 y el segundo por las histidinas 115y 222 y
utiliza el FAD como cofactor (Biberstine-Kinkade et al., 2001) (Fig. 3). Se ha sugerido
que la proteina p67phox regula la transferencia de electrones en el citocromo desde
el NADPH hacia el FAD, mientras que p47phox controla el flujo de electrones del
FAD hacia el oxigeno a través de los grupos hemo (Cross et al., 1999).

En células en reposo, p47phox, p67phox y p40phox residen en el citosol como un
complejo de 240 kDa. Por su parte, Rac se mantiene en el citosol asociada con una
proteina inhibitoria, RhoGDI (Rho Guanine nucleotide Dissociation Inhibitor), y se

transloca a la membrana independientemente de los otros componentes citosolicos.

La activacion de la NADPH-oxidasa parece ser disparada por dos vias regulatorias:
i) la fosforilacion de proteinas citosolicas vy ii) el intercambio del nucleétido de

guanina en la proteina Rac (Fig. 2).



i) La proteina p47phox se fosforila en cuatro residuos de serina por la proteina
cinasa C, como consecuencia el complejo citosélico entero migra hacia la
membrana, en donde interaccionan con el citocromo b, para ensamblar a la
oxidasa activa. El agrupamiento de las proteinas en este complejo esta mediado por
la interaccion de los dominios SH3 con los dominios ricos en poli-prolina (PLP)
presentes en las tres proteinas (Han et al., 1998).

i) EIl GDP unido a Rac se intercambia por GTP a través de los factores GEF
(quanine exchange factors) como resultado Rac se disocia de la proteina inhibitoria
Rho-GDl y se transloca a la membrana en donde se asocia a ella por prenilacion.
Existen dos isoformas de la proteina Rac: Rac1 y Rac2. En neutréfilos, la forma
predominante es Rac2, mientras que en macréfagos, la NADPH-oxidasa parece
estar regulada por Rac1 (Kwong et al., 1993). Ambas proteinas son capaces de

unirse a la proteina p67phox.
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Figura 2. Activacion de la NADPH oxidasa en neutrofilos.



Il. NADPH oxidasas en células no fagociticas

Se han descrito proteinas homoélogas a gp91phox (Nox2) en células no
fagociticas. Por otro lado, se conoce desde hace tiempo que la estimulacion de
diversas células no fagociticas con ligandos como citocinas, factores de crecimiento,
hormonas y neurotransmisores induce la generacion de especies de oxigeno
reactivas. Sin embargo, la cantidad de EOR que producen este tipo de células es
mucho menor en comparacién a la que produce las células fagociticas.
Recientemente se ha relacionado la produccién de EOR producidas en pequenas
cantidades con la regulacion de procesos como el crecimiento celular, la mitosis, la
transformacion celular y la senescencia. Estos datos sugieren que las NADPH
oxidasas no fagociticas juegan un papel regulador esencial en la produccion de
EOR.

2.1 La Familia Nox
Nox1

Nox1 (también llamado Mox1) fue el primer miembro de la familia Nox en ser
clonado a partir de células no fagociticas. Nox1 se expresa predominantemente en
colon y en menor nivel en utero, préstata y musculo liso vascular. EI cDNA codifica
para una proteina de 564 aminoacidos, 56% idéntica a gp91phox (Nox2) y muy
parecida en tamano y estructura a gp91phox (Suh et al., 1999) (Fig. 3). La sobre-
expresion de esta enzima en fibroblastos NIH 3T3, generd un incremento en la
produccion de EOR y las células mostraron una apariencia transformada, ademas
cuando estas células fueron inyectadas a ratones atimicos originaron la formacion de
tumores agresivos (Suh et al., 1999). Por otra parte, la supresién de Nox1 endégeno
en células del musculo liso vascular (VSMC) disminuyé los niveles de EOR e inhibio
la division celular. Todos estos datos indican que Nox1 y las EOR juegan un papel
importante en la regulacién del ciclo celular y el crecimiento celular.

Otro grupo de investigacion que también identificé al gen nox1 encontré un

segundo transcrito producto del procesamiento alternativo del RNAm, el cual codifica
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para la proteina Nox1S, de tan sélo 191 aminoacidos. Nox1S contiene 4 de las
hélices transmembranales pero carece del dominio de union a FAD y NADPH (Banfi
et al., 2000). En la tercera hélice transmembranal se encuentran las histidinas 111,
115 y 119 que parecen contribuir a la permeabilidad del H* (Fig.4). Este grupo
sugiere que Nox1S podria participar en la regulacion del pH celular a través de la
conductancia de los iones H* (Banfi et al., 2000).

Los elementos de respuesta a antioxidantes (ARE) son secuencias consenso
que se encuentran en la region promotora de muchos genes antioxidantes. Un
trabajo reciente reporté la activacion del promotor ARE4 mediante el H,0, generado
por la sobre-expresion de Nox1 en fibroblastos NIH 3T3. Ademas, se mostré que la
activacion de ARE4 por H,0, esta mediada por las cascadas de las cinasas JNK y
ERK1/2, moduladas por Ras. Aparentemente, el H,O, producido por Nox1 no afecta
los niveles del glutation y la tioredoxina celulares, sugiriendo que este mecanismo de
sefalilzacion puede ocurrir sin afectar el potencial redox de la célula (Go et al.,

2004).

Nox3

Nox3 se expresa principalmente en tejido fetal de rinén y en menor nivel en
tejido fetal de higado, pulmén y bazo (Cheng et al., 2001) . EI cDNA de Nox3 codifica
para una proteina de 568 aminoacidos y presenta una similitud del 58% con
gp91phox (Fig. 4). Aunque no se ha reportado ninguna evidencia funcional de que
Nox3 genere superdxido (Banfi et al., 2001), recientemente el analisis genético
molecular de ratones con mutaciones especificas en el sistema vestibular del oido
interno ha implicado a Nox3 en la generacion de los otolitos, los cuales son
estructuras cristalinas constituidas por proteinas (principalmente otoconina 90 y en
menor proporcion otogelina y otoancorina) y carbonato de calcio (Paffenholz et al.,
2004). Resulta interesante que la otoconina 90 tiene dos dominios semejantes a la
fosfolipasa A2 y contiene mas de 20 residuos de cisteina. En este trabajo se

describieron una serie de mutaciones alélicas en el locus het que afectan al gen



nox3, identificando por primera vez una proteina con una funcion enzimatica clara
indispensable para la morfogenesis de las otoconia. EI modelo propuesto sugiere
que las EOR producidas por Nox3 oxidan las cisteinas presentes en la otoconina 90
induciendo un cambio conformacional que prepararia el camino para la nucleacion

de los cristales de calcio (Paffenholz et al., 2004).

Nox4

Recientemente se identifico y caracterizé a la oxidasa renal o Renox (también
llamada Nox4) como una fuente de superéxido en rindn. La proteina Nox4 de 578
aminoacidos es 39% idéntica a gp91phox y presenta una estructura muy parecida
(Fig.4). El hecho de que Nox4 se exprese en el mismo sitio (células del tubo distal)
en donde se produce la eritropoietina (EPO) y la demostracion de que Nox4 es
capaz de producir superéxido, hacen de esta enzima un candidato para detectar el
nivel de oxigeno en la corteza renal. La hipétesis mas favorecida para explicar la
percepcion de la concentracion del oxigeno propone que el anién superoxido y las
EOR derivadas se forman en proporcion a la concentracion de oxigeno local, dentro
de la vecindad de las células que producen EPO. Estas EOR oxidan y desestabilizan
al factor de transcripcion HIF-a (factor inducido por hipoxia), disminuyendo asi la
expresion de genes que se inducen por hipoxia, incluyendo a la EPO. Cuando la
concentracién de oxigeno disminuye, se forma menos superéxido y el HIF-a se
estabiliza, elevando asi la expresion de genes como el de la EPO. El cloruro de
difenil yodonio (DPI), un inhibidor de flavoproteinas, disminuye la sintesis de la
EPO, y bloquea la produccion de superdxido por Nox4, lo cual es consistente con la
idea de que Nox4 actua como un sensor de oxigeno (Shiose et al., 2001). La
identificacion de Nox4 como una fuente de superdxido en las células del tubo distal
podria tener implicaciones patologicas y fisiologicas importantes, debjdo a que las
EOR tienen un papel significativo en la respuesta hipertréfica tubular a angiotensina
Il'y en la nefrotoxicidad de drogas como ciclosporina y aminoglicosidos (Geiszt et al.,
2000).



En los ultimos anos, se ha reconocido que las EOR juegan un papel
importante en la funcion del sistema cardiovascular. Todos los tipos celulares en la
pared vascular producen EOR derivadas de complejos de proteinas similares a la
NADPH oxidasa de macrofagos. Al parecer todas las células vasculares expresan
multiples homologos Nox, los cuales se regulan de manera diferente, sugiriendo que
estas oxidasas cumplen diversas funciones (Lassegue y Clempus, 2003).

En un estudio en celulas endoteliales se midio la produccion de superoxido, por
medio de quimioluminicencia y resonancia de electrones y se encontré6 que las
membranas endoteliales producian superéxido de manera dependiente de NAD(P)H,
y que dicha actividad no aumentaba por la sobre-expresion de las proteinas
recombinantes p47phox y p67phox, a diferencia de lo que ocurre en neutrofilos.
Ademas, se observo una disminucién en la producciéon de superdxido cuando se usé
un oligonucleétido antisentido de nox4. Estos datos sugieren que Nox4 es la oxidasa
responsable de las EOR producidas en células endoteliales (Ago et al., 2004).

Por otra parte, estudios previos mostraron que los adipocitos poseen un sistema que
genera H,0, y que se estimula por insulina, ademas, sugirieron que la actividad
catalitica responsable de la produccion de H,O, tiene caracteristicas enzimaticas
consistentes con la actividad de una NADPH oxidasa (Krieger-Brauer y Kather,
1992). Mas tarde otro grupo mostrdo que Nox4 se expresa prominentemente en
adipocitos sensibles a insulina (Mahadev et al., 2004). En este sistema, la sobre-
expresion de una proteina Nox4 que carece de los dominios de unién a NADPH vy
FAD actua de manera negativa dominante en una linea celular de adipocitos 3T3-L1,
suprimiendo la generacion de H,0O, estimulada por insulina, la fosforilacion del
receptor de insulina y su substrato, y atenuando la activacion de las cinasas de
senalizacion corriente abajo, asi como la toma de glucosa. También se mostré que al
transfectar esta linea celular con un RNA de interferencia pequefo (siRNA) de nox4
se inhibi6 la cascada de senalizacion de la insulina, mientras que la sobre-expresion
de la fosfatasa 1B (PTP1B) reducia la fosforilacion del receptor de insulina y de su
substrato. En cambio, la sobre-expersion de Nox4 silvestre disminuye la actividad de

la fosfatasa significativamente (Mahadev et al., 2004). Estos datos indican que Nox4
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podria ser el vinculo entre el receptor de insulina y la generacién de EOR que elevan
la transduccidon de la senal de la insulina y sugieren a la fosfatasa 1B como un

blanco de la inhibicion oxidaiva

extracelular n

intracelular I
NH2

Figura 3. Modelo estructural de la proteina gp91phox (Nox2)
Los nameros del | - VI indican las posibles regiones
transmembranales, los circulos cerrados color rosa, localizados en
los segmentos transmembranales Il y V, indican las histidinas que
coordinan los dos grupos hemo. En el extremo carboxilo terminal
se indica el sitio de unién a FAD con un évalo y el sitio de unién a
NADPH con un rectangulo. Las proteinas Nox1, Nox3 y Nox4
muestran una estructura similar.
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Nox5

La proteina Nox5 es un miembro distante de la familia Nox. El gen se expresa
en testiculo, bazo y nédulos linfaticos. EI cDNA obtenido de bazo codifica para una
proteina de 737 aminoacidos. El extremo carboxilo presenta una estructura similar a
gp91phox, sin embargo, a diferencia de los otros miembros de la superfamilia Nox,
muestra una extension amino terminal que contiene cuatro motivos de union a calcio
(Banfi et al., 2001) (Banfi et al., 2004) (Fig. 4). Nox5 también funciona como canal de
protones (H*), pero a diferencia de Nox1S, Nox5 conduce H* en respuesta a un
aumento en la concentracion de calcio citosolico. Nox5 genera grandes cantidades
de superoxido, de manera dependiente de calcio, mientras que Nox1 y Nox4
parecen generar niveles bajos. En este aspecto Nox5 y gp91phox son muy similares
y ésto es importante desde el punto de vista fisiologico: las NADPH oxidasas que
producen altas cantidades de superoxido lo hacen por periodos de tiempo cortos y
se encuentran reguladas. Por el contrario, las enzimas que estan activas
constitutivamente producen cantidades bajas de superdoxido. Ademas, mientras que
gp91phox necesita ensamblar varias subunidades para su activacion, 'Noxs parece
combinar en una misma proteina el médulo regulatorio y el médulo catalitico. Sin
embargo, hasta el momento no se puede excluir el papel de p22phox en la actividad
de Nox5, debido a que se encontraron niveles muy bajos del RNA mensajero de
p22phox en las diferentes lineas celulares que se usaron para transfectar el cDNA
de Nox5 y en donde se probd su actividad. Por otra parte, el RNA mensajero de
Nox5 es muy abundante en espermatocitos en paquiteno, de manera que Nox5
podria tener una funcion en los estadios tempranos de la espermatogeénesis, asi
como en la divisién celular, la induccién de la apoptosis o la compactacion del DNA
(Banfi et al., 2001).

Anteriormente mencionamos que las EOR juegan un papel importante en la
regulacién del crecimiento celular. En un estudio Brar y colaboradores reportaron
gue la linea celular de cancer de préstata DU 145 produce EOR (Brar et al., 2003).
Estas EOR son criticas para el crecimiento de estas células ya que inhibidores de

NADPH oxidasas y antioxidantes bloquean su proliferacién. En estas células se
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demostro la presencia de los mensajeros de p22, gp91phox y Nox5, utilizando RT-
PCR, y de gp91phox y Nox5 utilizando inmunotincién y microscopia confocal. Sin
embargo, al utilizar oligonucleétidos antisentido nox5 se inhibi6 la producciéon de
EOR vy la proliferacion celular de las células DU 145, mientras que oligonucleétidos
antisentido p22phox o gp91phox no tuvieron ningun efecto en el crecimiento celular.
Estos datos indican que las EOR producidas por Nox5 participan en el crecimiento

del cancer de préstata (Brar et al., 2003).

2.2 La Familia Duox

En humano (h) (De Deken et al., 2000) y en Caenorhabditis elegans (Ce)
(Edens et al., 2001) se han identificado homologos a gp91phox de alto peso
molecular. Estas proteinas se han nombrado Duox (Dual oxidase) debido a que el
extremo carboxilo terminal es homélogo a gp91phox, mientras que el extremo amino
terminal es homélogo a las peroxidasas animales. Ademas, la region central

presentan dos dominios de unién a calcio y una a hélice transmembranal (Fig. 4).

H-Duox1/2 ,

La sintesis de la hormona tiroidea implica la iodacion de la tiroglobulina, una
reaccion que es catalizada por la tiroperoxidasa (TPO) en presencia de peréxido de
hidrégeno (H,0,), en la membrana apical de las células foliculares tiroideas. El
sistema que genera el H,O, en la tiroides consiste de una flavoproteina dependiente
de calcio que presenta actividad de NADPH oxidasa. Su expresion se estimula por la
via del AMP ciclico a través de la tirotropina (TSH) y su actividad enzimatica se
dispara esencialmente por la cascada de fosfoinositidos-calcio. Recientemente, se
purificd una flavoproteina a partir de un extracto de membranas tiroideas, se clono
su cDNA y se encontré que codifica para una proteina de 138 kDa por lo que se le
llamé p138Tox (Dupuy et al., 1999). Mas tarde, otro grupo obtuvo dos clonas de

cDNA a partir de una busqueda en una genoteca de células tiroideas. Estas clonas
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codifican para una proteina de 1551 aminoacidos llamada ThOX1 y otra de 1548
aminoacidos llamada ThOX2. Al comparar estas secuencias con la proteina de 138
kDa, encontraron que p138Tox corresponde al fragmento carboxilo de ThOX2, pero
carece de los primeros 338 aa. Posteriormente ThOX1 se refirid6 como h-Duox1 y
ThOX2 como h-Duox2. Los extremos carboxilo de h-Duox1 y h-Duox2 muestran 53%
y 47% de similitud respectivamente con la proteina gp91phox, mientras que en el
extremo amino presentan 43% de similitud con la peroxidasa. Ambas proteinas
contienen dos motivos de unién a calcio (De Deken et al., 2000). Estas diferencias
estructurales entre las proteinas h-Duox1/2 y la gp91phox podrian estar
relacionadas con diferencias funcionales. Por ejemplo, la presencia de los dominios
de unién a calcio corresponde con la dependencia de calcio de la oxidasa tiroidea.
Otro estudio en cultivo primario de tirocitos de perro y de cerdo mostrd que el nivel
basal de H,0, es muy bajo y se incrementa rapidamente después de la estimulacion
de la cascada de fosfoinositidos-calcio. En células PC C13 la produccién de H,0,
estimulada por ionomicina, se inhibié totalmente por DPI, un inhibidor que compite
por el sitio de union para FAD (De Deken et al,, 2002). Esto sugiere que estas
proteinas tienen algunas semejanzas con gp91phox pero que se regulan de manera

distinta.

Ce-Duox1/2

Las otras proteinas de la familia Duox que se han descrito en Caenorhabditis
elegans se denominan Ce-Duox. El cDNA de Ce-Duox1 codifica para una proteina
de 1497 aminoéacidos y contiene los mismos dominios que h-Duox1/2. El segundo
transcrito Ce-Duox2 es mas corto, codifica para una proteina de 1313 aminoacidos y
carece de una porcion del extremo carboxilo terminal. Ambas proteinas (Ce-
Duox1/2) mostraron 30% de identidad con las Duox de humano (h-Duox1/2). En el
extremo amino las Ce-Duox1/2 presentan 20% de identidad con las peroxidasas.
Mientras que en el extremo carboxilo muestran 39% de identidad con gp91phox. Por
lo tanto, estas proteinas son estructuralmente muy parecidas a las Duox de humano.

Ce-Duox1 se expresa en las células hipodérmicas, debajo de la cuticula de los
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animales en estado larvario. En la cuticula, el colageno y otras proteinas de la matriz
extracelular se entrelazan a través de uniones di y tri-tirosina. Estas uniones no
estan presentes en animales que no expresan Ce-Duox, sugiriendo que Ce-Duox1
podria participar en formar las uniones de tirosina y en la biogénesis de la cuticula y
la matriz extracelular de colageno que forman la cubierta exterior de los nematodos
(Edens et al., 2001). Ademas, las reacciones de entrecruzamiento entre residuos de
tirosina se ha reconstituido bioquimicamente usando dominios de peroxidasa de
humano (h-Duox) y de C. elegans (Ce-Duox1).

Por otro lado, las peroxidasas también se han implicado en la formacion de la
matriz extracelular, después de la fertilizacion de los ovocitos de erizo de mar. La
fertilizacion resulta en el entrecruzamiento de residuos de tirosina de las proteinas
de la capa externa del ovocito, formando una envoltura de fertilizacion protectora.
Esta reaccion es catalizada por una ovoperoxidasa secretada por el ovocito. En este
sistema, el peroxido de hidrogeno es generado por una NADPH oxidasa

desconocida (Deits et al., 1984).

18



NH2 J

Nox1S

G NADPH

dominios de
unién a calcio

Nox5
domlrgia de ) NH2
peroxidasa =
| nt}u[}v
M
dominios de NADEE
unién a calcio
Duox

COOH

COOH

Figura 4. Modelos de la topologia transmembranal de las proteinas homélogas a gp91phox



2.3 Los homologos de gp91phox en plantas

En plantas, el reconocimiento de patégenos causa una “explosion oxidativa”
que genera superoxido (O,7) y perdxido de hidrégeno (H,0,). Se sugiere que las
especies de oxigeno reactivas (O,”, H,O,) podrian inhibir el crecimiento de los
patdgenos por una accion microbicida directa (Doke et al., 1996), al restringir la
penetracion microbiana mediante el entrecruzamiento de las glicoproteinas de la
pared celular y al activar la biosintesis del acido salicilico, el cual da lugar a la
induccion de genes relacionados con la defensa (Levine et al.,, 1996) (Yang et al.,
1997). Esto sugiere que las plantas tendrian un mecanismo de respuesta a
patégenos analogo al de las células fagociticas.

En Arabidopsis thaliana se han identificado diez homdlogos de gp91phox.
Los genes de estas clonas de cDNA se llamaron AtrbohA-J. Las proteinas
codificadas por estos genes muestran una similitud de ~60% con gp91phox, aunque
son mas grandes (843 a 948 aa) y presentan una extension amino terminal que
contiene regiones conservadas de union a calcio (Fig. 5), sugiriendo que la actividad
de las Nox de plantas se regula por calcio (Keller et al., 1998). Hace un par de anos
se demostré que mutaciones en los genes AtrbohD y AtrbohF eliminan la
acumulacion de EOR durante la respuesta de defensa a las bacterias patégenas
Pseudomonas syringae (Pst) y Peronospora parasitica (Pp). El gene AtrbohD se
requiere para producir la mayor parte de EOR observadas después de inocular con
Pst o Pp avirulentas, mientras que AtrbohF muestra una contribucién menor. Aunque
en plantas el H,0, es la principal EOR detectada durante la interacciéon con muchos
patégenos, los datos anteriores demuestran que AtrbohD y AtrbohF codifican para
probables homologos de una NADPH oxidasa en plantas y sugieren que el O,” es la
fuente del H,0O, detectado (Torres et al., 2002). Hasta el momento no se han
encontrado homologos de p47phox y p67phox en el genoma de Arabidopsis (Torres
et al., 2002). Esto sugiere que las oxidasas que generan superoxido en plantas se

regulan de manera diferente a las oxidasas de células fagociticas de animales.
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Se ha descrito que el calcio es un mediador de |la senal del ABA en el cierre
de los estomas. Hamilton y Pei (2000) identificaron la presencia de canales de calcio
en los estomas de Arabidopsis y demostraron que estos canales se estimulaban por
EOR de forma dependiente del ABA. Mas tarde se demostré que mutantes dobles
AtrbohD/AtrbohF no pueden llevar a cabo el cierre de los estomas inducido por el
ABA, sugiriendo que las EOR son limitantes como segundos mensajeros en la via de
senalizacion del ABA en A. thaliana (Kwak et al., 2003). Por otra parte, se sabe que
el calcio también es importante para regular la expansion celular en raices de
Arabidopsis (Demidchik et al., 2002). Recientemente se observo la acumulacion de
EOR en las raices y sus vellosidades y se demostré que las mutantes AtrbohC
muestran bajos niveles de EOR, son ineficientes en la toma de calcio extracelular y
producen raices muy cortas. El tratamiento de las raices de la mutante AtrbohC con
EOR exoégenas suprimié parcialmente el fenotipo de raices cortas y estimuld la
actividad de los canales de calcio. Por el contrario, en una planta silvestre el uso del
DPI inhibi6 la formacion de EOR y causé un fenotipo semejante al de la mutante
AtrbohC (Foreman et al., 2003). Todos estos dates indican que AtrbohC, proteina
homologa a gp91phox, controla la produccion de EOR, las cuales regulan la
expansion celular de plantas a través de la activacion de canales de calcio en
Arabidopsis.

Hasta hace poco no se habia demostrado de manera directa que el producto de
genes homologos a gp91phox generaran O,". El grupo de Sagi reporté un ensayo de
actividad de NADPH oxidasa en gel basado en la reduccion de las sales de tetrazolio
(NBT), las cuales al reaccionar con el O, cambian de color y se precipitan formando
el compuesto formazan. Se mostré6 que extractos de membranas de plantas de
tomate (Lycopersicum esculentum) y de tabaco (Nicotiana tabacum) pueden
catalizar la produccion de O,” en geles nativos (Sagi y Fluhr, 2001). Anteriormente
ya se habia clonado el gen Lerboh1 de tomate, cuyo producto es homélogo a
gp91phox (Marre et al., 1998). El grupo de Sagi generd anticuerpos contra el
extremo carboxilo de la proteina Lerboh1 y por medio de un ensayo de

inmunodeteccion confirmdé que el origen de las bandas de actividad (produccion de
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0,”) en el gel corresponden a la proteina Lerboh1. La proteina Lerboh1 también
tiene un dominio amino terminal con sitios de union a calcio. En este trabajo se
observo un aumento en la intensidad de las bandas de formazan de manera
dependiente a calcio, sugiriendo que las NADPH oxidasas de plantas pueden
producir O,” en ausencia de los componentes citosolicos adicionales de la oxidasa
fagocitica (Sagi y Fluhr, 2001), lo cual es consistente con la busqueda infructuosa en
plantas de los genes que codifican para las subunidades p40phox, p47phox y
p67phox.

27 m gp91phox
HMIAa KM 4 569 aa

Nox5
737 aa

7 AtrbohD
. 921 aa

h-Duox
+ 1548 aa

dominio de peroxidasa dominio de regién de similitud con gp91phox
unién a Calcio

Modificado de Edens et al., 2001. Journal of Cell Biol. 154:879-891

Figura 5. Estructura de dominios de las proteinas homélogas a gp91phox

7z o
é Las alfa-hélices transmembranales.
O Los dominios de unién a calcio.

« » Eldominio de similitud con las peroxidasas.
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Ill Las especies de oxigeno reactivas como segundos mensajeros
En la ultima década se ha demostrado que la estimulacion por factores de
crecimiento, citocinas, hormonas y neurotrasmisores, de una variedad de tipos
celulares, resulta en un incremento en las especies de oxigeno reactivas
intracelulares (Finkel, 1998). Esto sugiere un papel para las EOR en la transduccion
de sefnales desde la membrana plasmatica hacia el citoplasma 6 el nucleo. El modo
de acciéon de las EOR podria implicar una interaccion directa con receptores
especificos o una regulacion redox con proteinas como cinasas, fosfatasas y

factores de transcripcidon (Sauer et al., 2001) (Fig. 6).

Proteinas cinasas de Serina/Treonina (cinasas MAP)

Las MAPK (mitogen-activated protein kinase) comprenden una gran familia de
proteinas que incluyen a ERK1 y ERK2 (extracellular regulated kinase), JNK (c-Jun
N-terminal kinase), p38 y la Big MAPK-1. Las proteinas ERK1/2 estan involucradas
en la diferenciacion y proliferacion celular, mientras que JNK y p38 se activan por
estrés oxidativo. En células de musculo liso vascular se observd la activacion de
ERK1/2 por superéxido o peroxido de hidrogeno.(Droge, 2002). JNK se ha implicado
en la apoptosis inducida por H,O, en células endoteliales (Sauer et al., 2001). En
células mesangiales humanas, Wilmer y su grupo observaron que la activacion de
ERK2 y JNK, inducida por interleucina-1, se inhibia por antioxidantes sugiriendo que
las EOR estaban involucradas en este efecto. Otro grupo encontré que la activacion
de JNK inducida por interleucina-1 y TNF-a podria estar mediada por H,0,
intracelular (Lo et al., 1996). Trabajos realizados en diversas lineas celulares
encontraron que la proteina Big MAPK-1 parecia ser mucho mas sensible que
ERK1/2 al H,0,, sugiriendo que esta proteina puede tener un papel importante como
sensor del estado redox celular (Abe et al., 1996). En general, se puede decir que la
fosforilacion de proteinas serina/treonina cinasas debido a la adicion externa o a la
produccion endégena de EOR esta ampliamente documentada (Thannickal y
Fanburg, 2000), (Droge, 2002) (Fig. 6).
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Proteinas cinasas de Tirosina

No solo los receptores con actividad de tirosina cinasa sino también las
proteinas tirosina cinasa de la familia Src se activan por estrés oxidativo (Kamata y
Hirata, 1999). Esta familia incluye a las proteinas Src, Lck, Fyn, ZAP-70 y Syk. En
linfocitos T se ha observado que el H,0,, el pervanadato y la luz UV inducen la
fosforilacion de Lck, Fyn y ZAP-70. La fosforilaciéon de ZAP-70 inducida por la luz UV
depende tanto del receptor CD3 como de la proteina tirosina fosfatasa CD45,
mientras que la fosforilacion inducida por H,0O, no requiere de CD45. Esto sugiere
que el H,0, y la luz UV transducen la sehal a través de diferentes vias. El H,0,
también activa a Syk pero en linfocitos B. En neutrdfilos las proteinas Lyn y Syk se
activan en respuesta a estrés por EOR. Ademas, se ha observado que existe una
interaccion entre la familia de las cinasas MAP y la familia Src. Por ejemplo, la
activacion de JNK por H,0,requiere a Src pero no a Fyn (Yoshizumi et al., 2000). De
igual forma la Big MAPK-1 se regula positivamente por Src pero no por Fyn (Abe et
al., 1997). En contraste, el H,O, induce la actividad de ERK a través de la via
Ras/Raf en fibroblastos murinos de manera dependiente de Fyn pero independiente
de Src (Abe y Berk, 1999). Esto datos sugirieren que Src y Fyn tienen dos papeles
independientes en la transduccién de senales mediadas por EOR.

Sin embargo, aunque aparentemente el estrés oxidativo estimula muchas
proteinas cinasas, hasta ahora no hay una evidencia de que los oxidantes activen
directamente a las cinasas. No obstante, se ha reportado que al activar proteinas
cinasas por estrés oxidativo se observa una inhibicién en las proteinas fosfatasas,
como en los casos del receptor de insulina (Heffetz et al., 1992), el receptor del EGF
(Knebel et al., 1996), la proteina Lck y Fyn (Secrist et al., 1993). Debido a que el
nivel de fosforilacion de las proteinas celulares esta determinado por ellbalance enla
actividad de cinasas y fosfatasas, la inactivacion de las fosfatasas resultaria en un
aumento en la fosforilacion de las proteinas (Kamata y Hirata, 1999). En efecto, se
ha demostrado que algunas fosfatasas se inactivan por EOR (Fialkow et al., 1997 ),
(Krejsa y Schieven, 1998), (Garcia et al., 2002), (Liu et al., 2004).
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Proteinas Fosfatasas

Todas las proteinas fosfatasas de tirosina contienen un residuo de cisteina
esencial en el sitio activo CX;R, el cual existe como un anién tiolato a pH neutro
(Chiarugi y Cirri, 2003). Esta cisteina es un blanco de oxidacion por parte del H,0,,
lo cual da lugar a la inactivacion enzimatica. Notablemente, esta modificacion es
reversible por compuestos tioles como el ditiotreitol y el glutatién o por la proteina
tioredoxina. La oxidacion reversible se demostro para la fosfatasa PTP1B durante la
senalizacion de la insulina y del EGF, y para las PTP de bajo peso molecular durante
la estimulacion del PDGF. Ambas reestablecen completamente su actividad después
de 30 min de haberse activado el receptor. Estas observaciones sugieren que la
oxidacion de las fosfatasas, en los residuos de cisteina, podria ocurrir in vivo en
respuesta a las EOR o a un incremento en el potencial redox celular (Cho et al.,
2004) (Fig. 6).

Por su parte, también las proteinas fosfatasas de serina/treonina se pueden
regular por EOR. Estas fosfatasas contienen dos iones metalicos en su sitio activo
(Fe** y Zn*) los cuales son susceptibles de oxidacion (Cohen, 1997). En una linea
celular T de humanos se observo que la actividad de la proteina fosfatasa 2A se
reducia después de adicionar H,0O, a células intactas (Whisler et al., 1995). Otro
grupo mostré que el H,O, , el superdxido y el disulfuro de glutation inhibian la
actividad de la fosfatasa calcineurina de manera dependiente de la dosis, mientras
que al incubar la calcineurina con antioxidantes, la actividad de la fosfatasa se

incrementaba en relacion a las células control (Sommer et al., 2000).

Proteina cinasa C _

La proteina cinasa C-a (PKC-a) esta sujeta a una regulaciéon redox celular
mas complicada. Esta enzima se activa por el diacilglicerol (DG) (Nishizuka, 1992) y
este efecto es mimetizado por ésteres de forbol (PMA) (Blumberg, 1991). El sitio de
union para el DG o el PMA esta localizado en una region conservada rica en
cisteinas dentro del dominio amino terminal. La PKC-a podria activarse por H,O, en

un proceso que involucraria la fosforilacion de tirosina en el dominio catalitico
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(Konishi et al., 1997). Sin embargo, se ha observado que solo bajas concentraciones
de H,0O, estimulan la actividad de cinasa mientras que altas concentraciones la
inactivan (Gopalakrishna y Anderson, 1989). De modo que la PKC-a parece estar
sujeta a una regulacién redox dual en la cual los oxidantes juegan un papel tanto en

la supresion como en la estimulacion de la actividad (Kamata y Hirata, 1999).

Canales de calcio

El papel del calcio (Ca*) como segundo mensajero en diversas vias de
sefalizacion intracelular ha sido ampliamente estudiado durante muchos anos. Sin
embargo, poco se sabe de la interrelacion entre las sefales de Ca®* y las EOR. El
fosfatidil inositol 1,4,5 trifosfato (IP3), generado por la fosfolipasa C y, se une a los
canales de Ca®/receptores del IP3 que se encuentran en el reticulo endoplasmico
elevando asi el nivel de Ca* citosdlico (Berridge, 1993). Estudios posteriores
mostraron que las EOR incrementan los niveles de Ca*, a través de la activacion de
la fosfolipasa C y y consecuente produccion de IP3 (Qin et al., 1995). No obstante
también se ha reportado que el receptor a IP3 por si mismo se regula por el estado
redox de la célula. Berridge y colaboradores encontraron que el glutation en su
forma oxidada (GSSG) promueve la liberacién de Ca® a partir de una poza sensible
al IP3 en hepatocitos permeabilizados (Missiaen et al., 1991). Ademas, la actividad
de la ATPasa de Ca* (Barnes, 2000), el intercambiador Na?/ Ca® (Goldhaber, 1996)
y la calmodulina (Yin et al., 2000) se modulan por el estado redox celular. Los
efectos de las EOR sobre el ciclo celular y la sefalizacién de Ca* son
aparentemente dependientes de la dosis. Mientras que bajas concentraciones de
EOR tienen un efecto mitogénico, altas concentraciones resultan en un fenotipo de

envejecimiento e induccién de apoptosis (Bladier et al., 1997).
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Factor de transcripcion AP-1

El factor transcripcional AP-1 esta formado por las proteinas c-Fos y c-Jun y
esta implicado en multiples procesos celulares. En linfocitos T, AP-1 esta involucrado
en la expresion del gen de interleucina 2 asi como otros genes relevantes para la
respuesta inmune (Matsuda et al, 1998). Se ha observado que tanto la adicién
externa de oxidantes como las EOR inducidas por un ligando estan implicadas en la
activacion de AP-1. La fosforilacion de c-Fos y c-Jun, necesaria para la activacion de
AP-1 es mediada por dos cinasas MAP diferentes: JNK y ERK y cada cinasa es
activada por un tipo diferente de estrés oxidativo. Como resultado de la activacion
AP-1 se transloca al nucleo. El dominio de unién al DNA de c-Fos y c-Jun contiene
un residuo de cisteina que es sensible al estado redox (Abate et al., 1990), de
manera que si se oxida, el heterodimero no se puede unir al DNA. Sin embargo, se
ha observado que la tioredoxina y la proteina Ref-1 restablecen la capacidad de
union al DNA de AP-1 (Xanthoudakis y Curran, 1992). Esto sugiere que Ref-1, en
asociacion con la TRX, reduce el residuo de cisteina critico.
En levadura, el factor de transcripciéon Yap1 (de la familia de AP-1), activa la
expresion de genes antioxidantes en respuesta a estrés oxidativo (Schnell et al.,
1992). Yap1 se encuentra en el citoplasma y se ha observado que después de ser
activado por compuestos como H,O,, diamida y menadiona se transloca del
citoplasma al nucleo. La exportacion al nucleo es a través de Crm1/Xpo1 y depende
del estado redox. Yap1 contiene una senal de exportacién nuclear en su dominio
carboxilo terminal, esta senal se encuentra embebida en una regién rica en
cisteinas. Todos los modelos de regulacion de Yap1 sugieren que el estrés oxidativo
resulta en la oxidacion de por lo menos cuatro de estas cisteinas (Azevedo et al.,
2003).
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Factor de transcripcion NF-xB

NF-kB es un heterodimero formado por las proteina p50 y p65 que esta
involucrado en repuestas inflamatorias, inmunes y en el crecimiento celular
(Baeuerle y Baltimore, 1996). Es el primer factor de transcripcion en eucariontes que
se demostré que respondia directamente al estrés oxidativo en ciertos tipos celulares
(Schreck et al., 1991) (Meyer et al.,, 1993). En la linea celular Wurzburg (células T),
en células L6 (miotubulos del musculo esquelético), en células MCF-7 (miocitos) y en
células 70 Z/3 (células B) el factor de transcripcion NF-xB se activa en respuesta a
concentraciones micromolares de H,O,. Ademas, esta activacion se puede inhibir
por antioxidantes como la N-acetil-L-cisteina. El factor de inhibicién I-xB funciona
para mantener a NF-kB en el citoplasma. La activacion de NF-kxB ocurre cuando I-xB
se fosforila, después se ubiquitina y finalmente se degrada. Como consecuencia,
NF-kB queda libre y se puede translocar al nucleo. NF-xkB también muestra un
residuo de cisteina caracteristico en la region de union al DNA. La oxidacion de la
cisteina inhibe la unién al DNA, mientras que la reducciéon permite unirse al DNA
(Galter et al., 1994). Estudios de resonancia magnética nuclear (NMR) han
demostrado la unién directa de la tioredoxina al dominio de unién al DNA de NF-kB,
sugiriendo la participacion directa de esta proteina en la reactivacion de este factor
de transcripcion (Hirota et al., 1999). Estos datos indican que al igual que AP-1, NF-
kB esta sujeto a una regulacion redox dual en la cual los oxidantes estimulan el
principio de la via de senalizacion pero al final de la via tienen efectos opuestos al

inactivar a los factores de transcripcion (Kamata y Hirata, 1999) (Fig. 6).
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IV. El papel de Ras y Rac en la produccion de EOR

El ejemplo mas claro en el que la proteina Rac esta involucrada en la
produccién de superoéxido es en la activacion de la NADPH oxidasa en neutrofilos.
Rac es un miembro de la familia Rho (Ras homology) de proteinas monoméricas
pequenas (20-40 kDa) que hidrolizan GTP. En neutrofilos en reposo, Rac se localiza
en el citosol formando un complejo con RhoGDI (guanine dissociation inhibitors) a
través de un grupo geranilgeranil en su extremo carboxilo terminal, cuando el GDP
unido a Rac se intercambia por GTP, a través de factores GEF (guanine exchange
factors), la proteina Rac-GTP se ancla a la membrana por prenilacion (Vignais,
2002). Una vez en la membrana, Rac se une directamente a p67phox y
probablemente a gp91phox (Werner, 2004). La interaccién de Rac con p67phox es a
través de un dominio llamado “switch I” (Diekmann et al., 1994) mientras que la
region “insert” es la que se une con gp91phox (Freeman et al., 1996). El mecanismo
detallado de la regulacion de Rac sobre la actividad de la NADPH oxidasa no es
claro, algunos sugieren que Rac modula la transferencia de electrones al unirse a
p67phox (Freeman y Lambeth, 1996), mientras que otros creen que la transferencia
de electrones es directamente a través de gp91phox (Diebold y Bokoch, 2001).
Es muy interesante como la produccion de superoxido se asocié con cambios
fenotipicos en células transformadas. Fibroblastos NIH 3T3 transformados con una
isoforma activa de Ras, produjo grandes cantidades de superéxido. Esta produccion
de superodxido se suprimio por la expresion de isoformas negativas dominantes de
Ras o Rac, asi como por el tratamiento con DPI (inhibidor de flavoproteinas como las
NADPH oxidasas). Ademas, la proliferacion de las células transformadas con Ras
activo se inhibié con el antioxidante N-acetil-L-cisteina. Estos datos sugirieron que la
proliferacion de fibroblastos depende directamente del aumento en la concentracion
de superodxido regulado por Ras y Rac (Irani et al., 1997).
Se sabe que las proteinas Ras y Rac tienen un papel importante en la organizacion
del citoesqueleto de actina. Recientemente se ha mostrado que la produccion de
EOR dependientes de Rac juega un papel importante en la adhesion celular. En

células endoteliales la forma activa de Rac induce una perdida rapida de la adhesion
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celular mediada por la caderina VE. Ademas, ésta perdida de la adhesion ocurre en
paralelo y depende de la produccion de EOR (van Wetering et al., 2002).
Adicionalmente, se ha observado que la union a factores de crecimiento como EGF y
PDGF promueve la produccion de EOR como un intermediario necesario para que
proceda la transduccién de la senal (Sundaresan et al., 1996). Por ejemplo,
receptores al factor de crecimiento epidermal activan a Rac para producir EOR en un
proceso sensible a DPI, a través de un mecanismo que depende de la cinasa PI3K
(Bae et al., 2000). La generacion de EOR disparada por factores de crecimiento a
través de Rac regulan a receptores de cinasas de tirosina al inhibir la actividad de
fosfatasas de tirosina. Esta inactivacién a corto plazo de las fosfatasas incrementa la
actividad de los receptores cinasa de tirosina y es necesario para la transduccion de
la senal (Lee et al., 1998).

V. Las especies de oxigeno reactivas en la diferenciacion celular

En eucariontes inferiores se ha propuesto que las EOR juegan un papel
importante en la diferenciacion celular (Hansberg y Aguirre, 1990). En Neurospora
crassa se ha observado que al inicio de cada transicion morfogénica, ocurre un
estado hiperoxidante en el cual se generan especies de oxigeno reactivas por arriba
de la capacidad celular para contender con ellas. Evidencias del estado
hiperoxidante son la oxidacion masiva de proteinas y su degradacion (Toledo et al.,
1995), un aumento en la actividad de la catalasa y de la superoxido dismutasa
(Hansberg y Aguirre, 1990), la pérdida en el poder reductor celular (Toledo et al.,
1991), la quimioluminiscencia espontanea dependiente del O, y la inhibicion de ésta

y de la diferenciacion celular por antioxidantes (Hansberg et al., 1993).
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VI. Apergillus nidulans como modelo experimental

A. nidulans es un hongo ascomiceto homotalico, ideal como modelo para
estudios genéticos y de diferenciacién celular. En respuesta a diferentes senales
crece extensamente o elige dos vias distintas de diferenciacion celular (Fig. 7). El
ciclo asexual o conidiacion se caracteriza por la formaciéon de las estructuras
reproductivas llamadas conidiéforos y por la produccion de las esporas asexuales o
conidias. Este proceso se induce por ayuno de nutrientes o por exposicion al aire
(Skromne et al., 1995). Diversos genes involucrados en el desarrollo asexual se han
caracterizado genéticamente y se han establecido las interacciones entre ellos. Sin
embargo, el desarrollo sexual (formacion de cuerpos fructiferos o cleistotecios), el
cual se induce por limitacion de oxigeno y por ausencia de luz, no se entiende bien a
nivel molecular. Sélo unos cuantos genes reguladores que afectan el desarrollo
sexual han sido identificados. Por ejemplo: el producto del gen veA1 codifica para
una proteina reguladora dependiente de la luz, la cual reprime el desarrollo asexual
y promueve la formacion de cleistotecios (Kim et al., 2002). stuAy medA son genes
reguladores que afectan tanto el desarrollo sexual como el asexual. Mutantes en
ambos genes son acleistoteciales (Wu y Miller, 1997). Sin embargo, mutantes en
medA producen masas de células Hille, mientras que mutantes stuA carecen de
ellas. steA codifica para un factor de transcripcion con dedos de Zinc y mutantes
AsteA son incapaces de formar cleistotecios (Vallim et al., 2000). La interrupcién del
gen nsdD resulta en la ausencia del desarrollo sexual, ya que el producto de este
gen corresponde a un factor de transcripcién tipo GATA (Han et al., 2001). Sin
embargo, aunque se han identificado éstos genes poco se conoce sobre el proceso

de esporulacién sexual.

Desarrollo del cuerpo fructifero (cleistotecio)
En A. nidulans, el ciclo sexual se inicia cuando en ciertos puntos del micelio,
las hifas vegetativas se enrollan y fusionan para formar las células Hulle y los

primordios. Aungue se ignoran las sefales que disparan este proceso, hay evidencia
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Figura 7. Ciclo de vida de Aspergillus nidulans. El micelio vegetativo esta constituido de
células filamentosas llamadas hifas, las cuales crecen apicalmente. El conjunto de hifas puede
poseer nicleos idénticos (homocariones), distintos (heterocariones) o bien, dos nicleos pueden
fusionarse para generar un diploide estable o uno transitorio. Este tltimo entra en la fase sexual
del ciclo al iniciar el proceso de la cariogamia y proseguir con la meiosis. Esta ultima es
seguida por una divisién mitética y de esta manera, se generan ocho ascosporas dentro de unas
bolsas llamadas ascas, las cuales a su vez estdn dentro de un cuerpo fructifero esférico de
paredes gruesas llamada cleistotecio. Antes de madurar, las ascosporas sufren una segunda
divisién mitética para formar el producto final binucleado. Las ascosporas germinan para dar
origen a hifas haploides homocariéticas. La fase asexual del ciclo comienza con la formacion
de una célula pie que forma un tallo, éste se diferencia en la parte superior formando el
conididforo a partir del cual se producirdn las conidiosporas.



indirecta de la participacion de hormonas sexuales y receptores para dichas
hormonas (Seo et al., 2004).

El primordio es un paso inicial en la formacion de los cuerpos fructiferos o
cleistotecios, las estructuras mas complejas que forma A. nidulans durante el ciclo
sexual, dentro de los cuales se generan las ascosporas o0 esporas sexuales.

La formacién del primordio involucra el desarrollo coordinado de dos tipos de tejidos:
el tejido ascogeno que va a dar origen a las ascosporas y una red de hifas estériles
que envuelven al tejido ascogeno que finalmente dara origen a la pared del
cleistotecio llamada peridio. Al principio el primordio es pequeno, de tan solo 6 um
de diametro, el centro es unicelular y multinucleado y esta envuelto con una capa
suelta de hifas (Fig. 8, estadio 1). Cuando el centro se alarga hasta 10 um, el
nimero de vueltas de las hifas que lo rodean aumenta formando asi una cubierta
mas completa. En este momento es cuando aparecen las primeras células Hulle
(HC) en la vecindad de los primordios (P) (Fig. 8, estadio 2). Conforme el primordio
va creciendo (20 um) el numero de capas del peridium se incrementa a tres (Fig. 8,
estadio 3). Cuando el diametro del cleistotecio alcanza las 40 um de diametro las
capas del peridium se incrementan a seis y el sistema ascégeno se vuelve
multicelular (Fig.8, estadio 4). Al alcanzar aproximadamente 100 um de diametro la
porcion central del cleistotecio esta formada de pequefnas células binucleadas. En
contraposicion, el nimero de capas del peridium se reduce considerablemente con
respecto a los estados tempranos del desarrollo del cleistotecio. Al parecer muchas
células de las capas internas del peridium se van desintegrando (Fig.8, estadio 5a).
En este estado el cleistotecio joven esta completamente rodeado de células Hiille
(HC) (Fig.8, estadio 5b). Cuando el cleistotecio mide entre 120 y 170 um de
diametro, las células binucleadas del centro se ensanchan y llevan a cabo la
cariogamia, la meiosis y una mitosis posterior para dar origen a las ascosporas
maduras. En este momento el cleistotecio se ha desarrollado completamente y el
peridium esta compuesto de tan sélo dos capas de células aplanadas (Fig.8, estadio
6)(Shon y Yoon, 2002).
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Figura 8.

Desarrollo de un cleistotecio

Las micrografias electrénicas fueron tomadas
de Shon & Yoon. Mycobiology. 2002.



En nuestro laboratorio encontramos que en A. nidulans la sobre-expresion de
la proteina Ras causa la posible oxidacion de la catalasa B, en un proceso que se
inhibe por DPI (inhibidor de la NADPH-oxidasa). Este resultado y el hecho de que
en células animales Ras regula la produccion de EOR a través de una NADPH
oxidasa (Irani et al., 1997), nos llevaron a investigar la existencia de posibles genes
para NADPH oxidasa del tipo gp91phox en A. nidulans, como objetivo inicial. Este
objetivo permitio identificar y caracterizar al gen noxA como el primer gen de NADPH

oxidasa descrito en microorganismos eucariotos.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Aislar y caracterizar el gen noxA.

2. Interrumpir el gen noxA y caracterizar la mutante en distintas
condiciones de crecimiento.

3. Estudiar la regulacion del gen noxA.

4. Determinar si el producto del gen noxA corresponde a una NADPH
oxidasa funcional.

5. Analizar el papel de NoxA en la fisiologia y la diferenciacion celular de A.
nidulans.
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MATERIALES Y METODOS

|. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento de A. nidulansy E. coli.

El medio de cultivo empleado para crecer A. nidulans es el descrito por Kafer
(1977) con glucosa al 1% y adicionado con los requerimientos necesarios para cada
cepa. Para los medios solidos se adicioné agar al 1.25% y la temperatura de
incubacion para los cultivos fue de 37°C. Los cultivos liquidos se crecieron a la
misma temperatura y a 300 rpm. Para estos cultivos se emplearon matraces de 250
ml con 50 ml de medio. Todos los medios de cultivo y el material necesario se
esterilizaron 121°C durante 20 minutos. En la tabla | se describe el genotipo de las

cepas utilizadas en este trabajo.

Tabla I
Cepa Genotipo Fuente
RMSO011 pabaAl, yA2, AargB::trpCAB; trpC801, M. Stringer, USA
veAl
AST27 biAl; argB’ ::P,:Aras®""; veAl Tapan Som, 1994
AST29 biAl; argB’ ::P, :Aras®™; veAl Tapan Som, 1994
CLK43 pabaAl, yA2, veAl Kawasaki et al. 2003
TOL1 pabaAl, yA2, AargB::trpCAB; Kawasaki et al. 2003
AsakA::argB; trpC801, veAl
COS56 biAl; metGl; AsakA::argB; veAl O. Sanchez, México,
progenie de TOL1 X
TIA22
COS70 pabaAl, yA2; AsteA::argB, AsakA::argB; Kawasaki et al. 2003
veAl
KHH32 pabaAl, yA2, AargB::trpC; AnsdD::argB; Dong-Min Han
trpC801
TTL3 pabaAl, yA2, AargB::trpCAB; Este trabajo, RMSOI1 1
AnoxA::argB; trpC801, veAl
CTL273 biAl; argB’ ::P, ,;Aras®"""; AnoxA::argB; Este trabajo, progenie
trpC801, veAl de AST27 X TTL3
CTL298 biAl; argB’::P, :Aras®™;, AnoxA::argB; | Este trabajo, progenie
trpC801, veAl de AST29 X TTL3
CTLT biAl; metGl; AnoxA::argB; veAl Este trabajo, progenie
de TTL3 X COS56
CTL9 pabaAl, yA2, AnoxA::argB; AsakA::argB; | Este trabajo, progenie
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veAl de TTL3 X COS56

CTLI2 pabaAl; brlAl, veAl Este trabajo, progenie
de CIS20 X CTL7
CTLIS pabaAl, yA2; stuAl Este trabajo, progenie

de TGSI (G. Soid,
México) X UI-7 (B.
Miller, USA)

CTLI6 pabaAl; AnoxA::argB; brlAl, veAl Este trabajo, progenie
de CTL12 X CTL7

CTL.17 pabaAl; AnoxA::argB; briAl, veAl Este trabajo, progenie
de CTL12 X CTL7

CTLI18 pabaAl; AnoxA::argB; brlAl, veAl Este trabajo, progenie
de CTL12 X CTL7

CTL19 pabaAl; AnoxA::argB; briAl, veAl Este trabajo, progenie
de CTL12 X CTL7

II. Inducciéon del promotor AlcA y determinacion de la actividad de
catalasa

Para inducir la transcripcion del gen alcA se inocularon 10 x 10° esporas/ml en
mm con glucosa. El cultivo se crecié por 12 h a 37°C con agitacion constante de 300
rpm. Posteriormente se transfirié el micelio a medio con 50 mM de treonina (sin
glucosa) por 3 h (Adams y Timberlake, 1990). En algunos casos se anadio 20 uM de
difenil idonio (DPI) justo en el momento de transferir el micelio al medio con treonina.

Los extractos de proteina se obtuvieron de micelio liofilizado. rEI micelio se
rompié agregando un volumen de perlas de vidrio por un volumen de
amortiguador/micelio. Se agitdé en el vortex y se colocé en hielo por 1 min. Esta
operacion se repitio 3 veces. Se usé un amortiguador con HEPES 20 mM, DTT 1
mM pH 7.2. Después las muestras se centrifugaron por 15 min a 12 000 rpm a 4°C,
el sobrenadante se paso a un tubo nuevo, se mantuvo en hielo y se hicieron
diluciones 1:50 para cuantificar la proteina por el método de Bradford (1976).

El gel nativo para proteinas se prepar6 al 8.5% segun el método Laemmli

(1970) sin B-Mercaptoetanol, sin SDS y sin hervir las muestras. Para la tincion del
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gel por actividad de catalasa se utilizo el método de Harris y Hopkinson (1976)

modificado por Chary y Natving (1989).

I1l. Induccion del Desarrollo Sexual

Para inducir la formacion de cleistotecios se realizaron cultivos a confluencia
en condiciones limitantes de oxigeno. Se inocularon 1 x 10° esporas en un tubo con
4 ml de medio minimo suplementado, glucosa al 2% y agar suave (0.625 g/100 ml).
El inoculo se mezcl6 en el vortex e inmediatamente después se vertio en cajas con
MM solido. Las cajas Petri se dejaron 30 min a temperatura ambiente para que
gelificara el agar suave y después se incubaron a 37°C durante 24 h. Transcurrido
este tiempo se sellaron las cajas con dos capas de “parafilm” y se continud la

incubacion a 37°C por 5 dias mas.

IV. Ensayo de deteccion de Especies Reactivas de Oxigeno

Para detectar la produccion de superoxido, las conidias de las cepas
adecuadas fueron inoculadas en punto en el centro de una caja con mm sélido e
incubadas a 37°C. Después de 48 h las cajas fueron selladas con “parafiim” y se
contindo la incubacion por 72 h mas. Transcurrido este tiempo se rasparon muestras
de micelio del borde de la colonia, las cuales contenian hifas vegetétivas, células
Hulle, primordios y/o cleistotecios maduros. Dichas muestras fueron incubadas por
20 min a temperatura ambiente en una solucion que contenia 0.3 mM de cloruro de
nitroazul de tetrazolio (NBT) y 0.3 mM de NADPH. Después de la reduccion de las
sales de tetrazolio se produjo un precipitado azul llamado formazan, en este
momento las muestras fueron fotografiadas bajo el microscopio. |
Para detectar la produccion de peréxido de hidrogeno u otras especies reactivas de
oxigeno se siguid esencialmente el mismo procedimiento, pero en este caso las
muestras fueron incubadas en una solucion con 2.5 ug/ml de 5-(y-6)-carboxi-2’,7’-

diclorodihidrofluorescein diacetato (H,DCFDA) y no incluyeron NADPH. Las
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muestras tenidas con DCF se observaron usando un microscopio fluorescente Nikon
E600 a una longitud de onda de 495 nm de excitacion y 500-550 nm de emision. Las
imagenes confocales fueron obtenidas con un sistema de scaner laser MCR 1024
Bio-Rad adaptado a un microscopio invertido Nikon TMD 300. Las muestras fueron
excitadas a una longitud de onda de 488 nm y 522-532 nm de emision. En algunos
casos, las muestras de micelio fueron preincubadas por 20 min con un inibidor de

flavoproteinas difenil iodonio (DPI1) 50 uM antes de incubar con los colorantes NBT o

H,DCFDA.

V. Técnicas de Biologia Molecular

Los vectores empleados en este trabajo se obtuvieron utilizando el
procedimiento de purificaciéon por columnas de Qiagen y de acuerdo a las
especificaciones del proveedor.

Las células competentes de la cepa XL1-Blue de E. coli se prepararon segun Inoue
et al (1990). La transformacion de E. coli y las minipreparaciones de los plasmidos
se llevaron a cabo segun Sambrook et al. (1989).

La secuenciacion del ADN de las construcciones que se realizaron en este
trabajo, estuvo a cargo de la Dra. Laura Ongay de la Unidad de Biologia Molecular
del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.

Las sondas para hibridacion se obtuvieron de la siguiente manera. Para
hibridar con noxA, se digirié el plasmido pTLO5 con Apal y se us6 la banda de 1.9
Kb. Para argB, se digiri6 el plasmido pMS12 con BamHI y se usé la banda de 1.7 Kb.
En el caso de cpeA se digirié del plasmido “cpeA” con la enzima Pstl y se usé la
banda de 3 Kb. Los fragmentos de ADN se purificaron por el método de QiaQuick de
Bio-Rad, siguiendo las especificaciones del proveedor.

La transformacion de A. nidulans se realizo de acuerdo con Yelton et al (1984)
y se emplearon 2 pg de ADN para transformar. Todas las transformantes se
analizaron por hibridaciones tipo Southern usado noxA como sonda para seleccionar

el evento deseado.

3



La extraccion de ADN gendomico de A. nidulans se realizé de acuerdo con
Timberlake (1980). EI ARN se obtuvo con el estuche de TRIzol (GIBCO BRL, USA).
Las hibridaciones tipo Southern y Northern se hicieron siguiendo las técnicas
estandares de Sambrook et al. (1989).

Para construir la fusion del gen noxA con dos copias del epitope de
hemaglutinina y una etiqueta de 6 histidinas, se diseharon los siguientes
oligodesoxinucleotidos:

Nox18: 5" GTT TAG CGG CCG CCG AAG TGT TCC TTC CAG AAT TT 3’
Nox19: 5" GTT TAG CGG CCG CGC ATC AGT CGTCCTCTCC3"

Estos corresponden al extremo 3’ y al extremo 5 del gen noxA
respectivamente. Cada oligonucleotidos contiene un sitio de corte Notl en su
extremo 5’. Se hicieron amplificaciones por PCR con este par de oligonucleotidos y
como templado se us6 el cosmido L23F12. Se usé la enzima Pfu. Para amplificar

este producto se realizo la siguiente mezcla:

H,0 395 ul
Amortiguador 10X con magnesio 5 ul
dNTP’s 10 mM 1.5 ul
L23F12 11 ng/ul 2wl
Nox18 10 uM 1wl
Nox19 10 uM 1 ul

El PCR se realizé en un termociclador Perkin Elmer 2400 y se llevaron a cabo
un total de 35 ciclos. Después de calentar a 94°C por 3 min, se agreg6 1 ul de Pfuy

se continud con el siguiente programa:

“hot start” 94°C 2 min
94°C 30 seg

Alineamiento 55°C 45 seg

Extension T2'C 2.5 min
4°C

El fragmento asi amplificado se digirié con la enzima Notl, se purificé por el método

de Quia Quike y se cloné en el plasmido pJA7.1 digerido con la misma enzima. El
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nuevo vector se llamé pTLO9.1 y con el se hizo una reaccion de secuenciacion para

corroborar que la fusion noxA::HA estuviera en el marco de lectura correcto.

VI. Obtencién de extractos de proteinas de membrana.

Para los ensayos de cultivos sumergidos en ayuno de nitrégeno se inocularon
1 x 10° esporas/ ml en 50 ml de MM y se crecieron a 37°C por 18 h a 300 rpm.
Después el micelio se filtro por miraclot y se lavé primero con H,0, y después con
medio sin nitrégeno, para finalmente cambiar el micelio a un matraz con 50 ml de
MM sin nitrégeno. En este medio se crecio por 3 h mas a 37°C, posteriormente el
micelio se colecto al filtrar por miraclot y se congelo inmediatemante en nitrogeno
liquido. Las muestras se pulverizaron en morteros con nitrogeno liquido. Se mezclé
polvo del micelio con una solucién amortiguadora de extraccion (MgCl, 0.1 mM,
EDTA 3 mM, HEPES 50 mM, DTT 1 mM, polivinil pirrolidona 0.6%, PMSF 2 mM y
cocktail de inhibidores de proteasas para hongos, pH 7.2) en una relacion 1:1 en
tubos Falcon de 12 ml. Para romper el micelio, los tubos se agitaron por 30 seg. en
vortex y se mantiuvieron en hielo por un minuto; esta operacion se repitié cinco
veces. La mezcla se transfirid a tubos corex y se centrifugdé a 10 000 rpm por 20 min.
en el rotor SS-34 de la centrifuga Sorvall. El sobrenadante se pasé a un tubo de 50
ml para el rotor Ti45 y se centrifugé a 40 000 rpm por 40 min, a 4°C, en la
ultracentrifuga Ultra-Beckman 7-55. La pastilla se resuspendié en 500 ul de
amortiguador de fosfatos de potasio 50 mM pH 7.2. Se hicieron alicuotas de 100 ul y
se guardaron a - 70°C. Las proteinas de membrana se cuantificaron empleando el
meétodo de Bradford con el reactivo “Bio-Rad Protein Assay” (Bio-Rad). La curva

patrén se obtuvo con albumina de suero de bovino (Sigma-Aldrich).

VII. Electroforesis en geles con SDS
Se solubilizaron de 100 a 150 ug de proteinas de membranas con el
detergente zwitterionico CHAPS a una concentracion final 0.5% durante 45 min a

4°C en agitacion lenta. Posteriormente a cada muestra se le afadio el siguiente
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amortiguador (47 mM Tris-HCI pH 7.8, 2% de SDS, 7.5% de glicerol, 40 mM de DTT
y 0.002% de azul de bromofenol) y se incub6 por 30 min a 45°C. Posteriormente las
muestras se centrifugaron en la biofuga Pico (Heraeus) a 11 000 rpm por 2 min a TA.
El sobrenadante se cargo en el gel y las muestras se corrieron en una camara de
electroforesis Bio-Rad con una solucion amortiguradora (Tris-HCI 25 mM, pH 8.3,
glicina 192 mM, SDS 0.1 %) segun el protocolo de Laemmli a 100 V en geles con
SDS de 1.5 mm de grosor, el gel separador al 8% y el gel concentrador al 5%. Se

emplearon marcadores de peso molecular de proteinas pretenidas (Bio-Rad).

VIIl. Inmunodeteccion de proteinas

Después de la electroforesis, las proteinas se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa (Bio-Rad) por una hora a 100 V, empleando una camara (Bio-Rad) y el
amortiguador (Tris-HCI 25 mM, pH 8.3, glicina 192 mM, metanol 20%). Las
membranas se bloquearon 1 h a TA en agitacién con TBS 1X (1L 10X: Tris base
24.2g, NaCl 80g, pH 7.6), tween 20 0.1%, leche descremada 5% y después se
realizaron tres lavados con TBS 1X, tween 20 0.1% de 5 min cada uno. El anticuerpo
primario anti-gp91phox (Santa Cruz Biotechnology, Inc., EUA) se diluyé 1:1000 en
TBS 1X, tween 20 0.1%, leche descremada 2% y se incubé con las membranas a
4°C toda la noche en agitacion constante. Posteriormente se realizaron tres lavados
de 5 min cada uno con TBS 1X, tween 20 0.1%. El anticuerpo secundario Rabbit
Anti-goat IgG (H+L), conjugado con “Horse Radish Peroxidase” (HRP) (No. 31402,
Pierce Biotechnology Inc., Rockeford IL, EUA) se diluyé 1:5000 en TBS 1X, tween 20
0.1%, leche descremada 2% y se incubd con la membrana por 1 h. Después se
realizaron 3 lavados como se describié anteriormente. Para la deteccion de la
peroxidasa se usoé el sustrato quimioluminiscente SuperSignal West Pico (Pierce

Biotechnology Inc., EUA) segun las instrucciones del fabricante.



IX. Ensayo de actividad por reduccion de NBT

1)

2)

3)

Lavado del gel para sustituir el SDS por Triton X-100. El gel se incubd en
800 ml del amortiguador Tris-HCI 10 mM pH 7.8, EDTA 2% y Triton X-100
1%, por 75 min a TA. Después se lavd el gel con 200 ml de la misma
solucién amortiguadora.

Lavado del gel para reestablecer la actividad de la NADPH oxidasa. El gel
se incubd en 100 ml del amortiguador Tris-HCI 20 mM pH 7.4, MgCl, 0.1
mM, FAD 25 uM, DTT 1 mM y CaCl, 1 mM; por 45 min a TA.

Lavado en la solucion para revelar las bandas de formazan. El gel se
incub6 en el amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 7.4, MgCl, 0.1 mM, CaCl, 1
mM, NBT 0.2 mM y NADPH 0.2 mM. La incubacién se realizé en la
obscuridad por 2 h o mas si es necesario, en agitacion lenta hasta

visualizar las bandas. La reaccion se detuvo al incubar el gel en agua.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Parte |. Resultados publicados:

Lara-Ortiz, T., Riveros-Rosas, H. y Aguirre, J. 2003. “Reactive oxygen species
generated by microbial NADPH oxidase NoxA regulate sexual development in
Aspergillus nidulans”. Molecular Microbiology 50(4), 1241 — 1255. Este trabajo
incluye la caracterizacion e interrupcion del gen noxA, la caracterizacion de la
mutante correspondiente, la regulacién del gen noxA y la demostracion de la
produccién de EOR dependiente de NoxA, durante la diferenciacion sexual de A.
nidulans.

Parte Il. Resultados sin publicar:

a) Una triple mutante que carece de la actividad de las catalasas A, By C
(AcatA, AcatB, AcatC) produce mas cuerpos fructiferos sexuales que una

cepa silvestre.

b) La expresion del gen noxA no requiere de los factores transcripcionales StuA
y NsdD.

c) La modificacion de la catalasa B inducida por Ras-GTP es independiente de
la actividad de NoxA.

d) Ensayos de posible actividad de la NADPH oxidasa.
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Parte |

Lara-Ortiz, T., Riveros-Rosas, H. y Aguirre, J. 2003. “Reactive oxygen
species generated by microbial NADPH oxidase NoxA regulate sexual
development in Aspergillus nidulans’. Molecular Microbiology 50(4),
1241 — 1255.

Resumen

La NADPH oxidasa de las células fagociticas es una enzima que genera
grandes cantidades de superoxido, a través de la subunidad catalitica gp91phox
(Nox2), como parte de un mecanismo de densa contra microorganismos patégenos.
El descubrimiento de nuevos miembros funcionales de la familia Nox en plantas y
animales ha llevado a conceder mayor importancia a las EOR como reguladoras de
diversos procesos celulares tales como la defensa, el crecimiento y la transduccién
de senales. En este trabajo abordamos el papel de las EOR generadas por una
NADPH oxidasa microbiana en la biologia del hongo filamentoso Aspergillus
nidulans. Reportamos la caracterizacion del gen noxA y demostramos que codifica
para el primer miembro de una nueva subfamilia de NADPH oxidasas presente en
eucariotos inferiores. La interrupcion de noxA blogquea especificamente la
diferenciacion de los cuerpos fructiferos sexuales (cleistotecios), sin afectar el
desarrollo asexual 6 el crecimiento. El gen noxA se induce durante el desarrollo
sexual, alcanzando su maxima expresion durante la diferenciacion de los
cleistotecios. Dicha expresion no depende de los factores transcripcionales SteA y
StuA, los cuales son esenciales para la formacion de estos cuerpos fructiferos. En
cambio, el desarrollo sexual prematuro observado en mutantes nulas AsakA
depende de noxA y correlaciona con la desrepresion de este gen, indicando que
SakA, una cinasa MAPK que se activa por multiples formas de estrés, regula la
produccion de EOR. Mediante un ensayo de reduccion de sales de tetrazolio (NBT)
para detectar superoxido, encontramos que las células Hiille y los cleistotecios
jovenes (primordios) producen superdxido en un proceso que se inhibe por DPI, un
inhibidor de NADPH oxidasas, y se reduce marcadamente en mutantes AnoxA.
Ademas, utilizando H,DCFDA pudimos detectar que el H,O, y posiblemente otras
EOR se generan a través de NoxA en las paredes externas de los primordios. El
papel esencial de las EOR generadas por NoxA en la diferenciacion sexual de A.
nidulans y la presencia de uno o dos genes homoélogos de noxA en los hongos
filamentosos, sugiere que las EOR generadas por NADPH oxidasas juegan un papel
importante en la fisiologia y la diferenciacion de los hongos.
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Summary

NADPH oxidases (Nox) have been characterized as
higher eukaryotic enzymes used deliberately to pro-
duce reactive oxygen species (ROS). The recent dis-
covery of new functional members of the Nox family
in plants and animals has led to the recognition of
the increasing importance of ROS as signals
involved in regulation of diverse cellular processes
such as defence, growth and signalling. Here, we
address the role of NADPH oxidase-generated ROS
in the biology of the filamentous fungus Aspergillus
nidulans. We characterize the noxA gene and show
that it encodes a member of a novel NADPH oxidase
subfamily ubiquitous in lower eukaryotes. Deletion
of noxA specifically blocks differentiation of sexual
fruit bodies (cleistothecia), without affecting hyphal
growth or asexual development. Accordingly, the
noxA gene is induced during sexual development,
peaking at the time of cleistothecia differentiation
and in parallel with the hiille cell-associated catalase
peroxidase gene cpeA. This expression pattern is
not dependent on transcription factors SteA and
StuA, which are essential for cleistothecia formation.
In contrast, noxA-dependent premature sexual devel-
opment correlates with noxA derepression in AsakA
null mutants, connecting stress MAPK signalling to
the regulated production of ROS. Using a nitroblue
tetrazolium (NBT) assay to detect superoxide, we
found that hiille cells and cleistothecia initials pro-
duce superoxide in a process inhibited by NADPH
oxidase inhibitor DPI and markedly reduced in
AnoxA mutants. Furthermore, using H,DCFDA, we
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detected that H,0, and possibly other ROS are gen-
erated in a NoxA-dependent fashion, mainly in the
external walls from cleistothecia initials. The essen-
tial role of NoxA-generated ROS in A. nidulans
sexual differentiation and the presence of one or
two noxA homologues in all analysed filamentous
fungi suggest that NADPH oxidase-generated ROS
play important roles in fungal physiology and
differentiation.

Introduction

All aerobic organisms generate reactive oxygen species
(ROS) as inevitable byproducts of normal metabolism,
mainly through aerobic respiration. ROS are formed by O,
excitation (singlet oxygen, 'O, ozone, O,), its partial
reduction (superoxide, O,""; hydrogen peroxide, H,O,;
hydroxyl radical, HO) and the formation of radicals or
peroxides with other elements (nitric oxide, NO"; peroxyni-
trite, ONOQO") or compounds (lipoperoxides). The damag-
ing effects of ROS on DNA, proteins, lipids and other cell
components and their role in pathological processes and
ageing has long been recognized (Aguirre et al., 1989;
Halliwell and Gutteridge, 1989; Beckman and Ames,
1998; McCord, 2000). More recently, the generation of
ROS as a regulated process and the diverse roles of ROS
in normal cell physiology have become very attractive
research areas.

For a long time, the NADPH oxidase (Nox) from animal
phagocytic cells represented the only well-studied case of
an enzyme involved in the purposeful generation of ROS.
This multisubunit oxidase is formed by cytosolic regulatory
components Rac, p67phox, p47phox and p40phox and
the integral membrane protein flavocytochrome b558,
composed of the catalytic subunit gp91phox and p22phox.
Phagocytic cell's Nox uses electrons from NADPH to gen-
erate O,"", which is then dismutated to H,O,, resulting in
the ‘oxidative burst' used by immune cells in pathogen
killing (Babior et al., 2002). Mutations in human gp91phox
result in the immunological disorder chronic granulo-
matous disease (Dinauer etal, 1987). Plants contain
enzymes homologous to gp91phox, which have also been
involved in ROS production in response to pathogens
(Keller et al., 1998; Torres et al., 2002).
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New Nox genes have been discovered in animals (Suh
etal., 1999; Lambeth etal, 2000) and plants (Torres
etal, 1998), suggesting new roles for Nox-generated
ROS in eukaryotic cell physiology. Recently, Nox-
generated ROS have been implicated in the regulation of
cell growth (Suh et al., 1999; Lambeth et al., 2000; Fore-
man etal, 2003), mitosis (lrani et al, 1997), hormone
biosynthesis (Moreno et al., 2002) and oxidation of extra-
cellular matrix (Edens et al., 2001). Additional roles in
oxygen sensing (Geiszt et al., 2000), growth factor signal-
ling (Griendling et al., 2000) and fertilization (Banfi et al.,
2001) have been proposed.

In lower eukaryotes, ROS have been proposed to play
essential roles in lifespan control (Osiewacz, 2002) and
cell differentiation (Hansberg and Aguirre, 1980). In Neu-
rospora crassa, ROS generated at the start of each of the
morphogenetic steps that occur during asexual develop-
ment (Hansberg et al., 1993) correlate with the oxidation
of protein (Aguirre etal., 1989, Toledo etal, 1994),
NAD(P)H and glutathione (Toledo et al., 1991), detected
during the process. It was proposed that, under those
conditions, ROS originate from a metabolic unbalance
caused by nutrient starvation and high O, tension. More
recently, we detected that the NADPH oxidase inhibitor
DPI inhibited ROS production in Aspergillus nidulans (R.
E. Navarro and J. Aguirre, unpublished). Indeed, after
confirming the occurrence of a gp91phox homologue in a
genomic database, we decided to evaluate the role of
such putative Nox in the biology of this fungus.

The ascomycete A. nidulans is an important model for
genetic studies of cell differentiation. In response to differ-
ent signals, it grows extensively or undergoes two differ-
ent developmental pathways. Asexual development
(conidiation), which is induced by nutrient starvation or
exposure to air, has been well studied (Clutterbuck, 1969;
Law and Timberlake, 1980; Martinelli and Kinghorn,
1994; Timberlake and Clutterbuck, 1994; Skromne et al.,
1995; Dutton et al., 1997, Adams et al., 1998). In con-
trast, sexual development (formation of fruiting bodies or
cleistothecia), which is induced by oxygen limitation (Hoff-
mann et al., 2000) and absence of light (Champe et al.,
1994), is not well understood at the molecular level.
Although several transcription factors regulate cleistothe-
cia formation (Clutterbuck, 1969; Dutton etal, 1997;
Hoffmann etal., 2000; Vallim etal, 2000; Han etal,
2001), target genes specifically involved in this process
have not been identified.

As a homothallic fungus, A. nidulans can perform self-
sexual development. Cleistothecia formation involves the
co-ordinated development of different types of tissue:
ascogenous tissue that will give rise to asci and
ascospores, and a network of sterile hyphae that wraps
the ascogenous tissue and will ultimately develop into the
cleistothecial wall or peridium (Champe et al., 1994; Shon

and Yoon, 2002). In addition, numerous globose cells of
unknown function called hille cells surround cleistothecia
initials. It has been suggested that hille cells work as
nurse cells during cleistothecia development and matura-
tion (Hermann et al.,, 1983; Champe et al., 1994; Shon
and Yoon, 2002).

Here, we characterize the noxA gene and show that it
encodes a member of a novel NADPH oxidase subfamily
ubiquitous in lower eukaryotes. We show that ROS are
generated in hille cells and peridium from cleistothecia
initials and that NoxA-dependent ROS are essential for
sexual differentiation in a process modulated by the SakA
stress MAP kinase.

Results

The A. nidulans noxA gene encodes a novel microbial
NADPH oxidase homologous to mammalian gp91phox

When this work was initiated, NADPH oxidase enzymes
had not been reported in microorganisms. However, initial
experiments (R. E. Navarro and J. Aguirre, unpublished)
indicated that A. nidulans produced ROS in a process that
was inhibited by NADPH oxidase inhibitor DPI. This
prompted us to search for NADPH oxidase homologues
within the A. nidulans genomic database from Cereon
Genomics LLC (Cambridge, MA, USA), using Arabidopsis
thaliana NADPH oxidase RbohAp10 (Keller et al., 1998).
A DNA fragment likely to encode a NADPH oxidase was
used to identify a full-length genomic clone, which was
then used to generate entire noxA sequence (GenBank
accession number AY174088). DNA sequence analysis
revealed an open reading frame (ORF) interrupted by
three introns, the positions of which were confirmed by
sequencing two independent cDNA clones, This ORF pre-
dicted a 550-amino-acid polypeptide with a molecular
mass of 63 779 Da showing high similarity to gp91phox,
the catalytic subunit of the respiratory burst NADPH oxi-
dase from phagocytes and other mammalian Nox
enzymes (Dinauer et al., 1987; Babior et al., 2002). Con-
sequently, the corresponding gene was named noxA
(NADPH oxidase A). gp91phox and other NADPH oxi-
dases use NADPH and O, to produce superoxide anions
in a regulated process. As shown in Fig. 1, protein NoxA
contains features that are conserved in characterized Nox
enzymes, namely predicted transmembrane domains,
four histidines proposed to participate in haem binding, as
well as sequences involved in FAD and NADPH binding
(Suh etal, 1999; Geiszt etal., 2000; Lambeth et al.,
2000; Arnold et al,, 2001; Cheng et al., 2001; Maturana
et al., 2001; Babior et al., 2002).

NoxA also shows high similarity to larger Nox enzymes
from plants and animal sources. Large Nox from plants
contain characteristic Ca®* binding sites towards the NH,-
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Hsgp9lphox MGNWAVNEGLSI-————————— e e e e e e e FVILVWL 19
RnNox1 HOHWLVNHWL SV - — = mm e e s e e s s S i o e i S i S e S S S e LFLVSWL 19
AnNoxA MGRY PLKSYFAPSKIL === == === = == m e FEYTWEW 22
NcNox2 MSYGGYDLYRSNTDSSIEKPSERSRWTPLTRMLLSGEMTQERQKELS PREKFDRWMVNEGYRRIFVEVFM 70
Hsgp91lphox GLNVFLFVWYYRVYD1PPKFFYTRKLLGSALALARAPAACLNFNCMLIrLPVCRNLLSFLRGsSACCSTR 89
RnNox1 GLNIFLFUYVFLNYEKSDKYYYTREILGTALALARASALCBNFNSMVILIgngNLLSFLRGTCSFCNHT 89
AnNoxA GAHIAIFAYGWYHQAKSEPLS- PLNVLSYSVWISRGAGLVLTVDGTLIBLPMCRNLVRFLR ------ PKL 85
NcNox2 VLHAIVFAFGFvNYAVKDNLQIARDTFGPTYM:ARSAALVLHVDVALvnFPVCRTLISLARQT———-pLN 136
*
Hsgp91lphox VRRQLDRRLTEnKMMAWMIALHSAIHTIABLENVEWCVNARVNNSDPYSVALSELGDRQNE SYLNFARK 158
RnNox1 LRKPLDHNLTFHKLV&YMICIFTAIHIIaHLFNFERYSRSQQAMDGSLASVLSSLFHPEKEDSWLN~——— 155
AnNoxA RwLPLDENIWFHRQVAYATLvFTILHVAAHYVuFYNIERKQ ——————————————————————— LR---- 128
NcNox2 GIIQFDKNITFHITTAWS IFFWSWVHT IAHWNNFAQIAAKNN - === =-—-——————m———m = LG---- 180
* *
Hsgp9lphox RIKNP-EGGLYLAVTLLAGITGVVITLCLILIITSSTKTIRRSYFEVEWYTHHLEVIFFIGLAIHGAERI 227
RnNox1 PIQSPNVTVMYAAFTSIAGLTGVVATVALVLMVTSAMEFIRRNYFELFWYTHHLFIIYIICLGIHGLGGI 225
AnNoxA ----- PETALQIHYAQPAGVTGHVMLFCMMHHYTTAHHRIRQQSFETFWYTHHLFIPFLLGLYTHATGCF 193
NcNox2 ~  =-=--=-- IYGWLLANFVSGPGWIGY IMLIALTGMVITSVEKTRRANYERFWY THHMFI IFFFFWSTHGAFCM 245
Hsgp9lphox VRGQTAESLAVHNITVCEQKISEWGKIK-ECPIPQFAGNPPMTWKWIVGPMFLYLCERLVRFWRSQQKVV 296
RnNox1 VRGQTEESMSESHPRNCSYSFHEWDKYERSCRSPHFVGQPPESWKWILAPIAFY IFERILRFYRSRQKVV 295
AnNoxA VRDSAEPYSPFAGERFWKHCIGYQG--==-=======mme——e waELVAGFF!LCERLWREIRALRETE 245
NeNox2 IQPDFAPFCISVGT----TAIGVF-—=——===—=————m—amee WQYWMYGGFAYLAERTAREVRGKHKTY 292
Hsgp9lphox ITKVVTHPFKTIELQMKKKGFKMEVGQY IFVKCPKVSKLEWHPFTLTSAPEEDFFSIHIRIVGDWIEGLF 366
RnNox1 ITKVVMHPCKVLELQMRKRGFTMGIGQYIFVNCPSISFLEWHPFTLTSAPEEEFFSIHIRAAGDWTENLI 365
AnNoxA Ivmnpmm1kapcsmxpcpmqupzvszqmwnm"gxTscpmnws:mevanrmx.c 315
NcNox2 ISKVVQHPSNVCEIQIKKENTKTRAGQY IFFCCPAVSLWQYHPFTLTSAPEEDYIST 362
Hsgp9lphox NACGCDKQEFQD 416
RnNox1 RTFEQQHS - == =-=- = e PMbRIEVDGPFGTVSEQYEQYEVAVLVGAGIGVTPF 409
AnNoxA DALGCGPAQARDLEGLDPMGMY ~ - - -EVALONGQOMPKLR} VDGEYGAPAEDVFENEIAVLIGTGIGVTPW 381
NcNox2 ETLGCEFDNKKKGDTSKVVGVSQENDEVDPALRRVLPRVYVDGPFGSASEDVEKYEVSVLVGAGIGVTPF 432
Hsgp9lphox ASILKSVWYKYCNNATNLKLKKIYFYWLCRDTHAFEWFADLLOLLESQMQE----RNNAGFLSYNIYLTG 482
RnNox1 ASFLKSIWYKFQRAHNKLKTQKIYFYWICRETGAFAETNNLLNSLEQEMDE————LGKPDFLNYRLFLTG 475
AnNoxA asILKNIwHLRAsPDpPRRLRRMEEIWVCKDTTSFEHFQALLSSLEAQSASDAAYQGVSEFLRIHIYLTQ 451
NeNox2 ASILKSIWYRMNY PQOKTRLSKVYE CRDFGSFEWFRSLLLATEAQ-~—---—- DVDHRIE{%TY;iE 494
NANPH

Hsgp9lphox "-WDESQANHFAVHHDEEKDVITGLKQKTLYGRPNWDNEEKTIAS ———————————— QHPNTRIGVFLCG 538
RnNox1 ~—wnSNIAGHAALNFDRATDVLTGLKQKTSEG?QMWDNEFSRIAT ------------ AHPKSVVGVFLCG 531
AnNoxA RLDQDTTTNIYLNSVGQELDPLTE;KSRTNFgggDFKRLFTKMRNGLQDQSYMRGLHTHSRTEIGVYFCG 521
NcNox2 KIKIDDATNIMINDANADKDTITGLRsp:NFpapNWDMIFRGIR ------------ KLHAPGEAGVFFCG 552
Hsgp9lphox PEALAETLSKQSISNSESGPRGVHFIFNKENE 570

RnNox1 PPTLAKSLRKCCRRYSSLDPRKVQFYFNKETF 563

AnNoxA PNVAARQIKAAASSAST——-NEVKFKFWKEHF 550

NcNox2 PKGLGSSLHIFCNKYSE---PGFHEVWGKENE 581

Fig. 1. The A. nidulans noxA gene encodes a microbial NADPH oxidase homologous to mammalian gp91phox. The amino acid sequence

of NoxA is aligned with human gp91phox (Dinauer et al., 1987), Rattus norvegicus Nox1 (Suh et al., 1999) and Neurospora crassa Nox2
(NCU02288.1) deduced from genomic sequence assembly version 2 (Galagan et al., 2003) and direct DNA sequencing (K. Alvarez-Delfin, W.
Hansberg and J. Aguirre, unpublished). Amino acids conserved in all proteins are shaded. Conserved histidines that are candidates for haem
ligation are indicated by asterisks. Transmembrane regions predicted in both gp91phox and NoxA are underlined; the first gp91phox transmem-
brane region is part of a predicted signal peptide (Cheng et al., 2001). Putative FAD- and NADPH-binding domains are also indicated. Alignment
obtained with BioEdit using CLUSTALW was refined manually. NoxA transmembrane regions were predicted using PHD at PREDICTPROTEIN
(http://cubic.bioc.columbia.edu/predictprotein).

terminal end (Keller etal, 1998; Torres etal., 1998),
which are missing in NoxA. Large Nox from animals
(Duox) contain a gp91phox homology region at the
COOH-terminus and an NHy-terminal domain homolo-

gous to animal peroxidases (Dupuy et al., 1999; Edens
etal., 2001). Therefore, it can be concluded that noxA
encodes the first characterized microbial member of the
small-type NADPH oxidase family.
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Although Nox enzymes from lower eukaryotes had not
been characterized, searching GenBank and recently
released genomic databases revealed the existence of
several NoxA homologues, all from the small-size class,
present in filamentous fungi but absent in Cryptococcus
neoformans, Schizosaccharomyces pombe, Saccharomy-
ces cerevisiae and Candida albicans. Genomic databases
showed that, as in A. nidulans, A. fumigatus contained a
single noxA gene. However, cases such as Neurospora
crassa, Magnaporthe grisea, Fusarium graminearum and
Phanerochaete chrysosporium, in which two noxA homo-
logues are present, seem to be more frequent (Fig. 2).

C24B MOUSE Q61093 570aa
GP91PHOX RAT CAC09433 570aa
C24B HUMAN P04839 570aa
g~ GP91-PHOX RABIT AAKG0123 570aa
i C24B PIG P52649 484aa
r GP91PHOX TURTR BAA95154 569aa
- C24B BOVIN 046522 570aa
| GP91PHOX BISBI AAL11885 570aa
b NOX BRARE AAH54624 565aa
s GPG1PHOX CIOIN 581aa
NOX3 HUMAN AAG17121 568aa
NOX3 RAT LOC292279 690aa
NOX3L MOUSE XP 139715 675aa
NOX1 HUMAN Q9Y5S8 564aa
ry NOX1 MOUSE NP 757340 563aa
NOX1 RAT QSWVS7 563aa

i NOX5G HUMAN AAK57339 765aa
“Euoxs ANOGA EAA12239 1147aa
NOX5 DROME AAF58016 1087aa
NOXC DICDI AAQT72635 1142aa
"L:NOX DICDI AAD22057 517aa
= NOXB DICDI AAO62421 698aa

.~ NOX2 NEUCR 581aa
——d — NOX2 MAGGR 562aa
e NOX2 FUSGR 574aa

2 a
e NOX1 MAGGR 563aa
—E NOX1 FUSGR 557aa

NOX1 NEUCR EAA34868 553aa

RBOH1 LYCES AAD25300 989aa
RBOH SOLTU BAB70750 963aa

RBOHE ARATH AAC39478 848aa
RBOHB ARATH AAC39476 B43aa

RBOH SOLTU BAB70751 867aa
RBOHC ARATH BAC41837 905aa
RBOH ARATH CAB79418 863aa
RBOHA ARATH AAC39475 802aa
RBOH ARATH BAB11338 921aa
RBOH2 LYCES AAF73124 938aa
RBOHD NICTA AAM28891 938aa
RBOH NICBE BACS56865 939aa

NOX ANOGA EAADE046 497aa
NOX4 HUMAN AAFE8973 578aa
NOX4 RAT AAK14799 578aa

NOX4 MOUSE AAF43142 578aa

“ DUOX ANOGA XP 319115 1476aa
,_.4 C DUOX DROME AAF51201 1475aa
i DUOX CAEEL AAKT3871 1503aa

: DUOX CAEEL AAK73882 1497aa
~~®  p—————— DUOX CIOIN 660aa (frag)

| THOX2 HUMAN AAF73922 1548aa

e DUOX2 PIG AAN39339 1545aa

THOX2 RAT AAG21895 1517aa

THOX2 CANFA AAF73924 1308aa
THOX1 CANFA AAF73923 1551aa
DUOX1 PIG AAN39338 1553aa
THOX1 HUMAN AAF73921 1551aa
DUOX1 RAT AAN33120 1551aa
DUOX1 MOUSE BAC29679 1058aa

———

The divergent nature of these two homologues is sup-
ported by the phylogenetic analysis shown in Fig. 2.
Indeed, NoxA is 70% identical to Nox1 from Podospora
anserina (Lalucque and Silar, 2003) and N. crassa (acces-
sion number EAA34868), and the position of the first
intron in the corresponding genes is conserved. In con-
trast, NoxA is only 40% identical to N. crassa Nox2
(Fig. 1), and there is no conservation in intron position.
Our phylogenetic analysis shows that Nox proteins are
eukaryotic enzymes (absent in bacteria or archaea),
related to the ferric-chelate reductases, a protein family
that shows a wide phylogenetic distribution. In agreement

Fig. 2. Phylogenetic analysis of the NADPH
oxidase family. Shown is a phylogenetic tree
constructed with the transmembrane channel/

Nox2 haem binding domains of available protein
sequences belonging to the NADPH oxidase
(gp91phox) family, using the minimum evolution method.
Trees were calculated using MEGA 2.1 (Kumar
Nox3 et al., 2001). Dots indicate nodes supported in
>70% (open), >80% (grey) or >90% (closed) of
Nox1 1000 random bootstrap replicates of all uPGMmA,
neighbour-joining (NJ), minimum evolution
Nox5 (ME) and maximum parsimony (MP) trees.
Bootstrap values for critical nodes are shown
DdNox as a percentage of 1000 replicates in UPGMA/

NJ/ME/MP. Scale bar represents 0.1 amino
acid substitutions per site. Obtained trees were
NoxB rooted using selected ferric reductases, the
protein family most related to Nox family. Verti-
cal bars indicate protein subfamilies. Each
NoxA branch and bar are coloured as follows: red,
animals; green, plants; brown, fungi; light blue,
protist; orange, bacteria. Sequence names are
indicated according to a SWISSPROT-like iden-
tifier (Gene_organism), followed by database
(GenBank, PIR, SWISSPROT, etc.) accession
number and protein amino acid number. Fungal
Nox deduced from genomic sequences were
Rboh obtained from the following sources: Mag-
naporthe grisea (MAGGR) and Fusarium
graminearum (FUSGR) from the Fungal
Genome Initiative at the Whitehead Institute
Center for Genomic Research (http://www-
genome.wi.mit.edu/annotation/fungi/fgif); A.
fumigatus (ASPFU) from The Institute for
Genomic Research (http://www.tigr.org/tdb/
e2k1/aful/) and Phanerochaete chrysosporium
(PHACR) from the US Department of Energy
Nox4 Joint Genome Institute (http://www.jgi.doe.gov/
programs/whiterot.htm). Ciona intestinalis
(CIOIN) gp91phox and Duox were deduced
from genomic sequence (Dehal et al., 2002)
and cDNA sequences AK113902 and
AK112464 (Satou et al., 2002) respectively. A
Duox full list of organism names included in the tree
is given in Experimental procedures.

FRO2 ARATH BAB08721 7032a
FRO1 ARATH AAF81317 704aa <
° v L e ST
434aa
FREA ASPNI AANG1438 599aa Reductase

—— FRE1 YEAST P32791 686aa

—_—
0.10 substitutions/site

'
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with proposed protein taxonomy (Riveros-Rosas et al.,
2003), 10 clusters of orthologous proteins or subfamilies
can be identified inside the Nox family (Fig. 2): two sub-
families from fungi, one from plants, one from the protist
D. discoideum and six from animals, although three of
them are highly related paralogous enzymes [Nox1, Nox2
(gp91phox) and Nox3] forming a monophyletic group. As
fungal Nox cluster apart from animal Nox1 and Nox2, we
propose NoxA and NoxB as a generic designation for the
fungal enzymes, which probably form a monophyletic
group. Overall, all Nox subfamilies seem to have evolved
in each kingdom through acquisition of other protein
domains and/or function specialization. The fact that only
a few fungal species such as S. cerevisiae and S. pombe
do not contain noxA homologues suggests that the pres-
ence of nox genes is an ancestral character that some
fungi have lost during the course of evolution.

The NADPH oxidase-encoding gene noxA is essential for
sexual development

After confirming that noxA was expressed in cultures
induced to undergo sexual development, we wished to
address directly its role in A. nidulans physiology through

A

A Bl

chromosome V

pTLO7

Fig. 3. Targeted disruption of the noxA gene.

A

NoxA regulates A. nidulans sexual development 1245

the targeted deletion of the gene. The noxA replacement
vector pTLO7 was used to transform the argB auxotrophic
strain RMSO011. Polymerase chain reaction (PCR) analy-
sis of 16 out of 40 Arg" transformants indicated that five
contained the expected noxA gene replacement event
(Fig. 3A), which was then confirmed by Southern blotting.
A more detailed Southern blot analysis of strain TTL3
(Fig. 3B) confirmed that, in this mutant, the argB marker
replaced noxA sequence encoding amino acids 255 (D)
to 342 (Q), involved in FAD binding (Fig. 1). Comparison
of wild-type and AnoxA TTL3 strains with respect to hyphal
growth, hyphal morphology and asexual (conidiophore)
development revealed no differences. However, during
sexual crosses, we noticed that, although AnoxA mutant
strains were able to cross with other common strains, they
seemed to be unable to cross with themselves and
develop sexual fruiting bodies (self-cleistothecia), as nor-
mally happens in homothallic A. nidulans. To confirm this,
wild-type and AnoxA TTL3 strains were induced to
develop sexually in confluent plates and analysed by
scanning electron microscopy. Indeed, Fig.4A and B
shows that, in contrast to a wild-type strain, AnoxA TTL3
did not develop any cleistothecia in self-crossing assays,
yet it formed sexual cycle-specific hille cells. As lack of
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A. Plasmid pTLO7 was constructed by replacing noxA sequence encoding amino acids 255-342 (Fig. 1) with the argB gene, used as a selectable
marker. Linear pTLO7 was used to transform strain RMS011 to arginine independence. Restriction sites: El, EcoRl; A, Apal; EV, EcoRV; BII, Bgill.
B. Genomic DNA from strains RMS011 and noxA disruption strain TTL3 was digested with the indicated enzymes and subjected to Southern

blot analysis using a noxA-specific probe.
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AsakA

Fig. 4. The noxA gene is essential for cleistothecia development. Strains induced to undergo sexual development in confluent (A-D) or point-
inoculated (E and F) plates were subjected to electron scanning microscopy to identify cleistothecia and hille cells (A, C and E), hille cells
(arrows in B and D) and cleistothecia initials (arrow in F). Strains and relevant genotypes: CLK43 (WT), TTL3 (4noxA), TOL1 (AsakA), CTL9
(AsakA AnoxA), CTL12 (brlAT), CTL16 (brlA1 AnoxA); full genotypes included in Table 1. Scale bars: A and C =50 um; B, D and E = 10 pm;

F=5um.

cleistothecia could be followed in master plates sealed
with Parafilm using a stereoscopic microscope, we per-
formed crosses with different strains and confirmed that
inability to develop self-cleistothecia segregated with the
argB marker used to disrupt noxA.

We have reported that SakA MAP kinase, involved in
stress signal transduction, also regulates sexual develop-

Table 1. A. nidulans strains used in this study.

ment. Indeed, AsakA mutant strains develop cleistothecia
prematurely and in higher numbers than wild type
(Kawasaki et al., 2002). To test whether such premature
sexual development resulted from activation of an alter-
native pathway or was dependent on noxA, AsakA AnoxA
mutants were generated (Table 1) and induced to develop
cleistothecia. AsakA AnoxA mutant strain CTL9 was

Strain Genotype Source

RMS011 pabaA1, yA2, AargB::trpCAB; trpC801, veAl M. Stringer (USA)

TJAZ22 biAT; brlA::lacZ(argB+/argB::CAT); metG1; veAl J. Aguirre (México)

COSs56 biA1; metG1;, AsakA:argB; veAl 0. Sanchez (México), progeny from TOL1 x TJA22

ClIs20 pabaAft, briA1, veAl I. Skromne (México), progeny from TJA22 x AJC7.52
(J. Clutterbuck, UK)

CLK43 pabaAl, yA2; veAl Kawasaki et al. (2002)

TOLA pabaAl, yA2, AargB::trpCAB; AsakA::argB; trpC801, veAl Kawasaki et al. (2002)

COSs70 pabaAl, yA2; AsteA::argB, AsakA:argB; veAl Kawasaki et al. (2002)

TTL3 pabaA1, yA2, AargB:trpCAB; AnoxA::argB; trpC801, veATl This work, RMS011 transformed with pTLO7

CTL7 biAT, metG1; AnoxA::argB; veAl This work, progeny from TTL3 x COS56

CTL9 pabaA1, yA2, AnoxA::argB; AsakA:argB; veAl This work, progeny from TTL3 x COS56

CTL12 pabaAt, briA1, veAl This work, progeny from CIS20 x TJA22

CTL15 pabaAl, yA2; stuA1l This work, progeny from TGS1 (G. Soid, México) XUI-7

(B. Miller, USA)

CTL16 pabaA1; AnoxA::argB, briA1, veAl This work, progeny from CTL12 x CTL7

CTL17 pabaAT; AnoxA::argB; briA1, veAl This work, progeny from CTL12 x CTL7

CTL18 pabaA1; AnoxA::argB; briA1, veAl This work, progeny from CTL12 x CTL7

CTL19 pabaA1; AnoxA::argB; brlA1, veAl This work, progeny from CTL12 x CTL7

Deletion of noxA in strains CTL9 and CTL16-19 was confirmed by PCR, using primers argB5’ (5’-CATAAGTCCGCCAGCAGG-3') and nox10
(5'-GTCCTCTCCTTTACCAGC-3'). CTL9 AsakA deletion was confirmed using primers argB5’ and sty10 (5'-GAGCGAGTGGTTGTAGGC-3').
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unable to develop cleistothecia, in sharp contrast to AsakA
mutant TOL1 (Fig. 4C and D).

Although with a delay of at least 12 h, it was clear that
AnoxA mutants TTL3 and CTL9 were able to form hiille
cells that did not seem to be associated with any cleisto-
thecial structure (Fig. 4B and D). To determine better the
stage at which cleistothecial development was blocked in
strain TTL3, we carefully examined samples from sexually
induced cultures under the microscope, looking for cleis-
tothecia initials or primordia. However, in multiple sam-
ples, only a few primordia-like structures were identified
buried among high numbers of asexual reproductive
structures and conidiospores that are formed before sex-
ual development takes place (Clutterbuck, 1969; Champe
et al., 1994). To address this problem, we decided to follow
sexual differentiation in the absence of asexual develop-
ment using briA1 null mutants, which are blocked early in
this process (Clutterbuck, 1969; Timberlake and Clutter-
buck, 1994; Adams et al., 1998).

As with other brlA1 mutants, CTL12 formed high num-
bers of cleistothecia surrounded by hiille cells (Fig. 4E).
Although somewhat heterogeneous in size, mature
CTL12 cleistothecia were hard spherical dark-red
pigmented bodies, >100 um, that produced viable
ascospores. In sharp contrast, brlAT AnoxA mutants
(CTL16-CTL19) made virtually no hille cells, but were
able to form cleistothecia initials (Fig. 4F). Development
of these structures was blocked at different stages (see
Figs 4F, 6B and 7D), and only a few reached a maximum
diameter of =30 um. These larger cleistothecia initials
remained as soft tan/yellowish spheres that failed to grow
any further and did not produce ascospores. We conclude
that, in AnoxA mutants, the sexual cycle initiates and
proceeds to the point of cleistothecial initial/htille cell for-
mation, where further development is completely blocked.

A B
WT

0’ 10" 60" 6h 24h 48h 72h

0’ 60’ 6h 24h 48h 72h
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The noxA gene is induced during sexual development and
repressed by SakA

Having shown that noxA was essential for sexual devel-
opment in both wild-type and AsakA strains, we wanted
to know whether noxA was expressed during this process
and if SakA regulated its expression. For this purpose,
wild-type CLK43 and AsakA TOL1 strains were sampled
for Northern blot analysis along a time course, after sex-
ual development was induced. As shown in Fig. 5A, the
initially low noxA mRNA levels increased after induction
of sexual development, peaked at 48 h and decreased
sharply thereafter. Under these conditions, large num-
bers of hiille cells and cleistothecia primordia were being
formed by 48 h and continued to mature by 72 h; most
cleistothecia were fully developed after 96 h. To correlate
these morphological events with a molecular marker, we
monitored the expression of the cpeA gene in the same
samples, as the catalase-peroxidase encoded by cpeA
has been shown to be localized in hille cells during sex-
ual development (Scherer ef al., 2002). Indeed, highest
cpeA expression was observed at 48 h, along with noxA
(Fig. 5A). In contrast, in AsakA mutant TOL1, high levels
of noxA mRNA were detected even before sexual devel-
opment was induced, remaining high throughout the
entire process up to 72 h, and cpeA mRNA levels were
also detected up to 72 h. However, no cpeA expression
was detected at 0 h, suggesting that gene derepression
in AsakA mutants is not generalized (Fig. 5B). In sum-
mary, these results show that noxA mRNA levels
increase during sexual development, reaching their max-
imum at the time of hille cell/cleistothecia primordia for-
mation. They also suggest that noxA derepression in
AsakA mutants is related to premature and abundant
sexual development and that noxA expression is nor-

AsakA AsteA
0" 6h 10h 24h 48h 72h

AsakA

noxA =p

Tl
L1 B

cpeA =p

pefeee
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Fig. 5. Induction of noxA and cpeA genes during wild-type sexual development and noxA derepression in AsakA and AsakA AsteA mutants.
Strains CLK43 (A), TOL1 (B) and COS70 (C) were induced to undergo sexual development in confluent plates. At the indicated time points,
samples were collected to extract total RNA and used for Northern blot analysis using noxA- (A, B and C) and cpeA (A and B)-specific probes.

The lower panels show ribosomal RNA as loading controls.
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mally repressed by the SakA MAP kinase signalling
cascade.

noxA expression does not require transcription factors
SteA and StuA

Transcription factors SteA (Vallim et al., 2000) and StuA
(Clutterbuck, 1969; Dutton et al., 1997) are required for
hiille cell and cleistothecia development. To determine
whether noxA expression was dependent on these fac-
tors, AsteA and stuA1 null mutant strains were induced to
undergo sexual development and sampled for Northern
blot analysis. To analyse the role of SteA in noxA expres-
sion, we used the double mutant AsteA AsakA strain
COS70, as we found before that AsakA sexual develop-
ment was steA dependent (Kawasaki et al., 2002). As
shown in Fig. 5C, noxA was equally derepressed in AsteA
AsakA as well as in single AsakA mutants (Fig. 5B), dis-
carding the possibility that lack of cleistothecia in AsakA
AsteA mutants resulted from lack of noxA expression.
Likewise, noxA induction during sexual development was
not affected in stuA71 mutants (not shown), indicating that
SteA and StuA are involved in regulation of genes different
from noxA, also needed for sexual development.

NADPH oxidase NoxA is involved in the production of
ROS during sexual development

After showing that noxA encodes a NADPH oxidase
essential for sexual development and that its expression
is related to cleistothecia formation, we addressed
whether there was production of ROS during sexual devel-
opment and if such a process was dependent on NoxA.
To follow the different stages of sexual development more
easily, we used brlA1 null mutants CTL12 and CTL16 in
point-inoculated plates. Under these conditions, a devel-
opmental gradient is established from the centre to the
edge of the colony. Mycelial samples containing undiffer-

briAl

.......

brlAl AnoxA

entiated hyphae, hiille cells, cleistothecia primordia and
mature cleistothecia were examined for the ability to gen-
erate superoxide by reduction of nitroblue tetrazolium
(NBT), which precipitates as a blue/purple formazan upon
reduction. As shown in Fig. 6A, high levels of NBT-reduc-
ing activity were specifically detected in young primordia
and hdlle cells, within minutes of incubation with NBT.
NBT assays included exogenous NADPH, as this moder-
ately improved activity. Under the tested conditions, NBT-
reducing activity was inhibited by DPI, a substrate inhibitor
of NADPH oxidases and other flavin-containing enzymes,
and was virtually undetectable in non-differentiated
hyphae and mature cleistothecia/surrounding hulle cells
(not shown). These results show that hille cells and young
cleistothecia reduce NBT in a process stimulated by
NADPH and inhibited by DPI, indicating that they produce
superoxide in a flavoenzyme-dependent manner.

Next, we examined whether NBT-reducing activity
detected in sexual development-specific structures was
present in AnoxA mutant strain CTL16. As indicated
before, we found that, in contrast to strain TTL3 (Fig. 4B),
CTL16 (Fig. 4F) and other briA1 AnoxA strains showed an
almost complete lack of hiille cells but were able to form
cleistothecia primordia that showed a tan/yellowish pig-
mentation. Aside from such pigmentation, no NBT-reduc-
ing activity was detected in CTL16 primordia (Fig. 6B) or
in the few hille cells found in this strain (not shown). As
AnoxA strain TTL3 does form hlle cells, we used it to test
whether those cells contained NBT-reducing activity or
not. As shown in Fig. 6C, NBT-reducing activity in TTL3
hille cells was markedly decreased compared with noxA*
strain CTL12 (Fig. 6A). Taken together, these results indi-
cated that NoxA NADPH oxidase is the flavoenzyme
responsible for most of the superoxide produced during
sexual development in hulle cells and young primordia.

To investigate the production of ROS different from
superoxide, we used 2’,7-dichlorodihydrofluorescein
diacetate (H.DCFDA), a cell-permeable ROS indicator

AnoxA

Fig. 6. Hiille cells and cleistothecia initials produce superoxide in a NoxA-dependent fashion. Strains CTL12 (A), CTL16 (B) and TTL3 (C) were
induced to undergo sexual development in point-inoculated plates. Mycelial samples containing differentiated structures were incubated with
nitroblue tetrazolium (NBT) for 20 min and examined by light microscopy. Colourless NBT precipitates as a blue/purple formazan when reduced
by superoxide. Arrows indicate hille cells (A and C) and cleistothecium primordium (B). Scale bars = 10 pum.
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that is non-fluorescent until acetate groups are removed
(H-.DCF) by intracellular esterases and oxidation occurs
within the cell (DCF). Although H,DCF can be oxidized by
different ROS, it is mainly used to detect H,O,. Samples
from cultures induced to undergo sexual development
were incubated with H,DCFDA and examined by fluores-
cent microscopy. Figure 7A and B shows that DCF-
dependent green fluorescence was clearly detected in
young cleistothecia at different developmental stages. In
contrast, virtually no green fluorescent signal was found
in AnoxA samples containing cleistothecia primordia of
different sizes (Fig. 7C and D). As cleistothecia consist of
a network of sterile hyphae surrounding the ascogenous
tissue, it was important to determine whether or not DCF-
dependent fluorescence was present in both tissues. For
this purpose, mycelial samples from strains CTL12
(noxA*) and CTL16 (noxA™) were treated with H,DCFDA
and analysed by confocal microscopy. Indeed, single-
plane cross-sections of CTL12 young cleistothecia
showed that DCF-dependent fluorescence is localized to
the developing wall system or parenchymatous peridial
cells (Fig.7E and F). As before, no green fluorescent
signal was detected in samples from AnoxA strain CTL16
(not shown). We conclude that NoxA is a NADPH oxidase
involved in the production of superoxide, H,O, and possi-
bly other ROS in hiille cells and cleistothecia peridium.
These NoxA-dependent ROS are essential for cleistothe-
cia and ascospore development.

Discussion

The noxA gene encodes a member of a novel subfamily
of microbial NADPH oxidases

We have found that the NADPH oxidase encoded by the
A. nidulans noxA gene represents a new subfamily of Nox
enzymes, similar to human gp91phox or DdNox present
in protozoan D. discoideum and prevalent in filamentous
fungi. Nox phylogenetic analysis shows that these eukary-
otic enzymes, related to the ferric reductase family, have
evolved in seven major groups. A first clade includes ani-
mal Nox1, Nox2 and Nox3 with sizes from 563 to 690
amino acid residues. Three additional clades in animals
are formed by Nox4, Nox5 and Duox, the first belonging
to the small Nox (578 amino acids) and the last two to the
large Nox class (Nox5, 765-1147 amino acids; Duox,
1308-1551 amino acids). Fungal Nox, with sizes between
550 and 636 amino acids, form another clade. Although
closer to the gp91phox type, Nox from protozoan D. dis-
coideum do not group well with other Nox and seem to
define another group. Finally, plant Nox enzymes (Rboh)
with characteristic EF Ca® binding domains, and sizes
between 835 and 989 amino acid residues, form another
clade.
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The ubiquitous presence of one and, more often, two
noxA homologues in all filamentous fungi with available
genomic sequences suggests that, as we have shown
here, NADPH oxidase-generated ROS might play impor-
tant roles in fungal physiology and differentiation. In fact,
it has been found recently that a Nox enzyme might reg-
ulate ROS production by the plant pathogenic fungus
Claviceps purpurea during infection (P. Tudzynski, per-
sonal communication). A few fungal species such as S.
cerevisiae, S. pombe, C. albicans and C. neoformans do
not contain Nox homologues. While this work was in prep-
aration, Lalucque and Silar (2003) proposed that Nox
enzymes are directly linked to multicellularity. This could
imply that, like multicellularity in eukaryotes, Nox enzymes
have evolved several times during evolution. Our phyloge-
netic analysis does not seem to support such a possibility,
as all Nox proteins probably form a monophyletic group
independent of their origin: animal, plant, fungi or protist.
Thus, it seems more likely that the presence of nox genes
is a eukaryotic ancestral character that has been lost
during evolution in some cases. Kim et al. (2000) have
found evidence suggesting that ROS production in the red
tide unicellular organism Chattonella marina might be
mediated by a Nox enzyme. If confirmed genetically, these
results will provide additional support for the idea that the
presence of nox genes is a eukaryotic ancestral character
with an origin not related to multicellularity, and later on
recruited in multicellular organisms to regulate differenti-
ation processes.

In phagocytic cells, gp91phox activity depends on
gp91phox subunit p22phox and cytosolic regulatory com-
ponents Rac, p67phox, p47phox and p40phox. As Nox3,
Nox1 and Nox5 group together with gp91phox, it is likely
that they share the same subunit-architecture. In fact,
recent evidence supports this idea for Nox1 and possibly
other animal Nox (Geiszt et al., 2003). Protozoa, fungi and
plants contain several members of the Rac GTPase family
that could potentially regulate Nox activity. However,
plants (Sagi and Fluhr, 2001) and analysed fungal
genomes do not seem to contain p22phox p67phox,
p47phox or p40phox homologues, suggesting a different
regulation for plant and fungal Nox.

NoxA is required for cleistothecia and ascospore
development

Little is known about initiation of sexual development, but
the process is induced by oxygen limitation and might be
triggered by fatty acid-derived hormone-like factors
(Champe et al., 1994). Induction of laccase Il and the
formation of cleistothecial initials and hille cells are
among the earliest recognized events (Hermann et al.,
1983; Champe et al., 1994). More recently, it has been
shown that SteC MAPKK is required for cell fusion steps
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Fig. 7. Other NoxA-dependent ROS produced by young cleistothecia are localized in the external tissue. Strains CTL12 (A, B, E and F) and
CTL16 (C and D) were induced for cleistothecia formation as in Fig. 6. Mycelial samples containing differentiated structures were incubated with
2, 7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H,DCFDA) for 20 min and examined by fluorescence (A and C) or fluorescence confocal microscopy (E).

B and D. Merged images of fluorescence and Nomarski DIC fields.

E and F. A single plane cross-section of a cleistothecium observed with fluorescence and phase-contrast confocal microscopy,- respectively. Scale

bars in B and D = 65 pm.

(Wei et al., 2003). We have shown that NoxA is essential
for sexual development. In a brlA* genetic background,
AnoxA mutants develop hiille cells and almost no cleisto-
thecia primordia. In a brlA~ background, AnoxA mutants
develop cleistothecia primordia and virtually no hille cells.
Although we do not know the reason for this shift in hille
cells/primordia ratio, it is clear that AnoxA mutants can
initiate sexual development to the point of cleistothecia
initials (5-30 um in diameter) and that further develop-
ment is totally blocked.

The noxA gene is induced at the time at which cleisto-
thecia initials/hillle cells are developing, and its derepres-
sion in AsakA mutants is needed for premature, abundant
sexual development under appropriate conditions. How-
ever, noxA regulation is not affected in AsteA and stuA1
mutants, which do not form cleistothecia or hille cells.
This suggests that, in addition to transcriptional control,
other factors might be required to regulate proper NoxA
functional localization. Such types of controls have been
reported for the catA gene, which encodes a catalase
localized exclusively in sexual and asexual spores
(Navarro and Aguirre, 1998).

NoxA-generated ROS regulate sexual development

Our results show that NoxA generates superoxide in hille
cells and cleistothecia initials (Fig. 6) as well as H,O, and
possibly other ROS, mainly in peridial cells (Fig. 7A-F).
The lack of NoxA results in a block in cleistothecial devel-
opment at the 5-30 um diameter stage. Shon and Yoon
(2002) have reported that wild-type cleistothecia initials at
the 20 um diameter stage consist of an ascogenous core
system composed of a multinucleated single cell and a
three-layer wrapping sterile tissue or peridium. Further
development involves both differentiation of the core into
asci and ascospores and differentiation of the peridium
into several-celled layers, its regression and final death to
form the mature cleistothecial cell wall. NoxA-generated
ROS might be required to undergo all these developmen-
tal stages or only some of them. A proper localization and
temporal regulation of ROS production might be critical
for these processes, as the exogenous application of the
superoxide-generating compound paraquat or H;O; failed
to rescue cleistothecia formation in AnoxA mutants (not
shown).

We propose that NoxA is located in hille cells and outer
layers from cleistothecia initials where it generates super-

© 2003 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Microbiology, 50, 1241-1255

oxide, which in turn will be dismutated to H,0,, perhaps
by a peridial superoxide dismutase. H,O, would then reg-
ulate diverse activities necessary for differentiation of both
the ascogenous and the peridial tissues. Proving this
model and determining the exact roles for ROS in this
process requires further research. However, notable
examples of how Nox-generated ROS regulate growth
and development have been reported very recently. In A.
thaliana, Nox enzymes showing cell type-specific localiza-
tion regulate root growth (Foreman et al., 2003) and absci-
sic acid signalling (Kwak etal, 2003) through ROS-
mediated regulation of Ca®* mobilization. In A. nidulans,
Ca® mobilization has been reported in response to H,0,
(Greene et al, 2002). In Caenorhabditis elegans, Nox-
generated ROS are required for tyrosine cross-linking
of the extracellular matrix (Edens et al., 2001). It is con-
ceivable that, in peridial tissue, NoxA-generated ROS
participate in oxidative reactions leading to initial cell pro-
liferation, late cell death, perhaps through apoptosis, as
well as cleistothecial cell wall cross-linking. The red pig-
ment in mature cleistothecia cell walls has been identified
as polyhydroxyanthroquinone, the polymerization of which
might involve ROS. Here, it is interesting to note that other
enzymes involved in ROS metabolism have been associ-
ated with specific sexual structures. Phenol oxidase lac-
case Il activity is localized in hiille cells and peridium
(Hermann et al., 1983), catalase peroxidase CpeA in hille
cells (Scherer etal., 2002) and catalase CatA in
ascospores (Navarro and Aguirre, 1998).

It has been proposed that ROS trigger microbial cell
differentiation (Hansberg and Aguirre, 1990) and that
ROS detected during N. crassa asexual development
(Hansberg et al., 1993) are generated by a hyperoxidant
state derived from metabolic imbalance. Our work on
NoxA points to new sources of ROS and indicates that
enzymes such as NADPH oxidases can regulate microbial
differentiation through a regulated, self-inflicted oxidative
stress.

Experimental procedures
noxA genomic/cDNA cloning and plasmid construction

The A. thaliana NADPH oxidase RbohAp10 (Keller et al.,
1998) was used to search the A. nidulans genomic database
from Cereon Genomics LLC (Cambridge, MA, USA), and the
retrieved partial DNA sequence was used to design primers
nox1 (TCAGCATGCACCAAGCGAAGAGCGAGCC) and
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nox2 (ATTCTAGACCACCTTCACAATCTCCG). Using A. nid-
ulans genomic DNA as template and nox1/nox2 primers, a
716 bp PCR product was amplified, cloned into pCRII (Invit-
rogen) and used to probe a genomic library (Brody et al.,
1991). Of several cosmids assigned to chromosome V, only
cosmid L23F12 contained a full-length gene and was used
to generate entire noxA sequence. A noxA replacement vec-
tor was constructed as follows. First, a 1884 bp noxA PCR
fragment generated using primers nox8 (GGGGCCC
GATCGGCTTCTAGCGTGC), nox9 (TGCGGCCGCGGACG
CAGAGGAAGCCGC) and cosmid L23F12 as template was
cloned into pCRII (pTLO4) and subcloned into Bluescript as
an Apal-Not fragment to generate pTLOS5. Secondly, the A.
nidulans argB gene was inserted into pTLOS5 as a Xhol-Pstl
fragment to generate pTLO7. This removes 285 bp from the
noxA coding region, which results in deletion of amino acids
255 (D) to 342 (Q), involved in FAD binding (Fig. 1), leaving
1018 and 578 bp at the 5" and 3’ ends, respectively, for
homologous recombination. Two noxA cDNA clones obtained
using 3’ RACE (Life Technologies) and nox8/nox12 (TGGGG
TAGAATACAGAGG) primers, according to the manufacturer's
protocol, were sequenced to determine noxA intron positions.

Strains, transformation and growth conditions

Strains used in this work are shown in Table 1. All strains
were grown at 37°C in glucose minimal nitrate medium (Hill
and Kéfer, 2001). To disrupt noxA, strain RMS011 was trans-
formed using standard procedures (Yelton et al., 1984), and
1-2 ug of pTLO7 linearized with Notl. To induce sexual devel-
opment in confluent plates, conidia were plated in top agar
at 1 x 10° conidia per plate and incubated at 37°C for 24 h
(O h time point) and then sealed with Parafilm. To induce
sexual development in point-inoculated plates, these were
grown at 37°C for 48 h and then sealed with Parafilm.

Phylogenetic analysis

The DNA sequence obtained for noxA has been deposited
in GenBank under accession number AY174088. Extensive
database searches for NADPH oxidases were performed.
Protein sequence data were obtained from SWISSPROT and
GenBank non-redundant protein sequence database at the
National Center for Biotechnology Information (NCBI). The
gapped BLASTP program (Altschul et al., 1997), with default
gap penalties and BLOSUMG62 substitution matrix, was used
to search homologous A. nidulans NoxA sequence. Progres-
sive multiple protein sequence alignment was calculated with
the CLUSTAL_X package (Thompson et al., 1997) corrected
according to the results of gapped BLASTP (Altschul et al.,
1997). Phylogenetic analyses were performed with software
MEGA2 (Kumar et al., 2001), using both maximum parsimony
(MP) and distance-based methods UPGMA, neighbour joining
(NJ) and minimum evolution (ME), with the Poisson correction
distance method, and gaps were treated by pairwise deletion.
Confidence limits of branch points were estimated by 1000
bootstrap replications. The complete names of the organisms
included in the phylogenetic analysis are: ANOGA, Anophe-
les gambiae (Eukaryota: Metazoa, Arthropoda); ARATH, Ara-
bidopsis thaliana (Eukaryota: Viridiplantae, Eudicotyledons);

ASPNI, Aspergillus nidulans (Eukaryota: Fungi, Ascomy-
cota); ASPFU, Aspergillus fumigatus (Eukaryota: Fungi,
Ascomycota); BISBI, Bison bison (Eukaryota: Metazoa, chor-
data); BOVIN, Bos taurus (Eukaryota: Metazoa, chordata);
BRARE, Brachydanio rerio (zebrafish) (Eukaryota: Metazoa,
chordata); CAEEL, Caenorhabditis elegans (Eukaryota:
Metazoa, Nematoda); CANFA, Canis familiaris (Eukaryota:
Metazoa, chordata); CIOIN, Ciona intestinalis (Eukaryota:
Metazoa, chordate, Urochordata); CLOAC, Clostridium ace-
tobutylicum (Bacteria: Gram-positive); DICDI, Dictyostelium
discoideum (slime mould) (Eukaryota: Mycetozoa, Dictyos-
teliida); DROME, Drosophila melanogaster (Eukaryota:
Metazoa, Arthropoda); FUSGR, Fusarium graminearum
(Eukaryota: Fungi, Ascomycota); HUMAN, Homo sapiens
(Eukaryota: Metazoa, chordata); LYCES, Lycopersicon escu-
lentum (tomato) (Eukaryota: Viridiplantae, Eudicotyledons);
MAGGR, Magnaporthe grisea (Eukaryota: Fungi, Ascomy-
cota); MOUSE, Mus musculus (Eukaryota: Metazoa, chor-
data); NEUCR, Neurospora crassa (Eukaryota: Fungi,
Ascomycota); NICBE, Nicotiana benthamiana (Eukaryota:
Viridiplantae, Eudicotyledons); NICTA, Nicotiana tabacum
(Eukaryota: Viridiplantae, Eudicotyledons); ORYSA, Oryza
sativa (rice) (Eukaryota: Viridiplantae, Liliopsida); PHACR,
Phanerochaete chrysosporium (Eukaryota: Fungi, Basidio-
mycota); PIG, Sus scrofa (Eukaryota: Metazoa, chordata);
PODAN, Podospora anserina (Eukaryota: Fungi, Ascomy-
cota); PSEAE, Pseudomonas aeruginosa (Bacteria: Proteo-
bacteria 7); RABIT, Oryctolagus cuniculus (Eukaryota:
Metazoa, chordata); RAT, Rattus norvegicus (Eukaryota:
Metazoa, chordata); SOLTU, Solanum tuberosum (potato)
(Eukaryota: Viridiplantae, Eudicotyledons); TUTTR, Tursiops
truncatus (Atlantic bottle-nosed dolphin) (Eukaryota: Meta-
zoa, chordata); YEAST, Saccharomyces cerevisiae (Eukary-
ota: Fungi, Ascomycota).

ROS detection assays

For superoxide detection, small mycelial sections from strains
CTL12 and CTL16 were point inoculated in plates and grown
at 37°C. After 48 h, plates were sealed with Parafilm, and
incubation was continued for another 48-72 h. Mycelial sam-
ples containing undifferentiated hyphae, hiille cells, cleistoth-
ecia primordia and/or mature cleistothecia were scraped from
the edge of the colony and incubated immediately in a
0.3 mM nitroblue tetrazolium chloride (NBT; Sigma), 0.3 mM
NADPH aqueous solution. Upon reduction, water-soluble,
colourless NBT formed a coloured formazan precipitate
within minutes of incubation. After 20 min with NBT, samples
were photographed under the microscope. Essentially the
same procedure was followed for incubation in the presence
of 2.5 ug ml™' 5-(and-6)-carboxy-2’,7'-dichlorodihydrofluores-
cein diacetate (carboxy-H,DCFDA; Molecular Probes),
except that NADPH was not included. Non-specific NBT and
DCF staining was observed only after prolonged incubation
with NBT or H,DCFDA. H;DCFDA samples were observed
using a Nikon E600 fluorescence microscope using 495 nm
excitation and 500-550 nm emission ‘'wavelengths. Confocal
images were obtained with an MCR 1024 Bio-Rad laser
scanning system equipped with an Ar Kr/Ar air-cooled laser
attached to an inverted Nikon TMD 300 microscope with a
Nikon 20x objective. Samples were excited with a 488 nm
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laser line at a low power setting (97-99% attenuation), and
emitted light was bandpassed with a 522-532 nm filter. Con-
focal images were obtained concurrently by separate photo-
multiplier channels and red fluorescence subtraction to
remove intrinsic red florescence detected in mature cleisto-
thecia and initials. Images were viewed and processed with
Todd Clark’s program CONFOCAL ASSISTANT 4.2. In some
cases, mycelial samples were preincubated for 20 min with
NADPH oxidase inhibitor diphenylene iodinium (DPI; Sigma)
at 50 uM before incubation with NBT or H,DCFDA.
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Parte Il

A) Una mutante que carece de la actividad de las catalasas A, B y C (AcatA/B/C)
produce mas cleistotecios que una cepa silvestre durante el desarrollo sexual.

Dado que las especies de oxigeno reactivas producidas por NoxA son
indispensables para el desarrollo del ciclo sexual (Lara-Ortiz et al., 2003), decidimos
examinar el desarrollo sexual en una cepa que carece de las tres catalasas
principales en A. nidulans (Kawasaki y Aguirre, 2001), pensando que en esta cepa
podria verse incrementado el peroxido de hidrégeno endogeno durante el ciclo
sexual. La cepa silvestre (CLK43) y la triple mutante AcatA/B/C (CLK35) se
incubaron en condiciones de desarrollo sexual y después de cuatro dias de haber
sellado las cajas de Petri con parafilm, se tomaron muestras cada 24 h para
cuantificar los cleistotecios formados por cm® Como se puede observar en la figura
1, los cleistotecios aparecen al mismo tiempo tanto en la cepa silvestre como en la
triple mutante. Sin embargo, conforme avanza el tiempo la triple mutante AcatA/B/C
produce mas cleistotecios que la cepa silvestre. Aunque la mayoria de estos
cleistotecios resultaron mas pequenos que los de la cepa silvestre (Fig. 2), fueron
capaces de formar ascosporas con morfologia normal (no se muestra). Estos datos
sugieren que la carencia de las tres catalasas principales trae como consecuencia
una mayor acumulacion de H,O, (y posiblemente otras EOR), lo cual favorece la
formacién de un mayor numero de cleistotecios. Ademas, dichos cleistotecios
parecen alcanzar la madurez prematuramente. Estos datos son consistentes con la
idea de que los niveles de EOR regulan la diferenciacion de los cuerpos fructiferos

sexuales en A. nidulans.
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Figura 1. La mutante AcatA/B/C (CLK35) produce mas cleistotecios que una cepa
silvestre (CLK43). Ambas cepas se inocularon a una densidad de 1 x 10° esp/ml en medio
solido y se incubaron a 37°C. Después de 24 h de crecimiento se sellaron las placas con
parafilm para inducir el desarrollo sexual. Las muestras se tomaron en los tiempos
indicados. Se cont6 el niimero total de cleistotecios por una 4rea fija bajo el microscopio
de diseccion y se calculé el nimero de cleistotecios/cm?®. El experimento se realizé por
duplicado y los datos muestran el promedio de los valores obtenidos. La desviacién
estandar se muestra encada barra.
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Figura 2. Los cleistotecios de la triple mutante AcatA/B/C son mas
pequeiios con respecto a los de la cepa silvestre. Las cepas fueron
crecidas en cultivos a confluencia e inducidas al desarrollo sexual. Al
sexto dia se tomaron las fotografias en el microscopio de barrido.



B) La expresion del gen noxA durante el desarrollo sexual no requiere de los
factores transcripcionales StuA y NsdD.

Los factores de transcripcion StuA (Clutterbuck, 1969), (Dutton et al.,, 1997) y
NsdD (Han et al., 2001) se requieren para el desarrollo de células Hulle y de
cleistotecios. Para determinar si la expresion de noxA depende de estos factores, se
analiz6 la expresion de noxA mediante una réplica tipo Northern utilizando RNA de
las mutantes nulas stuA1y AnsdD incubadas en condiciones de desarrollo sexual.
En la figura 3 se muestra la expresion del mensajero de noxA en la cepa mutante
AstuA. El mensajero de noxA se detecta desde las 0 h, aumenta su induccion casi al
doble a las 48 h y a las 72 h baja su expresion al igual que en una cepa silvestre
(Lara-Ortiz et al., 2003), lo que sugiere que el factor de transcripcion StuA no se
requieren para la acumulacion del mensajero noxA durante el desarrollo sexual. En
la cepa mutante AnsdD, el mensajero de noxA también se detecta entre las 0 y las
48 h, sin embargo, en este caso la acumulacion del mensajero se observa desde las
0 hy es mayor a las 24 h, disminuyendo paulatinamente a las 48 y 72 h. Estos datos
sugieren que el factor de transcripcion NsdD podria regular negativamente la
expresion de noxA. No obstante, estos resultados muestran que la incapacidad de
las mutantes stuA1y AnsdD para formar cleistotecios no se debe a la falta de
expresion del gen noxA, sugiriendo que estos factores de transcripcion y NoxA

regulan aspectos distintos del desarrollo sexual en este hongo.
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Figura 3. Expresion del mensajero de noxA durante el ciclo sexual en la
mutante AstuA. La cepa CTL15 (AstuA) se crecié por 24 h en medio sélido y
después se sellaron las cajas con parafilm para inducir el desarrollo sexual. Las
muestras se colectaron a los tiempos indicados y se extrajo RNA total, el cual se
analiz6 por hibridacién tipo Northern, utilizando el fragmento Apal de noxA como
sonda. La parte superior muestra los resultados del andlisis de densitometria con el
programa Laser Pix version 4.0.0.13, utilizando las figuras de los paneles inferiores.
El panel inferior muestra los RNA ribosomales para indicar la cantidad de RNA
cargado en cada carril.
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Figura 4. Expresion del mensajero de noxA durante el ciclo sexual en la
mutante Ansd. La cepa KHH52 (Ansd) se crecié por 24 h en medio sélido y
después se sellaron las cajas con parafilm para inducir el desarrollo sexual. Las
muestras se colectaron a los tiempos indicados y se extrajo RNA total, el cual se
analiz6 por hibridacion tipo Northern utilizando el fragmento Apal de noxA como
sonda. La parte superior muestra los resultados del andlisis de densitometria con el
programa Laser Pix version 4.0.0.13, utilizando las figuras de los paneles inferiores.
El panel inferior muestra los RNA ribosomales para indicar la cantidad de RNA
cargado en cada carril.
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C) La modificacion de la catalasa B inducida por la sobre-expresion de Ras es
independiente de la actividad de NoxA

Datos de nuestro laboratorio mostraron que la sobre-expresion de una
proteina Ras mutante activa dominante (alcA(p)::Aras®'”V) causa un cambio en la
movilidad electroforética de la catalasa B. Basados en el trabajo de Lledias et al.,
(2000), el cual demostré que las catalasas de diversas fuentes se oxidan por
oxigeno en singulete aumentando su movilidad electroforética, hemos interpretado
este cambio como una modificacion de CatB por EOR. El efecto de Ras sobre CatB
se inhibié por el DPI, sugiriendo que una NADPH oxidasa podria estar involucrada
en la posible produccion de EOR y en la modificacion de CatB (Navarro, R. y
Aguirre, J., sin publicar).
Para determinar el papel de NoxA en este proceso, se interrumpio el gen noxA
reemplazando la region codificadora de noxA por el marcador selectivo argB (Lara-
Ortiz et al., 2003) y se generaron, por medio de cruzas sexuales, las dobles
mutantes AnoxA alcA(p)::Aras’?" (Ras-GDP) y AnoxA alcA(p)::Aras®’" (Ras-GTP).
El promotor del gen alcA [alcA(p)] se reprime por glucosa a través del producto del
gen creAy se induce por etanol o treonina, a través del producto del gen alcR. Por lo
tanto, para inducir la expresion de Ras se crecieron las cepas 18 h en medio minimo
con glucosa y después se transfirieron a medio minimo con treonina por 3 h. En el
caso de la cepa silvestre, los resultados en la figura 5A muestran la actividad de la
catalasa B como una banda bien definida, un poco mas intensa en la condicion con
treonina (Thr). En cambio, las dobles mutantes AnoxA alcA(p)::Aras’?" y AnoxA
alcA(p)::Aras®"”", muestran un claro barrido de la actividad de CatB en condiciones
de induccién con treonina. En la figura 5B se puede observar que este barrido de
CatB se inhibe en presencia de DPI, un inhibidor de flavoproteinas. Estos resultados
demuestran que la modificacion de la catalasa B inducida por la sobre-expresion de
Ras es independiente de la actividad de NoxA y se inhibe por DPI, lo cual confirma
resultados anteriores (Navarro, R. y Aguirre, J., sin publicar) y sugiere que otras

flavoproteinas son capaces de generar EOR de manera dependiente de Ras.
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Figura 5. La sobre-expresion de Ras altera la migracion de la catalasa B
en un fondo genético AnoxA. Las cepas silvestre FGSC26; CTL298 (AnoxA
alcA(p)::ArasS?2N) y CTL273 (AnoxA alcA(p)::Aras®!7V) se crecieron 18 h en
medio minimo con glucosa y después se transferieron a medio con treonina 50
mM por 3 h. A partir del micelio de estas cepas se obtuvieron extractos totales
de proteinas, los cuales se corrieron en un gel nativo tefiido para actividad de
catalasa en ausencia (A) o presencia de DPI 20 uM (B).



D) Ensayo en gel de la actividad de la NADPH oxidasa

Para determinar si NoxA genera EOR montamos un método reportado en
plantas (Sagi y Fluhr, 2001), que consiste en detectar la produccion de superéxido

en geles de poliacrilamida. Este método se basa en la reduccion del compuesto p-
nitro azul de tetrazolio (NBT), el cual al reaccionar con el O, *+ cambia de color y se

precipita formando un compuesto azul obscuro llamado formazan. En estudios
previos sobre la regulacion de noxA, encontramos que en condiciones de privacion
de nitrégeno se acumula el mensajero noxA. Por esta razon, para realizar el ensayo
de actividad de la NADPH oxidasa, decidimos aislar membranas de una cepa
silvestre (CLK43) y una cepa mutante AnoxA (TTL3) crecidas en cultivos liquidos
sumergidos en condiciones de privacion de nitrégeno. Una vez obtenida la fraccion
membranal, las proteinas de membrana se solubilizaron con el detergente CHAPS y
se fraccionaron en un gel SDS-PAGE. Después el gel se incubd en una solucion
amortiguadora con FAD para regenerar la actividad de la NADPH oxidasa y
posteriormente se cambié a una solucion que contenia NBT y NADPH.

En la figura 6 se puede observar que en la cepa silvestre se detectaron cinco bandas
de formazan, mientras que en la cepa AnoxA sblo se detectaron tres de ellas. Sin
embargo estas bandas son de bajo peso molecular y no corresponden al peso
esperado para NoxA que es de ~64 kDa, por lo que se requiere de evidencia

adicional para concluir que estas bandas de actividad estan relacionadas con NoxA.
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Figura 6. Los extractos membranales de la mutante AnoxA no producen dos
bandas de formazan presentes en la cepa silvestre. Se purificaron extractos de
membranas de las cepas silvestre (CLK43) y AnoxA (CTL3), las cuales se crecieron
18 h en MM con glucosa y después se transferieron a un medio sin nitrégeno por 3 h.
Las proteinas de membrana (100 pg/carril) se solubilizaron con 0.5% de CHAPS y
después se cargaron en el gel. En la figura se muestra un gel de SDS tefiido para
detectar la actividad de reduccion del NBT.

Para saber si las bandas de formazan observadas en la Fig. 6 provienen de la
actividad de una NADPH oxidasa, examinamos un gel similar con el anticuerpo
policlonal gp91-phox (C-15) que reconoce el extremo carboxilo terminal de gp91phox
de humano (San Cruz Biotechnology, Inc). En la inmunoréplica se reconocen tres
bandas principales con pesos aproximados de 200, 60 y 25 kDa (Fig. 7). Sin
embargo, estas bandas se presentan tanto en la cepa silvestre como en la mutante
AnoxA. En general, en ensayos tipo western para detectar homélogos de gp91phox
de diferentes especies, se obtienen bandas entre 70 y 100 kDa, debido al distinto
grado de glicosilacion que presentan dichas proteinas. Sin embargo, NoxA no tiene
los tres sitios de glicosilacion (N132, N149 y N240) conservados en gp91phox, por lo
que esperabamos sé6lo una banda de ~64 kDa. El hecho de que las bandas
obtenidas por inmunoréplica no coinciden con las bandas generadas por actividad y

ademas se encuentren tanto en la cepa silvestre como en la mutante, sugeria que
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este tipo de anticuerpo no estaba reconociendo a NoxA. Sin embargo, por un lado
no contamos con los extractos celulares adecuados que sirvan como control positivo
y por otro, no podemos descartar la posibilidad de que en este conjunto de bandas
se encuentre enmascarada NoxA. Por ejemplo, en la figura 7 la banda de ~60 kDa
se aprecia mas tenue en la mutante que en la silvestre, aunque se cargo la misma

cantidad de proteina total para ambas cepas.
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Figura 7. El anticuerpo gp91-phox de humano reconoce proteinas presentes
tanto en la cepa silvestre como en una mutante AnoxA. En la figura se muestra
una inmunoréplica tipo western de proteinas de membranas aisladas de las cepas
silvestre (CLK43) y AnoxA (TTL3) crecidas como se indica en la figura 6. En
cada carril se cargaron 150 pg de proteina.
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DISCUSION GENERAL

El gen noxA de A. nidulans codifica para una NADPH oxidasa microbiana
homadloga a gp91phox

En este trabajo identificamos y caracterizamos el gen noxA y mostramos que
codifica para una NADPH oxidasa microbiana. El gen noxA, primero de su clase
caracterizado en microorganismos eucariotos, definié dos nuevas subfamilias de
NADPH oxidasas (NoxA y NoxB) y recientemente se ha detectado una tercera
familia Nox (NoxC), por ahora presente solamente en los hongos Magnaporthe
grisea 'y Fusarium graminearum (Aguirre et al., sin publicar). De esta manera, el
numero de genes nox en los hongos varia entre cero en las levaduras (e.g. S.
cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe), los hongos dimorficos Ustilago maydis 'y
Cryptococcus neoformans, uno en A. nidulansy A. fumigatus, dos en Podospora
anserina, N. crassa, Coprinus cinereus, y Phanerochaete chrysosporiumy tres en M.
griseay F. graminearum. '

La presencia de dos 6 mas genes nox también parece ser comun en otros
eucariotos. Por ejemplo, el nematodo C. elegans presenta dos genes para enzimas
tipo Duox (Edens et al., 2001), D. discoideum contiene tres genes nox (Bloomfield y
Pears, 2003), mientras que A. thaliana posee seis (Foreman et al., 2003). Las
distintas enzimas Nox presentes en animales se expresan en diversos tejidos,
presentan diferencias estructurales y se regulan de manera diferente, lo cual sugiere
que estas oxidasas cumplen distintas funciones. Por ejemplo, Nox5 y gp91phox
generan grandes cantidades de superoxido por periodos de tiempo cortos y se
encuentran reguladas, mientras que Nox1 y Nox4 parecen estar activas
constitutivamente y generar niveles bajos de superoxido. Ademas, al parecer solo
gp91phox (Nox2) y Nox1 necesitan ensamblar varias subunidades para su
activacion, mientras que Nox4 parece no requerir subunidades adicionales para su
activacion (Ago et al., 2004). Por su parte, Nox5 (Banfi et al., 2001) vy

presumiblemente las Duox (Dupuy et al., 1999) se regulan por calcio.
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La ubicuidad y notable diversificacion de las enzimas Nox entre los eucariotos
sugiere que la habilidad para utilizar a las EOR como moléculas de sefalizacion

celular aparecio tempranamente en la evolucion de este grupo de organismos.

NoxA es esencial en la diferenciacion sexual de A. nidulans.

Recientemente otras proteinas de la familia Nox se han implicado en
procesos de diferenciacion celular. Por ejemplo, en A. thaliana la NADPH oxidasa
AtrbohC produce EOR que regulan el desarrollo de las raices (Foreman et al., 2003).
En ratones, Nox3 juega un papel importante en la formacion de los otolitos en el
sistema vestibular del oido interno (Paffenholz et al., 2004). En D. discoideum, |a
produccion de superéxido, probablemente generado por una NADPH oxidasa, es
necesaria para la transicion de la fase unicelular a la fase multicelular del organismo
(Bloomfield y Pears, 2003). '

Nuestro trabajo ha mostrado que NoxA es esencial para el desarrollo sexual
en A. nidulans. En efecto, la ablacion del gen noxA bloquea el desarrollo de los
cuerpos fructiferos o cleistotecios, en una fase muy temprana del desarrollo
(promordio) (Fig. 10), no afectando el crecimiento o la diferenciacion asexual de este
hongo. Por otra parte, la desrepresién del gen noxA observada en mutantes AsakA
correlaciona con una formacion prematura y abundante de cleistotecios. En
concordancia con estos resultados, una mutante carente de las tres catalasas
principales en A. nidulans también desarrolla un mayor nimero de cleistotecios que
siendo mas pequenos, perecen alcanzar la madurez prematuramente.

Resulta interesante que el gen sakA, el cual codifica para una cinasa MAP
que se activa por estrés osmotico y oxidativo (Kawasaki et al., 2002), regule
negativamente la expresion del gen noxA, al mismo tiempo que regula positivamente
la expresion del gen de la catalasa B (Kawasaki y Aguirre., sin publicar). Parece
congruente el regular de manera antagénica la expresion de una enzima que
produce EOR (NoxA) y una que descompone EOR (CatB), en condiciones en que

los niveles de EOR deberian incrementarse. Con base en estos datos, proponemos
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el esquema de regulacion para la diferenciacion de los cleistotecios en A. nidulans

que se muestra en la Figura 9.

EOR

sakA

catB

EOR

Diferenciacion de
Cleistotecios

Figura 9. Posible papel de SakA y NoxA en la regulacion de la
diferenciacion sexual. La cinasa SakA reprime el desarrollo sexual a
través de la regulacion inversa de la expresion de noxA y catB.
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NoxA produce especies de oxigeno reactivas.

Mediante un ensayo de reduccion de sales de tetrazolio (NBT) para detectar
superoxido, encontramos evidencia que sugiere que las células hille y los primordios
producen O, en un proceso que se inhibe por DPI, un inhibidor de NADPH
oxidasas, y se reduce marcadamente en mutantes AnoxA. Ademas, utilizando
H,DCFDA pudimos detectar que NoxA participa en la generacion de H,0O, y
posiblemente otras EOR en las paredes externas de los primordios. Con base en
estos resultados proponemos que la enzima NoxA se localiza en las células hille y
en las capas externas de los primordios en donde produce O,", el cual generaria
H,O, por dismutacion espontanea o a través de una enzima superoxido dismutasa
(Fig. 10). EI H,O, al difundir entre el tejido peridial y ascogeno podria actuar como
una sefnal reguladora capaz de modular la fosforilacion de proteinas y/o la expresion
genética. Diversos estudios sugieren que las EOR producidas por NADPH oxidasas
funcionan como segundos mensajeros en distintos procesos fisiologicos,
probablemente requiriendo que el O,  que producen dismute a H,0O,, el cual tiene
mayor capacidad de difusion en los tejidos. El O, puede dismutar espontaneamente
a H,O, a una tasa constante de 5 x 10° M'/s™ ¢ a través de la superéxfdo dismutasa
(SOD) a una tasa de 1.6 x 10° M'/s" (Thannickal y Fanburg, 2000). Existe evidencia
indirecta de que en A. fumigatus y en otros hongos algunas SOD podrian estar
localizadas en la pared celular e incluso secretarse al medio extracelular. Estudios
en suero de pacientes con aspergilosis muestran un alto titulo de anticuerpos contra
la SOD Cu,Zn (Hamilton et al., 1995); (Holdom et al., 2000). Ademas, Ié actividad de
SOD Cu,Zn de A. flavus, A. niger, A. nidulans 'y A. fumigatus se ha detectado en
filtrados de cultivos (Holdom et al., 1996). Por lo tanto, existe la posibilidad de que

una SOD extracelular utilice como substrato el superéxido generado por NoxA.
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Posibles mecanismos de accion de las EOR producidas por NoxA

En este momento no conocemos los blancos de las EOR generadas por
NoxA. Sin embargo, en otros sistemas se conocen varios blancos y posibles
mecanismos de accion de las EOR (Fig. 6 de la introduccion). Por ejemplo, en A.
thaliana las EOR son esenciales para regular la expansion celular a travées de la
activacion de canales de calcio (Demidchik et al., 2002). En A. nidulans también se
ha reportado que el H,0, induce la movilizacién de calcio intracelular (Greene et al.,
2002), por lo tanto, esta podria ser una via de senalizacion para la diferenciacion del
primordio a cleistotecio (Fig. 10).

Las EOR participan en la regulacion de la transcripcion del DNA, modulando
la actividad de algunos factores de transcripcion como OxyR y SoxR en E. coli
(Hidalgo et al., 1997) (Zheng et al., 1998) y Yap-1 en S. cerevisiae (Delaunay et al.,
2000). La oxidacién de residuos de cisteinas en algunos casos activan y en otros
inactivan al factor de transcripcion, generalmente alterando la capacidad de union de
estas proteinas al DNA. NoxA podria actuar regulando la actividad de algun factor de
transcripcion sensible a la oxidacion, afectando asi la expresion de genes
importantes para el desarrollo del cleistotecio (Fig. 10).

Otra posibilidad es que las EOR sean responsables de la oxidacion directa o
indirecta de proteinas reguladoras como las cinasas MAP o las fosfatasas. Por
ejemplo, en S. pombe la peroxiredoxina Tpx1 regula la activacién de la cinasa Spct
a través de la formacion de un puente disulfuro entre Tpx1 y Spc1 (Vea] et al., 2004).
Es probable que un mecanismo similar, capaz de percibir el H,0,, también este

conservado en los hongos filamentosos.

Nuestro trabajo y el de otros autores apoya la idea de que las EOR tienen una
funcion reguladora esencial durante el desarrollo sexual en los microorganismos
eucariotos. En A. nidulans no podemos descartar la posibilidad de que las EOR
puedan regular el desarrollo de los cuerpos fructiferos a través de la oxidacion de

aminoéacidos presentes en proteinas estructurales, por ejemplo, mediante la
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formacion de enlaces di-tirosina en la pared del cleistotecio (Fig. 10). En C. elegans
se ha reportado que las enzimas Duox estan implicadas en el entrecruzamiento de
residuos de tirosina de proteinas de la cuticula (Edens et al., 2001), mientras que
durante la fertilizacion de los ovocitos de erizo de mar se ha reportado el
entrecruzamiento de residuos de tirosina de las proteinas de la capa externa del
ovocito, en una reaccion catalizada por una ovoperoxidasa y una NADPH oxidasa
desconocida (Deits et al., 1984).
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Figura 10. El posible papel de NoxA en la diferenciacién sexual de A. nidulans.

Proponemos que NoxA se localiza en la membrana celular de las células hiille (HC) y del peridio.
NoxA produce O,” en el espacio intercelular, el cual produce H,0, por dismutacién espontanea o
mediante la actividad de una SOD hipotética. Al difundir entre el tejido peridial y ascégeno, el
H,0, funciona como una senal reguladora que permite la expresién de los productos necesarios
para la diferenciacion del cleistotecio. El H,O, también podria participar en el entrecruzamiento
de proteinas de la pared del cleistotecio, mediante la formacién de enlaces di-tirosina (Tyr-Tyr).
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NOX, EOR y diferenciacion sexual.

Existe la posibilidad de que las Nox esten relacionadas con el desarrollo
sexual en los hongos. Las levaduras carecen de genes nox y no forman cuerpos
fructiferos; lo mismo sucede con U. maydisy C. neoformans. En cambio, los hongos
que contienen genes nox desarrollan cuerpos fructiferos, con excepcion de A.
fumigatus, en el cual no se ha descrito diferenciacion sexual, pero posee un gen
noxA (Liu y Hall, 2004). Sin embargo, el hecho de que este hongo contenga todos
los genes requeridos para la reproduccién sexual sugiere que este ascomiceto

podria llevar a cabo la diferenciacion sexual en condiciones no reportadas aun.

Nuestro trabajo apoya la idea de que en general, las EOR podrian jugar un
papel fundamental en el desarrollo sexual. Como hemos visto, en A. nidulans la
inactivacion de NoxA reduce marcadamente la producciéon de EOR y bloquea el
desarrollo de los cuerpos fructiferos en un estado temprano. En N. crassa, se
encontré recientemente que las mutantes Arox-1 también son ihcapaces de
desarrollar cuerpos fructiferos sexuales mientras que esporas sexuales de cruzas
homacigas Anox-2 son incapaces de germinar (Alvarez, Cano, Hansberg y Aguirre,
sin publicar). En S. cerevisiae |la adicion del factor de apareamiento alfa a las células
tipo a causa la produccion de EOR (Severin y Hyman, 2002). En el alga verde
Volvox carteri la diferenciacion sexual inducida por choque de calor, incrementa la
producciéon de EOR en la células somaticas, mientras que la presencia de catalasa o
quelantes de Fe* inhiben dicha diferenciacion, asi como la expresion del gen que

codifica para el inductor sexual (I1S) (Nedelcu et al., 2004).
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CONCLUSIONES

El gen noxA de Aspergillus nidulans codifica para una NADPH oxidasa
homéloga a gp91phox, y define nuevas subfamilias de NADPH oxidasas en
microorganismos eucariotos.

NoxA esta involucrada en la produccién de EOR durante el desarrollo sexual y
es esencial para el desarrollo de los cuerpos fructiferos.

La expresion de noxA durante el desarrollo sexual no requiere de los factores
de transcripcion SteA, StuA y NsdD, los cuales también se requieren para la
formacion de los cuerpos fructiferos.

La cinasa MAPK SakA regula el desarrollo sexual a traves de la regulacion
negativa del gen noxA.

La sobre-expresion de Ras parece inducir la produccién de EOR de manera
independiente de NoxA.

PERSPECTIVAS

Definir la localizacion celular de NoxA.

Analizar los efectos de la sobreexpresion de NoxA y enzimas antioxidantes
durante el crecimiento y la diferenciacion sexual.

Tratar de analizar si eventos tempranos en el desarrollo sexual, tales como la
accion de feromonas o factores sexuales regulan la expresion o actividad de
NoxA. .

Tratar de determinar los efectos de las EOR producidas por NoxA en cuanto a
la movilizacion de calcio y la fosforilacion de proteinas en cepas silvestres y
mutantes afectadas en posibles sensores de H,O, (peroxiredoxinas,
tioredoxina).

Confirmar que Ras regula la produccion de EOR vy la posible participacion de
la mitocondria en este proceso.

Identificar genes cuya sobreexpresion rescate la formacion de clesitotecios en
una mutante AnoxA.

Comparar la expresion global (microarreglos) de genes en una cepa silvestre
y una mutante AnoxA, durante el desarrollo sexual.
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