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Resumen del proyecto

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) es el agente etioldgico de la Tuberculosis humana; enfermedad que constituyen un importante
problema de salud en Uruguay y el mundo. La fosfatasa PtpA es un factor de virulencia de esta micobacteria, introducido en los
macréfagos durante la infeccidn. Esta fosfatasa es capaz de inhibir la respuesta inmune y la apoptosis al actuar sobre proteinas
eucariotas, favoreciendo la persistencia de la bacteria dentro de las células infectadas. Ademds nuestro grupo demostré que
PtpA interacciona con proteinas humanas vinculadas al metabolismo, en especial con la proteina trifuncional (TFP-ECHA) clave en
la beta-oxidacion de los dcidos grasos. El rol establecido de PtpA como modulador de la inmunidad y su potencial rol como
modulador del metabolismo durante la infeccidn, la convierten en un factor de virulencia extremadamente interesante a estudiar.
La presente propuesta buscé dar continuidad al trabajo del grupo profundizando en el estudio de la actividad e interaccién de
PtpA con la proteina humana TFP-ECHA, explorando posibles mecanismos de regulacién positiva y negativa de dicha actividad.
Se evalué ademds el potencial rol inmuno-metabélico de PtpA en un modelo de macréfagos humanos infectados con las cepas de
Mtb conteniendo o no el gen funcional de PtpA. Entender a nivel bdsico los mecanismos de cdmo la fosfatasa PtpA micobacteriana
actua sobre la proteina humana TFP-ECHA contribuyé a explicar los cambios del perfil metabdlico de los macréfagos reportados
durante la infeccidn, que posibilitan la sobrevida y multiplicacién de la bacteria en el macréfago. A su vez, el conocimiento
generado sumard al necesario para el desarrollo futuro de nuevas estrategias antituberculosas dirigidas a modular el
metabolismo del hospedero y/o inhibir al factor de virulencia PtpA.

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Biolégicas / Biologia Celular, Microbiologia / Vias de sefalizacién celular mediadas por
fosfatasas y quinasas

Palabras clave: Mycobacterium / Fosfatasa / Metabolismo /
Antecedentes, problema de investigacion, objetivos y justificacidn.

Existen evidencias de que la fosfatasa de tirosina PtpA es un factor de virulencia de Mycobacterium tuberculosis (Mtb),
introducido en el citosol de los macréfagos durante la infeccidn. Alli actia sobre proteinas eucariotas inhibiendo la eliminacién de
la bacteria, la apoptosis y modulando la respuesta inmune disminuyendo TNF alpha, IL-1 beta e IL-12; acciones que favorecen la
persistencia del patégeno dentro del macréfago[1-7]. Nuestro grupo demostré que PtpA interacciona con proteinas humanas
vinculadas al metabolismo, en especial la subunidad alfa de la

proteina trifuncional (RTFP-ECHA), clave en la beta-oxidacion de los dcidos grasos; y la fosfofructoquinasa-1 (hPFK-1), principal
enzima reguladora de la glucdlisis[8]. El rol establecido de PtpA como modulador de la inmunidad y su potencial rol como
modulador del metabolismo durante la infeccién, la convierten en un factor de virulencia extremadamente interesante a estudiar.
Cabe senalar que PtpA, es considerado un blanco terapéutico ideal para el disefio de drogas-antituberculosas, ya que al ser
secretadal1,4,9,10], evita la necesidad de que la droga atraviese la

envoltura micobacteriana, barrera que explica en gran parte la resistencia de Mtb a los antibiéticos[11-12]. Numerosos grupos,
incluyendo el nuestro, han identificado inhibidores de PtpA[10,13-15], sin embargo estos tienen como blanco el sitio activo de PtpA,
altamente conservado dentro de las PTPs[16-17]; por lo cual identificar sitios secundarios menos conservados continda siendo un
desafio. En el proyecto FCE anterior se avanzd en el estudio de la fosfatasa micobacteriana PtpA, pero quedaban objetivos y
nuevas preguntas por abordar. Se demostré in vitro y a nivel celular, la interaccién entre PtpA recombinante (rPtpA) con hTFP-
ECHA inmunopurificada a partir de macréfagos. A su vez mostramos que la interaccidn involucra el sitio activo de PtpA y que
esta desfosforila la hTFP-ECHA, identificando in silico el residuo de P-Tyr-271 como el posible blanco de PtpA [18-21]. Durante el
nuevo FCE finalizado se logré dar continuidad al estudio, verificando experimentalmente dicho sitio y profundizando en la
caracterizacion de la interaccion y actividad entre ambas proteinas; utilizando la hTFP-ECHA recombinante o mutantes puntuales
de ésta que nos permitiron abordar estudios cinéticos y estructurales en mejores condiciones que al usar hTFP-ECHA
inmunopurificada. Al igual que la mayoria de las proteinas que actdan en la mitocondria, la hTFP-ECHA/B sintetizada en el citosol
es translocada a dicho organelo donde cumple su funcién[22]. En la mitocondria la hTFP-ECHA/ECHB cumple un rol central en la
beta-oxidacién de dcidos grasos de cadena larga, catalizando tres de las cuatro etapas de esta via [23]. La estructura-
cristalogrdfica de hTFP-ECHA/B ha sido resuelta recientemente, indicando que la hélice-10 de TFP-ECHA es importante para su
anclaje a la membrana interna mitocondrial y la interacciéon con la membrana relevante para su actividad [24]. Curiosamente la
Tyr-271 de TFP-ECHA, que identificamos como potencial blanco de PtpA se localiza en dicha hélice-10, estando ambas ausentes
en los ortélogos bacterianos, lo que plantea la hipétesis que cambios en el estado de fosforilacién de dicha hélice podrian ser
importantes en la regulacidn de la localizacién sub-celular de la hTFP-ECHA. Esto concuerda con evidencias que indican que
hTFP-ECHA deja de ser detectada en la mitocondria de macrdéfagos infectados con la cepa virulenta de Mtb[25]. Una posibilidad
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es que durante la infeccidn PtpA sea el factor bacteriano que desfosforile la hTFP-ECHA, promoviendo asi su degradacién
proteasomal, explicando su desaparicién en la mitocondria. Esto se ve apoyado con evidencias reportadas en Phosphosite[26] que
muestran numerosas modificaciones postraduccionales en hTFP-ECHA, como fosforilacién y ubiquitinilaciéon, cuyo rol se
desconoce. Ademds, va en acuerdo con reportes que conectan a PtpA con las vias de regulacidn-degradacion mediadas por
ubiquitina[2-5], indicando que la ubiquitina actiia como un activador de PtpA frente al sustrato artificial pNPP u otros sustratos
reportados (VPS33B, Jnk y p38)[2] y es capaz de interaccionar con la E3 ubiquitin-ligasa TRIM27, causando una disminucién de la
apoptosis celular y de la respuesta inmune[3]. Por otro lado, estudios cinéticos sugieren que el sustrato fosforilado podria actuar
como activador de la PtpA, uniéndose a un sitio secundario aln no descrito[27]. Nuestro grupo, verificé en el FCE en curso, la
activacién de PtpA por ubiquitina utilizando el sustrato artificial y avanzé en estudios in silico de los complejos ubiquitina-PtpA'y
PtpA-TFP-ECHA[18]. En la presente propuesta se logré ampliar los estudios, evaluando experimentalmente e in silico la
formacidn del complejo proteico ubiquitina-PtpA-hTFP-ECHA, asi como la potencial activacién de la PtpA al usar la rTFP-ECHA
como sustrato. La disminucidén reportada de hTFP-ECHA en la mitocondria es de esperar tenga consecuencias a nivel del
metabolismo lipidico; reduciria el aporte energético ligado a la beta-oxidacién mitocondrial y conduciria a la acumulacién de
dcidos grasos en el citosol, lugar donde son sintetizados antes de su translocacién a la mitocondria. Esta hipétesis concuerda con
el aumento observado luego de la infeccién con Mtb y Mb-BCG de los cuerpos lipidicos (Lipid drops, ricos en TAGs y ésteres de
colesterol) asociados al fenotipo denominado macréfagos espumosos[28-29], y con el hecho que Mtb utiliza los lipidos del
hospedero como principal fuente de C durante su persistencia [30-31]. Cabe destacar que poco se sabe sobre los factores
bacterianos implicados en estos cambios metabdélicos reportados[32-33]. El aumento de los cuerpos lipidicos en los macréfagos
infectados actuaria como un mecanismo que permite restablecer cierto equilibrio, evitando la muerte del macréfago y a su vez
favoreciendo la persistencia del patdégeno[34]. Un mecanismo adicional podria incluir la regulacién negativa por dcidos grasos de
la actividad fosfatasa de PtpA, donde altas concentraciones de dcidos grasos inhibirian a PtpA al actuar sobre la hTFP-ECHA.
Esto permitiria que el pool de hTFP-ECHA fosforilada aumente, la cual podria alcanzar la mitocondria, revirtiendo la inhibicién de
la beta-oxidacion, contribuyendo a frenar el estrés debido a la infeccion y la apoptosis. Interesantemente, se ha reportado que
dcidos grasos esenciales son capaces de inhibir in vitro a PtpA, utilizando el sustrato artificial pNPP[66]. En el FCE anterior,
demostramos que el dcido oleico (0A) inhibe in vitro a PtpA al actuar sobre el pNPP (IC50=90?M). El OA constituye el dcido graso
mds comun a nivel celular, presente en TAGs y membranas, se ha visto asociado con el aumento de marcadores del fenotipo M2
de macroéfagos [35], fenotipo que favorece la persistencia de las micobacterias. Ademds, el 0A estimulé la oxidacién completa de
dcidos grasos a través de la activacidn de la quinasa PKA[36]. En el citosol del macréfago los dcidos grasos no se encuentran
libres, se encuentran almacenados en TAGs dentro de los cuerpos lipidicos o unidos a proteinas de unién a dcidos grasos
(FABPs). Las FABPs participan en el mantenimiento de la homeostasis lipidica, dirigiendo el trafico de lipidos y controlando vias
inflamatorias y metabdlicas[37-38], viéndose aumentada la expresidn de la FABP4 durante la infeccion con Mb-BCG[39]. En este
contexto, en la presente propuesta se buscard en avanzar en entender la inhibicidn de la actividad de rPtpA con OA. Los cambios
metabélicos y sus consecuencias sobre las micobacterias durante la infeccién son variados y no siempre concuerdan, reflejando
la variabilidad de situaciones que transcurren durante la infeccién y formacién y disgregacion de los granulomas[40-41]. Existen
estudios donde la infeccidn con micobacterias causa una disminucidn tanto de la glucélisis como del metabolismo
mitocondrial[42], y en otros causa un aumento del mismo([25]. Por otro lado, numerosos trabajos describen un re-direccionamiento
del metabolismo, caracterizado por una disminucién del metabolismo mitocondrial y un aumento de la glucélisis y produccidn de
lactato (efecto Warburg o glucélisis aerobia)[25,43-50]. En este caso, el factor de hipoxia HIF1-alfa juega un rol importante,
activando la PFK, enzima clave de la regulacién de la glucélisis, y enzima identificada por nosotros como interactor de PtpA[8].
Esto coloca a PtpA en un punto de control importante del metabolismo, relaciondndola tanto con el metabolismo lipidico (al actuar
sobre TFP-ECHA), como con el glucolitico (al interaccionar con la PFK). Asi se abordé este aspecto utilizando un modelo de
infeccion de macrdéfagos con las cepas micobacterianas portando o no el gen funcional de PtpA, obtenidas en el FCE previo. Se
determind el metabolismo de los mismos mediante andlisis comparativo del perfil de metabolitos, conteindo de gotas lipidicas, el
perfil inflamatorio, y proteédmica comparativa. En resumen, entender a nivel bdsico los mecanismos de cémo la PtpA actta sobre
la TFP-ECHA y cdmo esta actividad puede estar regulada, podria contribuir a explicar ciertos cambios del perfil metabdlico de
los macréfagos reportados durante la infeccion, aportando asi a la comprensién de los mecanismos activados durante la
interaccién bacteria-hospedero. A su vez, el conocimiento generado podria contribuir con el desarrollo de nuevas estrategias
antituberculosas dirigidas a modular el metabolismo del hospedero y/o inhibir al factor de virulencia PtpA.

Metodologia/Disefio del estudio

-Los objetivo 1y 2 se abordardn con estrategias in vitro e in silico enfocadas al estudio de la interaccién, actividad y regulacién
de PtpA utilizando hTFP-ECHA recombinante

como sustrato. Inicialmente se obtendrd el material necesario para los ensayos planteados. Los vectores con los genes de PtpA
wt y los mutantes del sitio activo (PtpAC11S,
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PtpAD126A) ya estan disponibles en el laboratorio. Se expresardn en Escherichia coli BL21 (DE3) y los nuevos lotes proteicos se
purificardn por cromatografia de afinidad y

exclusién molecular, utilizando protocolos ya optimizados[8,19]. EL gen de hTFP-ECHA ya fue clonado y su secuencia verificada
(ANEXO) y en Julio/2021 se iniciardn su

produccién en E.coli Rosetta™(DE3)pLysS[55]. Mediante mutagénesis sitio dirigida se obtendrd el mutante hTFP-ECHA-Y271F y
otros de interés, por ejemplo carente de la

hélice-10, relevante para su actividad/localizacion membranal. La fosforilacion se verificard por inmunodeteccidn con un Ac anti-
P-Tyr y/o por espectrometria de masa (Servicio

UByPA-IPMon). La cepa donde se expresard cuenta con actividad Tyr quinasa, pero si fuera necesario se fosforilard in vitro con
la quinasa JAK1 utilizando un protocolo

estandarizado por el Lic. Parietti en su posgrado en curso. Si fuera necesario se evaluard su producciéon en sistemas de
expresidn eucariota. En todos los casos, se eliminara

el tag de purificacién, para evitar afecte los ensayos de interaccién. Se evaluardn el rendimiento de purificacidén y pureza y la
actividad especifica se determinard como

establecido[8,55]. Los potenciales reguladores de PtpA a evaluar (ubiquitina y dcido oleico) serdn de origen comercial (SIGMA) o
suministrados por colaboradores. En caso

que se observe que estas moléculas afectan su actividad, se comparard su efecto, y el de otras de relevancia como lipidos
nitrados[54], sobre PtpB, otra fosfatasa de tirosina

secretada por las micobacterias, disponible en el grupo[19]. No se descarta la necesidad de generar nuevos mutantes, como
PtpA-A140E, que afectaria el sitio descrito como

importante en la interaccion PtpA-ubiquitinal2], o mutantes que aporten a entender el mecanismo de interaccién y/o regulacion
implicado.

En los ensayos de interaccidn entre las diferentes formas de PtpA y hTFP-ECHA recombinante generadas (en ausencia y
presencia de potenciales reguladores) se utilizardn

metodologias que permitan evaluar la formacién de complejos proteicos como SEC analitica y la determinacién de las constantes
de interaccion, como SPRI8], o incluso

utilizando andlogos fluorescentes como para los dcidos grasos[64]. Se realizardn ensayos de cristalogénesis buscando resolver
la estructura de algun complejo

(IBR-Rosario-Argentina). En paralelo se modelardn y realizardn estudios de dindmica molecular (UNL-Argentina) de los
complejos de interés, evaluando a nivel atémico las

caracteristicas principales de la interaccién, estabilidad y energética de ésta.

En los ensayos de actividad de PtpA se utilizard la hTFP-ECHA recombinante como sustrato, lo que permitird realizar ensayos en
condiciones de concentracién E:S

adecuadas. Se analizard la cinética de PtpAwt o de los mutantes de interés en presencia de diferentes concentraciones de hTFP-
ECHAwt o mutantes definidos, siguiendo la

actividad mediante la dosificacién del fosfato liberado (Phosphate Assay Kit, ab65622, Abcam)[51]. Se determinardn los
pardmetros cinéticos[8] y evaluardn potenciales

cambios en el grafico de Vo vs [S] al agregar ubiquitina/dcido graso, buscando identificar una posible regulacién alostérica
[27,65] y/o el tipo de inhibicién[66]. Los ensayos de

interaccion y cinéticos se realizardn en triplicado, aplicando los test estadisticos adecuados para determinar la variabilidad de
los resultados.

-El objetivo 3 se abordard infectando macréfagos humanos con las cepas de Mtb y Mb-BCG portando o no el gen de PtpA. Las
infecciones de macréfagos derivados de

cultivos primarios con la cepa virulenta de Mtb H37Rv y la cepa Mtb H37Rv carente de PtpA (generada en INTA-Castelar, FCE en
curso) se realizardn en Argentina en un

laboratorio BSL-3 por la Dra. L. Balboa (adjunto ASPECTOS-ETICOS)[28]. Las infecciones de macréfagos derivados de monocitos
THP-1(ATCC TIB-202) con la cepa vacunal

Mb-BCG (Pasteur) se realizard en un laboratorio BSL-2 de la Facultad de Ciencias-Uruguay[2,3]. La cepa de Mb-BCG carente de
PtpA estd siendo generada por T.Garcia en

su maestria. A diferentes tiempos post-infeccion(24hs,48hs,120hs) se obtendrdn las muestras para los estudios metabdlicos,
protedmicos y de expresion. El éxito de la

infeccion serd evaluado determinando las UFCs recuperadas una vez lisados los macréfagos [67]. Los cuerpos lipidicos se
visualizardn y cuantificardn gracias a la tincién de

OilRed 0 y andlisis en microscopio 6ptico (ORO, Sigma-Aldrich)[28]. Los triacilglicéridos, ésteres de colesterol y fosfolipidos se
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separardn por cromatografia en capa delgada,

siguiendo protocolos descritos[68], visualizando éstos por tincién de Cu-fosférico, realizando un andlisis de densitometria para
evaluar el contenido (ImageJ). En la extraccion

de metabolitos extracelulares e intracelulares para andlisis por RMN se aplicardn protocolos definidos por nuestro grupo[69,18].
Los datos de 1TH RMN se obtendrdn en un

espectrémetro Bruker/AVANCEIII/500. Los datos crudos se procesardn (MestReNova) y se realizardn andlisis no dirigido que
permita determinar diferencias entre las

muestras, llegando a la identidad de los metabolitos de interés por espectroscopia [STOCSY; 1H-13C (HSQC, HMBC)], y agregado
de estandares. En los extractos proteicos

se evaluard mediante inmunodeteccidn con Ac comerciales o espectrometria de masas (Servicio IPMon) la presencia de
modificaciones postraduccionales en la hTFP-ECHA

(fosforilacion Invitrogen #136600 o ubiquitinacién ab134953), incluyéndose otras proteinas de interés (PFK, GSK3-alfa)[7,8]. El Ac-
anti TFP-ECHA (ab200652) permitird

determinar cambios de localizacién de hTFP-ECHA evaluando fracciones subcelulares (citosol/mitocondria), por WB, o evaluando
co-localizacién por microscopia confocal o

citometria (Servicio IPMon), incluyendo a PtpA (Ac generado), u otras como FABP4 que une lipidos, USP14 asociadas al
proteasoma, o TRIM27 asociada a la

ubiquitinacién[3,54,70]. Se obendrdn muestras de ARNm, utilizando protocolos establecidos[53] que permitan analizar la
expresion de proteinas vinculadas con la degradacion

de dcidos de cadena larga como la hTFP-ECHA/TFP-ECHB/ACSL4, agregando otras vinculadas a la sintesis de lipidos
(GPAT/AGPAT/PAP/GK/DAGK/DGAT/ACAT), la

regulacion del metabolismo (HIF1-alfa), y citoquinas que se sabe son moduladas por PtpA, TNFalfa/IL1beta/IL6/IL-12[2],
incluyendo la IL-10 asociada al fenotipo espumoso de

los macréfagos[28]. Las citoquinas que se vean moduladas se cuantificardn utilizando kit comerciales (Biolegend).

Los ensayos se realizan en triplicado, aplicando el test estadistico adecuado que muestre la variabilidad de cada metodologia,
de manera que sea posible comparar y saber si

existen diferencias entre las muestras obtenidas a partir de los macréfagos sin infectar y los macréfagos infectados

Resultados, andlisis y discusién

Con respecto al Objetivo 1. Se logré profundizar en la caracterizacion in silico e in vitro de la interaccién y actividad de la
fosfatasa PtpA de Mtb con la proteina humana TFP? (RTFP-ECHA). Para ello, se obtuvo en forma recombinante a la PtpA salvaje y
su mutante inactivo PtpA-C11S. Ademds, se obtuvo en forma recombinante a la hTFP? y al mutante en la Tyr identificada in silico
como blanco de PtpA (hTFP-ECHA -Y271F). Mediante ensayos de resonancia plasmédnica de superficie (SPR) se confirmé la
interaccion in vitro PtpA-hTFP?, demostrando que la misma involucra el sitio activo de PtpA, (KD de 0.31 uM). Se mostré mediante
ensayos cinéticos que la hTFP?, tanto la inmunopurificada a partir de macréfagos como la recombinante, es sustrato de PtpA,
demostrando que la p-Tyr271 de hTFP-ECHA es el blanco preferencial y especifico de la fosfatasa PtpA micobacteriana.
Asimismo, identificamos que la Tyr271 de hTFP-ECHA estd ausente en las TFPs bacterianas homdélogas, estd conservada en
mamiferos y se localiza en la hélice-10, descrita como relevante para su localizacién membranal y actividad en la mitocondria.
Estos resultados se resumen en las figuras del articulo y material suplementario publicado en Frontiers in Cellular and Infection
Microbiology (Margenat et al., 2023, doi: 10.3389/fcimb.2023.1095060).

Por dltimo, en el marco del proyecto ECOS-Sud Francia-Uruguay obtenido recientemente junto al investigador Benjamin Selles, se
logré mostrar la interaccidn PtpA-hTFP-ECHA en un contexto celular eucariota. La estrategia para esto fue la expresidn de estas
proteinas fusionadas a secuencias peptidicas que si estdn cerca interaccionan y dan lugar a una proteina fluorescente. Esto
motivd a que la estudiante de doctorado del proyecto, Gabriela Betancour, realice una pasantia en su laboratorio en septiembre
de 2025, para repetir y analizar mediante microscopia confocal este resultado. En Uruguay, evaluaremos la interaccién entre la
PtpA y la hTFP-ECHA en macréfagos humanos utilizando la estrategia denominada Duolink® PLA (SIGMA), que permite el estudio
de interacciones proteina-proteina, incluso con proteinas endégenas. Ademds, logramos producir el heterotetrdmero de la hTFP,
lo que nos permitird evaluar el efecto de la fosforilacidn en la actividad de esta enzima tan importante en la oxidacién de los
dcidos grasos de cadena larga de las células humanas.

Con respecto al Objetivo 2. La ubiquitina fue una de las moléculas evaluadas como posible regulador de la actividad de la PtpA,
ya que existe un articulo en el que se identifica esta proteina como interactor de PtpA, mostrando con ensayos, cuyos resultados
son poco concluyentes, que la unidn a ubiquitina activaria a PtpA (Wang et al., 2015, doi: 10.1038/ni.3096). Asi, en este proyecto, se
logré estudiar en profundidad las caracteristicas de la interaccidén entre ambas proteinas mediante dindmica molecular, lo que
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mostré que, si bien la ubiquitina es capaz de interaccionar con la PtpA, no lo hace con residuos especificos, ya que estos van
cambiando a lo largo del tiempo. Ademds, no se observd un aumento de la estabilidad estructural de estas proteinas al formar el
complejo. Por otro lado, en los ensayos cinéticos de actividad de PtpA, utilizando el sustrato artificial pNPP asi como la hTFP-
ECHA no se detecté aumento de actividad en presencia de ubiquitina. Por el contrario, al usar la hTFP-ECHA como sustrato la
actividad en presencia de ubiquitina fue menor, lo que sugiere un potencial rol inhibidor de la ubiquitina. Esto Gltimo va en
acuerdo con el andlisis de los resultados de la dindmica molecular, que muestran que el sitio activo de PtpA en presencia de
ubiquitina puede adquirir una conformacion cerrada (inactiva). En su conjunto los resultados permitieron demostrar mediante
evidencias sélidas que la ubiquitina interacciona con la PtpA pero no es un activador de esta en las condiciones utilizadas. De
todas maneras, no se puede descartar que a nivel celular la presencia de otras modificaciones postraduccionales o la presencia
de algun factor adicional pueda causar una activacién de PtpA mediada por ubiquitina.

Por otro lado, se evalué mediante acoplamiento molecular e in vitro la interaccién y actividad de la fosfatasa PtpA con el dcido
oleico, una molécula que al acumularse pensamos pueda actuar como un regulador negativo de la actividad de PtpA. Los
resultados mostraron que, in silico, existen dos regiones en PtpA en donde el dcido oleico puede interaccionar. La regiéon mads
poblada es el sitio activo de PtpA (Cys11, Asp126), en donde la cabeza polar del dcido oleico interacciona con los residuos
cataliticos de la proteina PtpA, lo que podria inhibir la actividad de PtpA. En el segundo sitio de interaccion, la cabeza apolar del
acido oleico interacciona con la cadena lateral de la Ser 42 de PtpA. Esto va en acuerdo con los ensayos de actividad de PtpA
realizados in vitro en presencia de dcido oleico, en los que se observd una tendencia hacia la disminucién de la actividad
fosfatasa a medida que se aumenta la concentracion de dcido oleico, siendo significativa a partir de 80 ?M de dcido oleico.

Con respecto al Objetivo 3. Se logré avanzar en la hipdtesis del grupo la que sugiere que PtpA una vez en el citosol del
macréfago desfosforila la hTFP-ECHA y de esta manera afecta su localizacién final en la mitocondria y/o actividad en la ?-
oxidacién de dcidos grasos. Esto causaria la acumulacién de dcidos grasos en las gotas lipidicas del citosol del macréfago en
TAGs y ésteres de colesterol. Lipidos que se demostré sirven de fuente de energia para la bacteria durante la infeccién y
contribuyen a su persistencia dentro de los macréfagos humanos. Los resultados de los ensayos de infecciéon en macréfagos
humanos derivados de monocitos de donantes sanos, con la cepa virulenta MtbCDC1551 y la cepa MtbCDC1551?PtpA, apoyan
nuestra hipétesis. Estos resultados adn no han sido publicados pero se incluirdn en el manuscrito “Unraveling Mycobacterium
tuberculosis Strategies: PtpA-Mediated Modulation of Macrophage Lipid Metabolism” y se describen brevemente a continuacion.
Utilizando el anticuerpo anti PtpA generado por el grupo se verificé la presencia y secrecién de PtpA en la cepa MtbCDC1551y su
ausencia en la cepa MtbCDC1551?PtpA. Con estas cepas se realizaron ensayos de infecciéon de macréfagos derivados de donantes
sanos en los que se evalud el contenido de gotas lipidicas, citoquinas y metabolitos, y se compard con los valores obtenidos al
utilizar los macréfagos sin infectar. En estos ensayos se observé que en presencia de PtpA (infeccién con MtbCDC1551) hay un
aumento del contenido de gotas lipidicas en el citosol de los macréfagos respecto a cuando la PtpA estd ausente (infeccidn con
MtbCDC1551?PtpA). Con respecto a las citoquinas, se detecté un aumento en los niveles de IL-1? y IL-6 en los macréfagos
infectados con MtbCDC1551 respecto a los macréfagos control, evidenciando una clara respuesta proinflamatoria. Estos niveles
disminuyeron en los macréfagos infectados con MtbCDC1551?PtpA, alcanzando valores similares al control. Esto refleja que PtpA
acta como factor de virulencia en la cepa utilizada y concuerda con lo observado para la cepa virulenta M. tuberculosis H37Ry,
donde la ausencia de PtpA da lugar a un fenotipo atenuado respecto a la cepa salvaje. Con respecto a los metabolitos glucosa y
lactato, los valores sugieren que tanto en los macréfagos control como infectados (MtbCDC1551 o MtbCDC1551?PtpA) la via
glucolitica no representa la via principal de produccién de energia (ATP), sugiriendo un uso preferencial del piruvato y/o
aminodcidos presentes en el medio. Ademds, no se observa una acumulacién de lactato, indicando que el poder reductor se estd
regenerando sin dificultad gracias a la actividad de la cadena de transporte de electrones y fosforilacion oxidativa.

Asimismo, se evalud la actividad de la ?-oxidaciéon mediante determinacién del consumo de oxigeno en presencia de dcido oleico
como fuente principal de energia. A los macréfagos se les introdujo la PtpA-wt o el mutante inactivo PtpA-C11S por pinocitosis. En
estos ensayos se utilizaron proteinas sin His-tag, lo que implicé cambiar de vector los genes de interés. Esto se logré con éxito,
confirmdndose la secuencia mediante secuenciacion y lograndose la expresion de las proteinas recombinantes con mayores
rendimientos (6-10 mg/gramo de pellet) que los obtenidos utilizando el vector anterior (1-2 mg/gramo de pellet), lo que refuerza
la relevancia del cambio de vector. Los rendimientos finales luego de la etapa de SEC y concentracién fueron de 1-8 mg/gramo
de pellet, obteniéndose proteinas de un alto grado de pureza. En el caso de la estructura cuaternaria, la PtpA-wt y los mutantes
fueron monomeéricos, tal como se esperaba. Ademds, las proteinas recombinantes (producidas en E. coli) se pasaron por una
columna de polimixina B, con el objetivo de eliminar los lipopolisacdridos (LPS) bacterianos como contaminantes que puede
interferir en las respuestas celulares a evaluar en los ensayos posteriores. Con estas enzimas recombinantes se repitieron con
éxito los ensayos de actividad enzimdtica de PtpA con hTFP-ECHA, y se introdujeron dentro de los macréfagos para las
evaluaciones del consumo de oxigeno en presencia de dcidos grasos como fuente principal de carbono. En este modelo se evalud
el efecto en el consumo celular de oxigeno con el agregado de etomoxir (ETO), un inhibidor del catabolismo de los lipidos que
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afecta la carnitina palmitoiltransferasa I, enzima implicada en el transporte de los dcidos grasos de cadena larga hacia la
mitocondria. Estos ensayos mostraron una disminucidn significativa de la fraccién de células sensibles al ETO en el caso de las
células en las que estaba presente la fosfatasa PtpA-wt, y no cuando estaba presente la fosfatasa inactiva PtpA-C11S. Este
resultado sugiere que en los macréfagos que contienen la fosfatasa PtpA-wt, esta fosfatasa activa ya se encuentra afectando a
la ?-oxidacidn, posiblemente actuando sobre la hTFP-ECHA, y en consecuencia se detecta una menor fraccion de células que
responden al inhibidor ETO. En conclusién, los resultados obtenidos en el presente proyecto apoyan el papel de la PtpA
micobacteriana como factor de virulencia capaz de modular el metabolismo lipidico de los macréfagos durante la infeccion.

Finalmente, los ensayos de infeccidn con las cepas MtbCDC1551 o MtbCDC15517PtpA se repitieron utilizando macréfagos humanos
derivados de la linea celular de monocitos THP-1, obteniéndose resultados diferentes, lo que refleja que los dos modelos
celulares de macréfagos no son equivalentes. Esto debe ser tenido en cuenta para la interpretacion de los resultados ya que los
macréfagos derivados de monocitos THP-1 son utilizados ampliamente en los ensayos de infeccién con M. tuberculosis. De hecho,
en los macroéfagos-THP-1 detectamos que el nivel basal de gotas lipidicas es mayor que el observado en los macréfagos
derivados de monocitos de pacientes. Ademds, el perfil metabdlico también es diferente, observdndose en los macréfagos-THP-1
una via glucolitica muy activa asi como altos niveles de produccidén de lactato. Este perfil metabdlico, coincidente con el descrito
para el efecto Warburg, es caracteristico de células cancerosas como las THP-1, que son una linea de células monociticas de
leucemia humana derivadas de la sangre de un individuo con leucemia monocitica aguda. En estas células el poder reductor se
regenera en gran parte durante la conversidn de piruvato a lactato (fermentacidn ldctica) y la energia (ATP) proviene
principalmente de la via glucolitica, sugiriendo una actividad disminuida de la cadena de transporte de electrones y la
fosforilacidn oxidativa. En este escenario, en el que se observé un alto contenido basal de gotas lipidicas en los macroéfagos-THP-
1, nuestro grupo no observé una modulacién del contenido de gotas lipidicas asociados a la presencia o no de PtpA durante la
infeccidn (como si se observé al utilizar los macréfagos derivados de donantes sanos). Asi, la abundancia de dcidos grasos (que
observamos in vitro puede inhibir a PtpA) podria desfavorecer la accién de PtpA sobre la hTFP-ECHA, ya que no es necesario
promover la acumulacidn de lipidos, pues éstos ya estdn disponibles en el macréfago. Por otro lado, de estos ensayos de
infeccion con macroéfagos-THP-1 logramos realizar un andlisis comparativo del proteoma, el que nos permitird evaluar si en este
escenario PtpA estd actuando sobre alguno de sus otros blancos reportados. Actualmente, esta hipétesis serd abordada en el
marco de la beca CAP obtenida por parte de la estudiante de doctorado asociada al proyecto y el proyecto CSIC I+D
recientemente obtenido.

Conclusiones y recomendaciones

El desarrollo del presente proyecto permitié caracterizar la interaccién y actividad de la PtpA de Mycobacterium tuberculosis
sobre la subunidad alfa de la proteina trifuncional mitocondrial humana (hTFP-ECHA), una enzima clave del metabolismo de los
lipidos. Ademds se logré entender estrategias de Mycobacterium tuberculosis adn no reportadas que sugieren la modulacion del
metabolismo lipidico de los macrdfagos mediada por PtpA.

Consideramos que es relevante seguir apoyando el desarrollo de esta linea de invetigacién, dada la necesidad mundial de
acortar los tratamientos contra la Tuberculosis y hacer frente a la aparicidn de nuevas cepas resistentes a todos los antibidticos
disponibles. Asi, el conocimiento en ciencia bdsica generado podrd contribuir con el desarrollo de la ciencia aplicada en pos del
desarrollo futuro de nuevas estrategias antituberculosas dirigidas a modular el metabolismo del hospedero y/o inhibir al factor
de virulencia PtpA.
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