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I.  ANTECEDENTES

1.1 Mycobacterium avium: Evolucién.

Mycobacterium avium, ha sido clasificada en cuatro distintas subespecies y es la especie
clinicamente mas importante dentro del complejo Mycobacterium avium (MAC). Antes de la
contribucion de la taxonomia basada en genética, las pruebas bioquimicas convencionales se
utilizaron por mucho tiempo para diferenciar los miembros de MAC. Thorel y colab. (1990) basados
en pruebas fenotipicas mayormente discriminativas, junto con un analisis molecular, propusieron
considerar las especies de micobacterias en distintas subespecies de M. avium; M. avium subsp.
avium (MAA) y M. avium subsp. paratuberculosis (MAP), mas tarde dos subespecies fueron

propuestas, M. avium. subsp. hominissuis (MAH) y M. avium. subsp. silivaticum (MAS) [1].

Al menos cuatro principales secuencias de insercién han sido descritas en el genoma de M. avium,
de las cuales solo dos se han encontrado en Mycobacterium avium subsp paratuberculosis; 1S1311
y 1S900. Basado en polimorfismos de estas secuencias de insercion, los organismos MAP fueron
principalmente clasificados en dos grupos que parcialmente reflejan su especificidad por un
hospedero: Tipo S (Oveja) designado también como tipo |, el cual es prevalente en ovejas, mientras
que el tipo C (Ganado vacuno) también conocido como tipo Il que representa el grupo mas
ampliamente recuperado de varios hospederos usualmente ganado vacuno y cabras. Se detectd
recientemente un subtipo del tipo | que ha sido nombrado como tipo Ill o intermediario y un
segundo tipo llamado tipo B (Bisonte) del cual derivan dos cepas catalogadas recientemente como
cepa del tipo Bisonte Americano y cepa del tipo Bisonte Indio, el cual tiene una amplia gama de

hospederos y es altamente patégeno [1].

El elemento IS1311 es una secuencia de insercion de 1317 pares de bases, presente en todas las
subespecies de M. avium. Mientras que la secuencia de insercidn 1S900, originalmente encontrada
en aislamientos de pacientes humanos con la enfermedad de Crohn, es un elemento de 1451 pares
de bases considerado Unico para MAP, aunque raramente se ha encontrado en otras micobacterias.
Esta secuencia de insercidn provee un marcador altamente especifico para la identificacién precisa
de MAP. Otros polimorfismos como los de secuencia larga (LSP) y repeticiones en tandem sobre
todo secuencias minisatélite han permitido proponer diferentes modelos de evolucién para M.
avium, la hipdtesis sugerida por Bannantine y colab. (2012) propone que MAH es la cepa

progenitora, seguido por MAP de origen ovino, que da origen a MAP de linaje vacuno para
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subsecuentemente evolucionar a MAP aislada de bisonte en sus dos tipos; Bisonte Americano y
bisonte de la India. En ese mismo modelo evolutivo se plantea MAA y MAS como ramas evolutivas

directamente de MAH [1].

1.2 Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP)

MAP es un patdgeno intracelular facultativo, Gram positivo, acido alcohol resistente, aerobio y
cuya temperatura éptima de crecimiento es 37°C. Es una bacteria de crecimiento lento, con un
tiempo de generacién mayor a 20 h, requiere varias semanas de incubacidn antes de que las colonias
sean detectables en los medios de cultivo. Como caracteristica especifica de esta especie destacan

su dependencia del sideréforo micobactina para el crecimiento in vitro [2].

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis tiene la capacidad de infectar a un gran nimero de
especies animales, también se le ha encontrado infectando protozoos para sobrevivir a las
condiciones del medio ambiente [2]. MAP tiene una amplia distribucidon en el mundo debido a su
desprendimiento en heces, la ruta de transmisién mads frecuente es la via oro-fecal, a través del
pastizal, la leche y el agua contaminada con heces de animales asintomaticos y clinicamente
enfermos, sin embargo, la transmisién vertical a través de la placenta y el semen también se ha
sugerido [1]. La supervivencia intracelular de MAP se le atribuye a su capacidad para alterar la
maduracién del fagosoma dentro del macréfago, evitando su acidificacidn progresiva y su fusion

con los lisosomas [2].

1.3 Paratuberculosis: Enfermedad de Johne.

La paratuberculosis bovina o enfermedad de Johne se caracteriza por una lesién intestinal crénica
proliferativa que tiene como agente causal la bacteria Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis. Esta patologia consiste en una enteritis crénica y linfadenopatia mesentérica, que
cursa con signos histoldgicos en mucosa tales como formacion de granulomas dispersos que se

localizan generalmente a nivel del ileon o en la zona adyacente del colon [2].

En ganado vacuno la infeccion por MAP cominmente ocurre en teneros recién nacidos, por via
oro-fecal. Sin embargo, los sintomas clinicos, incluyendo predominantemente diarrea persistente y

pérdida de peso, usualmente aparecen en animales hasta los 3 a 5 afios de edad en el animal [3].



En el proceso de infeccion por MAP se ha propuesto que, el microorganismo cruza del lumen del
intestino delgado hacia el sistema linfatico a través de las células M epiteliales. La bacteria es
captada por macrofagos epiteliales los cuales una vez activados, inducen la activacion de las células
Ty la expansién clonal, dando paso a la respuesta inmune. La infeccidn por Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis parece seguir patrones observados en infecciones por M. lepreae, M. bovis
o M. tuberculosis. Estos patrones implican una respuesta inicial TH1 caracterizada por un infiltrado
tisular distinguido principalmente por linfocitos con pocos o ningln organismo detectable,
respuesta que parece ser predominante durante la etapa subclinica de la infeccidon por MAP. La fase
subclinica de la infeccion puede perdurar por meses o afios, ya que los bacilos se encuentran
contenidos dentro de macrdfagos y granulomas microscépicos. La memoria continua de células Ty
su respuesta es requerida para mantener esos granulomas, contener la diseminacidn de la bacteria

y minimizar el dafio tisular [4].

Los animales tipicamente comienzan a exhibir signos clinicos no especificos, tales como pérdida
de peso, y diarrea, cuando entran en la etapa TH2 o lepromatosa de la infeccion, aun no se conoce
gué desencadena esta transicién. La afluencia de células inflamatorias causa un engrosamiento de
la pared intestinal comprometiendo su funcionalidad, conduciendo a una enteropatia por
malabsorcién y pérdida de proteinas. En esta fase de la infeccidn, MAP puede diseminarse dentro
del tracto gastrointestinal y hacia otros drganos, tal como lo muestran las lesiones compuestas por
macroéfagos infiltrados, cargados con microorganismos, en rifién, higado, glandula mamaria, etc. Los
animales clinicamente afectados en esta fase de la enfermedad de Johne usualmente sucumben a

la infeccion en pocas semanas [4].

La paratuberculosis en animales por si misma tiene un impacto econdmico para el sector pecuario,
debido a sus consecuencias en la disminucién de la produccién de leche, la disminucion del valor
comercial del ganado enfermo y la eventual muerte del mismo [2]. Su ocurrencia es mundial con
tasas de prevalencia que oscilan entre un 7% y un 55% en Europa; 40% en los Estados Unidos de
Ameérica, donde la tasa de positividad guarda una estrecha correlacion con el tamafio del rebafio.
En Australia, las tasas de infeccién declarada fluctian entre un 9 y un 22%. Latinoamérica no escapa
a la problematica, aunque no dispone de caracterizacién epidemioldgica, cifras oficiales, ni
programas de control. Sin embargo, algunas investigaciones basadas en la técnica de inmunoensayo
enzimatico (ELISA, por sus siglas en inglés) revelan tasas de positividad elevadas. En Argentina,

18,8% en fincas lecheras y 6,8% de hatos de carne; En Guanajuato, México, se encontré un 28,7%



de explotaciones con animales positivos [5]. Esta enfermedad causa importantes pérdidas
econdmicas directas por la disminucién de produccion de leche o carne. Mediante estudios
realizados en otros paises, se estimd que la reduccion en la produccidn de leche se aproximaria a un
4% del rendimiento total, sin embargo, investigaciones realizadas en INTA, Argentina, estimaron
qgue esta disminucidn alcanzaria hasta un 19% [6]. Un estudio reciente estimé que el 21% de los
rebafios lecheros de Estados Unidos estan infectados, lo que resulta en considerables pérdidas

econdmicas para la industria lactea por un total de mas de $ 200 millones al afio [7].

1.4 Enfermedad de Crohn y su relacién con MAP

Desde 1913 fue sugerida una posible asociacidon entre M. avium subsp. paratuberculosis y la
enfermedad de Crohn (EC) en humanos, cuando se encontraron similitudes patolégicas vy

sintomatoldgicas entre humanos y animales con enfermedad de Johne [6].

La enfermedad de Crohn (EC) es un desorden sistémico que afecta a los humanos y causa
principalmente la inflamacién crénica del intestino, con una apariencia macroscépica similar a la
gue se observa en bovinos con paratuberculosis lo cual hace suponer una asociacidn causal de MAP
para ambas patologias. La patogénesis de esta enfermedad es compleja y parece ser multifactorial.

[2,6].

La comparacion de las secuencias de genomas de MAP asilada en humanos y animales demostré
una relacion filogenética basada en polimorfismos de un solo nucleétido que proporcionan
evidencia de una transmisidon zoondtica de animales domésticos a humanos [1]. Los antecedentes
bibliograficos citan que, en casos clinicos de pacientes con EC se ha detectado DNA de M. avium
subsp. paratuberculosis por medio de PCR en el 90% de los casos estudiados, por hibridacidn in situ
en el 70% de los casos, y por RT-PCR (RNA) en el 100% de los casos. Por otro lado, M. avium subsp.
paratuberculosis ha sido cultivado en enfermos de Crohn en heces, tejido intestinal y en muestras

de sangre periférica [6].

La enfermedad de Crohn es una enfermedad intestinal inflamatoria transmural en la cual se
presenta un trastorno de la permeabilidad intestinal provocando mala absorcién y desnutricién. Se
han observado lesiones granulomatosas presentes en el 30% de las biopsias de pacientes con
enfermedad de Crohn con lo cual se ha convertido en un signo caracteristico de utilidad para el

diagndstico diferencial con otras enfermedades intestinales inflamatorias [2].



Se ha desarrollado la hipdtesis de que MAP es un posible agente causal de la enfermedad de Crohn
debido a su identificacion a partir del aislamiento directo del patégeno desde los tejidos afectados
en pacientes con esta enfermedad y a las similitudes fisioldgicas de las lesiones ocasionadas. La
asociaciéon MAP-EC esta fundamentada en tres aspectos que establecen un vinculo entre MAP y la

enfermedad de Crohn, mismos que se describen a continuacion.

1. La incidencia de ambas enfermedades, tanto para la enfermedad de Crohn como
para la paratuberculosis bovina, es creciente desde que ambas enfermedades fueron
descritas, teniendo zonas geograficas en comun.

2. La identificacion de pacientes afectados por la enfermedad de Crohn, infectados
simultdneamente por MAP.

3. MAP se caracteriza por presentar una respuesta inflamatoria desencadenando una

enfermedad crénica.

Aun con las evidencias que podrian vincular ambas enfermedades la aceptacién de dicha hipdtesis
continla aun en discusion esto debido a que existen estudios en los que no se ha detectado MAP
en personas afectadas por la enfermedad de Crohn y a que aln se desconoce el papel especifico

gue tendria la bacteria en el desarrollo de la patologia [2].

Independientemente de su asociacion como agente causal de la enfermedad de Crohn, MAP se
ha encontrado infectando al ser humano, lo cual sugiere una infeccidon zoonética que puede ser
consecuencia de distintas vias de transmisién. La leche y otros derivados lacteos constituyen el
principal riesgo para la transmision de la bacteria, aun cuando la pasteurizacion disminuye
considerablemente el riesgo este no se elimina completamente debido a la caracteristica pared
bacteriana de MAP, la contaminacién también puede deberse en segundo plano a la ingesta de otros

tipos de alimentos como carnes bovinas, ademas de encontrarse en aguas de superficie y en la tierra

[2].

1.5 Diagnéstico de MAP

Existen dos métodos basicos para el diagndstico de la paratuberculosis; Buscar directamente el
agente causal de la enfermedad (M. avium subsp. paratuberculosis) o buscar indicadores de la
respuesta inmunoldgica a la infeccidn (citosinas, anticuerpos o lesiones intestinales caracteristicas).
Dada la patogénesis de la enfermedad, con el estadio final o produccién intermitente de signos

inmunolégicos detectables de la infeccién, un resultado positivo proporciona el mas util dato
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diagndstico. Un resultado negativo no significa que el animal es libre de la infeccién, es probable

que la muestra recolectada no contiene el analito en cuestion [4].

Una tincién acida directa de muestra fecal puede revelar bacilos micobacteriales, pero la
sensibilidad de este método es baja. Un frotis de impresién de diapositivas de tejido colectado de
necropsia o biopsia del ileon y nodos linfaticos mesentéricos pueden ser Utiles si son tefidos con
una tincién acida, tincion de Ziehl-Neelsen, por ejemplo, es una prueba rapida y econdmica sin

embargo la deteccion de formas paucibacilares es poco probable en esta técnica [4].

La prueba de eleccién para la identificacion de MAP es el cultivo bacteriolégico de heces o tejido
lesionado, aunque requiere un periodo de tiempo prolongado para su interpretacion (12 o 16
semanas) y requiere de medios altamente enriquecidos. La sensibilidad del ensayo puede variar ya
que algunas cepas de MAP son mas dificiles de aislar que otras. Debido a que otras especies de
Micobacterias pueden encontrase en muestras fecales, todos los aislamientos deben ser
confirmados con el test de dependencia de micobactina, el cual se basa en el crecimiento en un

medio suplementado Unicamente con micobactina [2,4].

Hay dos métodos basicos para el cultivo convencional de MAP en un medio sélido: el método en
el que se emplea acido oxalico y NaOH para la descontaminacién y el medio Léwenstein—Jensen (LJ)
para el crecimiento, y el método en el que se emplea cloruro de hexadecilpiridinio (HPC) para la
descontaminacién en combinacidon con el medio de yema de huevo de Herrold (HEYM) para el
crecimiento. Ademas, existe una técnica de cultivo radiométrico mediante la cual el crecimiento en
medio liquido BACTEC™ 12B (Middlebrook 7H12) suplementado con yema de huevo se mide por la
liberacion de *CO, radioactivo a partir de palmitato como consecuencia del metabolismo
bacteriano. Con este método se reduce el tiempo necesario para obtener resultados y se considera

mas sensible que los métodos de cultivo convencionales [8]

Existen técnicas de deteccion del material genético, hibridacion in situ y PCR en donde la secuencia
de insercidon I1S900 es el principal blanco de amplificacién permitiendo resultados de alta
sensibilidad, convirtiéndolo en el biomarcador de eleccidn, sin embargo, existe la desventaja de que
esta técnica es incapaz de diferenciar células viables de células muertas. Desde luego la seleccidn
de la muestra juega un papel fundamental considerando la distribucidon heterogénea de la bacteria

en el tejido [2].



1.6 Control y tratamiento.

No existe tratamiento satisfactorio para la paratuberculosis, debido a las lesiones generadas por
esta bacteria, el engrosamiento de la pared intestinal no se modifica. Tedricamente, algunas
combinaciones de antibidticos podrian ser exitosas, siendo de eleccién aquellos utilizados en el
tratamiento de la tuberculosis humana como isoniazida o rifampicina, sin embargo, se requiere un
tratamiento a largo plazo y es probable que no sea econédmicamente viable. Ademas, M. avium
subsp. paratuberculosis es sensible a relativamente pocos farmacos, y la posibilidad de una

recuperacion completa es baja debido a que las lesiones son irreversibles [9,10].

Una razén para no recomendar el tratamiento de la enfermedad, es que se tendrian que utilizar
los antibidticos de uso humano por periodos prolongados, lo provocaria que la leche proveniente

de las vacas tratadas vaya a consumo humano, y atente contra la inocuidad alimentaria [9].

La prevencién y el control de la paratuberculosis resulta ser la mejor arma contra esta
enfermedad. Controlar la enfermedad en un rebano infectado no es tarea facil, es de vital
importancia realizar la deteccidn temprana de la enfermedad, eliminar el ganado infectado y
proteger a los terneros recién nacidos de las heces y leche contaminada. No existe ningun
medicamento para el tratamiento, vacuna o proteccién contra la enfermedad de Johne. Para
controlar la enfermedad, se deberdn de realizar las siguientes practicas de control: Realizar una
prueba de ELISA a todo el ganado mayor a dos meses, realizar cultivos de heces de todo el ganado
adulto con intervalos de 6 meses, eliminar vacas y toros infectados, proporcionar areas de
maternidad limpias, alimentar con calostro de vacas negativas y saludables, y tomar medidas que

eviten la contaminacién fecal de alimentos y agua [9].

1.7 Hierro como micronutriente.

Los metales como micronutrientes son componentes necesarios de las proteinas, siendo mas
comunes los cofactores inorganicos; Mg*?, Zn*2, Mn*2, Cu*? y Fe*2. Junto con el Zinc y el magnesio, el
hierro es requerido para el crecimiento de casi todos los microorganismos con la excepcion de

algunos lactobacilos y Borrelia [11].

Es generalmente aceptado que el hierro es el mas importante micronutriente utilizado por las
bacterias [12]. El hierro es un elemento que participa en la modulacién de la respuesta inmune del

hospedero contra patdégenos mediante la regulacion de sus concentraciones en las células del



sistema inmune y el medio externo. Durante el proceso infeccioso los microorganismos utilizan
varias estrategias para adquirir competitivamente el hierro del ambiente interno del hospedero

[13].

En el cuerpo, el hierro es almacenado principalmente en ferritina y hemosiderina mientras la
mayoria del hierro funcional esta unido a la hemoglobina. Hay muchas otras moléculas para
almacenamiento de hierro, como lactoferrina y transferrina, las cuales secuestran el hierro de las
superficies mucosas y dentro del sistema circulatorio, y han demostrado ser fuentes de hierro para

algunos patdgenos [14].

En un esfuerzo por limitar la disponibilidad del hierro para los patédgenos durante una infeccién,
el huésped disminuye la absorcion de hierro en el intestino, a través de moléculas como la
hepcidina, incrementa la produccidon de moléculas de almacenamiento de hierro, y cambia el hierro
del plasma hacia las moléculas de almacenamiento. Incluso las moléculas almacenadoras de hierro
son posicionadas en areas que, probablemente, son sitios de infeccién [14]. Por ejemplo, la
fagocitosis del patégeno intracelular S. typhimurium por macréfagos mejora la expresion de la
proteina exportadora de Fe*?, Ferroportina, la cual limita el Fe*? disponible durante la residencia

intracelular de S. typhimurium [15].

La activacién de células innatas por PAMPs inicia la sintesis de grandes cantidades de proteinas
secuestrantes del Fe*? para limitar la disponibilidad del hierro para el patégeno, de este modo el
huésped es capaz de remover inmediatamente el hierro de aquellos sitios donde el patdgeno es

detectado, en un proceso denominado “inmunidad nutricional” [14,15].

Con la finalidad de adquirir hierro en ambientes donde este metal es limitado, las bacterias
sintetizan y secretan compuestos de bajo peso molecular llamados sideréforos, los cuales tienen
una elevada afinidad para la unién a Fe*3, actuando como un quelante especifico. La mayoria de los
siderdforos son producidos por la via de sintesis de péptidos no ribosomales (NRPS, por sus siglas
en ingles), un ejemplo es el sideréforo enteroquelina (enterobactina). La aerobactina es un ejemplo
de sideréforo no producido por la ruta NRPS. La sintesis de estos siderdforos incrementa en
ambientes donde las concentraciones de hierro son escasas; en esta condicién se sintetizan
proteinas de membrana externa (OMPs) reguladas por hierro (IROMPs) que funcionan como
receptores para complejos siderdforo-hierro, o captan hierro mediante receptores de transferrina,
lactoferrina, ovotransferrina, hemina y hemoglobina. El Hierro unido al sideréforo es

subsecuentemente transportado al interior de la célula para satisfacer los requerimientos de Fe*?
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[13, 15]. Algunos de estos sistemas de alta afinidad de captacion del hierro son importantes factores
de virulencia en la bacteria que infecta el fluido o tejido animal ya que les permite quelar el metal

unido a las proteinas del huésped [12].

Por otro lado, un exceso de hierro es toxico ya que cataliza la reaccién de Fenton y la formacidn
de especies activas de oxigeno. La captacion hierro por lo tanto debe ser delicadamente regulada.
Considerando que no se conocen mecanismos de excrecidon para el hierro en bacterias, estos
microorganismos parecen controlar la homeostasis del hierro, regulando su transporte a través de
la membrana [12]. Estos microorganismos regulan el hierro intracelular mediante proteinas de
membrana, evitando asi la toxicidad de las elevadas concentraciones de hierro en su citoplasma

celular, no se han descrito hasta la fecha bombas de excrecién para el hierro [13].

La proteina Fur o proteina reguladora de la captacién del hierro es un polipéptido de
aproximadamente 17 kDa que actla como represor transcripcional de promotores regulados por
hierro, en donde el Fe(ll) actia como co-represor. Bajo condiciones ricas en hierro, Fur se une al ién
divalente y forma el complejo Fe(ll)-Fur, adquiriendo una configuracién capaz de unirse a secuencias
blanco de DNA, conocidas como cajas Fur o cajas de hierro, inhibiendo la transcripciéon de genes
regulados por Fur. Por el contrario, cuando el hierro es escaso, disminuye el complejo Fe(ll)-Fury se
liberan regiones operadoras reguladas por hierro permitiendo que la RNA polimerasa acceda a
promotores de genes para la biosintesis de siderdéforos y otras funciones reguladas por hierro,

permitiendo su expresion [13].

La regulacién de la expresion del gen fur es muy compleja, ya que es auto-regulable y esta sujeta
a represion catabdlica, con lo que se liga su expresidn al metabolismo de la célula, y ademas es

regulada también por la respuesta al estrés oxidativo [13].



Il.  INTRODUCCION

2.1 Proteina Fur.

La proteina reguladora de la absorcidon férrica conocida como Fur (Ferric Uptake Regulatory) se
encarga de la regulacidn, en respuesta a los niveles intracelulares de hierro, de una variedad de
genes, como se ha observado en Escherichia coli como modelo, incluyendo aquellos encargados de
la captacion del hierro. Se ha mostrado también que Fur regula otros genes que no estan
directamente relacionados con el hierro, tal como los que codifican para hemolisina, toxinas y

superoxido dismutasas entre otros [16].

Analisis bioquimicos y de secuencia se realizaron para mostrar que Fur es conservada a través de
un amplio rango de especies bacterianas. Fur es una pequeiia proteina reguladora con una masa
molecular de 15 a 17 kDa y aproximadamente 150 aminoacidos que funciona como un dimero,
utiliza Fe (ll) como co-factor y contiene 12 residuos de Histidina y 4 residuos de Cisteina. Estos
residuos han sido identificados como probables candidatos para la coordinacion de la proteina con
el metal, sin embargo, el sitio de unién del metal en Fur es aun controversial [14, 16]. Estudios de
resonancia magnética nuclear paramagnética sugieren una coordinaciéon de histidinas y carboxilato

alion Mn (ll) el cual se ha asumido se une al sito putativo de Fe (ll) en Fur [16]

Los promotores de genes para la captacidn de hierro son negativamente regulados por Fur, una
baja concentraciéon de hierro en el medio resulta en una des-represidon, mientras que altas
concentraciones de hierro resultan en una represién dependiente de Fur. Basado en evidencias de
ensayos acoplados de transcripcidon y traduccién in vitro se ha propuesto que la proteina
metaloreguladora, Fur, actia como un cldsico regulador en el cual Fe(ll) es requerido como cofactor
para la unidn al DNA. Se ha propuesto también que Fur no se une al DNA en ausencia de iones
metadlicos divalentes [16]. El modelo aceptado de la represion mediada por Fur de los genes
metaloregulados establece que, bajo condiciones ricas en hierro, Fur une el ion divalente y adquiere
una configuraciéon capaz de unirse a la secuencia de DNA blanco e inhibir la transcripcién de
practicamente todos los genes y operones reprimidos por el metal. La proteina Fur parece ser un

dimero en solucién independientemente de la presencia o ausencia de Fe*? [12].

Fur le da nombre a una superfamilia de sensores metalicos que regulan la transcripcion de genes

conectados a la homeostasis de metales y a la respuesta contra el estrés oxidativo. Ademas de Fur,
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la familia FUR de metaloreguladores incluye Zur (captacién de zinc), Mur (captacion de manganeso),
Nur (Captacion de niquel), PerR (Respuesta al estrés por perdxido) y el regulador sensible al hierro

dependiente de hemo (Irr). La familia de proteinas FUR esta presente en procariotas [11].

Un modelo simplificado del mecanismo mas comun encontrado en proteinas Fur consiste en su
union especifica como dimero a una secuencia palindromica rica en A/T encontrada en los
promotores de su DNA blanco utilizando un cofactor metalico como co-represor. La coordinacion
con este co-represor causa un cambio conformacional del regulador, que promueve y estabiliza su
interaccion con el DNA. Aunque existen importantes diferencias mecdanicas entre ellas, las proteinas
FUR comparten un plegamiento en comun de 120 aminoacidos de largo en promedio y estan
compuestas por un domino de uniéon a DNA en el extremo N-terminal y un sitio regulatorio de unién
al metal, que se localiza en extremo C-terminal de la proteina que también permite la dimerizacién.
Usualmente, los miembros de esta superfamilia de proteinas son reconocidos por su motivo rico en
histidinas HHHXHX2CX2C localizado en el inicio del dominio de dimerizacidn, luego de la region de

bisagra presente entre el domino de unién al DNAy el C-terminal [11].

El tipo de regulacién descrito para Fur podria también ser aplicable a otros represores
dependientes de metal. Al igual que el hierro, el zinc es un elemento que, dependiendo de sus
concentraciones, puede ser un micronutriente esencial o un potente téxico. La captacién de este
metal es regulada por la proteina Zur en combinacién con zinc, parecido al fenémeno discutido para
Fur. Poco es conocido acerca de mecanismos de represidn de Zur, pero algunas secuencias de unidn
a estas proteinas se han descrito en promotores de genes relacionados a la captacidon de Zny se ha
observado, son similares a las cajas Fur. Algunas proteinas inicialmente clasificadas como Fur
homologas son ciertamente mds similares a Zur que a Fur y quizas podrian ser reclasificadas como
reguladores de la captacidon del zinc. Ademas, el hecho de que Fur ha sido recientemente definido
como una zinc-metaloproteina que contiene un ion estructural de Zn*? por polipéptido, establece

una relacién entre estas dos proteinas aun mas compleja [12].

2.2 Caja Fur

Ensayos utilizando el promotor de aerobactina de E. coli definieron la secuencia consenso de 19
pares de bases, 5°GATAATGATAATCATTATC3’, como la caja de hierro o caja Fur utilizada por la

proteina Fur cargada con hierro para reprimir este operdn. En un punto posterior, el alineamiento
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de secuencias de una coleccidon de mas de 30 promotores controlados por hierro, de varios origenes,

confirmé que esta secuencia era el blanco funcional de la proteina Fur [11,12].

La secuencia blanco de la caja de hierro podria ser interpretada como un palindromo formado por
dos repeticiones invertidas de nueve pares de bases 5"GATAATGAT3  separados por uno impar. Pero
interesantemente la misma secuencia de 19 pares de bases puede ser vista como una combinacion

de tres repeticiones adyacentes, 5’"NATA/TAT3 . Es plausible que la secuencia consenso pudiera ser

reconocida por Fur como tres repeticiones de 6 pares de bases, en lugar de un palindromo de 19
pares de bases, como se observa en modelos clasicos de interaccién Fur-DNA. Se ha observado en
diversos estudios que mientras se requiere un minimo de tres repeticiones para producir un sitio de
unién a Fur, su orientacion relativa y su numero puede no tener importancia. El hexdmero
NATA/TAT parecer ser la unidad de la interaccion con Fur en el sitio de unidn, aunque solo la suma
de al menos tres unidades puede dotar al complejo suficiente fuerza y especificidad para ser
completamente funcional. La interaccion Fur-DNA podria, por lo tanto, ser completamente
diferente del cldsico modelo de Lac |, o proteinas activadoras de genes catabdlicos, en los que una
proteina dimérica (o tetraédrica) se une a una secuencia palindromica. Por otro lado, muchos
promotores regulados por hierro parecen no tener solo una caja Fur si no multiples, algunas veces

traslapadas lo cual es altamente compatible con el modelo dimero-palindromo. Adicional a esto,

parece ser que Fur se envuelve helicoidalmente alrededor del DNA [12].

Se observé en diversos estudios que la gama de afinidades por el sitio de unién al DNA funcional
podria estar formado por la adicion de discretas extensiones GATAAT a secuencias de
reconocimiento minimo, permitiendo asi la unién y polimerizacién del regulador sobre su DNA

blanco. En todos los casos las cajas de hierro tienen un alto contenido de regiones ricas en A/T [11].

En algunos casos, adicional a la secuencia de la caja Fur, el regulador requiere otro motivo
estructural en el sitio de uniéon al DNA para una d6ptima interaccidn. Es interesante que solo
pequefias diferencias entre sitios de union de diferentes proteinas FUR en la misma bacteria han
sido observados. A pesar de las diferencias encontradas, hay suficiente informacidn para distinguir

entre cajas Fur, PerRy Zur [11].
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2.3 Mecanismos de represion y activacién por Fur.

Represion cldsica de hierro unido a Fur.

Tal como el hierro comienza a incrementar su disponibilidad en la célula bacteriana, el co-factor
Fe(ll) se une a mondmeros apo-Fur, y este mondmero unido a hierro dimeriza. El dimero Fur unido
a hierro reprime la transcripcidon uniéndose a la caja Fur en su promotor blanco y bloqueando la

unién de la RNA polimerasa evitando la transcripcion de los genes relacionados.

Aunque la caja Fur de E. coli es usada como estandar para comparar otras secuencias de unién a
Fur, esta secuencia no es claramente conservada en todos los organismos que exhiben una
regulacién por Fur, un ejemplo es B. subtilis cuya caja Fur es una repeticion invertida de 15 pares de

bases en una configuracién 7-1-7. [14]

Apo-represion

Actualmente, H. pylori es Unico en la utilizacidon de Fur como un represor aun cuando hay ausencia
de Fe(ll) como co-factor, este fendmeno se conoce como regulacion por apo-Fur. Bajo condiciones
de agotamiento de hierro, Fur se encuentra en su forma apo-Fur, en esta forma Fur se une a la caja
de hierro de su promotor blanco. Esa unién bloquea la unidn de la RNA polimerasa, por lo tanto, la

trascripcién es reprimida [14].

La expresidon de la molécula de almacenamiento de hierro Pfr es regulada por apo-Fur. Otro blanco
de apo-Fur confirmado es sodB. Se ha demostrado, la unién de Fur a sodB en ausencia de hierro.
sodB tiene solo un sitio de unién a Fur, a diferencia de pfr que tiene 3 sitios. El debate se centra

alrededor de si Fur podria o no encontrarse no unido al hierro in vitro [14].

Se ha asumido que Fur principalmente trabaja como un represor transcripcional uniéndose
directamente como Fe*’-Fur a elementos regulatorios de sus genes blanco. Sin embargo, existe
evidencia que indica que Fur modula la transcripcidn de genes permitiendo tanto la represion como
la activacidn por diferentes mecanismos. Estudios proveen evidencia de que la activacién por Fur es

un mecanismo extenso en procariotas con diferentes requerimientos fisioldgicos y metabdlicos [11].

La activacion por la proteina Fur unida a hierro puede tener lugar por diferentes mecanismos,
mismos que en algunos casos no estan bien definidos. La activacidon podria ser resultado de una
competencia entre Fur y otro represor por la unién al DNA. Sin embargo, la iniciacion directa de la

transcripcién por Fur ha sido sugerida en la mayoria de los casos. Ensayos transcripcionales y
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comparativos utilizando proteina Fur mutante con una delecién en N. meningitidis llevo a la

identificacion de 38 genes activados por Fur [11].

Mecanismo de activacion por Fur dependiente de ryhB.

Fur es requerido para la expresiéon de muchas proteinas dentro del ciclo del acido tricarboxilico
(TCA, por sus siglas en inglés) y la superdxido dismutasa dependiente de Fe*? (SodB). La ruptura del
ciclo del acido tricarboxilico en mutantes fur podria tener un rol relevante en la regulacién de la
virulencia, ya que mutaciones en el ciclo TCA alteran la expresién de la virulencia en Staphylococcus
epidermidis y Vibrio cholera. El mecanismo molecular para la activacién positiva de Fur en el ciclo
TCAy SodB fue inexplicable hasta que se determiné la importancia de un pequefio RNA no traducido
(sRNA) llamado ryhB en la activacién por Fur. ryhB se une por medio de un RNA chaperdn al mRNA
blanco sodB (FeSOD), este sRNA reduce la vida media del mRNA de sodB y reduce la proteina SodB
dentro de la célula. Fur activado en presencia de cantidades adecuadas de Fe*? reprime la
transcripcién de ryhB, con lo cual incrementa la vida media de mRNA de sodB, mejorando la
produccién de la proteina y la actividad de FeSOD, de modo que Fur es indirectamente requerido
para la expresion de FeSOD. La delecidn de ryhB en un incremento de fur resulta en la restauracion

de la expresion de proteinas TCAy SodB [15].

La regulacién positiva indirecta por Fur a través de regulacién negativa del regulador negativo,
ryhB, es el mecanismo molecular mas estudiado para la activacion dependiente de Fe*? de la
expresion de genes. [18]. La identificacidn de 38 RNA’s reguladores indica que su participacion es

un mecanismo comunmente utilizado [11].

Mecanismo de activacion por Fur a través de reclutamiento RNA polimerasa.

Los genes activados por Fur contienen cajas Fur localizadas aproximadamente 100 pares de bases
antes del sito de inicio de la transcripcion, mientras que los genes reprimidos por Fur contienen
cajas Fur que se sobreponen con los sitios de unién a la RNA polimerasa (RNAP). En Helicobacter
pylori, Fur activa la expresion de oorB, el cual codifica dos oxidoreductasas aceptoras 2-
oxoglutarato, por medio de la unién directa a elementos cis-regulatorios localizados 130 pares de
bases antes del sitio de inicio de transcripcidn. En V. cholera, Fur activa la expresion de la porina de
membrana externa, ompT, por medio de la unién a una caja Fur localizada 90 pares de bases antes

del inicio del sitio de transcripcion [15].
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Importantemente, la secuencia del sitio de la caja Fur para genes activados es virtualmente
idéntica a la caja de Fur para genes reprimidos. Colectivamente, evidencia molecular sugiere que la
ubicacién de la caja Fur en proximidad al sitio de unién a RNAP determina la habilidad de Fur para
activar los genes de expresidn. Experimentos de transcripcién in vitro demuestran que Fur puede
activar la transcripcidon de un gen blanco aun cuando la caja Fur estd ubicada 100 — 200 pares de
bases antes del sitio de inicio de la transcripcién. Este ejemplo de activacién por Fur es raro, pero

podria involucrar un reclutamiento mejorado de RNAP al promotor de genes blanco [15].

Los activadores transcripcionales que se unen antes del sitio de unién al RNAP han demostrado
interactuar con el dominio C-terminal de la subunidad alfa (alfa-CTD) de RNAP, lo cual promueve la
transcripcién del gen blanco. El contacto entre activadores y la alfa-CTD es inhibido cuando el sitio
de unién del activador se encuentra a mas de 100 pares de bases antes del sitio de inicio de la
transcripcién. De modo que, el factor de transcripcion que se una a un sitio localizado mas alla de
100 pares de bases es poco probable que logre interactuar fisicamente con la alfa-CTD de RNAP. Sin
embargo, se sabe que puede ocurrir la oligomerizacién de la proteina Fur en el sito de la caja Fur, lo
cual sugiere que las proteinas Fur pueden extenderse para interactuar con otras proteinas cercanas

[15].

Mecanismo de activacion por Fur a través de anti-represor

Se ha observado que Fur se une a un sitio regulador distal antes del sitio de unién a RNAP en el
promotor de ftnA para remover fisicamente la proteina similar a la histona, H-NS, la cual modula la
represidn de ftnA. H-NS reprime la transcripcidn de ftnA y Fur es Unicamente requerido para liberar
esta represidn. El rol de Fur como un anti-represor en la activacién de ftnA es respaldado por dos
evidencias in vivo: 1) Fur no es requerido para la expresidon de ftnA en ausencia de hns; y 2) la

expresion de ftnA no es reducida por quelacién de Fe*2 en un incremento de hns [15].

La activacidon de expresion de genes por Fur a través de este modelo representa un tercer tipo de
activacidn, el mecanismo de activacién por anti-represidn. Evidencia en vivo sostiene el modelo de
anti-represidn con el principal mecanismo de activacion dependiente de Fur para la expresiéon de

genes [15]

Fur puede actuar como un represor o activador y funcionar con o sin hierro como co-factor.
Dimeros de Fur unidos a hierro son formados bajo condiciones de abundancia de hierro, y estos

dimeros se unen a la caja de hierro en sus respectivos promotores blanco y activan la transcripcion
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del gen. Por otro lado, bajo condiciones escasas de hierro se forma un dimero apo-Fur, este dimero
apo-fur se une a la caja hierro en su promotor blanco y activa la transcripcidn de genes. Mientras el
mecanismo de la regulacion de Fur unido a hierro es bien comprendido, comparativamente poco se
conoce sobre la regulacién por apo-Fur. Por ejemplo, no se conoce aun si apo-Fur funciona como
mondmero o dimero. Aunque apo-Fur ha demostrado unirse directamente a promotores blanco in
vitro, y datos transcripcionales in vivo indican represién solo en ausencia de hierro, hasta ahora, la

represion por apo-Fur mantiene un mecanismo de accion altamente debatido [14].

En H. pylori, sodB es directamente reprimida por Fur en ausencia de hierro, es decir en su forma
apo-Fur. En la actualidad unicamente se ha descubierto un organismo que utiliza Fur en todas sus

diferentes formas, H. pylori [14].

Un gran numero de genes para la captacion de hierro han mostrado ser reguladas por Fur tanto
en bacterias Gram negativas como en Gram positivos, como es el caso de Bacillus subtilis en donde
el sistema mejor caracterizado incluye el sideréforo catecolato, dhb, y un gen involucrado en el
transporte de ferrihidroximato, fhuD. En P. aeruginosa, Fur regula la produccién de los sideréforos
pioverdina y pioquelina. Un sistema de transporte de siderdéforo (sir) y el operdn de captacién de
ferricromo (fhu) son también regulados por Fur en Staphylococcus aureus. Fur regula también,
genes involucrados en la adquisicion de hierro de las Unicas fuentes del huésped, como hemo y
transferritina. En V. vulnificus Fur regula hupA, un gen para la utilizacion de hemo, mientras que el
agente causal del chancro humano, Haemophilus ducreyi, utiliza Fur para controlar la expresion de

hgbA, el cual codifica una proteina involucrada en la unién a hemoglobina [14].

2.4 Proteina Fur multifuncional.

Se ha sugerido que Fur puede tener diferentes roles en distintas especies debido a la observacion
de que el gen es esencial en Neisseria, Pseudomonas, Rhizobium y Vibrio anguillarum, pero no en
E. coli, Bacillus, Yersinia o Vibrio cholerae. Una gran variedad de genes controlados por este
regulador, han sido revelados a través del uso de ingeniosas técnicas genéticas y bioquimicas, el
analisis de estos genes regulados por Fur ha revelado que esta proteina participa en funciones no

relacionadas directamente con el metabolismo del hierro [12].
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Estrés oxidativo

Existe evidencia sustancial in vivo que correlaciona el estrés oxidativo con alteraciones en las
concentraciones de hierro libre intracelular, tal como estudios genéticos que muestran como la
desregulacién de la homeostasis del hierro dirige al estrés oxidativo. El control del metabolismo del
hierro y su acoplamiento con la regulacidn de defensas contra el estrés oxidativo es llevado a cabo

por Fur en la mayoria de los organismos procariotas [11].

La defensa enzimatica contra ROS (especies reactivas de oxigeno) ocurre por la rapida dismutacidn
del superdxido (0%) por las superdxido dismutasas (SODs), que convierten radicales superdxido en
oxigeno y peroxido, y la detoxificacién de H,O; por la hidroperoxidasas y catalasas, que convierten
el perdxido en agua y oxigeno. Fur directamente reprime la transcripcion de genes que codifican la
MnSOD (sodA) e indirectamente activa la expresién de genes que codifican la FeSOD (SodB). Ya que
la MnSQOD es clave en la defensa contra oxigeno toxico, el significado fisiolégico de esta regulacion
negativa no estd claro. En varios organismos, el gen de kat que codifica para la enzima catalasa, es
regulado por Fur. Fur reprime katG, una catalasa-peroxidasa combinada, en Mycobacterium
tuberculosis y Mycobacterium smegmatis y esta regulacidon se piensa, es universal en todas las

especies de Mycobacterium [12,14,15]. Actividad Disulfuro reductasa de FurA en cianobacterias

El dafio oxidativo es particularmente perjudicial para los organismos fotosintéticos. A diferencia
de las proteinas Fur caracterizadas hasta la fecha, FurA de Anabaena sp. PCC7120 carece de zinc
estructural, provocando que su arreglo CXXC se comporte como regulador redox. Esta actividad
enzimatica, la cual parece ser especifica de FurA en cianobacterias, revela la multifuncionalidad de

este regulador y su conexidn con las rutas de sefializacion redox [11].

Interaccion Fur-Hemo.

Una relacion adicional entre Fury la respuesta al estrés oxidativo es establecido por su interaccion
funcional con el grupo hemo. El grupo hemo es muy toxico en su forma libre debido a que cataliza
la formacidn de especies reactivas de oxigeno y es por si mismo una sefial de estrés oxidativo. Fur
controla muchos genes involucrados en la captacion de hemo y su degradacion en la mayoria de las
bacterias. En Anabaena sp. PCC7120, FurA ha demostrado que la uniéon de hemo a la proteina en

una proporcién equimolar provoca la pérdida de su afinidad por el DNA [11].

Mas alld del control de la homeostasis del hierroy la respuesta cercanamente relacionada al estrés

oxidativo, Fur estd involucrada en la regulacion de procesos que aparentemente son independientes
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del estado del hierro. Existen suficientes datos que evidencian el rol central de Fur en el
metabolismo de organismos procariotas a través de la modulacién de un gran nimero de genes

involucrados en diferentes funciones en respuesta a diferentes estimulos [11].

Patogénesis/Factores de virulencia

Fur también juega un rol crucial en la patogénesis, controlando la expresién de factores de
virulencia en la interaccion huésped-microorganismo [11]. Fur regula numerosos genes que son
importantes para la patogénesis de la bacteria. Por ejemplo, en P. aeruginosa, Fur ha mostrado estar
involucrada en la produccién de toxinas, formacién de biofilm, y quorum sensing. Aunque el rol que
Fur juega en la formacién de biofilm en P. aeruginosa no es aun caracterizado, se ha mostrado que
fur mutante forma biofilms mas maduros que el tipo silvestre bajo condiciones limitadas de hierro.
Fur estd indirectamente involucrada en la regulacién de quorum sensing en P. aeruginosa a través
de la regulacién de dos pequefios RNAs no codificantes (sRNAs), prrF1 y prrF2. En cepas
uropatdgenas y enterohemorrdgicas de E. coli Fur regula negativamente la adhesina homologa IrgA
(iha), mientras que en E. coli enterotoxigénica, Fur reprime la expresiéon de adhesinas fimbriales

CFA/I [14].

Esto significa que la contribucién de Fur a la virulencia podria no deberse a su rol clasico como
represor transcripcional de proteinas para la captacién de hierro, si no a su complejo rol como un
activador transcripcional de la virulencia, luego de observarse la incapacidad de mutantes fur de

causar enfermedades dentro del hospedero [15].

2.5 Autorregulacion de Fur.

La regulacidn de Fur es un proceso multifactorial que involucra diferentes sefiales ambientales,
asi como la participacién de diversos reguladores. Las proteinas FUR son usualmente autorreguladas
a través de la presencia de su secuencia blanco correspondiente en sus propios promotores. Sin
embargo, muchos otros efectores han sido reportados por influir en el nivel final del regulador

activo en la célula.

Usualmente, el estado del hierro influye en la expresion de Fur, aunque hay algunas excepciones,
incluyendo las proteinas Fur de P. aeruginosa, cuya regién reguladora no contiene una secuencia

similar a la caja de hierro consenso y los promotores que controlan su transcripcién no son inducidos
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por hierro. Adicional al control del hierro, cambios oxidativos, bajo pH y la disponibilidad de carbdn

o nitrégeno son condiciones ambientales que afectan la expresion de Fur [11].

Debido a la cercana conexidn entre el hierro y el estrés oxidativo, Fur también es modulado en
muchos organismos por reguladores involucrados en el control de genes inducibles por peréxido de
hidrogeno, PerR y OxiR. Los regulones PerR y Fur estan inter-regulados en B. subtilis, donde PerR
regula su propia represiéony la de Fur. La modificacidn pos-traduccional de Fur ha sido reportada en
cianobacterias y E. coli. En el caso de Anabaena sp. PCC7120, la unién de hemo a FurA y FurB afecta

su interaccion con el DNA [11].

Mientras algunos organismos tienen proteinas reguladoras adicionales para regular la expresiéon
de Fur, como la proteina activadora de catabolito en E. coli, RpoS en V. vulnificus, y NikR en H. pylori,

la autorregulacion de Fur es el mecanismo mds conservado [14].

Fur reprime su propia expresion bajo condiciones de abundante hierro. H. pylori muestra la mas
compleja autorregulacion de Fur ya que combina tanto la represién clasica por Fur unida a Hierroy
la activacién por apo-Fur. Existen tres regiones de unién a Fur en el promotor de fur en H. pylori. El
operador | y Il de mayor afinidad estan probablemente involucrados en la represion del promotor
fur y el tercer operador ha mostrado actuar como un sitio de activacién apo-Fur. Este modelo para
H. pylori de autorregulacion de Fur sugiere que, si las concentraciones de Fur descienden a un cierto
nivel, la unidn de Fur con el operador | y Il se pierde, permitiendo que este sitio actie como un

elemento de unién para la RNA polimerasa [14].

Usualmente, mas de una proteina FUR con diferentes especializaciones son encontradas en el
mismo organismo, siendo bastante comun observar una regulacién cruzada o solapamiento de los

respectivos regulones [11].

2.6 Complejo Zinc-Fur

Adicional al sitio de union al hierro, la purificacién de Fur a partir de Escherichia coli y Vibrio
anguillarum mostrd la presencia de un atomo de zinc estructural por monémero de Fur, el cual es

requerido para estabilizar la forma dimérica de la proteina [11].

Se han caracterizado tres formas de la proteina en base a su unién al zinc; Zn,Fur, Zn;Fur y apo-
Fur y se observd que la unién de Zinc a Fur se correlaciona con un incremento en la afinidad de

unién al DNA. Existe suficiente evidencia que permite proponer que la forma nativa de la proteina
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Fur encontrada en células, en crecimiento con niveles normales de hierro en el medio, es una zinc-

metaloproteina, decir, Zn,Fur o Zn;Fur [16].

En un estudio realizado por Ellen Wang Althaus y colab. en la Northwestern University en lllinois
(1999) se definio la estequiometria de la unién Zn-Fur. Encontraron que la proteina se une a 2.1 +
0.5 dtomos de zinc por mondmero, esta estequiometria fue asignada a la forma Zn,Fur. Luego de
un proceso para la completa remocidn de todos los &tomos de zinc del complejo Zn-Fur obtuvieron
0.9 £ 0.1 mol de Zinc/mol de Fur en el remanente protéico, definiendo la estequiometria de Zn;Fur.
En un segundo proceso para la eliminacion de zinc empleando urea se obtuvo como resultado 0.1
0.1 mol de Zinc/mol de Fur, reconocida como apo-Fur. Para cada una de estas formas se determind
el peso molecular observandose para Zn,Fur, ZniFur y apo-Fur un peso molecular aparente (Mr) de

48000, 45000 y 32000 respectivamente [16].

Ambas formas, Zn,Fur y Zn;Fur han demostrado experimentalmente afinidades similares por el
DNA con una constante de disociacion de Kd= 18 + 7 nM y Kd= 19 + 5 nM respectivamente. La
constante de disociacién para la forma apo-Fur, Kd= 48 + 10 nM, es notablemente mayor a las otras

dos formas de Fur [16].

La unidn del zinc a la proteina Fur aparentemente se relaciona con la estabilizacién de la
arquitectura de la proteina. Una vez que el zinc es totalmente removido de la proteina, la
conformacién vy la afinidad de Fur por el DNA parece cambiar tal como lo demuestra la disminucidn
en el peso molecular aparente y la disminucién en la afinidad de unién Fur-DNA. La afinidad de apo-
Fur por el DNA se ve disminuida a cero mientras que la reconstitucion de esta forma con un mol de
Zn(ll) reestablece la afinidad de la proteina por el DNA. Experimentos que muestran la mejora en la
susceptibilidad a contaminacidn con trazas de proteasa, respalda la idea de que Fur es mds inestable
sin Zinc. La inestabilidad de apo-Fur puede deberse a varios factores, una hipdtesis plantea que la
carencia de zinc para estabilizar la conformacion activa de Fur le hacen mas vulnerable a la
contaminacion por proteasas, por otro lado, los residuos de cisteina, los cuales estan coordinados y
protegidos en el interior de la proteina mientras el zinc se encuentra unido, podrian ser mayormente

susceptibles a la oxidacidn en la apo-proteina. [16]

Las observaciones de que la proteina Fur une dos atomos de Zinc por monémero sugiere la
existencia de dos sitios separados. Hay al menos dos diferentes sitios de union de metal en Fur,
pero solo uno de los dos sitios es centro de metal facilmente intercambiable. Diversos experimentos

demostraron que el hierro no desplaza el zinc en Zn;Fur, sin embargo, la unidn de un segundo Zinc
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podria tener lugar en el sitio de unidn de Fe(ll), ya que éste desplaza un Zn(ll) en Zn,Fur, indicando

gue el zinc compite en algln grado con el co-represor putativo de Fur, Fe (Il) [16].

Otra hipdtesis sugiere que, en todos los casos, el sitio de unidn en la regiéon de bisagra entre el
dominio de unién al DNA y el dominio de dimerizacién corresponde a un sitio de deteccion de metal
de alta afinidad, llamado sitio 2, que en la proteina Fur al igual que en la proteina PerP, esta unién
es penta-coordinada por tres residuos de histidinas y dos acidos. El zinc estructural, ubicado en el
sitio 1, estd cerca del C-terminal y usualmente es coordinado por cuatro cisteinas organizados en
dos motivos CXXC, mientras que el zinc localizado en el sitio 3 parece jugar un rol en la estabilizacién
de la forma dimérica del regulador y esta localizado en el nicleo del domino de dimerizacidn. Sin
embargo, existen importantes diferencias no solo entre FUR paralogos, sino en las estructuras de

las mismas proteinas Fur también [11].

No se ha demostrado a la fecha que el zinc tenga un efecto sobre la regulacion de la expresiéon de
genes, sin embargo, es cuestionable aun, por qué la unién in vitro del DNA a Fur puede
aparentemente ser inducida por una variedad de metales ademas de Fe(ll) cuando la funcién de ese
receptor de Fe(ll) es regular los niveles de hierro dentro de la célula. El problema sin resolver en el
caso de Fur es como la sefial correcta por un cambio intracelular de hierro es distinguible de un

cambio en la concentracion de zinc intracelular [16].

2.7 Genoma de M. avium subsp. Paratuberculosis.

El analisis gendmico realizado por Lingling Li y colab. mostré que map K-10 tiene una Unica
secuencia circular de 4,829,781 pares de bases, con un contenido de GC del 69.3%. El coddn de inicio
para el gen dnaA fue elegido como punto de inicio para la numeracién del genoma. El contenido de
G+C es relativamente constante a través del genoma. El andlisis reveld solo pocas regiones del

genoma con contenido bajo de G+C correspondientes a profagos o secuencias codificantes de RNA

[7].

El analisis también identificé 17 copias de la secuencia de insercién IS900, siete copias de 1S1311,
y tres copias de ISMav2 en el genoma de K-10. Al igual que reveld la presencia de varias secuencias
de insercién de las cuales no se han identificado homdlogos en otras micobacterias, por ejemplo,
ISMAPOQ2, presente en 6 copias en el genoma K-10, y ISMAPO4 con 4 copias. Estas nuevas secuencias
de insercién descubiertas son de particular interés para su uso como potenciales blancos de
diagnéstico [7].
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El genoma K-10 contiene 4.350 ORFs con longitudes que van desde 114 hasta 19.155 pares de
bases que, en suma, representan el 91,5% del genoma completo. El analisis mostré que un total de
60% de las proteinas putativas en el mapa tenia homdlogos a otras proteinas microbianas con
funciones conocidas y el 25% eran homdlogos de proteinas hipotéticas. Un total de 39 proteinas

predichas son exclusivas de MAP, sin homdlogos identificables en las bases de datos actuales [7].

Una de las principales diferencias fenotipicas entre MAP y otras micobacterias es su incapacidad
para producir micobactina en cultivos de laboratorio. Micobactina es un sideréforo que es
responsable de la unién y transporte del hierro al interior de las células. Un grupo de 10 genes en
Mycobacterium avium subsp. tuberculosis (mbtA-J) ha mostrado ser responsable de la produccién
de micobactina y el transporte de hierro. Homélogos del grupo mbtA-J fueron identificados en el
genoma MAP. Sin embargo, una comparacién directa del grupo MbtA-J en MAP con los de MAV, y
MTB mostré diferencias significantes en la estructura primaria de esta region. La principal diferencia
entre MAP, MAV y MTB en el grupo mbtA-J fue en el gen mbtA. El gen mbtA es mas corto en MAP,
codificando una proteina de 400 aa, en comparacion con los 565 y 551 aa de proteina en MTB y

MAV, respectivamente [7].

Una investigacidon de la secuencia completa de un locus de 38 kb en la posicién de 1 a 38760, que
incluye varios grupos de genes relacionados con la captacidon del hierro, confirmd la Unica
especificidad de esta regidn, la cual incluye la sonda especifica para M. avium subsp.
Paratuberculosis, Mptb61.32, localizada en la posicidn de 36208 a 36803. La ausencia de homologia
de la region entera de 38 kb a M. avium subsp. Avium, la presencia de la secuencia corta, Mptb61.32,
el andlisis de PCR positivo con 14 cepas clinicas de M. avium subsp. Paratuberculosis y el analisis de
PCR negativo con cepas referencia de otras 6 especies de micobacterias, fuertemente sugieren que

este locus es especifico de M. avium subsp. Paratuberculosis [3].

Se identificaron tres nuevos operones en M. avium subsp. paratuberculosis (mpt, fep y sid)
presentes en el locus de 38 kb. Se encontré la presencia de motivos de control transcripcional
regulados por Fe*? (cajas Fur) en los promotores asociados a los operones sid y mpt, los cuales son
responsables del transporte del Fe* hacia el citosol bacteriano, unido a un sideréforo. El rol del
operdon mpt de 7 Kb en la captacién del hierro es apoyado debido a la presencia de dos cajas Fur

localizadas inmediatamente antes del operdn de dentro de su regiéon promotora [3].

Homdlogos de proteinas codificadas por el operdn sid estdn involucradas en la sintesis no

ribosomal y transporte membranal de sideréforos heterociclicos asociados a Fe* de Y. pestis, Y.
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enterocolitica, S. coelicolor. En estos organismos, los operones son transcripcionalmente
controlados por proteinas de unidn, tal como el producto del gen furB, sobre motivos de caja Fur
posicionados dentro de los promotores asociados. A la fecha, nada se sabe de la funciéon de furB, la
cual igualmente estd presente en varias especies de micobacterias. Homdlogos de proteinas
codificadas por el operdn fep (fepC—D) en Y. pestis y S. coelicolor son transportadores ABC asociados
con la capacidad del sideréforo catecolato acoplado a Fe*® para atravesar la membrana celular hacia

el citosol [3].

Se ha investigado la expresidn y ubicacidn de dos proteinas del operén mpt. Se ha propuesto que
el codon de inicio de MptA/MptB esta en la posicion 14040. Este coddn de inicio es apoyado por
una secuencia consenso Shine-Delgardo (GAAGGA) y dos motivos de control transcripcional (cajas
Fur) localizados en las posiciones 14079-14105 y 14504-1453 en el locus de 38 kb. Ambas secuencias
consenso de cajas Fur tienen una homologia significante a las cajas Fur consenso 1y 2 de E. col,
también tienen una perfecta estructura palindrémica. La expresion de la proteina MptC en la
envoltura celular de M. avium subsp. Paratuberculosis demuestra su funcidon aparente como

transportador ABC [3].

Adicionalmente un fago especifico a M. avium subsp. paratuberculosis (fMptD) fue aislado y
utilizado para demostrar la expresion de la proteina MptD en M, smegmatis y en la superficie de M.
avium subsp. paratuberculosis. Este descubrimiento apoya la hipdtesis de que esta proteina podria
formar un poro selectivo asociado con la capa externa de la envoltura celular de las micobacterias.
Empleando un péptido derivado de fMptD con capacidad de unidn selectiva para MptD se capturd
e identificd M. avium subsp. paratuberculosis en leche de vacas infectadas. Esto demostré que la
proteina MptD estd expuesta en la superficie de MAP durante la infeccidén y es por lo tanto un blanco

potencial para la inmunizacion o tratamiento de M. avium subsp. paratuberculosis [3].

Los genes mpt estan ubicados entre los grupos sid y fep. El grupo sid es el mas largo de los
operones e incluye los genes sidA a sidG, estos genes son contiguos, pero estdn orientados en grupos
transcritos en direcciones opuestas codificando una caja Fur localizada en la posicién de 18571 a
18597 entre sidG y sidA. El grupo fep es un grupo de 6 marcos de lectura abiertos con cuatro de ellos
sobreponiéndose. El primer marco de lectura abierto codifica un homologo (46% de identidad) del
gen ppe en M. tuberculosis y es una probable proteina de membrana involucrada en sefializacion.
Adyacente a esto hay tres marcos de lectura sobrepuestos, fepB a febD, con identidad significante

(25 a 36%) y organizacién similar a los genes en Y. pestis y S. coelicolor que estan involucrados en el
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transporte de sideréforo asociados a Fe*?, catecolato, al interior del citosol bacteriano. Homdlogos
de fepCy fepD son transportadores ABC asociados con la capacidad de los siderdéforos catecolato

para atravesar la membrana celular [3].

Estos resultados junto con las funciones predichas de otros genes en la regién de 38 kb
fuertemente sugieren su asociacién con la virulencia de M. avium subsp. paratuberculosis y que el
locus de 38 kb deberia ser considerado el primer islote de patogenicidad identificado en MAP. La
induccion de inmunidad protectora contra infeccidn sistémica por S. pneumoniae en ratones cuando
fueron vacunados con componentes de transportadores ABC de captacién de hierro, sugiere que la

proteina MptD podria ser un componente idéneo en vacunas disefiadas para MAP [3].

2.8 Proteina MAP3773c.

Dentro del genoma de la cepa Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis K-10, se identific el
gen map3773c de 420 pares de bases, situado en 4,216,834 - 4,217,253 con un contenido de GC de
62.9%. Dicho gen codifica una proteina de 139 aa con una masa de 16,229 kDa, que ha demostrado
capacidad de unirse a secuencias especificas de DNA y actuar como factor de transcripcién. Se ha

propuesto una funcion hipotética de la proteina MAP3773c como proteina Fur [17,18].

Por medio del ensayo de cambio en corrida electroforética, EMSA (por sus siglas en inglés) este
proyecto investigativo busca comprobar la unién de la proteina MAP3773c a una caja Fur

encontrada en la region promotora del gen map3773c demostrando asi su autorregulacion [19].

La técnica de EMSA se empela con la finalidad de detectar interacciones entre proteinas y acidos
nucleicos. Se basa en la observacién de que los complejos 4cido nucleico-proteina migran mds
lentamente que el correspondiente acido nucleico libre. Este ensayo se utiliza con fines cualitativos,

aunque también puede proporcionar datos de estequiometrias, afinidades y cinéticas de union [20].

En el presente trabajo de investigacion se emplea la técnica de EMSA con la finalidad de obtener
informacidn que explique, cualitativa y cuantitativamente, la relacion entre la unién Fur-DNA vy la
presencia o ausencia del zinc en dicha interacciéon, con un enfoque basado en los descubrimientos

citados.
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lll.  JUSTIFICACION

El impacto que Mycobacterium avium subsp paratuberculosis representa, como agente causal de
la enfermedad de Johne o paratuberculosis bovina, en el sector ganadero es de interés tanto
econdmico como alimentario. Los rebafios que son infectados por MAP y desarrollan la enfermedad
representan una disminucién en la produccion de lacteos y carnes, y por lo tanto, una perdida en el
valor comercial de los animales, en otros casos MAP es responsable de la muerte del ganado bovino,
derivando en pérdidas econdmicas para el sector pecuario. Adicional a esto, MAP se ha encontrado
infectando al ser humano y ha sido relacionada con la enfermedad de Crohn lo cual conlleva también

un impacto para el sector salud.

El estudio del comportamiento de proteinas Fur de MAP y Zur, como la proteina MAP3773c que
se utilizd para el presente trabajo de investigacion, es necesario para entender los mecanismos de
regulaciéon en la expresidon de la proteina en cuestion, tanto a nivel transcripcional y traduccional,
en la disposicion de hierro por parte de MAP, para su sobrevivencia y efectos en la patogenicidad
en el huésped. Por lo cual, es necesario conocer cémo esta involucrada esta proteina en el
transporte, almacenamiento y metabolismo del hierro dentro de la bacteria y posiblemente en la
célula huésped, generando las pautas necesarias para idear blancos farmacolégicos contra MAP
aportando avances significativos para tratamientos, y métodos de prevencién y control de las

enfermedades que pudieran estar asociadas con Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis.
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V. OBIJETIVO GENERAL

Determinar la regulacion transcripcional de MAP3773c en la region TAATAG del promotor T7 en E.

coli.

V.  OBIJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar alineamientos de la region TAATAG del promotor T7 con la regidn de regulacién del gen
map3773c.

Disefiar las sondas para los experimentos de interaccidon de oligdmero y mondmero de MAP3773c,
con la regién del promotor T7.

Realizar un PCR para amplificar la regién del fragmento de DNA no relacionado.

Realizar los experimentos de interaccion de mondmero de MAP3773c, con la region TAATAG, por la
técnica de EMSA.

Realizar los experimentos de interaccidn de oligémero de MAP3773c, con la regién TAATAG, por la
técnica de EMSA.

Realizar los experimentos de interaccion de mondmero de MAP3773c, con la regién TAATAG, por la
técnica de EMSA, en condiciones de saturacion con Zinc.

Realizar los experimentos de interaccidn de oligémero de MAP3773c, con la regién TAATAG, por la
técnica de EMSA, en condiciones de saturacidn con Zinc.
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VI.  MATERIALES Y METODOS

6.1 Proteina MAP3773c

La proteina MAP3773c utilizada en este trabajo, se usé en forma de monémero, dimeroy

trimero, existente en el laboratorio de Biologia Molecular.

6.2 Alineamiento de la regién del promotor T7, con la regidén de regulacion de map3773c.

Los alineamientos se realizaron utilizando el programa Geneious 7.1.3.

6.3 Disefio de sondas de DNA para la region del promotor T7.

Para el disefio de las sondas utilizamos el programa Geneious 7.1.3.

6.4 PCR para la amplificacion del DNA no relacionado

La regién que se utilizd como regién no relacionada fue un segmento de 300pb de la region

traducible del gen map3773c, que fue amplificada empleando 50 reacciones de PCR, las condiciones

de amplificacién se dan a conocer enseguida.

Mezcla de PCR para 50 reacciones. pL dNTP’s
dNTP’s 75 . : :
Buffer 10x 125 e 2’'Deoxyadenosine 5
Mezcla de oligonucleétidos Ry F 250 . DIT' 103F o
Dimetil Sulfoxido 62.5 . 2’Deoxycytldme'5 ,
H-O libre de nucleasas 625 e 2’ Deoxyguanosine 5
Taq Polimerasa 12.5 Tabla 2
Tabla 1

La mezcla obtenida para la reaccion de PCR fue separada en 50 tubos eppendorf de los cuales uno

se separo funcionando como control negativo, a los
49 restantes se les agregd, a cada uno, 2 pL de DNA
no relacionado. La reaccién de PCR se llevd a cabo
en el termociclador Mastercycler® personal

utilizando las siguientes condiciones:

Utilizando los siguientes oligonucledtidos.

1. Templar: 94° C durante 10 min

2. Desnaturalizar: 94° durante 30 seg

3. Hibridacién del cebador: 67° C durante 1 min
4. Elongacion: 72° C durante 2 min

5. Continuar desde el paso 2 (30 veces)

6. Ultima elongacion: a 72° C durante 10 min

7. Conservacién a 4° C, durante 10 min

STOP

» Hsp70 REcoRV: GATATCTTACTTGGACTCCCGGTCATCGTCG
» Hsp70 FBsrgl: TGTACAATGGCTCGTGCGGTCGGTATCGAC
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Para revelar el resultado obtenido de la reacciéon de PCR se empleé la técnica de electroforesis en
gel de Agarosa (1 %)
e Preparacién de Gel de Agarosa 1%
1. Disolver 0.30 gramos de agarosa en 30 ml de TAE 1x
2. Calentar 30 — 40 seg. hasta lograr un color transparente

3. Verterel gel (tibio) en la cdmara de electroforesis, colocar los peines y dejar polimerizar.

Se cargaron 3 pocillos en el gel, siendo uno para el marcador de peso molecular Quick-Load® 2-Log

DNA Ladder (0.1 — 10.0 Kb), uno mas para el DNA amplificado y el ultimo para el control negativo
de la reaccion. Se dejé correr la electroforesis a 100 V durante 30 minutos. Se utilizd como buffer
de corrida para electroforesis TAE 50x. La reaccidn de PCR para la obtencién de DNA no relacionado

se realizd en 3 ocasiones durante el proyecto.

6.5 Purificacion de DNA no relacionado

Para la purificacion del DNA no relacionado, se utilizd el fragmento de la regién codificante de la

proteina MAP3773c, que se amplificd por PCR y posteriormente se purificé de la siguiente forma:

A la reaccion de PCR se le afiadié un volumen igual de una solucion de Fenol/Cloroformo/alcohol
isoamilico (50:49:1) y se agito en vortex durante 2 minutos. Posteriormente se centrifugd a 12,000
rpm durante 5 minutos, se tomé la fase superior acuosa en un tubo nuevo, y se afiadié 30 uL (1/10
Vol) de acetato de potasio 5 M, y 600 uL (2 Vol) de Etanol al 100%. La solucién se incubd a -20°C (Si
apareciera turbia se incuba de 5-10 minutos, si apareciera clara se incuba durante 1 hora). Se
centrifugd a 12 000 rpm durante 5 minutos. Posteriormente se eliminé el sobrenadante, se lavé el
pellet con 500 plL de Etanol al 70% y se dejd secar durante 10 minutos a 37°C. Una vez seco, el pellet
se disolvié en 100 pL con H,O (libre de nucleasas). Finalmente se revisé la concentraciéon en un

espectrofotdmetro y se almacend a -20°C, hasta su uso.

6.6 EMSA (Electrophoretic mobility shift assay)

Para observar el grado de afinidad de la proteina MAP3773c al DNA relacionado se empleé la técnica
de EMSA (Electrophoretic mobility shift assay). Para esta técnica se utilizdé una solucion denominada
solucion madre que funciond como base para las reacciones. La cantidad de reacciones y la

composicion de la solucidn madre varié dependiendo las necesidades de cada experimento.
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e Solucion madre.

Para preparar la solucién madre se mezclaron todos los componentes en el orden que lo muestra la
tabla en un tubo eppendorff (1.5mL), de forma separada se mezcld 1 pL de cada uno de los DNA’s
relacionados (TAATAG 1y ATTATC 2) los cuales se sometieron a un periodo de incubacién en agua

en ebullicién durante 15 minutos periodo en el cual se llevé a cabo la hibridacidn de las sondas, para

después ser integradas a la mezcla de la

SOLUCION MADRE UL (por reaccion)
solucién madre. Binding Buffer 5x 4
» Lo MnCl, (86.91 mM) 0.5
La reaccién se complementé anadiendo a
ABS (4mg/ml) 0.5
la solucién madre la proteina MAP3773c Ficoll 40% 25
en diferentes concentraciones y H,O pTT 2
grado BM, y ZnSOs en algunos DNA no relacionado 1
. . TAATAG 1 1
experimentos que se describen en las DNA relacionad
relacionado ATTATC 2 1
tablas siguientes, llegando a un total 20 pL Total 12.5
Tabla 3

para cada una de las reacciones.
e Experimento 1

Se empled una solucién madre suficiente para las 7 reacciones de este experimento tal como se

describe en la tabla 3.

REACCION EMSA (pL) Cc1 1 2 3 4 5 6
Solucién Madre 125 125 125 125 125 12.5 12.5
MAP3773c (mondmero, 0 1 2 3 4 5 6
dimero, trimero) (500NM) (1000 NM) (1500 NM) (2000 NM) (2500 NM) (3000 NM)
H20 7.5 6.5 5.5 4.5 3.5 2.5 1.5
Total 20 20 20 20 20 20 20
Tabla 4

Este experimento se realizé utilizando la proteina MAP3773c (0.2 mg/ml) en forma de mondmero,
dimero y trimero en una concentracién creciente para 6 reacciones. En el caso del control C1
Unicamente se utilizd la solucién madre sin proteina. Todas las reacciones se llevaron a 20 L con

H,0 grado BM Este experimento se realizé por duplicado (Ver fig. 6a y 6b).
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e [Experimento 2

En este experimento la solucion madre descrita en la tabla 3 se modificé omitiendo el MnCl..

REACCION EMSA (pL) Cc1 Cc2 1 2 3 4 5
Solucion Madre 12 12 12 12 12 12 12
ZnSOx (4000 M) 0 0 0.125 0.25 0.50 1.25 2.50

(25uM) (50 uM) (100 uM) (250 pM) (500 uM)

MAP3773c (mondémero,

dimero, trimero) 0 > > > > > >
H.0 8 3 2.875 2.75 2.5 1.75 0.50
Total 20 20 20 20 20 20 20
Tabla 5

Se utilizaron concentraciones crecientes de ZnSQ4 en cinco reacciones para las cuales se utilizé una
concentracién constante de MAP3773c¢ (2500 NM) en su forma de mondmero, dimero y trimero. Se
realizaron dos controles, para el primero (C1) no se agregd proteina, para el segundo control (C2)
se agregod Unicamente MAP3773c (mondmero, dimero y trimero). En ninguno de los controles se

agrego ZnSQ, (Ver fig. 7).

e [Experimento 3

Se utilizé la solucidon madre descrita en la tabla 3 para este experimento, se omitidé Unicamente el

MnCl,.
REACCION EMSA (pL) c1 c2 1 2 3 a4 5
Solucion Madre 12 12 12 12 12 12 12
1 1.5 2 3
ZnS04 (10,000 M) 0 0 (500 uM) (750 uM) (1000 uM) (1500 M) 0
2
ZnS04(20,000 puM) 0 0 0 0 0 0 (2000 uM)
MAP’3773c (m'onomero, 0 5 5 5 5 5 5
dimero, trimero)
H20 8 3 2 1.5 1 0 1
Total 20 20 20 20 20 20 20
Tabla 6

Para este experimento se utilizé la proteina MAP3773c en su forma de mondmero, dimero y trimero
en una concentracidon constante para las reacciones, en cinco reacciones se utilizd6 ZnSO, en

concentraciones crecientes para ello se emplearon soluciones de ZnSO4 10 000 uM y 20 000 pM.
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Dos reacciones se emplearon como controles, C1 sin proteina y sin ZnSO4, y C2 con proteina y sin
ZnSQ4 (Ver fig. 8).
e  Experimento 4

Se realizé una solucién madre suficiente para 8 reacciones, de las cuales dos se emplearon como

controles, tal como se muestra a continuacion.

REACCION EMSA (pL) Cc1 Cc2 1 2 3 4 5 6
Solucion Madre 10.5 10.5 10.5 10.5 10.5 10.5 10.5 10.5
DNA relacionado 0 2 2 2 2 2 2 2

MAP3773c 0 0 0.5 1 1.5 2 3 3.33
(monémero) (63mM)  (125mM) (188 mM) (250 mM) (375 mM) (416 mM)
H20 9.5 7.5 7 6.5 6 5.5 4.5 4.17
Total 20 20 20 20 20 20 20 20
Tabla 7

En esta reaccidn para uno de los controles se utilizé una solucién madre sin DNA relacionado (C1)
modificando la solucién madre descrita en la tabla 3, para el segundo control (C2) se utilizd la
solucidon madre tal como se describe en la misma tabla, ambos controles sin proteina. Se utilizé la
proteina MAP3773c en su forma monomérica (2500 mM) en concentraciones crecientes para el

resto de las reacciones, llevando todas las reacciones a 20 plL con H,0 grado BM (Ver fig. 9).

e [Experimento 5

La solucién madre para este experimento se elaboré como se describe en la tabla 3, omitiendo

Unicamente el MnCl..

REACCION EMSA (pL) C1 Cc2 c3 1 2 3 4 5
Solucion Madre 12 12 12 12 12 12 12 12
0.125 0.25 0.50 1.25 2.50
ZnS04 (4000 mM) 0 0 0 (25 uM) (50 uM) (100 uM) (250 uM) (500 pM)
MAP3773c (mondmero) 0 0 3 3 3 3 3 3
MAP?773c (m'onomero, 3 0 0 0 0 0 0 0
dimero, trimero)
H20 5 8 5 4.875 4.75 4.50 3.75 2.5
Total 20 20 20 20 20 20 20 20
Tabla 8
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En este experimento se realizaron 8 reacciones, de las cuales 5 contenian una concentracidn
constante de proteina MAP3773c (375mM) en su forma monomérica y concentraciones crecientes
de ZnSO,. Las tres reacciones restantes corresponden a los controles de los cuales, C1 contiene 3 uL
de una mezcla de la proteina MAP3773c (1500 NM) en sus tres conformaciones; mondmero, dimero
y trimero. El segundo control C2, no contiene proteina, mientras que el tercer control C3 contiene

Unicamente 3 plL de proteina MAP3773c en su forma monomérica. Ninguno de los tres controles

contiene ZnSO, (Ver fig. 10).

e Experimento 6

La solucién madre fue modificada para este experimento, se omitio el uso de MnCl;,

REACCION EMSA (ul) 1 2 3 a4 5 c1 c2
Solucion Madre 12 12 12 12 12 12 12
0.125 0.25 0.50 1.25 2.50
ZnS04(4000 uM) (25 uM) (50 uM) (100 pM) (250 uM) (500 pM) 0 0
MAP3773c 3 3 3 3 3 0 3
(mondémero)
H20 4.875 4.75 4.50 3.75 2.50 8 5
Total 20 20 20 20 20 20 20
Tabla 9

Para este experimento se realizé la reaccidn en presencia de diversas concentraciones de ZnSQO,,
partiendo de una concentracion 4000 puM. Se utilizaron 3 pL de MAP3773c para las 5 reacciones, y
se implementaron dos controles; C1 sin proteina y sin ZnSO4, C2 con proteina y sin ZnSO,. El

experimento se realizé por triplicado (Ver Fig. 11a, 11b y 11c)

e [Experimento 7

Para este experimento se omitid el MnCl, en la solucién madre y se utilizaron 3 uL de DNA no

relacionado. Para el control C1 se utilizé solucion madre sin DNA relacionado.

REACCIOMN EMSA (pL) C1 c2 1 2 3 4 5
Solucion Madre 14 14 14 14 14 14 14
0.125 0.25 0.5 1.25 2.50
InS0Oy (4000 M u] 0
ns0a( kM) (25uM)  (SOpM) (100 pM) (250 pM) (500 pM)
MAP3773c 0 3 3 3 3 3 3
(monomero)
HzO 5] 3 2.B75 275 2.50 1.75% 0.50
Total 20 20 20 20 20 20 20
Tabla 10
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Se utilizaron las mismas concentraciones de ZnSO,y proteina MAP3773c que en el experimento

anterior (Ver fig. 12).

e [Experimento 8

En este experimento se omitié nuevamente el MnCl, en la solucidn madre, y se utilizé 1 uL de DNA

no relacionado para cada reaccién.

REACCION EMSA (pL) C1 C2 1 2 3 4 5
Soluciéon Madre 12 12 12 12 12 12 12
0.125 0.25 0.50 1.25 2.50
ZnS04 (4000mM) 0 0 (25uM)  (S0uM)  (100pM) (250 uM) (500 uM)
MAP3773c 0 3 3 3 3 3 3
(mondmero)
H20 6 3 2.875 2.75 2.5 1.75 0.5
Total 18 18 18 18 18 18 18
Tabla 11

Se utilizaron dos controles para este experimento, C1 sin proteina y sin ZnSO4 y C2 con proteina y
sin ZnSO.. El resto de las reacciones se llevaron a cabo con una concentracidn constante de proteina
y una concentracion creciente de ZnSO4. (Ver fig. 13). En este experimento se elabord una mezcla
de reaccién de 18 pL a diferencia del resto de los experimentos, debido a que por error se agregaron

2 uL menos de agua en cada reaccion.

e [Experimento 9

Para este experimento se prepard la solucion madre descrita en la tabla 3 omitiendo el MnCl,.

REACCION EMSA (uL) c1 1 2 3
Solucion Madre 12 12 12 12
Zn504(1000 mM) 0 (1002mM) (1503mM) (zoo4m|v|)
MAP3773c (monémero) 3 3 3 3
H20 5 3 2 1
Total 20 20 20 20
Tabla 12

Se utilizé la proteina MAP3773c en su forma monomérica y ZnSO4 en concentraciones crecientes
para 3 reacciones partiendo de una concentracion 1000 mM, se utilizé un control C1 en el cual se

utilizé la proteina sin ZnSO.. (Ver fig. 14).
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e Experimento 10

La solucidn madre empleada para este experimento corresponde a la descrita en la tabla 3

omitiendo el MnCl; y afiadiendo 1.5 puL de DNA no relacionado.

REACCION EMSA (pL) Cc1 Cc2 1 2 3
Solucion Madre 12.5 12.5 12.5 12.5 12.5
Zn504(1000 mM) 0 0 (1020‘::M) (1530lrlnLM) (zci)‘rim)
MAP3773c (mondmero) 0 3 3 3 3
H20 4.5 7.5 2.5 15 0.5
Total 20 20 20 20 20
Tabla 13

Se utilizd para este experimento la proteina MAP3773c en su forma monomérica y concentraciones

crecientes de ZnSO; para 3 reacciones, partiendo de una solucién preparada 1000 mM. Se

emplearon dos controles, C1 sin proteinay sin ZnSO4y C2 con proteinay sin ZnSO4. Este experimento

se realizé por duplicado (Ver fig. 15a y 15b)

Una vez anadidos todos los reactivos para la reaccién en los tubos eppendorf se mezclaron en vértex

(3 seg) y se centrifugaron utilizando por 3 segundos la funcién spin down. Las reacciones se dejaron

por un periodo aproximado de 40 minutos resguardos de la luz en cdmara oscura.

e Gel de Acrilamida/Bisacrilamida

Preparacion del Gel de acrilamida/ bisacrilamida En un tubo de ensaye se mezclan todos los
(al 8%) para camara chica, no desnaturalizante. componentes. Una vez afiadido el TEMED el gel se

Acrilamida (30%)/

polimeriza inmediatamente por lo cual se debe

Bisacrilamida 133 mi mezclar a la brevedad y vaciar sobre la camara de
Agua bidestilada 2.0ml electroforesis colocando el peine de los pocillos
Glicerol 50% 0.635 ml en su posicion. El gel polimerizara alrededor de
TBE 5x 1ml los proximos 10 minutos.
Persulfato de amonio (10x) 40 L *El gel debera precorrerse a 100 V durante una
TEMED 4 uL hora antes de ser utilizado.

Tabla 14
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Pasado el periodo de incubacidn, se cargaron 20 plL de cada una de las reacciones, mezcladas con el

buffer de carga 6x EMSA gel loading solution de Thermofisher (4uL), en el gel de
acrilamida/bisacrilamida. Se utilizé el marcador de peso molecular Quick-Load® 2-Log DNA Ladder
(0.1 — 10.0 Kb) para los experimentos 4, 5, 6, y 7 mientras que para los experimentos 9 y 10 se

empled el marcador de peso molecular 50 bp DNA Ladder de BioLabs®

Una vez cargado el gel en la cdmara se encendio la fuente de poder a 100 V y se dejé correr 1 hora,
40 minutos, utilizando TBE 1x como buffer de corrida. Terminada la electroforesis, se desmontd la
camara y con mucha precaucion se tifié el gel con Bromuro de Etidio (10 mg/ml) y se observo en

una cdmara de luz UV.
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VII.

RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Proteina MAP3773c
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Figura 1. Electroforesis SDS-PAGE de la purificacion de la proteina MAP3773c.

45.0kDa

30.0 kDa

20.1 kDa

14.4kDa

Be

Figura 2. Electroforesis SDS-PAGE en el intervalo de eluciones donde se encuentra la proteina
recombinante MAP3773c. Carril 1: Marcador de peso molecular, Carril 2: Elucién 9, Carril 3: Elucion
10, Carril 4: Elucién 11, Carril 5: Elucion 12, Carril 6: Elucion 13, Carril 7: Elucion 14, Carril 8: Elucion
15, Carril 9: Elucion 16, Carril 10: Elucion 17.
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7.2 Alineamiento de la regién del promotor T7, con la regidn de regulacion de map3773c.

1 10

Z

”] i'_-{}A{_}{}{j{}C{}TIA[]AACT CT {_iTI{_}{'_iC{}['jCATA:IM}CG ‘?‘TAATL | TAATCAT[%TCATTAAG}@ CUCAAAG

£ E ]
Sequence Logo

Identity
Ce 1. fur hox
Complement

Ce 2. gh|AEO16956.1[:4216750-42172563..
Complement

70 80 an 100 110 120 130

] O AT T CAMOCACHTG T QTG TOACT

Sequence Logo

Figura 3. Alineamiento de la caja Fur de E. coli anterior al codon de inicio de map3773. El posible inicio de la caja
de hierro estd a 51 pares de bases después del codon de inicio, TCA, para la traduccion de MAP3773c.

Sequence Logo ¢

Bit=s

AT s he TOATAT

C¢ 1. PROMOTOR TT
Complement

Ce 2 furbox
Complement

dentity

Figura 4. Alineamiento de las regiones del promotor T7 en pRSET-A y la proteina Fur de la caja de hierro.

7.3 Disefo de sondas de DNA para la region del promotor T7.

5'GGG GGG GGG GGG GGG GGG GGT AAT AGG GGG GGG GGG GGG GGG GGG 3
5°"CCC CCC CCCCCCCCCCCCCCATTATCC CCC CCCCcecececeecceeeceeey

7.4 PCR para la amplificacion del DNA no relacionado

Figura 5. PCR del
DNA no relacionado
en electroforesis en

Gel de Agarosa.
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7.5 EMSA (Electrophoretic mobility shift assay)

Los geles de acrilamida/bisacrilamida en los que se llevd a cabo la electroforesis para las reacciones

de EMSA, descritas previamente, fueron tefiidos y observados en luz UV, las imagenes se muestran

a continuacion.

Figura 6a. EMSA en Gel de poliacrilamida tefiido con Bromuro de Etidio. De Izquierda a derecha: control con
solucién madre, sin proteina (C1). Reacciones con solucion madre, con mezcla proteina MAP3773c en su forma
de monémero, dimero y trimero; 1 ul (1), 2 uL (2), 3 uL (3), 4 uL (4), 5 uL (5), 6 uL (6).

En el experimento descrito en la tabla 4 se trabajé Unicamente con la proteina MAP3773c en sus
tres conformaciones (mezcla de mondémero, dimero y trimero) observandose la banda de DNA no
relacionado (ver fig. 6a). En la reaccion del control C1 no se observé banda de retencién, este
control no contenia la proteina. En las siguientes reacciones se utiliza la proteina en concentraciones
crecientes, observandose en todas ellas una banda de retencién que se intensifica a medida que
incrementa la concentracién de la proteina. Estas observaciones demuestran la afinidad de la
proteina, en al menos una de sus diferentes conformaciones, al DNA relacionado provocando el
retardamiento. Es notable en los ultimos carriles del gel una distorsién en la corrida, esto se debe a

una deformacién del gel al momento de colocarlo en la camara de electroforesis.
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Figura 6b. EMSA en Gel de poliacrilamida tefido con Bromuro de Etidio. De Izquierda a derecha: control
con solucion madre, sin proteina (C1). Reacciones con solucién madre, con mezcla proteina MAP3773c en su
forma de monémero, dimero y trimero; 1 ul (1), 2 uL (2), 3 uL (3), 4 uL (4), 5 ulL (5), 6 uL (6).

Se realizé un segundo experimento con las especificaciones mostradas en la tabla 4 (duplicado).
Este experimento mostré una banda de DNA no relacionado en todas las reacciones y una banda
tenue de retardamiento en las 6 reacciones que contienen la proteina MAP3773c (mondmero,
dimero y trimero) intensificdndose en las reacciones conforme incrementa su concentracion. El

control C1, que no contiene la proteina, no presento esta banda de retardamiento (Ver fig. 6b).
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Figura 7. EMSA en Gel de poliacrilamida tefiido con Bromuro de Etidio. De Izquierda a derecha: control con
solucién madre, sin proteina y sin ZnSO4 (C1) y control con solucion madre, con 5 ulL de proteina MAP3773c
(mezcla de mondmero, dimero y trimero) y sin ZnSO4 (C2). Reacciones con solucion madre, 5 uL proteina
MAP3773c en su forma (mezcla de mondémero dimero y trimero) y ZnSO4 en diferentes concentraciones; 25
uM (1), 50 uM (2), 100 uM (3), 250 uM (4), 500 uM (5).

La fig. 7 muestra los resultados obtenidos del experimento 2 descrito en la tabla 5. Dicho
experimento muestra como resultado, ademds de la banda tenue de DNA no relacionado, una
banda de retardamiento en el control C2 que contiene la proteina MAP3773c (mondémero, dimero
y trimero). En las reacciones que contienen la proteina y concentraciones crecientes de ZnSO, se
observa de igual manera esta banda de retardamiento, con una ligera disminucion de la intensidad
de la banda en la reaccién 5 donde la concentracién de ZnSO, es mayor que en el resto de las
reacciones (500 pL). En la reaccidn 5 se alcanza a apreciar un ligero retardamiento adicional en la
corrida. En el control C1, donde no se agregd proteina para la reaccién, no se observd banda de

retardamiento.
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Figura 8. EMSA en Gel de poliacrilamida tefido con Bromuro de Etidio. De Izquierda a derecha: Control con
solucién madre, sin proteina y sin ZnSO4 (C1) y control con solucién madre, con 5 ulL de proteina MAP3773c
(mezcla de mondémero, dimero y trimero) y sin ZnSOa. Reacciones con solucién madre, 5 ulL proteina MAP3773c
en su forma (mezcla de monémero dimero y trimero) y ZnSOa4 en diferentes concentraciones; 500 uM (1), 750
uM (2), 1000 uM (3), 1500 uM (4), 2000 uM (5).

En el experimento 3 (ver tabla 6) se realizaron reacciones con proteina MAP3773c (mondmero,
dimero y trimero) y ZnSO4 en concentraciones crecientes, mayores a las del experimento 2 (Ver
tabla 5). Como resultado se pudo observar en estas reacciones una banda de retardamiento en cada
una de ellas, al igual que el control C2 que contiene Unicamente la proteina sin ZnSO,. La banda de
retardamiento no se observé en el control C1 donde se realizd la reaccion sin la proteina (Ver fig.8)
Se pueden observar también bandas de menor peso molecular que comienzan a retardarse a partir

de la reaccion 2 conforme incrementa la concentracion de ZnSO;,
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Figura 9. EMSA en Gel de poliacrilamida tefiido con Bromuro de Etidio. De Izquierda a derecha: Marcador de
peso molecular (MPM), control con solucién madre sin DNA relacionado (C1) y control con solucion madre con
DNA relacionado (C2). El resto de las reacciones con solucion madre con DNA relacionado y proteina MAP3773c
en su forma monomeérica 0.5 uL (1), 1 uL (2), 1.5 ul (3), 2 uL (4), 3 uL (5), 3.33 uL (6).

En el experimento descrito en la tabla 7, se observé una banda constante en las 8 reacciones,
correspondiente al DNA no relacionado que se utilizé en la reacciéon. Puesto que en el control C1 no
se agregd DNA relacionado ni la proteina MAP3773c, no se observan mds bandas. Se observa una
banda muy tenue cerca de los 4.0 Kb. Sin embargo, el control C2 que no contiene proteina también

presentd una banda muy tenue en esta posicion, por lo cual no se considerd banda de retencidn.
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4.0 Kb

0.3 Kb
0.2 Kb

Figura 10. EMSA en Gel de poliacrilamida teiiido con Bromuro de Etidio. De Izquierda a derecha: Marcador
de peso molecular (MPM), control (C1) con solucién madre y 3 uL de mezcla de proteina MAP3773c (mondmero,
dimero, trimero), sin ZnSQOa, control (C2) con solucién madre, sin proteina y sin ZnSO4y control (C3) con solucion
madre, con 3 uL de proteina MAP3773c (mondmero) y sin ZnSO4. Reacciones con solucion madre, 3 ulL proteina
MAP3773c en su forma monomérica y ZnSOa en diferentes concentraciones; 25 uM (1), 50 uM (2), 100 uM (3),
250 uM (4), 500 uM (5).

En la fig.10 podemos observar el resultado del quinto experimento realizado (ver tabla 8) donde se
ve la banda de DNA no relacionado en todas las reacciones. Se observa una banda bien definida de
retardamiento en el control C1 en el cual se utilizé una mezcla de la proteina MAP3773c en su forma
de mondmero, dimero y trimero. La banda de retardamiento no se observé en los controles C2 y
C3, tampoco en el resto de las reacciones donde se utilizé la proteina MAP3773c en su forma

monomeérica.
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Figura 11a. EMSA en Gel de poliacrilamida tefiido con Bromuro de Etidio. De Izquierda a derecha: Marcador
de peso molecular (MPM), 5 reacciones con solucion madre, 3 uL proteina MAP3773c en su forma monomérica
y ZnS0a4 en diferentes concentraciones; 25 uM (1), 50 uM (2), 100 uM (3), 250 uM (4), 500 uM (5). Control con

solucién madre, sin proteina y sin ZnSOa4 (C1) y control con solucion madre, con proteina MAP3773c
(mondmero) y sin ZnSOa.

Los resultados de este experimento (Ver tabla 9) se pueden apreciar en la fig.11a. En ninguna de
las reacciones de este experimento se observé como resultado la banda de DNA no relacionado que
se afiadid con la solucidon madre, esto debido probablemente a que la amplificacién del DNA por
medio de PCR realizada previo al experimento, obtuvo un rendimiento nulo. Se observé una banda
muy tenue en las 5 reacciones que contenian ZnSQ,. Sin embargo, los controles C1 y C2 presentaron

esta misma banda. Este experimento se realizé por triplicado (Ver Fig. 11by 11c).
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Figura 11b. EMSA en Gel de poliacrilamida tefido con Bromuro de Etidio. De Izquierda a derecha: Marcador
de peso molecular (MPM), control con solucién madre, sin proteina y sin ZnSO4 (C1) y control con solucién
madre, con 3 uL de proteina MAP3773c (monémero) y sin ZnSO4 (C2) Reacciones con solucion madre, 3 uL
proteina MAP3773c en su forma monomérica y ZnSO4 en diferentes concentraciones; 25 uM (1), 50 uM (2), 100
UM (3), 250 uM (4), 500 uM (5).

En la fig. 11b se puede apreciar el segundo resultado (duplicado) para el experimento anterior (Ver
tabla 9). En la imagen se observa bien definida para todas las reacciones la banda de DNA no
relacionado. Se observan dos bandas tenues de 0.9 y 1.0 Kb en todas las reacciones, incluidos los
controles que pueden ser producto de contaminacién del plasmido que se utilizdé para amplificar el
DNA no relacionado. Se observé retardamiento en el control C2 y en la reacciéon 2, esto

probablemente debido a un error en la preparacion de las mezclas.
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Figura 11c. EMSA en Gel de poliacrilamida teiiido con Bromuro de Etidio. De Izquierda a derecha: Marcador
de peso molecular (MPM), control con solucion madre, sin proteina y sin ZnSO4 (C1) y control con solucion
madre, con 3 uL de proteina MAP3773c (monémero) y sin ZnSOa. Reacciones con solucion madre, 3 uL proteina
MAP3773c en su forma monomérica y ZnSOa en diferentes concentraciones; 25 uM (1), 50 uM (2), 100 uM (3),

250 uM (4), 500 uM (5).

El experimento se realizé por tercera ocasion (ver fig. 11c), como resultado se observo un ligero

retardamiento en las reacciones 1, 2, y 4, probablemente debido a un error en las concentraciones

de ZnSO4 anadidas las dichas reacciones.
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Figura 12. EMSA en Gel de poliacrilamida tefiido con Bromuro de Etidio. De Izquierda a derecha: Marcador
de peso molecular (MPM), control con solucion madre, sin proteina y sin ZnSO4 (C1) y control con solucion
madre, con 3 uL de proteina MAP3773c (mondmero) y sin ZnSOa. Reacciones con solucion madre, 3 ul proteina
MAP3773c en su forma monomeérica y ZnSOa en diferentes concentraciones; 25 uM (1), 50 uM (2), 100 uM (3),
250 uM (4), 500 uM (5).

Para el experimento que se describe en la tabla 10 se utilizaron las mismas concentraciones de
ZnS0O, que se habian trabajado previamente, para este experimento se utilizaron en la solucion 3 pL

de DNA no relacionado. Al tefiir y observar el gel (Ver fig.12) no se encontraron bandas.
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Figura 13. EMSA en Gel de poliacrilamida teiiido con Bromuro de Etidio. De Izquierda a derecha: Marcador
de peso molecular (MPM), control con solucion madre, sin proteina y sin ZnSO4 (C1) y control con solucion
madre, con 3 uL de proteina MAP3773c (monémero) y sin ZnSOa. Reacciones con solucion madre, 3 uL proteina
MAP3773c en su forma monomérica y ZnSOq en diferentes concentraciones; 25 uM (1), 50 uM (2), 100 uM (3),
250 uM (4), 500 uM (5).

En los resultados del experimento 8 (ver tabla 11) observamos la banda de DNA no relacionado en

todas las reacciones, sin embargo, no se observé banda de retardamiento (Ver fig. 13).
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Figura 14. EMSA en Gel de poliacrilamida tefido con Bromuro de Etidio. De Izquierda a
derecha: Marcador de peso molecular, control con solucion madre, con 3 ulL de proteina
MAP3773c (mondmero) y sin ZnSO4 (C1) Reacciones con solucion madre, 3 ulL proteina
MAP3773c (monémero) y ZnSOa4 en diferentes concentraciones; 100 mM (1), 150 mM (2), 200
mM (3).

En el experimento que se describe en la tabla 12, una vez teiiido se puede apreciar un retardamiento

en las reacciones 1y 2, en el experimento 3 no es visible el retardamiento.
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Figura 15a. EMSA en Gel de poliacrilamida tefiido con Bromuro de Etidio. De Izquierda a derecha:
Marcador de peso molecular, control con solucion madre, sin proteina y sin ZnSO4 (C1) control con
solucién madre, con 3 uL de proteina MAP3773c (mondmero) y sin ZnSO4 (C2) Reacciones con solucidn
madre, 3 uL proteina MAP3773c (mondémero) y ZnSOs en diferentes concentraciones; 100 mM (1), 150

mM (2), 200 mM (3).

En este experimento se observaron ligeramente las bandas correspondientes al DNA no relacionado
en todas las reacciones. Se observaron bandas de retardamiento en las 3 reacciones, que fueron
mostrando un incremento en la intensidad y en el peso molecular a medida que incrementaban las

concentraciones del ZnSO4. En las reacciones empleadas como controles no se observaron bandas

de retardamiento (Ver fig. 15a).
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Figura 15b. EMSA en Gel de poliacrilamida tefido con Bromuro de Etidio. De Izquierda a derecha:
Marcador de peso molecular, control con solucién madre, sin proteina y sin ZnSO4 (C1) control con
solucién madre, con 3 uL de proteina MAP3773c (mondmero) y sin ZnSO4 (C2) Reacciones con solucion

madre, 3 ulL proteina MAP3773c (mondmero) y ZnSO4 en diferentes concentraciones; 100 mM (1), 150
mM (2), 200 mM (3).

En este experimento se logré observar una banda de retardamiento para cada una de las reacciones,

dicha banda incrementa su peso molecular conforme incrementa la concentracion de ZnSQa. En los

controles no se observaron bandas de retardamiento (Ver fig. 15b).
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VIIL.

CONCLUSIONES

Los resultados presentados en este trabajo sefalan que la proteina MAP3773c tiene afinidad
por la regién TAATAG del promotor T7, y proporcionan, ademas, informacién sobre la influencia
de la estructura de la proteina en su afinidad por dicha regidn, en condiciones de presencia y

ausencia de zinc.

Como se pudo ver en los experimentos realizados con la mezcla de sus formas monomérica,
dimérica y trimérica, al observarse banda de retardamiento, la proteina tiene afinidad por la
region TAATAG. Sin embargo, en los experimentos realizados con la proteina Unicamente en su
forma monomérica no hubo banda de retardamiento visible, por lo cual podemos atribuir esta

afinidad por la regién TAATAG a una conformacion oligomerica de la proteina MAP7337c.

Los experimentos realizados en condiciones de disposicion de zinc revelaron que este
elemento no modifica la afinidad observada de la forma dimérica/trimérica de MAP3773c al
observarse de igual forma la banda de retardamiento. Sin embargo, una banda de
retardamiento de menor peso molecular es visible a partir de la adicién de ZnSO, en los
experimentos realizados con MAP3773c monomérica al igual que en los experimentos
realizados con la mezcla mondémero/dimero/trimero, lo cual deja ver que la afinidad de la forma

monomérica de la proteina es favorecida en presencia de zinc en concentraciones elevadas.

Esta informacién nos deja saber que la forma dimérica y/o trimérica de la proteina MAP3773c
tiene una afinidad por la region TAATAG independientemente de las condiciones de zinc
existentes en el medio. Mientras que, por otro lado, la forma monomérica, que en condiciones
carentes de este elemento no muestra afinidad por la regién TAATAG, en un ambiente con
exceso de zinc ve incrementada dicha afinidad. Estos datos revelan la posibilidad de que el zinc
favorezca la oligomerizacion de la proteina adoptando una conformaciéon mas favorable para la

unién con la region del DNA.

Tomando en cuenta que MAP3773c, como proteina Fur, participa en los mecanismos de
defensa de M. avium subsp. paratuberculosis evitando especificamente el exceso de hierro
intracelular, a través de su unidn a regiones TAATAG para su autorregulacién o represién de
genes relacionados con la captacion del hierro, el conocimiento de las condiciones que anulan
o favorecen su afinidad con estas regiones brinda las pautas necesarias el disefio de nuevos

farmacos auxiliares en el tratamiento y prevencién de las enfermedades ocasionadas por MAP.
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ANEXO I. SOLUCIONES Y REACTIVOS

1. ABS - Albumina sérica bovina

2. Binding Buffer 5x

Hepes 1M 800 pL
DTT 1M 10 uL
EDTA 0.5M 8 pL
H.O 2mL

3. Buffer 10x

4. Cloruro de manganeso (86.91 mM)
5. Dimetil sulfoxido

6. dNTP’s (Mezcla)

2'Deoxyadenosine 5° 10 uL

DT - 103F 10 pL

2'Deoxycytidine 5° 10 uL

2'Deoxyguanosine 5° 10 pL

H2.0 60 pL
7. DTT

8. Fenol/Cloroformo/Isoamilico (50:49:1)

Fenol 50 ml
Cloroformo 49 ml|
Alcohol Isoamilico 1ml

9. Ficoll 40x
10. Glicerol 50%

Glicerol 5 ml
H,O 5ml

11. Persulfato de amonio 10x



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Sulfato de zinc 4000 uM
ZnSOq 35.89 mg
H,0 Hastaa 5 ml

Sulfato de zinc 10000 uM
ZnS0O,4 89.72 mg
H20 Hastaa 5 ml

Sulfato de zinc 20000 pM
ZnSOq 179.45 mg
H20 Hastaa 5 ml

Sulfato de zinc 1000 mM

ZnS0O,4 8,972.5 mg

H,0 Hastaa 5 ml
TAE 50x
TAE 1x
TAE50x 10 ml
H20 Hasta 500 ml
TBE 5x
EDTA 4.6875¢g
Trizma Base 54¢g Ajustar
Acido Bérico 27.5¢g pH=8.3
H20 Hastall
TBE 1x

TBE 5x 200 ml
H,O Hasta 1L
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ANEXO II. MARCADOR DE PESO MOLECULAR

Quick-Load® 2-Log DNA Ladder (0.1 — 10.0 Kb)

50 bp DNA Ladder, BioLabs®
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ANEXO Ill. ABREVIATURAS.

1. C1; Control1

2. C2; Control 2

3. (C3;Control 3

4. EMSA; Electrophoretic mobility shift assay, por sus siglas en ingles. Se traduce como: Ensayo
de cambio en la movilidad electroforética.

5. Grado BM; Agua grado Biologia Molecular, hace referencia al agua libre de proteasas,
DNAsas y RNAasas.

6. Kb; Kilobases, equivalente a 1000 pares de bases.

7. mg; miligramo.

8. mL; mililitro.

9. MPM; Marcador de peso molecular.

10. Pb; Pares de bases

11. PCR; Reaccidn en cadena de la polimerasa.

12. pL; microlitro.

13. uM; micromolar.
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