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RESUMEN 

Escherichia coli enteropatógena (EPEC) es uno de los principales causantes de diarrea en niños menores de 5 

años en países en vías de desarrollo. La colonización de EPEC en el epitelio intestinal induce dos fenotipos 

característicos: la adherencia localizada (AL) y la lesión de adherencia y destrucción (A/E). Los componentes 

genéticos requeridos para el desarrollo de estos fenotipos están codificados en el plásmido EAF (EPEC 

adherence factor) y en la isla de patogenicidad LEE (Locus of Enterocyte Effacement). La expresión de los 

genes de virulencia, ubicados en estos elementos genéticos, responden a una gran variedad de factores 

ambientales y están bajo el control de diversas proteínas reguladoras, una de ellas es PerA (Plasmid Encoded 

Regulator A), una proteína perteneciente a la familia AraC/XylS que activa su propia expresión y la del operón 

bfp involucrado en la formación de la fimbria BFP (Bundle Forming Pilus). PerA activa también la expresión 

a nivel transcripcional del regulador PerC y éste a su vez modula de manera positiva a los genes de la isla LEE, 

a través del regulador Ler (LEE Encoded Regulator). 

De manera interesante, existe una familia de anti-activadores identificada como ANR (AraC Negative 

Regulators) que tienen un efecto represor sobre los reguladores de la familia AraC/XylS. El miembro prototipo 

de esta familia es Aar (AggR-activated regulator), presente en E. coli enteroagregativa (EAEC) y que tiene la 

función de interactuar directamente con AggR (Aggregative Regulator), un regulador AraC/XylS que activa a 

nivel transcripcional la expresión de más de 112 genes, de los cuales la mayoría están implicados en la virulencia 

de EAEC. Tal interacción evita que AggR se una al ADN suprimiendo su función como activador.  

En este sentido, en nuestro grupo de trabajo nos interesamos en el estudio de una proteína que pertenece a esta 

familia ANR y que nombramos como ANREP, presente en la bacteria EPEC. A través de estudios previos, 

identificamos que ANREP tiene un efecto negativo sobre la transcripción de perA, de genes regulados por PerA, 

así como de genes ubicados en la isla LEE. Además, el mismo comportamiento represivo de ANREP se observó 

a nivel de la expresión de proteínas sobre algunos de los componentes del SST3 y de la fimbria BFP. De manera 

adicional, la transcripción del gen que codifica para ANREP ocurre a niveles mayores cuando EPEC es 

cultivada en presencia de sales de amonio, lo que sugiere un papel importante de ANREP como represor de 

PerA en dichas condiciones.  

Por lo anterior, debido al efecto que ejerce ANREP sobre un regulador de virulencia esencial de EPEC como 

lo es PerA, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el papel que tiene ANREP sobre la función de PerA 

mediante el análisis de la interacción proteína-proteína. Para ello, primero se realizaron análisis bioinformáticos 

para predecir la posible interacción entre ANREP y PerA, así como para determinar los probables sitios de 

interacción entre ambas proteínas. Asimismo, se realizaron ensayos de “pull-down” para investigar 

experimentalmente la interacción proteína-proteína. Los resultados obtenidos de los análisis in silico arrojaron 

valor predictivos altos que sugieren que ANREP y PerA interactúan, los sitios probables de dicha interacción 

comprenden del aminoácido 21 a 67 en ANREP, en donde se encuentran residuos (A22, W26, A29, W43 y 

R47) que muestran un alto grado de conservación entre los miembros de la familia ANR. Respecto de PerA, se 

obtuvo que la región que incluye de los aminoácidos 116 a 172 podrían estar involucrados en la interacción con 

ANREP, dicha región comprende el sitio conector, así como la parte final del extremo amino y la parte inicial 

del carboxilo terminal de PerA.  

Adicionalmente, estos análisis bioinformáticos sugieren que ANREP podría también interactuar con otros 

reguladores de virulencia importantes en esta bacteria como: Ler, GrlA y H-NS; respecto de H-NS coincide con 

lo reportado para Aar en EAEC.  

Finalmente, los resultados del ensayo de interacción proteína-proteína por “Pull-down” sugieren que ANREP 

reprime la expresión de los genes de virulencia regulados por PerA, a través de la interacción proteína-proteína 

con este miembro de la familia AraC/XylS y, probablemente dicha interacción también impacte sobre la 

expresión de los genes ubicados en el operón bfp y la isla LEE. 

En resumen, los datos obtenidos por análisis bioinformáticos y experimentales en este trabajo, sugieren que 

ANREP ejerce un efecto negativo sobre la expresión de los genes de virulencia de EPEC porque atrapa a PerA, 

dicho mecanismo generaría como consecuencia tres posibilidades: 1) evitar que PerA interactúe con la ARNP 

(ARN Polimerasa) para activar la transcripción, 2) pérdida de la conformación nativa de  PerA evitando que se 

una al ADN de los genes que regula, o 3) evitar que una molécula efectora se una al amino terminal de PerA lo 

que generaría una conformación inactiva para su función; en cualquiera de los casos la formación del complejo 

ANREP-PerA tendría como consecuencia la represión de los genes bfp y, de manera indirecta, de los genes 

LEE.  
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1. INTRODUCCIÓN 

La diarrea es una causa importante de morbilidad y mortalidad en todo el mundo, se 

estima que cada año ocurren entre 2000 a 4000 millones de episodios de diarrea (Hodges & 

Gill, 2010).  Se define como un movimiento alterado de iones y agua por un gradiente 

osmótico en el epitelio intestinal (World Health Organization, 2016). Existen diferentes tipos 

de agentes infecciosos asociados al desarrollo de diarrea tales como: bacterias, parásitos, 

hongos y virus. Entre las bacterias que principalmente causan diarrea se incluyen a: Vibrio 

cholerae, Clostridium difficile, Shigella flexneri, Escherichia coli, entre otros (Santamaría & 

Toranzos, 2003).  

Escherichia coli es un microorganismo anaerobio facultativo, no esporulante, Gram 

negativo perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. Se encuentra formando parte de la 

microbiota intestinal del humano y de diversos animales de sangre caliente (Kaper et al. 

2004). En el intestino humano, E. coli asegura nutrientes y un hogar; además de producir 

vitamina K y vitamina B12, las cuales son aprovechadas por el hospedero. En contraste, 

algunas cepas de E. coli han adquirido genes con funciones de virulencia a través de diversos 

mecanismos de transferencia horizontal, lo que les ha permitido colonizar nuevos nichos, 

causar daño y finalmente generar enfermedad (Chang et al. 2004; Kaper et al. 2004). 

En la actualidad, se han descrito diez patotipos de E. coli que se clasifican en dos 

categorías: E. coli extraintestinal (ExPEC) y E. coli diarreogénicas (DEC). En el primer 

grupo se incluyen: E. coli uropatogénica (UPEC), E. coli asociada a sepsis (SEPEC) y E. coli 

asociada a meningitis (NMEC). Los patotipos DEC incluyen a: E. coli enteropatogéna 

(EPEC), E. coli enterohemorrágica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli 

enterotoxigénica (ETEC), E. coli difuso adherente (DAEC), E. coli adherente invasiva 

(AIEC) y E. coli enteroinvasiva (EIEC) (Figura 1) (Gomes et al. 2016; Nataro & Kaper, 

1998). 
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Figura 1. Patotipos de E. coli diarreogénicas. A) E. coli enteropatógena (EPEC) y B) E. coli enterohemorrágica 

(EHEC) se adhieren al epitelio intestinal y eliminan las microvellosidades, formando lesiones características 

A/E. Debido a la presencia de pili formadores de haces, EPEC es capaz de formar microcolonias, lo que da como 

resultado un patrón de adherencia localizada (AL). C) E. coli enteroagregativa (EAEC) forma biopelículas en la 

mucosa intestinal y las bacterias se adhieren entre sí, así como a la superficie celular para formar un patrón de 

adherencia agregativa (AA) conocido como "ladrillo apilado". D) E. coli enterotoxigénica (ETEC) usa factores de 

colonización (CFs) para unirse a las células intestinales del huésped. E) E. coli difuso adherente (DAEC) se dispersa 

sobre las superficies de las células intestinales, lo que da como resultado un patrón de adherencia difusa (AD). F) E. 

coli adherente invasiva (AIEC) coloniza la mucosa intestinal de pacientes con enfermedad de Crohn, es capaz de 

invadir las células epiteliales y de replicarse dentro de los macrófagos. AIEC utiliza un pilus de tipo I para adherirse 

a las células intestinales y a las fimbrias polares largas que contribuyen a la invasión. G) E. coli enteroinvasiva 

(EIEC) es un patógeno intracelular que penetran en el epitelio intestinal a través de las células M para acceder a la 

submucosa. EIEC escapa de los macrófagos submucosos mediante la inducción de la muerte celular de los 

macrófagos seguida de la invasión basolateral de los enterocitos y la diseminación lateral. Imagen tomada y 

modificada de: (Croxen et al. 2013). 
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1.1 E. coli enteropatogéna (EPEC) 

EPEC es uno de los principales patotipos causante de diarrea en niños menores de 5 

años que habitan en países en vías de desarrollo, incluyendo a México (Canizalez-Roman et 

al. 2016). La diarrea suele estar acompañada de fiebre, vómito, pérdida de absorción de 

líquido, inflamación intestinal y disminución de la absorción de nutrientes (Croxen et al. 

2013; Kotloff et al. 2013). 

En México existen escasos estudios sobre la epidemiologia de EPEC. Entre los pocos 

estudios, uno realizado en el estado de Sinaloa detectó 1037 casos diarreicos de los cuales el 

22% correspondieron a casos de diarrea causada por EPEC, siendo el segundo patógeno 

mayormente aislado sólo superado por EAEC. Adicionalmente, el 70% de las cepas totales 

de EPEC y EAEC mostraron resistencia a algún antibiótico (Canizalez-Roman et al. 2013).  

EPEC se clasifica en típicas y atípicas basado en la presencia o ausencia del plásmido 

de virulencia llamado EAF (EPEC Adherence Factor). Este plásmido contiene los genes per 

y bfp que codifican para reguladores de virulencia y para una fimbria tipo IV conocida como 

BFP (Bundle Forming Pili) (Donnenberg & Finlay, 2013). 

La colonización de EPEC sucede en el intestino delgado, sitio en el que genera un 

patrón de adherencia característico basado en la formación de microcolonias conocido como 

"adherencia localizada" (AL), esta etapa es dependiente de la fimbria BFP. Otro fenotipo 

característico causado por EPEC es la capacidad para formar lesiones intestinales conocidas 

como de adherencia y destrucción (A/E) (Attaching and Effacing), las cuales se distinguen 

por la adherencia íntima de las bacterias en la parte apical de los enterocitos, formación de 

pedestales ricos en actina debajo de los sitios de unión de la bacteria y destrucción de las 

microvellosidades; todo esto contribuye a la pérdida de la superficie de absorción en el 

intestino y como consecuencia a la aparición de diarrea (Gomes et al. 2016; Kaper et al. 2004; 

Sohel et al. 1996). 

Los fenotipos AL y A/E formados por EPEC típicas son consecuencia de dos elementos 

genéticos presentes en esta bacteria: el plásmido EAF y la isla de patogenicidad cromosomal 

LEE,  respectivamente (Figura 2) (Kaper et al. 2004). 

La isla LEE tiene un tamaño de 35 kb y contiene cerca de 41 marcos de lectura abiertos 

organizados en cinco operones policistrónicos LEE1, LEE2, LEE3, LEE4 y LEE5 que 

codifican los elementos estructurales de un sistema de secreción tipo III (SST3), proteínas 
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reguladoras, chaperonas y proteínas efectoras translocadas por este sistema. LEE1, LEE2 y 

LEE3 contienen los genes esc y sep que codifican para los componentes principales del SST3. 

LEE1 contiene también al gen ler que codifica una proteína de unión al ADN que modula 

positivamente la expresión de los operones de la isla LEE. LEE4 contiene genes como espA, 

espB, espD, entre otros; los cuales codifican para proteínas translocadoras del SST3. Por 

último, LEE5 contiene al gen eae y tir que codifican para una adhesina llamada intimina y 

su receptor conocido como Tir (Franzin & Sircili, 2015).  

Otro elemento genético importante en las cepas de EPEC típicas es el plásmido EAF 

también conocido como pMAR2, tiene un tamaño de 101 kb y contiene dos operones 

importantes además de otros genes: los operones bfp y perABC. El operón bfp está organizado 

en 14 genes que codifican para la fimbria BFP. Entre ellos destacan, bfpA, que codifica la 

subunidad principal de BFP; bfpP un gen que codifica para una prepilin peptidasa que utiliza 

diversos sustratos codificados por los genes bfpA, bfpI, bfpJ y bfpK; además bfpD y bfpF que 

codifican para ATPasas de ensamblaje y retracción de la maquinaria de la fimbria, 

respectivamente (Sohel et al. 1996; Tobe et al. 1999).  

El operón per (Plasmid-Encoded Regulator) está integrado por 3 genes perA, perB y 

perC (Gómez-Duarte & Kaper, 1995; Sohel et al. 1996). El primer gen estructural codifica 

para la proteína PerA que tiene la capacidad de funcionar como un autoactivador 

transcripcional de la expresión del operón per, además de regular positivamente la expresión 

del operón bfp (Martinez-Laguna et al. 1999; Sohel et al. 1996). El producto del segundo 

gen, PerB, está asociado en un fenómeno de bimodalidad colonial que junto con PerA 

funcionan como un interruptor de histéresis, favoreciendo la virulencia y la persistencia de 

EPEC en el hospedero (Ronin et al. 2017). El último gen estructural del operón per, codifica 

para PerC, el cual funciona como un regulador positivo para la transcripción de la isla LEE 

a través de ler (Gómez-Duarte & Kaper, 1995; Porter et al. 2004).
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Figura 2. Principales elementos genéticos que contribuyen a la virulencia de EPEC. El plásmido EAF y la isla de 

patogenicidad cromosomal LEE determinan los fenotipos AL y A/E, respectivamente. A) Esquema simplificado del plásmido 

EAF, se muestran principalmente 2 operones: bfp y perABC, el primero codifica para el pilus BFP causante del fenotipo AL 

(D) y el segundo para el activador transcripcional PerA que regula el fenotipo AL (a través de la expresión de bfp), y en forma 

indirecta la lesión A/E (E) (a través de su autorregulación y del efecto sobre ler). B) Isla de patogenicidad LEE conformada 

por siete operones policistrónicos (LEE1-LEE7). Los genes codifican para el SST3, además de los reguladores de la virulencia 

ler, grlA y grlR. La regulación positiva de la isla LEE a través de PerC y/o GrlA (no mostrada) resulta en la generación de la 

lesión A/E que se caracteriza por la destrucción de las microvellosidades y la formación del pedestal (E). C) Esquema del 

sistema de secreción tipo III, implicado en la traslocación de efectores. Las flechas discontinuas señalan la estructura que se 

codifica. MI: Membrana interna, PG: Peptidoglicano, ME: Membrana externa, MH: Membrana del huésped. Imagen basada 

en: (Brinkley et al. 2006; Frankel, 2001; Gaytán et al. 2016; Ugalde-Silva et al. 2016). Imagen creada en: BioRender.com.  
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1.1.2 Mecanismo de patogenicidad de EPEC 

El esquema de patogenicidad de EPEC que genera como consecuencia la destrucción 

de las microvellosidades, la formación del pedestal y la diarrea consta de tres etapas para su 

estudio: adherencia inicial, transducción de señales y adherencia íntima (Figura 3) (Nataro & 

Kaper, 1998). 

Durante la etapa de adherencia inicial, EPEC establece un contacto no íntimo con la 

superficie del epitelio intestinal mediado por el flagelo y principalmente por BFP junto con 

otra fimbria llamada ECP (E. coli Common Pilus) (Saldaña et al. 2009). BFP se une 

específicamente a fosfatidiletanolamina, un fosfolípido de la membrana plasmática que se 

encuentra en las células epiteliales y bacterianas (Khursigara et al. 2001; Saldaña et al. 2009). 

Adicionalmente, BFP puede unirse a disacáridos de la membrana de la célula huésped como: 

N-acetil lactosamina (Hyland et al. 2007). Por su parte, ECP funciona como una adhesina 

alternativa al mediar la unión de EPEC a las células epiteliales y favorecer la interacción 

bacteria-bacteria (Rendon et al. 2007). 

Las fimbrias BFP, ECP y el flagelo se sincronizan para formar haces, enlaces y puentes 

tridimensionales interbacterianos, causando la agregación y la formación de microcolonias 

en la superficie de los enterocitos generando el fenotipo AL (Girón et al. 2002; Girón et al. 

1991; Saldaña et al. 2009). 

Tan pronto como EPEC ha logrado adherirse a la superficie de las células epiteliales se 

induce la expresión de los genes ubicados en la isla LEE que codifican para los componentes 

que estructuran el SST3. Este aparato de secreción está formado por más de 20 proteínas. 

Usualmente, los componentes del SST3 se pueden agrupar desde afuera hacia adentro en: 

apéndices extracelulares, cuerpo basal y componentes citoplasmáticos (aparato de 

exportación y plataforma de membrana interna) (Gaytán et al. 2016; Slater et al. 2018). A 

través del SST3 son inyectadas a la célula huésped una gran variedad de proteínas efectoras, 

codificadas dentro de la isla LEE (Tir, EspB, EspD, EspF, EspG y Map) así como no 

codificadas dentro de la isla (NleA, NleB1/2, NleC, entre otras); dentro de la célula causan 

el comienzo de la segunda etapa del mecanismo de patogenicidad de esta bacteria. Esta etapa 

se caracteriza por la alteración de las vías de transducción de señales que conducen a 

rearreglos del citoesqueleto y a la acumulación de actina justo debajo del sitio donde la 
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bacteria se adhiere, ocasionando la pérdida de homeostasis de sus vías de señalización 

(Cleary, 2004; Nataro & Kaper, 1998; Ugalde-Silva et al. 2016). 

En la tercera etapa, las bacterias se adhieren íntimamente a la célula huésped mediante 

la interacción entre intimina y Tir. Este último es traslocado por el SST3 hacia el interior de 

la célula donde es fosforilado por una proteína cinasa del hospedero (c-Fyn) en un residuo de 

tirosina (Y474), desencadenando su inserción en la membrana de la célula huésped y 

funcionando como el receptor de la intimina, una proteína de membrana externa de la bacteria 

(Phillips et al. 2004). La interacción entre intimina y Tir es indispensable para la formación 

de las lesiones A/E al reclutar otras proteínas implicadas en la acumulación de filamentos de 

actina y proteínas del citoesqueleto resultando en la formación de copas o pedestales (Kaper 

et al. 2004).  

De manera adicional, en el mecanismo de patogenicidad de EPEC está involucrado 

otro sistema de secreción de proteínas pero de tipo II (SST2), este sistema favorece la 

secreción de la lipoproteína SslE que le permite a EPEC persistir y formar una biopelícula 

madura, evitando ser eliminada por el sistema inmune y por la actividad mecánica del 

intestino (Baldi et al. 2012; Moreira et al. 2006). 

En resumen, EPEC logra perdurar, sobrevivir y causar daño en el huésped 

principalmente por la actividad de las proteínas efectoras translocadas que subvierten una 

gran cantidad de procesos de la célula eucariota, tales como: la respuesta inmune, el 

equilibrio de los mecanismos de muerte celular (apoptosis, necroptosis y necrosis), vías de 

transducción de señales (NF-kB y MAPK), polaridad celular, integridad de la uniones 

celulares (uniones estrechas y desmosomas), tráfico vesicular (Rho GTPasas) y función 

mitocondrial (Tabla 1); que conducen principalmente a un desequilibrio hídrico, 

remodelación de la membrana celular y finalmente a la aparición de la diarrea (Croxen & 

Finlay, 2010; Pearson et al. 2016). 
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Tabla 1. Proteínas efectoras traslocadas por el SST3 de EPEC 

Proteína  Funciones Actividad bioquímica y objetivos 

Cif Inactivación del ciclo 

celular y activación 

de la apoptosis 

intrínseca. 

Cif detiene la progresión del ciclo celular entre las fases G2/M, al bloquear la cinasa 1 

dependiente de ciclina (CDK1) (Morikawa et al. 2010). Adicionalmente favorece la activación 

de la apoptosis por el aumento de la producción de las caspasas 3 y 6 (Yao et al. 2014). 

EspF Remodelación de la 

membrana celular y 

alteración de las 

uniones estrechas. 

EspF posee dominios PDZ que le permiten unirse a la proteína nexina 9 (SNX9), a la proteína 

del síndrome neuronal de Wiskott-Aldrich (N-WASP), entre otras. La unión de EspF con N-

WASP desencadena la activación del complejo Arp 2/3 que conduce a la polimerización de 

actina y remodelación de la membrana (Serapio-Palacios & Navarro-Garcia, 2016). Además, 

EspF participa en la internalización de claudina 1, 3 y 5 causando interrupción de las uniones 

estrechas (Alto et al. 2007; Roxas et al. 2018). 

EspG1/G

2 

Inhibición del 

reciclaje de 

endosomas y 

secreción de 

proteínas. 

EspG1 interactúa con las proteínas Arf y Pak. Mientras que EspG2 interactúa con la proteína 

GM130 del aparato del Golgi interrumpiendo su estructura (Glotfelty and Hecht 2012; 

Selyunin et al. 2011). En el caso de EspG1, se une a la proteína Arf activa, Arf-GTP y bloquea 

su inactivación por GAP. EspG1-Arf-GTP forman un complejo trimétrico con Rab1 

interrumpiendo la vía secretora (Ugalde-Silva et al. 2016). 

EspH Interrupción de los 

desmosomas y 

reordenamiento del 

citoesqueleto. 

EspH inhibe la actividad de RhoA y, en consecuencia, induce la internalización y degradación 

de las proteínas desmoglobina (DSG2) y desmocolina (DSC2). Esto da como resultado la 

pérdida de contactos intercelulares, interrupción de la función de barrera epitelial y del 

citoesqueleto (Roxas et al. 2018). 

NleA Inhibición de la 

inflamación y de la 

formación de las 

uniones estrechas. 

NleA altera la desubiquitinación del inflamosoma NLPR3, reprime la activación de la caspasa 

1 y ocasiona la inhibición del inflamosoma y de la secreción de IL-1β (Yen, Sugimoto, and 

Tobe 2015). Además, NleA interrumpe el transporte de las proteínas que conforman a las 

uniones estrechas de la célula huésped por la inhibición de las funciones del complejo COPII 

(Singh & Aijaz, 2016; Thanabalasuriar et al. 2010; Ugalde-Silva et al. 2016). 

EspJ Inhibición de la 

fagocitosis y la 

formación de 

pedestales. 

EspJ funciona como una ADP-ribosa al hacer una modificación postraduccional de Src y Abl 

(tirosinas cinasas del huésped), inhibiendo su autofosforilación y la fosforilación de proteínas 

adaptadoras (Young et al. 2014), lo que inhibe la polimerización de actina. Además EspJ, por 

la vía de Src inhibe la fagocitosis mediada por macrófagos, al evitar la activación del receptor 

FcγRIIa (Young et al. 2014). 

EspT Activación de la 

inflamación, 

internalización a la 

célula huésped y 

formación de 

lamelopodios.  

EspT pertenece a la familia de los efectores WxxxE funciona como una GEF activando a las 

Rho GTPasas Cdc42 y Rac1 causando la internalización de EPEC dependiente de filamentos 

de actina. Adicionalmente, la activación de Rac1 causa la activación de la vía de las MAPK 

cinasas, que ocasiona la secreción de la IL-1β que tiene actividad proinflamatoria. 

Curiosamente, EspT parece antagonizar la actividad antinflamatoria de los otras proteínas 

efectoras translocadas de EPEC (Raymond et al. 2011). 

EspZ Inhibición de la 

apoptosis intrínseca 

y traslocación de 

efectores. 

EspZ interactúa con la translocasa pTIM17b de la membrana mitocondria, reduciendo la 

apoptosis intrínseca. Además, EspZ limita la translocación de proteínas efectoras bacterianas 

en las células epiteliales del huésped, a través de la interacción con componentes del SST3 

como EspD (Berger et al. 2012). 

NleB1 Inhibición de la 

apoptosis extrínseca. 

NleB1 funciona como una glucosiltransferasa, inhibiendo la activación de NF-kB, mediante la 

transferencia de un residuo de N-acetil glucosamina al receptor de muerte FADD, evitando su 

interacción con el dominio de muerte (FAS) y la activación de la vía de la apoptosis extrínseca 

(Pollock et al. 2017). 
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NleB2 ¿Inhibición de la 

apoptosis extrínseca? 

NleB2 es glucosiltransferasa putativa. Tiene una posible superposición con la actividad de 

NleB1 (Gao et al. 2013; El Qaidi et al. 2017). 

NleC Inhibición de la 

inflamación. 

NleC es una metaloproteasa que bloquea la activación de NF-kB escindiendo directamente la 

subunidad p65 de NF-kB, dentro del sitio de unión al ADN, NleC escinde en otros 

componentes de NF-kB como p50, p300, c-Rel y RelB (Pearson et al. 2011). 

NleD Inhibición de la 

inflamación. 

NleD, es una metaloproteasa que actúa sobre la vía de las MAPK, escinde a AP-1 y evita su 

translocación al núcleo y la activación de genes que codifican para citocinas proinflamatorias 

(IL-1, IL-6) (Baruch et al. 2011). 

NleF Inhibición de la 

apoptosis. 

NleF, este actúa directamente uniéndose al sitio activo de las caspasas 4, 8 y 9, inhibiendo la 

apoptosis intrínseca (inducida por estaurosporina) y la extrínseca (inducida por TRAIL) 

(Pollock et al. 2017). 

NleE Inhibición de la 

inflamación. 

NleE  es una metiltranferasa que modifica un residuo de cisteína en los dominios de las 

proteínas adaptadoras TAB2 y TAB3, evitando la unión, a las ubiquitina ligasas TRAF2 y 

TRAF6, necesarias para la activación del complejo NF-kB (Yao et al. 2014). 

NleH1/ 

H2 

Inhibición de la 

inflamación y de la 

apoptosis intrínseca. 

NleH1/H2 previenen la degradación dependiente de ubiquitina de la proteína inhibidora IkB, 

evitando la activación y traslocación de NF-kB (Lacey & Miao, 2020). Además, ambas 

proteínas, reprimen la apoptosis intrínseca, al inhibir a la proteína proapoptótica Bax 

(Hemrajani et al., 2010). Adicionalmente, NleH1 interactúan con la vía MAPK  (ERK1/2) 

reduciendo la actividad proinflamatoria (Kralicek et al. 2018). 

Tir  Activación de la 

adherencia íntima, 

polimerización de 

filamentos de actina, 

formación del 

pedestal e 

inactivación de la 

inflamación. 

Tir es un receptor traslocado por el SST3, que participa en la adherencia intima en la célula 

huésped al interactuar con la intimina. Cuando Tir es traslocado es fosforilado en la posición 

Y474 por la cinasa del hospedero (c-Fyn). Una vez fosforilado, se inserta en la membrana y se 

une a la intimina. Posteriormente Tir se une a Nck1/Nck2 del hospedero. Estas proteínas 

adaptadoras poseen dominios SH3 que se unen y activan N-WASP que coopera con el 

complejo Arp2/3 para impulsar la polimerización de actina y la formación de pedestales 

(Campellone, 2010; Phillips et al. 2004). Adicionalmente, Tir se fosforila por una cinasa del 

hospedero (Src) en un motivo similar a ITIM en las posiciones Y483 y Y511 que favorece el 

reclutamiento de las fosfatasas SHP-1 y SHP-2, esto ocasiona la inhibición de la 

autoubiquitinación del complejo de TRAF6, la separación del complejo e inactivación de la 

vía de NF-kB (Campellone, 2010; Yan et al. 2013) causando una supresión de la actividad 

proinflamatoria.  
EspL Activación de 

necroptosis. 

EspL es una cisteína proteasa que escinde a las proteínas RIPK1 y RIPK3, previniendo su 

oligomerización y la activación de la vía de la necroptosis (Lacey & Miao, 2020). 

Map Activación de la 

apoptosis intrínseca 

y formación de 

filopodios. 

Map es una proteína importada a la matriz mitocondrial que desestabiliza a la mitocondria, 

libera al citocromo c y activa el proceso apoptótico. Además, Map contiene un motivo de unión 

a PDZ1 que interactúa con la proteína Ebp50/ NHERF1, la cual dirige a Map hacia la 

membrana plasmática. Una vez en la membrana, Map imita a una GEF para activar a GTPasa 

Cdc42, que estimula la formación de filopodios (Alto et al. 2007; Singh & Aijaz, 2016). 

EspC Activación de la 

apoptosis intrínseca 

y necrosis. 

EspC es una serina proteasa que escinde la proteína antiapoptótica Bcl-2 inhibiéndola y 

aumentando la translocación de la proteína Bax. Asimismo, escinde a la procaspasa-3, que 

provoca el inicio de la vía de la apoptosis intrínseca. Además, EspC puede causar necrosis al 

inducir la activación de la calpaína (cisteína proteasa) al aumentar el calcio intracelular 

(Serapio-Palacios & Navarro-Garcia, 2016). 

EspM Formación de fibras 

de estrés. 

EspM contiene motivos WxxxE que le permiten funcionar como una GEF que induce la 

formación de fibras de estrés, y modula la dinámica de la actina a través de la activación de las 

Rho GTPasas (Arbeloa et al. 2009). 
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Figura 3. Mecanismo de patogenicidad de EPEC. El esquema clásico consta de tres etapas: adherencia inicial, 

transducción de señales y adherencia íntima. 1. En la primera etapa, EPEC establece un contacto inicial no íntimo en la 

superficie del epitelio intestinal mediado por las fimbrias BFP, ECP y el flagelo que se sincronizan para formar haces, 

enlaces y puentes tridimensionales interbacterianos, causando la agregación y la formación de microcolonias en la 

superficie de los enterocitos y generando el fenotipo AL. 2. Se ensambla el SST3 y se inicia la translocación de diferentes 

proteínas efectoras (Tir, EspB, EspD, EspF, EspG, Map, entre otras), alterando las vías de señalización del hospedero. 

Las proteínas efectoras actúan sobre los mecanismos de muerte celular, polaridad celular, rearreglo del citoesqueleto, 

uniones celulares, etc. 3. En la tercera etapa, las bacterias se adhieren íntimamente a la célula huésped mediante 

interacciones entre intimina y Tir que amplifica la acumulación de filamentos de actina y otras proteínas del citoesqueleto 

resultando en la formación de copas o pedestales. 4. Adicionalmente, después de la última etapa puede haber expresión 

del SST2 y secreción de la lipoproteína (SslE), que le permite a EPEC persistir y formar una biopelícula madura. 5. 

Además, en circunstancias de escasez de nutrientes, EPEC es capaz de realizar una extracción de nutrientes del huésped, 

mecanismo que es dependiente de contacto y del complejo interno del SST3. Como consecuencia, EPEC extrae 

nutrientes necesarios para su supervivencia, por un tiempo indefinido. Los nombres en azul indican activación y los 

nombres en rojo inhibición, además los diagramas de Venn indican sus principales efectos y funciones en común de 

cada proteína efectora. MI: Membrana interna, ME: Membrana externa, MH: Membrana del huésped. Imagen basada 

en: (Baldi et al. 2012; Girón et al. 1991; Nataro & Kaper, 1998; Pal et al. 2019). Imagen creada en: BioRender.com  
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ANTECEDENTES 

2.1 Antecedentes generales  

EPEC posee la capacidad de detectar una gran diversidad de estímulos ambientales que 

favorece la adaptación de una respuesta adaptativa a los nichos ecológicos que coloniza, 

mediante mecanismos estrictos y altamente coordinados de la regulación de la expresión de 

su genoma. Tales mecanismos de regulación tienen como consecuencia que EPEC exprese 

los genes que requiere sólo bajo condiciones ambientales óptimas, evitando un gasto 

energético innecesario y la eliminación por el sistema inmunológico del huésped (Kaper et 

al. 2004; Pearson et al. 2016). 

En EPEC se han caracterizado una gran cantidad de proteínas reguladoras que modulan 

la expresión de los factores de virulencia como: Fis, IHF, BipA, QseA, Cpx, Ler, H-NS, entre 

otras (Figura 4) (Abe et al. 2008; Platenkamp & Mellies, 2018). 

Una de las más importantes es H-NS (Histone-like Nucleoid-Structuring protein) un 

regulador global que se une al ADN preferentemente sobre secuencias ricas en AT (adeninas 

y timinas) impidiendo el acceso del complejo de la maquinaria transcripcional. H-NS silencia 

la expresión de genes implicados en una gran variedad de procesos celulares, incluyendo la 

virulencia, al compactar el ADN para evitar la transcripción de los genes. Entre los genes que 

silencia H-NS se encuentran los que conforman a los operones de la isla LEE (LEE1-5) 

(Bustamante et al. 2001; Leh et al. 2017; Sperandio et al. 2000; Tapia et al. 2020). 

En la isla LEE se encuentra el gen que codifica para el regulador maestro llamado Ler 

(LEE-encoded regulator) que controla positivamente la expresión de toda la isla. Ler ejerce 

un efecto positivo al contrarrestar el silenciamiento mediado por H-NS sobre los promotores 

de la isla LEE (Bustamante et al. 2001; Shin, 2017). Además, Ler tiene la capacidad de 

autorregular su expresión, así como la de otros genes que se encuentran codificados fuera de 

la isla LEE conocidos como nle (non-LEE encoded) (Elliott et al. 2002; Pearson et al. 2016). 

En este sentido, se conoce que H-NS normalmente reprime la expresión de los operones de 

la isla LEE incluyendo a ler a una temperatura de 27 ℃. Sin embargo, a una temperatura de 

37 ℃ esta represión es ineficiente por lo cual Ler se expresa y alivia la represión ejercida por 

H-NS (Umanski et al. 2002).



20 

Figura 4. Modelo de regulación actual en EPEC sobre los genes de virulencia codificados en la isla LEE y pEAF. El operón LEE1 codifica a Ler, 

que promueve la transcripción de todos los operones y auto-reprime su propio promotor. LEE1 está regulado por una serie de proteínas (Ler, H-NS, Fis 

e IHF), PerC codificado en pEAF, GrlA/GrlR codificado en LEE, BipA y CpX (no mostrados). PerA promueve la transcripción de bfp y su 

autotranscripción a través de su operón y GadX un regulador negativo de PerA en condiciones ácidas (pH 5.5). Las flechas negras indican regulación 

positiva, las líneas de color rojo indican regulación negativa. Por simplicidad se omitieron algunos reguladores positivos y negativos de la red actual. 

Imagen basada en: (Bokal, 1997; Martínez-Laguna et al. 1999; Platenkamp & Mellies, 2018; Umanski et al. 2002; Bustamante et al. 2011; Weinstein-

Fischer et al. 2002). Imagen creada en: Biorender.com 
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Extraordinariamente, la competencia de las concentraciones de Ler y H-NS dan lugar 

a la manifestación de un fenómeno denominado bimodalidad fenotípica poblacional, que 

tiene como consecuencia la generación de subpoblaciones en el curso de la infección, con 

tareas específicas para asegurar la supervivencia del genotipo compartido de EPEC (Leh et 

al. 2017; Platenkamp & Mellies, 2018; Ronin et al. 2017). Para una bacteria en una 

subpoblación de EPEC, el elemento clave de la regulación de LEE reside en la modulación 

de la expresión de ler. En consecuencia, la cantidad circundante de Ler y H-NS da como 

resultado diferentes estados: estado alto (Ler elevado), estado bajo (H-NS silenciando) y 

estado inestable (competencia entre Ler-H-NS). La transición a un estado alto (prendido) a 

un estado bajo (apagado) está modulado por H-NS. A medida que aumenta la unión de H-

NS sobre los promotores del LEE, la expresión de los operones de la isla disminuye (se 

apagan), lo que resulta en el silenciamiento por H-NS (estado bajo). Sin embargo, cuando la 

expresión de Ler aumenta, la expresión de la isla LEE y los circuitos de retroalimentación 

positiva se activan y los genes LEE se expresan (estado alto). En las condiciones cuando Ler 

no está completamente activado, existe una competencia entre H-NS y Ler lo que da como 

resultado un estado inestable (Leh et al. 2017). A nivel poblacional, esta competencia genera 

subpoblaciones bacterianas, las cuales expresan diferencialmente los genes que codifican el 

SST3 (eae, tir, cesT, entre otros) y estratégicamente dicho fenómeno podría aportar una 

ventaja selectiva al aumentar la probabilidad de una infección exitosa o de propagación de 

un huésped a otro (Leh et al. 2017). 

Interesantemente, en la isla LEE también se encuentran codificados otros reguladores 

globales, estos son: GrlA y GrlR. GrlA (Global Regulator of LEE-Activator) es un regulador 

transcripcional positivo de la expresión de ler uniéndose a su promotor y favoreciendo su 

transcripción. Mientras que GrlR (Global Regulator of LEE-Repressor) es un represor porque 

interactúa con GrlA evitando que active a ler (Deng et al. 2004). Sin embargo, GrlR puede 

también reprimir a ler y a los operones de la isla LEE por un mecanismo independiente 

alterno de la interacción con GrlA, el cual está todavía en estudio (Lara-Ochoa y cols. Datos 

no publicados). 

En el plásmido EAF, se encuentra el operón per que codifica proteínas que funcionan 

como reguladores específicos de la virulencia de EPEC. El primer gen codifica para PerA 

que funciona como un regulador transcripcional positivo que se autorregula y activa la 
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expresión de los otros genes de su operón. Asimismo, PerA regula positivamente al operón 

bfp, resultando en la expresión de la fimbria BFP (Martinez-Laguna et al. 1999).  

El segundo gen estructural codifica para PerB que ha demostrado su participación en 

el fenómeno de bimodalidad colonial, junto con PerA funciona como un interruptor de 

histéresis, favoreciendo la virulencia y el crecimiento de EPEC. La bimodalidad permite 

regular la expresión de genes de virulencia en condiciones de inducción (DMEM a 37 ℃) y 

de represión (medio LB a 32°C), en dos subpoblaciones de bacterias coexistentes: agregantes 

y planctónicas con diferentes capacidades de colonización e invasión (Kenny et al. 1997; 

Ronin et al. 2017). Específicamente, en la primera subpoblación se expresan 

constitutivamente tanto BFP como el SST3 durante muchas generaciones, por lo que las 

bacterias se adhieren rápidamente, forman microcolonias, liberan proteínas efectoras e 

invaden a la célula huésped. Esta rápida invasión puede proteger a las bacterias contra el 

sistema inmunológico del huésped y establecer una infección persistente (Ronin et al. 2017). 

En la segunda subpoblación, los genes que codifican para las proteínas estructurales del SST3 

y BFP, se encuentran apagados y en su lugar existe una alta expresión de los genes 

involucrados en la nutrición y el metabolismo de la bacteria que le favorece su dispersión y 

desalojo del lumen intestinal, para su posterior propagación a nuevos hospederos (Ronin et 

al. 2017). 

Por último, PerC funciona como un regulador positivo de la isla LEE a través de su 

interacción con la región promotora de ler, contrarrestrando el silenciamiento por H-NS, de 

una forma similar a GrlA (Bustamante et al. 2011). Además, PerC regula indirecta o 

directamente la transcripción de los genes fim, napC, napH, napA, etc. (Bingle et al. 2014; 

Mellies et al. 2017) encargados de la adherencia bacteriana, desintoxicación y la reducción a 

amoníaco, respectivamente; aumentando la sobrevivencia de la bacteria en condiciones 

anaeróbicas (Mellies et al. 2017). 

2.1 Antecedentes específicos  

PerA pertenece a una familia de reguladores transcripcionales llamada AraC/XylS, los 

miembros de esta familia están involucrados en la regulación de genes relacionados con el 

metabolismo del carbono y/o nitrógeno, respuestas adaptativas a estrés y virulencia (Gallegos 

et al. 1997; Ibarra et al. 2008; Martinez-Laguna et al. 1999). Estructuralmente las proteínas 

de esta familia se caracterizan por poseer dos dominios: un dominio efector y un dominio de 



23 

unión al ADN (Figura 5). El dominio efector es una región escasamente conservada que se 

ubica hacia el extremo N-terminal, su función principal es la detección de moléculas 

efectoras y su autodimerización. Por otra parte, el dominio de unión al ADN es altamente 

conservado entre los miembros de la familia, lo conforman aproximadamente 99 

aminoácidos y se ubica en el extremo C-terminal. Dicha región se estructura principalmente 

en dos motivos de unión al ADN tipo HTH (Helix-Turn-Helix) y además se encuentra un 

sitio probable de interacción con la ARN polimerasa (ARNP) (Gallegos et al. 1997). 

Particularmente, PerA se une como monómero a una secuencia consenso de 29 pb rica 

en AT ubicada en las regiones reguladoras de bfpA y perA, esta secuencia abarca las 

posiciones -75 a -47 en bfpA y -83 a -55 en perA (Ibarra et al. 2003; Martinez-Laguna et al. 

1999). Además, al igual que otros miembros de la familia AraC/XylS, PerA interactúa con 

la ARNP, específicamente con las subunidades α y σ, permitiendo el anclaje de la maquinaria 

transcripcional sobre los promotores blanco para favorecer la transcripción de los genes 

(González, 2019; Lara-Ochoa et al. 2021).  

Los miembros de la familia AraC/XylS son proteínas que están presentes en una amplia 

diversidad de bacterias donde cumplen funciones esenciales en el control adecuado de la 

Figura 5. Esquema representativo de la estructura general de miembros de la familia AraC/XylS. 

Los miembros de la familia AraC/XylS posee dos dominios, el primero ubicado en el amino terminal se 

conoce como dominio efector que está asociado con la detección de señales químicas y 

homodimerización. Mientras que el segundo, ubicado en el carboxilo terminal, consiste en dos motivos 

HTH que le permiten unirse al ADN de los genes blanco. Ambos unidos dominios se encuentran unidos 

por un conector. Adicionalmente, en algunos miembros se encuentra en el C-terminal, un sitio de unión 

a la ARNP que favorece el anclaje de la maquinaria transcripcional en los promotores de los genes diana. 

Imagen creada en: Biorender.com 
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expresión espacio temporal de los genes en respuesta a señales específicas. Una de las 

características interesantes de estos reguladores es la capacidad de autoactivación, lo que 

desencadena la rápida activación de su regulón en un ambiente propicio, estableciendo así un 

mecanismo de retroalimentación positiva (Porter et al. 2004). Sin embargo, las señales y 

mecanismos que conducen a la inactivación de los miembros de esta familia y a los genes 

blanco que regulan son todavía poco estudiados.  

En este sentido, Santiago et al. 2014 identificaron una nueva familia de reguladores 

anti-virulencia que actúan como reguladores negativos de los miembros de la familia 

AraC/XylS. Esta familia denominada ANR (AraC-family Negative Regulators), está 

integrada por al menos 282 miembros distribuidos en una gran variedad de bacterias 

patógenas, principalmente en enterobacterias (Figura 6). Estos miembros comparten 

características comunes como: un peso molecular <10 kDa y una estructura secundaria 

formada por tres hélices α que contienen una secuencia consenso de siete aminoácidos 

altamente conservados (A10, E14, A22, W26, A29, W43 y R47) (Santiago et al. 2014, 2016). 

El miembro prototipo de la familia ANR es Aar (AggR activated regulator) una 

proteína que se encuentra en el patotipo de EAEC. Aar es una proteína de 7.23 kDa que 

regula negativamente la expresión de AggR (Aggregative Regulator) mediante la interacción 

proteína-proteína, reprimiendo así los genes bajo el control de AggR (Santiago et al. 2014, 

2016). AggR es un regulador de virulencia importante de este patógeno, pertenece a la familia 

AraC/XylS y modula la expresión de 112 genes cromosomales y plasmídicos (Figura 7). 

Entre estos genes que modula se encuentran los que codifican para un sistema de secreción 

tipo VI, la fimbria AAF/II, el sistema de secreción Aap, entre otros (Morin et al. 2013; Yasir 

et al. 2019). De manera interesante, uno de los genes activados por AggR es aar, el gen que 

codifica para Aar, el prototipo de la familia anti-virulencia ANR. Lo anterior, sugiere que 

AggR y Aar funcionan como un mecanismo de “interruptor” molecular para asegurar una 
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modulación correcta de los genes de virulencia en las condiciones ambientales adecuadas 

(Santiago et al. 2014, 2016). 

Figura 6. Árbol filogenético de homólogos de Aar en patógenos Gram negativos. Análisis filogenético de los 

homólogos de Aar utilizando el algoritmo ClustalW. La masa molecular de la proteína y el porcentaje de identidad y 

similitud con Aar de EAEC se determinaron para cada proteína predicha. Además, se distinguen dos subfamilias: SF1 

que incluye EHEC, EPEC (modelo de estudio en este trabajo resaltado con un cuadro rojo) y otras bacterias 

diarreogénicas, y SF2 que incluye a EAEC y ETEC. Imagen tomada y modificada de: (Santiago et al. 2014). 
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De manera adicional, el mismo grupo de Santiago et al., 2017 identificaron que Aar 

modula la expresión de más de 200 genes, entre ellos los que codifican para las fimbrias 

LpfC, enzimas relacionadas con LPS, porinas, genes activados en respuestas adaptativas al 

estrés, entre otros. Increíblemente, la modulación de una buena parte de estos genes sucede 

mediante la regulación de algunos miembros de la familia H-NS a través de las interacciones 

entre Aar y H-NS (Mickey & Nataro, 2020; Santiago et al. 2017). Por si fuera poco, H-NS 

está implicado en el silenciamiento de los genes regulados por AggR y a sí mismo. Todo lo 

expuesto anteriormente indica un circuito molecular regulatorio entre Aar, AggR y el 

regulador global H-NS que funciona de la siguiente manera (Figura 7): en un entorno de 

represión (<37 ℃, LB), H-NS silencia la expresión de aggR, cuando la bacteria alcanza su 

nicho de colonización y existen las condiciones adecuadas (37ºC y moléculas inductoras) se 

induce la expresión de aggR. Posteriormente, AggR regula positivamente la expresión de 

aar, a niveles discretos Aar se une y libera el silenciamiento causado por H-NS. Esto da como 

resultado un incremento en la expresión de aggR. Conforme incrementa la expresión de aar, 

Aar se une a AggR y H-NS por interacción proteína-proteína previniendo la dimerización y 

activación de AggR y, en consecuencia, disminuyendo la capacidad de activación de los 

genes regulados por AggR. Esto indica que Aar tiene un papel dual en la regulación de los 

genes de virulencia de EAEC funcionando como anti-silenciador de H-NS y también como 

represor, contrarrestando la activación de AggR (Mickey & Nataro, 2020; Santiago et al . 

2017). 
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Figura 7. Modelo de regulación de los genes de virulencia de EAEC. A) Los principales elementos reguladores de la 

virulencia de EAEC se encuentran en el plásmido AA y en el cromosoma: AggR regula la expresión de alrededor de 112 

genes que codifican para múltiples estructuras (sistema de secreción tipo VI, la fimbria AAF/II, el sistema de secreción 

Aap, entre otros) y Aar regula la expresión de más de 200 genes de EAEC. Esto último relacionado con la regulación de la 

familia H-NS (simplificado). Las flechas negras delgadas indican activación, las líneas negras gruesas indican interacción 

proteína-proteína de Aar con Aggr y H-NS y las líneas negras discontinuas indican silenciamiento por H-NS. Se 

encuadraron las estructuras genéticas para mayor claridad. B) H-NS y Aar co-regulan diversos genes. En un entorno de 

represión (<37 ℃, LB) H-NS (óvalos verdes) silencia la expresión de aggR. En condiciones de activación, (37 ℃, DMEM 

y la presencia de moléculas inductoras) se induce la expresión de aggR. Posteriormente, AggR (óvalos azules) regula 

positivamente la expresión de aar. A niveles discretos, Aar (óvalos amarillos) se une y suprime el silenciamiento causado 

por H-NS. Esto da como resultado un incremento en la expresión de aggR. A nivel elevados de Aar, Aar se une a H-NS y 

alivia la represión, pero también se une a AggR previniendo su dimerización y activación, en consecuencia, se reprimen 

los genes que regula este activador tipo AraC/XylS. Imágenes basadas en: (Mickey & Nataro, 2020; Santiago et al. 2017). 

Imagen creada en: Biorender.com 

 

 

 

 

Figura 8. Comparación entre ANREP y Aar.Figura 7. Modelo de regulación de los genes de virulencia de EAEC. A) 

Los principales elementos reguladores de la virulencia de EAEC se encuentran en el plásmido AA y en el cromosoma: 
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De manera interesante, en EPEC existe un gen anotado como RS14140 que codifica 

para un miembro de la familia ANR ubicado en el cromosoma de esta bacteria, la proteína 

putativa que codifica tiene un peso de 8.91 kDa y comparte una identidad del 28.8% y una 

similitud del 37.8% con respecto a la estructura primaria de Aar de EAEC (Figura 8) 

(Jaramillo, 2019). 

En nuestro grupo de trabajo en el Centro de Detección Biomolecular nos interesamos 

en el estudio de esta proteína y su relación con la regulación de virulencia en EPEC, 

específicamente los genes controlados por PerA. Jaramillo (2019), identifica que el gen 

RS14140, más tarde renombrado como ANREP, se expresa en esta bacteria a niveles basales 

en las mismas condiciones ambientales que favorecen la expresión de los genes de virulencia 

(medio de cultivo DMEM a 37ºC). Sin embargo, su máxima expresión se observa cuando 

EPEC es cultivada en presencia de sales de amonio, condiciones que reprimen la expresión 

de los genes de virulencia. Además, cuando ANREP es sobreexpresada a partir de un 

plásmido ejerce un efecto negativo sobre la transcripción de los genes regulados por PerA 

(bfpA, perC y el mismo perA) y algunos genes ubicados en la isla LEE (espB y escJ). El 

mismo efecto de represión se observa también a nivel de la expresión de las proteínas BfpA, 

EspA, entre otras; en presencia de ANREP en multicopia (Figuras 9 y 10) (Jaramillo, 2019). 

Tales datos sugieren que ANREP podría funcionar de manera similar a Aar de EAEC, 

es decir, a través de la interacción con un miembro de la familia AraC/XylS evitando su 

función como activador (Jaramillo, 2019). En este sentido, proponemos que el candidato 

principal por el que ANREP pueda funcionar como un regulador negativo sobre los genes 

analizados es mediante la interacción con el activador transcripcional PerA. 

Por lo anterior, con el objetivo de analizar el mecanismo por el que funciona este 

miembro de la familia ANR en EPEC, en el presente trabajo se estudiará la posible 

interacción proteína-proteína entre ANREP y el activador transcripcional PerA, con la 

finalidad de comprender el papel que ANREP tiene en la red de regulación de los genes de 

virulencia de EPEC. 
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Figura 8. Comparación entre ANREP y Aar. A) Alineamiento de la secuencia de aminoácidos entre ANREP y 

Aar. Alineamiento realizado en el servidor EMBOSS Needle y predicción de las estructuras secundarias con 

Robetta®. Las líneas señalan los aminoácidos idénticos y los puntos (:) los aminoácidos similares entre ambas 

proteínas las cuales comparten 37.8% de similitud y 28.8% de identidad. En la secuencia de Aar se encuentran 

señalados con rojo, los aminoácidos necesarios para su actividad anti-virulencia (Santiago et al. 2016). Se indican 

en verde las coincidencias de estos aminoácidos entre ambas proteínas. B) Predicción de las estructuras terciarias 

de Aar (izquierda) y ANREP (derecha) generadas con el servidor Robetta®. Imagen tomada y modificada de: 

(Jaramillo, 2019).  
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Figura 10. Efecto de ANREP sobre la expresión de BfpA y EspA en EPEC. “Western blot” de 

extractos totales de las cepas EPEC WT y EPEC + pANREP crecidas en medio DMEM a 37°C/220 rpm, 

los cuales fueron separados SDS-PAGE al 15% y transferidos a una membrana de PVDF. La membrana 

fue incubada con los siguientes anticuerpos: anti-BfpA, anti-EspA, anti-GroEL y con sonda His-Probe-

HRP. De izquierda a derecha se encuentran: EPEC WT, EPEC + pANREP sin inducir (SI) e inducida 

con 0.002%, 0.02% y 0.2% de arabinosa. Las muestras fueron tomadas a D.O.600= 1.0. Imagen tomada 

de: (Jaramillo, 2019). 

 

Figura 9. Efecto de ANREP sobre el perfil de proteínas secretadas de EPEC. Perfil de proteínas 

secretadas separadas por electroforesis en gel de acrilamida al 15% y teñido con azul de Coomassie. De 

izquierda a derecha se encuentran: EPEC WT, EPEC + pANREP sin inducir (SI) e inducida con 0.002%, 

0.02% y 0.2% de arabinosa. Se indica con una flecha a EspC (110kDa), seguido por EspB/EspD (40/37 

kDa) y EspA (25kDa). Las muestras fueron tomadas a D.O.600= 1.2. Imagen tomada de: (Jaramillo, 2019). 
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3. JUSTIFICACIÓN  

EPEC es uno de los principales agentes etiológicos de diarrea infecciosa en niños 

menores de 5 años en países subdesarrollados. La regulación de los genes de virulencia en 

EPEC es un proceso fundamental para el desarrollo de la enfermedad que provoca porque 

asegura la colonización exitosa en el huésped. 

PerA es una proteína esencial en la regulación de la virulencia de EPEC, porque activa 

su propia expresión y la de la fimbria BFP. Al mismo tiempo, PerA tiene un efecto indirecto 

positivo sobre la expresión de los genes de virulencia codificados en la isla LEE. El 

mecanismo que utiliza para activar la transcripción de sus genes blanco es mediante la unión 

como monómero a una secuencia consenso de 29 pb rica en AT ubicada río arriba de los 

promotores que regula, además, tal unión favorece la interacción con las subunidades α y σ 

de la maquinaria transcripcional para inducir la transcripción de sus genes blanco. 

Recientemente, en bacterias patógenas se identificó la presencia de una nueva familia 

de reguladores anti-virulencia llamada ANR que contrarrestran la función de los miembros 

de la familia AraC/XylS. Al respecto, en nuestro grupo de trabajo se ha demostrado que un 

miembro de esta familia llamado ANREP también ejerce un efecto de represión sobre genes 

regulados por PerA y sobre genes ubicados en la isla LEE. Sin embargo, el mecanismo que 

emplea esta proteína para reprimir es aún desconocido. 

Por tanto, estudiar el papel de ANREP como una proteína anti-virulencia que podría 

modular la función del activador transcripcional PerA es de gran interés debido a que 

representa una estrategia interesante que los patógenos usan para reprimir su propia 

virulencia y que, por lo consiguiente, representan una potencial alternativa al empleo de 

antibióticos para el tratamiento de las enfermedades infecciosas. 
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4. HIPÓTESIS  

ANREP es un modulador negativo de los genes de virulencia en E. coli enteropatógena 

porque interactúa con PerA y evita que ésta active la transcripción de los genes que regula. 

 

 

5. OBJETIVOS 

5.1 Objetivo general  

• Estudiar el papel de ANREP sobre la función del activador transcripcional PerA en E. 

coli enteropatógena. 

 

5.2 Objetivos particulares 

• Analizar por herramientas bioinformáticas la posible interacción entre ANREP y PerA. 

• Evaluar la interacción proteína-proteína entre ANREP y PerA. 

• Evaluar el efecto de la interacción entre ANREP y PerA sobre la capacidad de ésta última 

para unirse al ADN de los genes que regula. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Cepas y condiciones de crecimiento 

Las cepas bacterianas se cultivaron de forma rutinaria en medio Luria-Bertani (LB) que 

contiene peptona de caseína (1%), extracto de levadura (0.5%) y cloruro de sodio (1%) a 37 

℃ en baño de agitación a 220 rpm. A los medios se les agregó ampicilina (100 mg/ml) y, 

estreptomicina (100 mg/ml), según fue requerido. Las cepas y plásmidos utilizados para este 

trabajo se indican en la tabla 2 y en la tabla 3 los oligonucleótidos empleados. 

Tabla 2. Cepas y plásmidos utilizados en este trabajo. 

Cepa Descripción Referencia 

E2348/69 Cepa silvestre de EPEC O127:H6. StR J.B. Kaper 

 

BL21 (DE3) pLysS  Cepa no patógena de E. coli con el 

genotipo ΔompT (lon) hsdSB (rB- mB-) 

gal dcm (ΔDE3) pLysS 

New England Biolabs 

Plásmidos Descripción Referencia 

pMALC2xa Plásmido para fusiones con MBP, 

AmpR 

New England Biolabs 

pMALT2 Plásmido para la expresión de la fusión 

MBP-PerA, derivado de pMALC2xa 

Ibarra et al., 2003 

pANREP Plásmido con el gen clonado ANREP y 

una secuencia que codifica 6 histidinas 

en pBAD/Myc-His A en los sitios NcoI 

y HindIII 

Jaramillo, 2019 

pCAT201 Derivado del pKK232-8 con la región -

201 a +76 del promotor del gen bfpA 

Sohel et al., 1996 

 

Tabla 3. Oligonúcleotidos empleados en este trabajo  

Nombre  Secuencia 5’ a 3’  Descripción Referencia 

pKK-8-BH1F GGAATTCTCGGG

GAT 

Amplifica la región de unión de 

PerA en bfpA, usado para 

EMSA 

Ibarra et al., 2003 

pKK-8-H3R GTTTTGTCCTACT

CAAGG 

Amplifica la región de unión de 

PerA en bfpA, usado para 

EMSA 

Ibarra et al., 2003 
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6.2 Análisis bioinformáticos 

Las secuencias primarias de las proteínas fueron obtenidas de NCBI (National Center 

of Biotecnology Information). Para la búsqueda preliminar de la interacción de ANREP-PerA 

se usó el servidor en línea “PSOPIA” (https://mizuguchilab.org/PSOPIA/); para la predicción 

de los sitios de interacción se utilizó el servidor web “iFrag” (http://sbi.imim.es/iFrag/); para 

predecir la afinidad de unión entre ambas proteínas se calcularon los valores en “PPA-Pred2” 

(https://www.iitm.ac.in/bioinfo/PPA_Pred/index.html). Para la predicción de las estructuras 

terciarias se utilizó el servidor “I-TASSER” (https://zhanglab.dcmb.med.umich.edu/I-

TASSER/); para predecir la interacción proteína-proteína por enhebrado se utilizó el 

programa “SPRING” ubicado en el servidor de “I-TASSER” 

(https://zhanggroup.org/spring/). El acoplamiento de los complejos proteicos fue evaluado 

en el servidor “ClusPro2” (https://cluspro.bu.edu/login.php). Finalmente, las estructuras 

terciarias y los modelos de acoplamiento fueron modificados en el programa “Pymol” 

(https://pymol.org/2/). 

6.3 Sobreexpresión y purificación de proteínas MBP-PerA y ANREP-6XH 

Para purificar MBP-PerA: la cepa BL21 (DE3) pLysS transformada con el plásmido 

pMalC2xa o con el plásmido pMALT2 se cultivaron a 37°C en baño de agitación a 220 rpm 

en medio LB suplementado con ampicilina durante toda la noche. De estos cultivos se 

inocularon en una proporción 1: 100 en medio LB con 0,2% de glucosa y ampicilina, se 

incubaron a 37°C en baño de agitación, al alcanzar DO600= 0.4 a 0.6, se les agregó 0.3 mM 

de Isopropil β-D-1- tiogalactopiranósido (IPTG) y se dejaron incubando a 30°C durante 3 

horas más. Posteriormente, los cultivos se concentraron por centrifugación y las células se 

resuspendieron en un buffer de columna (10 mM Tris-HCl [pH 7,4], 200 mM NaCl 200, 1 

mM EDTA, 10 mM β-mercaptoetanol) y se guardaron a -70°C. Las células se lisaron por 

sonicación y se centrifugaron para obtener el extracto de proteínas soluble. 

La purificación de la proteína MBP-PerA se llevó a cabo por cromatografía de afinidad 

empleando 3 ml de resina de amilosa (New England BioLabs), el extracto proteico soluble 

se dejó interactuando con la resina por 2 horas en frío, se recuperó todo el extracto y se dejó 

interactuando por 30 minutos, posteriormente se hicieron lavados con 300 ml de buffer de 

columna para eliminar las proteínas inespecíficas. Después, la proteína de interés se eluyó de 

la columna con 10 ml de buffer de columna adicionado con 10 mM de maltosa, se 

https://mizuguchilab.org/PSOPIA/
http://sbi.imim.es/iFrag/
https://www.iitm.ac.in/bioinfo/PPA_Pred/index.html
https://zhanglab.dcmb.med.umich.edu/I-TASSER/
https://zhanglab.dcmb.med.umich.edu/I-TASSER/
https://pymol.org/2/
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recuperaron las fracciones proteicas, se realizaron alícuotas de 200 µl y se guardaron a -70°C. 

Finalmente, se analizaron las distintas fracciones proteicas por SDS-PAGE. 

Para purificar ANREP-6XH: la cepa BL21 (DE3) transformada con el plásmido 

pANREP se cultivó a 37°C en baño de agitación a 220 rpm en medio LB suplementado con 

ampicilina durante toda la noche. De estos cultivos se inocularon en una proporción 1:100 en 

medio LB con ampicilina, se incubaron a 37°C en baño de agitación, al alcanzar DO600= 0.4 

a 0.6, se le agregó arabinosa al 0.2% y se dejó incubando a 37°C durante 4 horas más. 

Posteriormente, los cultivos se concentraron por centrifugación y las células se 

resuspendieron en un buffer de fosfatos salino (PBS 1X) a pH 7.4 (136.9 mM NaCl, 2.7 mM 

KCl, 10.1 mM Na2HPO4, 1.8 mM KH2PO4) y se guardaron a -70 ° C. Las células se lisaron 

por sonicación y se centrifugaron para obtener el extracto de proteína soluble. 

La purificación de ANREP-6XH se llevó a cabo por cromatografía de afinidad 

empleando una resina de níquel “Ni-NTA Agarose” (Invitrogen), el extracto proteico soluble 

se dejó interactuando con la resina por 2 horas en frío, se recuperó todo el extracto y se dejó 

interactuando por 30 minutos, posteriormente se hicieron lavados con 300 ml de PBS 1X 

para eliminar las proteínas inespecíficas. Después, la proteína de interés se eluyó de la 

columna con 10 ml de PBS 1X adicionado con 250 mM de imidazol, se recuperaron las 

fracciones proteicas, se realizaron alícuotas de 200 µl y se guardaron a -70°C. Finalmente, 

se analizaron las distintas fracciones proteicas por SDS-PAGE. 

6.4 Diálisis y concentración de la proteína MBP-PerA y ANREP-6XH 

La diálisis de las proteínas purificadas MBP-PerA y ANREP-6XH, se hizo con una 

membrana de diálisis “Spectra/Por®” MWCO: 6,000-8,000. 

Para MBP-PerA se adicionaron los 10 ml de la proteína purificada en la membrana y 

se sumergió en 500 ml de regulador de columna frio, se dejó dializar en agitación a 4ºC con 

recambios de buffer de columna frio cada 2 horas en tres ocasiones con el objetivo de 

intercambiar la maltosa por el buffer de columna y para eliminar la interferencia de la maltosa 

en los ensayos interacción proteína-proteína. 

Para ANREP-6XH se adicionaron los 10 ml de la proteína purificada en la membrana 

y se sumergió en 500 ml PBS 1X frio, se dejó dializar en agitación a 4ºC con recambios de 

PBS 1X frio cada 2 horas en tres ocasiones, con el objetivo de intercambiar el imidazol por 
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PBS 1X y para eliminar la interferencia del imidazol como una sal, en los ensayos interacción 

proteína-proteína. 

Una vez finalizado el proceso de diálisis, tanto MBP-PerA y ANREP-6XH fueron 

concentradas en la membrana, se colocaron en un recipiente con azúcar convencional de 

mesa (sacarosa) hasta que el buffer de columna o el PBS 1X fuera absorbido por la sacarosa, 

respectivamente. Adicionalmente, las dos proteínas se concentraron hasta un volumen 

aproximado de 3 ml. Al final, ambas proteínas fueron alícuotadas y almacenadas a -70°C. 

6.5 Cuantificación de proteínas por el método de Bradford 

La cuantificación de las proteínas purificadas MBP-PerA y ANREP-6XH se llevó a 

cabo por el método de Bradford. Se realizó primero una curva estándar con albúmina sérica 

bovina (BSA), PBS 1X o regulador de columna; según la proteína, como se indica en la tabla 

4. Para cada concentración se adicionó 1 ml de solución de trabajo de Bradford (BioRad), se 

mezcló, se dejó incubando por 5 minutos a temperatura ambiente y se midió a una longitud 

de onda de 595 nm en un nanofotómetro (Implen®). 

Tabla 4. Concentración estándar para cuantificación por Bradford.  

Absorbancia 0.036 0.122 0.256 0.363 0.446 0.526 0.595 0.636 0.717 0.747 

Concentración 

de BSA (µg) 
1 2 4 6 8 10 12 14 16 18 

Posteriormente se tomaron alícuotas de 30 μl de las proteínas purificadas, se añadieron 

70 μl de buffer (dependiendo de cada proteína) y 1 ml de la solución de trabajo de Bradford. 

Se dejó interactuando 5 minutos a temperatura ambiente y se leyó a D.O.=595nm. Al final, se 

estableció una relación de la absorbancia con respecto a la curva estándar para determinar la 

concentración de la proteína. 

6.6 Ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA) 

Para este ensayo primero se realizó una PCR punto final, para lo cual se utilizó como 

molde el plásmido pCAT232 para amplificar el fragmento de la secuencia reguladora de bfpA 

(-232 a +36), con los oligonucleótidos pKK-8-BH1F y pKK-8-H3R. Las reacciones se 

realizaron bajo las siguientes condiciones: 

 



37 

Desnaturalización inicial:     1 min a 95°C 

Desnaturalización:                1 min a 95°C 

Alineamiento:                       1 min a 56°C                30 ciclos 

Extensión:                             1 min a 72°C 

Extensión final:                     10 min a 72°C 

Posteriormente, se incubaron 250 ng de los fragmentos de bfpA con el buffer de unión 

(25 mM HEPES [pH 7,9], 40 mM KCl, 3 mM MgCl2, 1 mM ditiotreitol [DTT], 0,1 mM 

EDTA, glicerol al 5%; pH 8.0) más concentraciones crecientes de MBP (120 nM, 248 nM, 

476 nM, 637 nM) o MBP-PerA (120 nM, 248 nM, 476 nM, 637 nM), en un volumen final 

de 25 μl durante 20 minutos a 4℃. Después, las muestras se cargaron en un gel de acrilamida-

bisacrilamida nativo al 6% con TBE (Tris-borato-EDTA) 0.5% y se sometieron a 

electroforesis a 110 V. Al final, los geles se tiñeron con bromuro de etidio y se observaron 

en un transiluminador de luz ultravioleta (Carestream Gel Logic 2200 PRO). 

6.7 Ensayo de interacción proteína-proteína por “pull-down” 

Para los ensayos tipo “pull-down” se incubaron 40 µg de ANREP-6XH purificada con 

60 μl de la resina de níquel y 100 μl del buffer de unión (100 mM NaH2PO4, 600 mM NaCl, 

40 mM imidazol, glicerol 20%), a 4 ℃ por 2 horas en agitación. Posteriormente se agregaron 

40 µg de las proteínas MBP-PerA o MBP purificadas, esta última como control. Las perlas 

con las proteínas unidas se lavaron 10 veces con PBS 1X frío. Finalmente, los productos de 

la interacción se resuspendieron en 50 μl de buffer laemmli (glicerol al 50%, SDS al 20%, β-

mercaptoetanol al 10%, 0.125 M Tris-HCl y azul de bromofenol) para hervirse durante 10 

minutos a 100℃. Los productos se corrieron en un gel de acrilamida al 12% y al final se 

analizaron por “western blot”. 

6.8 “Western Blot” 

Las fracciones de los ensayos de interacción proteína-proteína fueron separados por 

SDS-PAGE al 12% y posteriormente las proteínas fueron transferidas a una membrana de 

PVDF (Thermo Fisher Scientific) en una cámara de transferencia semiseca “TRANS-BLOT” 

(Bio Rad) a 15V por 45 minutos. La membrana de PVDF con las proteínas ya transferidas se 

bloqueó con leche baja en grasa al 10% (SVELTY) disuelta en PBST (PBS 1X, 0.5M NaCl, 

0.1% Tween) durante toda la noche a 4℃. Al día siguiente, se retiró la leche y se lavó con 
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PBST, después se incubó con el anticuerpo primario o sonda anti-histidinas (His-Probe HRP) 

con las siguientes diluciones por 2 horas: 

His-Probe HRP 1:5000 (Thermo Fisher Scientific) 

Anti-MBP 1:20000 
(Centro de Detección 

Biomolecular) 

Se realizaron tres lavados con PBST y la membrana se incubó con el anticuerpo 

secundario anti-conejo diluido 1:20000 acoplado a peroxidasa de rábano (la sonda His-Probe 

HRP ya tiene acoplada la peroxidasa), durante 1 hora. Se realizaron nuevamente 3 lavados 

con PBST y se agregaron los reactivos “Luminol enhancer solution” y “Peroxide solution” 

(Thermo Fisher Scientific) en proporción 1:1. Finalmente se procedió a revelar en una 

película fotográfica (Kodak X-Omat LS film). 

6.9 Generación de anticuerpos policlonales para detectar a ANREP 

En una coneja de la raza Nueva Zelanda de 3 meses de edad se procedió a extraer 0.2 

ml de suero en el día 1, posteriormente se procedió a inyectar 0.5 ml de la proteína purificada 

(ANREP-6XH) (450 µg) mezclado con 0.5 ml del adyuvante completo de Freund´s (Sigma-

Aldrich) En el día 21 se inyectó la misma cantidad de proteína (ANREP-6XH) más 0.5 ml 

de adyuvante incompleto de Freund´s (Sigma-Aldrich). En el día 30 se obtuvo 0.2 ml de 

suero. Posteriormente, en el día 42 se inyectaron 0.5 ml de ANREP-6XH (450 µg) mezclado 

con 0.5 ml del adyuvante incompleto de Freund´s. Al día 50, se extrajo y se obtuvo la sangre 

total de la coneja. El suero fue obtenido mediante centrifugación a 4500 rpm durante 15 

minutos y se almacenó a -20℃. 
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7. RESULTADOS 

7.1 Análisis bioinformáticos 

7.1.1 Búsqueda in silico de la interacción entre ANREP y PerA 

Para evaluar la posible interacción entre ANREP y PerA, se extrajeron las secuencias 

primarias de ambas proteínas de la base de datos del NCBI del genoma de EPEC. La primera 

se ubica en el cromosoma y se encuentra con la clave: WP_000553850.1 y la segunda se 

ubica en el plásmido pEAF y se encuentra con la clave: CAS07456.1. Asimismo, las 

secuencias primarias se cargaron al servidor web “PSOPIA” (Prediction Server of Protein-

Protein Interactions). PSOPIA genera un valor de 0 o 1 que indican las probabilidades de 

interacción, siendo 1 un valor muy alto de interacción entre las proteínas de interés. Los 

valores son resultado de 4 parámetros: 1) Sseq es una puntuación predicha utilizando solo 

información de las similitudes de las secuencias con proteínas que se ha demostrado 

experimentalmente que sí tienen interacción. 2) Sdom es una puntuación que se predice 

utilizando solo información de las predisposiciones estadísticas de las interacciones dominio-

dominio. 3) Snet es una puntuación que pronostica la interacción proteína-proteína utilizando 

sus pesos y la distancia de interacción más corta entre éstas, comparándolas con posibles 

homólogos. 4) ALL (total) es el promedio de los 3 parámetros anteriores (Murakami & 

Mizuguchi, 2014). 

El análisis de la interacción entre ANREP y PerA por este programa predijo un valor 

de 0.3537 (Figura 11A). Para comparar, se introdujeron las secuencias de las proteínas 

homólogas presentes en EAEC: Aar y AggR y también las de Aar y H-NS; complejos que se 

han demostrado experimentalmente que sí interactúan (Figura 11B y E) (Santiago et al. 2014, 

2016, 2017). Curiosamente los valores de la interacción son muy similares a los de ANREP 

y PerA (0.3537). Lo que presuntivamente indica la posible unión e interacción entre estas 

proteínas. 

Adicionalmente, se probó la interacción de ANREP con las proteínas Ler y GrlA, 

debido a su importancia en la activación de los genes de virulencia de EPEC ubicados en la 

isla LEE, y también por ser posibles objetivos de la actividad anti-virulencia de ANREP en 

las condiciones experimentales probadas por Jaramillo (2019). Los resultados obtenidos 

fueron para ANREP-Ler y ANREP-GrlA de 0.3613 y 0.3537, respectivamente (Figura 11C 

y D). Lo que indica su probable interacción. Además, como control positivo se cargaron las 



40 

secuencias de las subunidades α y β de la ARN polimerasa (RpoA-RpoB) que ya se sabe que 

interactúan. El valor generado por “PSOPIA” fue de 0.9462 (Figura 11F) (Heyduk et al. 

1996; Murakami & Darst, 2003). Finalmente, se cargó las secuencias de las proteínas 

correspondientes al control negativo contenidas en el genoma de EPEC (Eno-OmpF). La 

proteína Enol, es una proteína implicada en la vía metabólica de la glucólisis en la conversión 

de 2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato y la proteína OmpF, es una proteína que conforma a 

una porina de membrana externa. El valor resultante fue de 0 que sugiere una improbable 

interacción entre ambas (Figura 11G). 

Figura 11. Predicción de la interacción proteína-proteína entre ANREP y PerA mediante PSOPIA. Las 

secuencias primarias se extrajeron de la base de datos del NCBI y se subieron al servidor web “PSOPIA”. A) 

Interacción proteína-proteína de ANREP y PerA. B) Aar y AggR. C) ANREP y Ler. D) ANREP y GrlA. E) 

Aar y H-NS. F) Las subunidades α y β de la ARN polimerasa. G) Enolasa y OmpF de EPEC. Imagen generada 

en: “PSOPIA” (https://mizuguchilab.org/PSOPIA/). 

https://mizuguchilab.org/PSOPIA/
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7.1.2 Búsqueda de los posibles sitios de interacción entre ANREP y PerA 

Para determinar los sitios probables de interacción entre ANREP y PerA, se procedió 

a introducir las secuencias proteicas al servidor web “iFrag”. Este servidor realiza una 

búsqueda para determinar la similitud de una secuencia primaria mínima entre un par de 

proteínas para predecir alguna(s) región(es) de interacción entre estas dos secuencias, sólo 

teniendo en cuenta la información de la secuencia. Además, iFrag establece una calificación 

de cada uno de los residuos de ambas proteínas con base a una plantilla en una base de datos 

de proteínas que ya se ha demostrado experimentalmente que tienen interacción. El resultado 

de lo anterior es la generación de un mapa de colores con las puntuaciones de los pares de 

residuos (regiones cortas) que potencialmente interactúan entre las dos proteínas. 

Complementariamente, los resultados pueden arrojar anotaciones de otras bases de datos 

como Uniprot y los dominios PFAM (Garcia-Garcia et al. 2017). 

Los resultados del servidor mostraron sitios potenciales de interacción entre ANREP y 

PerA, en las posiciones 21 a 67 y 116 a 172, respectivamente (Figura 12A, en color rojo y 

encerrado con cuadro azul). De manera interesante, las posiciones identificadas en ANREP 

con este programa abarcan algunos de los residuos de la secuencia conservada entre los 

miembros de la familia ANR (A22, W26, A29, W43 y R47) ubicados entre la segunda y 

tercera alfa hélice de la probable estructura de ANREP (Santiago et al. 2014, 2016). Mientras 

que, para PerA, estas posiciones probables de interacción con ANREP se sitúan en la parte 

media y final del dominio N-terminal (1-160), en el conector (161-163) y en la parte inicial 

del dominio C-terminal (164-274). Lo que indicaría que el sitio probable interacción se ubica 

entre la región que flaquea al sitio conector (Ibarra et al. 2013). 

Adicionalmente, se probó la interacción entre Aar y AggR (Figura 12B), los resultados 

obtenidos sugieren interacción en diversos sitios de diferente longitud y localización. Por 

ejemplo, un sitio en Aar que va desde las posiciones 27 hasta 41 con un sitio en AggR que 

comprende desde la posición 115 hasta 158. Otros ejemplos van desde las posiciones: 19 a 

55 (Aar) con 27 a 63 (AggR) y 26 a 41 (Aar) con 170 a 209 (AggR) (señalados con cuadros 

azules) (Figura 12B). Lo anterior coincide de manera parcial con lo determinado 

experimentalmente por Santiago et al. (2016). Este grupo identificó experimentalmente que 

Aar se une a la región central de AggR (68 a 181) a través de algunos de los residuos que 
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conforman la segunda [26-27 (A y F), 32-33 (L y A)] y tercera hélice α de Aar [44–45 (E y 

W), 48–49 (N y R), 50–51 (A y M) y 52–53 (F y C)]. 

Figura 12. Sitios probables de interacción entre ANREP y PerA. Las secuencias primarias se extrajeron de la base 

de datos del NCBI y se subieron al servidor web “iFrag”. Los sitios de color rojo muestran una puntuación mayor de 

interacción de acuerdo con la secuencia primaria de cada proteína. Algunos de estos sitios se encierran en rectángulos 

y se remarcan en las todas las interacciones probadas. Los sitios de color azul muestran una puntuación baja de 

interacción y los de color gris una interacción nula. Adicionalmente, hacia los lados del cuadro de las interacciones se 

observan cuadros de color gris, que muestran los dominios proteicos generados automáticamente por PFAM. Imagen 

generada en: “iFrag” (http://sbi.imim.es/iFrag/). 
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De manera adicional, se predijeron los sitios probables de interacción entre ANREP-

con Ler, GrlA y H-NS (Figura 12C, D y E). Los sitios probables de interacción se muestran 

en la tabla 5. 

Tabla 5. Sitios probables de interacción entre ANREP con 

reguladores de virulencia detectados por “iFrag” 
 

Proteína 1 Posición Proteína 2 Posición 

ANREP 
47 a 57 

Ler 
47 a 62 

47 a 57 73 a 91 

ANREP 
27 a 67 

GrlA 
27 a 47 

27 a 47 67 a 90 

Aar 11 a 52 H-NS 28 a 74 

Adicionalmente, este programa bioinformático sugiere regiones probables de 

interacción a lo largo de las secuencias que codifican para las subunidades α y β de la ARN 

polimerasa. Mientras que no se encontró ningún sitio probable de interacción entre Eno y 

OmpF (Figura 12 F y G). 

7.1.3 Estimación de la afinidad entre ANREP y PerA 

Para predecir la afinidad entre las diferentes interacciones, se procedió a introducir las 

secuencias de ANREP, PerA, Aar, AggR Ler, GrlA, H-NS, entre otras. Al servidor web 

“PPA-Pred2”, que predice la energía libre de unión representada por la energía libre de Gibbs 

(ΔG), el resultado es un valor que indica la suma de las interacciones intermoleculares que 

podrían ocurrir entre ambas proteínas. Además, el servidor también estima la constante de 

disociación (kD) que indica la afinidad entre las dos proteínas. Los valores de ΔG entre más 

alejados del 0 indican una interacción favorecida energéticamente. Mientras que los valores 

de kD entre más negativos, indican una mayor estabilidad del complejo (Yugandhar & 

Gromiha, 2014). 

Entre las características que utiliza el servidor para predecir la afinidad de unión se 

encuentran: la función de las proteínas, su peso molecular y el porcentaje de los residuos de 

los probables sitios de unión. Con los valores de cada uno de los criterios, el programa genera 

una correlación y así una puntuación de la ΔG y la kD (Yugandhar & Gromiha, 2014). 

Para ANREP y PerA se obtuvo una ΔG= -9.12 kcal/mol y una kD del 2.04 x 10-7 M. 

En el caso de la interacción ya demostrada experimentalmente entre Aar y AggR la ΔG= -

9.10 kcal/mol y la kD es de 2.10 x 10-8 M, estos valores son similares a los de la interacción 
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ANR-PerA, lo cual estima una unión relativamente estable y energéticamente favorable. Este 

último dato fue similar a lo determinado por Santiago et. al. (2016), a través de resonancia 

de plasmón superficial, ellos obtuvieron unos valores de kD= 4.13 x 10-8 M y 2.04 x 10-8 M. 

Para el caso de las interacciones de ANREP-Ler, ANREP-GrlA y Aar-H-NS, se 

obtuvieron valores de una ΔG= -9.93 kcal/mol, -12.50 kcal/mol y -10.06 kcal/mol, y unos 

valores de kD= 5.25 x 10-8 M, 6.86 x 10-10 M y 4.22 x 10-8 M, respectivamente. Lo cual 

indicarían una afinidad estable a concentraciones en el orden de nanomolar. 

Para las subunidades de la ARN polimerasa: α-β, se obtuvieron valores de ΔG = -12.03 

kcal/mol y una kD= 1.5 x 10-11. Este dato representa otro control positivo de nuestro análisis 

bioinformáticos debido a la interacción proteína-proteína ya demostrada en el proceso de la 

transcripción de los genes (Murakami & Darst 2003). Por último, en el caso de las proteínas 

Eno y OmpF, se obtuvieron valores de una ΔG = -6.53 kcal/mol y una kD = 3.00 x 10-6 M. 

Lo cual sugiere una baja probabilidad de interacción entre estas proteínas. 

7.1.4 Predicción de las estructuras terciarias de ANREP y PerA 

Para evaluar el acoplamiento molecular de las proteínas primero se predijeron las 

estructuras terciarias de ANREP, PerA, Aar y AggR, a través del servidor “I-TASSER”. La 

predicción a nivel gráfico de ANREP y Aar coincide con lo reportado por Jaramillo (2019). 

Se decidió utilizar las predicciones generadas por I-TASSER debido a su facilidad de uso y 

por su alta calificación en el CASP14 (Critical Assessment of Techniques for Protein 

Structure Prediction), este último es un experimento a escala mundial para evaluar la 

capacidad de los servidores para predecir las estructuras de las proteínas (Kryshtafovych et 

al. 2019). 

De los modelos obtenidos en el servidor de I-TASSER, se seleccionó el que obtuvo 

mejores puntuaciones en tres características: C-score, TM-score y RMSD (root-mean-square 

deviation). C-score es un valor de confiabilidad para estimar la calidad de los modelos 

predichos, TM-score es una puntuación para medir la similitud entre la plantilla y el modelo 

generado, y RMSD es la distancia promedio entre los pares de residuos de la plantilla y el 

modelo. Los valores de C-score son de -5 a 2, siendo 2 el valor más alto correspondiente a 

un modelo confiable. En el caso de la TM-score, las mejores plantillas son aquellas que tienen 

una TM-score >0.5 y, por último, el valor de RMSD entre más pequeño (cercano a 0) es 

mejor.  
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El modelado por homología realizado en I-TASSER, utilizó como templado: el 

dominio citosólico de la proteína BamD de Rhodothermus marinus (PDB:3QKY), el dominio 

soluble de TM1634 de Thermotoga marítima (PDB:2VKJ), el dominio conservado de ToxT 

de Vibrio chorerae (PDB: 3GBG) y el dominio conservado de Rns de ETEC (PDB: 6XIU), 

para modelar a ANREP, Aar, PerA y AggR, respectivamente. Asimismo, automáticamente 

I-TASSER generó los 5 mejores modelos más sus respectivas puntuaciones (Yang & Zhang, 

2015). 

Para los miembros de la familia ANR. La proteína ANREP generó valores de C-score 

=-2.07, TM-score=0.47±0.15 y RMSD=7.8±4.4Å. En el caso de su homólogo Aar generó 

valores de C-score =-0.42, TM-score= 0.66 ±0.13 y RMSD=3.9± 2.6 Å. De acuerdo con los 

parámetros anteriores, ambos modelos se consideraron con valores óptimos. 

Estructuralmente ambas proteínas están formadas por hélices α, la diferencia fue que ANREP 

está conformada por 4 y Aar sólo por 3. 

En los miembros de la familia AraC/XylS se obtuvieron mejores valores debido a que 

existen homólogos de la familia que ya se encuentran cristalizados y depositados en las bases 

de datos, como ToxT, MarA, entre otros. En PerA se obtuvo una C-score=0.57, TM-

score=0.79±0.09 y RMSD=4.8±3.1Å. Para AggR se obtuvieron valores de C-score=0.14, 

TM-score=0.73±0.11 y RMSD=5.6±3.6Å. Estructuralmente, ambas proteínas están 

formadas por hélices α y hojas β plegadas. Una de las diferencias entre ambas es que PerA 

solo está conformada por 6 hojas β plegadas mientras que AggR por 8 hojas β. Al igual que 

los anteriores, los modelos de PerA y AggR, obtuvieron puntajes óptimos para poder 

utilizarlos en estudios de acoplamiento molecular. Para estos estudios, se tomó el modelo con 

mayor puntuación predicho por I-TASSER (de ANREP, Aar, PerA y AggR) para acoplar a 

ANREP con PerA y Aar con AggR.  
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Figura 13. Predicción de las estructuras terciarias de ANREP y PerA. Las secuencias primarias de ANREP, 

Aar, PerA y AggR se extrajeron de la base de datos del NCBI y se cargaron al servidor web “I-TASSER”. Se 

seleccionó el mejor modelo predicho de acuerdo con sus valores de C-score, TM-score y RMSD. A) Estructura 

terciaria de ANREP. B) Estructura terciaria de Aar. C) Estructura terciaria de PerA. D) Estructura terciaria de AggR. 

El color rojo representa las hélices α, el color amarillo las hojas β plegadas y el color verde los bucles (conectores) 

entre cada estructura secundaria. Imágenes generadas y modificadas en: “I-TASSER” (https://zhanggroup.org/I-

TASSER/) y Pymol” (https://pymol.org/2/). 
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7.1.5 Estudios de acoplamiento molecular de ANREP y PerA 

Para estudiar el posible acoplamiento entre ANREP y PerA se procedió a subir las 

estructuras terciarias de ANREP, PerA, Aar y AggR al servidor ClusPro2. Este es un servidor 

basado en el acoplamiento rígido de las estructuras, es decir, que tanto el receptor como el 

ligando funcionan como dos bloques rígidos, que no presentan movimiento en las cadenas 

laterales ni en sus estructuras secundarias.  

El servidor realiza tres pasos: 1) acoplamiento de cuerpo rígido mediante muestreo de 

miles de millones de conformaciones, 2) agrupación basada en la RMSD de las 1000 

estructuras que presentan una energía muy baja para encontrar los grupos más grandes que 

representarán los modelos más probables del complejo (cercanos al nativo) y, 3) refinamiento 

de estructuras seleccionadas usando la minimización de la energía (Kozakov et al. 2017).  

La mejor manera de clasificar los modelos en ClusPro2 es por el tamaño del grupo de 

modelos. El tamaño del grupo es definido por el número de posibles proteínas acopladas 

dentro de una RMSD <10 Å que es valor mínimo presente en el acoplamiento de las proteínas 

nativas. De los 1000 modelos posibles se seleccionan los 10 mejores que tienen la RMSD 

menor. Para definir la RMSD, ClusPro2 selecciona los residuos de la interfaz del ligando y 

del receptor que tienen átomos dentro de los 10 Å, luego se superpone en las dos estructuras 

y al final se calcula la RMSD de los carbonos alfa (Cα) de los residuos de la interfaz de 

ambos (Kozakov et al. 2017). 

En la figura 14, se muestra el modelo con el valor más elevado del acoplamiento 

molecular de ANREP-PerA y Aar-AggR. En el modelo de acoplamiento entre ANREP y 

PerA, algunos de los aminoácidos mejor acoplados son los que conforman a la tercera hélice 

α de ANREP: Y-52, R-56 y F-59 que posiblemente se acoplen a la interfaz de algunos 

residuos de la parte final del N-terminal de PerA (M-117, Q-118, D-150, respectivamente). 

De manera importante, dos de los tres residuos acoplados de ANREP (Y-52 y R-56) 

pertenecen a la secuencia consenso de la familia ANR (Santiago et al. 2016). En el modelo 

de acoplamiento de Aar-AggR, los residuos correspondientes a Aar (K-19, W-45, N-48, F-

52) posiblemente se acoplen a los residuos de la región media de AggR (A-87, D-136, Y-

139, S-141) correspondiente a la parte media y final del N- terminal y la parte inicial del C-

terminal. Interesantemente, tres de los cuatros residuos de Aar (K-19, W-45, F-52) son 

importantes en la función represora de Aar (Santiago et al. 2016). En AggR, algunos de los 
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residuos mejor acoplados corresponden al segmento medio y final de su N-terminal, lo que 

corresponde con lo determinado por Santiago et al. (2016). 

 

 

Figura 14.  Modelo de acoplamiento molecular de ANREP-PerA y Aar-AggR. Se cargaron las estructuras terciarias 

de las proteínas obtenidas de “I-TASSER” al servidor “ClusPro2”. A) y B) Modelo de interacción de ANREP (azul)-

PerA (verde). C) y D) Modelo de interacción de Aar (azul)-AggR (verde). De color naranja se muestran los residuos de 

la secuencia consenso entre ANREP y Aar, de amarillo los aminoácidos correspondientes a los posibles sitios de 

interacción en PerA y AggR, respectivamente. B) y D) es un acercamiento de los sitios de acoplamiento y los aminoácidos 

que posiblemente interactúen. Los números y las líneas punteadas en amarillo muestran la distancia en Angstroms entre 

estos aminoácidos. Imágenes generadas y modificadas en: “ClusPro2” (https://cluspro.bu.edu/) y “Pymol” 

(https://pymol.org/2/). 
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Adicionalmente, a través del programa “SPRING” del servidor de “I-TASSER”, se 

predijo la interacción proteína-proteína. La particularidad de este programa es la utilización 

de un modelo de enhebrado de proteínas, es decir, a través del alineamiento con proteínas 

que contengan estructuras similares, se selecciona la plantilla que mejor se ajuste a las 

secuencias a analizar, acomodando los aminoácidos de la secuencia según la plantilla. Esto 

genera una puntuación Z. La puntuación Z, es la diferencia entre las puntuaciones del 

alineamiento sin procesar y el promedio de las variaciones. Cuanto mayor es el valor de Z, 

la calidad del modelo de los alineamientos es mejor (Guerler et al. 2013).  

Los modelos generados se muestran en la figura 15. El valor de Z-score para ANREP-

PerA fue de 4.588 y para Aar-AggR de 4.647. Lo que indica modelos óptimos de predicción 

sencilla. 

 

Figura 15. Modelo de predicción de la interacción proteína-proteína de ANREP-PerA y Aar-AggR. 

Se cargaron las secuencias primarias de las proteínas obtenidas del NCBI. Los modelos fueron generados 

en el programa “SPRING” de I-TASSER. A) Modelo de interacción de ANREP (azul)-PerA (rojo). B) 

Modelo de interacción de Aar (azul)-AggR (rojo). Los valores de Z-score fueron de 4.588 y 4.647, 

respectivamente. Imagen generada en: “SPRING” (https://zhanggroup.org/spring/). 
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          7.2 Interacción entre ANREP y PerA por “Pull-down” 

7.2.1 Purificación de la proteína MBP-PerA 

Para realizar los ensayos tipo “pull-down” se realizó la purificación de la proteína 

recombinante MBP-PerA por cromatografía de afinidad. La construcción que expresa dicha 

proteína fue previamente generada por Ibarra et al. (2003), esta construcción (pMALT2) tiene 

clonado a perA en fase con la región que codifica para MBP. Dicha proteína recombinante 

es capaz de restaurar el fenotipo AL en una cepa mutante en perA (Ibarra et al. 2003). 

Adicionalmente, en otros estudios este método de purificación de proteínas fusionadas a 

MBP ha sido ampliamente utilizado para purificar otros miembros de la familia AraC/XylS 

como Rns, ToxT, entre otros (Gallegos et al. 1997; Schuhmacher & Klose, 1999). 

La expresión de la proteína recombinante se realizó en la cepa BL21 (DE3) pLyS + 

pMALT2, para inducir la expresión de la proteína (MBP-PerA) se agregó 0.3 mM de IPTG.  

 

 

Figura 16. Purificación de la proteína MBP-PerA. SDS-PAGE al 12% teñido con azul de 

coomassie de las fracciones obtenidas de la purificación de MBP-PerA por cromatografía de 

afinidad. Carriles: 1) Marcador de peso molecular (MPM), 2) Fracción soluble, 3) Fracción no 

unida y 4) a 9) eluciones 1, 2, 3, 4, 5 y 6, respectivamente, de MBP-PerA purificada. El asterisco 

señala el subproducto de la fusión de MBP-PerA obtenido, la flecha azul indica la fusión 

completa de MBP-PerA de 71 kDa. 
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Enseguida, las células fueron concentradas, sonicadas y el extracto proteico soluble 

fue obtenido por centrifugación. Posteriormente, la fracción soluble fue incubada por 2 horas 

con la resina de amilosa para después purificar a MBP-PerA por cromatografía de afinidad. 

Al correr las distintas fracciones recuperadas en un SDS-PAGE se obtuvieron dos bandas 

correspondientes a la purificación (Figura 16). La primera de ~71 kDa que corresponde a la 

fusión completa y una segunda banda de ~55 kDa que corresponde a un subproducto 

incompleto de la fusión MBP-PerA. Todo lo anterior fue previamente estudiado y reportado 

por Ibarra et al. (2003).  

En la figura 16 de los carriles 4 al 7 se muestran las fracciones más limpias con la 

proteína MBP-PerA purificada y el doble bandeo característico.  

Una vez obtenidas las fracciones purificadas de MBP-PerA se dializó, se concentró y 

se cuantificó por el método de Bradford empleando una curva estándar con BSA. La 

concentración de la proteína recombinante fue de 1.67 μg/μl y las alícuotas se almacenaron 

a -20ºC hasta su uso. 

7.2.2 Purificación de la proteína ANREP-6XH 

Para realizar los ensayos tipo “pull-down”, se realizó una segunda purificación por 

cromatografía de afinidad, pero esta vez de la proteína ANREP-6XH. La construcción que 

expresa dicha proteína fue previamente generada por Jaramillo (2019). Esta construcción fue 

generada a partir del pBAD/myc-His A, y fue nombrada como pANREP. Se caracteriza 

porque tiene clonado el gen que codifica para ANREP más una secuencia que genera 6 

histidinas introducidas en el extremo C-terminal de ANREP (ANREP-6XH). Cabe señalar, 

que el vector tiene por defecto el epítope myc y una etiqueta de histidinas, pero el autor 

decidió no utilizarlas debido al tamaño minúsculo de ANREP (77 aminoácidos) y el posible 

defecto en plegamiento y función de la proteína (Jaramillo, 2019).  

La expresión de la proteína recombinante se realizó en la cepa BL21 (DE3) pLyS + 

pANREP, la proteína ANREP-6XH fue inducida con 0.2% de arabinosa. Posteriormente, el 

cultivo fue concentrado, sonicado y centrifugado. El extracto soluble fue recuperado, y se 

dejó interactuando por 2 horas con la resina de níquel para después purificar a la proteína por 

cromatografía de afinidad. Las fracciones purificadas fueron analizadas por SDS-PAGE y se 

muestran en la figura 17. 
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De los carriles 3 al 5 se observa una banda de bajo peso molecular que Jaramillo (2019) 

había previamente demostrado que correspondía a la proteína ANREP-6XH. Sin embargo, 

estas eluciones también arrastraron a otras proteínas en la purificación, específicamente una 

banda con un peso aproximado de 23 kDa. Es probable que tal proteína tiene afinidad por la 

resina de níquel o interactúa con ANREP-6XH a pesar de las condiciones desnaturalizantes 

de la electroforesis.  

Después de obtener las distintas fracciones de ANREP-6XH se dializó, se concentró, 

se cuantificó por el método de Bradford empleando una curva estándar con BSA, y se obtuvo 

una concentración de 8.99 μg/μl. Se realizaron alícuotas y se almacenaron a -20ºC. 

7.3 Evaluación de la funcionalidad de MBP-PerA  

7.3.1 PCR de la región reguladora de bfpA 

Para obtener la región reguladora de bfpA que se utilizó para los ensayos tipo “EMSA”, 

se procedió a realizar una PCR punto final. Los productos se obtuvieron utilizando como 

molde el plásmido pCAT201 empleado los oligonucleótidos pKK-8-H3R y pKK-8-BH1F.  

El producto de ADN obtenido es de aproximadamente 320 pb correspondiente a la región 

Figura 17. Purificación de la proteína ANREP-6XH. SDS-PAGE al 15% teñido con azul de 

coomassie de las fracciones obtenidas de la purificación de ANREP-6XH por cromatografía de afinidad. 

Carriles: 1) PapM de EAEC y 2) a 8) eluciones 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 respectivamente, de ANREP purificada. 

En sustitución del marcador de peso molecular se usó la proteína purificada de PapM que tiene un peso 

de 21.91 kDa.  
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reguladora en bfpA (-75 a -47 con respecto al sitio de inicio de la transcripción) (Figura 18). 

Previamente, Ibarra et al. (2003) determinaron esta región mínima de pegado de PerA en 

bfpA que contiene los sitios de unión a este activador transcripcional. 

7.3.2 Ensayo de movilidad electroforética (EMSA) 

Para realizar los ensayos de interacción proteína-proteína, primero fue necesario 

comprobar la funcionalidad de MBP-PerA mediante ensayos de EMSA (electrophoretic 

mobility shift assay) para confirmar que la proteína purificada adquiere su conformación 

nativa y se une al ADN de los genes que regula. 

Del fragmento de bfpA obtenido por PCR, se incubaron 250 ng con concentraciones 

crecientes de la proteína MBP-PerA o MBP (control), posteriormente las reacciones fueron 

analizadas mediante electroforesis nativa (Figura. 19). Se observa que MBP-PerA comienza 

a retardar el ADN desde concentraciones de 120 nM (Figura. 19A, carril 2) y continúa 

incrementándose el complejo ADN-proteína conforme se aumenta la concentración de MBP-

PerA (Figura. 19A, carriles 3 a 5). Mientras que MBP no fue capaz de unirse al ADN incluso 

a la concentración más alta 637 nM (Figura. 19B, carril 5). 

Figura 18. PCR de las región reguladora de bfpA. Gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio. 1) MPM. 

2) Fragmentos obtenidos por PCR de las secuencias reguladoras de bfpA (carriles 1 y 2). En negritas se resalta las 

bandas del MPM de 400 y 300 pb. La flecha señala el fragmento correspondiente a la región reguladora en bfpA 

(320 pb). 
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Por lo anterior, la proteína MBP-PerA purificada es una proteína funcional debido a 

que fue capaz de unirse a la región reguladora de bfpA. 

Figura 19. Ensayo de movilidad electroforética (EMSA) de la región reguladora de bfpA con MBP-

PerA (A) y MBP (B). Geles de acrilamida al 6% teñidos con bromuro de etidio. El fragmento de bfpA 

(250 ng) fue incubado con concentraciones crecientes de MBP-PerA: 1) 0, 2) 120 nM, 3) 248 nM, 4) 

476 nM y 5) 637 nM de las proteínas MBP-PerA y MBP, respectivamente. Las flechas señalan el 

ADN libre y el complejo de MBP-PerA + bfpA. 
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7.4 Evaluación de la interacción proteína-proteína entre ANREP y PerA 

De acuerdo con evidencia experimental de nuestro grupo de trabajo, Jaramillo (2019) 

propuso un modelo sobre el mecanismo de ANREP para modular la expresión de los genes 

de virulencia en EPEC, se sugiere que ANREP ejerce un efecto negativo sobre la virulencia 

de EPEC porque interactúa con PerA inactivando su función como activador transcripcional,  

de manera similar como sucede con Aar y AggR en EAEC (Santiago et al. 2014, 2016). 

Además, los resultados de nuestros análisis bioinformáticos mostrados anteriormente 

también apoyan esta propuesta. Para tal fin, se realizó el ensayo de interacción proteína-

proteína para demostrar experimentalmente la interacción entre ANREP y PerA por la técnica 

de “pull-down”. Para esto, la proteína ANREP-6XH fue incubada con la resina de níquel, 

posteriormente se adicionaron las proteínas MBP-PerA o MBP, se realizaron diferentes 

lavados para eliminar las interacciones inespecíficas y posteriormente las interacciones 

fueron analizadas por “western blot” con la sonda anti-histidinas y el anticuerpo anti-MBP.  

Figura 20. Ensayo de “pull-down” entre ANREP-6XH y MBP-PerA. “Western blot” de 

ANREP-6XH y MBP-PerA del ensayo de interacción proteína-proteína (“pull-down”). La 

proteína ANREP-6XH fue previamente incubada con la resina de níquel (Ni-NTA) y 

posteriormente se agregaron las proteínas MBP-PerA o MBP (control negativo). El ensayo se 

analizó por “western blot” empleando el anticuerpo anti-MBP o una sonda anti-His (His-probe 

HRP). Se indican las posiciones del marcador de peso molecular. 
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Los resultados del “pull-down” sugieren que ANREP-6XH y MBP-PerA interactúan 

en las condiciones analizadas debido a que el anticuerpo anti-MBP detecta a MBP-PerA 

cuando ANREP-6XH (9.8 kDa) se encuentra unida a la resina (Figura 20, carril 3), mientras 

que MBP no fue detectado, lo que indica que no interactúa con ANREP-6XH (Figura 20, 

carril 2). Sin embargo, en los controles de los carriles 4 y 5 existe una detección mínima de 

MBP y MBP-PerA en ausencia de ANREP-6XH, lo que podría deberse a una posible falta 

de lavados durante el ensayo. Por lo anterior, se sugieren más repeticiones para verificar los 

resultados preliminares, aunque estos datos experimentales y los análisis bioinformáticos 

sugieren que ANREP y PerA interactúan. 

7.5 Efecto de la interacción entre ANREP y PerA sobre la capacidad de esta última 

para unirse al ADN. 

De acuerdo con la revisión bibliográfica, los estudios bioinformáticos y los resultados 

experimentales realizados para este trabajo, proponemos que ANREP y PerA interactúan. 

Sin embargo, no pudimos evaluar si dicha interacción afecta la capacidad de PerA para unirse 

al ADN de los genes que regula. Por esta razón, planteamos las siguientes hipótesis sobre el 

efecto que genera la interacción entre ANREP y PerA (Figura 21) en la regulación de los 

genes que son blancos de PerA.  

La primera hipótesis establece que el complejo ANREP-PerA afectaría la función de 

PerA porque probablemente se bloquearía la región necesaria para la interacción con la 

subunidad  de la ARNP que ya ha sido demostrada (Lara-Ochoa et al. 2021) y, de acuerdo 

al modelamiento propuesto en ese mismo trabajo, los residuos de aminoácidos de PerA 

involucrados en la interacción con  comprenden las posiciones 169-227, que forman parte 

y están cercanos a la región putativa de PerA (116-172) que interactúa con ANREP y que 

identificamos en este trabajo (Figura 21.1A). Dicha interacción tendría como consecuencia 

evitar que PerA ancle la ARNP a los promotores de los genes que regula, provocando la 

represión de su propia expresión, así como la de BFP y de los genes de la isla LEE.  

Otra propuesta es que el complejo ANREP-PerA genere un cambio conformacional en 

la estructura de PerA que provoque la incapacidad para unirse al ADN de los genes que 

regula, causando igualmente la represión de BFP y de los genes de la isla LEE (Figura 

21.2A). 
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Finalmente, una posibilidad es que ANREP al unirse a PerA bloquee el dominio de 

reconocimiento a algún efector (aún desconocido para PerA), pero que ha sido demostrado 

en otros miembros de la familia AraC/XylS. Esto generaría que en ausencia del efector unido 

a PerA, ésta no cambiaría a una conformación activa que favorecería la unión al ADN 

causando también la represión de los genes que regula (Figura 21.2B). 

Análisis experimentales permitirán confirmar tales propuestas y esclarecer el papel que 

tiene ANREP sobre la función de PerA y el efecto sobre la expresión de los genes de 

virulencia en EPEC. 
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Figura 21. Modelo de la interacción entre ANREP y PerA sobre la capacidad de esta última para unirse al ADN blanco. El modelo es con base a los 

resultados obtenidos en este trabajo y con la bibliografía consultada. 1. ANREP ejerce un efecto negativo sobre la actividad de PerA porque se forma el complejo 

ANREP-PerA. Dicho complejo podría formarse antes o cuando PerA se una al ADN. Tal efecto tendría como consecuencia lo siguiente: A. ANREP podría unirse 

a PerA en el sitio con el que contacta con la ARNP, lo que evitaría la interacción con el complejo de la transcripción y provocaría la represión de los genes que 

regula. B. Otra opción es que ANREP se una a PerA (preferentemente en la parte final del N-terminal, en el conector y en la parte inicial del C-terminal) y de esta 

forma altera la conformación nativa de PerA que impediría su unión al ADN o la interacción con la ARNP, causando la represión de la transcripción de los genes 

blanco. C. La última probabilidad es que la interacción de ANREP con PerA podría bloquear la unión de una molécula efectora (aún desconocida) en el dominio 

efector de PerA, lo que generaría una conformación inactiva para su función ya sea su unión al ADN o la interacción con la ARNP; generando como consecuencia 

la represión del operón bfp y, de manera indirecta, de los genes de la isla LEE. Las esferas verdes indican las moléculas efectoras. Imagen creada en: Biorender.com 
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7.6 Generación de anticuerpos policlonales para detectar a ANREP 

Con la finalidad de caracterizar el papel de ANREP en la regulación de la virulencia 

de EPEC, se realizó la generación de los anticuerpos policlonales (anti-ANREP). Para esto, 

se llevó a cabo un esquema de inmunización de la proteína purificada ANREP-6XH en una 

coneja Nueva Zelanda, dicho esquema tuvo una duración de 50 días. Previo al esquema se 

monitoreo el estado de la coneja (peso, talla, temperatura), el cual fue óptimo. Al finalizar el 

esquema de inmunización, se extrajo la sangre total de la coneja, se centrifugó, se recuperó 

el suero con los anticuerpos y se almacenó en ultracongelación.  

La inyección, el monitoreo y la extracción de la sangre total fue realizada con la 

asistencia de los veterinarios del bioterio “Claude Bernard” de la Benemérita Universidad 

Autónoma de Puebla (BUAP). Sin embargo, por los inconvenientes de la pandemia de 

COVID-19 no se probó la funcionalidad de los anticuerpos. 
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8. DISCUSIÓN 

Fascinantemente, el campo de la regulación en bacterias patógenas se ha convertido en 

uno de los principales intereses en el campo científico. Sin embargo, existen muchos 

mecanismos desconocidos y bastante complejos aun por dilucidar. Entre los principales 

mecanismos de regulación, se encuentra la familia de reguladores transcripcionales 

AraC/XylS, los cuáles son participes en diversas respuestas ambientales, cambios en el 

metabolismo y en la virulencia. La expresión de tales miembros es tan controlada que solo 

se expresan en ciertas condiciones y en concentraciones específicas. Como sucede con AggR, 

CfaD, MarA, ToxT y PerA (Martinez-Laguna et al. 1999; Morin et al. 2010; Prajapat et al. 

2015; Schuhmacher & Klose, 1999).  

Específicamente PerA, es el objeto de estudio de nuestro grupo de trabajo y se sabe que 

su activación ocurre a 37 ℃ y se reprime a temperaturas menores o mayores. Adicionalmente 

PerA se reprime a concentraciones ≥20 mM de sales de amonio lo cual se relaciona con el 

nicho de colonización de EPEC (intestino delgado) (Martinez-Laguna et al. 1999). Otra 

característica importante de estos miembros es su autoactivación. En PerA, ocurre tal 

fenómeno, permitiendo un control más estricto, regulado y rápido para su activación soló en 

su presencia y en las condiciones adecuadas (Martinez-Laguna et al. 1999). Por lo tanto, PerA 

juega un papel crítico para la activación de los genes que regula. Entre estos, se encuentran 

los relacionados a los principales factores de virulencia de EPEC como el SST3 y la fimbria 

BFP. 

La complejidad de la red de regulación en EPEC, no solo se remite a esta familia, 

existen más reguladores implicados en el éxito de la bacteria para establecerse en el 

hospedero. Uno de los recientes descubrimientos en nuestro grupo de trabajo fue la 

identificación de un miembro (ANREP) de la nueva familia de anti-activadores AraC/XylS 

(ANR), el cuál fue nombrado como ANREP. Este miembro cumple con la función de 

modular la activación de los genes que regula PerA (bfpA, espA y el mismo perA). Además, 

la actividad represora de ANREP sobre PerA predomina en condiciones de represión (más 

amonio). Este efecto causa una menor expresión de las proteínas que conforman al SST3 y 

la fimbria BFP (Jaramillo, 2019).  

Con los antecedentes descritos en nuestro grupo de trabajo, se procedió a realizar los 

estudios correspondientes para saber si ANREP puede interactuar de forma similar al 
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miembro más estudiado de la familia ANR (Aar de EAEC) es decir, a través de su interacción 

directa con un miembro AraC/XylS (PerA de EPEC) contrarrestando su función (Jaramillo, 

2019). 

Comparativamente, a nivel estructural según lo reportado por Jaramillo (2019) ANREP 

y Aar, comparten un 26.8% de identidad y 37.8% de similitud entre sus secuencias proteicas, 

además de que ambas están formadas por hélices α y tienen pesos moleculares ≤10 kDa. 

Asimismo, Santiago et al. (2016) determinó una secuencia consenso presente en los 

miembros de la familia ANR, que podría ser importante en su estructura y función en común. 

De acuerdo con las características anteriores, se procedió a la búsqueda in silico de la 

interacción proteína-proteína entre ANREP y PerA. Conforme, a los resultados de la figura 

11, al parecer hay una posible interacción entre ANREP y PerA, debido a que los valores son 

similares a los de la interacción de Aar y AggR (Santiago et al. 2016). Además, de acuerdo 

con los valores predichos por el servidor “PSOPIA” en ANREP, puede existir interacciones 

con otros reguladores implicados en la regulación de LEE como GrlA y Ler. Lo cual, 

concuerda con lo propuesto por Jaramillo (2019) y su posible interacción. Específicamente 

en Ler, es más probable esta interacción debido a que pertenece a la familia H-NS, los cuales 

se saben que interactúan con los miembros ANR (Santiago et al. 2017). Esto supone, una 

mayor complejidad en la regulación de la virulencia de EPEC y podría ser un nuevo objeto 

de estudio en nuestro grupo de trabajo. 

Ahora bien, para determinar los posibles sitios de interacción entre ANREP y PerA se 

realizó la búsqueda empleando el servidor “iFrag”. Los resultados de la figura 12, muestran 

de color rojo los sitios con la mayor probabilidad de interacción, y los de color azul los que 

tienen una probabilidad más baja. Al parecer ANREP puede interactuar con PerA a través de 

los algunos residuos que abarcan la segunda y la tercera α de su estructura secundaria (A22, 

W26, A29, W43 y R47), los cuales curiosamente están conservados en la familia ANR 

(Santiago et al. 2016). En PerA, ANREP al parecer se une a la región que flaquea a la parte 

final del N-terminal y la inicial del C-terminal, pasando por el conector, lo que concuerda 

con lo observado en otros miembros AraC/XylS (Santiago et al. 2016). En cuanto a la 

interacción de Aar y AggR, Los resultados coinciden de manera parcial con lo determinado 

experimentalmente por Santiago et al. (2016) por ensayos doble híbrido y “western blot”. 
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Adicionalmente se procedió a realizar una estimación de la posible afinidad entre el 

complejo formado por ANREP y PerA, para ello se empleó el servidor web “PPA-Pred2”. 

Los resultados obtenidos reflejaron complejos proteicos estables (kD) y energéticamente 

favorables (ΔG) tanto para el control positivo (subunidades de la ARN polimerasa), así como 

para las interacciones de ANREP y PerA, Aar y AggR, entre otras, y no así con el control 

negativo (Enol y OmpF). Interesantemente, los valores de la afinidad entre Aar y AggR 

fueron cercanos a lo determinado por resonancia de plasmón superficial, con afinidad en las 

concentraciones en el orden de nanomolar (Santiago et al. 2016). 

Posteriormente, se quería descifrar cuál era la manera en la que probablemente ambas 

proteínas se podrían acoplar con valores cercanos a la conformación nativa del complejo, 

comparando con los resultados de Aar y AggR. Para ello, primero se procedió a realizar la 

predicción de sus estructuras terciarias, se escogieron los modelos que se muestran en la 

figura 13 generados por el servidor “I-TASSER”, según sus valores de C-score, TM-score y 

RMSD. Posteriormente, se introdujeron al servidor “ClusPro2”, el cual se basa en el 

acoplamiento rígido del ligando y el receptor colocando a este último en un sistema de 

coordenadas inmóvil para que el ligando se acople en un sistema de coordenadas móviles. 

La estrategia para el acoplamiento molecular por el método de los cuerpos rígidos se eligió 

por su rapidez, simplicidad, accesibilidad, por los posibles errores que se arrastraron en la 

predicción de la estructura de las proteínas y por la escasa información en la literatura sobre 

la estructura a nivel atómico de los miembros ANR, ya que actualmente ninguno se encuentra 

cristalizado (Kozakov et al. 2017). Lo anterior, podría suponer otro objeto de estudio en el 

grupo de trabajo, al tener la capacidad de caracterizar la estructura terciaria de ANREP, 

debido a su alta solubilidad al ser recuperable en el extracto soluble, en contraste con lo que 

sucede con Aar (Santiago et al. 2016). 

Asimismo, el programa genera los mejores 10 modelos los cuales son cercanos al 

nativo. Sin embargo, en el proceso se generan más de 1000 acoplamientos (Kozakov et al. 

2017). De estos se escogió el que obtuvo las mejores puntuaciones del acoplamiento y se 

muestra en la figura 14 tanto del acoplamiento de ANREP-PerA como el de Aar-AggR. De 

acuerdo con el acoplamiento, entre ANREP y PerA, los residuos de la interfaz mejor 

acoplados son los correspondientes a la tercera hélice α (Y-52, R-56 y F-59) con los residuos 

de la interfaz del N-terminal (M-117, Q-118, D-150) de PerA. De manera similar Aar, se 
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acopla mejor a la región media de AggR (A-87, D-136, Y-139, S-141) a través de algunos 

residuos de su segunda y tercera hélice α (K-19, W-45, N-48, F-52). De las proteínas ANREP 

y Aar, curiosamente algunos de los residuos acoplados pertenecen a la secuencia consenso 

de la familia (Santiago et al. 2016). Lo que indica que estos residuos se conservan, por su 

importancia al momento de interactuar con los reguladores AraC/XylS. Sin embargo, en 

ANREP faltarían estudios experimentales para confirmar si estos aminoácidos son 

importantes al momento de interactuar con PerA. 

Con base en los análisis bioinformáticos, se realizaron los experimentales. Primero se 

sobreexpresó, purificó y cuantificó a las proteínas ANREP-6XH y MBP-PerA (Figuras 16 y 

17). Las dos primeras proteínas recombinantes se generaron en construcciones elaboradas en 

trabajos previos de Jaramillo (2019) e Ibarra et al. (2003), respectivamente. Cabe señalar, 

que la concentración obtenida de MBP-PerA fue baja debido a un defecto en la resina de 

amilosa, lo cual ocasionó que se recuperara mucho menos proteína purificada. Sin embargo, 

a pesar de los inconvenientes se realizó el ensayo tipo” EMSA” para comprobar la 

funcionalidad de la proteína MBP-PerA utilizando solo la región reguladora de bfpA. En la 

figura 19 se muestran los ensayos tipo EMSA, se comienza a observar un retraso 

electroforético (formación del complejo proteína-ADN) a una concentración de 248 nM de 

MBP-PerA, y va aumentando conforme se aumentaron las concentraciones de esta proteína 

y no así para MBP. Lo anterior indica que MBP-PerA es funcional, conserva su estructura 

nativa y es útil para el siguiente paso experimental. 

En la figura 20 se muestra el ensayo de interacción tipo “pull-down” entre ANREP y 

PerA. De acuerdo con la figura, al parecer si existe una interacción entre ANREP-6XH y 

MBP-PerA. Sin embargo, en el carril 3 (de izquierda a derecha), hay una disminución de la 

cantidad de ANREP-6XH detectada por la sonda, lo que al parecer indica una perdida durante 

el proceso experimental. Además, de que existen señales en los controles negativos (MBP y 

MBP-PerA con la resina de niquel), probablemente por la deficiencia de un mayor número 

de lavados para eliminar a estas proteínas. 

Por lo tanto, la evidencia aportada hasta el momento señala la interacción y 

acoplamiento a nivel in silico entre ANREP y PerA. Lo que supone un efecto importante en 

la regulación de la virulencia de EPEC, según lo mostrado en el modelo de la figura 22. Sin 
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embargo, a nivel experimental, faltarían repetir los ensayos realizados en este trabajo para 

poder concluir con certeza que verdaderamente están interactuando estas dos proteínas. 

Con base a los resultados en este trabajo, presentamos un modelo de la interacción de 

ANREP con PerA, al atrapar a este último, antes o después de que se una al ADN y así evitar 

su función de activador de los genes de virulencia bajo su control. Nuestra hipótesis indica 

varias posibilidades de dicho mecanismo (Figura 21). La primera posibilidad es que, ANREP 

forme el complejo ANREP-PerA, lo que evitaría que PerA interactúe con la ARNP para 

activar la transcripción de los genes blanco. Otra posibilidad es que ANREP, se una a PerA 

(preferentemente en la parte final del N-terminal, en la parte inicial del C-terminal, pasando 

por el conector) y de esta forma impediría su unión al ADN de los genes que regula, al causar 

la pérdida de la conformación nativa de PerA. La posibilidad final sería que la interacción de 

ANREP con PerA bloquearía la unión de una molécula efectora (aún desconocida) en el 

dominio efector de PerA, lo que generaría una conformación inactiva para su función y 

evitaría su unión al ADN blanco; en cualquiera de los casos la formación del complejo 

ANREP-PerA tendría como consecuencia la represión del operón bfp y, de manera indirecta, 

de los genes de la isla LEE. Sin embargo, el modelo anterior es necesario someterlo a análisis 

experimentales para comprobar dichas hipótesis. Por lo tanto, en estudios futuros en nuestro 

laboratorio se propone realizar un ensayo tipo “EMSA” y un ensayo tipo “footprinting” con 

las proteínas ANREP-6XH y MBP-PerA más la región de pegado de esta última (bfpA o 

perA) y verificar tal hipótesis. Además de realizar mutantes puntuales en los dominios (C-

terminal, en el conector y N-terminal) de PerA y en las hélices α de ANREP para saber las 

regiones importantes en la interacción entre ambas. Asimismo, evaluar el efecto de la 

interacción entre ANREP y PerA, en los genes bajo el control de este último, al realizar 

ensayos de complementación en cepas mutantes ANR y PerA con los genes que codifican 

para estas proteínas y medir los niveles transcripcionales de los genes bajo el control de PerA. 

De los anticuerpos policlonales generados a partir de la proteína purificada ANREP-

6XH, lamentablemente no se probaron debido a la falta de tiempo y por la pandemia de 

COVID-19. Sin embargo, servirán para la detección de la expresión de la proteína nativa en 

EPEC silvestre y para otros futuros estudios experimentales. 

Uno de los puntos más sorprendentes de la familia ANR es su promiscuidad de unión 

a parálogos de la familia AraC/XylS que se encuentran dentro de la misma bacteria (GadX) 
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(Santiago et al. 2016). Y no solo eso, sino que interesantemente también tiene la capacidad 

de unirse a ortólogos dentro de muchas otras bacterias Gram negativas. Entre estos se 

encuentran: CfaD, Rns, RegA, ToxT, etcétera. Los que pertenecen a ETEC (los dos 

primeros), Citrobacter rodentium y Vibrio cholerae, respectivamente (Santiago et al. 2016, 

2017), tal y como sucede con Aar (Santiago et al. 2016). Lo que subraya la importancia de 

los residuos conservados en la estructura y función de los miembros de la familia ANR. De 

esta forma, en la figura A2 (anexos), se plantea la posibilidad de que ANREP tiene la 

capacidad de interactuar con otros miembros AraC/XylS, debido a su similitud estructural 

con Aar. Probablemente, este tipo de interacciones pueda ocurrir con otros miembros 

implicados en procesos metabólicos y de supervivencia dentro de la misma bacteria (Santiago 

et al. 2016).  

Como se mencionó con anterioridad, los miembros de la familia AraC/XylS se 

autorregulan. Una vía alternativa es por la activación de la expresión de los miembros ANR. 

Como sucede con AggR y Aar de EAEC y con CfaD y Rnr-1 y Rnr-2 de ETEC, 

respectivamente (Hodson et al. 2017; Santiago et al. 2014). Particularmente en ETEC, CfaD 

se une a la región reguladora de rnr-1. El sitio de unión de CfaD a la región reguladora de 

rnr-1 es una secuencia que se ubica dentro de la caja -35 (ATTATTTTATCT) (Hodson et 

al. 2017), la cual es rica en AT. Específicamente, en ANREP no se ha demostrado tal 

fenómeno. Una de las causas es porqué actualmente no se conoce si forma parte de un operón 

policistrónico o si es una unidad transcripcional independiente (Jaramillo, 2019). Sin 

embargo, por estudios bioinformáticos (no mostrados), se detectó un posible sitio de pegado 

de PerA en la región reguladora del operón putativo de ANREP. Esto podría suponer una vía 

de autorregulación de PerA a través de ANREP (Figura 22), al favorecer su transcripción. Se 

realizó la búsqueda a lo largo de la secuencia del ADN de los tres genes que conforman el 

operón putativo de ANREP (RS14135, ANREP, RS14145), pero sólo se encontró una región 

de pegado rio arriba de RS14135. Esto sin duda, apoya la hipótesis de que ANREP forman 

un operón con estos dos genes. Sin embargo, faltarían análisis experimentales al respecto, 

para saber si los tres genes están en operón, que funciones tienen y si se transcriben y traducen 

RS14135 y RS14145 en las mismas condiciones que ANREP. 
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Figura 22. Modelo de la actividad de ANREP en el mecanismo de regulación de los genes de virulencia de EPEC. Este modelo representa el 

efecto regulador de ANREP sobre PerA además de su posible interacción con otros reguladores de virulencia. Lo anterior es con base a los 

resultados obtenidos en este trabajo, a lo propuesto por Jaramillo (2019) y con la bibliografía consultada. Las flechas de color negro indican 

regulación positiva, las líneas rojas indican regulación negativa, las flechas rojas y discontinuas indican regulación negativa hipotética y la flecha 

negra y discontinua indica regulación positiva hipotética. Imagen creada en: Biorender.com 
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9. CONCLUSIONES 

• Los resultados de análisis in silico sugieren que ANREP y PerA interactúan, los sitios 

probables de dicha interacción comprenden del aminoácido 21 a 67 en ANREP, en 

donde se encuentran residuos que muestran un alto grado de conservación entre los 

miembros de la familia ANR. Respecto de PerA, se propone que la región que incluye 

de los aminoácidos 116 a 172 podrían estar involucrados en la interacción con 

ANREP, dicha región comprende el sitio conector, así como la parte final del extremo 

amino y la parte inicial del carboxilo terminal de PerA.  

 

• Los resultados del ensayo de interacción proteína-proteína por “Pull-down” 

confirmaron que ANREP interactúa con PerA, el complejo ANREP-PerA es 

posiblemente responsable de la vía que utiliza ANREP para actuar como represor de 

los genes regulados por PerA. 

 

• De manera adicional, los análisis bioinformáticos sugieren que ANREP podría 

interactuar con otros reguladores de virulencia de EPEC, como: H-NS, GrlA y Ler. 

Para H-NS coincide con lo previamente reportado en EAEC, en donde se demostró 

que Aar (Familia ANR) interactúa con H-NS para controlar la expresión de diversos 

genes. Esto valida los resultados obtenidos con los programas bioinformáticos que se 

utilizaron en este trabajo. 

 

• En conclusión, los datos obtenidos por análisis bioinformáticos y experimentales en 

este trabajo, sugieren que ANREP ejerce un efecto negativo sobre la expresión de los 

genes de virulencia de EPEC porque atrapa a PerA, dicho mecanismo generaría como 

consecuencia tres posibilidades: 1) evitar que PerA interactúe con la ARNP (ARN 

Polimerasa) para activar la transcripción, 2) pérdida de la conformación nativa de  

PerA evitando que se una al ADN de los genes que regula, o 3) evitar que una 

molécula efectora se una al amino terminal de PerA lo que generaría una 

conformación inactiva para su función; en cualquiera de los casos la formación del 

complejo ANREP-PerA tendría como consecuencia la represión de los genes bfp y, 

de manera indirecta, de los genes LEE.  
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10. PERSPECTIVAS 

• Repetir los ensayos de interacción proteína-proteína entre ANREP y PerA. 

• Evaluar si ANREP afecta la capacidad de PerA para unirse al ADN de los genes que 

regula o si bloquea la interacción con la subunidad  de la ARNP. 

• Realizar mutaciones de los aminoácidos involucrados en la interacción entre ANREP y 

PerA.  

• Evaluar las condiciones ambientales que determinan la formación del complejo entre 

ANREP y PerA. 

• Analizar si ANREP interactúa con H-NS, Ler y GrlA. 

• Probar la funcionalidad de los anticuerpos policlonales para detectar a la proteína nativa. 

• Evaluar si PerA regula la expresión del gen que codifica para ANREP. 

• Realizar estudios estructurales del complejo ANREP-PerA. 
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12. ANEXOS 

 

 

 

Figura A1. “Western blot” de las proteínas purificadas MBP y MBP-PerA. Del orden de los 

carriles: 1) MBP, 2) MBP-PerA, 3) MBP y 4) MBP-PerA. Se utilizo como anticuerpo primario los 

anticuerpos policlonales de MBP. 
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Figura A2. Busqueda de los sitios probables de interacción entre diferentes miembros de las familias 

ANR y AraC/XylS. A) ANREP-CfaD, B) ANREP-ToxT, C) ANREP-AggR, D) Aar-CfaD, E) Aar-ToxT, 

F) Aar-PerA, G) ANREP-GadX (EPEC), H) Aar-GadX (EAEC) I) ANREP-H-NS. Imágenes generadas 

en: “iFrag” (http://sbi.imim.es/web/index.php/research/servers/iFrag?). 


