
 

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORINA 

FACULTA DE CIENCIAS QUIMICAS E INGENIERIA 

 

 

"Determinación de la expresión de MAP3773c recombinante de Mycobacterium avium 

subespecie paratuberculosis por inducción con Hierro, Zinc y Hierro + Zinc" 

TÉSIS 

PARA OBTENER EL TÍTULO DE  

QUÍMICO FARMACOBIÓLOGO 

DIRECTORA DE TÉSIS 

DRA. BERTHA LANDEROS SÁNCHEZ 

CO-DIRECTORA DE TÉSIS 

DRA. LILIA ANGÉLICA HURTADO AYALA 

PRESENTA 

ALEXES EDUARDO GONZÁLEZ CORNEJO 

 

TIJUANA B.C.  2018 



1 
 

 

 



2 
 

 

 

 



3 
 

RESUMEN 

La paratuberculosis o "enfermedad de Johne" es una enteritis granulomatosa crónica 

causado por el denominado "bacilo de Johne" que fue descrito en 1895 por Johne y 

Frothingham como una forma modificada o derivada de Mycobacterium tuberculosis o 

Mycobacterium avium el cual fue clasificado taxonómicamente como tubérculo 

Mycobacterium enteriditis chronicae pseudotuberculosis bovis johne; por su poca 

comodidad al nombrarlo, fue clasificado como Mycobacterium avium subs. 

paratuberculosis como agente etiológico
[42]

. Este padecimiento se caracteriza por presentar 

diarrea crónica, pérdida involuntaria de peso, escualidez severa, granulomas en rumiantes y 

animales de ganado dado que no hay un tratamiento que cure la paratuberculosis, lo que 

compromete de manera importante al sector agropecuario con importantes pérdidas en 

producción y económicas
[43]

. La regulación transcripcional de genes que biosintetizan 

sideróforos en bacterias son regulados principalmente por reguladores transcripcionales de 

la familia Ferric Uptake Regulator (Fur o FurA) para el caso de hierro, Zinc uptake 

regulator (Zur o FurB) para el caso de zinc o Manganese uptake regulator (Mur) para el 

caso de manganeso 
[52]

. Una vez que la disponibilidad de Fe
+2

 supera los límites 

citoplasmáticos en procariótas, proteínas de la familia Fur utilizan Fe
+2

 como cofactor y 

represor de genes que sintetizan sideróforos dado que estos agentes quelantes para 

introducir Fe
+3

 reduciéndolo a Fe
+2

 vía reacción Fenton fundamentada por el ciclo Haber-

Weiss (Fig.4). El presente estudio se enfoca en la expresión de un regulador transcripcional 

denominado MAP3773c en presencia de Fe
+2

, Zn
+2 

y Fe
+2

- Zn
+2

 en conjunto a diferentes 

concentraciones mediante electroforesis SDS page 12% en gel de poliacrilamida. 
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I. INTRODUCCIÓN 

I.1. Género Mycobacterium 

       El descubrimiento de la primer micobacteria y su denominación se le atribuye a Robert 

Koch en 1882 al identificar a Mycobacterium tuberculosis dando paso al comienzo de la 

micobacteriología como una rama de la ciencia encargada de estudiar a las      

micobacterias 
[1]

. Esta clasificación taxonómica comienza a desarrollarse a partir de 1886 

cuando Lehmann y Neumann descubren a Mycobacterium avium y, Mycobacterium avium 

como causantes de tuberculosis en aves y ganado
[1]

. El género Mycobacterium se compone 

de alrededor de 150 especies 
[2]

. Anteriormente, el género se dividía en dos amplios grupos: 

micobacterias no tuberculosas y micobacterias tuberculosas, de las cuales alrededor de 25 

especies son patógenas para los humanos y se ha reconocido que tienen la capacidad de ser 

saprófitas y oportunistas en su patogénesis. Posteriormente por la identificación de una 

amplia colección de especies que formarían parte del género Mycobacterium, se 

clasificaron en bacterias de crecimiento lento, de crecimiento rápido, producción de 

pigmento en presencia o ausencia de luz y por sus características coloniales por Timpre y 

Runyon en 1950 
[3]

. Las micobacterias son aerobias, inmóviles, no esporulados y ácido 

alcohol resistentes, característica aprovechable para su tinción y caracterización 

microbiológica. Son bacilos Gram positivos de una longitud que oscila entre los 1 - 10 um, 

tienen una pared celular de tipo IV y su contenido de guanina y citosina es de 62 y 70 mol 

% 
[4] 

.  

        La clasificación de Runyon es un sistema introducido en 1959 por Ernest Runyon para 

identificación micobacteriana basado en la pigmentación y condiciones de crecimiento de 
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las bacterias dentro del género Mycobacterium. La clasificación de micobacterias no 

tuberculosas (bacterias diferentes al complejo Mycobacterium tuberculosis y 

Mycobacterium leprae), se divide en cuatro grupos: 

 Grupo I (Fotocromógenos): Producción de colonias no pigmentadas cuando son 

sembradas en ausencia de luz y colonias pigmentadas después de la exposición de 

luz y reincubación. 

 Grupo II (Escotocromógenos): Producción de colonias amarillas o naranjas en 

presencia o ausencia de luz  

 Grupo III y IV (No cromógenos y de crecimiento rápido): Colonias no 

pigmentadas en presencia o ausencia de luz, o la presencia de coloración tenue 

después de la exposición a luz. 

        A diferencia del grupo IV, los demás grupos tienen un tiempo de duplicación en medio 

sólido mayor a 7 días y los del grupo IV son menor a 7 días los cuales serán denominados 

micobacterias de crecimiento lento y micobacterias de crecimiento rápido respectivamente. 

En Fig.1 se presentan algunas micobacterias de acuerdo a su clasificación de Runyon.  

Fig. 1 Clasificación de Runyon de las micobacterias atípicas de interés dermatológico 
[5] 

. 
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         Actualmente los tradicionales criterios de Runyon para micobacterias no tuberculosas, 

está perdiendo relevancia debido a los avances en la micobacteriología por técnicas de 

cultivo mucho más rápidas, pruebas de DNA y técnicas de cromatografía
 [6] 

. El género 

Mycobacterium tiene la capacidad de sintetizar ácidos micólicos, los cuales forman parte de 

la pared celular y es lo que hace al género tan único, debido a que sintetiza largas cadenas 

de entre 60 y 90 átomos de carbono dándole la capacidad de ser acido-alcohol resistente, 

razón por la que se omite la tinción de Gram por la de Ziehl-Neelsen
[7]

. Mycobacterium 

tuberculosis y otras micobacterias son biológicamente similares a las bacterias Gram 

positivas (aunque frente a la tinción de Gram, las micobacterias son débilmente Gram 

positivas o no se tiñen), pero tienen aspectos distintos
[3]

.  Los componentes de la pared 

celular de micobacterias son únicas en términos de su contribución en patogénesis del 

género Mycobacterium, haciéndolos altamente antigénicos y volviéndose parásitos 

intracelulares en macrófagos
[8]  

.   

         La pared celular micobacteriana está principalmente compuesta por ácidos micólicos, 

cadenas largas 2-alquil, 3-hidroxi de ácidos grasos, estructuras que son un sello distintivo 

de la envoltura celular de Mycobacterium tuberculosis y especies del género 

Mycobacterium relacionados
[9]

. Pueden encontrarse sin unir, extraíbles con solventes 

orgánicos como ésteres de trealosa o glicerol, ó esterificando unidades pentaarbinofuranosil 

terminales de arabinogalactano, polisacárido qué junto con el peptidoglicano, forman el 

insoluble esqueleto de la pared celular
[10] 

como se muestra en  (Fig. 2).  
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Fig2. Modelo de la pared celular micobacteriana [10] 

 

 

 

 

 

 

 

         

La membrana externa está principalmente compuesta por glucano y proteínas, con una 

pequeña cantidad de lípidos. La micomembrana corresponde a la barrera de 

permeabilidad. El folleto interno esta formado por un conjunto paralelo de cadenas de 

acido micólico (color negro) ligado arabinogalactano (AG) el cual tambien se encuentra 

unido covalentemente al peptidoglicano (PG); Éste folleto también está compuesto 

presumiblemente de lípidos libres que incluyen al factor cuerda trehalosa 6,6-dimicolato 

(DMT) coloreado en rojo, monomicolato de trehalosa (TMM) coloreado en naranja, 

varias glicoproteínas (GL) coloreado en café, y fosfolípidos (PL) coloreado en azul. 

Adaptado de Zuber et al. 2008
[11].

 Una representación de TDM muestra una cadena 

larga de ácidos micólicos que se empaquetan despues de plegarse en la micomembrana 

(Unidades micólicas, ciclopropano y grupos cetónicos) para encajar en una membrana 

convencional de 7 - 8 nm de grosor. La membrana granular encima de la membrana 

plasmática se compone de proteínas; estas proteínas posiblemente parcitipan en los 

tratamientos previos de la bacteria al observarse en microscopía electrónica de 

transmisión proyectando una apariencia más gruesa que el folleto externo de la 

membrana plasmática
[10]

. 

Membrana externa 

Micomembrana 

Capa granular 

Membrana plasmática 

Espacio periplásmico 

Compartimento citosólico 
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La extraordinaria eficiencia de la pared celular micobacteriana como barrera de 

permeablidad, Minnikin en 1982 originalmente propuso un modelo en el que los ácidos 

micólicos están covalentemente unidos al co-polímero de peptidoglicano-arabinogalactano 

y forman un folleto interno de una bicapa asimétrica
[12]

.  La baja permeabilidad de la pared 

celular micobacteriana se le contribuye como causa de las micobacterias a ser resistentes a 

agentes antibioticoterapéuticos y quimioterapéuticos; Existe evidencia de que la naturaleza 

de los acidos micólicos presentes en la pared celular micobacteriana juegan un papel 

esencial en determinar la fluidez y permeabilidad de la pared celular micobacteriana 
[13]

.  

Mutantes y tratamientos que afectan la biosíntesis de ácido micólico y producción de 

lípidos extraíbles demuestran un incremento en la permeabilidad de la pared celular 

micobacteriana y un decremento drástico de la virulencia, recalcando la importancia de la 

integridad de la pared celular micobacteriana para la supervivencia intracelular de            

M. tuberculosis 
[14] 

. 

       El transporte de carbohidratos al interior de la micobacteria como fuente de carbono ha 

sido reconocida dado que la envoltura de este género tiene un número determinado de 

canales y sistemas de transporte de carbohidratos de diferente tamaño molecular 

dependiendo de la especie. Mycobacterium smegmatis tiene 28 transportadores de 

carbohidratos propios como sistema de absorción
[15]

. La mayoría de los sistemas de 

transporte de azucares (19/28) en Mycobacterium smegmantis  pertenecen a la familia  de 

transportador dependiente de unión de ATP (ABC); M. smegmantis posee un facilitador 

propio de glicerol de familia de proteinas intrinsecas mayores (MFS) de las cuales una se 

asigna a transportador de glucosa, y una permeasa de galactosa de la superfamilia de 

solutos de sodio (SSS) al igual que sistemas de transporte intermembranales de polioles, 
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pentosas y hexosas son predecidas; Esta predicción bioinformática fue probada 

recientemente tras el descubrimiento de una permeasea de glucosa denominada Glcp de M. 

smegmatis 
[16]

. Tras la sobreexpresión de GlcP en una mutante glucosa-negativa de E. coli 

se logró demostrar que la colonia tenia la capacidad de fermentar glucosa con la finalidad 

de incrementar absorción de glucosa 
[17]

.  

      Por el hecho de que la inhibición de la síntesis de ácidos micólicos es uno de los 

primeros efectos del medicamento antituberculoso más eficiente como es la insoniazida
[18]

, 

existe gran interés a descifrar la química y la biosíntesis de los ácidos micólicos; Esta vía 

metabólica representa una valiosa fuente para identificar blancos potenciales para el 

desarrollo de nuevos antibióticos dado el alarmante contexto emergente de la 

multirresistencia medicamentosa, resistencia medicamentosa extrema y la resistencia 

medicamentosa total por tuberculosis
[10]

. 

I.2. Complejo Mycobacterium avium  (MAC) 

       Inicialmente MAC consistía de dos especies: M. avium, y M. intracellulare, y son las 

micobacterias no tuberculosas (MNT) más comunes asociadas a patologías humanas. 

Debido a la dificultad de diferenciar ambas especies de una, colectivamente también 

pueden ser referidas como Mycobacteterium avium-intracellulare (MAI). MAC está 

compuesto por 28 serotipos (1-28), de los cuales los primeros tres pertenecen a M. avium, y 

el resto a M. intracellulare
[19]

. Tras las publicaciones de Thorel, et al en 1990 durante la 

caracterización y definición de M. avium, dada por análisis molecular, como la hibridación 

DNA-DNA, con base a las características de crecimiento y pruebas bioquímicas  se 

incorporaron tres subespecies a MAC: M. avium subsp. silvaticum, M. avium subsp. 

paratuberculosis y M. avium subsp. avium 
[20,21,22]

. Bacterias que conforman MAC 
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pertenecen al grupo III del criterio de Runyon ya que son no cromógenos de crecimiento 

lento. Estos organismos son bacilos Gramm positivos y pueden ser aislados a partir de 

fuentes acuosas frescas o salinas, el mayor aprovechamiento es aislado en aguas con 

salinidad moderada (≤ 2 g% NaCl) y tienen la capacidad soportar condiciones de pH 

relativamente bajas entre 4.6 y 6.8, mantienen una longitud en tamaño de entre .7 y 3.3 nm 

(suficientemente pequeños para invadir espacios alveolares después de inhalación
[23]

. 

       A mediados del siglo XX, se comenzó a detectar una diseminación de infecciones por 

micobacterias tuberculosas y no tuberculosas en pacientes inmunocomprometidos con 

Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). MAC causan formas diseminadas en 25 

a 50% de los pacientes adultos infectados por el Virus de Inmunodeficiencia Humana 

(VIH), sin haber recibido un tratamiento antirretroviral previo y dado que el factor principal 

de riesgo son signos clínicos de células CD4 menor a 50/mm
3 [24] [25]

, de hecho hasta antes 

de la introducción de este tipo de tratamientos, causaba alrededor de 20,000 casos  al año en 

Estados Unidos de Norteamérica volviéndose una preocupación epidemiológica
[25]

. 

Antígenos de MAC tienen la capacidad de aumentar la producción viral de VIH-1 en 

pacientes infectados 
[26]

.  

     Otra de las preocupaciones a nivel internacional, incluyendo países desarrollados es la 

infección recurrente a animales de ganado, principalmente rumiantes, por la característica 

de algunas micobacterias de MAC de evadir el sistema inmunológico o retardarlo en su 

transcurso patológico, invadiendo principalmente a los macrófagos del huésped como por 

ejemplo M. avium subs. paratuberculosis (MAP). Es reconocido que MAC tiene la 

capacidad de adaptarse a diferentes ambientes, como anteriormente se mencionó su 

tolerancia a niveles de pH relativamente bajos y por el hecho de obtener nutrientes de 
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fuentes de carbono aun cuando existen tratamientos de cloro u ozono en aguas potables
[27]

. 

Esta forma de adaptación y cambios en la pared celular por ambientes extremos puede ser 

ligado a su resistencia a antibióticos y más aun cuando MAC tiene homología al perfil 

génico del huésped para llevar a cabo su replicación
[28]

.  

I.3. Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) 

       La micobacteria Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) pertenece a 

MAC y al grupo III del criterio de Runyon, y es un bacilo recto Gram positivo, aerobio, 

acido-alcohol resistente, tiene un tiempo de generación de 20 horas y crece en condiciones 

térmicas de 37°C, su tamaño oscila entre .7 - 2.0 um. Históricamente la identificación de 

MAP no ha sido rigurosa y se ha basado solo en determinar a la micobacteria como un 

microorganismo de crecimiento lento, acido-alcohol resistente y dependiente de 

micobactina, un sideróforo micobacteriano utilizado para quelar y secuestrar el hierro 

disponible en el huésped, específicamente en el macrófago
[29,30]

.MAP es una bacteria de 

crecimiento lento Gram positiva y se cultiva agar yema de huevo de Herrold en presencia 

de micobactina, dado que no se ha logrado promover la síntesis de micobactina a partir de 

MAP
[31, 32]

.  MAP es un parásito intracelular que utiliza hierro para su crecimiento y su 

fisiología a partir de la micobactina
[33]

 y sintetiza genes de regulación férrica dentro de 

macrófagos en un huésped, esto para competir contra la inmunidad del huésped y mantener 

en homeostasis la disponibilidad de hierro, expresando genes como bfr A o factores 

transcripcionales como IdeR que funciona como un monitor global en la regulación de 

hierro en M. tuberculosis durante la invasión intracelular
[34, 35]

. 
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      MAP es el principal agente etiológico de la paratuberculosis o enfermedad de Johne en 

rumiantes y animales del ganado 
[32,36,37] 

. La clona común K-10 fue aislada en 2005 para la 

secuencia completa del genoma de MAP
[32]

  lo cual ha tenido un impacto importante en la 

identificación de sitios genómicos como blanco para un tratamiento y elaboración de 

reactivos para identificar a la bacteria durante su aislamiento. Se logró secuenciar un 

genoma de un cromosoma circular de 4,829,781 pares de bases que codifica para 4,350 

Marcos Abiertos de Lectura (ORF), 45 tRNAs y un operón rRNA, y posteriormente un 

dominio EntE de salicil-AMP ligasa (MbtA), siendo el primer gen en un clúster de genes de 

biosíntesis de micobactina y dando respuesta a que MAP es dependiente de micobactina 

para su crecimiento y fisiología 
[32] 

. 

     Micobactina es un sideróforo que utilizan las micobacterias para obtener hierro férrico     

(Fe
+3

) o hierro ferroso (Fe
+2

) del huésped. Genes que codifican para la biosíntesis de 

micobactina son promovidos por la presencia de hierro extracelular con el objetivo de 

mantener una homeostasia de disponibilidad de hierro
 [38] 

. El hierro es esencial para la 

fisiología, metabolismo, transporte de nutrientes y acción enzimática de bacterias,(ver 

Tabla 1) tanto que se ha observado en micobacteriología que algunas especies como 

M.smegmatis, M. tuberculosis, M. avium subs. hominissuis o M. avium subsp. 

paratuberculosis han evolucionado y diseñado nuevas vías alternas y exclusivas de cada 

bacteria para la captación de hierro en situación de estrés o privación de hierro cuando un 

tratamiento antimicrobiano está presente o con la finalidad de contrarrestar y competir 

contra el sistema inmunológico del huésped 
[39]

. Se han reconocido anteriormente que 

micobactina presenta diferentes estereoisomeros o cadenas laterales R en la estructura de 

micobactina con el objetivo de que funcionen como exoquelinas en el espacio intersticial 
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implementando solubilidad y polaridad diferente para la captación de hierro presente en 

moléculas complejas; Se han identificado 20 moléculas diferentes en MAC y 3 en MAP
[38]

.

 

Tabla 1. Rol de hierro en bacterias 
[40]

 

Área afectada Efecto 

Composición celular Deficiencia de hierro puede causar: inhibición de 

crecimiento, decremento en síntesis de RNA y DNA, 

inhibición de esporulación, cambios en morfología 

celular. 

Metabolismo intermedio Procesos metabólicos que requieren hierro: ciclo de 

ácido tricarboxílico, fosforilación oxidativa, fijación 

de nitrógeno, biosíntesis de moléculas arómaticas. 

Productos metabólicos Los siguientes productos son algunos de los que 

regulan incremento o decremeto por hierro: 

Porfirinas, toxinas, vitaminas, antibióticos, 

hidroxamátos, citocrómos, pigmentos, sideróforos, 

compuestos aromáticos, DNA y RNA. 

Proteínas y enzimas que requieren hierro Peroxidasa, superóxido dismutasa, nitrogenasa, 

hidrogenasa, glutamato sintasa. 

Citocromos, ferrodoxinas, flavoproteínas, ferritina. 

 

      El mecanismo de captación y liberación de hierro por sideróforos se lleva a cabo por 

procesos exclusivos de las micobacterias debido a su composición en la membrana y pared 

celular por su alto contenido de lípidos hace más compleja la situación de solubilizar el 

hierro como lo hacen comúnmente otras bacterias como E. coli o K. pneumonae. El 

mecanismo de micobacterias para la captación de hierro radica en la producción de 

exoquelinas, agentes quelántes que solubilizan el hierro como derivados de ácido salicílico 

o pentapéptidos derivados de micobactina que reducen Fe
+3

 a Fe
+2

 ya sea extracelular para 

atravesar una barrera lipídica gruesa y que la reacción ocurra en la membrana celular  o 

intracelular
[40,41] 
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I.4. Paratuberculosis 

     La paratuberculosis o "enfermedad de Johne" es una enteritis granulomatosa crónica 

causado por el denominado "bacilo de Johne" que fue descrito en 1895 por Johne y 

Frothingham como una forma modificada o derivada de Mycobacterium tuberculosis o 

Mycobacterium avium el cual fue clasificado taxonómicamente como tubérculo 

Mycobacterium enteriditis chronicae pseudotuberculosis bovis johne; por su poca 

comodidad al nombrarlo, fue clasificado como Mycobacterium avium subs. 

paratuberculosis como agente etiológico
[42]

. Este padecimiento se caracteriza por presentar 

diarrea crónica, pérdida involuntaria de peso, escualidez severa, granulomas en rumiantes y 

animales de ganado dado que no hay un tratamiento que cure la paratuberculosis, lo que 

compromete de manera importante al sector agropecuario con importantes pérdidas en 

producción y económicas
[43]

. La importancia clínica radica en que este padecimiento cursa 

asintomático y sin signos macroscópicos que pueden ser no específicos, sutiles o ausentes. 

El diagnóstico no invasivo como la toma de muestra fecal puede tomar hasta 1 año o más 

en resultar positivo a una infección por MAP a diferencia de una valoración invasiva en los 

nódulos linfáticos o en el intestino delgado mediante un corte histológico o biopsia. Los 

pocos signos clínicos detectables en animales se dividen en cuatro fases: 

 (I) Fase silente: Esta fase por lo general afecta al ganado de hasta 2 años de edad y 

no hay signos clínicos de infección, no hay efectos subclínicos y no puede 

detectarse por métodos costo-eficientes. Para detectar esta etapa debe hacerse por 

estudios en microgranulomas, reconocer que hubo una administración de MAP en el 

huésped cortes histológicos, necropsia, cultivo fecal (aprovechable en caso de pre-

inmunización) y detección de interferón gamma (IFN-γ), aunque es posible 
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encontrar falsos positivos dado que MAP presenta antígenos similares a 

Mycobacterium spp. ambiental. Pueden progresar rápidamente a la etapa III o hasta 

IV conllevando a la muerte y debe separarse del ganado para prevenir infección en 

animales sanos
[44,45]

. 

 (II) Fase subclínica: Aún en esta etapa los signos clínicos están ausentes en 

animales infectados pero ya pueden utilizarse métodos de detección costo-eficientes 

como el cultivo microbiológico a partir de muestras fecales, lesiones intestinales, 

fluidos con contenido microbiológico como contenido intestinal por dilución. 

Algunos animales pueden presentar anticuerpos y detectarse pero durante esta etapa 

la toma de muestra fecal ocurre antes de una respuesta inmunológica como la 

presencia de anticuerpos
[45]

. 

 (III) Fase clínica: Signos clínicos se presentan por lo regular durante una incubación 

de 2 o hasta 10 años dependiendo del nivel de exposición y la capacidad del 

huésped y su perfil inmunológico. En esta fase el huésped presenta lipoatrofia, 

atrofia muscular, diarrea persistente, incremento en apetito, sed, decremento en 

producción de leche. Signos vitales, respiratorios y temperatura corporal 

permanecen normales
[45]

. 

 (IV) Fase clínica avanzada de infección: Es una etapa fulminante en la que se 

presentan signos letárgicos, debilidad y demacración. El huésped presenta edema 

inter-mandibular, hipoproteinémia, anemia, diarrea líquida y crónica. En esta etapa 

los animales domésticos son sacrificados por falta de tratamiento antibacteriano 

contra MAP
[45]

. 
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      MAP puede mantenerse en reservorios por varios años incluyendo fuera del huésped en 

el ambiente como en plantas, agua potable o en materia fecal y distribuirse de forma pasiva 

o indirecta en diferentes tipos de huéspedes como se presenta en Fig. 3.  

 

Fig. 3 Rutas de infección y transmisión de MAC. Ilustración de posibles rutas de 

transmisión de MAC entre el medio ambiente, animales domésticos y seres humanos
[28]

.  

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       MAP mantiene una supervivencia en el huésped como un parásito intracelular que 

compite por nutrientes como hierro o zinc interviniendo en el sistema inmunológico del 

huésped. De las principales formas que compite es mediante la inhibición parcial de 

proteínas como la ferroportina 1 (FPN-1), una proteína transmembranal en macrófagos que 

se encarga de sustraer hierro desde el citoplasma hacia el espacio intersticial, lo que resulta 

1: Infección oral; 2: Infección por aerosoles; 3: Infección pasiva; 4: Infección por productos derivados; 5: 

Transmisión vertical; 6: Transmisión horizontal; 7: Infección por depredación
[28]

. 
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práctico para MAP inhibir FPN1 dado que pasa gran parte de la infección en el huésped 

dentro de macrófagos 
[46]

. Durante la etapa III de infección por MAP, MAP tiene la 

capacidad inhibir parcialmente la expresión de IFN-γ y  la acción de linfocitos B frente a 

MAP posterior a una presentación antigénica por el complejo mayor humano de 

histocompatibilidad de clase II (MHC-II) en una respuesta de tipo celular
[47,48]

. 

     La prevalencia de la paratuberculosis en animales de ganado con decremento en 

producción de derivados de animales infectados con MAP, representa una pérdida 

económica con un impacto importante en el marcado y sector agropecuario. En EE.UU. la 

paratuberculosis representa pérdidas de más de $200 millones de dólares estadounidenses 

en un mercado de lácteos con valor de $369 billones de dólares estadounidenses 

exclusivamente en ese país
[49,50]

. En México aún no ha sido estudiado con exactitud el 

impacto económico en el mercado pero se estima que hay una incidencia de que el  30% del 

ganado en México se encuentra comprometido frente a la paratuberculosis
[51]

. 

I.5. Reguladores transcripcionales de la familia FUR (Ferric uptake 

regulator) 

 

       La importancia de Fe
+2

 como cofactor en diversas reacciones bioquímicas vitales para 

la supervivencia de procariotas y demás seres vivos ha sido reconocida 
[40]

. Por ello es que 

existe la competencia de este metal transicional, así como Zn
+2

 o Mn
+2

 mediante la 

regulación transcripcional para la síntesis de agentes quelantes o sideróforos como 

micobactina. La regulación transcripcional de genes que biosintetizan sideróforos en 

bacterias son regulados principalmente por reguladores transcripcionales de la familia 

Ferric Uptake Regulator (Fur o FurA) para el caso de hierro, Zinc uptake regulator (Zur o 
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FurB) para el caso de zinc o Manganese uptake regulator (Mur) para el caso de manganeso 

[52]
. Una vez que la disponibilidad de Fe

+2
 supera los límites citoplasmáticos en procariótas, 

proteínas de la familia Fur utilizan Fe
+2

 como cofactor y represor de genes que sintetizan 

sideróforos dado que estos agentes quelantes para introducir Fe
+3

 reduciendolo a Fe
+2

 via 

reacción Fenton fundamentada por el ciclo Haber-Weiss (Fig.4). Tal reacción genera 

radicales libres como (-OH) proveniente del peróxido de hidrógeno; reactivos que oxidan 

DNA, RNA y moléculas vitales para las bacterias, por lo que proteínas tipo Fur limitan la 

síntesis de sideróforos cuando se supere el umbral de metales de transición en el    

citoplasma 
[53]

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     En un caso contrario, cuando la disponibilidad de Fe
+2

 es escaso en MAP, existen 

secuencias de DNA que contienen reservas de Fe
+2

 denominadas "cajas de hierro" donde se 

adhiere el Fe
+2

 por proteínas FUR. Cuando existe una escases la RNA polimerasa accede a 

promotores cognitivos, y los genes para la biosíntesis de sideróforos y otras funciones 

Reducción de hierro 

Reacción Fenton 

Reacción Haber-Weiss, en presencia de cantidades catalíticas de hierro 

Fig. 4 Ilustración esquemática del ciclo Haber-Weiss 
[54]

 

El ciclo Haber-Weiss ocurre en tres fases. (i) Reducción de un metal de transición, (ii) 

Reacción Fenton, y (iii) Reacción Haber -Weiss 
[54]
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relacionadas a la captación del hierro son expresadas
[55]

.  Estas cajas de hierro fueron 

secuenciadas y determinadas en E. coli a partir de una región promotora palindrómica de   

19 pb 5' GATAATGATAATCATTATC 3' que se alinea a 30 promotores controlados por 

hierro y es una secuencia donde se adhiere una proteína de entre 17 y 19 kD, Fur 
[56] 

       Independientemente de la homeostasis de metales transicionales durante la invasión del 

huespes, las proteínas de la familia FUR tienen funciones biológicas diferentes (Fig.5). Las 

proteínas FUR tienen la capacidad de expresar genes frente al estrés oxidativo en presencia 

de radicales libres como el peróxido de hidrógeno detectado por una proteína tipo FUR 

denominada peroxide-stress response (PerR), o el óxido nítrico dado que pueden dañar la 

secuencia de DNA y RNA simultaneamente. No se conoce con exactitud el mecanismo 

preciso de FUR como sistema de reconocimiento de ambientes de estrés oxidativo o de 

ausencia de nutrientes
[57]

.  

Se ha reconocido que durante una invasión inicial, MAP mantienen una supervivencia 

mayo durante su invasión en macrófagos en una ambiente donde exceden proteínas de tipo 

FurA pero una menor adaptación post-infección del ambiente citoplasmático del macrófago 

infectado aunque tiene mayor capacidad de evadir o suprimir el sistema inmunológico 

inhibiendo la expresión de interferones y la vía del complemento antes de la presentación 

de antígeno o en una respuesta de inmunidad adaptativa 
[57, 58, 59] 
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     MAP y el género Mycobacterium contienen Polimorfismos de Secuencias Largas (LSP) 

que existen por razón de evolución y adaptación a diferentes ambientes. Estas secuencias 

con función de deleción genética para le expresión de diferentes proteínas y secuencias 

específicas para una supervivencia en un ambiente hostil dan origen a proteínas tipo FUR 

como MAP3773c, una proteína hipotética tipo FurA y FurB encontrada en LSP15 y que 

juega un rol importante en la captación y regulación de metales transicionales Fe
+2

 y Zn
+2

 

durante la infección del huésped; Esta proteína no ha sido estudiada en su totalidad pero se 

cree que también es una vía alterna para la expresión de genes como MAP3776c para la 

biosíntesis de vitaminaB12 y su expresión es inducida principalmente por la presencia de 

Fe
+2

 y Zn
+2[60, 61, 62]

. 

 

 

Fig. 5. Resumen de procesos celulares modulados por Fur
[57]
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II. JUSTIFICACION  

El impacto que Mycobacterium avium subsp paratuberculosis representa, como agente 

causal de la paratuberculosis bovina, en el sector ganadero es de interés económico y de 

cuestión de salubridad.  

Otra de las preocupaciones a nivel internacional, incluyendo países desarrollados es la 

infección recurrente a animales de ganado, principalmente rumiantes, por la característica 

de algunas micobacterias de MAC de evadir el sistema inmunológico o retardarlo en su 

transcurso patológico, invadiendo principalmente a los macrófagos del huésped. 

El estudio de la expresión de la proteína MAP3773c nos ayudara a entender el 

comportamiento de la proteína, para entender los mecanismos de regulación en la expresión 

de la proteína en cuestión, tanto a nivel transcripcional y traduccional, en la disposición de 

hierro por parte de MAP, para su sobrevivencia y efectos en la patogenicidad en el huésped, 

aportando avances significativos para tratamientos, y métodos de prevención y control de 

las enfermedades que pudieran estar asociadas con Mycobacterium avium subsp. 

paratuberculosis. 

III. HIPÓTESIS 

MAP3773c es una proteína constitutiva dependiente de expresión por metales divalentes 

III. 1. HIPÓTESIS NULA 

MAP3773c  no es una proteína constitutiva dependiente de expresión por metales 

divalentes 
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IV. OBJETIVO GENERAL 

Determinar la expresión traduccional de MAP3773c en cultivos de E. coli. BL21 (DE3) 

pRSETmap3773c inducidos con IPTG, FeNTA, ZnSO4 y FeNTA-Zn SO4. 

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS 

Realizar la expresión E. coli. BL21 (DE3) pRSETmap3773c en medio LB ampicilina con 

IPTG y sin IPTG.  

Realizar la expresión E. coli. BL21 (DE3) pRSETmap3773c en medio LB ampicilina con 

FeNTA.  

Realizar la expresión E. coli. BL21 (DE3) pRSETmap3773c en medio LB ampicilina con 

ZnSO4.  

Realizar la expresión E. coli. BL21 (DE3) pRSETmap3773c en medio LB ampicilina con 

FeNTA-Zn SO4.  

VI. Materiales y métodos 

VI.1 Transformación de cepa E. coli BL-21 con el plásmido pRSET-

MAP3773c y sobreexpresión de MAP3773c. 

      Se utilizó E. coli BL-21 como modelo de bacterias competentes y se utilizó el plásmido 

pRSET-MAP3773c, que fue construido en el Laboratorio de Biología Molecular de la 

Facultad de Ciencias Químicas e Ingeniería, Campus Tijuana, Universidad Autónoma de 

Baja California por M.C. Vanessa Martínez López (Fig. 6) 
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Fig. 6  Mapa de pRSET A, B y C 
[63]

 

 

 

 

 

 

 

VI.2 Cultivo celular e inducción de la expresión de MAP3773c 

VI.2.1 Cultivo celular 

     E. coli BL-21(DE3) pRSET-MAP3773c  y E. coli BL-21 sin plásmido fueron 

cultivados por separado en agar líquido LB Luria Bertani Broth; Himedia labs®; Miller 

M125 en presencia de ampicilina (50 μg/ml) y sin ampicilina respectivamente en 

condiciones de agitación constante, estériles y  térmicas de 37C°, utilizando el equipo 

Gyratory bath shaker, New brunswick scientific laboratories; G76 . La inducción de 

proteína se hizo en bacterias frescas obtenidas de cultivo primario de ambas cepas de E. 

coli dejadas en crecimiento continuo hasta saturar visiblemente medio LB solo en presencia 

de ampicilina y posteriormente un cultivo nuevo para los diferentes tratamientos. La 

inducción de MAP3773c se llevo a cabo con  isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) 

a una concentración final de 1 mM, esto se llevó a cabo en cada experimento como control, 
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con la finalidad de comparar la expresión de la proteína con los demás tratamientos. La 

inducción con tratamientos de sulfato de zinc (ZnSO4), nitrilotriacético ferrico (FeNTA) y 

ZnSO4-FeNTA fueron llevados a cabo por separado a diferentes concentraciones finales 

(ver Tabla 2) en LB liquido con E.coli BL-21(DE3) pRSET-MAP3773c. Los tratamientos 

mencionados anteriormente fueron agregados hasta obtener una absorbancia de 0.4 - 0.6 ʎ 

en un espectro de absorción de 600nm, determinado mediante espectrofotometría usando el 

equipo Genesys 20; Thermo Fisher scientific; 4001/5. Posteriormente el crecimiento 

continuo por 4 horas. La biomasa fue obtenida descartando agar LB mediante 

centrifugación a 6000 rpm en condiciones térmicas de 4 - 0 C°, posteriormente se descartó 

el líquido sobrenadante y biomasa de cada inducción fue resguardada a -20 C° hasta su uso. 

Los experimentos se hicieron por duplicado. 

Tabla 2. Condiciones de tratamientos de inducción con Zn
+2

, Fe
+2

 y Zn
+2

-Fe
+2

 de E. coli 

BL-21(DE3) pRSET-MAP3773c. 

No. de tratamiento Bacterias + ZnSO4 Bacterias + FeNTA 

Bacterias + 

ZnSO4-FeNTA 

1 150mM 100 μM 100mM-100 μM 

2 200 mM 200 μM 200mM-200 μM 

3 250 mM 300 μM 300mM-300 μM 

4 300 mM 400 μM 400mM-400 μM 

5 400mM   
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VI.2.2 Lisis celular  

Para extraer el contenido citoplasmático y someter a una electroforesis SDS-PAGE, se 

lisaron bacterias de la siguiente manera: 

1. Se descongeló la biomasa y se mantuvo en hielo molido para prevenir degradación 

de proteínas y elementos necesarios. 

2. Se pesó biomasa en un rango de 13-15 mg en tubos tipo Eppendorf
®
 y se rotularon 

dependiendo de cada control y tratamiento 

3. Se resuspendió la biomasa agregando 70 μl de solución de lisis (.2 N NaOH, 1% 

(p/v) SDS) hasta obtener una solución homogénea, translucida y con baja viscosidad 

con la finalidad de romper membrana y pared celular, y desnaturalizar en 

condiciones alcalinas elementos aberrantes (DNA, RNA, elementos estructurales, 

etc.) 

4. Si la viscosidad dificultaba la utilización de micropipeta y manejo del paquete 

lisado, se sometió a ultrasonicación utilizando el equipo Ultrasonic cleaner; TPC 

advanced technology inc; UC 450. a 60KHz a una temperatura constante de 10 C°.  

VI.2.3. Determinación de la expresión de MAP3773c mediante electroforesis  por  SDS 

page 12%. 

       Se tomaron 15 μl por separado de paquete lisado de cada control y tratamiento, y se 

rotularon en diferentes tubos tipo Eppendorf
®
. Se agregaron 15 μl de regulador de proteínas 

2x el cual se preparó diluyendo 50 μl de β-mercaptoetanol al 98% aforando a 1000 μl con 

950 μl de 2x Laemmli sample buffer; Bio rad; Cat. #161-037. Se homogenizó la mezcla y 

se sometió a una temperatura constante de  100 C° por 15 minutos usando el equipo Dry 
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bath incubator; Allsheng; MK2000-1. Posteriormente se centrifugaron los tubos a 13,000 

rpm a temperatura ambiente usando el equipo Microcentrifuge 5415; Eppendorf 
®
; 5415 D. 

Posteriormente se llevó a cabo una electroforesis tipo SDS-PAGE en geles de 

poliacrilamida al 12 % los cuales fueron preparados de la siguiente manera: 

VI.2.3.1 Gel separador 

En un tubo de ensaye se realizó una mezcla para el gel separador en el siguiente orden: 

1. 2.40 ml Solución de monómeros 

2. 1.50 ml Tris 1.5 M a un pH ajustado a 8.8 

3. .12 ml SDS (v/v %) 10% 

4. 2.00 ml agua bidestilada 

5. 0.045 ml de Persulfato de amonio (w/v %) 10% 

6. 0.003 ml N,N,N',N'-Tetrametilendiamina  (TEMED, Sigma-Aldrich 
®

, T9281) 

Se agregó la mezcla entre dos placas de vidrio separados por .75 mm hasta 

aproximadamente 3.5 centímetros del borde superior en forma vertical fijados en el equipo 

Mini-PRTEAN tetra cell casting; Bio-rad; #1658022EDU, posteriormente se agregó agua 

bidestilada hasta cubrir por completo la capacidad entre las dos placas. La fase inferior 

gelificó e inmediatamente se descartó el agua bidestilada y se procedió a realizar el gel 

concentrador. 

VI.2.3.2 Gel concentrador 

En un tubo de ensaye se realizó una mezcla para el gel concentrador en el siguiente orden: 

1. 0.33 ml Solución de monómeros 
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2. 0.50 ml Tris 0.5 M a un pH ajustado a 8.8 

3. 0.04 ml SDS (v/v %) 10 % 

4. 1.22 agua bidestilada 

5. 0.025 ml Persulfato de amonio (w/v%) 10 % 

7. 0.002 ml  N,N,N',N'-Tetrametilendiamina  (TEMED, Sigma-Aldrich 
®

, T9281) 

Se agregó la mezcla sobre el gel separador entre las placas de vidrio previamente utilizadas 

y se sobrepuso un peine con la finalidad de formar los pocillos correspondientes para cada 

tratamiento y llevar a cabo la electroforesis tipo SDS-PAGE al 12 %. 

VI.2.3.3 Electroforesis SDS page en gel de poliacrilamida al 12% 

Se realizó una electroforesis tipo SDS page al 12%  para cada tratamiento cargando 5 μl de 

marcador de peso molecular (Precision Plus Protein
TM

; Bio-Rad; #1610363) y 14 μl de 

carga de los tratamientos en el siguiente orden: 

Tabla 3.  SDS page 12% para el tratamiento con ZnSO4 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Marcardo

r de peso 

molecular 

E. coli Bl-

21; 

ampicilin

a 

E. coli Bl-

21; 

ampicilin

a; iPTG 

1mM 

E.coli 

BL-

21(DE3) 

pRSET-

MAP3773

c; 

ampicilin

a 

E. coli 

BL-

21(DE3) 

pRSET-

MAP3773

c; 

ampicilin

a; 

iPTG 

1mM 

E. coli 

BL-

21(DE3) 

pRSET-

MAP3773

c; 

ampicilin

a; ZnSO4 

150 mM 

E. coli 

BL-

21(DE3) 

pRSET-

MAP3773

c; 

ampicilin

a; ZnSO4 

200 mM 

E. coli 

BL-

21(DE3) 

pRSET-

MAP3773

c; 

ampicilin

a; ZnSO4 

250 mM 

E. coli 

BL-

21(DE3) 

pRSET-

MAP3773

c; 

ampicilin

a; ZnSO4 

300 mM 

E. coli 

BL-

21(DE3) 

pRSET-

MAP3773

c; 

ampicilin

a; ZnSO4 

400 mM 
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Tabla 4. SDS page 12% para el tratamiento con FeNTA 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Marcador 

de  

peso 

molecular 

E. coli Bl-

21; 

ampicilina 

E. coli Bl-

21; 

ampicilina; 

iPTG 1mM 

E. coli BL-

21(DE3) 

pRSET-

MAP3773c

; ampicilina 

E. coli BL-

21(DE3) 

pRSET-

MAP3773c

; 

ampicilina; 

iPTG 1mM 

E. coli BL-

21(DE3) 

pRSET-

MAP3773c

; 

ampicilina; 

FeNTA 

100 mM 

E. coli BL-

21(DE3) 

pRSET-

MAP3773c

; 

ampicilina; 

FeNTA 

200 mM 

E. coli BL-

21(DE3) 

pRSET-

MAP3773c

; 

ampicilina; 

FeNTA 

300 mM 

E. coli BL-

21(DE3) 

pRSET-

MAP3773c

; 

ampicilina; 

FeNTA 

400 mM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuatro geles obtenidos correspondientes al tratamiento con Zn y FeNTA se sometieron a 

tinción azul de Coomasie (12% Solución azul de Coomasie R250/ 50% Metanol absoluto/ 

10% Ácido acético glacial/ 27.5% agua bidestilada) por 8 horas y posteriormente se 

destiñeron en decolorante para geles de poliacrilamida (50% Metanol absoluto/ 40% Agua  
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bidestilada/ 10% Ácido acético glacial). Dos geles obtenidos correspondientes al 

tratamiento en conjunto Zn-FeNTS fueron teñidos con solución de fluorescencia (Oriole
®

 

Fluorescent Gel Stain; Bio-Rad; #161-0496) se interpretaron visualmente mediante 

exposición por luz ultravioleta.  

VII. Resultados 

VII.1. Fig. 6 Electroforesis SDS page en gel de poliacrilamida al 12% para el 

tratamiento de E. coli BL-21(DE3) pRSET-MAP3773c con ZnSO4 

 

 

 

 

 

 

 

    

   En Fig. 6 se puede observar una sobrexpresión de distintas bandas a diferentes 

magnitudes respecto al marcador de peso molecular (Precision Plus Protein
TM

; Bio-Rad; 

#1610363) ubicado en el carril 1. Los carriles 2 (Correspondiente al control sin plásmido) y 

3 (correspondiente al control sin plásmido y con tratamiento de IPTG) no presentan 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

 150 kDa 

100 kDa 

   75 kDa 

    50 kDa 

    37 kDa 

    25 kDa 

    20 kDa 

102 kDa 

85 kDa 

71 kDa 

 

 

 

38 kDa 

 

30 kDa 

 

 

 

 

18 kDA 
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ninguna sobrexpresión de alguna banda de interés. De manera ascendente, se logra ver una 

banda de aproximadamente 18 kDa (flecha verde) respecto al marcador de peso molecular 

en los carriles 4-10 correspondientes a los tratamientos con Zn. En los carriles 6-10 se logra 

apreciar una sobreexpresión de bandas (flechas rojas) que en magnitud son de 30 kDa, 38 

kDa, 71 kDa, 85 kDa, 102 kDa. A diferencia de los carriles 6-10, los carriles 4 

(correspondiente a control con plámido) y 5 (correspondiente a control con plásmido y 

tratamiento con iPTG) presentan sobrexpresión de bandas de aproximadamente 73 kDa. 

 

VII.2. Fig. 7 Electroforesis SDS page en gel de poliacrilamida al 12% para el 

tratamiento de E. coli BL-21(DE3) pRSET-MAP3773c con FeNTA 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

       En Fig. 7 se observó una sobrexpresión de distintas bandas a diferentes magnitudes 

respecto al marcador de peso molecular (Precision Plus Protein
TM

; Bio-Rad; #1610363) 

ubicado en el carril 1. De forma ascendente, en los carriles 4 (control con plásmido), 5 

(control con plasmido y tratamiento con iPTG) y 6-9 (Bacterias con tratamiento con 

1 2
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FeNTA) se logró apreciar una sobreexpresión de una banda ( flecha verde) de 

aproximadamente 18 kDa respecto al marcador de peso molecular. En los carriles 6 - 9 se 

logró apreciar una sobreexpresión de bandas (flechas rojas) a diferentes magnitudes 

respecto al marcador de peso molecular de aproximadamente 23 kDa, 31 kDa, 38 kDa, 42 

kDa, 56 kDa, 125 kDa, 250 kDa, estas bandas se expresaron con mayor intensidad a mayor 

concentración final de FeNTA en los carriles 6 - 9.    

VII.3. Fig. 8 Electroforesis SDS page en gel de poliacrilamida al 12% para el 

tratamiento de E. coli BL-21(DE3) pRSET-MAP3773c con Zn-FeNTA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8 presenta diferentes bandas de sobreexpresión de proteínas a diferentes magnitudes 

del marcador de peso molecular (Sigma marker, Wide range, molecular weight 6,500-

200,00 Da; Sigma-Aldrich
®

; #S8445) ubicado en el carril 1. De manera ascendente, los 

carriles 3 (correspondiente al control con plásmido) y 4 (correspondiente al control con 

plásmido y tratamiento con iPTG) mostraron sobreexpresión en bandas a diferentes 

magnitudes respecto al carril 1, se logró apreciar una banda de aproximadamente 18 kDa 

(flecha verde) que indica ser la proteína de interés, también se lograron apreciar bandas 

(flechas rojas) de aproximadamente 23 kDa, 38 kDa exclusivamente en los carriles 

mencionados. En los carriles 5-9 (correspondientes a los tratamientos de bacterias con 
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plásmido y tratamiento a diferentes concentraciones finales en conjunto de Zn-FeNTA) se 

lograon apreciar bandas a diferentes magnitudes respecto al marcador de peso molecular 

que presentaban mayor intensidad a mayor concentración final del tratamiento con Zn-

FeNTA, las bandas tuvieron un peso de aproximadamente 18 kDa (flecha verde) indicando 

la proteína de interés y de 23 kDa, 34 kDa, 38 kDa, 42 kDa, 66 kDa, 85 kDa y 102 kDa 

(flechas rojas) exclusivamente en los carriles mencionados. 

 

VIII. Discusión  

      En Fig. 7 se apreciaron mayor número de sobreexpresiones a comparación de Fig. 6 y 

Fig. 8 (Flechas rojas y flecha verde). En Fig. 6, 7 y 8, se logró obtener una banda que 

presumiblemente es la hipotética proteína MAP3773c de aproximadamente 17 kDa (flecha 

verde) en los carriles 4-9. Es posible que el crecimiento bacteriano en un ambiente saturado 

de hierro promueva la formación de homopolímeros, Fig. 7 y sea la razón por lo que la 

expresión de diferentes bandas a diferentes magnitudes respecto al marcador de peso 

molecular sea visiblemente apreciable en los carriles 4-9
[57,64,65]

. FUR es un represor 

transcripcional dependiente de hierro y ZUR es un represor transcripcional dependiente de  

zinc, metales transicionales altamente abundantes en el organismo que por su naturaleza 

trivalente deben ser reducidos para introducirse al citoplasma de MAP; Una vez que estos 

metales transicionales saturan las denominadas cajas FUR y ZUR suprimen diversas 

actividades biológicas como la biosíntesis de sideróforos o factores de virulencia que 

pudieran favorecer la captación de hierro y comprometer el interior citosólico por radicales 

libres  por ejemplo los patógenos hemolíticos como Vibrio fulnificus, Bacillus 

parahemaemolyticus, Salmonella  entérica serovar  Typhimurium  
[66, 67, 68] 

La regulación de proteínas por represión dependiente de saturación de metales 

transicionales ha sido reportada como un método de supervivencia durante su invasión 
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intracelular granulomatosa en macrófagos intestinales y una de las estudiadas hasta la fecha 

es la represión de expresión de proteínas membranales dependientes de hierro ferroso u 

otros metales transicionales divalentes. La represión de estas proteínas resulta favorable 

para el patógeno invasor debido que a menor expresión de proteínas membranales menor 

será el estímulo de detección de antígenos por anticuerpos del huésped, lo que lo haría 

susceptible a la supervivencia de MAP y sería la razón por la que tarda tanto la inmunidad 

adaptativa en dar una respuesta celular 
[47,48,69] 

En Fig. 6,7 y 8 se observó una expresión de la proteína MAP3773c a 17 kDa (flecha verde) 

en los carriles 4 y 5 correspondientes a los controles de bacterias sin tratamiento de metal 

transicional correspondiente a cada inducción, la banda no se expresó con la intensidad de 

los tratamientos en los carriles posteriores, pero aun así en la ausencia de los metales se 

expresó lo que indica que MAP3773c puede ser una proteína de tipo constitutiva y que 

funciona como un regulador satelital aun así cuando existe una depravación de metales 

transicionales, esto también lo sustenta el hecho de que la expresión de MAP3773c con 

IPTG presento una similitud de expresión en comparación con la inducción de expresión 

con hierro (FeNTA) y con zinc  (ZnSO4), lo que nos indica que la inducción de MAP3773c 

con IPTG es entendible por el promotor de T7, reconocido por la ADN polimerasa y 

contenido en el plásmido pRSET-A, pero en el caso de la inducción con los metales 

mencionados y sin IPTG, como la ADN polimerasa puede realizar tal trabajo, lo que 

creemos es que MAP3773c se expresa sin IPTG tal como se comprueba experimentalmente 

con la cepa de E.coli pRSETmap3773c sin IPTG; por tal razón podemos determinar que 

MAP3773c es una proteína constitutiva.  
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IX. Conclusión 

Se logró determinar que la proteína MAP3773c de Mycobacterium avium subs. 

paratuberculósis por inducción con los metales transicionales Fe
+2

, Zn
+2

 y Fe
+2

-Zn
+2 

en 

conjunto mediante una electroforesis SDS-PAGE en gel de poliacrilamida al 12% que la 

proteína MAP3773c puede ser una proteína de tipo constitutiva aun cuando hay una 

depravación de metales transicionales y que podría funcionar como un represor 

transcripcional satelital en E.coli, cuestión que comprobaremos en un futro en MAP, 

cuestión que es importante para el patógeno, para promover la supervivencia intracelular de 

MAP durante una invasión del huésped en una infección granulomatosa. Este hallazgo a la 

fecha permanece sin estar claro por lo que como mencionábamos hacen falta estudios a 

nivel molecular que deben llevarse a cabo in vivo en modelos animales para identificar si 

MAP3773c podría ser un blanco clave como tratamiento contra la paratuberculosis. 
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