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El Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) es el agente causal
de la enfermedad de Johne. Los mecanismos por los cuales MAP es capaz de
adaptarse a la respuesta natural del huésped aun no estan claros. A través
de la pcr en tiempo real, se examinaron los niveles de expresion del ARN de
la ferroportina 1 (FPNT) en células de macréfagos de raton J774 infectados
con Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis o con el extracto crudo
de proteina (EcP) de MAP. La multiplicidad de infeccion (mor) con mMAP de-
pendid de la disminucion de los niveles del ARNm de la FPN1. Los macréfagos
infectados con las mor de 20:1 y 15:1 no mostraron cambio alguno en la
expresion del gen FPN1, mientras que en las Mol de 10:1 y 5:1, disminuyd en
un 50% y 809%, respectivamente. En los macréfagos tratados con 50, 100,
150 y 200 pg/mL de ECP de maP (ATCC19698), la expresion del ARNm de
FPNT disminuyd 25%. La sobreexpresion del ARNm de FPN1 en macrofagos
J774 tratados con una sobrecarga de hierro de 400 uM de nitrilotriacetato
férrico (FeNTA) se suprimid cerca de un 70% por la infeccion con MAP viva
(Mol 20:1). Estos datos revelaron que MAP inhibe la expresién del ARNmM de
FPN1, lo que sugiere que existe un mecanismo bacteriano que participa en la
regulacion del hierro del huésped.

Palabras clave: Expresion génica; Enfermedad de Johne; Ferroportina 1; Hierro; Macréfagos.

Introduccién

La paratuberculosis (PTB) es una enfermedad infecciosa caracterizada por causar
diarrea y enterocolitis granulomatosa en rumiantes domésticos vy silvestres. El My-
cobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) es el agente etioldgico; este
patogeno es capaz de infectar a los macréfagos entéricos y vivir de forma intrace-
lular. Para multiplicarse dentro de las células del huésped, las bacterias requieren
satisfacer sus demandas metabdlicas especificas, entre ellas, de hierro —elemento
clave que funciona como cofactor de muchas proteinas celulares que participan en
el transporte de electrones, la desintoxicacion de especies reductoras de oxigeno
(RoS) y la sintesis de ADN (Eckelt et al, 2014, 2015).
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El hierro no esté disponible libremente, por lo tanto, las bacterias utilizan dife-
rentes mecanismos de absorcién para adquirirlo. Para ello, las bacterias producen
sideréforos, hemaoforos y receptores de superficie celular que capturan hemopro-
tefnas (Krewulak y Vogel, 2008). En las micobacterias, la micobactina es una pseu-
dobactina responsable de la union y el transporte del hierro en las células. La
micobactina es codificada por un grupo de genes denominados mbta-s que inician
su sintesis; en MAP el gen mbta es mas corto y codifica una version incompleta de
esta proteina. El truncamiento del gen mbta puede explicar por qué MaP no es ca-
paz de producir micobactina, por lo que es necesario agregarlo al medio de cultivo
en el laboratorio (Li et al, 2005).

A pesar de que in vitro se requiere micobactina, MAP sobreexpresa los genes
implicados en la sintesis de micobactina en macrofagos bovinos (Zhu et al., 2008).
En presencia de hierro, el regulador transcripcional de map, el gen IdeR, reconoce
secuencias consenso en regiones llamadas “cajas de hierro”, localizadas en las
regiones del promotor de genes encargadas de regular la expresién de genes impli-
cados en la adquisicion (mbt) y almacenamiento (bfra) de hierro (Janagama et al.,
2009, 2010). Recientemente se caracterizd el interactoma de otro mecanismo de
adquisicion de hierro en maP que depende del dxido nitrico (Lamont et al,, 2013).

La regulacion de la homeostasis del hierro en los macréfagos involucra varias
protefnas (Weiss, 2009). Los macréfagos pueden adquirir el hierro por medio del
receptor de transferrina 1 (1fr1) y su captura estd mediada por la transferrina. El
hierro molecular puede obtenerse a través del transportador 1 (bmt1) o por fago-
citosis de los eritrocitos viejos. El hierro entonces se transporta, reutiliza y almacena
en los macréfagos gracias a la interaccion de elementos reguladores de hierro
(IRes) con proteinas reguladoras del hierro (IRPS). La ferroportina 1 (FPN1) es una
proteina de exportacién de hierro que esta presente en la superficie de los macro-
fagos, hepatocitos, enterocitos y eritrocitos y transporta la forma ferrosa del hierro
(Fe2 *) (Abboud et al., 2000; Donovan et al,, 2000; McKie et al., 2000). La salida
de hierro de los macréfagos estéd controlada por la hepcidina, que interacttia con la
FPN1. Esta interaccion resulta en la internalizacién y degradacién de la FPN1 a través
de los proteosomas, lo que bloquea el flujo de salida de hierro de los macréfagos
(Nemeth et al, 2004). La acumulacién de hierro dentro del macréfago promueve
el desarrollo de patogenos intracelulares y disminuye la secrecion de 1L-6 (Canz,
2009). La expresion del ARNm de FPN1 en los macréfagos aumenta con la infeccién
de Mycobacterium tuberculosis (MTB) y Mycobacterium avium (MA). Sin embargo,
se obtuvo un incremento mayor en la expresion del ARNm del gen fpn7 en mTB
y de macréfagos infectados por ma cuando, de forma clasica, los macréfagos se
activaron con interferén gamma (IFNy) (Van Zandt et al,, 2008), aunque el efecto
de MAP en la expresion del ARNmM de FPNT alin no se comprende.

Tomando en cuenta las funciones y la importancia de la FPn1 y del hierro du-
rante la infeccion de map en los macréfagos, se hipotetizd que se necesita una alta
concentracion de hierro para la sobrevivencia de las micobacterias en los macro-
fagos durante el proceso de infeccion; por lo tanto, la expresién del ARNm de FPN1
deberia estar disminuida para facilitar el establecimiento de la infeccion.

En este estudio, se examinaron los niveles de expresion del ARNmM de FPN1
mediante la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real en la linea
celular de macréfagos de raton J774. Para ello, se infectaron los macréfagos con
MAP vivo, con o sin hierro y con el extracto de proteina cruda de MAP, lo que permi-
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tio identificar la inhibicién de la expresion del ARNm de FPN1 como efecto directo de
MAP en macréfagos tratados con hierro.

Materiales y métodos

Cultivos bacterianos y extracto de proteina cruda

El maP (aTcC 19698) se cultivd en medio Middlebrook 7H 9 suplementado con
acido oleico, albumina, catalasa (oapc) (Difco, Detroit, MI, USA), dextrosa y mico-
bactina (Allied Monitor Inc., USA) (4 mg/L) durante cuatro semanas. Las bacterias
se almacenaron a -70°C en alicuotas de 1 mL con 4 x 108 unidades formadoras de
colonias (Urc)/mL en medio RPmI 1640 (Difco, Detroit, M1, USA), con L-glutamina,
aminodcidos, piruvato de sodio y bicarbonato de sodio (RPmI completo [CrRPMI]),
con glicerol al 10%. La dilucion y plateo de bacterias en medio Middlebrook 7H 11
con agar, suplementado con oADC y micobactina, confirmé el nimero de bacterias.
Se prepararon extractos de proteina cruda de MAP a partir de un cultivo de 50 mL
de un mes de crecimiento. La suspensidn bacteriana se centrifugd por 20 min a
3,000 X g, las bacterias se lavaron con pBs 1X y se resuspendieron en CRPMI. La
suspension se mezcld con silice en una proporcién de 1 g/mL durante 5 miny se
centrifugd 20 min a 3,000 X g para eliminar restos celulares; el sobrenadante se
filtrd a través de una membrana de 0.22 pm. Se aplicé el método de Bradford para
determinar la concentracion de proteinas de maP del extracto filtrado. Las alicuotas
del extracto de proteinas crudas se mantuvieron a -70°C hasta que se les utilizé.

Cultivo celular de macréfagos de raton J774

La linea celular de los macréfagos de ratdn J774 se propagd en CRPMI enriquecido
con 5% de suero fetal bovino inactivado con calor, sin antibiéticos. Los cultivos se
mantuvieron a 37°C con 5% de co,. Los macrdéfagos se diluyeron con azul tripano
y se cuantificaron mediante el uso de una cdmara de Neubauer. Se sembraron 1 x
106 células por pocillo en cada placa de seis pozos. Los macréfagos se cultivaron
a 37°C con 5% de co, durante cuatro horas para permitir la adherencia a la su-
perficie. Las células no adherentes se retiraron lavando con crpmi suplementado
con 5% de suero fetal bovino. Los macréfagos adherentes se utilizaron para los
experimentos posteriores.

Tratamiento de macrdfagos con MAP vivo

y con extracto de proteina cruda

Para identificar el efecto en la expresion del ARNm de FPN1 del tratamiento del
extracto de protefna cruda de MAP y MAP vivo, se pusieron a cultivar las placas con
monocapas de 1 x 108 macréfagos infectados con MAP vivo o tratados con el
extracto de proteina cruda de MAP. Para la infeccion, se utilizaron cuatro diferentes
multiplicidades de infeccion (mois 5:1, 10:1, 15:1 y 20:1); después las placas se
centrifugaron a 200 X g durante 10 min y se incubaron a 37°C durante seis horas.
Para el tratamiento con proteina, los pocillos se incubaron con 50, 100, 150 o
200 pg/mL de proteina cruda de mApP durante 6 horas. Al finalizar el tiempo de
incubacién, se elimino el medio de cultivo de todos los tratamientos; las células se
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lavaron una vez con pBs 1X, y se les extrajo el ARN total. El resultado de la expresién
de FPN1 en los macréfagos fue el promedio de tres experimentos independientes,
cada uno con tres repeticiones.

Tratamiento de macrofagos

con dcido nitrilotriacetato férrico (FENTA)

Con el fin de identificar el efecto del tratamiento con hierro en la expresion del
gen fonl en los macréfagos, éstos se incubaron con diferentes concentraciones
de acido nitrilotriacético férrico (FenTA), un donador de hierro a la transferrina. Los
macréfagos J774 de ratén (1 x 10° células) se indujeron con 100, 200 y 400 pm
FENTA por 6, 9 0 12 horas en medio crRPMI suplementado con 5% de suero
bovino fetal.

Para determinar el efecto de map en la infeccion de macréfagos con una sobre-
carga de hierro, los macréfagos se infectaron con una moi 20:1 o se les cultivo con
200 pg/mL del extracto de proteina cruda de maP y 400 pM de FeNTA (FENTA- MAP).

En todos los tratamientos, el medio se elimind cuando finalizd la incubacion,
las células se lavaron una vez con pBs y el ARN total fue extraido y almacenado
a -70°C. Los resultados de la expresion del gen foni de los macréfagos son el
promedio de tres experimentos independientes, cada uno con tres repeticiones.

Extraccion del ARN total

El ARN total de los macréfagos se aislo con el kit RNeasy (Qiagen, Hilden, Alemania),
siguiendo las recomendaciones e instrucciones del fabricante. Todas las muestras
se trataron con ADNasa (Apbnasa libre de ArRnasa) y se purificaron usando el kit
RNeasy MinElute™ Clean (Qiagen, Hilden, Alemania), siguiendo las instrucciones
del fabricante. La integridad del ARN se evaluo por electroforesis en gel de agarosa
al 1%, y se cuantifico midiendo la relacién de la densidad éptica de 260/280 nm
mediante el NanoDrop (Thermo Fisher Scientific Inc.)

Sintesis de ADN complementario (ADNc)

El ADNC se sintetizd de cuatro unidades (4 U) de enzima transcriptasa reversa
Omniscript1 (Qiagen, Hilden, Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante.
La enzima reacciond en un volumen final de 20 pL, que contenia un buffer de
transcriptasa reversa (1 X), dntp, (0.5 mM cada uno), primers oligo-dT (1 pM), ARN
total (1 pg) y agua libre de nucleasas. La mezcla se incubd durante 60 min a 37°C
y la enzima se inactivé a 95°C durante 5 min. El volumen final se ajusté a 400 pL
con agua libre de nucleasas y se almacend a -80°C hasta su uso.

PCR en tiempo real

Los oligonucledtidos especificos para amplificar el gen fpon1 de raton fueron: (sen-
tido 5" GCGTCATTGCTGCTAGAATCG 3/, antisentido 5" CATGGAGTTCTGCACACCGTT
3") y como gen de control interno se usoé el gen de gapdh (sentido 5 ACGGCA-
CAGTCAAGGCAGAGAA 3, antisentido 5" TCTCGCTCCTGGAAGATGGTGA 3). Estos
oligonucledtidos se disefiaron utilizando el software Primer Express 2.0. La PCR en
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tiempo real se realizd en el termo-analizador génico LightCycler 480 Il (Roche,
Suiza) y se utilizd el reactivo LightCycler® 480 DNA SYBR Green | Master (Roche,
Indianapolis, IN, EE.UU.). Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo a un
volumen final de 20 pL, que contenfa 10 pL del reactivo tampon 2X SYBR Green |
master, los cebadores (Sy A, 0.1 uL de cada uno), 5 pL de Abnc diluido y 4.8 pL
de agua libre de nucleasas.

Todas las reacciones se colocaron en placas de 96 pocillos 6pticos, que pri-
mero se incubaron a 95°C durante 10 min seguido de 45 ciclos a 95°C durante
10's, a 60°C durante 15 sy a 72°C durante 15 s. Los valores de la fluorescencia
se colectaron en cada ciclo. Al final de los 45 ciclos, se corrié una extension final
de 5 min a 72°C.

Se analizé la curva de fusién de cada mensajero para demostrar la especifici-
dad y la eficiencia de la amplificacion por la PCR se determind mediante diluciones
seriadas de muestras de ADNC. Se corrid un testigo negativo sin ADNC (csT, Control
Sin Templado) en cada placa para evaluar la especificidad global; cada muestra
se corrio por triplicado. Se determind el umbral del ciclo (Ct, por sus siglas en in-
glés) para cada muestra a través de la fase de crecimiento exponencial y la sefial
de referencia de fluorescencia con respecto al nimero de ciclos. La muestra se
considerd positiva si la fluorescencia superaba el umbral. Las curvas de fusion se
transformaron a las primeras derivadas negativas de las curvas de fusion. En el ané-
lisis de las curvas de fusién, los primeros picos derivados negativos, caracteristicos
de la temperatura de fusién del producto de la PcRr, identificaron los productos
especificos de la PcRr. Las reacciones de amplificacién también se comprobaron de
manera rutinaria para detectar la presencia de productos no especificos mediante
electroforesis en gel de agarosa. Los valores del umbral del ciclo de la muestra
se utilizaron para calcular las unidades de expresién relativa (UER) por el método
comparativo 2 “AACt (Qiagen. Integrative solutions solutions — real-time PCR appli-
cations, 2006). Los resultados se obtuvieron de tres experimentos independientes
con tres repeticiones cada uno.

Analisis estadistico

Los resultados se analizaron por andlisis de varianza de una via seguido por la prue-
ba de Dunnett, usando el programa GraphPad Prism 6.0.7 (GraphPad Software
Inc., La Jolla, CA, USA). La significancia estadistica se establecio a P < 0.05.

Resultados
La infeccién con MAP de los macréfagos de ratén indujo una expresion diferencial
del ARNm de la FPN1, que dependid de la multiplicidad de infeccion

La infeccion con MAP vivo disminuyo los niveles del ARNm de la FPN1 de manera
dependiente de las MOls utilizadas en este estudio. En comparacién con el grupo
testigo, los macréfagos infectados con MOIs de 20:1 y 15:1 no mostraron un cam-
bio significativo en la expresién del gen fpn 7, mientras que las MOls de 10:1 y 5:1
indujeron una disminucion de 50% y 80%, respectivamente (P < 0.05, figura 1).
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Figura 1. La infeccion con MAP inhibio la expresion del gen fpnT1 en los macréfagos. Los macréfagos de ratdn J774 se
infectaron con MAP a diferentes multiplicidades de infeccion (MOI) durante 6 horas. Se extrajo el ARN total y la expresion
del gen fpn1 se midio por PCR en tiempo real. Los resultados se normalizaron con el gen gadph y se expresaron
en unidades de expresion relativa (UER). Los resultados son la media + la desviacién estdndar de tres experimentos
independientes con tres repeticiones cada uno. Significancia estadistica, P < 0.05.

La estimulacién con diferentes concentraciones de extracto

de proteina cruda de MAP disminuyd la expresion del ARNm

de la FPN1 en macréfagos de ratén

Se analizé el efecto del extracto de la proteina cruda de map en la expresion del
ARNM de la FPN1 de macrdfagos de ratén J774. En este estudio, se decidié utilizar
un rango de concentracion de proteina que abarcara los limites de la variacidon
experimental reportada en otras investigaciones (Ciaramella et al., 2004; Lopez et
al,, 2003, 2015; Sanchez et al., 2008). En los macrofagos tratados con 50, 100,
150 y 200 pg/mL de extracto crudo de proteina, la expresion del ARNm de la FPN1
disminuyd 25% (P < 0.05, figura 2).

El tratamiento con diferentes concentraciones de FENTA

indujo la expresion del ARNm de la FPN] en macrofagos de raton

La expresion del ARNm de la FPNT se indujo con una sobrecarga de hierro en macro-
fagos de ratén J774 en presencia de 100, 200 y 400 pM de FeNTA a las 6, 9y 12
horas. Los macréfagos tratados con FeNTA mostraron un aumento en la expresion
del gen fpnT en todos los tiempos estudiados (P < 0.05, figura 3), que dependid
de la concentracién de FeNTA. Sin embargo, el tratamiento con 400 UM durante
6 horas indujo el mayor incremento (10 veces mds). Por lo tanto, estas condicio-
nes se utilizaron en experimentos posteriores.
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Figura 2. El tratamiento de los macrafagos con el extracto de la proteina cruda de MAP inhibio ligeramente la expresion del
gen fpnl. Los macrdfagos de ratén J774 se incubaron con diferentes concentraciones de extracto de la proteina cruda de
MAP durante 6 horas. Se extrajo el ARN total y la expresién del gen fpn1 se midio por PCR en tiempo real. Los resultados
se normalizaron con el gen gadph y se expresaron en unidades de expresion relativa (UER). Los resultados son la media
+ la desviacion estandar de tres experimentos independientes con tres repeticiones cada uno. Significancia estadistica,

P <0.05.
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Figura 3. El tratamiento de los macréfagos con FeNTA aumentd la expresion del gen fpn1 de una manera dependiente de
la dosis. Los macrofagos de ratén J774 se incubaron con diferentes concentraciones de FeNTA durante 6, 9 y 12 horas.
Se extrajo el ARN total y la expresion del gen fpn 1 se midio por PCR en tiempo real. Los resultados se normalizaron con el
gen gadph y se expresaron en unidades de expresion relativa (UER). Los resultados son la media =+ la desviacion estandar
de tres experimentos independientes con tres repeticiones cada uno. Significancia estadistica, P < 0.05.
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La infeccidn con MAP inhibid la expresion del ARNm

de la FPNT en macréfagos de ratén inducidos

con una sobrecarga de hierro (FENTA)

Se midi6 el efecto de la expresion del ARNm de la FPNT en macrofagos infecta-
dos con MAP y con sobrecarga de hierro en el medio de cultivo. Los macréfagos
incubados con 400 pM de FenTA e infectados con MAP (FENTA-MAP) mostraron
una inhibicion de la expresion del ARNm de la FPNT de cerca de 70% comparada
con la expresion génica en macrofagos no infectados, pero tratados con FeNTA
(P <0.05, figura 4).

Discusién

Los tratamientos con MAP vivo y con el extracto de proteina cruda de mAP inhibieron
la expresién del ARNm de la FPNT en macréfagos de raton J774. La inhibicidn fue
mayor en el tratamiento con MAP vivo, lo que sugiere que la actividad metabolica
de las bacterias juega un papel importante en este proceso. La expresion del ARNmM
de la FPN1 dependid de las MOls utilizadas. En la Mol de 10:1, la expresion del
ARNM disminuyd 50%, mientras que en la de 5:1, la disminucion fue de 80%.
Las MOls de 20:1 y 15:1 no modificaron la cantidad de ARNm respecto a los ma-
crofagos sin tratamiento. Estos resultados son controvertidos; sin embargo, puede
argumentarse que la cantidad de bacterias que infectan a una monocapa de ma-
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Tratamientos

Figura 4. El tratamiento de los macréfagos con FeNTA-MAP disminuyd la expresion del gen fpn 1. Los macréfagos de raton
1774 se trataron con una multiplicidad de infeccién (MOI) de 20:1 (MAP), con 200 mg/mL de extracto de proteina cruda
de MAP (ECP), con 400mM de FeNTA o con 400 mM de FeNTA y una MOI de 20:1 (FeNTA-MAP) durante 6 horas. Se
extrajo el ARN total y la expresién del gen fpn1 se midio por PCR en tiempo real. Los resultados se normalizaron con el
gen gadph y se expresaron en unidades de expresion relativa (UER). Los resultados son la media £ la desviacién estandar
de tres experimentos independientes con tres repeticiones cada uno. Significancia estadistica, P < 0.05.
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crofagos puede generar resultados diferentes dependiendo de la multiplicidad de
la infeccion.

La interaccién de los patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPS)
de mAP con los receptores de los macréfagos J774 puede estimular diferentes
respuestas; sin embargo, bajo una elevada concentracién de bacterias, la satu-
racion del receptor de los macrofagos puede detener o cambiar la direccion de
estas respuestas. AUn mas, un aumento en la estimulacién puede activar otras
vias de sefializacién que interfieran con las respuestas que se generen bajo una
concentracion baja de bacterias. Por ejemplo, Mycobacterium tuberculosis induce
la apoptosis de los macréfagos con la participacion de caspasas cuando se infectan
con MOls < 10:1, pero cuando los macréfagos se infectan con una mor de 25:1,
se apaga la activacién de las caspasas (Lee et al. 2006). Por otro lado, los macro-
fagos infectados con una alta carga bacteriana pueden intentar redirigir la expresién
génica para sobrevivir. Es razonable, entonces, proponer que un cambio en las
condiciones celulares pueda modificar el escenario de la respuesta de la célula.
Los presentes resultados sefalan que los macréfagos infectados con una mor de
20:1 fueron capaces de disminuir la expresion génica de fpn1 cuando la célula se
traté con una sobrecarga de hierro. Este hallazgo evidencié que el decremento en
la expresiéon del ARNm de la FPN1 fue un efecto directo del tratamiento con MAP.

Existe evidencia de que la expresién de génica de fpn1 se modifica por una
infeccién bacteriana. Por ejemplo, la inhibicion de la expresion del ARNm de la FPN1
en monocitos y macréfagos se ha relacionado con la exposicion a patdgenos Gram
negativos y lipopolisacérdios (LPS), como parte de la respuesta inflamatoria aguda,
donde también el IFNy y los receptores Toll-like participan de manera importante en
la respuesta (Yang et al., 2002; Ludwiczek et al., 2003; Peyssonnaux et al., 2006).
Por el contrario, los macrafagos 264.7 y AmJ2-c8 activados con IFNy e infectados
con MTB y MA sobreexpresaron el ARNmM de la FPN1 (Van Zandt et al, 2008). Sin
embargo, en ausencia de IFNy, MTB y Mycobacterium bovis BCG inhibieron la ex-
presion génica de fpn1 de una manera que dependié del tiempo (Li et al.,, 2013).
Estas observaciones en su conjunto sugieren la participacion de las bacterias en
la regulacion de la expresion a nivel transcripcional de la FPN1, que también estéd
regulada por la respuesta inmune, en un intento por favorecer la estancia de las
bacterias. Es importante sefialar que en los presentes experimentos no se abordo
el efecto de mAP en presencia de mediadores inmunes como LpS o IFNy. La influen-
cia de estas moléculas en la expresion del ARNm de la FPN1 en macrdfagos de raton
J774 infectados con MAP podria modificar estos hallazgos.

Los patdgenos intracelulares compiten con la célula hospedera por el hierro
intracelular (Weiss et al, 1994). Desde la perspectiva de los patégenos, una dis-
minucion de la FPN1 es benéfica porque mantiene los niveles intracelulares de
hierro necesarios para su supervivencia. Sin embargo, desde la perspectiva de la
célula huésped, un aumento de la FPN1 contribuye a que el hierro se transporte
hacia el exterior de la célula y de esta forma se evita la sobrevivencia de la bacteria
(Janagama et al., 2009).

Estos resultados demostraron que la infeccién con maAP disminuyo la expresidn
del gen fpn1 bajo diferentes condiciones, un efecto ya documentado en otras in-
vestigaciones con otras especies de micobacterias. En términos de virulencia, ésta
podrfa ser una estrategia para apoyar la supervivencia bacteriana.
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Conclusiones

Se demostrd que el Mycobacterium avium subesp. paratuberculosis (MAP) vivo o
su extracto de proteina cruda disminuyeron los niveles del AeRnm de la ferroportina
1 (FPNT). Estos hallazgos revelaron un efecto inhibitorio de maP vivo en la expre-
sion del ARNmM de la FPNT y sugieren que un mecanismo bacteriano de MAP puede
cambiar las condiciones de regulacion del hierro del huésped para soportar el
microambiente hostil de los macréfagos.
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