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CAPITULO I. INTRODUCCION

Paratuberculosis (PTB), también conocida como enfermedad de Jonhe’s (JD) es una
enteritis crénica causada por Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) que afecta a
rumiantes y mamiferos salvajes en todo el mundo (Elmagzoub et al., 2020). También esta
implicado como la causa de la enfermedad de Crohn, una enfermedad inflamatoria en humanos
(Ssekitoleko et al., 2021). La enfermedad JD durante la fase clinica lo cual conduce a reduccion

de la produccién de leche y/o muerte prematura. (DeKuiper et al., 2020).

Paratuberculosis es una de las enfermedades infecciosas mas graves del ganado lechero,
provocando enormes pérdidas econdmicas en la produccién en términos de pérdida de leche,
reduccién de la ganancia de peso, muertes y aumento del costo del control de enfermedades
(Ssekitoleko et al., 2021). Se han reportado pérdidas econdmicas debido a la paratuberculosis,
pero los estudios son dificiles de cuantificar. Una pérdida anual aproximada para la industria
lactea de EE. UU. de $200 millones a $1.3 mil millones entre $21 y $79 por vaca. Este es un
factor clave para el control de enfermedades. Ademas, no solo afectan a las granjas infectadas,
sino que también tienen un impacto econémico negativo en los consumidores (DeKuiper et al.,

2020) (Whittington et al., 2019).

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis tiene requisitos especiales de hierro,
requisitos indispensables para su supervivencia y rutas metabdlicas. El hierro, es vital para los
procesos bioldgicos fundamentales regulados por ferroportina, sin embargo, las altas
concentraciones intracelulares de hierro libre son toxicas para las bacterias. Como tal, las células
han desarrollado procesos estrictamente regulados para la homeostasis de metales intracelulares.
Las bacterias controlan la homeostasis de los metales mediante la activacion de un conjunto de

genes regulados por factores de transcripcion de deteccion de metales conocidos como proteinas



metalorreguladoras. En procariotas, existen dos familias principales de metalorreguladores: la

toxina diftérica (DtxR) y el regulador de absorcién férrica (Fur) (Ganusov et al., 2015).

Con la finalidad de estudiar estas rutas metabdlicas y la proteina de interés tipo Fur
MAP3773c los avances de tecnologia nos disponen de herramientas computacionales para
predecir y/o modelar proteinas aun no disponibles en PBD asi como predecir la interacciéon de
proteinas-proteinas y ADN. Con el propdsito de obtener una estructura lo mas cercano a lo
real. En este texto se demostrara la interaccion entre MAP3773c y secuencias de ADN que
interaccionan con la caja de hierro de bacterias, micobacterias de ferroportina 1, con el objetivo

de proporcionar informacion futura sobre el mecanismo transcripcional.

Los modelos de homologia ahora se pueden producir rapidamente para casi cualquier
tamafio o secuencia de proteina. Cuando se utilizan en lugar de estructuras experimentales para
actividades como la deteccion virtual de drogas, las redes troncales para servidores de
acoplamiento pueden lograr una precisién comparable a la que se obtiene con las estructuras
experimentales. Por lo tanto, es crucial decidir en qué punto se debe esperar que estas
investigaciones de acoplamiento produzcan los mismos resultados en un modelo de homologia
que en una estructura real. Debido a que el acoplamiento puede dar varias respuestas desde el
mismo punto de partida inicial de coordenadas atdmicas moleculares y proteicas, determinar este
umbral es particularmente dificil. Por lo general, el acoplamiento se utiliza para brindar una
explicacion mas completa de la informacion obtenida de los estudios experimentales. Sin
embargo, la herramienta de acoplamiento se puede utilizar de manera mas amplia como una
forma de describir la forma y las caracteristicas interfaciales de una proteina sin intentar

relacionar los resultados con los datos experimentales. ElI acoplamiento no es perfecto, pero



demostramos aqui que las variaciones en su nivel de repetibilidad pueden ser instructivas en si

mismas (Lagares et al., 2020).

1.1 Antecedentes
1.1.1 Homologia y Docking

Erva et al., 2016 en un estudio de leucemia linfocitica aguda (LLA) una enfermedad
terrible que afecta a personas de todo el mundo. Donde la desaminacion de L-asparagina y L-
glutamina es esencial para tratar la LLA. A través de estudios experimentales, otros
investigadores han validado el papel de Elspar® (L-asparaginasa de Escherichia coli) en el
control de L-Asn y L-GIn. Debido a la escasez de conocimientos sobre las interacciones
moleculares de Elspar® con sustratos de aminoacidos, la investigacion terapéutica contra la LLA
seguia siendo un desafio. En el estudio se encontraron residuos clave en los mecanismos de
unién y union de ligandos empleando varios méetodos de acoplamiento y cavidades de union. Se
llevaron a cabo simulaciones MD para la enzima en estado apo y los complejos en estado unido
al ligando. La relacion entre L-Asn y la enzima L-asparaginasa en el sistema dindmico con
menos estabilidad que el complejo L-GIn acoplado se establecié mediante analisis de trayectoria

durante una ejecucién de 30 ns.

El analisis computacional utilizd acoplamiento molecular como Hex 8.0, PatchDock,
FireDock y Pymol para describir el proceso de unién a nivel molecular por patron de unién de
ligando en INNS con L-Asn L-Asn y L-GIn. Los resultados del acoplamiento se usaron para
identificar cavidades de union y residuos criticos en la unién. Los hallazgos de estos estudios in
silico respaldan un estudio estructural adicional sobre la L-asparaginasa para disefiar nuevos

inhibidores que puedan usarse en el tratamiento eficaz de la LLA.



En general, los resultados confirmaron sustancialmente la bi-funcionalidad del farmaco
enzimatico. Debido a la interaccion del ligando, la estructura INNS experimentd una cantidad
significativa de cambios conformacionales. Los hallazgos del estudio actual brindan mucha mas
informacion sobre los elementos estructurales y funcionales de la asparaginasa de interaccion L
de E. coli con sus ligandos, lo que puede ser beneficioso para desarrollar tratamientos efectivos
para la LLA. El cual tiene como objetivo comprender la informacién molecular sobre la enzima
y sus interacciones con los sustratos a través del acoplamiento y probar la estabilidad de la
enzima y los complejos acoplados en condiciones fisioldgicas utilizando dinamica molecular y

métodos de simulacion (Erva et al., 2016).

La prediccion de la estructura de las proteinas ha sido durante mucho tiempo un
importante desafio de investigacion en biologia computacional. Aunque las simulaciones de
dinamica molecular son computacionalmente costosas para proteinas medianas y grandes, los
cientificos las han utilizado para obtener informacion sobre el plegamiento de proteinas,
particularmente para proteinas diminutas. Independientemente del tamafio de una proteina, el
modelo de homologia ha demostrado ser un método relativamente rapido para obtener una
estructura de proteina predicha basada en estructuras experimentales que se encuentran en el
Banco de datos de proteinas. La disponibilidad de plantillas de estructuras experimentales ha
puesto restricciones en el modelado de homologia, y la calidad del modelo esta influenciada por
la distancia evolutiva entre las proteinas diana y la plantilla. Una herramienta comun en el
descubrimiento de farmacos asistido por computadora es el acoplamiento molecular. Es un
enfoque computacionalmente barato para comprender las interacciones farmaco-proteina.

Incluida la conformacion y afinidad de union de un farmaco (Plonski & Reed, 2022).



Se ha reconocido que los modelos in silico son herramientas Utiles, y las estrategias
utilizadas son métodos de prediccion basados en ligandos o basados en estructuras. Se ha
utilizado ampliamente para predecir la actividad bioldgica utilizando la relacion cuantitativa
estructura-actividad (QSAR), una técnica convencional basada en ligandos, que ofrece
plataformas de deteccion rapidas y asequibles para la identificacion. Sin embargo, cuando se
dispone de estructuras de alta resolucién de los receptores, los enfoques basados en la estructura
(como el acoplamiento molecular) permiten la investigacion de las interacciones ligando-
receptor a nivel atomistico. Debido a que las estructuras de proteinas resueltas
experimentalmente no siempre estan disponibles, los estudios de acoplamiento en proteinas se
han visto limitados en su capacidad para comprender los perfiles de interaccion del sitio de unién

(Lagares et al., 2020)

1.1.2 Mycobacterium avium subs. paratuberculosis

Las micobacterias patdgenas experimentan una amplia gama de tensiones dentro de las
células huésped. La capacidad de las micobacterias patdgenas para superar la escasez y la
toxicidad del hierro es un factor de virulencia clave por su capacidad para superar la privacion y
la toxicidad del hierro. Recientemente Janagama y colaboradores en el 2010 demostraron que, en
presencia de hierro, IdeR de MAP reconoce una secuencia consenso en el promotor conocido
como "caja de hierro" y regula la expresion de genes implicados en la adquisicién (mbt) y el
almacenamiento (bfrA) de hierro. La represion de bfrA por IdeR en presencia de hierro sugiere
diferencias en los mecanismos de almacenamiento de hierro y/o requerimientos de hierro en las
cepas de MAP bovinas y ovinas. Ambas cepas de MAP regularon al alza la expresion de genes
implicados en la biosintesis de sideroforos (mbt), la adquisicion de hierro a partir de sideroforos

sintetizados (esx-3) y el transporte de hierro a la bacteria (irtAB). Ademas, en condiciones



limitantes de hierro, la cepa MAP de ganado aumento la transcripcion de aconitasa mientras
disminuye su expresion proteica. Esto nos dio una idea del mecanismo en el que Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis tiene identificado y caracterizado sus vias clave dependientes del

hierro (Janagama et al., 2010)

Shoyama et al., 2020 pudieron confirmar una isla genémica especifica de Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis lleva un operdn de transporte de metal putativo que incluye
MAP3773c, que codifica una proteina similar a Fur. Aunque estd bien caracterizado como un
regulador global de la homeostasis del hierro en multiples bacterias, se desconoce la funcion de
Fur en MAP, ya que este organismo también lleva ldeR, una proteina reguladora de hierro nativa
especifica de las micobacterias. El andlisis computacional que llevaron a cabo PRODORIC
identifico 23 vias diferentes involucradas en la respiracion, el metabolismo y la virulencia que

probablemente estaban reguladas por MAP3773c (Shoyama et al., 2020).

Deng y colaboradores en el 2015 describen como el regulador de absorcion férrico juega
un papel clave en la homeostasis del hierro de los procariotas, como los patdgenos bacterianos,
pero los mecanismos moleculares y la base estructural de la unién de Fur-ADN adn no se
conocen por completo. Describen estructuras de alta resolucion de Magnetospirillum
gryphiswaldense MSR-1 Fur en cuatro estados diferentes: apo-Fur, holo-Fur, el complejo
operador Fur-feoAB1 y el complejo Fur-Pseudomonas aeruginosa caja Fur. Apo-Fur es un
dimero independiente de iones de metales de transicion cuya interaccion induce cambios
conformacionales profundos y confiere capacidad de union al ADN. La caracterizacion
estructural, la mutagenesis, la bioquimica y los datos in vivo revelan que Fur reconoce el ADN
usando una combinacion de lectura de bases a través de contactos directos en la ranura principal,

asi como tambien la lectura de forma a través del reconocimiento del potencial electrostatico de



ranura menor por parte de la lisina. La flexibilidad conformacional resultante permite la unién de
Fur a diversos sustratos. Estos resultados brindan informacion sobre la activacion de iones
metalicos y el reconocimiento de sustratos por parte de Fur que sugieren vias para disefiar

bacterias magnetotacticas y farmacos antipatogenos (Deng et al., 2015)

1.1.4 Regulacion de Ferroportina

Los autores Verma et al., 2019 demostraron que la microbiota influye en la homeostasis
del hierro sistémico en modelos de raton con colitis, al alterar la expresion inducida por
inflamacién de la hormona hepcidina que regula el hierro, en su estudio examinaron el impacto
de la bacteria comensal intestinal Bacteroides fragilis en la expresion del exportador de hierro
ferroportina, el tipo de célula que juega un papel fundamental en el reciclaje del hierro. En los
macrofagos derivados de médula 6sea de ratdn, se encontraron que en B. fragilis la disminucion
de la regulacion de transcripcion de ferroportina es independientemente de la viabilidad
bacteriana. El medio condicionado por la bacteria también redujo la expresién de ferroportina, lo
que indica la participacion de factores solubles, posiblemente ligandos de receptores tipo Toll.
De acuerdo con esta idea, varios de estos ligandos pudieron regular la disminucién de
ferroportina. Este decremento de ferroportina inducida por B. fragilis fue funcionalmente
importante ya que produjo un aumento significativo en las concentraciones de hierro intracelular
que evito los efectos del agente quelante de hierro deferoxamina en la produccion de IL-6 e IL-
1B inducida por Salmonella entérica serovariedad Typhimurium. Estos resultados revelan que B.
fragilis puede influir en el manejo del hierro en el macréfago y las respuestas inflamatorias

modulando la expresion ferroportina.

Se ha propuesto la alteracion de Fpn para limitar el acceso del hierro de los macrofagos a

los patogenos intracelulares. En estudios recientes demostrados por (Willemetz et al., 2017), se



reveld que la infeccion por Salmonella entérica serotipo Typhimurium en ratones mostro
macrofagos tisulares con alto contenido de hierro (AcB61), niveles bajos de hierro basal o bajos
de hierro Hamp knock out, Hamp (- / -). La presencia de hierro en los macrofagos AcB61 debido
a la hemolisis extravascular y la alta actividad de eritrofagocitosis promovieron la proliferacion
de Salmonella en el bazo y el higado con una disminucion concomitante en la expresion de la
proteina FPN. La expresion de FPN en los niveles de ARNm y proteina disminuyo6 fuertemente
durante la infeccion con Salmonella en ratones Hamp -/-. También se observé inhibicion del
ARNmM de Fpn en macrofagos en cultivo infectados con Salmonella. Ademas, la regulacion a la
baja de FPN se asocié con una disminucion de las reservas de hierro en el higado y el bazo en
ratones infectados. Estos resultados sugieren que durante la infeccién por Salmonella, la FPN es

reprimida por un mecanismo independiente del hierro y la hepcidina.

Las interacciones entre las proteinas y el ADN juegan un papel importante en muchos
procesos bioldgicos esenciales, como la replicacién, transcripcion, empalme y reparacion del
ADN. La identificacion de los residuos de aminoacidos involucrados en los sitios de unién al
ADN es fundamental para comprender el mecanismo de estas actividades bioldgicas. En la
ultima década, se han desarrollado numerosos enfoques computacionales para predecir los sitios
de unién al ADN de proteinas basados en secuencias de proteinas y/o informacion estructural,
que juegan un papel importante en el complemento de las estrategias experimentales (Si et al.,

2015).

1.1.5 Efectos potenciales en la salud publica

Numerosos articulos han discutido la conexion entre MAP y los trastornos humanos. Los
autores de una serie de articulos de revision utilizando metodologias rigurosas llegaron a la

conclusion de que habia fuentes de exposicion humana y que, a pesar de que M. paratuberculosis



tiene un impacto significativo en el desarrollo y la progresion de la enfermedad humana, su
impacto en la salud publica no ha sido mayor .Aln no ha sido cuantificado o descrito. Entonces,
si bien MAP puede infectar a los humanos, la infeccion puede conducir 0 no a la enfermedad de
Crohn, con la que MAP se asocia con mayor frecuencia. Los evaluadores llegaron a la
conclusion de que las consideraciones econdmicas y de salud animal impiden tomar mas
medidas mé&s all&4 de los programas que las industrias lactea y de rumiantes habian disefiado

previamente (Whittington et al., 2019).

1.2 Justificacion

El conocimiento y entendimiento de las rutas de mecanismo transcripcional nos
proporcionan informacién de cdmo funcionan las herramientas de trabajo de los seres vivos.
También nos proporcionan blancos para desarrollar vacunas, medicamentos y soluciones para
enfermedades. En este texto se pretende proporcionar informacion sobre la interaccion de
MAP3773c con ferroportina con la finalidad de proveer nueva informacién para un nuevo
mecanismo de regulacion de expresion a nivel transcripcional. Sabemos que hay una inmensa
cantidad de factores involucrados en la activacion y represion de la expresion génica, lo cual
suelen ser proteinas que interactian con regiones especificas promotoras echando a dar una
cadena de respuestas. La regulacion de la transcripcion puede ser un proceso sumamente
complejo resultante de la interrelacion entre varios reguladores. Con el objetivo de controlar la
cantidad y la naturaleza de los genes. En esta tesis estaremos enfocados en el tema sobre la
interaccion de la proteina tipo Fur con una secuencia especifica caja de hierro para la regulacion

de hierro y como afecta la expresion de ferroportina.



Actualmente, el sistema modelo de JD carece de correlatos indefinidos de proteccion y
las fuentes de informacion debidas a JD. Como alternativa para estudiar cominmente la
respuesta inmune, como el paradigma de las rutas metabdlicas, se ha sugerido una proteina tipo
Fur ain no muy estudiada como blanco para conocer estas rutas metabolicas. Los efectos
acumulativos de una infeccion en etapa subclinica prolongada, la falta de una vacuna eficaz y los
peajes de diagnostico insensibles han dificultado el control de la JD. con la informacion
descubierta para finalizar el objetivo de comprender las vias potenciales para su supervivencia y
asi encontrar nuevas dianas para controlar o encontrar una vacuna eficaz con la finalidad de

disminuir los porcentajes de infecciones y muertes (Whittington et al., 2019).

1.3 HipOtesis
La proteina MAP3773c de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis participa en el

mecanismo de regulacion a nivel transcripcional de la Ferroportina 1.

1.4 Objetivo General
Determinar la interacciébn de la proteina Map3773c de Mycobacterium avium subsp.

paratuberculosis, en el ADN de Ferroportina 1 in silico e in vitro, para analizar un nuevo

mecanismo de regulacion de la expresion a nivel transcripcional.

1.5 Objetivos especificos
1. Crear un modelo de MAP3773c a partir de proteinas por homologia.

2. Caracterizar parcialmente la proteina MAP3773c.
3. Realizar experimentos de interaccion del monomero de MAP3773C, con la region
GATAATGAGTGTTATCCTTAT, por la técnica de prediccion utilizando programas de

pruebas in silico.



Realizar experimentos de interacciéon del mondémero de MAP3773C, con la region

CACCTTACAGGCAGAAAAG, por la técnica de prediccion utilizando programas de

pruebas in silico.

Purificar la proteina MAP3773c mediante una Cromatografia en columna de intercambio

ionico en Sefarosa.

Realizar ensayos con la proteina MAP3773c
GATAATGAGTGTTATCCTTAT, por la técnica de EMSA.
Realizar ensayos con la proteina MAP3773c
CACCTTACAGGCAGAAAAG, por la técnica de EMSA.

Evaluar los resultados in silico e in vivo.

y la region

y la region



CAPITULO Il. MARCO TEORICO
2.1 Ferroportina

Las células pueden exportar hierro al torrente sanguineo a través de la ferroportina, el
unico exportador de hierro. La ferroportina pertenece a la superfamilia facilitadora principal de
transportadores secundarios y se expresa en muchos tipos de células. Se observa una alta
expresion de ferroportina en enterocitos duodenales y macrofagos tisulares, que son
fundamentales para la absorcion de hierro en la dieta y el reciclaje de hierro de los glébulos rojos
senescentes, respectivamente. La ferroportina también se expresa en la mayoria de las otras
células, incluidos los hepatocitos, y estd involucrada en la movilizacion de hierro almacenado

bajo deficiencia sistémica de hierro (Katsarou & Pantopoulos, 2020).

La ferroportina, un integrante del ndcleo familiar de los portadores de solutos, se Ilama
SLC40AL1 sistematicamente. La proteina humana tiene 571 aminoacidos para un peso molecular
de cerca de 65-70 kD. La alteracion en la masa molecular se deberia posiblemente a la
glicosilacién especifica del tejido, empero las secuelas funcionales de las diferencias de
glicosilacién en medio de las maneras purificadas de los enterocitos duodenales, hepatocitos y
macrofagos todavia no se entienden. Estructuralmente, la ferroportina se basa en 2 haces de 6-
transmembrana-hélice (I6bulo N y I6bulo C) ligados por un asa citoplasmaética, con C- y N-
terminal localizados en el citoplasma. Ambas asas de hélices encierran una cavidad por medio de
la cual se considera que el hierro sale de la célula. Los exdmenes estructurales de ferroportina
indican que hay 2 sitios de alianza a metales divalentes, uno en cada l6bulo, ante la cavidad

interna de la ferroportina (Nemeth & Ganz, 2021).



En estudios recientes, (Billesbglle et al.,, 2020) mencionan que la estructura de la
ferroportina tiene dos sitios de union de metales dentro de los dominios N y C terminales en los
que el hierro se une al dominio N, lo que demuestra que el sitio principal para el eflujo de hierro
y el sitio de union de metales del dominio C es importante para la union a la hepcidina.
Concluyendo que la unién de la hepcidina a FPN es potenciada en gran medida por el propio
hierro, potencialmente debido al efecto estabilizador que el hierro tiene sobre el sitio de union de

la hepcidina a FPN.

2.1.1 Control de sefiales intracelulares Ferroportina

Ferroportina esta regulada por circunstancias intracelulares ademas del control sistémico
por la hepcidina circulante. Estos mecanismos reguladores locales pueden reducir la toxicidad
del hierro celular, mantener el hierro celular en momentos de insuficiencia sistémica de hierro o
aumentar el efecto de las alteraciones sistémicas de la hepcidina. Ademas, los ligandos del
receptor tipo Toll pueden reducir directamente los niveles de ARNm de ferroportina celular y

disminuir la exportacién de hierro celular al plasma (Nemeth & Ganz, 2021)

Mecanismo Modo Tipo de célula Efecto celular en
FPN
IRE-IRP transcripcional macrofago 1 hierro celular = 1
FPN
Hierro via Nrf2 transcripcional Macrdéfago 1 hierro celular = 1
FPN
miR-485-3p Traduccion Madltiples tipo de lhierro celular =
céelulas JFPN
HIF2a transcripcional eritrocito TmiRNA =
|FPN

Tabla 1. Hepcidina- independiente mecanismo que regula a ferroportin. Tabla modificada de Nemeth &
Ganz, 2021



El sistema IRE-IRP funciona en la mayoria de las células para coordinar la traduccién de
ferroportina con niveles de hierro intracelular. EI ARNm de ferroportina contiene 5° IRE. Bajo
deficiencia de hierro, la asociacion de IRP1/2 con 5° IRE inhibe la traduccion de ferroportina,
limita la exportacion de hierro y retiene el hierro en las células. Los niveles bajos de hepcidina en
la deficiencia de hierro y la anemia permiten la exportacion continua de hierro de los enterocitos,
lo que lleva a la activacion del sistema HIF de los enterocitos (especialmente HIF2a), que mejora
aun mas la transcripcion de ferroportina . HIF20 también media un aumento en otras proteinas
que codifican ARNm involucradas en la absorcion apical de hierro en la dieta (DCYTB y
DMT1), lo que da como resultado un aumento coordinado en el transporte de hierro apical y

basal y un aumento general en la absorcién de hierro en el duodeno.

2.2 Hierro

El hierro es un oligoelemento esencial para la mayoria de todos los organismos. A pesar
de que el hierro es uno de los elementos mas abundantes en la corteza terrestre, el hierro férrico,
una forma oxidada comin en el ambiente rico en oxigeno en la superficie de la Tierra, es poco
soluble y dificil de acceder por la mayoria de las formas de vida. En consecuencia, los
organismos bioldgicos han desarrollado mecanismos que conservan el hierro y lo reciclan
internamente. En humanos adultos, el contenido total de hierro corporal es de aproximadamente
3-4 g, mientras que las pérdidas diarias normales son de 1-2 mg. Para mantenerse en equilibrio
de hierro, los humanos sanos deben absorber una cantidad similar de hierro de sus dietas

(Nemeth & Ganz, 2021).

El hierro se encuentra en estado de oxidacion férrica en soluciones acuosas y en presencia

de oxigeno, que es poco soluble y requiere la union a proteinas o quelantes hidrofilicos para ser



fisiolégicamente accesible. El hierro libre es un arma de dos filos: es necesario para la vida pero
también extremadamente dafiino debido a su reactividad quimica. El hierro, necesario para una
amplia gama de reacciones de oxidacién / reducciéon y como sustrato para el grupo hemo. A
pesar de este papel central, el hierro ferroso libre Fe?* es toxico. En exceso, el hierro puede
catalizar la produccion de radicales libres, lo que lleva al dafio celular. Por lo tanto, el hierro esta

estrechamente controlado, tanto a nivel celular como de organismo (Marchetti et al., 2020).

El secuestro de hierro dentro de las proteinas tiene el doble beneficio de controlar y
regular su reactividad y al mismo tiempo suprimir el desarrollo bacteriano. Weinberg acufi¢ el
término "inmunidad nutricional” en la década de 1970 para describir el uso de la extraccion de
hierro para limitar los nutrientes disponibles para las bacterias y, por lo tanto, suprimir su
proliferacion en el huésped humano. Ademas, en entornos de infeccidn/inflamacion, esta defensa
de primera linea se activa, lo que da como resultado hipoferremia relacionada con la infeccion

(Marchetti et al., 2020).

(Van Zandt et al., 2008) han demostrado que la infeccion de macréfagos con el patdgeno
intracelular Mycobacterium avium da como resultado un aumento en la expresién de ARNm para
las proteinas de transporte de hierro Nrampl (Slcllal) y Nramp2 (Slc11a2) y una disminucién
en la expresion del ARNm del receptor de transferrina. Regulacion de FPN1 en macrdfagos por
infeccion y estimulo inflamatorio tiende a tener un efecto regulatorio negativo en la expresion de

FPN1.

2.2.1 Importacién de hierro a las células
El hierro intracelular es necesario para una variedad de propositos; cuando no se utiliza,

se almacena en ferritina o se exporta mediante ferroportina para mantener la reserva de hierro



labil dentro de limites estrechos para evitar la toxicidad. Si bien todas las células pueden
importar, exportar o almacenar hierro, algunas tienen funciones Unicas: por ejemplo, los
eritroblastos se especializan en la ingesta de hierro, mientras que los macrofagos y los
enterocitos se especializan en la exportacion de hierro y los hepatocitos en el almacenamiento de
hierro. La mayor parte del hierro dentro de las células se transporta a las mitocondrias para la
formacion de grupos de hemo y Fe/S. EI hemo es necesario para la funcion de la hemoglobina,
los citocromos Yy las enzimas. La biogénesis del grupo Fe/S es un proceso que se ha conservado
desde la levadura hasta los humanos: este grupo protésico es necesario para las proteinas
implicadas en el mantenimiento del genoma, la conversion de energia, la gestion del hierro y la

traduccion de proteinas.

La ferritina puede contener hasta 4.500 4&tomos de hierro en una estructura similar a una
concha formada por 24 cadenas, incluidas cadenas pesadas (H) y ligeras (L) con actividad
ferroxidasa. El almacenamiento de ferritina de hierro protege contra el dafio oxidativo y al
mismo tiempo almacena un ingrediente vital para uso futuro. La supresion de la ferritina H es
incompatible con la vida, y su supresion condicional en el estdbmago interrumpe el delicado
mecanismo de absorcidn del hierro, lo que provoca una sobrecarga de hierro. Las mutaciones
heterocigotas de L-ferritina son poco comunes y estan restringidas al elemento regulador de
hierro (IRE) 5', lo que da como resultado el sindrome de hiperferritinemia-cataratas y el escape

del control de la proteina reguladora de hierro (IRP) y la produccidn constitutiva de ferritina alta.

2.2.2 Exportacion de hierro

Para exportar a la circulacion sanguinea, el omnipresente ubicuo-exportador de hierro

ferroportina coopera con las oxidasas ceruloplasmina o hefestina, para liberar hierro férrico a la



transferrina. Enterocitos, macréfagos, hepatocitos y trofoblastos expresan altos niveles de
ferroportina por sus funciones especificas en la homeostasis del hierro. Bloquear la exportacion
de hierro puede ser peligroso en algunas células. Por ejemplo, la delecion condicional de
ferroportina en cardiomiocitos murinos conduce a una sobrecarga local de hierro e insuficiencia
cardiaca; ademas, la delecion especifica de ferroportina en eritroblastos y eritrocitos conduce a
anemia hemolitica, debido a la toxicidad del hierro derivado de la oxidacion de la hemoglobina
en un ambiente (glébulos rojos) con capacidad antioxidante limitada (Camaschella et al., 2020;

Nemeth & Ganz, 2021).

2.2.3 Reciclaje de hierro

La homeostasis de hierro se mantiene por la absorcién intestinal de hierro de la dieta y
por el reciclaje del hierro de los eritrocitos senescentes. El sistema reticuloendotelial recicla 25
mg de hierro cada dia de ~ 360 mil millones de eritrocitos senescentes. El transporte de hierro
estd mediado por proteinas de transporte expresadas en el duodeno y los macréfagos
reticuloendoteliales, por ejemplo, la proteina dos de macrofagos asociada a la resistencia natural
(Nramp2; Slclla2) que es responsable del transporte de hierro dietético en el enterocito duodenal
y en otras células, que transporta hierro al citosol desde el reciclaje del endosoma (Billesbglle et

al., 2020; Van Zandt et al., 2008).

Una vez adquirido, el hierro se absorbe en la unién gastro intestinal donde la membrana
tiene proteinas especializadas para el transporte. El citocromo b duodenal (DCYTB), cuya
funcion es reducir el hierro férrico a hierro no hematico en la dieta y se transporta a través del
epitelio intestinal. Una vez que es convertido de Fe* a Fe?*, es capaz de transportar el metal
divalente 1 (DMT1), también conocido como SLC11A2, NRAMP2 y DCTL. La apoferritina se

adhiere a Fe?* y se convertira en ferritina. Donde cada célula del cuerpo tiene receptor de



transferrina (TfR1), la union a la transferrina del receptor ubicuo a su entrega hierro a las células
a través del conocido ciclo endosomal, donde fosas endocitosis recubiertas con claritina y las
vesiculas resultantes se revuelven para convertirse en endosomas. La ATPasa vacuolar acidifica
la endosoma a un pH de 5.5 y se libera (disocial el complejo) hierro de la transferrina y es
transportado a través de la membrana endosomal en el citoplasma (Camaschella et al., 2020;

Raje et al., 2007).

3. Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

3.1.2 Taxonomia y Propiedades

Mycobacterium avium subespecie es una micobacteria Gram positiva, de 0,5 x 1,5 pum,
aerobica, mavil, no formadora de esporas, perteneciente al género Mycobacterium de la familia
Mycobacteriaceae, miembro del complejo Mycobacterium avium (MAC). ). La pared celular es
gruesa y cerosa y consta de capas de micolato y peptidoglicano unidos por arabinogalactano
(Rathnaiah et al., 2017). Los MAC son omnipresentes en el medio ambiente, los animales sanos
y los humanos. Pertenecen a un grupo de micobacterias de crecimiento lento que forman
colonias visibles en un plazo de 8 a 16 semanas en medios sélidos como el medio Léwenstein-
Jensen, el medio de yema de huevo de Herrold y medios a base de huevo como el medio
sintético. Fenotipicamente, MAP difiere de M. avium y M. silvaticum en que depende de la
micobactina y tiene genotipicamente 15 o 20 copias del elemento de insercion 1S900. Desde el
punto de vista bioquimico, los MAP se clasifican como dependientes de la micobactina
administrada ex6genamente, aunque se ha descubierto que algunas cepas son independientes de

la micobactina (Phillips, 2020; Ssekitoleko et al., 2021).



El ADN tiene una composicion de bases del 66-67% G+C, similar a M. tuberculosis y M.
bovis al 65% y 64%, respectivamente. Hasta la fecha, no se ha informado de ADN de plasmido
endogeno para aislados de MAP. Un andlisis reciente mostré que la cepa MAP K10 tiene un

genoma de 5 MB en un cromosoma circular con méas de 4000 genes. (Lilenbaum et al., 2007)

Se ha estimado que el tamafio del genoma de MAP es de 4,4 a 4,7 Mb. En comparacion
con otras micobacterias, esto es similar al genoma de M. tuberculosis de 4,41 Mb y al genoma de
M. bovis de 4,4 Mb, pero ligeramente méas grande que el tamafio estimado del genoma de M.
leprae (3,3 Mb). MAP DNA tiene una composicion de bases de 66 a 67% G+C, similar a M.
tuberculosis y M. bovis, con 65% y 64%, respectivamente. Hasta el momento no se ha informado
de ADN plasmido enddgeno para ningun aislado de MAP (Harris & Barletta, 2001). Analisis
recientes demostraron que la cepa MAP K10 posee un genoma de 5Mb en un cromosoma

circular con mas de 4000 genes.

Los andlisis de genes de ARNr (ADNr) de micobacteria han resultado en una division de
dos géneros con dos racimos separados, esto corresponde a la micobacteria tradicional de
crecimiento rapido, y a micobacteria de crecimiento lento. EI gene ADNr reflexiona esta division
entre rapido o lento crecimiento, los de crecimiento rapido tiene dos pares del gen ARNTr,
mientras los de crecimiento lento como M. paratuberculosis y M. avium solo contiene una sola

copia (Harris & Barletta, 2001).

Como es una bacteria intracelular obligada de animales donde solo puede reproducirse
con una célula huésped (macrdéfago) de una especie susceptible y no puede reproducirse fuera de
este entorno (Manning & Collins, 2001). Se demostré que MAP es dependiente de micobactina,
necesario para la sintesis de factores esenciales para crecimiento que otras especies son capaces

de hacer sin micobactina. La micobactina es un quelante de hierro, necesario para el transporte



de este metal hacia el interior de la célula. Desde entonces la dependencia de micobactina se ha
considerado una caracteristica taxondémica de MAP (Rathnaiah et al., 2017).(Alvarez Sanchez,

2008).

3.1 Enfermedad de Johne’s

La patologia de Johne’s se caracteriza por diarrea cronica intermitente con excrecion
bacilar en las heces. Progresa por medio de algunas fases y, generalmente, tarda diversos afios en
presentarse con signos clinicos. Generalmente, los rumiantes se infectan a una edad temprana de
la vida por ingestion de leche contaminada con MAP, por contacto con heces de rebafios
infectados o podria ser transmitida a lo largo del embarazo en estado avanzado de la patologia.
Luego de una infeccion inicial, existe una fase subclinica extensa sin desprendimiento del

microorganismo. Esta fase puede durar de dos a cinco afios.

MAP prolifera en el intestino y los ganglios linfaticos mesentéricos. Alternativamente, la
infeccion puede propagarse por todo el cuerpo. En los rumiantes, el foco de la patologia esta en
las regiones ileocecales y yeyunal. Al igual que con otras enfermedades micobacterianas, la
formacion de granulomas ocurre en el sitio de la infeccion, pero la patologia mas comun es la
enteritis granulomatosa difusa con engrosamiento de la mucosa por numerosos macrofagos

infiltrantes.

La enfermedad avanza en tres etapas: en la primera etapa, los animales estan infectados
pero no muestran indicaciones clinicas de la enfermedad ni excrecién de microbios. Durante la
segunda fase, cuando la excrecion bacteriana es esporadica, no aparecen indicadores distintivos y
el rebafo tiene pérdida de produccion seguida de sintomas inespecificos como reduccion de la

fertilidad y mastitis. Finalmente, la diarrea severa que no responde a la terapia se desarrolla en la



etapa avanzada y se asocia con una menor capacidad de la mucosa intestinal para retener
nutrientes. Este consumo insuficiente da como resultado pérdida de peso, emaciacion y

mortalidad. (Lilenbaum et al., 2007).

3.2 Histopatologia

Las lesiones se caracterizan por su apariencia generalizada y granulomatosa, naturaleza
no necrotica, hiperemia y fibrosis reactiva. Las lesiones pueden ser nodulares (tuberculoides) o
diseminadas histoldgicamente (lepromatosas). Los macréfagos gigantes rodean la lamina propia
de la mucosa. Las vellosidades del intestino estan corrugadas y deformadas. Las lesiones
tempranas son de apariencia multifocal y tuberculoide, pero se desarrollan y se combinan
progresivamente para comprimir y destruir las criptas intestinales. Los bacilos se ven
comunmente en los macrofagos. Los linfocitos se pueden encontrar de forma difusa o como
agregados. Pueden formarse focos de necrosis dentro del infiltrado inflamatorio durante las
ultimas fases de la infeccion. Los bacilos acidorresistentes se encuentran en cantidades variables
en los ganglios linfaticos, segun la etapa de la enfermedad. Los bacilos suelen ser escasos en
cantidad durante las fases subclinica y temprana. Como resultado, debido a que las lesiones son

mas puntuales, la histopatologia puede no detectar la enfermedad (Lilenbaum et al., 2007).

3.3 Respuesta inmunitaria

La respuesta inmune temprana a MAP consiste en humerosos macréfagos infectados con
mayores cantidades de moléculas de adhesion, lo que resulta en la formacion de granulomas en
los que los bacilos permanecen aislados durante un largo periodo de tiempo (Ssekitoleko et al.,
2021). MAP se encuentra con una variedad de sistemas de defensa del huésped que deben

evitarse o subvertirse para que el patdgeno establezca la infeccion, sin embargo, no se entiende



completamente como MAP navega con éxito el estdmago forestal de las especies de rumiantes y

supera las barreras intestinales.

MAP reconoce y se une a una variedad de receptores, los macrofagos y las células
dendriticas primero deben reconocer al patégeno invasor para montar un ataque inmunogeénico.
Los macrofagos reclutados en un sitio de infeccibn o lesion muestran un fenotipo
proinflamatorio, secretando una variedad de mediadores inflamatorios como las células Thi, el
IFNy proinflamatorio y el factor de necrosis tumoral a e IL. En respuesta, las especies
micobacterianas suprimen la activacion de los macréfagos para promover la supervivencia y la
persistencia bacteriana. Los mecanismos utilizados por las especies micobacterianas para
sobrevivir dentro de los fagocitos profesionales no se limitan a la supresion. Otras estrategias
empleadas por las micobacterias para evitar el ataque enzimético y téxico dentro de los
macrofagos incluyen evitar la maduracién fagosomal y la fusién fagosoma-lisosoma, asi como la

modificacion del contenido lisosomal (Marquetoux et al., 2018; Phillips, 2020).

Las micobacterias, a diferencia de otras bacterias patogenas, carecen de los factores de
virulencia clasicos, como las toxinas; utilizan otros mecanismos de virulencia que les permiten
sobrevivir en el entorno intracelular de los macréfagos. Los mecanismos utilizados por MAP
para entrar y sobrevivir en los macrofagos huésped incluyen la resistencia a la degradacion
intracelular por macro6fagos y la inhibicion de la apoptosis y la interferencia con la produccién de
citoquinas por parte de los macréfagos. Sin embargo, los mecanismos de virulencia responsables
de la colonizacion, la entrada y la persistencia de MAP en los macréfagos y el eventual

desarrollo de enfermedades siguen siendo dificiles de alcanzar (Ssekitoleko et al., 2021).



3.3 Epidemiologia

Varios paises han informado derrames de vida silvestre o aparente endemismo, con
impactos econdmicos en el ganado e impactos de conservacion no identificados en la vida
silvestre, especies en peligro de extincion o programas de cria en cautiverio. Los MAP a menudo
pasan desapercibidos. Ningun pais puede considerarse libre del riesgo de introduccion de
enfermedades. Por lo tanto, demostrar el estado libre de enfermedad es dificil y requiere

vigilancia e informes intensivos (Whittington et al., 2019).

El perfil de edad dentro de los rebafios y el ganado es un factor que influye en el
desarrollo de la enfermedad clinica debido a su prolongado periodo de incubacion. El inicio de la
paratuberculosis clinica suele ser en la edad adulta, pero muchas personas se infectan después de
la exposicion al MAP de animales envejecidos que eliminan la bacteria en sus heces en las
primeras semanas de vida. EI MAP se transmite principalmente directamente por via fecal-oral,
incluida la contaminacion fecal de las ubres y los pastos, pero la formacion de aerosoles puede
llevar la bacteria a nichos ambientales desde donde se puede propagar a las vacas ingenuas. No

deben ignorarse otras vias, como la intrauterina (Whittington et al., 2019).

En México, se ha demostrado PTB en ovejas en varios estados, incluidos San Luis Potosi,
Guanajuato, Querétaro, Ciudad de México, Estado de México y Veracruz. En particular, en
Aguascalientes, al igual que el resto del pais, la ganaderia ovina ha crecido en mas del 100%
desde 1990, con una produccion de carne de unas 612 toneladas en 2018, y la zona del valle de
Aguascalientes, Estado de San, constituye la comuna. de Francisco de los Romo, Rincén de
Romos, JesUs Maria, Pabellon de Arteaga y Setz concentran el 85% de la produccion estatal de

carne ovina y ganadera en general (Pallas-Guzman et al., 2021)



Se realiz6 un estudio transversal en 43 parvadas entre febrero de 2012 y diciembre de
2014. Se recogieron muestras de suero de 1178 ovejas para la deteccion de anticuerpos contra
MAP mediante inmunodifusién en gel de agar. La prevalencia real de MAP fue del 7,48 % (IC
del 95 %: 5,98, 8,98), y el 53,5 % de los rebafios tenian al menos un animal seropositivo. Los
animales son seropositivos si estan en rebafios grandes (> 300 animales; OR 3,52, 95 % IC 1,24,
9,99) y es més probable que nazcan fuera de la granja (OR 6,24; 95 %: 2,9-1, 3,52). Este es el
primer informe de seroprevalencia de la subespecie Mycobacterium avium paratuberculosis en
ovinos de Sonora, México. Los rebafios grandes y la entrada en el rebafio de nuevos animales
fueron factores de riesgo significativos asociados con la seropositividad de MAP (Morales-

Pablos et al., 2020)

4. Fur: regulador de captacion férrico

4.1 Proteina Fur: Propiedades generales

La familia Fur (regulador de absorcion de hierro) un polipeptido de 17-21kDa, son
reguladores transcripcionales que controlan la expresion de genes sensibles al hierro (EI-Gebali

etal., 2019).

Los reguladores de la familia Fur generalmente se dividen en tres grupos funcionales, es
decir, los miembros del grupo Fur que detectan el hierro y participan en la homeostasis y la
virulencia del hierro, los miembros del grupo Zur que detectan el zinc y estan involucrados en la
captacion de zinc, la virulencia y el reordenamiento de las proteinas ribosomicas, y los miembros
del grupo PerR que detectan los peroxidos y juegan un papel importante en la regulacion de la
respuesta al estrés por peroxido. Ademas, los reguladores de la familia Fur que responden a otros

metales incluyen sensores de manganeso (Mur) y niquel (Nur) (Diaz-Mireles et al., 2004)



Para acoplar la percepcién del metal y la union al ADN, las proteinas de la familia Fur se
pliegan de manera conservadora en una arquitectura de dos dominios y con frecuencia utilizan
dos o0 més sitios de union al metal para la regulacion conformacional dependiente del metal. Las
estructuras de la familia Fur disponibles revelan un ensamblaje dimérico y una organizacion de
dominio modular para cada monémero, que contiene un dominio de unién a ADN (DBD) N-
terminal, un dominio de dimerizacion (DD) C-terminal y una region bisagra que une los dos
dominios. La capacidad de una proteina Fur para unirse a su ADN diana depende de la
conformacién exacta de la proteina, que a su vez depende del tipo y la cantidad de metales de

union, asi como del lugar al que se unen los metales (Lee & Helmann, 2007).

El sitio 1 es un sitio estructural comdn con cuatro cisteinas conservadas para la
coordinacion del zinc; se cree que el sitio 2 es el principal sensor de metal ubicado entre DBD y
DD; mientras que la funcién del sitio 3 ubicado en DD es menos clara. Posiblemente la union de
metales en el sitio 2 podria afectar la orientacion mutua de los dos dominios y regular la union

del ADN.

Cuando las bacterias tienen una gran cantidad de hierro, Fur se une al ion Fe?" y sufre
modificaciones conformacionales. Fur se dimeriza y se une a las cajas de hierro, bloqueando la
transcripcion de todos los genes y operones sensibles al hierro. Cuando el hierro es limitado, el
complejo se disocia de los promotores diana y se libera el ion Fe?*, lo que permite que la ARN
polimerasa se una y comience la transcripcion. También se sabe que Fur se autorregula en
presencia y ausencia de hierro. Este consenso, segun el modelo de hexdmero mas reciente, tiene
repeticiones consecutivas de tres hexameros directo-inverso (5 -GATAAT-3) con una unidad de

reconocimiento Fur (5 - NAT(A/T)AT-3) (Hernandez et al., 2006) (Kaushik et al., 2016).



4.1.1 Proteina MAP3773c

MAP7337c es un gen de 420 pares de bases, dentro del genoma de la cepa de
Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis. MAP3773c codifica una proteina de 139 aa con
una masa de 16,229 Da (https://www.uniprot.org/uniprot/Q73TE5), que ha demostrado
capacidad de unirse a secuencias especificas de DNA y actuar como factor de trascripcion. Se ha
propuesto una funcién hipotética de la proteina MAP3773c como proteina Fur (Shoyama et al.,

2020)(Landeros-Sanchez et al., 2016).

CAPITULO I1l. METODOLOGIA Y MATERIALES

3.1 Prediccion in Silico

3.1.1 Prediccidn de estructura molecular de MAP3773c basada en un modelo.
Se determind la secuencia de la proteina MAP3773c con acceso AAS06323.1 en formato

FASTA en la pagina del National Center For Biotechnology information (NCBI). La secuencia
MAP3773c de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis K-10 (strain: K-10, sub-species:
paratuberculosis) en formato FASTA, se introdujo al software JPRED 4 en linea (Drozdetskiy et
al., 2015) que es un Servidor de Prediccidon de Estructura Secundaria de Proteinas, luego se
realizd una blsqueda de identidad en Chimera 1.12 (UCSF Chimera), un sistema de

visualizacidn para investigacion exploratoria y analisis.

La alineacion se realiz6 utilizando el algoritmo needleman-wunsch, con una matriz

bloosum 62. ElI modelado se realizo por homologia utilizando el software SWISS-MODEL

(https://swissmodel.expasy.org/). Para obtener los modelos se introdujo la secuencia de
aminoacidos en formato fasta para obtener un modelo por homologia con varias proteinas

comparando la identidad de secuencia dada en porcentaje, el Global Model Quality Estimation


https://swissmodel.expasy.org/

(GMQE) es una estimacion de calidad que combina las propiedades de la alineacion de la
plantilla de destino y la estructura de la plantilla y finalmente el RMSD que en bioinformaética,
es la desviacion cuadratica media de las posiciones atomicas, o simplemente desviacion
cuadratica media (RMSD), es la medida de la distancia promedio entre los atomos (generalmente
los &tomos de la columna vertebral) de las proteinas superpuestas.. Posterior a la finalizacion del
modelo y la comparacion procedimos a la revision del residuo de aminoécidos (uno por uno).
Donde obtuvimos las secuencias de las proteinas con mayor similitud (2003, 3AMWM, 4RAZ,

5FDES).

Finalmente realizamos la visualizacion de topologia, estructural y busqueda de los
residuos de aminodcidos conservados y no conservados. Para la observacion de las
caracteristicas aminoacidicas del exterior de la superficie de la proteina, el cual se realizd
mediante la adicion de cargas a cada residuo de aminoacido y se generd una superficie con

coloracién coulombica utilizando los programas Chimera UCSF y Pymol.

En el modelado comparativo, se genera un modelo de proteina 3D de una secuencia
objetivo extrapolando informacion experimental de una estructura de proteina relacionada con la
evolucion que sirve como plantilla. En SWISS-MODEL, el flujo de trabajo de modelado

predeterminado consta de los siguientes pasos principales:

1. Datos de entrada: la proteina objetivo se proporciona como secuencia de aminoéacidos, en
formato FASTA.

2. Busqueda de plantillas: los datos proporcionados en el paso 1 sirven como una consulta
para buscar estructuras de proteinas relacionadas con la evolucion en la biblioteca de
plantillas SWISS-MODEL SMTL. SWISS-MODEL realiza esta tarea utilizando dos

métodos de bdsqueda en bases de datos: BLAST, que es rapido y lo suficientemente



preciso para plantillas estrechamente relacionadas, y HHblits, que agrega sensibilidad en
caso de homologia remota.

Seleccién de plantillas: cuando se completa la busqueda de plantillas, las plantillas se
clasifican segun la calidad esperada de los modelos resultantes, segun lo estimado por la
estimacion de calidad del modelo global (GMQE) y la estimacion de calidad de la
estructura cuaternaria (QSQE). Las plantillas y alineaciones mejor clasificadas se
comparan para verificar si representan estados conformacionales alternativos o cubren
diferentes regiones de la proteina objetivo. En este caso, se seleccionan varias plantillas
(2003, 3SMWM, 4RAZ, 5FDES) y se construyen diferentes modelos en consecuencia.
Creacion de modelos: para cada plantilla seleccionada, se genera automaticamente un
modelo de proteina 3D transfiriendo primero las coordenadas atémicas conservadas
segun lo definido por la alineacion de la plantilla de destino. Las coordenadas de residuos
correspondientes a inserciones/eliminaciones en la alineacion se generan mediante el
modelado de bucle y se obtiene un modelo de proteina de &tomo completo mediante la
construccion de las cadenas laterales de aminoacidos no conservadas. SWISS-MODEL se
basa en el marco de biologia estructural computacional OpenStructure y el motor de
modelado ProMod3 para realizar este pasd. Para obtener informacion mas detallada sobre
la creacion de modelos, consulte una seccion dedicada en Resultados.

Estimacion de la calidad del modelo: para cuantificar los errores de modelado y dar
estimaciones sobre la precision esperada del modelo, SWISS-MODEL se basa en la
funcion de puntuacion QMEAN. QMEAN utiliza potenciales estadisticos de fuerza
media para generar estimaciones de calidad global y por residuo. Las estimaciones de

calidad local se ven reforzadas por restricciones de distancia por pares que representan



informacion del conjunto de todas las estructuras de plantilla encontradas. esta

infomracion es arrojada al momento de hacer las comparaciones de homologia.

3.1.1.2 Chimera 1.12
El software Chimera de la UCSF (Universidad de California, San Francisco) se utiliza

para la visualizacion y el analisis de mapas de densidad, microscopia 3D, estructuras moleculares
y los datos asociados. Este software aborda los desafios en el alcance, el tamafio y los tipos de
datos utilizados con los métodos experimentales de vanguardia. Proporciona opciones avanzadas
para renderizado de alta calidad (calculos confiables de la superficie molecular, oclusion
ambiental interactiva, etc.) y proporciona enfoques profesionales para el disefio y distribucion del

software.

3.1.1.2 Requisitos
El acoplamiento requiere lo siguiente: sistema operativo Windows 7, 8 0 10 0 Mac y

Linux, y UCSF Chimera 1.12.
Las instrucciones paso a paso para el acoplamiento se proporcionan a continuacion:

1. Recuperacién: Se recuperd la estructura de proteina objetivo-requerida de la base de
datos que anteriormente se crearon utilizando SWISS-MODEL como un archivo PDB.

2. Se ingresa el PDB ID de la proteina. Cuando se busca la proteina, su estructura se
descarga a través del sitio web. En este caso de SWISS-MODEL en formato PDB.

3. Cree un directorio de trabajo para el proyecto de acoplamiento al que es conveniente

acceder, como Usuarios/Escritorio/Docking/.



3.1.2 Preparacion de la proteina objetivo para el analisis superposicion
1. Obtener una estructura del Command: Protein Data Bank: abrir SMWM

La estructura contiene dos cadenas.
Eliminar solvente y una cadena B:
command: del solvente

command: del :.b

2. superponer estructuras 3AMWM y modelo MAP3773c de SMWM, luego crear una
alineacidn de secuencia superposicion de la cadena A de ambas estructuras dimerica.
command: open 3AMWM (receptor)
command: open Modelo MAP3773c-3MWM (ligand)

3. Use la configuracion de las cintas (que puede o no cambiar la apariencia, dependiendo de
su preferencia): Menu: Presets... Interactive 1 (ribboons)

Este ajuste preestablecido muestra cintas mas iones, ligandos y cadenas laterales
cercanas.

4. Las estructuras deben superponerse para poder compararlas. Inicie MatchMaker haciendo
clic en tools> structure comparison > matchMaker> Refernces Structre > Structure to
Match > OK
MatchMaker superpone estructuras por pares alineando primero sus secuencias y luego
ajustando los carbonos a de los residuos en las mismas columnas de la alineacion de
secuencias. Por lo general, el ajuste se itera para que los pares de residuos alineados en
secuencia, pero muy separados en el espacio no se utilicen en la coincidencia 3D final.
Varios parametros controlan el paso de alineacion de la secuencia:
algoritmo: Needleman-Wunsch (global; predeterminado) o Smith-Waterman (local)

Funcion de puntuacion:



-matriz de similitud de residuos (BLOSUM-62 predeterminado)

-si se debe usar informacion de estructura secundaria (si predeterminado)

-ponderacidn de la estructura secundaria y términos de similitud de residuos (por defecto
30% y 70%, respectivamente)

-penalizaciones por brecha

El nimero de pares de carbono o y RMSD en la iteracion final de cada ajuste por pares se
informa en el Registro de respuestas (en el menud debajo de Favoritos). Sin embargo, la
simple inspeccion visual de las estructuras generales suele ser el indicador de éxito mas
atil.

5. Match->Align usa solo las distancias entre los carbonos a para crear una alineacion. Los
tipos de residuos y cémo se superpusieron las estructuras no son importantes. Todas las
cadenas A ya deberian estar seleccionadas en el cuadro de dialogo; la cadena B de
3MWM no debe elegirse ya que es la misma cadena que A. Utilice un limite de 5,0 A,
especifique Residuo alineado en la columna si se encuentra dentro del limite de [al menos

otro] y active Permitir permutacion circular. Haga clic en Aceptar para iniciar el calculo.

3.1.3Hex 8.0

Para ejecutar un calculo de acoplamiento en Hex 8.0, se debera cargar un receptor y una

estructura PDB de ligando mediante el mena desplegable Archivo.

En general, se eliminan las moléculas de agua y cualquier otra heteromolécula antes del

acoplamiento. Puede hacer esto globalmente usando el panel de ment de Hetero Control.

Los calculos de acoplamiento estan controlados por las opciones del panel Control de

acoplamiento. En frecuencia, la busqueda de acoplamiento se realiza girando el receptor y el



ligando sobre sus centroides en cada una de las distancias intermoleculares. Al receptor y al
ligando se les asignan dos &ngulos de rotacion de Euler, y la rotacion final se define como un
giro del ligando sobre el eje intermolecular. EI comportamiento predeterminado es entonces

realizar una bdsqueda en seis dimensiones completa en los rangos de rotacién completos.

El calculo se organiza de modo que la bdsqueda del angulo de torsion intermolecular se
encuentre en el bucle mas interno de la bdsqueda. La busqueda alrededor del angulo de torsion

puede acelerarse utilizando una FFT 1D.

La configuracion predeterminada es que el programa realice un Escaneo estérico inicial en N=16,
seguido de una Busqueda final en N=25, usando solo la contribucion estérica a la energia de
acoplamiento. De este modo, casi todas excepto las 30.000 orientaciones principales se descartan
después del Steric Scan. El Steric Scan se puede desactivar, en cuyo caso cada orientacion se
evalla usando una correlacion estérica (y opcionalmente una correlacion electrostatica) para
ordenar N, como se indica en el control deslizante Final Search. Sin embargo, esto puede
aumentar significativamente los tiempos totales de acoplamiento. El uso de la busqueda en dos
pasos con N=16 y N=25 funciona bien en practicamente todos los casos. La contribucion
electrostatica a la correlacion de atraque puede habilitarse usando la palanca Electrostatica. La

electrostatica solo se calcula en la fase de busqueda final.

1. Open: receptor: SMWM
Open: ligand: DNA sequence
2. Abra el panel Control de acoplamiento y seleccione los siguientes valores

(principalmente predeterminados) de los cuadros de seleccion:

Controls ... Docking ... Correlation Type ... Shape Only



Controls ... Docking ... FFT Mode ... 3D Fast Lite

Controls ... Docking ... Post Processing ...  None

Controls ... Docking ... Grid Dimension ... 0.6

Controls ... Docking ... Solutions ... 500

Controls ... Docking ... Receptor Range ... 45

Controls ... Docking ... Receptor Step Size ... 7.5

Controls ... Docking ... Ligand Range ... 45

Controls ... Docking ... Ligand Step Size ... 7.5

Controls ... Docking ... Twist Range ... 360

Controls ... Docking ... Twist Step Size... 5.5

Controls ... Docking ... Distance Range ... 40

Controls ... Docking ... Scan Step ... 0.75
Controls ... Docking ... Substeps ... 2
Controls ... Docking ... Steric Scan ... 16
Controls ... Docking ... Final Search ... 25

Esto dice que la fase Steric Scan (N=16) del calculo de acoplamiento se realizara en
(1+40)/0,75=53 separaciones intermoleculares, en pasos de +/- de 0,75°A a partir de la
distancia actual publicada en el control deslizante R en el borde inferior de la ventana

principal. La fase de busqueda final (N=25) se aplicara a las orientaciones de exploracion



de puntuacién mas alta en pasos de 0,75/2°A, como se describe anteriormente. La
busqueda rotacional utilizard incrementos angulares de aproximadamente 7,5 grados en
cada uno de los dos &ngulos de rotacion del ligando y del receptor, y en pasos de 5,5
grados alrededor del &ngulo de giro. Internamente, los tamafios de paso dados se ajustaran

para dar nimeros de muestras computacionalmente convenientes

3. Ahora comienza el calculo:

Controls ... Docking ... Activate

4. obtencién de resultados y nos arroja una llustracion de las posibles conformaciones en la
cual hay interaccion, asi como el delta G.

5. Finalmente se hace el anélisis visual estructural.

3.2 Preparacion de Cromatografia en columna de intercambio i6nico en Sefarosa

Se lavé una columna de vidrio con abundante agua destilada. Se aplicé la cantidad necesaria de
quelato de matriz Sepharose™ Fast Flor Suspension (General Electric Healthcare) para generar
la matriz cromatografica, que se empaqueta por gravedad en una columna de 10 ml de volumen y
se lavd con 10 mililitros de volumen de columna con agua Milli-Q®. Se us6 agua Milli-Q®
(volumen de 1 columna = 10 ml) a una velocidad de flujo de 3 ml/min para eliminar el etanol
derivado del conservante en la matriz quelante (la columna empaquetada nunca se secd). Se
aplicé 3 volimenes de columna de solucion de ZnSO4 0,25 M, pre-filtrada a través de papel de
filtro Whatman®, se lava inmediatamente con 10 volimenes de columna de agua Milli-Q® para
eliminar el exceso de metales no unidos (todo a una velocidad de flujo de 3 mililitros/min). La
columna se equilibré con 10 volimenes de columna de tampdn de equilibrio (anexo 1) pre-

filtrado a través de papel Whatman®.



3.3 Purificacion y lisis celular

Se descongelaron aproximadamente 13,0 g de biomasa celular en hielo triturado y se
homogeneizaron muy bien con 6 voliumenes de columna de tampon A (anexo 2). De una
solucion concentrada, pre-filtrada con papel Whatman® vy diluida con fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF, un inhibidor de la proteasa) hasta una concentracion final de 3 mM,
disuelto en isopropanol (la suspension se mantuvo en bafio de hielo triturado en todo momento).
Utilizando un sonicador homogeneizador ultrasénico, se sometié a ultrasonidos la suspension
celular en hielo picado durante 10 ciclos de 45 segundos al 90 % de amplitud y 0,5 ciclos con un
descanso de 30 segundos entre cada ciclo. A continuacion, la suspension celular lisada se
centrifugd 3 veces a 20.000 rpm durante 20 min a 4°C, recolectando el sobrenadante cada vez y
descartando los restos celulares sedimentados. Finalmente, la suspension celular se pasé a través
de filtros de 0,80 um y 0,22 um (Millipore) y se extrajeron alicuotas de 100 pl para electroforesis
SDS-PAGE. La suspension lisada filtrada se aplico a la matriz de cromatografia a una velocidad
de flujo de 2 ml/min y se volvio a aplicar a la columna después de la recoleccion para garantizar
la mayor recuperacion de proteina recombinante (realizar electroforesis SDS-PAGE para
confirmacion). Se lave la columna con 5 voliumenes de columna de tampdén de lavado 1
((NH4)2S04 0,5 M en tampon A, pre-filtrado con papel Whatman®) a una velocidad de flujo de
3 mL/min. Se lava la columna con un volumen suficiente de tampon de lavado 2 (glicina 35 mM
en tampon A, pre-filtrado con papel Whatman®) hasta que la absorbancia del volumen de
elucion sea menor a 0.1 a 280 nm, con un flujo de 3 mL/minuto, se tomd una alicuota de 100
lavado con El volumen final de solucion de lavado se dispensd a 100 ml/min y se sometio a
electroforesis SDS-PAGE. La proteina recombinante se eluye con un gradiente creciente de

imidazol (0-1 M en tampon A, pre-filtrado en papel de filtro Whatman®) con un flujo de elucion



de 2 ml/min para eluir 1 volumen de columna (descartado). Luego se  recolecta
aproximadamente entre 25-30 fracciones de 1 mL cada una y dividir 15 alicuotas en pL (para
analizarlas en electroforesis SDSPAGE), y el resultado se almacend a 4°C hasta la dialisis. La
columna se lavé con 30 mL de imidazol 1 M en tampon A (previamente filtrado con papel filtro
Whatman®). La columna se lavo con 10 volimenes de columna de agua Milli-Q. Las columnas
se almacenaron pasando 10 volimenes de etanol al 20 % a través de agua Milli-Q almacenada a

4 °C.

3.4 Analisis por electroforesis SDS-PAGE vy dialisis

Las proteinas se precipitaron a partir de alicuotas recogidas durante la purificacion para eliminar
el cloruro de guanidinio, que es incompatible con los geles de poliacrilamida. Se tomaron 15 pL
de cada muestra y se concentraron, luego se agregaron 85 L de agua destilada, se mezcld y se
lavd con 100 pL. % de &cido tricloroacético, luego se incuba en hielo triturado durante 20
minutos. Se centrifugaron a 20.000 rpm por 20 minutos a 4°C, se descarto6 el sobrenadante, cada
sedimento se lavé con 1 ml de etanol al 95% frio, se volvioé a centrifugar a 20.000 rpm por 20
minutos a 4°C y el sobrenadante. EIl sedimento se secd a temperatura ambiente y se re-suspendid
muy bien (mediante agitacion vorticial) en 15 pl de agua destilada. Se realizd una electroforesis
en gel SDS-PAGE al 17% sobre las alicuotas concentrada en el paso anterior. Las areas de
fracciones de elucion donde se identificaron las proteinas eluidas se confirmaron mediante
electroforesis en gel SDS-PAGE al 10% (Bio-Rad). Se mezcld la elucion que contenia la
proteina y se continud con la dialisis teniendo en cuenta el punto isoeléctrico teérico pl = 9.23
(informacién obtenida por expasy). A continuacion se sometieron a dializar donde las
muestras fueron sumergidas en un vaso precipitado de 500ml con buffer acetato de sodio 10 mM

pH 4.5 durante 24 horas con agitacion. Estas muestras fueron previamente transferidas a una



membrana de dialisis con poros de tamafio 40 kDa a una temperatura de 4°C cambiando el buffer
por lo menos 2 veces cada 12 horas. Finalmente se volvieron a correr en un gel SDS para su

confirmacion de la proteina.

3.5 Preparacion de EMSA

3.5.1 Preparacion de gel Acrilamida: Bisacrilamida 29:1 (solucion al 30 %/electroforesis), Fisher
BioReagents

Se preparard un gel de acrilamida/ bisacrilamida al 30% constituido por Acrilamida:
Bisacrilamida 29:1, glicerol al 50%, TBE 5%, persulfato de amonio 10x, temed y finalmente
agua destilada. Se mezcla y se deja reposar por 20 min a temperatura ambiente 0 hasta
polimerizar y nuestro gel polimerizado se pre-corre con un buffer TBE 0.5X a partir de TBE50X

[anexo 3] por 2 horas [anexo 4].

Desarrollo de mezcla madre

En un tubo eppendorf 1 ml se agrega binding buffer 40x, ficoll 40x, MnCI 100mM y KCI 2M
[anexo 5]. En tubos eppendorf 100 uL se agrega la solucién madre dividida en 6 tubos. Se
separan para no tener contaminacién cruzada al agregar nuestra ADN y proteina. Se utiliza un
tubo uno como control negativo agregando MAP3769, tubo dos control positivo de ADN
MAP3736¢c y se realiza las siguientes condiciones [anexo 5]. Concentraciones finales de

MAP3773c y DNA 3736¢c, 3736¢ 100 pmol. La reaccidon se deja reposar 30 minutos.

3.5.2 Preparacion de muestras y revelacion de gel

Se utiliza la cAmara de electroforesis (Mini-PROTEAN Tetra Cell Bio-Rad) con el gel ya pre-
corrido y agregando solucion de buffer hasta cubrir el gel. Agregando 5ul de buffer de carga 6x

a cada tubo eppendorf incluyendo el marcador de peso molecular [cual]. Se corre a 100-120 V



por aproximadamente 1.5 - 2 horas. Una vez transcurrido el tiempo el gel es transferido a un
recipiente con agua destilada donde se le agrega 5 pl de bromuro de etidio y posteriormente

revelado en una lampara uv.



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

>Protein alignment Alignment of 2 sequences: Pur3, MAP3773c | Statistics
Length: 142
Sequences: 2
Score = 153.0, Identities = 37/142 (26%), identical Sites: 37 (28.0%)
Positives = 63/142 (443), Gaps = 13/142 (%) P sttty 0%

Pairwise % Positive (BLSM62): 47.7%
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Figura 1. Alineamiento de MAP3773c proteina y secuencia de anabaena sp. PCC712. WP_010996629
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Figura 2. Alineacion de secuencias de MAP3773c con proteinas FUR con estructuras disponibles que muestran la
mayor similitud.

Figura 1 son una representacion de Furb B de anabaena sp y MAP3773c donde en color podemos
identificar los dominios de conservcuin con un sitio de identificacién de 28%. Fgura 2 es la

representacion de un analisis de 36 proteinas en las cuales se escogieron a-4 las cauales



mostraron mayor similitud a MAP3773c, las cuales seran con las que trabajamos para vrear el

modelo MAP3773c.

De acuerdo con las estructuras seleccionadas dependiendo la conservacion de dominios y
porcentaje de similitud realizado en linea por NCBI JPRED 4 y SWISS MODEL. Las siguientes
figuras representan los modelos in silico representando A MAP3773c en base al modelaje por
homologia de las siguientes proteinas 2003 de M. tuberculosis, SMWM de S. coelicolor,
4RB1de M. gryphiswaldense y 5FD6 R. leguminosarum. E n muchas bacterias Gram-negativas y
-positivas. Son responsables del control de una amplia variedad de procesos fisiol6gicos basicos
y de la expresion de importantes factores de virulencia en patégenos humanos. Por lo tanto, Fur

ha despertado un gran interés como objetivo potencial para nuevos antibidticos.

Figura 4. Superposicion de 2003 de Mycobacterium tuberculosis, cadena A (cornflower blue) vs. MAP3773C
templado cadena A (azul): 34% identidad



1 11 21 31 4

RMSD: ca
modelpdb,chainA 6 . |[APRRRRAT VKQRTVLEVL RAQENFRSAQ QLYQDIRAQNQ
2003, chain A ‘1|EA:3;AA VRST RGQRAAISTLL ETLDDFRSA ELHDELRRR
o1 61 71 81 91
RMSD: ca - - .
modelpdb,chainA 54/R | LRALAADR | AETQRAED EILYRLRTEA HRHYLLCRQ CGRAVAFITPY
2003, chain A SORTLOQSMASS ISR I H R ESVYRRCSEH H|.HHHLVCRS CGSTIEVGD
101 111 121 131
RMSD: ca i A L S =
model.pdb,-chalnﬂnodinli FHTRRLS RQHHYADVTH YVDL CPL GCqQi.
2003, chain A WEVEAWAAEVA TKHGFSDVSH TIEIFGTCSEL CRE

Figura 5. Alineacion estructural y RSMD de 2003 de Mycobacterium tuberculosis, cadena A vs. MAP3773C
templado cadena A: 34% identidad

Figura 6. Superposicion de 2003 de Mycobacterium tuberculosis (azul aciano), cadena A vs. MAP3773C templado
cadena A (azul), Zn #3 y #203 (negro)



Modelo #0 is MAP3773C templado 2003
Modelo #1 is 2003

1 #0 ZN 3._ ZN <> #0 GLU 106.A OE1: 1.87

2 #0 ZN 3._ ZN <>#0 HIS 87.A NE2: 2.01

3 #0 ZN 3._ ZN <> #0 HIS 85.A CE1: 3.24

4 #0 ZN 3._ ZN <> #0 GLU 106.A OE2: 2.39

5 #0 ZN 3._ ZN <>#0 HIS 87.A CD2: 3.17

6 #0 ZN 3._ ZN <> #0 HIS 123.A CD2: 3.26

7 #0 ZN 3._ ZN <>#0 HIS 123.A CE1: 3.24

8 #0 ZN 3. ZN <> #0 HIS 87.A CE1: 2.73

9 #0 ZN 3._ ZN <>#0 HIS 85.A NE2: 2.14

10 #0 ZN 3._ ZN <> #0 GLU 106.A CD: 2.40

11 #0 ZN 3._ ZN <> #0 HIS 123.A NE2: 2.26

12 #0 ZN 3._ ZN <> #1 HIS 80.A CD2: 2.99

13 #0 ZN 3. ZN <> #1 HIS 80.A CE1: 3.12

14 #0 ZN 3. ZN <> #1 HIS 80.A NE2: 2.08

15 #0 ZN 3. ZN <> #1 HIS 82.A CD2: 3.08

16 #0 ZN 3. ZN <> #1 HIS 82.A CE1: 2.86

17 #0 ZN 3. ZN <> #1 HIS 82.A NE2: 2.06

18 #0 ZN 3._ ZN <> #1 GLU 101.A CD: 2.50

19 #0 ZN 3._ ZN <> #1 GLU 101.A OE1l: 2.01

20 #0 ZN 3._ZN <> #1 GLU 101.A OE2: 2.38

21 #0 ZN 3._ ZN <> #1 HIS 118.A CD2: 3.26

22 #0 ZN 3._ ZN <> #1 HIS 118.A CE1: 2.85

23 #0 ZN 3._ ZN <> #1 HIS 118.A NE2: 2.08

24 #0 ZN 3._ ZN <> #1 ZN 203.A ZN: 0.00

25 #0 ZN 3. ZN <> #0 HIS 85.A CD2: 3.02

Tabla 2. Distancias en Armstrong de la superposicion de 2003 de Mycobacterium tuberculosis (azul aciano), cadena
A vs. MAP3773C templado cadena A (azul), Zn #3 y #203 (negro) con residuos cercanos.



Figura 7. Superposicién de 2003 de Mycobacterium tuberculosis (azul aciano), cadena A vs. MAP3773C templado
cadena A (azul), Zn #2 y #202 (negro)

Modelo #0 is MAP3773C TEMPLADO 2003.pdb
Modelo #1 is 2003

1 #0 ZN 2. ZN <>#1 CYS 89.A SG: 2.39

2 #0 ZN 2. ZN <>#1 CYS 86.A SG: 2.33

3 #0ZN 2. ZN <> #0 CYS 91.A SG: 2.16

4 #0 ZN 2._ ZN <> #0 CYS 134.A CB: 3.20

5 #0ZN 2. ZN <> #1 CYS 126.A SG: 2.40

6 #0 ZN 2. ZN <> #0 CYS 94.A SG: 2.34

7 #0ZN 2. ZN <>#0 CYS 134.A SG: 2.20

8 #0ZN 2. ZN <> #0 CYS 91.A CB: 3.15

9 #0 ZN 2. ZN <>#1 CYS 86.A CB: 3.22

10 #0 ZN 2. ZN <> #1 CYS 129.A SG: 2.39

11 #0 ZN 2. ZN <> #1 CYS 129.A CB: 3.11

12 #0 ZN 2. ZN <> #0 CYS 94.A CB: 3.45

13 #0 ZN 2. ZN <>#1 CYS 89.A CB: 3.54

14 #0 ZN 2._ ZN <> #0 CYS 131.A CB: 3.49

15 #0ZN 2. ZN <> #1 CYS 126.A CB: 3.36

16 #0 ZN 2. ZN <> #1 ZN 202.A ZN: 0.00

17 #0 ZN 2. ZN <> #0 CYS 131.A SG: 2.47

Tabla 3. Distancias en Armstrong de la superposicion de 2003 de Mycobacterium tuberculosis (azul aciano), cadena
A vs. MAP3773C templado cadena A (azul), Zn #2 y #202 (negro) con residuos cercanos.
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Figura 8. Superposicion de 2003 de Mycobacterium tuberculosis (azul aciano), cadena A vs. MAP3773C cadena A
(azul).

Model #0 is MAP3773C TEMPLADO 2003.pdb
Model #1 is 2003

#1 ZN 201.A ZN <> #0 ARG 86.A NE: 2.97

#1 ZN 201.A ZN <> #1 ASP 62.A OD2: 2.00

#1 ZN 201.A ZN <> #1 HIS 83.A CE1: 3.20

#1 ZN 201.A ZN <> #1 ASP 62.A CG: 2.81

#1 ZN 201.A ZN <> #1 HIS 83.A CD2: 2.77

#1 ZN 201.A ZN <> #1 CYS 76.A SG: 2.35

N[OOI WIN|F

#1 ZN 201.A ZN <> #0 ARG 86.A NH1: 3.10

8 #1 ZN 201.A ZN <> #0 GLU 66.A OE2: 1.32

9 #1 ZN 201.A ZN <> #0 ARG 86.A CZ: 3.16

10 #1 ZN 201.A ZN <> #0 GLU 66.A CD: 2.04

11 #1 ZN 201.A ZN <> #1 HIS 83.A NE2: 2.04

12 #1 ZN 201.A ZN <> #0 GLU 66.A OE1: 2.99

13 #1 ZN 201.A ZN <> #0 ARG 80.A NE: 3.03

14 #1 ZN 201.A ZN <> #1 HIS 81.A CE1: 3.05

15 #1 ZN 201.A ZN <> #0 ARG 80.A CB: 3.37

16 #1 ZN 201.A ZN <> #1 ASP 62.A OD1: 2.97

17 #1 ZN 201.A ZN <> #1 HIS 81.A CD2: 3.16

18 #1 ZN 201.A ZN <> #0 GLU 66.A CG: 2.66

19 #1 ZN 201.A ZN <> #1 HIS 81.A NE2: 2.12

20 #1 ZN 201.A ZN <> #0 ARG 80.A NH1: 3.47

Tabla 4. Distancias en Armstrong de la superposicion de 2003 de Mycobacterium tuberculosis (azul aciano), cadena
A vs. MAP3773C templado cadena A (azul), Zn #201 con residuos cercanos.



Figura 9 Superposicion de 3aMWM de Streptomyces coelicolor, cadena A (verde) vs. MAP3773C templado cadena A
(azul): 33% identidad

1 11 21 3 4
RMSD: ca 1 = o
006_3IMWM.pdb, chainA 1|\VTTAGPPVKG RATRQRAAVS AALQEVEEFR SAQELHDMLK HK.GDAVGLT
006_Model Chain/Apdb 1 MSSPAAPRRR RATVKQRTVL EVLRAQENFR SAQQLYQDIR QNQQLRIGLT

51 61 " 81 91

RMSD: ca
D06 IMWMpdb, chainA 50T VYRTLQSLA DAGEVDVLRT AEGESVYRRC STGDHHHHLV CRACGKAVEV

RMSD:a |
006_3MWM.pdb, chain M00(EGPAVEKWAE AIAAEHGYVN VAHTVEIFGT CADCAGAISGC
DIEEH

006_Model Chain_Apdhi01 ™ = \ TR _RLSRQHHYAD VTHYVDLYGT CPLCQNTQP.

Figura 10. Alineacion estructural y RSMD de 3MWM de Streptomyces coelicolor, cadena A vs. MAP3773C
templado cadena A: 23% identidad




Figura 11. Superposicion de 3MWM de Streptomyces coelicolor, cadena A (verde), cadena A vs. MAP3773C
templado cadena A (azul)

Model #0 is MAP3773C TEMPLADO 3MWM.pdb
Model #1 is 3mwm

#0ZN 1. ZN <>#1 CYS 133.A CB: 3.38

#0ZN 1. ZN <>#0 CYS 94.A SG: 1.94

#0ZN 1. ZN <> #1 CYS 130.A SG: 2.30

#0ZN 1. ZN<>#1 CYS93.ACB: 3.14

#0ZN1._ ZN <>#1 CYS 93.A SG: 2.29

#0ZN 1. ZN <> #1 CYS 133.A SG: 2.33
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#0ZN 1. ZN <>#1 ZN 140.A ZN: 0.00

8 #0ZN 1. ZN <> #0 CYS 131.ASG: 2.18

9 #0ZN 1. ZN <>#0 CYS 134.A CB: 3.37

10 #0ZN 1. ZN <> #1 CYS 90.A SG: 2.34

11 #0ZN 1. ZN <> #0 CYS 91.A SG: 2.31

12 #0ZN 1. ZN <> #0 CYS 91.A CB: 3.22

13 #0ZN 1. ZN <> #0 CYS 134.A SG: 2.42

14 #0ZN 1. ZN <> #0 CYS 94.A CB: 3.17

15 #0ZN 1. ZN <> #1 CYS 93.AN: 3.52

16 #0 ZN 1. ZN <> #1 CYS 90.A CB: 3.26

17 #0ZN 1._ ZN <> #1 CYS 130.A CB: 3.59

18 #0ZN 1. ZN <> #0 CYS 131.A CB: 3.58




Tabla 5. Distancias en Armstrong de la superposicion de 3MWM de Streptomyces coelicolor, cadena A (verde),
cadena A vs. MAP3773C templado cadena A (azul), Zn #1 Y #140 con residuos cercanos.
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Figura 12. Superposicién de 3MWM de Streptomyces coelicolor, cadena A (verde), cadena A vs. MAP3773C
templado cadena A (azul)

Model #0 is MAP3773C TEMPLADO 3MWM.pdb
Model #1 is 3mwm

1 #1 ZN 141.A ZN <> #1 HIS 85.A CE1: 2.96

2 #1 ZN 141.A ZN <> #0 TYR 88.A CE1: 3.44

3 #1 ZN 141.A ZN <> #1 HIS 87.A CE1: 3.03

4 #1 ZN 141.A ZN <> #1 HIS 87.A CD2: 2.84

5 #1 ZN 141. A ZN <> #1 HIS 85.A CD2: 2.92

6 #1 ZN 141.A ZN <> #0 ARG 80.A CB: 3.36

7 #1 ZN 141.A ZN <> #0 ARG 80.A CD: 2.79

8 #1 ZN 141.A ZN <> #0 ARG 80.A CG: 3.45

9 #1 ZN 141. A ZN <> #0 TYR 88.A OH: 1.97

10 #1 ZN 141. AZN <>#0 TYR 88.A CD2: 3.12

11 #1 ZN 141.AZN <>#0TYR 88.A CZ: 2.08

12 #1 ZN 141.A ZN <-> #1 ASP 65.A OD2: 1.92

13 #1 ZN 141.A ZN <> #0 GLU 66.A CB: 3.37

14 #1 ZN 141.A ZN <> #1 ASP 65.A CB: 3.43

15 #1 ZN 141.A ZN <> #0 GLU 66.A CG: 3.53

16 #1 ZN 141.A ZN <> #1 HIS 85.A NE2: 1.97

17 #1 ZN 141.A ZN <> #1 CYS 79.A CB: 3.17




18 #1 ZN 141. A ZN <> #1 CYS 79.A SG: 2.25

19 #1 ZN 141.A ZN <> #1 ASP 65.A CG: 2.93

20 #1 ZN 141.A ZN <> #1 HIS 87.A NE2: 1.97

21 #1 ZN 141.A ZN <>#0 TYR 88.A CE2: 1.80

Tabla 6. Distancias en Armstrong de la superposicion de 3MWM de Streptomyces coelicolor, cadena A (verde),
cadena A vs. MAP3773C templado cadena A (azul), Zn #1 Y #141 con residuos cercanos.

#9 HIS 84.A

Figura 13. Superposicion de 3MWM de Streptomyces coelicolor, cadena A (verde), cadena A vs. MAP3773C
templado cadena A (azul)

Modelo #0 is MAP3773C TEMPLADO 3MWM.pdb
Modelo #1 is 3mwm

#1 ZN 142.A ZN <> #1 GLU 105.A CD: 2.67

#1 ZN 142.A ZN <> #0 HIS 85.A CD2: 2.92

#1 ZN 142.A ZN <> #0 HIS 85.A CE1: 3.04

#1 ZN 142.A ZN <> #1 HIS 122.A NE2: 2.04

#1 ZN 142. A ZN <> #0 HIS 87.A CD2: 3.11

#1 ZN 142.A ZN <> #0 HIS 85.A NE2: 1.99
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#1 ZN 142.A ZN <> #0 GLU 106.A CD: 2.54

8 #1 ZN 142.A ZN <> #1 HIS 84.A CE1: 3.00

9 #1 ZN 142.A ZN <> #1 HIS 84.A CD2: 2.86

10 #1 ZN 142.A ZN <> #0 GLU 106.A OE2: 1.42

11 #1 ZN 142.A ZN <> #0 HIS 123.A NE2: 2.11

12 #1 ZN 142.A ZN <> #0 HIS 123.A CD2: 3.18




13 #1 ZN 142.A ZN <> #1 GLU 105.A OE2: 1.64

14 #1 ZN 142.A ZN <> #1 HIS 84.A NE2: 1.96

15 #1 ZN 142.A ZN <> #0 HIS 87.A CE1: 2.85

16 #1 ZN 142.A ZN <> #0 HIS 87.A NE2: 1.98

17 #1 ZN 142.A ZN <> #1 HIS 122.A CD2: 3.14

18 #1 ZN 142.A ZN <> #1 HIS 122.A CE1: 2.91

19 #1 ZN 142.A ZN <> #1 HIS 86.A NE2: 2.05

20 #1 ZN 142.A ZN <> #1 GLU 105.A OE1: 3.22

21 #1 ZN 142.A ZN <> #1 HIS 86.A CE1: 2.94

22 #1 ZN 142.A ZN <> #0 HIS 123.A CE1: 3.05

23 #1 ZN 142.A ZN <> #0 GLU 106.A OE1: 3.15

24 #1 ZN 142.A ZN <> #1 HIS 86.A CD2: 3.10

Tabla 7 Distancias en Armstrong de la superposicion de 3MWM de Streptomyces coelicolor, cadena A (verde),
cadena A vs. MAP3773C templado cadena A (azul), Zn #1 Y #142 con residuos cercanos.

Figura 14 superposiciones de templado MAP3773c cadena A y B (rosa y azul) con proteina 5FD6 Mur de
Rhizobium leguminosarum bv. viciae cadena Cy D (azul cielo y verde)



Figura 15. Superposicion de templado MAP3773c cadena A y B (azul y rosa) con proteina 5FD6 Mur de
Rhizobium leguminosarum bv. viciae cadena A, B, Cy D 23%

1 11 21 3 41
RMSD: ca -
007_5FD6.pdb, chain A 1 TDVAKT[LEE LATERGMRMT EQRRVIARIL EDSEDHFDVE ELYRRISVK.|V
007_Model_Chain Apdb 1 . . ... MS$S : APRRRRAT VKQRTVLEVL RAQENFRSAQ QLYQD|IRQNQ
51 61 1 81 91
—— ——— EEE——
D6.pdb, chain A SODAKIS T RTVKLFEDAG | IARHDFRDG RSRYETYV ZEE HHDH"LID.K.
M?_Ilodnl_wuo RIC S RILRALAADR |AETQRAEDG EILYRLRTEA GHRHYLLCRQ
101 11 121 131 141

SFDE.pdbchalnA 99 TCTVIEFRSF EIEALQERIA REHGFRLVOH [RLECYGVPLK KEDL
m_m_cmmsac RAVAFTPV DIEEHTRRLS RQHHYADVTH [YVDLYGTICPL CQNTQP
Figura 16. Alineacion estructural y RSMD de 5FD6, cadena A vs. MAP3773C templado cadena A: 23% identidad
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Figura 17. Superposicion de templado MAP3773c cadena B (Rosa) con proteina 5FD6 Mur de Rhizobium

leguminosarum bv. viciae cadena D (verde)

Model #0 is 5FD6
Model #1 is MAP337C TEMPLADO 5FD6.pdb

1 #0 ZN 201.D ZN <> #0 HIS 36.D CD2: 3.11

2 #0 ZN 201.D ZN <> #0 HIS 36.D CE1: 3.45

3 #0 ZN 201.D ZN <> #0 HIS 36.D NE2: 2.38

4 #0 ZN 201.D ZN <> #0 GLU 84.D CD: 2.87

5 #0 ZN 201.D ZN <> #0 GLU 84.D OE1: 3.17

6 #0 ZN 201.D ZN <> #0 GLU 84.D OE2: 1.92

7 #0 ZN 201.D ZN <> #0 HIS 91.D CD2: 3.34

8 #0 ZN 201.D ZN <> #0 HIS 91.D CE1: 3.02

9 #0 ZN 201.D ZN <> #0 HIS 91.D NE2: 2.25

10 #0 ZN 201.D ZN <> #0 HIS 93.D CD2: 3.27

11 #0 ZN 201.D ZN <> #0 HIS 93.D CE1: 3.27

12 #0 ZN 201.D ZN <> #0 HIS 93.D NE2: 2.34

13 #0 ZN 201.D ZN <> #1 PHE 29.B CD2: 3.26

14 #0 ZN 201.D ZN <> #1 PHE 29.B CE2: 2.17

15 #0 ZN 201.D ZN <> #1 PHE 29.B CZ: 2.79

16 #0 ZN 201.D ZN <> #1 GLU 66.B OE2: 3.51

17 #0 ZN 201.D ZN <> #1 ARG 78.B CD: 3.47

18 #0 ZN 201.D ZN <> #1 HIS 85.B NE2: 3.51

19 #0 ZN 201.D ZN <>#1 TYR 88.B CD1: 3.57

20 #0 ZN 201.D ZN <>#1 TYR 88.B CE1: 2.28

21 #0 ZN 201.D ZN <>#1TYR 88.B CZ: 2.34




| 22 #0 ZN 201.D ZN <> #1 TYR 88.B OH: 1.76

table 8 Distancias en Armstrong de la superposicion de Mur de Rhizobium leguminosarum bv. viciae, cadena A
(verde), cadena A vs. MAP3773C templado cadena A (azul), Zn #1 Y #201 con residuos cercanos.

Figura 18 Superposicion de templado MAP3773c cadena B (Rosa) con proteina 5FD6 Mur de Rhizobium
leguminosarum bv. viciae cadena D (verde)

Model #0 is 5FD6 Mur de Rhizobium leguminosarum bv. viciae

Model #1 is MAP337C TEMPLADO 5FD6.pdb

1 #0 ZN 202.D ZN <> #0 HIS 90.D NE2: 2.12

2 #0 ZN 202.D ZN <> #1 HIS 87.B CD2: 2.19

3 #0 ZN 202.D ZN <> #0 HIS 128.D CE1: 3.03

4 #0 ZN 202.D ZN <> #1 HIS 87.B CG: 2.74

5 #0 ZN 202.D ZN <> #1 HIS 123.B CE1: 3.28

6 #0 ZN 202.D ZN <> #1 HIS 87.B CE1: 1.14

7 #0 ZN 202.D ZN <> #1 HIS 87.B ND1: 2.35

8 #0 ZN 202.D ZN <> #0 HIS 128.D NE2: 2.34

9 #0 ZN 202.D ZN <> #0 GLU 111.D OE1: 2.85

10 #0 ZN 202.D ZN <> #0 HIS 90.D CE1: 3.18

11 #0 ZN 202.D ZN <> #0 GLU 111.D OE2: 2.40

12 #0 ZN 202.D ZN <> #1 HIS 123.B NE2: 2.49

13 #0 ZN 202.D ZN <> #1 HIS 87.B NE2: 0.83

14 #0 ZN 202.D ZN <> #1 GLU 106.B CD: 3.00

15 #0 ZN 202.D ZN <> #1 GLU 106.B OE1: 2.63

16 #0 ZN 202.D ZN <> #0 HIS 128.D CD2: 3.52




17 #0 ZN 202.D ZN <> #0 ASP 92.D OD2: 1.97

18 #0 ZN 202.D ZN <> #0 HIS 90.D CD2: 3.01

19 #0 ZN 202.D ZN <> #0 ASP 92.D CG: 2.73

20 #0 ZN 202.D ZN <> #0 GLU 111.D CD: 2.96

21 #0 ZN 202.D ZN <> #1 GLU 106.B OE2: 2.72

22 #0 ZN 202.D ZN <> #0 ASP 92.D OD1: 2.85

Tabla 9 Distancias en Armstrong de la superposicion de Mur de Rhizobium leguminosarum bv. viciae, cadena A
(verde), cadena A vs. MAP3773C templado cadena A (azul), Zn #1 Y #202 con residuos cercanos.

Figura 19. Superposicién de templado MAP3773c cadena A (Azul) con proteina 5FD6 Mur de Rhizobium
leguminosarum bv. viciae cadena C (aqua azul)

Model #0 is 5FD6
Model #1 is MAP337C TEMPLADO 5FD6.pdb

1 #0 ZN 201.C ZN <> #0 HIS 91.C CE1: 3.28

2 #0 ZN 201.C ZN <> #0 GLU 84.C OE1l: 2.15

3 #0 ZN 201.C ZN <> #0 GLU 84.C OE2: 2.87

4 #0 ZN 201.C ZN <> #1 PHE 29.A CD2: 3.08

5 #0 ZN 201.C ZN <> #0 HIS 36.C NE2: 2.27

6 #0 ZN 201.C ZN <> #0 HIS 36.C CD2: 3.05

7 #0 ZN 201.C ZN <> #0 HIS 36.C CE1: 3.27

8 #0 ZN 201.C ZN <> #0 HIS 91.C CD2: 3.20

9 #0 ZN 201.C ZN <> #0 HIS 93.C CE1: 3.03




10 #0 ZN 201.C ZN <> #1 TYR 88.A OH: 2.74

11 #0 ZN 201.C ZN <> #0 GLU 84.C CD: 2.78

12 #0 ZN 201.C ZN <>#1 TYR 88. A CZ: 2.81

13 #0 ZN 201.C ZN <> #1 TYR 88.A CE1: 2.05

14 #0 ZN 201.C ZN <> #0 HIS 91.C NE2: 2.28

15 #0 ZN 201.C ZN <> #1 PHE 29.A CE2: 1.92

16 #0 ZN 201.C ZN <> #0 HIS 93.C NE2: 2.10

17 #0 ZN 201.C ZN <> #1 TYR 88.A CD1: 3.15

18 #0 ZN 201.C ZN <> #1 PHE 29.A CZ: 2.45

19 #0 ZN 201.C ZN <> #0 HIS 93.C CD2: 3.13

tabla 10
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Figura 20. Superposicion de templado MAP3773c cadena A (Azul) con proteina 5FD6 cadena C (aqua azul)

Model #0 is 5FD6
Model #1 is MAP337C TEMPLADO 5FD6.pdb

1 #0 ZN 202.C ZN <> #1 HIS 87.A NE2: 2.05

2 #0 ZN 202.C ZN <> #1 HIS 87.A CE1: 2.79

3 #0 ZN 202.C ZN <> #1 HIS 87.A ND1: 3.42

4 #0 ZN 202.C ZN <> #1 HIS 85.A NE2: 2.04

5 #0 ZN 202.C ZN <> #1 GLU 106.A CD: 2.78

6 #0 ZN 202.C ZN <> #1 HIS 87.A CD2: 2.28

7 #0 ZN 202.C ZN <> #1 HIS 85.A CD2: 3.25

8 #0 ZN 202.C ZN <> #1 HIS 123.A CD2: 3.48

9 #0 ZN 202.C ZN <> #1 HIS 123.A CE1: 3.53

10 #0 ZN 202.C ZN <> #0 HIS 128.C NE2: 2.14

11 #0 ZN 202.C ZN <> #1 HIS 123.A NE2: 2.61




12 #0 ZN 202.C ZN <> #0 HIS 90.C CD2: 3.24

13 #0 ZN 202.C ZN <> #0 HIS 90.C CE1: 2.75

14 #0 ZN 202.C ZN <> #0 HIS 90.C NE2: 2.04

15 #0 ZN 202.C ZN <> #0 GLU 111.C OE2: 2.14

16 #0 ZN 202.C ZN <> #0 ASP 92.C OD2: 1.98

17 #0 ZN 202.C ZN <> #0 HIS 128.C CE1: 2.75

18 #0 ZN 202.C ZN <> #0 HIS 128.C CD2: 3.37

19 #0 ZN 202.C ZN <> #0 ASP 92.C OD1: 2.82

20 #0 ZN 202.C ZN <> #0 ASP 92.C CG: 2.70

21 #0 ZN 202.C ZN <> #0 GLU 111.C CD: 2.87

22 #0 ZN 202.C ZN <> #0 GLU 111.C OE1: 2.91

23 #0 ZN 202.C ZN <> #1 HIS 85.A CE1: 2.79

24 #0 ZN 202.C ZN <> #1 GLU 106.A OE2: 2.13

25 #0 ZN 202.C ZN <> #1 GLU 106.A OE1: 2.79

26 #0 ZN 202.C ZN <> #1 HIS 87.A CG: 3.13

tabla 11 Distancias en Armstrong de la superposicién de Mur de Rhizobium leguminosarum bv. viciae, cadena A
(verde), cadena A vs. MAP3773C templado cadena A (azul), Zn #1 Y #202 con residuos cercanos.

Figura 21. Superposicion de templado MAP3773c cadena A (Azul) con proteina 4RB1 Magnetospirillum
gryphiswaldense MSR-1 v2 cadena C (aqua azul) 26%



)

gryphiswaldense MSR-1 v2 cadena B (verde) 26%

Model #0 is 4rbl
Model #1 is map3773c modelo 4rb1.pdb

1 #0 MN 200.B MN <> #1 HIS 123.B CD2: 2.965

2 #0 MN 200.B MN <> #1 HIS 87.B CD2: 1.996

3 #0 MN 200.B MN <> #1 HIS 123.B NE2: 2.340

4 #0 MN 200.B MN <> #1 GLU 106.B CD: 3.388

5 #0 MN 200.B MN <> #1 HIS 87.B CE1: 1.570

6 #0 MN 200.B MN <> #0 GLU 108.B OE2: 2.412

7 #0 MN 200.B MN <> #0 GLU 108.B CD: 3.292

8 #0 MN 200.B MN <> #0 HIS 87.B NE2: 2.312

9 #0 MN 200.B MN <> #0 HOH 301.B O: 2.357

10 #0 MN 200.B MN <> #1 GLU 106.B OE1: 3.436

11 #0 MN 200.B MN <> #0 GLU 108.B OE1: 3.447

12 #0 MN 200.B MN <> #0 HIS 125.B CE1: 3.172

13 #0 MN 200.B MN <> #1 HIS 87.B NE2: 0.652

14 #0 MN 200.B MN <> #0 ASP 89.B CG: 2.626

15 #0 MN 200.B MN <> #0 HIS 125.B CD2: 2.911

16 #0 MN 200.B MN <> #1 GLU 106.B OE2: 2.702

17 #0 MN 200.B MN <> #1 HIS 87.B CG: 2.796

18 #0 MN 200.B MN <> #0 HIS 125.B NE2: 2.066

19 #0 MN 200.B MN <> #0 ASP 89.B OD1: 2.047

N | .
Figura 22. Superposicion de templado MAP3773c cadena B (Azul cielo) con proteina 4RB1 Magnetospirillum




20 #0 MN 200.B MN <> #1 HIS 87.B ND1: 2.661

21 #0 MN 200.B MN <> #0 ASP 89.B OD2: 2.587

22 #0 MN 200.B MN <> #1 HIS 123.B CE1: 3.577

23 #0 MN 200.B MN <> #0 HIS 87.B CE1: 3.228

24 #0 MN 200.B MN <> #0 HIS 87.B CD2: 3.299

Table 12 Distancias en Armstrong de la superposicion de 4RB1 Magnetospirillum gryphiswaldense MSR-1 v2
cadena A (verde), cadena A vs. MAP3773C templado cadena A (azul cielo), Zn #1 Y #200 con residuos cercanos.

Figura 23. Superposicion de templado MAP3773c cadena B (Azul cielo) con proteina 4RB1 cadena B (verde) 26%

Model #0 is 4rbl
Model #1 is map3773c modelo 4rb1.pdb

1 #0 MN 201.B MN <> #1 TYR 88.B CE1: 2.391

2 #0 MN 201.B MN <> #1 TYR 88.B CD1: 3.494

3 #0 MN 201.B MN <> #1 ARG 86.B NE: 2.703

4 #0 MN 201.B MN <> #0 GLU 101.B OE2: 2.517

5 #0 MN 201.B MN <> #1 TYR 88.B OH: 2.574

6 #0 MN 201.B MN <> #0 HIS 33.B CE1: 3.048

7 #0 MN 201.B MN <> #0 HIS 90.B NE2: 2.457

8 #0 MN 201.B MN <> #1 ARG 86.B NH1: 2.760

9 #0 MN 201.B MN <> #0 HIS 90.B CE1: 3.560

10 #0 MN 201.B MN <> #0 HIS 88.B CD2: 3.063

11 #0 MN 201.B MN <> #1 TYR 88.B CZ: 2.790

12 #0 MN 201.B MN <> #0 HIS 90.B CD2: 3.232

13 #0 MN 201.B MN <> #0 GLU 81.B CD: 2.737

14 #0 MN 201.B MN <> #1 PHE 29.B CE1: 1.792




15 #0 MN 201.B MN <> #0 HIS 88.B CE1: 3.069

16 #0 MN 201.B MN <> #0 HIS 33.B NE2: 1.970

17 #0 MN 201.B MN <> #0 HIS 88.B NE2: 2.108

18 #0 MN 201.B MN <> #1 ARG 86.B CZ: 3.048

19 #0 MN 201.B MN <> #0 GLU 81.B OE1: 2.516

20 #0 MN 201.B MN <> #1 PHE 29.B CD1: 3.141

21 #0 MN 201.B MN <> #0 HIS 33.B CD2: 2.856

22 #0 MN 201.B MN <> #1 PHE 29.B CE2: 3.224

23 #0 MN 201.B MN <> #0 GLU 101.B CD: 3.155

24 #0 MN 201.B MN <> #1 PHE 29.B CZ: 1.874

25 #0 MN 201.B MN <> #0 GLU 81.B OE2: 2.315

Tabla 13 Distancias en Armstrong de la superposicién de 4RB1 Magnetospirillum gryphiswaldense MSR-1 v2
cadena A (verde), cadena A vs. MAP3773C templado cadena A (azul cielo), Zn #1 Y #201 con residuos cercanos.

Figura 24 Interaccion MAP3773c con secuencia de FPN de bacterias en FPN1 A= -766.4. MAP3773c cadena Ay B
(azul cyan y azul), secuencia de bacterias (rojo con amarillo) y nucleétidos (azul).



Figura 25 Interaccion DNA-proteina (Enlaces) color rosa enlaces de hidrogeno y enlaces negros interaccién
aminoacido y base DNA. Secuencia FPN de bacterias y MAP3773c cadena A y B (azul cyan y azul), secuencia de

bacterias (rojo con amarillo) y nucleétidos (azul).



Figura 26 Interaccion MAP3773c con secuencia de FPN de micobacterias con un A= -736.59. MAP3773c cadena A
y B (azul cyan y azul), secuencia de micobacterias (rojo con amarillo) y nucleétidos (azul).



a
Figura 27 Interaccion DNA-proteina (Enlaces) color rosa enlaces de hidrogeno y enlaces negros interaccion
aminoécido y base DNA. Secuencia FPN de micobacterias. MAP3773c cadena A y B (azul cyan y azul), secuencia
de micobacterias (rojo con amarillo) y nucle6tidos (azul).

Purificacién de MAP3773c.

En los experimentos de purificacion las muestra de proteina purificada y eluida se realizé con 30
mL de imidazol en buffer A, de los cuales se obtuvieron 25 mL eluidos, los cuales pusimos en
electroforesis una muestra precipitada, en un gel de acrilamida al 12%. En la Figura 26 se puede
observar que las eluciones con mas cantidad de proteina fueron del tubo 1 al 8, aun asi
rescatamos los tubos hasta la elucién 16 y posteriormente los pusimos a dializar para usar la

proteina purificada y dializada para los experimentos de EMSA.



El E5 ES El2 E1> EIS EI5

ol » :
Figura 26.- Purificacion de la brotel'na MAP3773c en un gel de SDS12%, en el carril MPM, marcador de peso
molecular, carril Cl, cultivo inducido, CNI, cultivo no inducido, E1 a la E25 son eluciones de 1ml, tomadas de la

columna, precipitadas en &cido tricloroacetico al 10%, como lo marca la metodologia en materiales y métodos.

Figura 27. EMSA, de las cajas Fur de bacterias y micobacterias localizadas en Ferroportiuna 1 de ratén y proteina
MAP3773c, en el carril 1 ADN no relacionado, 2, ADN no relacionado con MAP3773c, 3, ADN no relacionado,
sonda de ADN de caja Fur de micobacterias sin manganeso ni zinc, 4, lo mismo que en carril 3 pero con caja Fur de
E.coli, 5, ADN no relacionado, sonda de ADN de caja Fur de micobacterias con manganeso, 6, lo mismo que carril
5, pero con caja Fur de E.coli. Carril 7 y 8, ADN no relacionado, sonda de ADN de caja Fur de micobacterias con
zinc en carril 7 'y 8 lo mismo pero con caja Fur de E.coli.

5.1 Estructura 2003

2003 pertenece a la familia de reguladores de captacion férrico/zinc (Fur/Zur) son las proteinas
reguladoras centrales dependientes de metales. Consta de dos dominios el dominio de unién al

ADN N-terminal (residuos 1-77) y el dominio de dimerizacion C-terminal (residuos 78-131). El



dominio de unién al ADN se compone de tres hélices a seguidas de una hoja B antiparalela de
dos cadenas. Este dominio exhibe el tipico motivo de hélice alada con un haz de tres hélices (H1,
H2 y H3), donde la hélice H3 es la supuesta region de reconocimiento de ADN (residuos 34-54).
El dominio de dimerizacion esta constituido por tres cadenas 3 antiparalelas (S3, S4 y S5) y una
hélice a larga (H4) estabilizada por uno de los sitios de uniéon a metales. Las hebras f S3—-S5
forman una ldmina P antiparalela de seis hebras con sus compafieros de simetria S5'—S3'.
Ademas, hay una serie de contactos hidrofilicos e hidrofobicos desde la hélice H1 hasta el H4'
relacionado con la simetria. Figura 5 representa la alineacién con un RSMD de 1 y un 34% de

similitud.

La estructura cristalina de FurB posee tres sitios distintos de zinc (figura 4). Dos de los iones
metalicos estan en el dominio de dimerizacion y uno esta ubicado en la region bisagra entre la
dimerizacion y el dominio de union al ADN. Cada uno de los sitios de metal exhibe diferentes

ambientes estructurales y quimicos dependiendo de su rol funcional.

El sitio 1 esta rodeado por Aspez, Cysze, Hiss1 y Hisgs (Fig. 8) el modelo MAP3773c no presenta
un zinc tiene en esa posicion Argss, Gluss y Argso como tal no cumple los requisitos para un ion
de zinc estar en esta posicion. Normalmente la familia Fur conserva tener eso sitios en una
coordinacion geomeétrica tetraedro con 4, 5 o0 6 enlace, entre ellos moléculas de agua. Este sitio
ocupa una posicion estratégica en la estructura de la proteina porque estd coordinado por dos
aminoacidos del dominio de union al ADN (Asps2 Y Cysze) y dos del dominio de dimerizacion
(Hisg1 e Hisgz). El sitio 2 esta tetraédricamente coordinado con un grupo de ligandos de azufre de
la siguiente manera: Cysss y Cyssg del dominio de dimerizacion y Cysizs y Cysi29 ubicados en el
extremo C, MAP3773c cyso1, CyS134, CySas, CySeo (Fig. 7) nuestro modelo aqui presenta un zinc

estructural debido a que cumple con los requisitos de zinc. Esta geometria tetraédrica ya se ha



observado en muchas otras proteinas de zinc, y los parametros geométricos concuerdan con los
informados previamente en la literatura. El sitio 3 (figura 6) estd ubicado en el ndcleo del
dominio de dimerizacion. Aqui, el ion Zn?* esta tetraédricamente coordinado por tres histidinas
(Hisgo, Hiss2 y Hisig) y un glutamato (Gluio1). Aqui nuestro modelo MAP3773c también
representa un zinc estructural debido que presenta una estructura similar (Gluios, Hiss7, Hisss y
His123) esto claramente en comparacion de 2003 podemos notal que el bucle no tiene la misma
torsion pero compensa debido a que el sitio de zinc aun cumple con los requisitos de tener un

centro hidrofébico con aminoécidos hidrofébicos.

5.2 Estructura SMWM

Los miembros de la familia Fur demuestran una estructura disponible que son homodiméricas y
que cada monomero (Figura 9) consiste en un dominio de unién al ADN (DBD) N-terminal
(residuos 1-77) con el motivo de hélice alada consta de una composicion de tres hélices (H1-H3)
y una hoja de dos hebras (S1-S2) siguiente de un dominio de dimerizacion (DD) C-terminal
(residuos 86-145) que contiene tres- hebras dobles (S3-S5) con una hélice larga(H4) y una hélice
corta (H5) en el lado opuesto de la hoja. Figura 9 representa la superposicion del modelo
MAP3773c por homologia de la proteina 3AMWM de Streptomyces coelicolor, cadena A. Figura
10 representa el alineamiento de la proteina 3MWM de S. coelicolor con un porcentaje de
similitud del 33%. Proteina 3MWM presenta tres sitios de union de zinc en cada monémero
(imagen de estructura homodimérica no presente) sitio 1 (M), 2 (C) y 3 (D) (figura 9), los cuales
todos presentan una geometria tetraédrica. Nuestro modelo de MAP3773c presenta un sitio de
unién (figurall), sitio C del modelo MAP3773c reside en el dominio DD constituido por
histidinas conservadas del modelo béasico de FUR Hise1, Hisgs, Hisi3z1 y Hisizs, siendo estos

cuatro enlaces que le proporciona la coordinacién a zinc (tabla 5).



Figura 12 constituye el sitio M en la interfaz del dominio esta formado por Glues, Tyrss Y Argso
en MAP3773c y en SMWM Aspes, Cysze, Hisss y Hissz del dominio DBD (S1-S3). Figura 13 el
sitio D esta ubicado en el otro extremo del dominio DD, donde Hisss, Hisgs, Gluios ¥ Hisi22
participan en la coordinacion de zinc. MAP His87, Hisss, Gluis, Hisi23, esta interpretacion nos

indica que es posibles que el modelo podria tener zinc en este sitio.

5.3 Estructura 5FD6

Figura 14 es la superposicion de templado MAP3773c con proteina 5FD6 cadena C y D y figura
15 de la estructura 5FD6 con sus cuatro cadenas sobrepuesto con templado MAP3773c (cadena
A: Azul y cadena B: rosa). Figura 16 andlisis de RSMD del alineamiento de la cadena A de
5FD6 y Modelo MAP3773c cadena A con un 23% de similitud y una resolucion de 2.4 A. 5FD6
es una proteina tipo tetrdmero que consta de un total de ocho zincs, dos por cadena. Modelo
MAP3773c no presenta sitios de union de metal. Figura 17 se observa los residuos presentes en
la proteina 5FD6 (Hisss, Gluss, Hise1 Y Hises) mientras que los residuos que estarian presentes en
caso de tener un zinc estructural en el modelo MAP3773c serian Phezs, Glues, Argrs, Hisss y
Tyrss (tabla 8). En figura 18 podemos ver los residuos por parte del modelo MAP3773c Hissz,
Hisi23 y Gluios (tabla 9) donde estos le proporcionarian un centro hidrofobico para su estabilidad,
en el caso de ser una estructura tetraédrica las moléculas de agua podrian jugar un papel
importante para este caso. Figura 19 proteina 5FD6, los residuos que forman la coordinacion
tetraédrica son Hisg1, Gluss, Hisss Y Hises, mientras modelo MAP3773c Phezo, y Tyres (tabla 10).
Figura 20 es una superposicién de ambos modelos, en donde MAP3773c no presenta zinc
estructural solo 5FD6, pero si presenta los residuos necesarios para condicionar un sitio de unién
para zinc, ya que estos residuos cumplen con los requisitos de conservacion, asi como un centro

hidrofébico (tabla 11).



5.4 Estructura 4RB1

Apo-Fur consta de dos mondmeros que forman dimeros estables, ambos de los cuales consisten
en los residuos 1-134 y nueve residuos C-terminales desordenados figura 21. Cada monémero
tiene una estructura modular que consta de un DBD N-terminal y un DD C-terminal conectados
por una bisagra flexible formada por los residuos 83-88. El DBD consta de cuatro hélices o
consecutivas (al, a2, a3 y a4) y una lamina [ antiparalela (f1-$2). DD contiene un dominio
mixto o/B donde a5 corta entre 4 y B5S. La interfaz de dimerizacion esta formada principalmente
por el DD, que consta de dos interacciones hidrofobicas intermoleculares que forman a5 y dos
BS y una hoja B antiparalela figura 21. El modelo de MAP3773c¢ obtuve un 26% de similitud con
4RB1 con excepcion que no contiene ningun metal estructural. 4RB1 tiene presente dos metales
estructurales de manganeso en cada cadena un total de cuatro metales de Mn?*. Modelo
MAP3773c presenta los mismos residuos con un resolucion de 2.75 A y una distancia mayor en
comparacion de 4RB1 figura 19. 4RB1 a diferencia de las proteinas antes mencionadas contiene
manganeso con una estructura una geometria de coordinacién mixta con un numero de
coordinacion de 5 y una geometria trigonal bipiramide o nimero de coordinacion 6 y estructura
octaedro. En el caso de modelo de MAP3773c figura 22 podemos observar como Mn?* tiene
interaccion con tres residuos (Hiss7, Hisi2s ¥ Gluios), cuando el modelo 4RB1 tiene interaccion
con cinco residuos (Gluies, Hissz, Aspsg, Hisizs y H20). En literatura escrita por S., U., 2020
menciona la interaccion de Mn?* y aminoacidos donde describe como el metal prefiere tener
interaccion con 5-6 residuos para obtener un estabilidad y funcion biolégica, lo cual podria ser
razon que en este modelo MAP3773c no contiene Mn?* 0 al menos no contiene un sitio para este
metal, por la falta de interaccion con cinco o méas vecinos, lo cual podria ser que en vez de Mn?*

la estructura podria tener Zn como alternativa.



Figura 24 representa la interaccion entre MAP3773c y caja de hierro de bacteria en FPN1
GATAATGAGTGTTATCCTTAT. Esta union se hizo con el programa HEX 8.0 con una energia
libre de Gibbs de A-766.4 lo cual tiene una afinidad estable. Figura 26 es el docking de
MAP3773c con caja de zinc de MAP en FPN1: CACCTTACAGGCAGAAAAG la cual también
tiene una energia de Gibbs de A-650.4. Figura 25. Es una representacion de la interaccion entre
FPN1 de bacterias. Los siguientes son enlaces tipo hidrogeno e interacciones electrostaticas de
los residuos de aminoacidos y las bases de DNA: Alaso-dT, Args7-dT, Args7-dA, Argss-dT,
Gly73-dT, Glu74-dT, lle7s-dT (enlace tipo hidrogeno). Figura 27. Es una representacion de la
interaccion entre FPN1 de micobacterias. Los siguientes son enlaces tipo hidrogeno e
interacciones electrostaticas de los residuos de aminoacidos y las bases de DNA: Tyriz7-dC,
Cysi134-dA, Argss-dA, Args7-dA, Gluzs-dT, Aspzs-dT, Alasi-dC. Se identificaron los choques y
contactos interatomicos segin los radios VDW. Estas interacciones son tipo choques:
interacciones desfavorables en las que los &tomos estan demasiado juntos y contactos cercanos;
contactos: todo tipo de interacciones directas: polares y no polares, favorables y desfavorables.
Los enfoques tedricos que utilizan la ecuacion overlapij = rVDWi + rVDWj — dij — allowanceij
para analizar las interacciones entre estas macromoléculas altamente cargadas para formar
estructuras conocidas. Para confirmar los andlisis realizados, ejecutamos pruebas in vivo para
confirmar la interaccion de MAP3773c con las siguientes secuencias. Figura 26 es un gel SDS
12% con la extraccién de proteinas, podemos confirmar una banda con un peso molecular de 20
kDa. Figura 27 demuestra EMSA con donde se puede ver retencion en carriles 3-8 lo cual nos

indica que en efectivo MAP3773c tienen interaccion con las cajas de hierro de Fpn 1 en raton.



CAPITULO VI. CONCLUSION

MAP3773c de MAP es una proteina hipotética, con las aplicaciones disponibles es
posibles construir un modelo a base de homologia y analizar a mas detalle las posibles
interacciones que podria tener con el DNA, asi como predecir si tendrd una interaccion
satisfactoria y estable. La paratuberculosis es una enfermedad cronica que contagia a los
rumiantes y se asocia con la enfermedad de Crohn en humanos. Sin embargo, la importancia de
desarrollar nuevas tecnologias para el diagndstico adecuado y determinado de MAP es
importante para M. paratuberculosis. Los resultados mostraron que Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis su extracto de proteina cruda tiene interaccion con ferroportina 1 (FPN1). Estos
resultados revelan el efecto que los mecanismos bacterianos de MAP pueden alterar las
condiciones reguladoras del hierro del huésped para protegerlo contra lo que se conoce como
inmunidad nutricional de los macréfagos. Los ensayos de in silico para corroborar esta
interaccion fueron exitosos lo cual un método eficaz para analizar las interacciones proteina-
ADN. Por lo tanto, MAP3773c exhibe interaccion con cajas de hierro tanto en bacterias como en
micobacterias. Esto con una objetivo utilizar estos datos para futuros ensayos importantes en el

sector publico granero como de salud.



Abreviaturas

Aa: aminoécido

ADN: acido desoxirribonucleico

ADNr: ADN ribosémico

ARNM: &cido ribonucleico mensajero

ARNI: acido ribonucleico ribosémico

ATPasa: adenosina trifosfato

Da: Dalton

DCYTB: citocromo b duodenal

DMT1.: transportar el metal divalente 1

DtxR: toxina diftérica

Fpn: ferroportina

Fur: regulador de absorcion férrica

IdeR: regulador dependiente de hierro

IFNy: Interferobn gamma

IL: interleucina

JD: Enfermedad de Jonhe’s

kD: kilo Dalton



MAC: complejo Mycobacterium avium

MAP: Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis
PTB: Paratuberculosis

SLC11A2, NRAMP2 y DCT1

SLCA40A1:

TfR1: transferrina

Th1: linfocitos T helper 1

Uv: Ultravioleta

sideroforos sintetizados (esx-3



APENDICE

Anexo 1

tampon de equilibrio

KCI 0,4 M en tampén A

Anexo 2

tampén A

Cloruro de guanidinio 191,06 g/ L

NaH2PO4 13,8 g/L

Tris-HCI, 2,42 g/ L ajuste el tampon a pH
8,0).

Anexo 3 Buffer TAE 50X

Tris base, 242 g

acido acético glacial, 57.1 ml

0.5 M EDTA pH 8, 100 ml.

Ajustar hasta 1 litro con agua
destilada o desionizada.

Anexo 4 TBE 0.5X

Tris base, 54 g

acido borico, 27.5 g

0.5 MEDTA pH 8, 20 ml

Ajustar hasta 1 litro con agua
destilada o desionizada.




Anexo 5

binding buffer 40x 1p
ficoll 40x 25
KCI 2M 1
ZnZl, 1
Sonda 1u
DNA 1
agua Agujatr a 20 p

Anexo 6 caja de Fpn 1

Bacterias

GATAATGAGTGTTATCCTTAT

micobacteria

CACCTTACAGGCAGAAAAG
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