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Necroptosis programada en Aspergillus salvadorensis bajo condiciones de estrés oxidativo
causadas por Peroxido de Hidrégeno en conidias.
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Resumen

Resultado KEGG enviado por MACROGEN INC encontrado en la muestra DNA enviada a Korea
del Sur en el afio 2024 del Aspergillus de las posibles vias que utiliza el hongo en su crecimiento y
muerte celular. Se evaluaron tres concentraciones de H.0: (3%, 5% y 10%) mediante microscopia
directa aplicada a cultivos en Saboraud muestras de alicuotas de Aspergillus salvadorensis. Este
trabajo presenta un procedimiento para inducir y registrar estos cambios morfoldgicos y analiza su
relevancia en investigaciones sobre patogenicidad y mecanismos de tolerancia al estrés oxidativo.
Los resultados muestran un deterioro progresivo de la integridad hifal y conidial, con pérdida
estructural marcada a concentraciones superiores. En observaciones de preparaciones en fresco
seco las hifas evidencian adelgazamientos localizados y disminucidn de la turgencia, mientras que
los conididforos experimentan deformaciones graduales y las vesiculas muestran irregularidades
en su forma y pérdida de uniformidad, asi como en las conidias. La Necroptosis en hongos de esta
especie se manifiesta por la ruptura de la pared, la liberacién del contenido citoplasmético y la
generacién de detritos de aspecto granular. La transicion desde un estado morfol6gicamente integro
hacia la desintegracion celular al 10% de perdxido de hidrogeno se presenta la necroptosis en este
hongo esta fuertemente influenciada por la intensidad del estrés oxidativo, los dafios no son
inmediatos a excepto a la inflamacion de las conidias en su inicio, los resultados completos se ven
de cinco dias en las concentraciones no letales, en promedio 15 dias que se observa en los frotis el
ataque invasivo letal de destruccion del Aspergillus en los frotis secos.
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Introduccion:

La necroptosis es un término cientifico especifico que describe un tipo de muerte celular
programada que ocurre bajo condiciones de estrés inducido, caracterizandose por seguir una ruta
genética controlada, a pesar de presentar rasgos morfologicos tipicos de la necrosis, como la lisis
celulary la liberacién del contenido citoplasmatico. En la literatura, este proceso suele denominarse
también necrosis programada, diferenciandose de la apoptosis, que es una forma de muerte celular
programada ejecutada de manera ordenada por la propia célula sin provocar inflamacion. Debido a
la liberacion de componentes intracelulares, la necroptosis se considera una forma de muerte celular
proinflamatoria, al igual que la piroptosis, la cual se asocia principalmente a respuestas frente a
infecciones, especialmente en células del sistema inmunoldgico. Estas clasificaciones han sido
establecidas para distinguir las distintas subrutinas de muerte celular programada segun sus

mecanismos moleculares y consecuencias fisiopatoldgicas. (vandenabeele et al., 2010; Galluzzi et al., 2012; Cookson &
Brennan, 2001).
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El estrés oxidativo en los hongos filamentosos muestra respuestas complejas ante la presencia de
especies reactivas de oxigeno (ROS), entre ellas el peréxido de hidrdgeno. Estas moléculas pueden
inducir dafio a proteinas, lipidos y membranas celulares, afectando la viabilidad y funcionalidad
del microorganismo.

En hongos, incluyendo especies del género Aspergillus, se ha reportado la existencia de procesos
de muerte celular programada similares a la Apoptosis y Necroptosis observadas en organismos
eucariotas superiores. La exposicion a perdxido de hidrogeno constituye un método eficaz para
inducir estas rutas de muerte celular al generar un desequilibrio redox que afecta directamente la
integridad hifal y otras estructuras.

Este estudio tiene por objetivo describir los efectos morfoldgicos generados por distintas
concentraciones de H:0. sobre Aspergillus salvadorensis, permitiendo visualizar de forma
comparativa la progresion hacia la necroptosis inducida por estrés oxidativo.

En los hongos es muy complejo manifestaciones como la necroptosis es un proceso de muerte
celular programada violenta e inflamatoria que combina caracteristicas de la necrosis y de la
apoptosis. Intervienen principalmente tres proteinas: RIPK1, RIPK3y MLKL. La proteina MLKL
viaja a la membrana celular y la perfora, provocando que la célula se hinche y explote, liberando
todo su contenido al exterior. La Piroptosis es activada especificamente por sefiales de infeccion en
humanos. La Necrosis es por ausencia de oxigeno en los tejidos vista en humanos. La Apoptosis
corresponde a una muerte celular programada, controlada por la propia célula, que ocurre de manera
ordenada y no induce inflamacion, ya que se desarrolla de forma silenciosa mediante la activacion
de caspasas. Por el contrario, la necrosis es un proceso no programado, resultado de una agresién
externa o dafio celular, en el que la membrana se rompe de manera pasiva, provocando la liberacién
del contenido celular y una respuesta inflamatoria marcada. La necroptosis, aunque comparte con
la necrosis su caracter inflamatorio, se diferencia porque es una forma de muerte celular regulada,
mediada por sefiales especificas en las que participan proteinas. De este modo, la necroptosis se
sitla como un mecanismo intermedio: es controlado como la apoptosis, pero con consecuencias
inflamatorias similares a las de la necrosis. (Aguirre, 2005, Goncalves, 2020, Shlezinger, 2017, Paoletti, 2009,
Vandenabeele, 2010). En condiciones de laboratorio se observa que a 100x el cubre objetos se levanta en
mm debido a la inflamacidn de las conidias se dificulta el enfoque la observacién en condiciones
normales, por lo que hay que esperar varios dias al secado.

Disefio metodoldgico.

Preparacién del Cultivo Fungico. Cultivo Inicial: Sembrar esporas de A. salvadorensis en un medio
de cultivo Saboraud y permitir el crecimiento hasta la fase exponencial o inicio de la fase
estacionaria (generalmente 24-48 horas a 25-370C con agitacion). Ajuste de Densidad: Diluir el
cultivo para obtener una concentracion estandarizada de micelio, vesicula y conidios (por ejemplo,
1x106 conidios/mL) antes del tratamiento a la induccion del estrés y necroptosis. Los agentes
inductores més probables que promueven la muerte celular no-apoptética en hongos incluyen:
Estrés Oxidativo con Perdxido de Hidrogeno (H202): Es un inductor comin de estrés oxidativo.
Las concentraciones varian ampliamente entre 3,5 y 10 %. El perdxido de hidrdgeno es un fuerte
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candidato para desregular el metabolismo fungico y provocar la muerte celular. Procedimiento de
Induccién: Dividir el cultivo en viales. Afadir el inductor H202 a una concentracion pre-
determinada 3,5 y 10 %), dejando un vial control sin inductor como control. Incubar a la
temperatura de crecimiento Optima por una semana y hacer observaciones con lactofenol azul
algodon con multiples preparaciones al fresco y observar a los 5 a 15 dias de nuevo los mismos
frotis secos realizados con anterioridad.

Resultados

KEGG summary: Orthology Frequency within Main and Sub-Categories

* KEGG: Database for understanding biological functions and utilities from molecular-level data
* Levell, Level2, Level3: Hierarchical classification of KEGG pathways, from broad categories to specific processes.
* {Sample}: Gene counts specific to each sample, indicating the presence of genes related to each pathway.

|Level1 Level2 Level3
Cellular Processes Cell growth and death Apoptosis
Cellular Processes Cell growth and death Apoptosis - fly
Cellular Processes Cell growth and death Cell cycle

Cellular Processes

Cell growth and death

Cell cycle - Caulobacter

Cellular Processes

Cell growth and death

Cell cycle - yeast

Cellular Processes

Cell growth and death

Cellular senescence

Cellular Processes

Cell growth and death

Meiosis - yeast

Cellular Processes

Cell growth and death

MNecroptosis

Cellular Processes

Cell growth and death

Oocyte meiosis

Cellular Processes Cell motility Cytoskeleton in muscle cells
Cellular Processes Cell motility Flagellar assembly
Cellular Processes Cell motility Motor proteins

Tabla 1. Resultado de la secuenciacion de Aspergillus salvadorensis 2024. MACROGEN INC.

En la Tabla I. Es un resultado KEGG enviado por MACROGEN INC encontrado en la muestra
enviada en el afio 2024 del Aspergillus de las posibles vias que utiliza el hongo en su crecimiento
y muerte. El analisis KEGG revela una marcada predominancia de ortélogos vinculados a la
categoria de Procesos Celulares, lo que indica que el repertorio génico evaluado participa
principalmente en funciones esenciales para el mantenimiento y la regulacién de la célula. Dentro
de este grupo, la subcategoria de crecimiento y muerte celular es la mas representativa, abarcando
rutas relacionadas con el control del ciclo celular, la senescencia y distintos tipos de muerte celular
programada. La identificacion de vias como Apoptosis y Necroptosis pone de manifiesto la
capacidad del organismo para modular la supervivencia celular y responder de manera regulada a
estimulos adversos o condiciones de estrés. Ademas, la presencia de rutas del ciclo celular descritas
en diferentes organismos modelo, como levaduras y otros eucariotas, sugiere un alto grado de
conservacion evolutiva de estos mecanismos.

Por otra parte, La deteccion de procesos asociados a la motilidad celular, incluyendo componentes
del citoesqueleto, el ensamblaje flagelar y las proteinas motoras, destaca la relevancia de la
organizacion estructural y del movimiento intracelular en la dinamica celular (Alberts et al., 2022; Pollard
& Cooper, 2009). En conjunto, este perfil funcional indica una fuerte inversion génica en la regulacion
del crecimiento, la muerte celular y la arquitectura interna, lo que respalda la idea de un sistema
celular altamente controlado y adaptable. (Eimore, 2007; Vale, 2003). EStos resultados proporcionan una
base funcional solida para interpretar respuestas celulares complejas y orientan futuros estudios
dirigidos a la caracterizacion detallada de las vias moleculares implicadas. En un montaje seco
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posterior a los 15 dias de la misma lamina inicial, donde el peréxido ya actud y el hongo quedd
fijado. Las hifas se observan aplanadas, sin brillo, como si hubieran perdido completamente su
hidratacion. Las conidias en cambio se ven hinchadas. El conidiéforo parece un tubo rigido y
quebradizo, con zonas donde la pared se ve fracturada en pequefios segmentos. La vesicula es
apenas una esfera mal formada, aplastada y opaca, sin los contornos regulares de una vesicula sana.
Las fidlides casi no se distinguen; parecen puntas aplastadas o desgarradas, como restos de una
estructura que ya no conserva forma. Los conidios son las estructuras que mejor se conservan, pero
incluso ellos muestran deformaciones: algunos estan arrugados, otros fragmentados o parcialmente
colapsados. El conjunto transmite una sensacion de degradacion total, con las estructuras fungicas
reducidas a un patrén rigido y sin vitalidad, marcado por el dafio previo del peréxido.

En la primera condicion (Aspergillus en estado basal) se observan estructuras morfoldgicas
plenamente conservadas, caracteristicas de un hongo filamentoso en crecimiento activo. Las hifas
septadas presentan paredes celulares continuas, homogéneas y sin signos de degradacion. El
conidi6foro mantiene su eje erguido con integridad estructural completa, lo que refleja estabilidad
citoplasmatica y funcionalidad del citoesqueleto. La vesicula es esférica y muestra una distribucién
uniforme de fialides y conidios, los cuales presentan contornos regulares y ausencia de artefactos
morfoldgicos. Esta condicion representa un estado fisioldgico estable, sin intervencién de estrés
oxidativo ni mecanismos de muerte celular.

En la segunda condicion (Aspergillus sometido a peréxido de hidr6geno) se identifican alteraciones
compatibles con estrés oxidativo subletal. Las hifas muestran pérdida parcial de la definicién de la
pared celular, con adelgazamientos focales y zonas de palidez 6ptica que indican dafio en
polisacaridos estructurales como quitina y glucanos. Se evidencian regiones de vacuolizacion
intracelular, lo que sugiere acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y disfuncion
organelar. El conidi6foro presenta ligera deformacion y disminucion de su turgencia, mientras que
la vesicula revela irregularidades superficiales atribuibles a oxidacion de lipidos de membrana.
Varios conidios aparecen retraidos, deformados o desprendidos, reflejando una respuesta de estrés
previa a la activacion de rutas de muerte celular programada no regulada.

En la tercera condicién (Necroptosis inducida por perdxido de hidrogeno) se observa un patrén
morfoldgico marcado por destruccion estructural avanzada. Las hifas exhiben ruptura franca de la
pared celular, con extravasacion del contenido citoplasmatico y presencia de detritos granulares,
hallazgos caracteristicos de necroptosis fungica. El conidiéforo se encuentra colapsado y presenta
fragmentacion axial, asociada a la pérdida completa de integridad mecanica. La vesicula muestra
deformacién severa, con colapso de la curvatura y evidencias de disrupcién membranal. Los
conidios estan ausentes, destruidos o dispersos irregularmente, sugiriendo desanclaje por lisis
generalizada. Este escenario representa un estado terminal, compatible con activacion de vias de
necrosis regulada mediada por ROS y degradacion de componentes celulares esenciales.

Resultado a la induccion del peroxido, presenta las siguientes caracteristicas morfologicas:
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Control 3% H202 Control 3% H,0,

x’.o

5 9% H202 ] 10 % H202
5% H,0, 10% H,0,

Conidias Aspergillus
salvadorensis

Foto Dibujo
Foto y dibujo 1. Aspergillus salvadorensis a concentraciones de perdxido de hidrégeno. 100x.

En la foto y dibujo 1. En la condicion control, las células mantienen una morfologia conservada,
con membranas integras y una distribucion homogénea. No se observan signos de dafio estructural
significativo, lo que indica ausencia de muerte celular y, por tanto, la ausencia de necroptosis. Al
exponer las células a 3% de H:0:, comienzan a evidenciarse cambios morfologicos menores
asociados a estrés oxidativo. Algunas células muestran alteraciones leves, como irregularidades en
el contorno y discreta agregacion, pero la mayoria conserva su integridad. Esto sugiere una etapa
temprana de dafio celular, en la que pueden activarse vias de muerte celular, aunque la necroptosis
aun no es predominante. En la muestra tratada con 5% de H202 se observan cambios mas marcados:
pérdida de la forma celular normal, aumento de material granular y presencia de restos celulares.
Estas caracteristicas son compatibles con necroptosis, un tipo de muerte celular programada que
cursa con inflamacion y ruptura progresiva de la membrana plasmatica, pero que aln conserva
ciertos rasgos estructurales antes de la lisis completa. Finalmente, en la condicion de 10% de H20Os,
el dafio celular es extremo. La mayoria de las células ha perdido completamente su integridad, con
escasos elementos celulares reconocibles. Este patron corresponde mas a necrosis no regulada,
resultado de un estrés oxidativo excesivo, en el que la destruccion celular ocurre de forma rapida y
descontrolada, superando los mecanismos regulados propios de la necroptosis. En conjunto, los
resultados indican que la necroptosis se manifiesta de manera mas evidente a concentraciones
intermedias de H:O: (5%), mientras que concentraciones bajas inducen dafio limitado y
concentraciones altas provocan necrosis masiva. Se aclara que la necroptosis no es inmediata los
resultados se ven de cinco dias en las concentraciones no letales, es en promedio 15 a 30 dias que
se observa el ataque invasivo de destruccion en Aspergillus.

Anélisis Morfoldgico del deterioro por Necroptosis.

La evaluacién microscopica de Aspergillus salvadorensis bajo diferentes niveles de necroptosis
reveld alteraciones progresivas en la integridad de la cabeza conidial y en la densidad de las
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conidias asociadas. El andlisis microscopico revelé una degradacion progresiva de las estructuras
reproductivas en funcién del porcentaje de necroptosis inducida. En ejemplares con un dafio
minimo (3%), se observo la preservacion de la arquitectura fingica, destacando cabezas conidiales
globosas hinchadas, de morfologia circular y alta densidad esporal; en esta fase, las conidias se
mantienen compactas con una textura granulosa uniforme sobre un conidiéforo estructuralmente
firme. Las estructuras reproductivas presentaron una morfologia practicamente conservada. La
cabeza conidial se observé esférica, voluminosa y uniformemente delimitada, con una superficie
densamente cubierta por conidias. Estas conidias mantuvieron morfologia esférica regular, con
distribucion homogénea y sin evidencia de separacion prematura o desorganizacion. El conidiéforo
se mostrd integro y robusto, sosteniendo adecuadamente la vesicula apical. Las conidias se ven
completas, con un desarrollo normal en su estructura (esférica y con un pedicelo alargado). Esto
sugiere que la necroptosis tiene un impacto leve en la morfologia de las conidias a esta
concentracién. Al incrementar el nivel de necroptosis a un rango moderado (5%), se evidenci6 una
reduccion volumétrica de la cabeza conidial y una pérdida de la cohesion en la masa de esporas.
Este estado se caracteriza por la aparicion de irregularidades superficiales y zonas de erosion donde
la densidad de las conidias disminuye, dejando areas del conididforo parcialmente expuestas. Se
detectaron alteraciones morfoldgicas moderadas. La cabeza conidial exhibi6 una reduccion visible
en su diametro, con pérdida parcial de su homogeneidad estructural. Se identificaron zonas con
disminucién de la densidad de conidias, generando areas irregulares y discontinuas. La superficie
adquirié un aspecto menos compacto, con interrupciones en el patron esférico habitual. Aungue el
conidi6foro permanecié estructuralmente estable, la vesicula mostré signos de deterioro periférico.
Las conidias se ven completas, con un desarrollo normal en su estructura (esféricay con un pedicelo
alargado). Esto sugiere que la necroptosis tiene un impacto leve en la morfologia de las conidias a
esta concentracion. A medida que aumenta la concentracién de necroptosis, se puede observar que
la conidia empieza a cambiar ligeramente, mostrando una disminucién en su tamafio o0 una
deformacion, pero ain mantiene una forma relativamente intacta. A 10% de necroptosis, el dafio
fue marcadamente severo. La cabeza conidial se encontr6 casi completamente ausente, dejando
expuesta la regién apical del conidiéforo. Las conidias mostraron una pérdida drastica,
permaneciendo solo algunos remanentes esporadicos sin organizacion espacial. La ausencia de la
estructura globular tipica indica colapso avanzado de la vesicula conidial y disrupcién completa
del aparato productor de esporas. En esta etapa, la morfologia corresponde a un conidi6foro
desnudo, carente de funcionalidad reproductiva. A concentraciones més altas de necroptosis, las
conidias muestran un dafio mas evidente, posiblemente presentando elongacién anormal o incluso
fragmentacién. Esto indica que a concentraciones elevadas de necroptosis, las conidias sufren
mayor dafio estructural.

En conjunto, los hallazgos evidencian que incluso incrementos modestos en necroptosis generan
cambios progresivos y cuantificables en la arquitectura conidial, afectando primero la densidad de
conidias y posteriormente la integridad total de la vesicula.

En resumen, se estd observando necroptosis en Aspergillus salvadorensis a distintas
concentraciones, podriamos interpretar lo siguiente: Hay Evidencia de necroptosis: Si el proceso
de necroptosis esta en curso, deberia observarse una desintegracion o alteracion de las estructuras
celulares, como una expansion andmala de la célula, ruptura de la membrana celular, o la liberacion
de contenido celular hacia el espacio extracelular, el hongo parece sufrir cambios en su estructura
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conforme aumenta la concentracién del agente quimico provocando el stress oxidativo. Si estamos
hablando de necroptosis, 1o que podria estar sucediendo es que, a concentraciones mas altas, el
estrés causado por el agente desencadena el proceso de necroptosis, lo cual impide que la célula
continte funcionando normalmente y lleva a su muerte. A concentraciones mas bajas, es posible
gue la célula no esté tan gravemente afectada, y solo se vean leves alteraciones, lo que podria
indicar un comienzo del proceso de necroptosis, pero sin ser completamente irreversible.
Interpretacion de los cambios morfoldgicos: A 3% de concentracién, la célula parece intacta, lo
gue podria indicar que no ha comenzado el proceso de necroptosis o que el dafio es muy leve. A
5%, las alteraciones en la morfologia podrian sugerir un proceso de necroptosis en sus etapas
iniciales, donde algunas células comienzan a descomponerse, pero aln no de manera completa. A
10%, la desaparicion de la estructura esférica y el alargamiento del tallo indican una necrosis
avanzada o necroptosis, 1o que sugiere que las células han alcanzado un punto en el cual su
estructura se ve severamente afectada, con ruptura de sus componentes. (Ver Tabla 1)

Fig 1. Muestra de Aspergillus morfologia de
vesicula, conidifioro y conidias con
necroptosis.

En la imagen se observa muestra de

Aspergillus salvadorensis con un conidiéforo

% o de Aspergillus con una morfologia alterada

\ L por un proceso de necroptosis inducida. El

' f‘{‘ tallo del conidioforo se eleva de manera recta,

. pero su textura aparece méas densa y granular

de lo habitual, sefial de dafio estructural. En el

extremo superior se distingue una vesicula oscurecida y escasas conidias, de contornos poco

definidos, que indica condensacion del contenido celular y pérdida de integridad. Alrededor de la

vesicula emergen fialides distribuidas radialmente, aunque varias muestran acortamiento, colapso

parcial y una disposicion irregular, reflejando el deterioro producido por el estrés oxidativo. Sobre

las fialides se observan conidios esféricos, algunos bien formados, pero otros con bordes difusos,

ruptura superficial o separacion desigual, lo cual refuerza la presencia de muerte celular por dafio

oxidante. Todo el conjunto presenta un aspecto granulado, con zonas de mayor densidad y sectores

claros alrededor de la vesicula, indicativos de liberacion de contenido intracelular. La imagen en

su totalidad representa la estructura tipica de un conidiéforo, pero profundamente afectada por un
proceso de necroptosis.

Se aprecia con claridad un conidioforo de Aspergillus sometido a un proceso avanzado de dafio
celular compatible con Necroptosis inducida por estrés oxidativo. La estructura principal, el eje o
tallo del conidi6foro, se observa relativamente recto, aunque presenta un color pardo més intenso
y una textura interna mas rugosa y granulada de lo normal, lo que indica alteraciones en la pared
celular y acumulacion anémala de material intracelular. Esta pérdida de homogeneidad en el tallo
sugiere que los radicales libres han deteriorado la consistencia de la hifa que lo origina.

En el extremo distal del conidiéforo se encuentra la vesicula, una esfera que en condiciones
normales exhibe un aspecto mas claro y uniforme. En la imagen, por el contrario, la vesicula
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aparece marcadamente oscurecida, con un centro denso y bordes parcialmente irregulares, rasgos
que reflejan un colapso estructural interno y una posible condensacién del citoplasma como
respuesta al estrés, en otras se observa ausencia de vesicula. Ese oscurecimiento, junto con la falta
de uniformidad en la superficie, es caracteristico de un dafio celular significativo.

Rodeando la vesicula se disponen las fialides, que normalmente se organizan de manera ordenada
formando una corona simétrica. En esta proyeccion se observa que las fidlides estan presentes, pero
su longitud y forma se encuentran irregularmente comprometidas: algunas se visualizan delgadas
y alargadas, mientras que otras estan visiblemente acortadas, deformadas o con la punta colapsada,
lo cual sugiere pérdida de turgencia y dafio en la membrana celular. Esta asimetria en la arquitectura
fialidica es propia de un proceso degenerativo.

En los extremos de las fidlides se encuentran los conidios, esporas que en un conidiéforo sano
deberian ser esféricas, homogéneas y distribuidas de manera simétrica. En esta imagen, si bien
muchos conidios mantienen su forma redondeada, otros presentan contornos borrosos, areas de
translucidez, superficie rugosa o sefiales de desprendimiento incompleto, lo que indica alteraciones
en la sintesis de la pared esporal o dafio directo por especies reactivas de oxigeno. La distribucién
desigual de los conidios también sugiere una interrupcion del proceso de esporulacion.

Alrededor de toda la estructura se aprecia un halo claro, originado posiblemente por la liberacion
de contenido intracelular del hongo tras la ruptura o debilitamiento de la membrana. Este halo
refuerza la interpretacion de necroptosis o muerte celular asociada a dafio oxidante. Ademas, en la
vesicula y en algunas fialides se observan pequefias areas granulares o burbujas citoplasmaticas,
rasgo tipico del deterioro causado por la exposicion a peréxido de hidrégeno u otros agentes
generadores de ROS.

En un frotis directo al fresco de Aspergillus tratado con peréxido de hidrdgeno y observado a 100x,
es posible apreciar Unicamente cambios generales en la estructura del hongo. A ese aumento y sin
tincidn, las hifas pueden verse mas oscuras, granuladas o parcialmente colapsadas, y es posible
distinguir un conidi6foro alterado con una vesicula que aparece menos definida y méas densa de lo
normal. También pueden apreciarse conidios dispersos y algunas deformaciones evidentes, como
irregularidad en la forma de la cabeza aspergilar o zonas de ruptura en las hifas. Sin embargo, el
nivel de detalle estructural como la forma precisa de las fialides, la separacién individual de los
conidios o los cambios finos en la superficie de la vesicula no se observa claramente a 100x con un
montaje fresco, ya que este tipo de preparacion solo permite identificar la morfologia global y los
signos mas evidentes de dafio. Por lo tanto, lo que se visualiza es una imagen general de deterioro
morfoldgico por efecto del estrés oxidativo, pero no una definicion nitida de cada componente del
conididforo.

Con peroxido de hidrdgeno aplicado directamente sobre un frotis fresco de Aspergillus, la imagen
al microscopio se veria con signos claros de dafio oxidativo inmediato, pero sin la nitidez fina de
un preparado tefiido. Al colocar el perdxido de hidrogeno, la estructura del hongo comienza a
mostrar un oscurecimiento irregular en las hifas, como si partes del citoplasma se condensaran en
pequefios grumos opacos. Las hifas, que normalmente son transparentes y de bordes definidos,
adquieren un aspecto mas quebrado y granulado, con zonas que parecen adelgazarse y otras que se
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inflan levemente antes de colapsar. Algunas se observan con un tono més mate o amarillento, sefial
de que la pared celular empieza a dafiarse.

El conidiéforo puede verse alin como una prolongacion vertical, pero con una superficie que pierde
uniformidad. La vesicula en la punta ya no se aprecia como una esfera nitida; aparece mas densa,
oscura y con contornos borrosos, como si estuviera perdiendo su tension interna. En torno a ella,
las fidlides se distinguen solo parcialmente, muchas veces acortadas o mal definidas, producto del
dafio inmediato causado por el oxidante.

Los conidios, normalmente esféricos y brillantes, se ven dispersos y algunos pierden su forma
circular, tomando un aspecto deformado o colapsado, casi como pequefias burbujas que se han
desinflado. En ocasiones, alrededor del hongo puede formarse un halo claro, producto de la
interaccion entre el H-0: y los componentes celulares liberados al medio.

En conjunto hay una impresion de desorganizacion y deterioro rapido, donde el hongo conserva su
forma general, pero presenta multiples sefiales de estrés severo: oscurecimiento, colapso parcial,
pérdida de definicion estructural y dispersion irregular de conidios. (Ver Tabla 1)

Con tincidn (azul de lactofenol o algoddn azul)

El género Aspergillus es un hongo eucariota, por lo tanto, sus células poseen un nucleo verdadero
delimitado por membrana nuclear, ademas de otros organulos como mitocondrias, reticulo
endoplasmico y aparato de Golgi. La estructura de esta especie no se colorea en su totalidad por
sus componentes no permiten el ingreso del colorante, esto debido a que el género Aspergillus
corresponde a hongos filamentosos que presentan una organizacion estructural compleja,
especialmente en su pared celular y en sus estructuras reproductivas. La pared celular desempefia
un papel clave en la proteccion y estabilidad del hongo y esta constituida principalmente por
quitina, que confiere rigidez, y por polisacaridos como los B-glucanos, que forman el soporte
estructural basico. A estos componentes se suman galactomananos y diversas glicoproteinas
implicadas en procesos de adhesién y en la interaccion con el sistema inmunitario del huésped. En
determinadas especies, la presencia de melanina en la pared celular contribuye a aumentar la
resistencia frente a factores ambientales adversos y a los mecanismos defensivos del organismo.

En el proceso de reproduccion asexual, Aspergillus desarrolla un conidiéforo que culmina en una
vesicula de forma globosa. Esta estructura funciona como plataforma para la produccién de esporas,
ya que sobre su superficie se disponen las fialides, ya sea de manera directa o mediante métulas,
dependiendo de la especie. Las fidlides son las células responsables de la formacion de las conidias,
y la disposicion y morfologia de la vesicula constituyen criterios importantes para la identificacion
taxondémica del hongo. ( samson, 2010)

Las conidias representan las esporas asexuales encargadas de la diseminacién del microorganismo.
Poseen una pared celular multilaminar rica en quitina y glucanos, frecuentemente pigmentada con
melanina, lo que les otorga una notable resistencia a condiciones ambientales desfavorables.
Ademas, presentan una capa externa hidrofébica que facilita su dispersion por el aire. En su interior
contienen los elementos celulares esenciales, como nlcleo y mitocondrias, asi como reservas
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energéticas. Estas propiedades explican su facilidad para ser inhaladas y su relevancia en el
desarrollo de infecciones causadas por Aspergillus. (Latgé, J. P. (1999)

En las hifas de Aspergillus, los nicleos suelen ser numerosos y se distribuyen a lo largo del
filamento, separados por septos (tabiques) que presentan poros, o que permite el movimiento de
citoplasma y organulos entre compartimentos. Asimismo, las conidias también contienen uno o
mas nucleos, lo que les permite germinar y formar nuevas hifas cuando las condiciones son
favorables. En resumen, Aspergillus es un organismo eucariota multicelular con células nucleadas,

caracteristica fundamental que lo diferencia de bacterias y otros organismos procariotas. (Latge, 1999,
Latge, 2014, Knowon, 1992, Deacon, 2013)

Con tincidn, la reaccion del hongo al perdxido se vuelve mas evidente. Las hifas se tifien de un azul
profundo ya que el peréxido posible reblandece la pared, las conidias son mas resistentes al color
por el grosor, pero presentan interrupciones claras donde la pared esta dafiada, visibles como zonas
palidas o adelgazadas. El conidiéforo aparece mas nitido, pero su contorno no es liso; parece
rugoso, como la superficie de una fibra erosionada. La vesicula se tifie intensamente, pero su
redondez perfecta estad alterada: se observa ligeramente colapsada de un lado, con un aspecto
hundido. Las fialides se ven como proyecciones cortas e irregulares; unas se tifien bien y otras
aparecen apenas como sombras. Los conidios tienden a tefiirse homogéneamente, pero muchos
muestran zonas claras o pequefios desgarros, indicadores de ruptura superficial. En conjunto, el
hongo se ve definido, pero dafiado, con un contraste claro entre las partes tefiidas y las rotas.

1. Tabla resumen comparativa de indicadores morfol6gicos

Estructura Estado basal (control) Estrés oxidativo por H:0: Necroptosis inducida por

subletal H:0: (letal)
Septadas, paredes Adelgazamiento focal, Ruptura de pared celular,
homogéneas, citoplasma palidez, vacuolizacion lisis, liberacién de detritos
denso moderada
pllellafelgel Y Erecto, cilindrico, integro  Deformacién leve, pérdida Colapsado, fragmentado,
parcial de turgencia estructura irreconocible
Vesicula Esférica, bien definida Irregular, con areas de Deformada, colapsada,
oxidacion y pérdida de brillo  ruptura membranal
evidente
Conidios Abundantes,  esféricos, Deformados, retraidos, Ausentes, destruidos o
uniformes desprendimiento parcial e dispersos por lisis
hinchados.
@il EEER  Denso, continuo Vacuolizado, granularidad Aspecto granular,
leve extravasado, detritos
celulares
Pared Intacta, sin Debilitada, oxidada, Discontinuidades amplias,
celular discontinuidades adelgazamientos ruptura y colapso
Aspecto Morfologia estable y Alteracion progresiva inicial — Desintegracion total,
general funcional muerte celular no

apoptotica
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Progresion morfoldgica de Aspergillus bajo estrés oxidativo
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Graéfico 1. Progresion morfoldgica al stress oxidativo con perdxido de hidrégeno.

Tabla 2. Signos presentados de conidias a diferentes concentraciones (%) de Perdxido de
hidrogeno.

H:0:(%) Integridad pared celular Vacuolizacion (%) Integridad de conidios
(%) C2)

En la tabla 2. Bajo una concentracion de 3 % de H.0., Aspergillus salvadorensis mantiene una
morfologia practicamente integra, con valores maximos de integridad de la pared celular y de los
conidios, mientras que la vacuolizacién es minima, lo que indica un estado cercano a la condicion
basal con estrés oxidativo leve. Al aumentar la concentracion a 5 %, se evidencia una transicion
hacia un estrés subletal, caracterizada por una disminucion moderada de la integridad de la pared
celular y de los conidios, acompafiada de un incremento claro en la vacuolizacion, lo que sugiere
la activacion de mecanismos adaptativos y de compartimentalizacion del dafio oxidativo.
Finalmente, a 10 % de H20:, la progresion morfoldgica culmina en un estado severo, donde la
integridad de la pared celular y de los conidios se reduce drasticamente, mientras que la
vacuolizacidn alcanza valores elevados, reflejando una desorganizacion estructural avanzada y un
colapso funcional compatible con un proceso de muerte celular inducida por estrés oxidativo. La
grafica 1 evidencia una secuencia progresiva de alteraciones morfologicas en Aspergillus a medida
que se intensifica el estrés oxidativo provocado por H20.. En la condicion control, las células
muestran un estado fisiologico estable, caracterizado por una integridad total de la pared celular y
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de los conidios, junto con una vacuolizacion muy baja, lo que indica una estructura celular
conservada. Bajo estrés subletal, comienzan a manifestarse cambios notorios: la integridad de la
pared celular y de los conidios disminuye de forma moderada, mientras que la vacuolizacion
aumenta, lo que sugiere la activacion de mecanismos celulares de respuesta y adaptacion al dafio
oxidativo. En la etapa de Necroptosis, el deterioro estructural es marcado, con una pérdida casi
completa de la integridad de la pared celular y de los conidios, acompafiada de un incremento
méaximo de la vacuolizacion. Este patron refleja una transicién desde una respuesta adaptativa
inicial hacia un estado de dafio celular irreversible y muerte, mostrando una relacién inversa entre
la conservacion estructural y la vacuolizacién conforme avanza el estrés oxidativo.

Indicadores morfolégicos de Aspergillus bajo estrés oxidativo v necroptosis
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Grafica 2. Morfologia al estrés oxidativo con Necroptosis.

La gréafica 2 presentada resume la respuesta estructural de Aspergillus salvadorensis frente a un
gradiente de estrés oxidativo inducido por peréxido de hidrégeno, evaluando seis variables
morfoldgicas fundamentales. El patrén general muestra un deterioro progresivo de la integridad
celular a medida que la exposicion al oxidante avanza desde condiciones fisioldgicas hasta un
escenario de Necroptosis completa. Bajo condiciones control, Aspergillus presenta una morfologia
integra, caracterizada por una pared celular y conidios funcionales, alta turgencia hifal, elevada
densidad citoplasmatica y minima vacuolizacion. Al exponer el micelio a 3 % de H-0-, se observa
un estado cercano al basal, con conservacion general de la integridad estructural y solo indicios
leves de estrés oxidativo, reflejados en una vacuolizacion incipiente sin comprometer de forma
significativa la viabilidad celular.

Cuando la concentracion de perdxido de hidrégeno se incrementa a 5 %, el hongo entra en una fase
de estrés subletal, evidenciada por una reduccion moderada en la integridad de la pared celular, de
los conidios y de las vesiculas, junto con una disminucion de la turgencia hifal y de la densidad
citoplasmatica. En esta condicion, la vacuolizacion aumenta de manera notable, sugiriendo una
respuesta adaptativa orientada a la compartimentalizacion del dafio y al mantenimiento temporal
de la homeostasis celular.
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A 10 % de H:0:, la progresion morfoldgica culmina en un estado compatible con Necroptosis,
donde se registra una pérdida severa de la integridad de la pared celular, de los conidios y de las
vesiculas, acompafiada por un colapso marcado de la turgencia hifal y una disminucion pronunciada
de la densidad citoplasmatica. En contraste, la vacuolizacion alcanza valores méximos, lo que
indica una desorganizacion celular avanzada y un fallo irreversible de los mecanismos de
adaptacion al estrés oxidativo.

Este patron describe una respuesta claramente dependiente de la dosis de H20., en la que
Aspergillus transita desde un estado basal, pasando por una fase adaptativa subletal, hasta un
desenlace necroptico caracterizado por el colapso estructural y funcional del micelio.

En el estado basal, todas las variables parten de un valor relativo de 100 %, reflejando la morfologia
tipica del hongo intacto: paredes celulares firmes, hifas turgentes, citoplasma denso y conidioforos
funcionales con vesiculas y conidios plenamente desarrollados. El nivel minimo de vacuolizacion
(5 %) es consistente con células metabolicamente activas sin sefiales de estrés.

Bajo estrés oxidativo subletal se observa un desplazamiento simultaneo en todas las métricas. La
vacuolizacion aumenta hasta 40 %, reflejando un estado de respuesta al dafio, mientras que la
integridad de pared, vesicula, conidios y citoplasma cae entre 50-70 %. La turgencia hifal
disminuye a 70 %, lo cual sugiere afectacion del equilibrio osmético y del soporte estructural. Este
conjunto es tipico de un estado reversible, en el que el hongo activa mecanismos antioxidantes y
repara parcialmente las lesiones inducidas por ROS. La estructura sigue siendo funcional, pero
visiblemente comprometida.

El estado de Necroptosis muestra un quiebre drastico en la arquitectura celular: integridad de pared
(15 %), integridad de vesicula (8 %), turgencia (15 %) e integridad de conidios (5 %) caen a niveles
minimos. La densidad citoplasmética se reduce a 20 %, indicando extravasacion masiva del
contenido interno y ruptura de la compartimentalizacion. En contraste, la vacuolizacion alcanza 90
%, lo que representa uno de los indicadores mas claros de disfuncion severa y colapso de los
sistemas de mantenimiento celular. La combinacion de estos valores confirma un patrén de muerte
celular no apoptotica, caracterizado por lisis, ruptura osmética y degradacion irreparable de las
estructuras reproductivas.

El comportamiento de los indicadores demuestra que la necroptosis en hongos filamentosos puede
cuantificarse mediante métricas morfoldgicas, y la gréafica lo refleja con un descenso sincronizado
de la mayoria de variables estructurales frente a un incremento explosivo de vacuolas. Esta relacién
permite diferenciar tres estados bioldgicos: normalidad, estrés compensado y colapso terminal.
Ademas, resalta la pared celular y la vesicula como los elementos mas sensibles a la oxidacion,
mientras que la turgencia hifal y el citoplasma son marcadores robustos del nivel de integridad
funcional.

El andlisis comparativo demuestra que A. salvadorensis presenta una transicion progresiva desde
un estado fisiolégicamente estable a uno de estrés oxidativo moderado y, finalmente, hacia una
forma terminal de muerte celular regulada. La intensidad y distribucion del dafio estructural en cada
condicidn reflejan la sensibilidad del hongo a oxidantes fuertes y la posibilidad de inducir
Necroptosis mediante perturbacion dirigida del equilibrio redox intracelular. Estos hallazgos
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aportan un marco visual y experimental consistente para comprender la dindmica celular de A.
salvadorensis frente a estimulos quimicos, y constituyen una base sélida para estudios posteriores
enfocados en la caracterizacion molecular de vias de resistencia oxidativa y mecanismos de muerte
programada en hongos filamentosos. (Arias, 2021, Geoghegan, 2020, Kowalski, 2022)

Discusion

La respuesta de A. salvadorensis al estrés oxidativo es dependiente de la concentracion de H20-, lo
que coincide con patrones observados En otros hongos, las especies reactivas de oxigeno (ROS)
desempefian un rol determinante en la activacion de rutas de muerte celular programada, actuando
como sefiales intracelulares que desencadenan respuestas dependientes de metacaspasas fungicas y
vias de sefializacion MAPK. (Madeo et al., 2002; Carmona-Gutierrez et al., 2010; Ikner & Shiozaki, 2005). A bajas
concentraciones del agente oxidante, las estructuras celulares mantienen su integridad; sin
embargo, a una concentracion del 5 % se observan alteraciones morfoldgicas propias de una muerte
celular programada emergente, lo cual es consistente con procesos mediados por vias similares a
caspasas fungicas y mecanismos MAPK previamente descritos en hongos. (Dagenais & Keller, 2009).

La desintegracion casi completa a 10% sugiere que el estrés oxidativo sobrepasa la capacidad
fangica de adaptacién, activando rutas de Necroptosis que conllevan colapso hifal y pérdida
estructural generalizada. Fenomenos similares han sido documentados en otros Aspergillus y

hongos patégenos bajo condiciones de ROS elevadas. (Latge,1999,Dagenais, 2009, Shlezinger,2012, Carmona,
2010)

Los resultados proporcionan una linea de evidencia morfologica que apoya la existencia de
procesos comparables a Necroptosis en hongos filamentosos, abriendo la puerta a estudios de
caracter molecular que involucren regulacién redox, integridad de membranas y sefializacion por
estrés.

Desde un enfoque comparativo, estas proteinas permiten inferir la capacidad del hongo para activar
procesos de muerte celular bajo condiciones de estrés, especialmente estrés oxidativo, el cual en
hongos desencadena acumulacidn de especies reactivas de oxigeno, dafio mitocondrial y activacion
de factores proteoliticos que llevan a la pérdida de integridad de membrana. De manera
complementaria, la via de incompatibilidad vegetativa, mediada por HET proteinas, puede generar
una respuesta de muerte celular regulada que comparte rasgos morfoldgicos con la Necroptosis,
como la lisis celular y la liberacion de contenido citoplasmatico. (Glass, 2006, Paolotti, 2009, Saupe, 2000)

El analisis bioinformatico conceptual de la muerte celular regulada en Aspergillus salvadorensis
permite comprender cdmo esta especie, al igual que otros hongos filamentosos, podria activar
mecanismos funcionalmente equivalentes a los procesos de necroptosis descritos en organismos
superiores, aun cuando carece de los genes clésicos asociados a dicha via en animales (Carmona-
Gutierrez et al., 2010; Sharon et al., 2009). En hongos, la muerte celular programada se articula a través de
rutas particulares que involucran metacaspasas, proteinas de incompatibilidad vegetativa tipo HET,
dominios NACHT/WDA40 asociados a sensores intracelulares y sistemas ATG vinculados a la

autofagia, conformando una red molecular distinta de la apoptosis y necroptosis animales. (Glass &
Dementhon, 2006; Paoletti & Saupe, 2009; Nakatogawa et al., 2009).
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Desde esta perspectiva, un primer paso tedrico consiste en la identificacion de genes candidatos
mediante la bldsqueda de ortélogos en especies filogenéticamente cercanas como Aspergillus
fumigatus y Aspergillus nidulans, asi como en la deteccion de dominios funcionales conservados
como el dominio C14 en metacaspasas, dominios HET implicados en incompatibilidad vegetativa
y dominios NACHT/WD40 relacionados con la deteccién y transduccién de sefiales de estrés.
(Carmona-Gutierrez et al., 2010; Glass & Dementhon, 2006; Paoletti & Saupe, 2009).

Actualmente, la evidencia sugiere que la Necroptosis fingica puede ser un mecanismo importante
en la interaccion huésped-patogeno. Un inductor clave identificado para la Necroptosis en células
del huésped (in vitro) es el exopolisacarido secretado por A. fumigatus (como la galactomanano-
galactano, GAG). Sin embargo, para inducir la necroptosis en el hongo mismo (en A.
salvadorensis), el enfoque se centra en el estrés ambiental/quimico que desregula los mecanismos
de supervivencia.

La necroptosis en hongos filamentosos describe una forma de muerte celular programada no
apoptosis, mediante la cual las colonias miceliales pueden gestionar dafio extremo eliminando de
manera controlada hifas comprometidas, contribuyendo asi a la supervivencia del micelio en su
conjunto (Glass et al., 2000; Paoletti & Saupe, 2009). En Aspergillus salvadorensis, la evidencia comparativa
con especies emparentadas sugiere la existencia de un sistema integrado que involucra sensores
redox y receptores tipo NOD/NACHT, cascadas MAPK de respuesta al estrés como SakA/Hogly
MpkC, asi como quinasas con similitud funcional a RIP, capaces de coordinar respuestas de muerte
celular regulada bajo condiciones adversas. (Hagiwara et al., 2009; Kawakami et al., 2013; Daskalov et al., 2016).

La activacion de estas rutas conduciria a la sefializacion hacia ejecutores membranales del tipo
HeLo/HELL proteinas capaces de oligomerizarse e insertarse en lamembrana plasmética formando
poros, lo que provoca pérdida de integridad celular, lisis y liberacién del contenido citoplasmatico,
un mecanismo caracteristico de muerte litica regulada en hongos (Daskalov et al., 2016; Saupe, 2020). En
conjunto, estos elementos apoyan que A. salvadorensis no desarrolla necroptosis en el sentido
estricto descrito en animales, sino un conjunto de respuestas funcionalmente equivalentes,
integradas dentro de una red molecular fungica especializada en la eliminacién controlada de
células dafiadas como estrategia evolutiva de adaptacion al estrés (saupe, 2020).

Conclusiones

Aspergillus salvadorensis presenta una respuesta morfoldgica claramente dependiente de la
concentracion de H202, en la que el aumento del estrés oxidativo conduce a cambios celulares
progresivos y bien definidos. La exposicion a concentraciones del 5 % y 10 % desencadena
alteraciones morfolégicas tipicas de Necroptosis, lo que sugiere que la muerte celular inducida por
estrés oxidativo constituye un mecanismo relevante en la biologia celular de este hongo. El efecto
del estrés se manifiesta de manera escalonada, iniciando con modificaciones potencialmente
reversibles, como el incremento de la vacuolizaciény la pérdida parcial de la integridad estructural,
antes de avanzar hacia una destruccion celular extensa e irreversible. En este proceso, la
vacuolizacion emerge como el indicador temprano mas sensible, ya que aumenta antes del colapso
estructural global. La pared celular y la vesicula se identifican como los componentes mas
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susceptibles al dafio oxidativo, funcionando como un umbral critico entre el dafio reparable y la
muerte celular definitiva. La Necroptosis, en etapas avanzadas, se caracteriza por una pérdida
masiva de la compartimentalizacion interna, una turgencia minima y la destruccion casi completa
de las estructuras reproductivas. En conjunto, estas métricas permiten definir un perfil cuantitativo
de la progresién morfoldgica, con aplicaciones potenciales en estudios de toxicidad, mecanismos
de defensa antioxidante y patogenicidad fangica. La concentracion del 10 % es letal e induce a la
Necroptosis con pérdida de la integridad y funcionamiento del hongo.
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