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Resumen

La PtpA es una fosfatasa de tirosina y un reconocido factor de virulencia de Mycobacterium
tuberculosis. Esta proteina es introducida dentro del macréfago durante la infeccidn, donde actia sobre
proteinas del hospedero contribuyendo a la evasion de la respuesta inmune. El grupo en el cual se
enmarca ésta tesis reportd nuevos potenciales blancos de PtpA vinculados al metabolismo energético del
hospedero: las proteinas mitocondriales, proteina trifuncional (TFP) subunidad alfa (ECHA), la ATP sintasa
subunidad alfa (ATPA), la sulfuro quinoa oxidoreductasa (SQRD) y la proteina citosdlica fosfofructo quinasa 1
(PFK1 0 K6PP). Estas proteinas presentantodastirosinas fosforiladas, pero el rol de estas en el metabolismo
casi no se conoce. Asi, buscando contar con un modelo para estudiar el efecto de Ptpa sobre del
metabolismo celular de las células del huésped, el objetivo central de esta tesis fue evaluar diferentes
estrategias que permitieran introducir la actividad PtpA en monocitos humanos o macréfagos. Una vez
alcanzado este objetivo, se planted analizar si la actividad PtpA se correlacionaba con cambios en el
metabolismo energético de estas células. Para abordar estos objetivos se realizaron ensayos que apuntaron
a introducir el gen de la PtpA mediante transduccion viral y transfeccién con plasmidos especificos. Sin
embargo, los resultados obtenidos al utilizar estas estrategias en macréfagos humanos no fueron buenos. Por
lo tanto, se decidid explorar una nueva estrategia, basada en introducir la proteina de interés en el
citosol de las células eucariotas mediante pinocitosis. Para ello se obtuvieron las proteinas
recombinantes PtpA-wt, el mutante inactivo PtpA-C11S y la proteina fluorescente verde GFP (como
control), en cantidades y pureza adecuadas. Una vez puesto a punto el ensayo de pinocitosis se estudio el
posible impacto de la actividad de PtpA sobre la el consumo de oxigeno y acidificacién extracelular de los
monocitos THP1. Para ello, se realizaron experimentos, en células tratadas, o no, con PtpA-wt o el
mutante inactivo PtpA-C11S. Los resultados preliminares obtenidos muestran que, en la ventana de tiempo
analizada, no se detectan cambios en el consumo de oxigeno asociados a la actividad PtpA. Sin embargo,
se observo unatendencia hacia una disminucidn de la velocidad de acidificacion del medio extracelular en las
células tratadas con PtpA-wtrespecto alastratadas con el mutante inactivo PtpA- C11S. Esperamos confirmar
estosresultadosyprofundizarenlosmecanismosmolecularesdetrasde este evento.Porotrolado, setrabajo
enlaobtencidon delacepade M. tuberculosis mutante para el gen de la PtpA, que sera utilizada en ensayos
futuros de infeccidon de células eucariotas. Por ultimo, se realizaron aproximaciones in silico, donde se
estudio la interaccion de PtpA con la subunidad alfa de la TFP mitocondrial, uno de los candidatos a

sustratoidentificados por nuestrogrupo.



En la quinta tira publicada en la revista Sem@foro de Diciembre 2020, Coco y Fran durante la
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1.INTRODUCCION

1.1. Situacion actual de la Tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad de incidencia mundial (Figura 1.1) que afecta a
humanos, bovinos y otras especies. El agente etiolégico de la TB son las micobacterias del
complejo TB, grupo que incluye al patégeno humano Mycobacterium tuberculosis (Mtb)
[Vogelnest, 2013]. El bacilo responsable de esta enfermedad fue descubierto por el Dr. Robert
Koch el 24 de marzo de 1882, por lo cual hoy nos referimos a Mtb también como “Bacilo de
Koch”.Mtbhacausado,enlosultimos20afios,lamuertedemasde 30 millones de personas en el
mundo a una tasa promedio de 1.5 millones por afio. De hecho, la tuberculosis esta entre las
diez enfermedades que causa mas muertes en el mundo, y hasta la llegada de la COVID-19 era la

primera causa de muerte debida a enfermedades infecciosas [OMS, 2021]. Uruguay se situa

en el contexto mundial y de la regidon de las Américas como un pais con una tasa de incidencia
media-alta (25-49/100,000 habitantes). La tendencia de la incidencia al ascenso progresivo en
nuestro pais comenzd en 2006 y continud hasta 2019. Durante la pandemia de COVID-19
(2020- 2021) se observé un descenso de la incidencia de Mtb en el mundo, producto de un
menor diagndstico. De hecho, en un futuro cercano se piensa existira un aumento de los casos de
TBen el mundo, ya que laausencia de diagndstico temprano causa que lainfeccion avance yasu
vez se expanda con mayor facilidad entre las personas confinadas durante la pandemia. La tasa de
incidencia de TB en Uruguay en el afno 2021 fue 26.8 cada 100,000 habitantes
correspondiente a 951 casos (casos nuevos mas recaidas). Se notificaron 1031 casos, siendo la
distribucién por sexo: 70% en varones y 30% en mujeres. En relacién a la distribucién etaria, la

poblaciénjovenyactiva,del15a44afiosfuelamasafectada(56%deloscasos).


http://www.who.int/

Las formas de TB pulmonar predominaron (89%) frente a las extra-pulmonares (11%). De los casos
pulmonares, se confirmaron bacteriolégicamente el 81% (691/951) y el 59% de los casos
extrapulmonares (60/102), porcentajes mayores a los observados en afios previos. Este aumento
se asocia al incremento del uso de técnicas de diagndstico molecular por parte de la Comisidon
Honoraria para la Lucha Antituberculosa y Enfermedades Prevalentes (CHLAEP). La incidencia de TB
por departamento muestra que Montevideo tiene la mayor incidencia (38.6 casos/100,000
habitantes), concentrando el 56% del total de casos del pais. Del total de departamentos del interior,
destacan San José y Rivera con tasas de incidencia por encima de la media del pais, desplazando a
Maldonado y Paysandu que histéricamente estaban en los primeros lugares (Figura 1.2)

[CHLAEP, 2021].

-
 Incidence per 100 000
= population per year

= [Jo-9.9
[ 10-49
[ 50-99
[ 100-299
I 300-499
I =500
[ Nodata
] Not applicable

Figura 1.1. Estimacién de la situacién mundial de la tuberculosis en el 2021. Se muestra la incidencia de la
tuberculosiscada 10000 personas.Imagen extraida delReporte Tuberculosis 2022 dela Organizacion Mundial de la Salud

(oMS) (www.who.int, visitada el 22 de agosto de 2022).


http://www.who.int/
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Figura1.2. Situacion de la Tuberculosis en Uruguay. ImagenextraidadelnformeNacionaldelaSituacidndela
Tuberculosis en Uruguay 2021, CHLAEP (chlaep.org.uy, visitada el 22 de agosto de 2022).



Desde el afio 2000, se han salvado en el mundo mas de 43 millones de vidas gracias al
diagnéstico y quimioterapia efectiva de la enfermedad, que se basa en el uso de una
combinacién de cuatro antibidticos (isoniazida, rifampicina, etambutol y pirazinamida). En la Tabla
1.1 se describen los diferentes antibiéticos utilizados en la quimioterapia. Estos se administran
durante largos periodos y la gran mayoria de los enfermos pueden curarse si los medicamentos se
suministranyse toman correctamente [OMS, 2015]. Sinembargo, lalarga duracidn del tratamiento
(unos seis meses) hace que muchos lo abandonen cuando se percibe una mejoria. Ademas, no
todos los gobiernos del mundo pueden cumplir con las exigencias de la supervision y solventar el
costo de este tratamiento. Esto ha favorecido la aparicion de cepas resistentes (Multidrug
resistant TB, MDR-TB) a por lo menos dos medicamentos, la isoniazida y la rifampicina, que son
los antibidticos mds poderosos para el tratamiento de esa enfermedad [Glaziou et al., 2013;
Balganesh et al.,, 2008; Koul et al., 2011; Weissenbacher et al., 2022.]. Ademas de la
quimioterapia, existe una Unica vacuna disponible contra la TB, la Bacillus Calmette-Guérine
que se trata de una cepa de Mycobacterium bovis atenuada luego de sucesivos pasajes en
cultivo (Mb-BCG) [Fatima et al., 2020]. En Uruguay, en toda América del Sur, América Central,
China, Japén, y Africa, para prevenir la TB se administra a los recién nacidos esta vacuna. La vacuna
resulta efectiva en un 60-80 % de los nifos, sin embargo en los adultos el porcentaje de

proteccion es variable ymenor.

Tabla 1.1. Quimioterapia actual contra la tuberculosis.

Antibiético Blanco/Mecanismo Resistencia
Rifampicina Se une a la ARN polimerasa micobacteriana bloqueando la Asociada a una mutacién enel gen de
elongacidn del ARN que estd siendo sintetizado. la subunidad b de Ia ARN

polimerasa (genrpoB).

Isoniazida Interfiere con numerosas vias metabdlicas de Mtb. Laisoniazida entra Asociada a mutaciones en los
a la bacteria por difusion y es activada por la enzima catalasa- genes katG, inhA (NADH enoil acil
peroxidasa, codificada por KatG, de Mtb generdndose una amplia carrier proteina reductasa), kasA
variedad de especies reactivas con actividad bactericida que | (cetoacil ACP sintasa), ndh (NADH
afectan lasintesis de acido micélico, dafian el ADN, oxidan lipidos,y | ~deshidrogenasa), ahpC
alteranelmetabolismo del NAD*. (hidroperdxido reductasa).

Etambutol Interfiere con la sintesis e integridad de la pared celular de la Asociadaamutaciones en el locus

micobacteria inhibiendo las arabinosil transferasas codificadas por embCAB, principalmente en embB.
el locus embCAB esencial para la sintesis de arabinogalactano
(embA y embB)y lipoarabinomannano (embC).
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Pirazinamida Este antibidtico es activado a acido pirazinoico (POA), por la Asociada a mutaciones en los genes
enzima pirazinamidasa-nicotinamidasa de Mtb codificada por el gen pncA, rpsAy panD.

pncA. Entre los blancos estd la proteina ribosomal RpsA, necesaria
para el ensamblado y estabilidad de los ribosomas en la traduccidn; y
la enzima L-aspartato a-decarboxilasa codificada por el gen panD,
que participa en la sintesis del pantotenato, requerida para la
sintesis de coenzima A, una molécula central en el metabolismo
energético.

Tabla generada con informacidn extraida de Shi et al. 2007 y Borssier et al. 2015.

1.2. Caracteristicas de Mycobacterium tuberculosis

Las micobacterias como Mtb presentan una pared celular particular compuesta de una
membrana citoplasmdtica cubierta por una capa extensa de peptidoglicanos unidos a
polisacaridos esterificados con 4cidos micdlicos (60% del peso de la pared celular) [Kieser et al.,
2014]. Ademas, la pared celular posee una gran proporcién de lipidos libres y un
compartimiento mds externo llamado cdpsula, compuesto por hidratos de carbono vy
proteinas con pequefias cantidades de lipidos [Daffé et al., 1997]. Las Mtb son bacterias con un
tamanio de 0.5 x 4 micras, ligeramente curvadas, inmoviles, no formadoras de esporas, aerobias
estrictasyde crecimiento lento. Es una bacteria muy sensible al calor, laluzsolary laluz ultravioleta,
pero es resistente al frio, la congelacién y la desecacion. Este bacilo es capaz de sobrevivir
durantemesessiesmantenidoenunlugarfrescoyoscuro,ydurante semanas en materialescomo
alfombras, caddveres, abonos, papel o ropa, o bien formando parte del polvo [INSST, 2021]. Mtb
se transmite de persona a persona a través del aire, afecta principalmente los pulmones (TB
pulmonar), pero también puede afectar otros érganos (TB extra-pulmonar). Cuando un
enfermo de TB pulmonar tose, estornuda o expectora, expulsa bacilos tuberculosos al aire
[Russell, 2001], que son inhalados en forma de pequefias gotas, llegan a los alvéolos pulmonares
donde son fagocitadas principalmente porlos macréfagos alveolares (Figura1.3.). Elriesgode que un
individuo se infecte depende del grado de contacto con la persona enferma, de la carga
bacteriana inhalada y de su estado inmunoldgico. En la primera etapa de infeccidén, Mtb se
replica intracelularmente dentro de los macréfagos alveolares. En la mayoria de los
individuos infectados, se desarrolla una respuesta inmune celular efectiva entre las 2-8
semanas luego de la infeccion, que impide que la bacteria se siga multiplicando. Se forma

una estructura compleja y ordenada llamada granuloma, que consiste en un nucleo de
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macrofagos infectados y células necréticas producto de la infeccidn, rodeado por una capa de
células especializadas derivadas de los macréfagos, conocidas como células gigantes
multinucleadas, células espumosas o células epiteloides. Por fuera de esta capa, se
encuentran otras células del sistema inmune principalmente linfocitos T efectores, que se rodean
de tejido fibroso y que contribuyen a limitar la replicacion y propagacién de la bacteria. Se
calculagueunacuartapartedelapoblacién mundialseencuentrainfectada, sinembargosdélouna
baja proporcidn (10 %) de esta desarrolla la enfermedad [OMS, 2021]. Mtb puede permanecer en
un estado de latencia por muchos afios hasta su reactivacién. Durante este periodo la persona
no presenta sintomas de la enfermedad, y tampoco transmite la infeccidn. Las personas
infectadas con esta forma latente se estima tienen a lo largo de la vida un riesgo del 10% de
enfermar de tuberculosis. Sin embargo, este riesgo aumenta en las personas cuyo sistema
inmunitario se encuentra comprometido, como ocurre en personas de edad avanzada, casos
de co-infeccidn por el VIH, malnutricidn o diabetes, o en quienes consumen tabaco [OMS,
2015]. Cuando la forma activa de la enfermedad se presenta, los sintomas (como tos, fiebre,
sudores nocturnos, pérdida de peso) pueden ser leves durante muchos meses. Como resultado
los pacientes tardan en buscar atencién médica y transmiten la bacteria a otras personas. A lo
largo de un afio, un enfermo que estd manifestando la enfermedad puede infectar a unas 10 a 15
personas por contacto estrecho. Si no reciben el tratamiento adecuado, dos terceras partes

de los enfermos mueren.

12



Entrada en nuevo

Transmision hospedero

Multiplicacion

@ ¢ Infeccion de
@ @ macrofagos
@ ﬂ
® f ®®
@ @ @ @ @ Expans|ién en
§ ;t ! 17 ® ® granulomas
©£@ ©@ g)z
Necrosis del (®  Maduracion del
y ij;r;r;‘;%?éﬂ granuloma

Figura 1.3. Etapas de la infeccidon por M. tuberculosis. La infeccién por M. tuberculosis se inicia cuando finas
particulas conteniendo de una a tres bacterias son expelidas por un individuo con tuberculosis activa (enfermo
bacilifero) e inhaladas por otro individuo y depositadas en el Iébulo pulmonar inferior. Alli, la bacteria activa el
reclutamiento de macroéfagos desde la superficie pulmonar y es fagocitada por estas células especializadas del sistema
inmune. Una vez dentro de la célula fagocitica, la bacteria es transportada desde el epitelio pulmonar hacia tejidos mas
profundos donde comienza un nuevo ciclo de reclutamiento de células inmunes dando lugar al granuloma. En una
etapa temprana, el granuloma permite que las bacterias se diseminen entre los macréfagos recién llegados, no
obstante, una vez que comienza a desarrollarse la inmunidad adaptativa, el granuloma restringe el crecimiento
bacteriano. En ciertas circunstancias ocurre la necrosis de los macréfagos infectados contenidos en el granuloma
formandose un centro necrético donde las bacterias vuelven a replicarse y son transmitidas a un nuevo
hospedero. Tomada de [Cambieretal., 2014].

1.3. La fosfatasa micobacteriana PtpA

Mtb es capaz de evadir la respuesta inmune del hospedero, sobreviviendo y
replicdndose dentro de las células que infecta [Koul et al., 2000; Sullivan et al., 2012]. Hasta hace
unos pocos afios se pensaba que Mtb persistia exclusivamente dentro del fagosoma de las células
infectadas, sin embargo el descubrimiento de micobacterias en el citosol desafié este paradigma
[Houben et al., 2012]. Ademas, se ha demostrado que existe una correlacidén entre la
patogenicidad y la translocacidn al citosol de Mtb asi como con la secrecién de factores de
virulencia tempranos tales como el antigeno ESAT-6 (Early Secretory Antigenic Target 6

kDa). Es asi que Mtb introduce en el citosol delhuésped
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efectores bacterianos capaces de modular la actividad de componentes implicados en vias de
sefalizacién asociadas a procesos celulares vitales. Entre estos efectores se encuentran las
fosfatasas PtpA y PtpB, que constituyen las dos Unicas fosfatasas de tirosina (Protein Tyrosine
Phosphatases o PTPs) de Mtb. Existen evidencias experimentales que PtpA alcanza el citosol y
nucleo del macréfago infectado [Bach et al., 2008; Cowley etal., 2002; Wanget al., 2017]. Se ha
sugerido a los sistemas de secrecidon ESX/type VII como el sistema responsable de la secrecion
de PtpA. Este sistema es capaz detransportar proteinas que no cuentan con una secuencia senal de
exportacion, comoocurre con PtpA[Sullivanetal., 2012; Wong et al., 2013].

PtpA pertenece a la familia de PTPs de bajo peso molecular (LMW-PTP, 18 kDa), es
monomérica y su estructura terciaria ya ha sido resuelta [Madhurantakam et al., 2005]. Las PTPs
poseen un dominio catalitico conservado (CXsRS/T, denominado bucle de unién a fosfato o P-
loop) que incluye una cisteina catalitica (C11 en PtpA). Ademds, cuentan con un aspartato
conservado (D126 en PtpA) ubicado en un bucle denominado D-loop [Denu et al., 1996], el cual es
capaz de acercarse al sitio de reaccion luego de unido el sustrato asistiendo la catdlisis
[Madhurantakam et al., 2008]. La Figura 1.4 muestra los diferentes niveles estructurales de la
PtpA de Mtb, indicando los residuos conservados. El mecanismo de reaccion de este tipo de
fosfatasas (Figura 1.5) consiste en dos etapas: (i) En la primera la cisteina catalitica, cuyo grupo
tiol (-SH) se encuentra como tiolato (-S°) realiza un ataque nucleofilico al grupo fosfato unido a
la tirosina del sustrato, formando un intermediario cisteinil-fosfato. El grupo tirosil saliente
es protonado por el residuo de aspartato conservado (Asp126 en PtpA) que actla como
acido. (ii) En la segunda etapa ocurre la hidrélisis del intermediario cisteinil-fosfato mediada
por una molécula de agua que se encuentracoordinadaconunresiduodeargininaoglutamina,
liberando el grupo fosfato y la cisteina catalitica, el Asp126 en esta etapa actla como base
aceptando el hidrogenidn, y regenerando el sitio activo de la fosfatasa [Madhurantakam et al.,

2008].
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Figura 1.5. Esquema del mecanismo catalitico de las PTPs. A) El tiol de la cisteina catalitica se encuentra como
tiolato estabilizado mediante una interaccidn ion dipolo con el hidrégeno del grupo hidroxilo de la cadena lateral
de la Thr/Ser conservada del P-loop. Seguido a la unién del sustrato, en la cual la Arg del P-loop participa en
posicionar el sustrato, el grupo tiolato actia como nucledfilo atacando al grupo fosfato del sustrato. La
formacién del intermediario cisteinil-fosfato es facilitada por el Asp (loop conservado DPYY- flanqueando el sitio
activo en las LMW-PTP) que dona un protdn al grupo tirosilo saliente. A continuacion, el sustrato desfosforilado se
disocia del sitio de unién. B) La hidrdlisis del intermediario cisteinil-fosfato es mediada por una molécula de H0.
Aqui, el Asp actiia como base aceptando un protén de la molécula de H20. En algunas clases de PTPs la molécula de agua
es activada a través de puentes de hidrdgeno con uno o dos aminoécidos polares, como se muestra en la figura parala
interaccidn con la glutamina. Luego de aceptar el protdn, el fosfato se disocia de la cisteina catalitica, y seregenerala
conformacidndelsitioactivodelaPTP. Figura adaptada de (Hobiger and Friedrich, 2015).

15



Por otro lado, PtpA posee 37% de identidad de secuencia y alta homologia estructural con la
fosfatasa humana hLMW-PTP o ACP1 [PDB 1u2q, Zhang et al.,, 1997]. A pesar de la alta
homologia estructural entre ambas fosfatasas, existen diferencias en la distribucidn de cargas
superficiales en la region de entrada y cercanas al sitio activo. Estas regiones, menos cargadas en
PtpArespecto a su ortélogo humano, podrian jugar un papel importante en la especificidad de
sustrato(s) de PtpA [Wang et al., 2000; Zhang et al., 1998]. Estas caracteristicas especificas
de PtpA han motivado a numerosos grupos (entre ellos al nuestro) a buscar y desarrollar
inhibidores de esta fosfatasa, considerada uno de los potenciales blancos terapéuticos contrala
TB [Mascarello et al., 2010; Chiaradia et al., 2011; Wong et al., 2013; Sens et al., 2018; Savalas et al.,
2020]. Inicialmente se postuld que PtpA se expresaba sélo en micobacterias patégenas con tasa
de division lenta, como Mtb y M.bovis [Cowley et al., 2002]. Sin embargo, recientemente se
observéd que también la cepa de alta tasa de division M. smegmatis expresa PtpA, pero una
forma menos activa a la expresada por Mtb [Chatterjee et al., 2015]. Ademas, no se ha
demostrado que la PtpA de cepas no tan patdégenas como M. smegmatis alcance el citosol del
macrofago durante la infeccion. Esto se debe seguramente a que en las cepas no virulentas los
sistemas de secrecién implicados no son los mismos o no funcionan de igual manera que en
las virulentas. Por lo tanto cepas como M. smegmatis o Mtb H37Ra avirulenta no son

adecuadas para estudiar el efecto de PtpA en el citosol del macréfago.

1.3.1. La fosfatasa PtpA es un factor de virulencia de Mycobacterium tuberculosis

El gen de PtpA no es esencial para el crecimiento de Mtb en un medio de cultivo rico en
nutrientes [Bach et al.,, 2008]. Sin embargo, existen estudios que demuestran que PtpA es
necesaria tanto para la sobrevida de Mtb en macréfagos o modelos animales infectados [Bach et
al., 2008; Wang et al., 2015]. Ademas, la cepa mutante MtbAmmes, en la cual se eliminaron los
genes de las dos PTPs de Mtb (PtpA y PtpB) y el de la fosfatasa acida secretada SapM,
presentd una reducida capacidad para infectar y crecer en macréfagos derivados de la linea THP-
1y establecer una infeccidn en conejillos de indias [Chauhan et al., 2013]. Luego de diez semanas
post-infeccién no se recuperaron bacterias en el bazo ni en el pulmdén de los animales, lo que
sugiere que estas fosfatasas cumplen un rol importante de en la colonizacion de estos 6rganos.

Estos resultados indican que esta cepa
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mutante podria ser utilizada para el desarrollo de una nueva vacuna contra la tuberculosis. Sin
embargo, la cepa mutante continuaba siendo virulenta, no lograndose controlar su
propagacidnenelbazoluegodetiemposmayoresdeinfeccion.Asi,en2018 [Bahaletal,, 2018] se
generd una nueva variante de esta cepa que introducia ademds una mutacién de un gen
implicado en la sintesis de biotina (MtbAmmsb). Sin embargo, la proteccidon impartida por
esta cepa fue significativamente menor en comparacion con la observada en animales
inmunizados conlavacuna BCG. Porlocual,labusquedadenuevasvacunas, mejores quelaBCG,

continlasiendoundesafio[Yousefi-Avarvandetal.,2018].

1.3.2. Sustratos eucariotas de PtpA y nuevos candidatos reportados por nuestro grupo

Las fosfatasas actlan generalmente sobre numerosos sustratos, por lo cual el uso de
fosfatasas por Mtb proporciona al patégeno un mecanismo versatil para interferir con
numerosas vias de seiializacién celular que se activan en respuesta a lainfeccién. Enla literatura
existen ya varias proteinas eucariotas reportadas como sustratos fisiolégicos o potenciales
sustratos de PtpA de Mtb (Figura 1.6). El primer sustrato de PtpA reportado en la literatura es la
proteina vacuolar protein sorting 33B (VPS33B), que forma parte del complejo proteico de
clase Crequerido para el trafico y fusién de vesiculas endociticas [Bach et al., 2008; Wonget al.,
2011]. PtpA desfosforila a VPS33B e interacciona con la subunidad H de la ATPasa vacuolar (V-
ATPasa), evitando que se active el proceso de acidificacion del fagosoma, asi como su fusion al
lisosoma. El segundo sustrato reportado de PtpA es la enzima Glycogen synthase kinase-3 alpha
(GSK3-a) identificada a partir de un estudio fosfo-protedmico [Poirier et al., 2014]. En este
estudio se compararon extractos proteicos de macréfagos infectados con una cepa de Mtb salvaje
o mutante de PtpA (con el gen de ptpa interrumpido, cepa MtbAptpA). Se observé que PtpA
afecta el patrén de fosforilacion de varias proteinas sefializadoras, en especial de GSK3-aq,
proteina cuya fosforilacidn en los residuos Tyr279 y Tyr216 es critica para su activacién como
guinasay paralainduccién de vias apoptoticas. La desfosforilacion de GSK3-a por PtpAbloqueariala
apoptosis durante la infeccion temprana, favoreciendo asi la sobrevida de Mtb en el
macrdéfago. Por otra parte, recientemente se reportd que PtpA es capaz de interaccionar de forma
no-covalente con la ubiquitina del hospedero, a través de un motivo nunca antes descrito (en
inglés ubiquitin-interacting motif-like) [Wang et al., 2015]. Esta interaccion incrementa la

actividaddePtpAhaciaVPS33B,yhacialasquinasaseucariotasinkyp38,dos
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nuevos sustratosidentificados. Los autores demuestran que la desfosforilacion deJnky p38 por PtpA
reduce la expresion de citoquinas proinflamatorias como TNF, IL-1-beta e IL-12, y conduce a un
aumento en la sobrevida de la bacteria en células y pulmén de ratones infectados. La
desfosforilacién de JnK y p38 también regula otras moléculas corriente abajo en la via de
sefializacion, involucradas en la apoptosis, autofagia, respuesta al estrés y proliferacion. Este
mismo grupo demostrd que PtpA es capaz de interaccionar con el represor transcripcional
TRIM27, a través del dominio E3 ubiquitin-ligasa de dicho represor, disminuyendo asi la respuesta
inmune mediada por las vias Ink/p38 y la apoptosis celular [Wang et al., 2016]. Debemos hacer
notar que el grupo que identificé a GSK3-a como sustrato de PtpA no detectd que esta misma
fosfatasa afecta los niveles de fosforilacién de Jnk y p38 [Poirier et al., 2014]. Esto muestra que el
uso de aproximaciones experimentales diferentes, no siempre conduce al mismo resultado, y
enriquece la posibilidad de identificar nuevos sustratos ointeractores.

Nuestro grupo, también ha identificado cuatro nuevos potenciales sustratos fisioldgicos de PtpA
de Mtb mediante el uso de una estrategia clasica conocida como “mutant Substrat Trapping”
(ST) acoplad a técnicas de espectrometria de masa [Margenat et al., 2015]. Ellos son cuatro
proteinas involucradas directa o indirectamente con la sintesis de ATP: (i) la subunidad alfadela
enzima trifuncional TFP (ECHA) clave en la B-oxidacidn de 4cidos grasos de cadena larga (enoil-CoA
hidratasa e hidoxiacil-CoA deshidrogenasa) [Eaton etal., 2000];

(ii) la subunidad alfa de la ATP sintasa (ATPA) un componente clave del dominio catalitico de la ATP
sintasa [Beke-Somfai et al., 2013] v (iii) la sulfuro-quinona oxidoreductasa (SQRD), responsable de
la oxidacién de sulfuro de hidrégeno, capaz de transferir los electrones a ubiquinona en la
cadena respiratoria [Goubern et al., 2007]; iv) la 6-fosfofructoquinasa (PFK1), enzimalocalizada
en el citoplasma que cataliza la conversidn irreversible de fructosa 6-fosfato y ATP a fructosa 1,6-
bisfosfatoy ADP, la etapa de control mas importante de la glucdlisis en mamiferos [Evans et al.,
1981; Coelho et al., 2007]. Estas proteinas fueron aisladas de extractos de macréfagos derivados
de monocitos humanos enriquecidos en proteinas con tirosinas fosforiladas (p-Tyr). Las
proteinas ECHA, ATPA y SQRD son sintetizadas a nivel citoplasmatico para luego ser
transportadas y translocadas a la mitocondria. Curiosamente, tres de los cuatro candidatos a
sustrato de PtpA identificados por nuestro grupo, laECHA, ATPAySQRD, dejan de ser detectadas
en lamitocondria de macréfagos infectados con la cepa virulenta de Mtb H37Rv [Jamwal et al.,

2013].Elolos
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efectores bacterianos responsables de la disminucidn de estas enzimas en la mitocondria aiin no

se han determinado.

PtpA actuia sobre numerosas proteinas eucariotas

VPS33B e .
(Vacuolar Protein sorting 33B) (glycogen synthase kinase 3, subunit a)

Inhibicién de la fusion fagosoma-lisozoma Disminucién de la apoptosis

(Bach et al., 2008) (Poirer et al., 2014)
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(Mitogen-activated protein kinases)
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(Margenat et al. 2015)

Promueve la sobrevida de la bacteria
en las células infectadas

Figura 1.6 Esquema mostrando proteinas eucariotas reportadas como sustratos de la PtpA de Mtb. Se
incluyen los potenciales sustratos identificados por nuestro grupo.

La TFP humana resulta un candidato interesante como potencial sustrato fisioldgico de Ia
PtpA de Mtb ya que juega un rol clave en laB-oxidacién de los acidos grasos. Esta enzima cuenta
con dos subunidades, la subunidad alfa (ECHA) con actividades enoil-CoA hidratasa e hidoxiacil-
CoA deshidrogenasa y la subunidad beta (ECHB) con actividad cetoacil-CoA tiolasa. Por lo
tanto TFP cataliza tres de las cuatro reacciones de esta via. Ambas subunidades de este complejo
enzimatico son sintetizadas en el citosol de la célula y posteriormente son translocadas a la
mitocondria, donde cumplen su funciéon [Eaton et al., 2000]. De hecho, recordemos que la
mayoria de las proteinas mitocondriales son sintetizadas por ribosomas citosoélicos para luego
serimportadas hacia la mitocondria. Estos antecedentes nos permiten proponer que la PtpA de
Mtb, que ha sido localizada en el citosol del macréfago [Bach et al., 2008], podria encontrarse
con la/las subunidadesdela TFP en su transito a la mitocondria, afectando su destino final. Esto
se ve apoyado por el resultado publicado que muestrala subunidad alfa de la TFP (ECHA), es una de
las proteinas que dejan de ser detectadas en la mitocondria de macréfagos infectados con la

cepa virulentadeMtbH37Rv,peronoenaquellosinfectadosconlacepaavirulentaMtbH37Ra

19



[Jamwaletal., 2013]. Teniendo en cuenta todos estos antecedentes, nuestro grupo tiene como
hipdtesisdetrabajo que PtpAeselfactorbacterianoresponsabledeladisminucién delaECHAen
la mitocondria. Esto traeria consecuencias metabdlicas importantes como la disminucidn en la
actividad de la@-oxidacion, con la consecuente disminucion de la sintesis de ATP a nivel mitocondrial
y la acumulacion de acidos grasos en citosol (almacenadas como tracilglicéridos en gotas lipidicas).
Estosacidos grasos estarian adisposicion delabacteriay favorecerian su persistencia dentro delos
macroéfagos. Esto es relevante ya que existen evidencias que indican que los lipidos del
hospedero constituyen la fuente principal de nutrientes para Mtb durante la infeccion [Daniel
et al., 2011; Laval, et al., 2021]. Hasta ahora no existen evidencias acerca de cual es el factor
bacteriano responsable de la disminucidn de los niveles de ECHA en la mitocondria, por lo cual
la posibilidad que PtpA participe en este proceso es sumamente interesante. La desfosforilacion
de ECHA por la PtpA, podria alterar su localizacién final dirigiéndola al proteasoma para su
degradacién, o reclutandola en algin otro compartimento celular. Nuestro grupo ya ha
demostrado in vitro que la TFP interacciona y es sustrato de PtpA [Margenat, 2016], siendo la
constante de disociacidn de 0.3 uM, del orden del reportado para otras fosfatasas y sus sustratos
[Czikora et al., 2011]. Ademas, los estudios con el inhibidor competitivo ortovanadato de
sodio (Na3VO4) sugieren que la interaccién con la TFP involucra al sitio activo de PtpA. Cabe
destacar que la TFP cuenta con varias modificaciones pos-traduccionales, incluyendo
fosforilacion en Tyr, anotadas en la base de datos Phosphosite. Sin embargo, las
quinasas/fosfatasas celularesinvolucradasyelrol dedichas modificacionesenla TFPatinno han sido
estudiados.

La SQRD es el segundo candidato a sustrato identificado con alto score por
espectrometria de masa. Esta enzima cataliza la oxidacion del sulfuro de hidrégeno (H.S)
proveniente del metabolismo de aminoacidos que contienen azufre, y los electrones
provenientes de dicha oxidacién entran en la cadena respiratoria a nivel de la ubiquinona
contribuyendo a la sintesis de ATP en la fosforilacion oxidativa [Goubern et al., 2007]. El H,S puede
inhibir ala citocromo oxidasa, el complejo |V delacadenarespiratoria, porlotantola SQRD evita
que los niveles de H3S lleguen a niveles téxicos e inhiban la produccién de ATP mitocondrial
[Cooper and Brown, 2008]. Por otro lado, en macrdfagos inflamatorios la acumulacién de
H,S disminuye los efectos nocivos del peroxinitrito, ya que puede reaccionar con este

oxidanteevitandolaoxidaciénynitraciondecomponentescelulares
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[Filipovic et al., 2012]. La SQRD se expresa en varios tejidos en mamiferos [Ackermann et al., 2014],
sin embargo, los monocitos y macréfagos presentan una mayor capacidad de oxidacion del
H,S dependiente de SQRD que otros tipos celulares que no pertenecen al sistema inmune

[Lagoutte et al., 2010].

La ATPA es uncomponente clave del dominio cataliticoF1 de la ATPsintasa,la enzima
que cataliza la fosforilacion del ADP a ATP en la mitocondria [Jonckheere et al., 2012]. Se han
reportado varias modificaciones post-traduccionales para algunas de las subunidades de este
complejo enzimatico, incluyendo fosforilacion en Tyr en la subunidad gamma [Di Pancrazio et
al., 2006], lo que abre la posibilidad de que la desforilacién de Tyr por PtpA cumplaunrolenla
regulaciéndelaactividad,aunqueestoalinnosesabe[KaneandVan Eyk 2009].

La PFK fue la unica proteina identificada como potencial sustrato de PtpA cuya
ubicacidén no es mitocondrial [Margenat, 2016]. Hemos comentado ya que laPFK esuna enzima
clave en la regulacion de la glucdlisis en mamiferos y que resulta activada por fosforilacién en
Tyr, estimulando por tanto la glucélisis. La fosforilacién en el dominio C terminal de la PFK,
afecta su grado de oligomerizacion y la interaccion con otras proteinas [Schoneberg et al., 2013;
Harrahy et al.,, 1997; Cai et al.,, 1997], sin embargo el sitio especifico de fosforilacidn
responsable de esta modulacién aln no se conoce [Zancan and Sola-Penna, 2005; Coelho et al.,
2007; Coelho and Sola-Penna, 2013]. Ademas, curiosamente se ha postulado que altas
concentraciones de lactato son capaces de disminuir la actividad de la PFK en todos los tejidos de
ratén evaluados (higado, rifién, tejido muscular esquelético y cardiaco) [Leite et al. 2011]. Estos
autores sugieren al lactato como un metabolito relevante en laregulacién de la actividad delavia
glucolitica, y presentan evidencias de que él mismo actuaria como antagonista del activador
alostérico de la PFK, la fructosa-2,6-bisfosfato (molécula estimuladora de la glucdlisis cuyos niveles

aumentan por accion de lainsulina).
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Figura 1.7. Vias metabdlicas en las cuales estan implicadas los potenciales sustratos de PtpA identificados
por nuestro grupo. La fosfofructoquinasa (PFK) cataliza la conversion de fructosa 6-fosfato a fructosa 1,6-
bifosfato, etapa de control mas importante durante la glicélisis. La proteina trifuncional (TFP) cataliza 3 de las 4 etapas
de la beta-oxidacidon de acidos grasos: la subunidad alfa o ECHA posee dos dominios, uno con actividad 3-
hidroxiacil-CoA deshidrogenasa (HACD) y otro con actividad enoil-CoA-hidratasa (ECH), y la subunidad beta posee
actividad 3-cetoacil-CoA tiolasa (KACT). La sulfuro quinona oxidoreductasa (SQRD) cataliza la oxidacién del H,S, y
los electrones producidos son transferidos a la cadena respiratoria. La subunidad o de la ATP (ATPA) cataliza la
etapafinaldeproducciéndeenergiaenlamitocondria.

1.4. Cambios metabdlicos durante la infeccion

Estudios demuestran que durante la infeccién por Mtb ocurren cambios a nivel
metabolico en los macrofagos. Algunos estudios sugieren que hay una transicion “switch” en el
macréfago desde un metabolismo en el cual el ATP es producido fundamentalmente por
fosforilacion oxidativa hacia un metabolismo fermentativo en el que el ATP se produce en la via
glucolitica y el piruvato es convertido en lactato, alin en condiciones de aerobiosis (fendmeno
descrito como efecto Warburg). Esta hipdtesis se apoya en estudios de metaboldmica
realizados en un modelo de infeccidon por Mtb en cobayo y ratdon que muestran que en todos
los tejidos infectados (granulomatosos o no) hay acumulacién de lactato [Shin et al., 2011,

Somashekaretal.,2011y2012].Estatransicion metabdlicaque
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causaria menor actividad de la cadena respiratoria mitocondrial podria proteger a la bacteria
de especiesreactivas de oxigenoyfavorecer laacumulacion de lipidos, importantes nutrientes para
Mtb durante la infeccién [Daniel et al., 2011; Laval, et al., 2021]. Sin embargo, Cumming y
colaboradores demostraron recientemente que durante la infeccion el macréfago adquiere un
fenotipo quiescente, con una disminucidn de la fosforilacion oxidativaylaglucélisis [CummingB.
et al.,, 2018]. En estos estudios se realizaron infecciones con Mtb en cultivos THP-1 y macréfagos
derivados de monocitos humanos y se midid el consumo de oxigeno y acidificaciéon
extracelular utilizando un analizador de flujo extracelular (Seahorse XF96, Agilent). Por otro
lado, existen evidencias que la infeccién de macréfagos por Mtb estimula el efecto Warburg y
favorece la produccién de citoquinas proinflamatorias (IL-1B) que contribuirian a eliminar el
bacilo [Gleeson et al., 2016], por lo cualla modulacién del metabolismo podria ser utiltantoala
bacteriacomoalhospedero. En este contexto, resultafundamental demostrar si PtpA participa
de alguna manera en alguno de los cambios metabdlicos descritos, afectando el metabolismo
energético del macréfago. Para ello es necesario contar con algin modelo en el laboratorio
gue nos permita abordar las hipétesis a nivel celular y no sélo in vitro. Por lo cual la presente
tesis busco evaluar diferentes estrategias para incorporar a la fosfatasa PtpA dentro de los
macrofagos, lo que permitiria evaluar este factor de forma independiente. A su vez
buscamosobtenerlacepadeM. tuberculosis mutante paraelgendelaPtpA, paraestudios en un
contexto de infeccidn. Por ultimo, llevamos a cabo aproximaciones in silico, para profundizar
en la interaccidén de PtpA con la ECHA, uno de los candidatos a sustrato identificados por

nuestrogrupo.
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2. OBIJETIVO GENERAL

Introducir la actividad de PtpA en células eucariotas y evaluar si la actividad de esta fosfatasa se

correlaciona con cambios en el metabolismo energético.

2.1. Objetivos Especificos

Evaluardiferentesestrategiasparalaintroduccién delafosfatasa micobacteriana PtpA en
monocitos humanos o macréfagos derivados de estos.

Obtenerelmutante APtpAenunacepavirulentade Mycobacterium tuberculosis,para en
un futuro evaluar el rol de PtpA durante la infeccidn.

Caracterizar lainteraccion insilico de PtpA con laproteina humanaECHA,unode los

candidatosasustrato clave enlabeta-oxidacidon de los acidos grasos.
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PRIMERO DESENCHUFO
LA FOSFATASA

;. METODOLOGIA

3.1. Reactivos quimicos
Todas los productos que se detallan a continuacidn se obtuvieron de Sigma o AppliChem, o segun

sedetalla.

Sales inorganicas; compuestos utilizados en la preparacidn de soluciones amortiguadoras (buffer):
acido 4-(2-hidroxietil) -1-piperazina-etano sulfénico (HEPES), tris(hidroximetil) aminometano

(TRIS).

PBS: NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Na;HPO4 10 mM, KH2PO4 1.8 mM. pH 7,0.

TBE: Tris acetato 20 mM, EDTA 2 mM, pH 8

Ditiotreitol (DTT); iodoacetamida (lAA); 4cido etilendiaminotetraacético  (EDTA) vy

etanolamina.
Inhibidores de proteasas: benzamidina, inhibidor de tripsina, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF),
coctail de inhibidores de proteasas sin EDTA (Sigma S8830).

Sustrato artificial de fosfatasas: para-nitro fenil fosfato (p-NPP).

Agarosa, acrilamida, N,N'-metilen-bis-acrilamida, glicina, N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamina
(TEMED), azul de bromofenol, azul de Coomasie R-250, azul de Coomasie G-250,
seroalbimina bovina (BSA), azida de sodio.

Solventes orgdnicos: etanol, glicerol, formalina, acetonitrilo, dimetilsulféxido (DMSO).

Reactivos utilizados en la preparacidn de medios de cultivo de bacterias: triptona, extracto de
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levadura, Lysogeny broth (LB), agar.

Antibidticos: ampicilina, kanamicina, higromicina.
Detergentes:laurilsulfatodesodio(SDS), polisorbato 20 (Tween20). Tripsina

(Ginco, TrypLE™ExpressEnzyme1X,#12604013).

Inhibidores y desacoplantes del transporte electrénico y fosoforilacién oxidativa: oligomicina,

rotenona, antimicina A, carbonilcianuro-p-trifluorometoxi-hidrazona (FCCP).

Poli-L-lisina.

3.2. Métodos generales de bioquimica y biologia molecular

3.2.1. Determinacidn de la concentracidn proteica

La concentracién de proteinas se determind por el método de Bradford [Bradford, 1976],
basado en la deteccién de la interaccién del Azul de Coomasie G-250 con ciertos
aminodcidos presentes en las proteinas (Arg, Trp, Tyr, His, Phe). Esta interaccidon provoca un
corrimiento en el espectro de absorcion del compuesto de un color rojo/amarronado al color
azul, facilmente detectable a 595nm. Se realizd un micro-Bradford, adaptado al uso de placas de 96
pocillos. A 10 pL de cada muestra se le agregaron 200 uL del reactivo de Bradford (Coomassie
Brilliant Blue G-250 10% disuelto en 5 partes de etanol 95%, 10 partes acido fosférico 85% y 85
partes de agua Milli-Q). Se mezclé eincubé 5 min, y se midié la Abssgsnm. Las muestrasy diferentes
concentraciones del estandar de BSA (50-1000 pg/mL) se analizaron por triplicado. Con los valores
de absorbancia del estandar de BSA se realizd una curva de calibracion la cual se ajustd a una
ecuacion de segundo orden como recomiendan Olson et al. (y=ax?+bx+c siendo y= ug de BSA por

MLy x=Abssasnm) [Olson et al., 2007].

3.2.2. Electroforesis

Enlaelectroforesisdesnaturalizante engelesde poliacrilamida (SDS-PAGE)las proteinasse separaron
segun su peso molecular siguiendo el protocolo convencional [Laemmli, 1970]. Se utilizd un gel
concentrador al 6%y un gel separador al 12% de acrilamida. Las muestras se diluyeron en de buffer
muestra(1X)utilizandounstock6X(Tris0.35M,SDS 10%, glicerol 30%, azul de bromofenol 0.02%),

se les agregd DTT 50 mM final, se calentaron 5 min a 95°C y se dejaron enfriar previo a ser
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sembradas en los pocillos del gel de electroforesis. La separacidn se realizé a 60 V durante el
pasaje por el gel concentrador, y luego a 180 V durante el pasaje por el gel separador, en un
buffer Tris glicina (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.1% pH 8.3). El peso molecular de las
muestras se estimod por comparacién con estandares de peso molecular (PM, Thermo #26619).
Dependiendo del experimento, los geles se tifieron con azul de Coomassie R-250, o se transfirierona
membranasdePVDFpara los ensayos deinmunodeteccion.

En la electroforesis en geles de agarosa al 1% las muestras de ADN se separaron segln su
conformacidn y tamafio. Las muestras se diluyeron en buffer de carga 1X final utilizando buffer
de carga 6X (glicerol 50%, azul de bromofenol 0.02%, xilencianol 0.002%). Estas se sembraron
junto a un marcador de pares de bases de acidos nucleicos (pb, Thermo Fisher #5M0311). Se realizé
la electroforesis en buffer TBE 0.5X a 80 V y posteriormente el gel se incubd con el agente
intercalante de ADN GoodView (SBS Genetech, 2uL porcada50 mLde TBE) para detectar la presencia
de 4cidos nucleicos por exposicién a la luz UV. Para ello se utilizé un transiluminador (Biorad)

conectado a una cdmara fotografica que permitid se adquieran y registren las imagenes.

3.2.3. Electrotransferencia e inmunodeteccion

Las muestras proteicas previamente separadas por SDS-PAGE se transfirieron durante 1ha 100V a
una membrana de PVDF previamente activada con etanol (Thermo), utilizando el sistema de
transferencia humeda (BioRad). La transferencia se realizo en buffer de transferencia Tris-HCI
2 mM, glicina 192 mM, SDS 0.1%, etanol 20%. Una vez finalizada la transferencia, se llevd a cabo
un Western Blot (WB), la membrana se bloqued con bloqueante comercial (Membrane
blocking solution 000105, Life technology) durante toda la noche a 4°C. Luego se lavé la membrana
dos veces con TBS (Tris-Cl 50 mM pH 7.5, NaCl 150 mM) conteniendo Tween-20al 0.1% (TBS-T) y
seincubdcon elanticuerpo primario (Tabla1)diluidoenelbloqueante comercialdurantetodala
noche (ON) a 4°C. Luego de 3 lavados con TBS-T de 5 min cada uno se incubé la membrana con el
anticuerpo secundario correspondiente (Tabla 1) durante 1 h a temperatura ambiente (TA).
Posteriormente, luego de 4 lavados con TBS-T y un lavado con TBS se procedio al revelado. En los
ensayos en que se utilizé el anticuerpo secundario conjugado a fosfatasa alcalina (FA), se agregé el
sustrato comercial BCIP/NBT (blue liquid substrate system Sigma #B3804) hasta la aparicion de
las bandas. Cuando se utilizé el anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa de rabano (HRP) se

agrego el sustrato comercial Super Signal West Pico Chemiluminescent substrate
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(Thermo). Luego se incubd la membrana 5 min con el mismo y se detectd la
quimioluminiscencia en un equipo GBOX Chemi System (SynGene) realizando exposiciones de 10 s-2
min, segun la muestra.

Algunas de las muestras fueron analizadas por Dot blot, para ello se sembro la muestra sobre la
membrana de PVDF previamente activada y se dejé secar. A continuacién se bloqued con el
agentebloqueante comercialyse procediéalainmunodeteccion.

La deteccidén de los candidatos eucariotas a sustrato de PtpA se evaluaron en extractos
proteicos de fracciones sub-celulares mitocondriales y citosdlicas previamente obtenidas a partir
de 20x10° células, utilizando un kit comercial (Mitochondria Isolation Kit for Cultured Cells,

Thermo).

Tabla 1. Anticuerpos y diluciones utilizados

Anticuerpo Fuente Dilucion
Anti-ECHA monoclonal (conejo) Abcam ab200652 1/1000
Anti-ATPA monoclonal (ratén) Abcam ab14748 1/1000
Anti-SQRD policlonal (ratén) Abcam ab71978 1/500

Anti-PFK policlonal (conejo) Abcam ab186132 1/2000
Anti-mouse-HRP (cabra) Sigma #A4416 1/10000
Anti-ratdn-FA (cabra) Sigma #A3562 1/30000
Anti-Rabbit-HRP (cabra) Sigma #A0545 1/5000
Anti-PtpA (conejo) Producido y purificado en esta tesis 1/2000
Anti P-Tyr monoclonal en ratén Cell Signalling #9411 1/2000

3.2.4. Amplificacion de ADN por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se realiz6 una mezcla de PCR de un volumen final de 50 L. Dicha reaccién contiene 10 pL del buffer
de la polimerasa (5X HF Phusion Buffer conteniendo 2 mM MgS0Q4), 1 uLde dNTPs 10 mM, 2.5 uL de
cadacebador(directoyreverso,10uM),1uLdeADNmolde(50-100ng),

1 UE de la ADN polimerasa (Phusion, 0.02 U/uL), 1.5 puL DMSO puro, y agua MilliQ
autoclavada para completar el volumen. En paralelo se realizdé un control negativo sin ADN. Las

condicionesdecadaPRCsedetallanenlaleyendadelasfigurascorrespondientes. Los
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productos de PCR se verificaron por electroforesis en gel de agarosa 1%. Los cebadores

especificosutilizadossedescribenenlametodologiacuandosenombracadaPCRrealizada.

3.2.5. Obtencidn de células de Escherichia coli qguimiocompetentes

El protocolo utilizado para la produccién de células quimiocompetentes se basé en el
métodoqueutilizaCaCl,[MandelandHiga, 1970].Seinoculéuntubode3mLdemedioLB conuna
coloniafresca de la cepa de células E.coli DH5E. Se dejé crecer durante todala nochea37°Ccon
agitacion de 200 rpm. Al dia siguiente seinocularon 250 mLde LBenun matrazde 1Lcon 2.5 mL
del pre-cultivo (1/100).Seincubd a37°Chastaqueladensidad dptica(DO)a 620 nmalcanzara0.3.
Se centrifugd a 3500 rpm, durante 10 min a 4°C. A partir de ese momento las células y reactivos se
mantuvieron en frio. Se descarté el sobrenadante, se lavé el pellet con 100 mL de CaCl; 0.1 M estéril,
agregando de a poco hasta suspender el pellet. Posteriormente se centrifugd a 3500 rpm,
durante 10 min a 4°C. Se descarté el sobrenadante y se suspendio el pellet en 100 mL de CaCl,
0.1M.Seincubdé1ha4°Cenla soluciéndeCaCl,0.1 M.Se centrifugéa3500 rpmdurante 10mina
4°Cysesuspendio el pellet en 3 mL de CaCl, con 20% glicerol estéril. Finalmente, la suspension
de células se alicuoté de a 50-100 uL en eppendorf pre-enfriados en hielo y se almacend

rapidamentea- 80°C.

3.3. Métodos generales de biologia celular

3.3.1. Cultivo de monocitos de la linea THP-1 humana

La linea celular pre-monocitica humana THP-1 (American Type Culture Collection, ATCCTIB-

202)fuecedidaporelgrupodirigido porlaDra. AnaMaria Ferreiradel Instituto de Higiene. Dicha
linea celular se cultivd en medio completo RPMI 1640 suplementado con Glutamax- HEPES
(Invitrogen, #72400047), 10% final de Suero Fetal Bovino (SFB, Invitrogen)
descomplementado 1h a 65°C y antibidtico-antimicético al 1% final (ATB/AM: penicilina,
estreptomicina, anfotericina B, Gibco #15240-062 o Sigma # A5955) a 37°C bajo atmdsfera himeda
de 5% CO.. Estas células crecen en suspension y se deben mantener entre 0.3-1.0 x 10° células/mL.
Para iniciar el cultivo se partié de una semilla de 7x10° células en DMSO, la cual se descongelé en
un bano a37°C. Luego todo el contenido del vial se transfirié a un falcon de 50 mL conteniendo
45 mL de medio completo termostatizado a 37°C y se centrifugd 10 min a 800 rpm (con

frenadolento).Seeliminé el sobrenadanteyselavoel
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pellet con 20 mL de medio completo a 37°C, se volvid a centrifugar y el pellet de células se
suspendié muy suavemente en 7 mLde medio completo conteniendo 20% SFB. Seincubd a 37°C bajo
una atmdsfera himeda de 5% CO; hasta alcanzar 1x10° cel/mL. Posteriormente se realizaron los
pasajes necesarios de dicho cultivo en medio completo. Para la diferenciacion de los
monocitos a macréfagos, los cultivos se estimularon con 50 ng/mL de éster de forbol miristato

(PMA, Sigma) por 72 hs.

3.3.2. Cultivo de la linea celular Vero 2.2

Lalinea celularVero 2-2 fue cedida porla Dra. Mabel Berois de la Seccién Virologia de la Facultad
de Ciencias (cedida por el Dr. Cornel Fraefel del Instituto de Virologia de la Universidad de
Zurich, Suiza). Esta es una linea celular derivada de la linea Vero de epitelio de higado de mono
africano, a la cual se incorpord en su genoma ADN plasmidico conteniendo el promotor y el
gen ICP27 de herpes simple tipo 1 (HSV-1). Dicha linea celular se cultivd en medio DMEM
(Invitrogen) suplementado con SFB 10% (previamente descomplementado), ATB/AM 1%,
Geneticina 500 Big/mL (Gibco G418 sulfato) (DMEM completo) a 37°C bajo una atmédsfera himeda
de 5% CO,. Las células Vero se adhieren a la superficie, por lo cual para mantener y/o expandir el
cultivo las células previamente se disgregaron mediante tratamiento con Tripsina 0.25%-EDTA
0.02%. Para mantener la linea celular se realizaron 2 pasajes semanales realizando una dilucién 1:5

de lasuspensidn con medio completo.

3.3.3. Cultivo de la linea celular Hela

La linea celular Hela (ATCC CCL-2) deriva de células epiteliales de cuello uterino humano con
adenocarcinoma. Dicha linea celular se cultivé en medio DMEM (Invitrogen) completo a 37°C bajo
una atmdsfera humeda con 5% CO,. Las células Hela se adhieren a la superficie, por lo cual se

mantuvieronyexpandierondelamismaformaquedescritoparalascélulas Vero.

En todos los cultivos el numero de células totales se determind utilizando una camara de
Neubauer que permite el recuento en microscopio de las células presentes en medio
liquido. Para la determinacién de células viables se diluyeron estas en azul de tripano. En las

célulasviables, con membrana intacta, no se incorpora el azul de tripano; por el
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contrario, si atraviesa lamembrana de las células muertas. En uno de los ensayos se utilizé también
un kit de viabilidad (Resazurin Cell Viability Kit #11884, cell signaling). El reactivo resarzurina,
azul no fluorescente, se reduce a resorufina altamente fluorescente mediante deshidrogenasas
presentes en células metabdlicamente activas. Esta conversion solo ocurre en células viables y, por
lo tanto, la cantidad de resorufina producida es proporcional al nimero de células viables enla
muestra. La resorufina formada en el ensayo se puede cuantificar midiendo las unidades

relativas de fluorescencia (RFU) con un fluorémetro (Ex=530-570 nm, Em=590-620nm).

3.4. Estrategias para introducir la actividad PtpA en las células eucariotas

3.4.1. Sistema de transduccién con vectores basados en el virus HSV1

Los vectores virales tipo amplicédn basados en el virus Herpes Simple tipo 1 (HSV1) consisten en
particulas que conservan las caracteristicas estructurales del virus original y que al interior
transportan un plasmido (con el gen de interés) en multiples copias (Figura 3.1). La naturaleza de
su diseno hace del mismo una particula en principio inocua a nivel de toxicidad celular, capaz
deingresaramuchostiposcelulares [Saekietal.,2001]. Parala produccién deestevector HSV1se
realizé unatransfeccidn multiple encélulasVero 2.2 con:

(i) el plasmido amplicdn pHSV1 con o sin el gen de interés. Este plasmido contiene la

informacion para el empaquetamiento del genoma HSV1 y lleva un bloque de expresién que
permite lainsercidon del gen deinterés bajo el promotortemprano IE4/5de HSV1, seguido deun
elemento IRES que favorece el reclutamiento de ribosomas para la traduccion y del gen de la

proteina verde fluorescente (EGFP); (ii) un cromosoma artificial bacteriano (bacmido: fHSV1

Apac AICP27) que contiene el genoma del HSV1 sin su seial de empaquetamiento en la
particula viral y sin el gen esencial ICP27, el cual debe aportarse como un plasmido separado.
Este bacmido provee el genoma viral auxiliar que contiene toda lainformacién requerida parala

replicacién del vector HSV-1 amplicon; (iii) el pldsmido pEBHICP27 que provee en trans el gen

esencial ICP27. Este sistema se encontraba disponible en nuestro grupo gracias a la colaboracién

conlaDra.MabelBerois de laSeccion Virologia, Facultad deCiencias.
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Figura 3.1. Esquema de la produccion del vector viral tipo amplicon. En A se muestra un esquema de la
produccion del vector y en B sus caracteristicas.

En el punto siguiente se describe la obtencidn de los componentes de este sistema.
3.4.1.1 Expansion de los plasmidos necesarios para la produccion de los vectores
virales
Los plasmidos pHSV1 y el pEBHICP27 se transformaron en células quimio-competentes E. coli
DH5a preparadas como ya se describié previamente en 3.2.5. Para las diferentes
transformaciones 100 BlL de células DH5a quimicompetentes se dejaron descongelar unos minutos
en hielo. Acadatubo, se le agregd 1L del pldsmido correspondiente y se incubd en hielo por 30
min adicionales. Posteriormente se realizé un shock térmico de 90sa42°Cy se dejé en hielo 2 min
mas. Luego se le agregd a cada tubo 500 BIL de medio liquido LB estéril y se incubd una hora a
37°C, bajo agitacion suave. Finalmente se sembraron las células en LB agar con ampicilina 50
Bg/mL y se incubé ON a 37°C. La purificacion de los plasmidos a partir de colonias
transformantes se realizé utilizando un kit de extraccion comercial (Plasmid Miniprep-Classic,
ZymoResearch). En todos los casos se determind la concentracién de ADN y se evalud la calidad
de este (Absaso/Abs230>1.8) mediante espectrofotometria, utilizando un Nanodrop (Nanodrop
Lite, Thermo Scientific). Ademds se analizaron las muestras por electroforesis en gel de agarosa
1% procediendo como se describe en el punto 3.2.2.
Para purificar el bacmido se utilizé el kit QIAGEN (Large-Construct Kit #12462) siguiendo el
protocolo establecido por el fabricante. Para ello previamente se sembrd una placa de LB-
cloranfenicol con el stock de células E.coli DH5a transformadas con dicho bacmido (a partir de un

stockconservadoa-80°C)ysedejocrecera37°C.Posteriormente, apartirdeuna
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Unica colonia se realizé un precultivo que se crecid a 37°C con agitacion a 240 rpm durante 8 h, con
el cual se inoculd un cultivo de 500 mL. Este cultivo se detuvo al llegar a una densidad de
célulasentre 3—4x 10°ufc/mLy se utilizd parala extraccion y purificacién del bacmido utilizando

el kit mencionado.

3.4.1.2 Produccién del vector viral amplicén HSV-1

Para generar y expandir el vector amplicén HSV-1 se sometieron las células Vero2-2 a una
transfecciéon multiple con los plasmidos control pHSV1-IRES-EGFP o el plasmido pHSV1- PtpA-
IRES-EGFP, el bacmido fHSV1 Apac AICP27 y el pldsmido pEBHICP27. Se utilizd un protocolo
descrito previamente [Diefenbach etal., 2014], que consiste enlas siguientes etapas:

(il Preparacion de las células a ser transfectadas: se partié de un cultivo de células Vero 2-2 en
placas de 100 mm (p100) mantenidas en medio DMEM completo. Las células se disgregaron
con Tripsina/EDTA como se describe en el punto 3.2.2 y se contaron en cdmara de Neubauer. Se
sembraron 1.2 x 10° células en 3 mL de DMEM completo en una placa estéril de 6 cm y se
incubarontodalanochea37°Cenatmosferade 5% CO..

(i) Co-transfeccion: se prepararon dos tubos de 15 mL: tubo D (parala mezclade ADN)y tuboL
(para la mezcla de lipofectamina LTX Plus Reagent (ThermoFisher #15338100)). Por cada placa de
100 mm de didmetro a ser transfectada se agregaron 250 BIL de Optimem (Gibco #514985-034)
en cada tubo. Se agregaron 16.8 L lipofectamina LTX Plus Reagent al tubo L; y 2 Bg bacmido (fHSV1-
Apac-AKn), 0.2 Bg pEBHICP27 y 0.4 Bg ADN amplicén (pHSV1- IRES-PtpA-wt o pHSV1-IRES control) al
tubo D. Se agitaron ambos tubos vigorosamente y se agrego lentamente 10 BEL por placa del PLUS
reagent (1 ul por cada ug de ADN) al tubo D, se incubd 5 min a Temperatura ambiente (TA). Luego se
agrego el contenido del tubo Laltubo D y se incubd 30 min a TA. A continuacion a la mezcla D-Lse
le agregd 0.9 mL de medio Optimen por cada placa a ser transfectada. En paralelo, unos 10 min
antes de completarse el tiempo, se retird el medio RPMI completo de los pocillos de la placa p12
con las células, se lavaron con 1 mL de medio Optimem previamente termostatizado a 37 °Cy se
colocd en cada pocillo 500 pL de Optimem. Al completar los 30 min de incubacién de la
mezcla conteniendo el ADN con el PLUS reagent y la Lipofectamina LTX Plus Reagent, se agregd un
volumen de 1.3 mL de esta en cada pocillo de la placa p12 conteniendo las células (por goteo

utilizando una micropipeta, en forma cuidadosa y en espiral desde los bordes
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exteriores hacia el centro del pocillo). Se incubd la placa durante 4 h en incubadora a 37°C con
atmosfera de 5% CO», agitando suavemente cada 1 h. Se aspird el liquido de la placa, se hicieron 3
lavados con 2 mL de Optimem, se agregéd 3.5 mL del medio de transfeccién (DMEM
conteniendoSFBal6%)yseincubda37°Ccon5%C0O,durante3o04dias.

(il Cosecha de los vectores amplicon: previo a la cosecha, se confirmé la presencia del
efecto citopdtico caracteristico provocado por la replicacion viral en las células Vero 2.2. Luego
se despegaron las células de la placa empleando un scraper y se transfirieron a un tubo
mantenido en hielo, se centrifugaron a 3500 rpm durante 10 min a 4°C y se alicuoté el
sobrenadante que contenia las particulas virales obtenidas a partir de las células ya lisadas. A su vez
se dejé unos 100 Bl del medio junto al pellet resultante al cual se le realizaron 3 ciclos de
congelado en nitrégeno liquido y descongelado en bafo de agua a 37°C. Finalmente, se
centrifugda3500rpm 10 mina4°C, serecuperd el sobrenadante, se alicuotd y se almacendé a-80 °C,
para posteriormente ser titulado.

(i) Titulacion del vector stock: para ello se prepararon diluciones 1/10 y 1/100 del vector
viral, en medio de titulacion (DMEM conteniendo SFB 2% y antibidtico-antimicético 1%). Se
tomaron 10 BIL del stock del vector y diluciones y se llevaron a 250 BEL con medio de
titulacion. Setransfirieron las diluciones del vectora unaplaca de 24 pocillos conteniendo 1x10°
célulasVero2-2porpocillo.Seincubdlaplacaa37°Ccon5% COzdurante 24 h. Las células positivas
debido alaemisidn dela EGFP, fueron contabilizadas alas 24 h posteriores al ensayo con la ayuda de
un microscopio de epifluorescencia (Olympus 1X81). El titulo se expresé6 como unidades
transductantes por mL (UT/mL)y esigual al nimero de células fluorescentes contabilizadas por
el reciproco de la dilucidn en la que se contabilizd y por el reciproco del volumen del inéculo

expresado en mL.

3.4.1.3 Transduccion de los macréfagos con el vector control pHSV1-IRES-EGFP

Se utilizaron macréfagos THP-1 diferenciados con PMA tal como se describié en 3.3.1, y
colocadas en medio RPMI sin piruvato. Luego de lavar con medio RPMI sin SFB, se
sembraron en pozos por duplicado particulas virales control pHSV1-IRES-EGFP, y como control
medio RPMI sin piruvato y sin SBF. Se incubd la placa durante 2 h en estufa a 378ICy 5% CO,, para que
transcurra la transduccion. Luego de transcurridas las 2 h de transduccion se ajusto el volumen

final a 500 BL de RPMI, incluyendo la adicidon de SBF al 10%. Se mantuvo el cultivo durante 48 h
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en estufa a 37BC y 5% CO,. Transcurrido este tiempo, se observd el estado de las células en
microscopio invertido (Nikon, Eclipce TS100) y se evalué en microscopio de epifluorescencia
(BioRad, ZOE Fluorescent Cell Imager) el éxito de la transduccion, determinando el nimero de

células que presentan focosfluorescentesdebido a la expresién de la EGFP.

3.4.2. Transfeccion de células eucariotas con plasmidos pHSV1

La transfeccion celular, es un método que permite incorporar acidos nucleicos en células
eucariotas. En este caso se utilizé también el método de lipofeccidn, que utiliza el principio de
interaccion de cargas entre los complejos lipofectamina-ADN de interés (complejos que
presentardn carga positiva) con los grupos negativos de los fosfolipidos de lamembrana celular.
Dichos complejos son capaces de entrar al citoplasma celular mediante endocitosis y son
transportados al nucleo [Jo and Tabata, 2008], donde ocurre la transcripcidon del ADN de interés. En
estos ensayos se vario la cantidad de plasmido y de lipofectamina LTX Plus Reagent a utilizar. Se
utilizaron los mismos plasmidos utilizados para la generacién de los vectores virales (pHSV1-IRES-
EGFP y pHSV1-PtpAwt-IRES-EGFP). Se procedié siguiendo el protocolo que indica el fabricante.
Finalmente, se incubd 24 h a 37 °Cy 5% CO>, tiempo adecuado para permitir la expresion de la

proteina EGFP, que permitira evaluar el éxito de la transfeccién.

3.4.2.1. Produccidon del plasmido amplicén pHSV1-IRES-PtpA-C11S

El plasmido amplicdn conteniendo el gen de PtpA-wt fue obtenido por la Dra. Margenat en el
marco de su tesis de doctorado [Margenat, 2016], y se encontraba disponible en el
laboratorio. En la presente tesis se obtuvo el plasmido amplicén pHSV1-IRES-PtpA-C11S,
conteniendo el gen de la fosfatasa PtpA inactiva. Ya se ha demostrado que este mutante en la
cisteina catalitica (C11S) es completamente inactivo [Margenat, 2016], ya que la ausencia de la
cisteina catalitica impide que la enzima realice el ataque nucleofilico sobre el sustrato fosforilado
(P-sustrato). Para la obtencion del mutante se amplificd por PCR el gen de la PtpA inactiva
utilizando como molde el plasmido pet28a-PtpA-C11S ya disponible en el laboratorio. Dicha

amplificacién se realizo utilizando los cebadores que se indican a continuacion.

Forward TbPptA 5'-AGGAGGAACGTCCTCGTCGATAAGCTTGCAATGTCTGATCCGCTGCACGTCACAT-3’
Reverse TbPptA 5 -GGTACAACCCCAGAGCTGTTTTAAAAGCTTTCAACTCGGTCCGTTCCGCGCGAGA-3’

EnletranegroseindicalasecuenciacomplementariaalplasmidopHSV1-IRES-EGFPyenazullasecuenciacomplementariaaPtpA-wt.
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Los mismos contienen una parte de la secuencia complementaria al gen PtpA-C11S y otra
complementaria al vector de destino pHSV1-IRES-EGFP, incluyendo el sitio de corte de la enzima
de restriccion Hindlll. Esta estrategia permite el sub-clonado del gen sin enzimas de restriccion (por
RF-cloning), oconenzimasderestriccion. Ennuestrotrabajoserealizd con enzimas de restriccion.
El producto de PCR se purificd, cuantificé y se evalué su pureza por espectrofotometria
(Absae0/Abszso) y analisis por electroforesis en gel de agarosa. El sub- clonado del gen de PtpA-
C11S se realizd6 mediante enzimas de restriccion. Para ello se realizé una digestion de 750 ng
totales de plasmido pHSV1 y 400 ng de inserto PtpA-C11S con la enzima Hindlll (Fast Digest,
Fermentas). Los productos de digestién se separaron por electroforesis en gel de agarosa y se
purificaronapartirdelabandadelgelutilizandounkit comercial (Gene Jet Gel extraction, Thermo).
Previo a la ligacion, el plasmido pHSV1-IRES- EGFP fue tratado con fosfatasa FastAP (Thermo
Scientific) para evitar que este se ligara. En la reaccion de ligacion se utilizd una relacion 1:5
(plasmido:inserto) y se transformaron las células E.coli DH5a, detectando colonias en todas las
placas de LB con ampicilina. Se evalué la presencia del plasmido por PCR de coloniaen 5 poolsde 6
clones, luego se abrieron los pools positivos y se enviaron a secuenciar a Macrogen, 4 de los clones
positivos. Luego se realizé un stock de E.coli DH5q-pHSV1-PtpAciis-IRES-EGFP de uno de los clones
confirmados por secuenciacion y se almacend a -80°C. En paralelo y como ejercicio de biologia
molecular, se realizé una busqueda de enzimas que cortan tanto el plasmido como en el inserto, con
el objetivodeidentificar un patrén de digestion que permitiera diferenciar por electroforesis en

geldeagarosalosclones que presentaran el insertoenla correcta direccion de clonado.

3.4.3. Introduccion de proteinas recombinantes de interés en las células eucariotas

La estrategia elegida se basa en introducir por pinocitosis la proteina recombinante de interés
enlascélulas eucariotas. En nuestro casolas proteinas deinterés son PtpA (wty mutante inactivo
C11S) y la EGFP. Para lograrlo se requiere la induccidn de dos etapas de estrés osmatico celular,
uno hiper-osmético y el otro hipo-osmoético. La primera etapa permite la entrada de la
proteina a la célula por pinocitosis, la segunda causa la liberacidn del contenido de las vesiculas
dentro del citosol de las células. Dicho protocolo se adapté a nuestro sistema y numero de
células, utilizando como base el protocolo descrito por Gilmore KJy colaboradores [Gilmore et

al.,2001] basadoenelmétodooriginalde Okada
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[Okada et al., 1982]. Para la realizacion de dicho ensayo fue necesaria previamente la
purificacion de la fosfatasa recombinante PtpA-wt, el mutante inactivo PtpA-C11S y la
proteina verde fluorescente EGFP. Esta ultima, de tamafio similar a PtpA, se utilizd para la
optimizacién del protocolo y como un control negativo adicional a PtpA C11S. A

continuacion se describe la obtencién de las proteinas recombinantes.

3.4.3.1. Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes de interés

Se expresaron en forma recombinante PtpA-wt (rPtpA), PtpA-C11S (rPtpA-C11S) y la EGFP (rEGFP).
Para ello se transformé células de E.coli BL21 (DE3) quimio-competentes con el vector pET28a
conteniendo el gen de PtpA-wt, PtpA-C11S, o el vector T7 conteniendo el gen de la proteina EGFP,
siguiendo el protocolo de transformacién quimica detallado en el punto 3.4.1.1. Se utilizaron
100-200 ng de ADN plasmidico para realizar la transformacion. Posteriormente se realizd un
precultivo inoculando 3-5 colonias de E. coli BL21 (DE3) transformantes en medio LB-
kanamicina o ampicilina segun el pldsmido. Se incubd a 37°C por 16 h bajo agitaciéon de 200 rpm.
Pasado ese tiempo se diluyé el precultivo en medio LB- kanamicina fresco (1/1000) y se incubd a
37°C bajo agitacién (180 rpm) hasta una DOgoonm de entre 0.7-0.8, correspondiente al final de la
fase exponencial de crecimiento bacteriano [Purificacdao, 2013]. Alcanzada la DOgoonm Optima,
se dejé alcanzar durante 20 min la temperatura de induccién (16°C para PtpA-wt y PtpA-C11S,
17°C para EGFP) [Correa et al, 2014]. Luego se agregd el inductor isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG, Sigma)auna concentracidonfinalde0.5mMyseincubdbajoagitaciona
180rpm.Transcurridaslas 16 h el cultivo se centrifugd a 6000 rpm por 15 min a 4°C, se descarto
el sobrenadante y se suspendié el pellet en buffer de lisis frio (Tris-HCI 20 mM, NaCl 0.5 M, y
glicerol 10%) suplementado con un coctel de inhibidores de proteasas sin EDTA (Sigma). Se utilizd
1 mL de buffer de lisis por cada 0.06 g de pellet himedo. Se agregd 0.1 mg/mL de lisozima para
debilitar la pared celular, y se mantuvo en hielo por 30 min. Las células se lisaron por
sonicacion en hielo realizando 10 ciclos de 1 min a 25% de amplitud y 1 min de descanso en hielo
(Branson digital sonifer), luego se agregé ADNasa a una concentracion final de 5 ug/mL, se
incubd 15 minen hieloy posteriormente la suspensidn se centrifugda12000g durante 1ha4°C,
y el sobrenadante de la lisis se filtré a través de una membrana de 0.22 um. Las proteinas
recombinantes expresadas presentan en el extremo N-terminal una cola de seis histidinas (His-

tag), loque permite su posterior purificacion por cromatografiade
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afinidad por metales (IMAC) [Porath, 1992] Se prepard una columna utilizando 2 mLde la matriz
comercial Chelating sepharose fast flow (GE Healthcare #28-4047-39 AC) a la cual se le cargo el
metal mezclando la matriz con 600 pL de CuSO4 0.2 M. Para eliminar el exceso de metal se lavd la
matrizconaguadestiladayconacetatode sodio0.02 M pH4 conteniendo NaCl 1 M, hasta queel
pHalasalidadelacolumnaalcanzéunvalorde4.Finalmente se equilibrélamatrizcon bufferde
lisisy se mezcld con el sobrenadante de lisis conteniendo las proteinas solubles (preparado como
se describid anteriormente), incubandose durante

40 min a temperatura ambiente (TA) bajo agitaciéon suave. Transcurrido el tiempo se
recuperélamatrizenunacolumnatipoPD10vaciayseguardélafracciénnopegadaala columna
(Flow through, FT). Las proteinas no unidas o unidas de manera muy débil se removieron
mediante3lavadosde5mLconbufferdelisissinimidazol(L1),3lavadosde5 mLcon bufferdelisis
con imidazol 10 mM (L2), 3 lavados de 5 mL con buffer de lisis con imidazol 20 mM (L3). A
continuacion se prosiguié con la elucién de la proteina inmovilizada, con buffer de lisis conteniendo
imidazol 300 mM, realizando 6 eluciones de 3 mL cada una. Las fracciones se analizaron por SDS-
PAGE y aquellas conteniendo la proteina recombinante purificada se mezclaron y dializaron a 4°C
en 4 etapas de 2 h cada una contra buffer de elucidon en el cual se fue disminuyendo
gradualmente la concentracidon de imidazol (150 mM, 75 mM, 35 mM vy sin imidazol). La
composicion del ultimo buffer de dialisis fue Tris-HCI 20 mM pH 8.0, NaCl 50 mM, EDTA 5 mM,
glicerol 10%, DTT 5 mM. Las proteinas se concentraron por ultrafiltracion utilizando una
membrana de corte 10 kDa (Amicon Ultra-15 Millipore). La concentracidon de proteinas se
determiné utilizando el reactivo de Bradford (detallado en 3.2.1) y la muestra de proteinas
dializadas se conservo a 4°C hasta la siguiente etapa de purificacidén por cromatografia de exclusién
molecular. Esta etapa permite separar las especies agregadas de proteinas de las formas
monomeéricas de PtpA-wt, PtpA-C11S y EGFP. La misma se llevd a cabo en un sistema AKTA (GE
Healthcare) utilizando una columna Superdex 200 16/60 (GE Healthcare) previamente
equilibrada con dos volumenes de columna del buffer de gel filtracidon (buffer GF) (Tris-HCI 20 mM
pH 8.0, NaCl 50 mM, EDTA 5 mM, glicerol 10%, DTT 5 mM). La masa en solucion de las proteinas
contenidas en los picos principales se determind utilizando la curva de calibracién de la
columna preparativa previamente obtenida inyenctando proteinas de masa molecular
conocida (Gel filtration molecular weight markers, Sigma). La curva de calibracion realizada

ajusto a la recta log(PM)=-0.03995(volumen retencion en mL) + 8.12882. Luego de la corrida se
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determind la concentracién proteica por el método de Bradford en las muestras correspondientes
a los picos de interés (detectados en los cromatogramas de Absorbancia a 280 nm vs volumen
elucién). A continuacién se concentraron y se analizaron por SDS-PAGE. Para su
conservacion las proteinas purificadas se suplementaron con 20 mM de DTT final (lo que evitala
oxidaciongradualdelascisteinas), sefiltraronatravésdeunamembranade0.22

BIm y las alicuotas se almacenaron a -20°C.

En el caso de las fosfatasas recombinantes PtpA-wt y PtpA-C11S se realizé un ensayo de actividad
utilizando el sustrato artificial p-nitrofenil fosfato (opNPP). Los ensayos de actividad se realizaron
para verificar que la proteina PtpA-wt purificada presentara una actividad especifica similar a
otros lotes ya purificados en el laboratorio y para corroborar que el mutante inactivo PtpA-
C11S no presentara actividad. Ademads se utilizé el ensayo para evaluar la actividad de PtpA-wt
durante los cambios de buffer que implicé la aplicacion de la estrategia de pinocitosis. El sustrato
artificial pNPP presenta un grupo fosfato en posicion para con respecto al grupo nitro, cuya
hidrélisis se puede seguiren eltiempo midiendo el aumentodelaabsorbanciaa405nmdebidoa
la liberacién del producto de color amarillo para-nitrofenol (p-NP). Se prepard un stock de pNPP
300 mM en agua miliQ, protegiéndolo delaluz con papel de aluminio. Como bufferde actividad se
utilizé Tris 20 mM pH 8, glicerol 5%, EDTA 3 mM, DTD 1 mM, NaCl 50 mM, Tween 20 0.005%. El
ensayo se realizé al menos en triplicado en una placa de 96 pocillos en un volumen total de
reaccidon de 300 L. Se utilizéd una concentracidn final de PtpA de 50 nMy 20 mM del sustrato pNPP.
La actividad se expresé en pmoles de pNP x mint x mg?! de PtpA. Para ello se determind
previamente, en las condiciones de reaccidén, el valor del coeficiente de extincién molar del
pNP por el camino dptico. Para ello se realizaron diluciones de pNP (Sigma) en el buffer de actividad
en el volumen de reaccién (300 L), se determiné la Absaos nm y se graficd dicha Abs en funcién de la
concentracion de pNP, ajustando los puntos a una recta cuya pendiente (segun la Ley de Lamber

Beer) representa el valor del coeficiente de extincién molar del pNP por el camino éptico.

3.4.3.2. Ensayo de pinocitosis
En este ensayo se introdujo la proteina en las células por pinocitosis mediante la induccion de
estrésosmoéticosendos etapas, unaetapaenlaqueseutilizd unmediohiper-osmotico (Hepes 10

mM, PEG1000 10%, sacarosa 0.5 M (Filtradoa0.22um) conteniendo 40 pgdela
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proteina recombinante (rPtpA-wt, rPtpA-C11Sy/o rEGFP) y otra en la que se utilizé un buffer
hipo-osmatico (60% DMEM o RPMI, 40% H,0 apirégena estéril). También se realizaron en
paralelo controles tratados, pero en ausencia de proteina recombinante. En losprimeros
ensayosseutilizaron 2x10°célulasporcondicién,yelprotocoloseadaptdal tipo de cultivo celular
utilizado (monocapa o suspensidn). Para los ensayos realizados con las células THP-1 en
suspension, se partié de un cultivo de THP-1 de 8x10° cel/mL, se tomaron2x10°célulasyse
centrifugarona500g(sinfreno)durante5minaTA,seeliminé el sobrenadanteyse
resuspendieron en 30 puLde buffer hiperosméticoincubandoenun bafiodeaguaa37°Cdurante
10min.Pasadoeltiempodeincubaciénseagregd1l.5mLde bufferhiposmdticoyseincubéa37°C
por2min.Secentrifugda500gdurante5minaTA, serealizé unlavado con PBS, se repitid el
centrifugadoy se suspendieron en 0.3 mLde medio RPMI conteniendo 5% SFB. Posteriormente se
dejoé recuperar las células durante 3h enincubadorade CO,, antesdeiniciarlos ensayos de viabilidad
oestudiodel metabolismo. Para los ensayos realizados con macréfagos o con células Hela, cultivos
en monocapa, se sembrd 2 x10° células por pocillo en placasde 12 pocillos durante 24 h previasal
ensayo. En el caso de las THP-1 previamente se diferencian a macréfagos con PMA, como se
describié en el punto 3.3.1. Unavez obtenida lamonocapa serealizé un lavado con PBS estéril a
distintos tiempos post-diferenciacion (0, 1y 2 dias). Se colocaron 100 BL del medio
hiperosmatico, se incubd durante 10 min a 37°Cy posteriormente se colocd buffer
hiposmético hastallegara2 mL.Seincubda37°Cdurante 2min. Finalmente se retird el medio,
serealizd unlavado con PBS estéril, seretird yagregd medio completo pero con SFB 5%ysedejo
recuperaren3henincubadoradeCO;hastalarealizaciéndelosensayosde viabilidad o estudios
metabdlicos.

En cada ensayo se realizd un control de células tratadas por pinocitosis pero en ausencia de la
proteina recombinante PtpA, para descartar efectos producidos por el shock osmético y no por la
entrada de la proteina. A su vez, como se detallé6 anteriormente se realizaron ensayos
también con la proteina EGFP. Estos ultimos fueron como control de que la pinocitosis se
estaba dando de forma exitosa ya que podiamos visualizar la entrada de la proteina a las células.
En los ensayos realizados con EGFP se agregd un control extra que llamamos “control de
adherencia” en donde se incuban las células en presencia de EGFP sin la realizacion de los shock
osmoticos, para dilucidar si existen otros mecanismos de entrada que pudieran ser tenidos en
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cuenta.

Una vez puesto en marcha el protocolo, se realizaron nuevos experimentos independientes, en los
cuales se aumentd la cantidad de células (2x10° células por condicidon) para que el material fuera
suficiente para los ensayos que se realizaron posteriormente con las células tratadas. Ademas se
mejord lapreparaciondela proteinaaserintroducidaenlas células, realizdndose previamente el
cambio de buffer en el que se encuentran las proteinas (buffer de GF) por el buffer necesario para el
shock hiperosmatico. En una primera etapa se colocé la proteina en Hepes 10 mM pH 7.4, 0.5 M
sacarosa previamente filtrado por 0.2 @m, mediante centrifugacion o filtracion en gel utilizando
una mini columna de Sephadex G-25. De esta manera se obtuvo un volumen de 100 plL
conteniendo 240 yg de la proteina a ser introducida. Luego se diluyé al medio con el mismo buffer
conteniendo 20% PEG 1000 y se agregd inmediatamente a las células. Como se especificd
previamente se verifico que fosfatasa de PtpA-wt permaneciera activa en dichos buffers.
Pasado el tiempo de incubacion del shock hiperosmodtico se agregd 10 mL de buffer
hiposméticoyseincubda 37°Cpor2min.Secentrifugdlascélulasa500g(sinfreno)durante5mina
TA,serealizoun lavado con PBS, se repitié el centrifugado y se suspendieron en 1.5 mLde medio
RPMI conteniendo 5% SFB parasurecuperacionen estufaa37°Cconatmosferade COdurante3- 6 h.
Luego de este tiempo se centrifugaron las células, se suspendieron en medio RPMI sin suero para la
evaluacién del éxito del tratamiento mediante la visualizacion de la EGFP en células, el recuento
de células totales, determinacién de la viabilidad celular, y para los ensayos de consumo de

oxigenoy acidificacion del medio extracelular.

Paralaobtencidndelasproteinastotales,lascélulascontrolytratadasporpinocitosisse lavaron
con PBSy se les agregd 100 ug de buffer de lisis (NaCl 150 mM, Triton 100x 1%, deoxicolato de
sodio 10x 0.5%, SDS 0,1%, Tris-HCI 50 mM pH 8, glicerol 1%, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, Inhibidor de
proteasas 1x (cocktail sigma) e inhibidores de fosfatasas 4 mM (ortovanodato de sodio), se
congelaron a -20°C ON, se centrifugd la muestra, se recupero el sobrenadante y se cuantifico la
concentracion proteica. En dichos extractos proteicos se evalué la inmunodeteccion de PtpA
utilizando un anticuerpo anti PtpA obtenido en esta tesis. Ademas se evalud el grado de
fosforilacién en tirosina de las proteinas eucariotas utilizando un anticuerpo comercial anti

fosfo-tirosina (Tabla 1).
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Para los ensayos de evaluacidn de respiracion y acidificacion del medio extracelular las células

se colocaron en medio RPMI sin suero y se procedid como se describe a continuacién.

3.5. Evaluacion de la bioenergética celular

Se evalué la velocidad de consumo de oxigeno mitocondrial y de acidificacidn extracelular en el
analizador de flujo extracelular Seahorse XFe24 (Agilent). Los ensayos se realizaron en células
humanas, luego de la introduccion por pinocitosis de rPtpA-wt o el mutante inactivo rPtpA-C11S, y
en los controles (células no tratadas y células tratadas con pinocitosis con o sin rEGFP). Las células
fueronobtenidascomosedescribidéenelpunto3.4.3.2,secolocaron

1.5 x 10° células en medio RPMI sin suero en la placa (Seahorse), previamente tratada con poli-L-
lisina 0.1 mg/ml (Sigma), se incubd durante 30 min en estufa de CO; a 37°C. Luego se verificé el
pegado de las células a la placa mirando los pocillos al microscopio, se elimind el medio con
cuidado y se colocé el medio Seahorse (DMEM, Hepes 5 mM pH 7,4, glucosa 5 mM, piruvato 1
mM, glutamina 2 mM, NaCl 32 mM), seincubd 1 halas células a 37°C en una estufa sin CO;. Se
realizaron medidas de velocidad de consumo de oxigeno y acidificacion del medio
extracelular antes y después del agregado secuencial de: (i) oligomicina 2.5 uM final, un
inhibidor de la ATP sintasa, (ii) FCCP (dos agregados de 1 uM final), un agente desacoplante del
transporte de electrones y la sintesis de ATP mitocondrial, (iii) rotenona 2.5 uM junto a
antimicinaA2.5uM, inhibidoresdelacadenade transporte deelectronesaniveldelcomplejoly
I, respectivamente. Al finalizar el ensayo se midid la cantidad de proteinas por medio del
ensayo de acido bicinconinico (BCA) en cada pocillo para normalizar las medidas obtenidas por g
de proteina [Brand and Nicholls, 2011] .

A partir de las medidas de velocidad de consumo de oxigeno se determinaron los
parametros respiratorios [Brand and Nicholls, 2011]. El consumo de oxigeno no mitocondrial
fue determinado luego del agregado de antimicina A y rotenona, éste valor fue restado a todas las
medidas. La respiracién basal fue determinada antes del agregado de oligomicina. La respiracion
independiente de la sintesis de ATP fue determinada luego del agregado de oligomicina. La
respiracién dependiente de la sintesis de ATP fue determinada como la diferencia entre Ila
respiracién basal y la respiracidn independiente de la sintesis de ATP. La respiracién maxima fue

determinada luego del agregado del desacoplante FCCP. Las
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medidas en cada pocillo se realizaron por triplicado, evaluandose 3 a 5 pocillos por

condicion.

3.6. Obtencion de un anticuerpo policlonal anti PtpA

Graciasala colaboracion con la Dra. Ana Maria Ferreira y la Dra. Valeria Silva pudimos disponer
del suero de un conejo inmunizado con PtpA. Para purificar los anticuerpos anti- péptido-PtpA
porcromatografiade afinidad primero seinmovilizé la PtpA (serealizé con unamezclade PtpA-wt
y PtpA-C11S). Para esto se utilizo agarosa activada (General Electric #71-500-14 AD), que contiene
grupos N-hidroxisuccinimida (NHS) capaces de generar uniones covalentes con grupos amino
libres de las lisinas y el amino terminal de las proteinas. La PtpA obtenida se dializd ON a 4°C
contra el tampdn de unién (PBS 100 mM pH 7.2, NaCl 0.5M, glicerol 10% m/v, Tween 20 0.05%
m/v) para eliminar el Tris ya que éste reacciona con los grupos NHS. Finalizada la dialisis se
centrifugd la muestra durante 10 min a 10000 gy 4°C para eliminar cualquier precipitado que se
hubiese formado. La unién a la matriz se realizd siguiendo las indicaciones del fabricante.
Brevemente, se activé la matriz con 10 voliumenes de HCI 1 mM frio. Se equilibraron 0.5 mLdela
matriz en el tampdn de unién e inmediatamente se adiciona la solucién de PtpA (4 mg totales a
una concentracion final de 0.6 mg/mL en el tampdn de unidn). La reaccién se llevé a cabo en
batch con agitacion orbital a TA durante 2 h. Finalizada la reaccidn se separd el sobrenadante
por decantacidn y se bloquearon los grupos reactivos libres de la matriz por incubacién con
tampon Tris-HClI 100 mM pH 8.5 durante 2 h a TA y con agitacion orbital suave. Finalizado este
bloqueo se realizaron 6 lavados alternando tampdn Tris-HCl 100 mM pH 8.5, con tampén
acetato 100 mM pH 8.5 NaCl 500 mM. Se cuantificaron las proteinas de la didlisis y del percolado
por el método de Bradford (punto 3.2.1.) y se determind el porcentaje de acoplamiento de la
PtpA a la matriz. La matriz obtenida, PtpA-NHS-Sefarosa (conteniendo

3.8 mg de PtpA inmovilizada), se conservé a 4°C en etanol 20% (v/v).

Posteriormente, los anticuerpos de conejo anti-PtpA se purificaron mediante cromatografia de
afinidad utilizando la matriz PtpA-NHS-Sefarosa preparada. A tales efectos, cada antisuero
conteniendo anti-PtpA se diluyé 1:2 en tampon TBS (Tris-HCl 20 mM pH 7.4, NaCl 150 mM) y
centrifugéa 5000 g durante 20 mina4°C. El sobrenadante limpido se aplicé en la columna PtpA-
NHS-Sefarosa (0.5 mL) equilibrada en TBS. Se guardd el percolado y se realizaron lavados sucesivos

delamatrizcon5mLdeTBS,10mLdeTBSconteniendoTween
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200.2% (m/v)y5 mLde TBS. Se eluyd los anticuerpos unidos a la matriz mediante cambio de pH
utilizando 500 ul tampdn glicina (glicina-HCI 200 mM pH 2.0, NaCl 150 mM). Rapidamente se
neutralizé el pH acido con 50 pl de tampdn Tris (Tris-HCI 2M pH 8.5, NaCl 150mM). La matriz de
eSAAr-NHS-Sefarosa se lavd con TBS hasta alcanzar un pH 7.4, luego con agua ultrapura y
finalmente se equilibré en etanol 20% (v/v) y conservé a 4°C. La concentracion proteica en las
fracciones eluidas se cuantificd midiendo la Abszsonm €n un equipo Nanodrop (Thermo Scientific)y
se prepard un pool con las fracciones que mostraron Abszsonm mayor a 0.005. Se cuantificé la
proteinatotalutilizando el kit MicroBCA (Thermo Scientific, #23235) siguiendolasindicacionesdel
fabricante. Posteriormente, se afiadié BSA para alcanzar una concentracion final de 1 mg/mL
proteina total con el fin de contribuir a la estabilidad de los anticuerpos. Finalmente, los
anticuerpos purificados se congelaron a - 20°C en alicuotas de 400 &l conteniendo 600 pg/ml de
anticuerpo anti-PtpA. Para controlar la reactividad de los anticuerpos anti-PtpA purificados se
realizaron Dot Blots colocando diferentes concentraciones de PtpA y utilizando diferentes
diluciones del anticuerpo. También se evalud si dicho anticuerpo anti PtpA reconocia alguna
proteina de macréfagos humanos, para ello se realiz6 un WB de una muestra de extracto de
macrdéfagos a la cual se le agregd o no una cantidad determinada de rPtpA. El anticuerpo
obtenido anti PtpA se utilizdé también en la inmunodeteccidn de PtpA en diferentes muestras
deinterés que se describen alolargo de latesis, utilizando la dilucién definida en los ensayos de

Dot Blot.

3.7. Obtencidn y verificacion del mutante Mtb-APtpA

Estas actividades se realizaron en el marco de una pasantia en el grupo de micobacterias del INTA de
Buenos Aires, Argentina, dirigido por la Dra. F. Bigi. Dicho grupo colaboré con la Dra. Villarino en
el marco del proyecto Fondo Clemente Estable de la Agencia Nacional de Investigacion e
Innovacidn (FCE-ANII) en el que se enmarco mi tesis. La pasantia se realizé con fondos de la beca que
me fue otorgada por PEDECIBA Area Biologia. Dicho mutante se generé utilizando un sistema de
recombinacion homoéloga descrito para micobacterias [Murphy et al.,, 2015] Este sistema
promueve la recombinacidn homodloga y hace mas eficaz el intercambio alélico en cepas
micobacterianas. En una primera etapa se obtuvo la cepa de Mtb transformada por electroporacién
con un pldsmido que permitird que se expresen altos niveles de las recombinasas RecE y RecT por

medio de un sistema inducible [Van et al., 2007] y confiere resistencia a la kanamicina. De este
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modo, se logrd obtener una cepa transformada con frecuencias de recombinacion elevadas, que
facilité el intercambio alélico necesario para la interrupciéon del gen de PtpA. Unavezrealizadala
electroporacion de la cepa de Mtb, se dejé recuperando en medio liquido 7H9 (conteniendo
ADCy Tween 80 0.05%) durante 24hs y luego se sembré en medio sélido y se incubd a 37°C
hasta la aparicion de transformantes. La segunda etapa consistié6 en electroporar la cepa
obtenida conun casete portadordelassecuenciasflanqueantes(5’)y(3’) delgende PtpAyentre
estaselgenderesistenciaahigromicina. Dicho casete serecombiné con el gen de PtpA presente
en el genoma bacteriano y generd la interrupcion del gen de PtpA. Esto permitié ademas la
insercion del gen de resistencia a higromicina para la seleccidn de la cepa mutante. Dicho
casete fue obtenido por la Dra. F. Bigi mediante PCR con cebadores especificos. El mismo se
evalué medianteelectroforesisengeldeagarosayse purificdla banda amplificada utilizando un
kit comercial. Luego de la segunda electroporacion y aislamiento de los clones mutantes en
placas de cultivo con medio sélido 7H9 con higromicina y kanamicina se procedid a verificar los
mismos por PCR. Para ello se suspendid cada clon en 700 plL de agua apirégena e incubd a 90°C
durante 1 h para inactivar la bacteria. Posteriormente se purific6 el ADN genémico por
medio de microesferas magnéticas para utilizarlo en las reacciones de PCR. Se realizaron dos
PCR utilizando cebadores distintos para evaluar la ausencia del gen de PtpA en los clones y la
insercién del casete de resistencia a higromicina (Figura 3.2). Una vez confirmada la obtencién de un
clon portador de la mutacidn (ausencia de amplificacion ptpA, presencia de amplificacidn del gen de

resistencia), se prepararon los medios y soluciones necesarias para realizar un stock del mismo.

Figura 3.2. Esquema mostrando los cabadores utilizados para la verificacion de los clones Mtb mutantes

para PtpA.
e ADNg Mtb
PtpA
Res. Hygr
—> >
= =

Cebador rio arriba gen PtPA = | AGTTTCTGCTCGACCGTCAT
Cebador dentro del gen resistencia a CGTCGGGGAGTATAACTTCG
higromicina <«
Cebador rio arriba gen PtpA, con AAGCTTATCGTATCCAGCTTCCGACA
secuencia de corte para Hindlll —>
Cebador rio abajo gen PtpA, con - GCGGCCGCATTGGATGCCATAGGACAGG
secuencia de corte para Not|
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3.8. Estrategias in silico para predecir la tirosina de ECHA potencial blanco de PtpA
Esta etapa del trabajo la realicé en el marco de una pasantia en la Facultad de Bioquimica y Ciencias
BioldgicasdelaUniversidadNacionaldelLitoral(UNL)enSantaFe,Argentina.Junto al ProfesorF.
Herrera (PhD), realizamos estudios in silico paralaprediccidon de lainteraccion entre la fosfatasa
PtpA de Mtb ylatirosina fosforilada de la ECHA, una de las proteinas candidatas a sustrato
fisioldgico de la fosfatasa. Se realizaron ensayos de acoplamiento molecular, utilizando los datos
de ambas estructuras cristalograficas disponibles en la base dedatos Protein Data Bank (PDB) y
aplicando lasherramientas bioinformaticas Haddock y APBS.Seevaludel acoplamiento entre
PtpAy todas lastirosinas(Tyr) de TFPechaexpuestas al solvente (Tyr239, Tyr271, Tyr639, Tyr724)
deformade poderdeterminar el potencial blanco de PtpA. Para ello se realizd un protocolo,
para cada una de las tirosinas por separado, que involucré tres diferentes pasos

bioinformaticos como se detalla a continuacion:

§  Generacién de las estructuras de ECHA con cada una de las tirosinas expuestas
fosforiladas. Estas estructuras fueron luego minimizadas energéticamente en solvente
implicito, con el programa AMBER 2018, de forma de eliminar posibles contactos
estéricos y de relajar completamente la estructura. El solvente implicito fue tenido en

cuenta utilizando el modelo modificado de Born generalizado.

il Simulacion de acoplamiento molecular entre PtpA y cada estructura generada en (). Para
ellose utilizé la plataforma HADDOCK que permite determinar la configuracion mas probable del
complejo ECHA fosforilada en las distintas tirosinas de interés con PtpA. Para ello, primero
se actualizaron los nombres y tipos de dtomos desde Amber a HADDOCK y se realizaron las
simulaciones de acoplamiento utilizando el servidor online del programa. La estructura pdb de
PtpA utilizada fue la 1U2P, de 1.9 dngstroms de resolucidn. Los residuos cataliticos de la
misma fueron definidos como residuos activos para el acoplamiento mientras que para la ECHA
se selecciond como residuo activo a la tirosina fosforilada (p-Tyr). Los residuos pasivos para
cada una de las proteinas fueron definidos como todos los residuos superficiales dentro de una
distancia de 6.5 angstroms desde los residuos activos. Para cada simulacidon se obtuvieron
alrededor de 200 posibles complejos, los cuales fueron separados en clusteres utilizando un

criterio basado en la
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distancia de la desviacién cuadratica media (en inglés Root Mean Square Deviation o
RMSD) entre ellos. Las primeras 5 estructuras de cada cluster fueron seleccionadas para el paso

siguiente.

i Calculos electrostaticos para determina el mejor complejo entre ambas proteinas. Con
los resultados obtenidos del paso anterior, se utilizé el programa APBS para detectar,
entre los complejos provenientes de HADDOCK, aquellos en los que realmente la p-Tyr de ECHA
se encontraba dentro del sitio activo de la PtpA. Este programa realiza cdlculos electrostaticos
usando la aproximacién de Poisson Boltzmann y tiene incorporado un método para calcular
la energia libre de un complejo, comparandola con la energia libre de cada uno de sus
componentes por separado. Por lo que si la variacion de energia libre (energia libre de
interaccion o de unidn) es negativa, esa interaccion es muy probable. Este célculo lo hace
usando un solvente implicito, por lo que el efecto del mismo es también tenido en

cuenta.
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PERO CUANDO LOS
MUROS DE LA PRISION CAEN
Y TUBERCULOSIS ESCAPA,
EL SISTEMA INMUNE LLEGA

PARA DETENERLOS.

UNA FOSFATASA!

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Para abordar el primer objetivo, destinado a introducir la fosfatasa bacteriana PtpA dentro de los
macrofagos, se evaluaron tres estrategias: (i) la transduccion con un vector viral tipo amplicén
portando varias copias del gen de la PtpA; (ii) la transfeccidn con el plasmido pHSV portando el gen

delaPtpA;y (iii) laintroduccion directa de la PtpArecombinante (rPtpA) por pinocitosis.

4.1. Transduccion de células eucariotas con vectores tipo amplicon

Esta aproximacion se realizé aprovechando la colaboracidn de nuestro grupo con la Dra. Mabel
Berois de Virologia, quién nos suministro la informacion necesaria para la puesta en marcha de este
modelo. Los vectores de tipo HSV-1 amplicon son considerados versatiles ya que en principio
presentan varias ventajas: permiten la transferencia de genes a una amplia variedad de células,
con baja inmunogenicidad y toxicidad, su manipulacién es relativamente sencilla y no
presentan riesgos para el operador [Diefenbach et al., 2014]. En la literatura existian evidencias del
uso de la transduccién con vectores virales en células de la linea monocitica, usando por ejemplo
lentivirus, o vectores de tipo HSV [Bambacioni et al., 2001; Stripecke et al., 2000]. Ademas, el
vector de tipo HSV-1 amplicdn permitiria la incorporacién de numerosas copias del gen de
PtpA (aproximadamente 15 copias) por particula viral (Figura 3.1, en Metodologia). Estos
vectores incluyen un sitio interno de entrada del ribosoma (IRES) que se encuentra entre el gen
deinterésy el gen de la EGFP, posibilitando la expresion simultanea de multiples genes a partir de
un Unico promotor. Asi, el vector utilizado en esta tesis fue construido de manera que permitiera
la expresion de PtpA-wt micobacteriana, seguida de la expresion de la proteina verde fluorescente

EGFP.La
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expresion de EGFP permite evaluar el éxito de la transduccion, ya que posibilita detectar las células
transfectadas por microscopia de fluorescencia. A su vez la expresién de EGFP indica que el gen de
interés también se expresa ya que este se encuentra corriente arriba respecto al gen de EGFP. A

continuacion se describen los resultados obtenidos al evaluar esta aproximacion.

4.1.1. Se obtuvieron los vectores virales de interés.

Primeramente se expandieron los plasmidos necesarios para la generaciéon de los vectores,
mediante transformacién y expansiéon de los mismos en E.coli. De esta manera se
obtuvieron stock de los plasmidos de interés de buena calidad (Absz6onm/Abs280nm>1.8) y
concentracion (Tabla 4.1). A modo de ejemplo se muestra el gel de agarosa donde se sembrd
el bacmido y el plasmido pEBHICP27 purificados (Figura 4.1). En dicho gel se observa para el
bacmido una banda de tamafio esperado con una masa mayor a 10 kpb, siendo el tamafio del
mismo de 157 kpb. Por otro lado para el plasmido pEBHICP27 de tamariio 4.8 kpb se observa
una banda mayor a 10 kpb que podria corresponder a su conformacion circular. No se
observa la forma lineal o degradacidn del plasmido, ni su forma superenrollada. Esto ultimo no
es lo esperado, pero nuestro grupo ha observado que es una caracteristica de estas construcciones,
ya que se ha obtenido el mismo resultado al purificar los plasmidos con otros kits, incluso aquellos

queincluyeninhibidoresde nucleasas [Vigo, 2022].

Tabla 4.1. Plasmidos necesarios para la generacion de los vectores virales.

Descripcion Nombre del plasmido | Concentracién ng/uL
(Volumen pL)

Plasmido pHSV control portando el gen de EGFP pHSV-IRES-EGFP 750 ng/pL

(500 pL)
PlasmidopHSVportandoelgensalvajedePtpAydeEGFP pHSV-PtpAwt-IRES-EGFP 450 ng/pL

(200 pL)
Bacmido fHSV1 Apac AICP27 bacmido 330 ng/pnL

(200 pL)
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Plasmido auxiliar pEBHICP27 pEBHICP27 800 ng/pL
(200 pL)

Figura 4.1. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del bacmido y plasmido pEBHICP27 purificados. Carril 1:
producto de purificacion del bacmido. Carril 2: producto de purificacion del plasmido pEBHICP27. Se incluye
marcador de pares de bases (pb)., #5M0311, Thermo Fisher.

Luego de esta etapa, siguiendo el protocolo descrito en el punto 3.4.1.2 de la metodologia se
buscé producir grandes cantidades de los vectores virales en células Vero 2.2 (ver esquemaen
Figura3.1).Paraelloserealizéd unatransfeccion maltiple de dichas células con:

(i) el pldasmido amplicon pHSV-IRES-PtpAwt-EGFP o pHSV-IRES-EGFP; (ii) el bacmido o cromosoma
artificial bacteriano; (iii) y el plasmido pEBHICP27. Luego se cosecharon los vectores y se calculd
el titulo de estos. El mismo fue de 5x103 y 1x103 unidades transductantes por mL (UT/mL) para

el vector controly el vector portando el gen de la PtpA- wt, respectivamente.

4.1.2. Transduccion de macréfagos con el vector viral control

Para realizar los ensayos de transduccién se utilizaron cultivos de monocitos THP-1
humanos diferenciados a macréfagos. Se expandieron los cultivos de THP-1, y se
diferenciacién de monocitos a macréfagos con PMA como fue descrito en lametodologia (punto
3.3.1). La Figura 4.2 muestra a modo de ejemplo una imagen de la diferenciacidn de los monocitos
THP-1 a macrdfagos. Para comenzar los ensayos de transduccidn celular se utilizaron placas de

cultivo(p12,22.1 mmdediametro)yunadensidadcelularentre 100- 400 mil células por pocillo.
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(A)

Figura 4.2 Diferenciacion de monocitos humanos THP-1 a macroéfagos. Se muestranimagenes representativas de
microscopia Optica (200 X). En (A) se muestran los monocitos humanos THP-1 y en (B) los monocitos
diferenciados a macréfagos mediante estimulacion con 50 ng/mLde PMAdurante 72 h.

Ensayos previos al inicio de la presente tesis, realizados durante el doctorado de Mariana
Margenat mostraron que al utilizar una MOI de 1:1 se lograba alcanzar un porcentaje de
transduccidn de los macrofagos cercano al 30% [Margenat, 2016]. Lamentablemente, en nuestro
caso la concentracidn de los vectores obtenidos resulté muy baja para los ensayos de transduccion
planificados, siendo estas de 5x103y 1x10° UT/mL para el vector control y el vector portando el gen
de la PtpA-wt. De todas maneras, se decidié realizar un ensayo de transduccién con el vector
control, aunque fuera utilizando una MOI mas baja que la deseada, siendo esta de 0.1. El
resultado al utilizar esta MOI tan baja fue el esperado, se observaron al microscopio de
epifluorescencia muy pocas células expresando la EGFP (< 1%). Este ensayo permitié que me
familiarizara con la produccién de vectores virales y la transduccion de células eucariotas. En
paralelo a estos ensayos el estudiante Sebastian Vigo, en el marco de su tesina de grado, analizo
alternativas para concentrar los vectores virales. Lamentablemente, no tuvo resultados exitosos
ya que los virus concentrados resultaron téxicos para las células al ser utilizados en ensayos de

transduccion.

4.2. Transfeccion de macrofagos utilizando los plasmidos tipo pHSV

Frente a estas dificultades, decidimos intentar transfectar los macréfagos directamente con el
plasmido pHSV, ya que el mimo puede ser utilizado en ensayos de transfeccidon de células

eucariotas. Se sabe que los macréfagos derivados de monocitos THP-1son células
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notoriamente dificiles de transfectar, para los cuales se reporta una muy baja eficiencia de
transfeccion y pérdida de viabilidad en el proceso [Kusumawati et al., 1999]. Sin embargo,
decidimos intentar la transfeccidn en nuestro sistema en particular. Contabamos con el
plasmido portador del gensalvaje de PtpA (pHSV-PtpAwt-IRES-EGFP), por lo cual se decidié obtener el
plasmido portador del gen de la PtpA inactiva (pHSV-PtpAci1s-IRES-EGFP). El objetivo fue contar
con las herramientas que permitieran un estudio comparativo del efecto de la presencia o

ausencia de la actividad PtpA micobacteriana dentro de las células eucariotas.

4.2.1. Obtencion del plasmido portador de un gen de PtpA inactiva (pHSV-PtpAci1s-IRES-
EGFP)

Para la obtencidn del plasmido pHSV-IRES-PtpAci11sEGFP se amplificé el gen de la fosfatasa inactiva
(mutante PtpA-C11S) utilizando como molde el pldsmido pet28a-PtpA-C11S disponible en el
laboratorio (Figura 4.3A). La PCR se realizé utilizando cebadores conteniendo una parte de
la secuencia complementaria al gen PtpA-C11S y otra complementaria al vector de destino
pHSV-1-IRES-EGFP, incluyendo el sitio de corte de la enzima de restriccion Hindlll. Esta estrategia
permite el sub-clonado del gen por RF-cloning o por enzimas de restriccién. En nuestro caso se
hizo directamente con enzimas de restriccion debido a que en nuestro grupo ya se habia
intentado por RF-cloning sin éxito [Margenat, 2016]. El producto de PCR se purifico,
cuantificé y evalud su pureza por electroforesis y espectrofotometria, obteniéndose 60 BL a
170 ng/ClL. Para el subclonado del gen de PtpA-C11Sse realizd unadigestion conlaenzimaHindlll
de 750 ng totales de plasmido y 400 ng del inserto PtpA-C11S. Los productos de digestion se
separaron por electroforesis y se purificaron a partir de la banda del gel. El rendimiento de la
purificacion fuede 10BLal16ng/ALparaelinserto PtpA-C11Sy13 ng/Allparaelplasmido.Previoa
la ligacién enzimatica, el plasmido linearizado pHSV-IRES-EGFP fue tratado con fosfatasa FastAP
para evitar que este se ligara nuevamente. En la reaccién de ligacidn se utilizé una relacién 1:5
(inserto-pldsmido) y se transformaron las células E.coli-DH5« con el producto de la ligacidn,
detectando numerosos clones en las placas sembradas. Analizamos por PCR de colonia, 5 pools de 6
colonias cada uno (Figura 4.3B), obteniéndose en todas las PCRs un Unico producto del tamafio
esperado (~500 pb) para el gen PtpA-C11S. Posteriormente se seleccionaron un total de 4 clones

representando a 4 de los pooles positivos, verificandose
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por PCR, entodosellos, lapresenciade un unico productodeltamarioesperado (Figura 4.3C).

(A)1 2 34 b 5 6(B) 1 2 3 4 s

Figura 4.3. Obtencidon del mutante pHSV-1-IRES-PtpAci1s-EGFP (A) Electroforesis en gel de agarosa al 1%
mostrando el producto de PCR obtenido del gen PtpA-C11S utilizando como molde el pET28a-PtpA-C11S. Se utilizaron
cebadores que contienen unapartedelasecuenciacomplementariaal gen PtpA-C11Sylasecuencia de corte para Hindlll,
lo que permitio el posterior clonado en el pldasmido pHSV-IRES-EGFP. En los carriles 1-4 se sembraron los productos de
PCR obtenidos utilizando como molde el pET28a-PtpA-C11S, correspondientes a distintas réplicas del ensayo, luego se
muestra el marcador de pares de bases (pb); en el carril 5 el control negativo sin ADN y en el carril 6 un control
positivo utilizando como molde ADN gendmico de Mtb. (B) Electroforesis en gel de agarosa al 1% mostrando el
producto de PCR obtenido del gen PtpA-C11S, utilizando como molde extractos de ADN provenientes de 5 pools de
colonias obtenidas al transformar E.coli-DH5a con pHSV-IRES-PtpAci11s-EGFP. En los carriles 1-5 se muestra el resultado
obtenido al utilizar los distintos pools; luego se muestra el marcador de pares de bases (pb); en el carril 6 el control
positivo, utilizando como molde ADN gendmico de Mtb y en el carril 7 el control negativo sin ADN. (C)
Electroforesis en gel de agarosa 1% mostrando el pHSV-IRES-PtpAc11s-EGFP expandido y purificado a partir de los clones
seleccionados, los cuales fueron enviados a secuenciar. En los carriles 1-4 se muestra el plasmido purificado de cada clon
seleccionado mostrando la banda observada que se corresponde con el plasmido en su forma circular del mismo >10
kpb. Se muestra también el marcador de pb. #SM0311, Thermo Fisher.

A partir de estos clones se expandid y purificé el plasmido obteniéndose en todos los casos una
concentracion suficiente para su secuenciacion. Por otro lado, como se utilizé una Unica enzima de
restriccion en el clonado, era conveniente saber previamente si los clones que serian
secuenciados contaban con el gen de PtpA-C11S clonado en la direccidn correcta 5'- 3°. Para esto se
disefid una estrategia basada en la digestidon con enzimas de restriccidn. Se realizé una busqueda
de enzimas que cortaran tanto el plasmido como el inserto, generando un patrén de
digestion diferencial que permitiera detectar los clones con el inserto en una direccidn correcta
en el plasmido pHSV-IRES-EGFP. A partir de esta busqueda se seleccionaron las enzimas Sall y Notl,
que en los casos que el inserto esté en la direccidén correcta generarian un fragmento de 670 pb
y otro de 6000 pb, y en caso de que el
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plasmidopresenteelinsertodeformaincorrectasegenerariaunfragmentode 1096 pby otrode
5574 pb. Asise comprobd quelos 4 clones presentaban elinserto enladireccidn correcta, por lo
cual fueron enviados a secuenciar. A modo de ejemplo se muestra el resultado obtenido para
uno de ellos luego de la digestion con Notl y luego de la digestiéon doble con Notl y Sall (Figura
4.4).

Figura 4.4. Electroforesis en gel de agarosa al 1% mostrando el plasmido pHSV-IRES-PtpAc11s-EGFP digerido
con Notl (carril 1) y digerido con las enzimas de restriccion Sall y Notl (carril 2). En el carril 2 se indica con una
flecha el fragmento liberado (menor de 1000 pb) luego de la digestion doble. Se muestra también el marcador de pb
#SMO0311, Thermo Fisher.

En la figura Figura 4.5 se muestra el alineamiento de las secuencias de los clones incluyendo como
referencia la secuencia del gen de PtpA-wt. En esta figura se puede observar la presencia en
todos los clones del cambio de base G a C, que determina laincorporacién de unaserinaenvezdela
cisteina en la posicién 11 de la proteina, y la ausencia de mutaciones adicionales (excepto para el
clon 1). Ademas, este alineamiento permitié confirmar la correcta direccién del inserto en el
plasmido. A continuacion a partir de uno de los clones confirmados (clon 13) serealizé unstockdel
plasmido pHSV-PtpAciis-IRES-EGFP (200 BEL a 230 ng/BL) y de las células transformadas E.coli-DH5g-

PHSV-PtpAci1s-IRES-EGFP los cuales se almacenaron a-80°C.
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CTGCCCGGCCTGCACGACTGGGTCGACGAACGTCTCGCGCGGAACGGACCGAGT TGAAAGCTTTTAAAACAGCTCTGGGGTTGTACC

Figura 4.5. Alineamiento de los clones incluyendo la secuencia de PtpA-wt de Mth. Se muestran las
secuencias delos clones obtenidas utilizando el cebador “forward”. En el alineamiento de secuencias se puede observar
elcambio de Ga Cqueindica el éxito de la mutagénesis (flecharoja).

4.2.2. Transfeccion de células eucariotas con el plasmido control

En el primer ensayo se transfectaron las células THP-1 sin diferenciar a macréfagos (200 mil
células) con 1 g del plasmido control pHSV-IRES-EGFP, 10 L de Lipofectamina LTX junto a 2 EL del
reactivoPLUS™Reagent.Enesteensayonoseobservaronal microscopiode epifluorescencia células
que expresen la EGFP, indicando la ausencia de células transfectadas. De hecho, se observé al
microscopio un deterioro de las células sometidas al tratamiento de transfeccion respecto a las
células sin tratar (Figura 4.6A). Estas muestras se analizaron también por citometria,
observandose en las células tratadas un aumento del side scatter (SSC, brinda informacion de la
complejidad o granulosidad de las células) y una disminucion del forward scatter (FSC, brinda
informacion sobre el tamafio de las células), si se compara con las células sin tratar (Figura 4.6B)
[Barrera et al., 2012]. El comportamiento observado en citometria, se asocié a una pérdida de
viabilidad celular, y esta de acuerdo a lo observado al microscopio, indicando un claro efecto
toxico del procedimiento de transfeccion sobre las células. Previo a la transfeccion el % de células
con caracteristicas de células viables fue de 90,6% y luego de la transfeccién paso a 6,1%. Ademas,

se confirmo
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por citometria que las pocas células viables remanentes no presentaban una sefial fluorescente

verde, que reflejara la expresion de la EGFP.

(A) Células transfectadas con
Células no transfectadas pHSV-IRES-EGFP
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Figura 4.6. Ensayos de transfeccion de células humanas THP-1. (A) Visualizacidn de las células sin transfectar y
transfectadas con el plasmido control pHSV-IRES-EGFP utilizando microscopia de campo claro. (B) Visualizacion
de los graficos de granulosidad (SSC-A) en funcidn del tamafio (FSC-A) de las células sin transfectar (izquierda) y
transfectadas (derecha) con el plasmido control pHSV-IRES-EGFP.

En un segundo ensayo se transfectaron células THP-1 sin diferenciar y diferenciadas a
macréfago, pero utilizando las condiciones recomendadas por el prooveedor de la
lipofectamina LTX Plus Reagent para este tipo de células. Se ofrecio el doble de plasmido que la vez
anterior (2 Bg de pHSV-IRES-EGFP), la mitad de Lipofectamina LTX (5 BL) y mds del reactivo
PLUS™Reagent (4 y 8 [AL). Sin embargo, en estos ensayos tampoco se observaron células
transfectadas, demostrando la dificultad de transfectar este tipo de célula inmune. Para
demostrarlo, en paralelo se utilizé el mismo plasmido pHSV-IRES-EGFP en la transfeccion de las
células humanas Hela (realizada junto a la pasante de grado G. Morandi), lograndose entre un

28-40% de transfeccion (Figura4.7.).
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100um

Figura 4.7. Ejemplo de los ensayos de transfeccion de células humanas Hela con plasmido control pHSV-1-
IRES-EGFP. (A) Visualizacion al microscopio de campo claro de las células sometidas a la transfeccion. (B)
Visualizacién al microscopio de epifluorescencia de las células sometidas a la transfeccion, con el filtro que permite
detectar la fluorescencia en verde. Las células fueron observadas utilizando el equipo BioRad, ZOE Fluorescent Cell

Imager

Explorando laliteratura, observamos que para la transfeccién de macréfagos se sugiere utilizar
una mezcla comercial y un equipo especifico de electroporacién llamado Nucleofector™
vendido por la empresa LONZA. Este equipo es un electroporador mas eficiente que permite
llevarmoléculasde ADNdirectamentealnucleocelular,quecuenta conunaaltisimaeficienciade
transfeccidn en eucariotas a la vez de baja toxicidad, sobre todo para células en suspension,
células no replicativas como los macréfagos y células dificiles de transfectar por métodos
quimicos, siendo sugerido como "la" alternativa a la transduccién viral (4D-Nucleofector™
System Manual - BioNordika). El equipo esta disponible en el Institut Pasteur de Montevideo,
sin embargo durante la tesis no logramos tener respuestas de los representantes de LONZA en
Uruguay para la compra de la mezcla comercial necesaria para el ensayo. Por lo tanto, debido a
los problemas descritos previamente decidimos incluir otra estrategia experimental para
introducir la actividad de la PtpA dentro de los monocitos humanos THP1. La misma es la
estrategia descrita por Gilmore y colaboradores [Gilmore et al., 2001], basada en el método
original de Okada y colaboradores [Okada et al., 1982], en el cual se introduce en las células

eucariotas mediante pinocitosis la proteina recombinante de interés.

4.3. Introduccidon de las proteinas de interés en las células eucariotas mediante
pinocitosis

Para este ensayo fue necesario obtener previamente de forma recombinante la fosfatasa salvaje
PtpA-wt y el mutante inactivo PtpA-C11S. A su vez, necesitabamos un ensayo control que nos

permitieravisualizardeformarapidalaentradadelaproteinaalascélulas,porlo
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cual se decidié producir de forma recombinante la proteina EGFP cuya masa molecular es similar a
PtpA. En el laboratorio contdabamos con los plasmidos pET28a con el gen de la PtpA-wty con el
gendela PtpA C11S (generados por nuestro grupo), y con el plasmido T7 con el gen de la EGFP
(cedido por A. Correa, Institut Pasteur de Montevideo), lo que permitio realizar los ensayos de

expresion en E. coli y posterior purificacion de las proteinas.

4.3.1. Obtencion de las proteinas recombinantes necesarias para los ensayos de
pinocitosis

Para la expresién de la rPtpA en E.coli y su purificacidn se utilizd un protocolo previamente
optimizado por el grupo para PtpA-wt [Margenat et al., 2015]. El mismo se aplicé con éxito al
mutante inactivo rPtpA-C11S, el cual no habia sido expresado previamente en el
laboratorio. En el caso de la rEGFP se utilizd el protocolo descrito por Correa vy
colaboradores [Correa et al., 2014] agregando una etapa adicional de purificacion por
cromatografia de exclusion molecular para aumentar la pureza y evaluar el grado de
oligomerizacién de la proteina obtenida. Los protocolos incluyen, la transformacién de E.coli BL21-
DE3 con los plasmidos de interés, la expresidon de los clones seleccionados en medio LB a baja
temperatura (16°C-17°C), la purificacion de las proteinas recombinantes por cromatografia de
afinidad, seguida de didlisis, una etapa de cromatografia de exclusion molecular vy
concentracion por centrifugacién (detallado en el punto 3.4.3.1 de la Metodologia). En las
Figuras 4.8 A y B se muestran los cromatogramas, donde se grafica la Abszsonm en funcién del
volumen (mL) de elucidn, obtenidos al realizar la purificacién por cromatografia de exclusion

moleculardelasmuestrasderPtpA-wtyrPtpA-C11S.

En esta cromatografia preparativa se pudo observar, para ambas proteinas, la presencia de un pico
principal que corresponde a la forma nativa monomérica de la proteina. Considerando el
volumen de elucién se calculé una masa molecular de 21.5 kDa para rPtpA- wty 16.4 kDa para rPtpA-
C11S (Figura 4.8 A y B), en ambos casos la masa corresponde con la forma monomérica de la
proteina de masa molecular tedrica de 19.9 kDa. También se observaron picos mas pequefios
(de menor volumen de elucién) correspondientes a contaminantes o agregados presentes en la
muestra. De la misma manera en la Figura 4.9 A se muestra el cromatograma correspondiente a
la purificacién de la rEGFP, donde se observé un pico correspondiente ala EGFP monomeérica con

unamasa molecularnativade
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34.1 kDa, similar a la masa tedrica 27 kDa reportada.
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Figura 4.8. Purificacidon por cromatografia de exclusion molecular preparativa de PtpA-wt y PtpA-C11S. (A)

Perfil de elucion a 280 nm de la PtpA-wt purificada por afinidad y didlisis, inyectada a la columna de exclusion
molecular Superdex-200 16/60. El pico principal a 95 mL (21.5 kDa). (B) Perfil de elucién a 280 nm para la
purificacion de la rPtpA-C11S. El pico mayor de elucidn se encuentra en el entorno de los 98 mL (16.4 kDa). El volumen
totaldelacolumnaesde120mL.(C)SDS-PAGEparaPtpA-wt,enelcarril1seobservaelperfildela muestra inyectada a
la columna y en carril 2 el perfil obtenido luego de la cromatografia de exclusion molecular. Enelcarril 3sesembré
elmarcador de masamolecular (#26619 Thermo Fisher). (D) SDS-PAGE para rPtpA-C11S, mostrando en el carril 1 la PtpA-
C11S antes de cromatografia de exclusion molecular y en el carril 2 la PtpA-C11S luego de cromatografia de exclusion

molecular. Carril 3: marcador de masamolecular (#26619 Thermo Fisher).
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Figura 4.9. Purificacidon por cromatografia de exclusion molecular de rEGFP. A) Perfil de elucién a 280nm de la

muestra rEGFP purificada por afinidad y didlisis e inyectada a la columna de exclusion molecular Superdex- 200 16/60. El
pico mayordeeluciénseencuentraenelentornodelos90mL(34.1kDa). En(B) se muestrala SDS-PAGE mostrando
en el carril 1 el perfil de la muestra obtenido luego de la cromatografia de exclusién molecular. En el carril 2 se
sembréelmarcadorde masamolecular (#26619 Thermo Fisher).
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EnlasFiguras4.8CyDy4.9BseobservalaSDS-PAGE contincion con Coomasiedelas muestrasde
rPtpA-wt, rPtpA-C11S y EGFP, respectivamente, antes y después de realizada la cromatografia de
exclusién molecular. Los resultados sugieren que las proteinas obtenidas son claramente
mayoritarias, ya que no se observan bandas que indiquen la presencia de proteinas

contaminantes.

En suma, las proteinas obtenidas muestran un alto grado de pureza y estdn presentes en su forma
nativa monomeérica, fundamental para los ensayos con las células. De esta forma, se obtuvieron 1.5
mg, 3.5 mg y 2.0 mg de rPtpA-wt, rPtpA-C11S y rEGFP por gramo de células humedas,
respectivamente. Por otro lado, se verificd que la rPtpA-wt se encontrara activa luego de la
purificacidn evaluando actividad fosfatasa con el sustrato artificial pNPP (Figura

4.10 A). Se realizd6 una curva de calibracién con pNP, el producto de la reaccién de
desfosforilacion de pNPP (Figura 4.10 B), para determinar el epsilon x el camino éptico b (el épsilon
en uM2cm™, y b en cm) para el compuesto a 405 nm, siendo el valor obtenido de 0.0132 uM™.
Este valor fue utilizado para la determinacién de la actividad en uM de pNP formados por
minuto, por ug de fosfatasa. Ademas, se obtuvo una actividad especifica para rPtpA-wt de 4 U/mg,
igual a la de otras producciones previas de nuestro grupo [Rodriguez,

L. 2012]. Como era de esperar rPtpA-C11S, el mutante en la cisteina catalitica de PtpA, no presentd
actividad fosfatasa (Figura 4.10 A). Por otro lado se evalud la actividad de rPtpA-wt diluida en los
buffersenlosqueserealizalapinocitosis (Hepes-SacarosayHepes-Sacarosa- PEG). No se observé un
efecto adverso de los mismos ya que no se detectaron diferencias significativas al comparar la

actividadconladelaenzimadiluidaenelbuffer control (GF) (Figura4.10,ByC).
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Figura 4.10. Evaluacion de la actividad fo‘s%atasa de las proteinas purificadas rPtpA-wt y rPtpA-C11S. (A)
Grafico representativo de Absaosnm en funcion del tiempo obtenido al realizar el ensayo de actividad enzimatica con
rPtpA-wt y rPtpA-C11S utilizando el sustrato artificial pPNPP—(B) Curva de calibracidn realizada midiendo la Absaosnm en
funcion de [pNP]. (C) uM de pNP por ug de PtpA-wt luego de los cambios de buffers necesarios para el ensayo de
pinocitosis. En este caso, la reaccidn se realizé a punto final por 30 min a 37°C en el buffer de actividad fosfatasa
conteniendo 20 mM del sustrato artificial pNPP. En dichas condiciones se evalud la actividad de la rPtpA WT
disuelta en el buffer de Gel filtracidon (GF), respecto a la PtpA-wt en los buffers necesarios para la pinocitosis
(buffer Hepes 10 mM pH7.4 con sacarosa 0.5 M y buffer Hepes 10 mM pH7.4 con sacarosa 0.5 M, 10 % PEG 100).
Se muestra el promedio @ SD (n=4). No se observan diferencias significativas entre los grupos (p= 0.6147) al aplicar

Kruskal-Wallistest, utilizando el programa GraphPad Prism 9.0.
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4.3.2. Incorporacion de la EGFP en las células eucariotas mediante pinocitosis

Se realizaron tres ensayos de pinocitosis utilizando la rEGFP, dos con monocitos THP-1 humanos
en suspension, y uno con macrdéfagos (Figuras 4.11, 4.12, 4.13). En la figura 4.11 se muestran
imagenes representativas del resultado obtenido luego del primer experimento con las
células THP-1. En la Figura 4.11A se observan las células THP-1 sin tratar, en la 4.11B las células
sometidas a pinocitosis en ausencia de rEGFP y en la Figura 4.11C células sometidas a pinocitosis en
presenciade rEGFP. Lafigura4.11B muestra que las células tratadas por pinocitosis en ausencia

de rEGFP presentan buen aspecto al
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compararlas con las células sin tratar (Figura 4.11A), lo que sugiere que las células
resistieron bien altratamiento realizado. Ademads la figura 4.11C muestra que las células donde
se realizd la pinocitosis con rEGFP presentan un alto porcentaje de células fluorescentes, lo
qgue indica el éxito del procedimiento de introduccién de esta proteina exdgena dentro de las

células eucariotas.

Campo clar Epifluorescencia

43um
Figura 4.11. Células THP-1 luego del ensayo de pinocitosis con rEGFP. (A) Imagenes de las células THP-1 sin
tratamiento de pinocitosis. (B) Imagenes de las células THP-1 sometidas al tratamiento de pinocitosis en ausencia
de rEGFP. (C) Imdagenes de las células THP-1 sometidas al tratamiento de pinocitosis en presencia de rEGFP. Las células
fueron observadas utilizando el equipo BioRad, ZOE Fluorescent Cell Imager, se muestran imagenes representativas de
microscopia de campo claro (izquierda) y fluorescencia (derecha) (n=2) y se indica la escala bajo laimagen.

En la figura 4.12 y 4.13 se observan las imagenes representativas de los resultados obtenidos
luego del segundo y tercer experimento correspondiente a células THP-1 y con las células
diferenciadas a macrdfagos, respectivamente. Las imagenes de las células tratadas por
pinocitosis nuevamente muestran que las células tienen un buen aspecto general (Figura 4.12
Ay4.13 A)yque unaltonimero de células que contienen rEGFP en su interior (Figura4.12 By 4.13

B).

Se observé que un 95% + 3 de células fluorescentes en el experimento con los monocitos THP-1
(Figura4.12 B) yun 80% + 1 en el experimento con los macrdfagos (Figura 4.13 B), indicando que
este método permite la incorporacién de la proteina exdgena a las células. A pesar de que en los
macrdéfagos se observo una sefal fluorescente, la misma fue mas tenue en estas células adherentes
gue la observada al utilizar los monocitos THP-1 en suspensidn. En estos ensayos, ademas de las
células sometidas a la pinocitosis sin y con rEGFP, se agregd un control en el cual se incubaron las
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célulasconrEGFP peronoselesrealizé el tratamiento de pinocitosis (Figura4.12Cy4.13 C). Estose
hizo para estar seguros que la rEGFP que entroé a las células lo hizo por pinocitosis y no por otro
mecanismo. La Figura 4-12C muestra que, en ausencia de pinocitosis, la rEGFP no se encuentra en el
interior de las células. Por lo tanto podemos concluir que en las células tratadas por pinocitosis con
rEGFP, el proceso de pinocitosis es lo que permite la entrada de la rEGFP a los monocitos. En el
caso de los macrdéfagos incubados con rEGFP, en ausencia del tratamiento de pinocitosis, tampoco

se observdingreso de rEGFP (Figura 4-13 C).

Campo claro Epifluorescencia

R S LAY

Figura 4.12. Células THP-1 luego del ensayo de pinocitosis con rEGFP. (A) Imagenes de las células sometidas al
tratamiento de pinocitosis en ausencia de rEGFP. (B) Imagenes de las células sometidas al tratamiento de pinocitosis
en presencia de rEGFP. (C) Imagenes de las células incubadas con rEGFP pero sin someterlas al tratamiento de
pinocitosis. A la derecha se muestra una imagen amplificada donde se observa con con claridad la diferencia entre
las imagenes B y C. Las imdagenes fueron obtenidas por microscopia de campo claro (izquierda) o epifluorescencia
(derecha) utilizando el equipo BioRad, ZOE Fluorescent Cell Imager, se muestran imagenes representativas de n=2
experimentos y seindica la escala bajo laimagen. Se modificé de igual forma el contraste y brillo de ambas imagenes,
paravisualizar las células con claridad.
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Figura 4.13. Macréfagos luego del ensayo de pinocitosis con rEGFP. (A) Imagenes de las células sometidas al
tratamientode pinocitosisenausenciaderEGFP. (B) Imdgenesdelascélulassometidasaltratamientode pinocitosis
en presencia de rEGFP. (C) Imagenes de las células incubadas con EGFP pero sin someterlas al tratamiento de
pinocitosis. Las imagenes fueron obtenidas por microscopia de campo claro (izquierda) o epifluorescencia
(derecha) utilizando el equipo BioRad, ZOE Fluorescent Cell Imager, se muestran imagenes representativas de n=2
experimentos y se indica la escala bajo la imagen. Se modificé de igual forma el contraste y brillo de ambas

imdagenes, paravisualizar las células con claridad.

En resumen, el procedimiento de pinocitosis permitio la introduccion directa de proteina
exogena a las células eucariotas. Esto nos motivo a realizar los experimentos con la
fosfatasa rPtpA ya que esta estrategia resulto claramente mds exitosa que los ensayos de

transfeccion o transduccion en los que se intentd introducir los genes de interés.
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4.3.3. Incorporacion de la proteina rPtpA-wt micobacteriana en los macréfagos mediante

pinocitosis

En estos ensayos se utilizé la proteina rPtpA-wt, purificada como se describié anteriormente.
Para poder detectar la rPtpA en los macréfagos se obtuvieron anticuerpos policlonales contra
rPtpA. Para ello se inmunizé un conejo con dicha proteina obteniéndose el antisuero contra rPtpA
(colaboracién con la Dra. Ana Maria Ferreira, Instituto de Higiene). Los anticuerpos policlonales
presentes en el antisuero se purificaron por afinidad utilizando una matriz comercial de sefarosa
activada-NHS portadora de rPtpA unida covalentemente, siguiendo el protocolo descrito en 3.6.
De esta manera se obtuvo un stock de anticuerpos policlonales con una concentracion de 0.3
mg/uL (2 mL). Mediante ensayos de Dot Blot se determind que los anticuerpos obtenidos
reconocen hasta 2.5 ng de rPtpA cuando son utilizados a una dilucién 1/5000 y 1 ng de rPtpA
cuando son utilizados a una dilucién 1/2000 (Figura 4.14A). En humanos existe un gen homdlogo a
PtpAquedalugara4disoformasdela proteina ACP (Uniprot P24666 1-4). Por lo cual se verificd que
los anticuerpos obtenidos contra rPtpA no reconocieran alguna isoforma de la ACP humana u otra
proteina de tamaio similar presente en el macréfago. La ausencia de esta posible reaccién
cruzada de los anticuerpos obtenidos se confirmd realizando un WB con las muestras de
proteinas de macrdéfagos a los cuales se les agregd o no la rPtpA micobacteriana. Asi en la Figura
4.14 B se observa una banda de tamafio similar al de rPtpA (21.5 kDa) Unicamente cuando la rPtpA

fue agregada al extracto proteico de macréfagos.
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Figura 4.14. Inmunodeteccion de rPtpA. (A) Resultados del Dot Blot de diferentes cantidades de rPtpA,
utilizando una dilucién del anticuerpo anti-PtpA 1/5000. (B) WB detectando la rPtpA (5 ng) agregada a una muestra
de extracto de proteinas de macrdfago (carril 2); WB del mismo extracto de proteinas de macréfago pero en ausencia
deagregadoderPtpA (carril 3). MPM: marcador de peso molecular (carril 1).

En los ensayos de pinocitosis realizados para introducir la rPtpA se utilizaron inicialmente 2x10°
células THP1 humanas diferenciadas a macréfagos durante 72 h con PMA. Posteriormente,
serealizd eltratamiento de pinocitosis a0 dia post-diferenciacién (dpd), luego de transcurrido 1
dpd y luego de transcurridos 2 dpd. Esto se realizdé con el objetivo de determinar, en qué
momento era adecuado realizar la pinocitosis sin que afectara la viabilidad de los macréfagos. En
lafigura4.15 se puede observar que la rPtpA fue detectada en todos los extractos de proteinas de
macréfagos tratados por pinocitosis con 46 pg de rPtpA, luegode0, 1, 0 2 dia pos-diferenciacion
(dpd). Como era de esperar no se detecté rPtpA en aquellos macréfagos en los que no se agrego la
proteina micobacteriana. Ademds se observd una mayor captacidon de rPtpA en los macréfagos
tratados 2 dpd. Este resultado seguramente se debid a que luego de este tiempo prolongado
post-diferenciacidon los macréfagos comienzan a tener afectada la membrana y disminuye la
viabilidad, lo que explica que se comporten de manera diferente frente a la pinocitosis. Por

lo cual, en experimentos posteriores se utilizaron sélo macréfagoscon0dpdo 1 dpd.
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(A) Dot-blot con anti-rPtpA sobre muestras de extractos proteicos
obtenidas de macréfagos sometidos a pinocitosis
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Figura 4.15. Introduccion de rPtpA en los macréfagos. (A) Dot blot realizado sobre extractos proteicos
obtenidos de macréfagos en los cuales se introdujo rPtpA mediante pinocitosis a 0, 1 y 2 dpd de los
macrofagos, y el control de células tratadas de igual manera pero en ausencia de rPtpA. Se realizaron los ensayos
porduplicado, selavaron las células. Acontinuacidn se extrajerony cuantificaron las proteinas totales de los macréfagos
en 100 pl de buffer de lisis y se procedid a la deteccidn de la rPtpA mediante Dot blot utilizando el anticuerpo anti
PtpA previamente purificado. Se sembré en todos los casos 10 BL del extracto obtenido. En (B) se cuantificd la rPtpA
detectada en los macréfagos, como el promedio del area en pixeles de la sefial, determinada utilizando el programa
Imagel. Se muestra el promedio @ SD (n=2).

Apesardequelaincorporaciéon de rPtpAalos macrdofagos fue exitosa, al cabo de 1 o 3 dias post-
pinocitosis ya no se detectd la proteina dentro de las células, lo que sugiere que rPtpa es degradada
rapidamente por los macréfagos (no se muestra). En ensayos posteriores evaluamos si la rPtpA
permanecia, luego de tiempos mas cortos, en los monocitos THP-1 sin diferenciar a macréfagos, ya
gue estas células, se encuentran menos especializadas en la destruccion de agentes exdgenos que
los macréfagos. Observamos que la rPtpAintroducida se podia detectar en los monocitos luego de 3
h derealizado el tratamiento de pinocitosis. A su vez, se estimé la concentracién de rPtpA-wt que
seincorpordalascélulas,paraellose determind pordensitometrialasefal obtenidaderPtpA-wt
enlasimagenes delos WB de las muestras tratadas por pinocitosis, y de la rPtpA-wt purificada

a diferentes concentraciones (Figura4.16).
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Se determind asi la presencia de 10 ng de PtpA cada 5 ug del extracto proteico total,
correspondiente a 0.2% del total de proteinas del extracto obtenido a partir de 150 mil
células. Esto indica que se incorporaron unos 0.07 picogramos de PtpA por célula, que
corresponden a 0.004x1073 picomoles (considerando una masa molar molecular 19.9 kDa). Si
consideramos el volumen de una célula eucariota en 3.4 x 10~ ml [Molecular Cell Biology. 4th
edition], podemos calcular que por célula hay una concentracién del orden 1M PtpA- wt luego
del tratamiento. Esta concentracion es similar a la determinada para muchas enzimas del
metabolismo [Zotter et al., 2017]. Sin embargo, debemos mencionar que las imdagenes del
control de pinocitosis con rEGFP muestran que las células presentan una fluorescencia variable

(ver Figura 4.11), que indicaria que unas captan mas proteina que otras.

Dot blot en banda con Ac-antiPtpA

(A) C+ rPtpA Pinocitosis sin PtpA Pinocitosis con rPtpA
(B) 50ng 2n t=3h t=0h t=3h t=3h
70 -
60
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rPtpA 40
Intracelular 30 -
(ng) 20
0 : —rt— : .
C+ C+ Extracto Extracto Extracto
(rPtpA 50ng) (rPtpA 2ng) s/ rPtpA c/ rPtpA ¢/ rPtpA
t= 3h t= Oh t= 3h

Figura 4.16. Inmunodeteccion de rPtpA en los extractos de monocitos humanos sometidos a pinocitosis. (A)
Los extractosdemonocitos THP1se prepararoninmediatamente después delapinocitosis (t=0) y luegode 3 h. Para el Dot
Blot en banda se sembraron 5 pg de cada extracto y se utilizé el anticuerpo anti PtpA policlonal generado para
detectar la rPtpA. Se agregaron como controles positivos 50 ngy 2 ng de la rPtpA. (B) Se analizaron las bandas con
el programa Imagel y teniendo en cuenta la intensidad de los controles positivos se pudo calcular los ng de rPtpA en
cadamuestra.Semuestraelpromediodelosresultados@SD (n=2).

70



Al analizar el nimero de células viables utilizando la tincidn de exclusidon con azul de tripano de las
células sin tratar (s/p) y las tratadas por pinocitosis (c/p), se observé que luego del tratamiento
se recupera en general un nimero similar de células por mL, y no se observan diferencias
significativas entre los grupos (Figura 4.17 A). Sin embargo, en las muestras sin tratar por
pinocitosis se observa una menor dispersién del numero de células por mL, respecto a las
tratadas por pinocitosis (c/p, ¢/p PtpA-wtPtpA-wt, c/p PtpA-C11S), seguramente debido al
procedimiento aplicado que puede afectar en cierta medida a la células, afectando su
recuperacion en las etapas de centrifugacion/suspension propias del protocolo aplicado. Ademas,
se observa una tendencia (pero no significativa) a un menor recuento de células viables en el
caso de las células tratadas con PtpA-wt, lo que puede estar sugiriendo un efecto citotdxico de
la actividad de esta fosfatasa. También se determiné la viabilidad midiendo la reduccién de la
resarzurina, observandose un perfil similar al obtenido mediante azul tripano, no observandose

cambios significativos entre los grupos (Figura 4.17B).
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Figura 4.17. Evaluacion del impacto de la pinocitosis en la viabilidad celular. (A) Se muestra el nimero de
células viables por mL en las distintas condiciones, determinadas por tincion de exclusién con azul tripano . Se muestrael
el promedio delos resultados@SD (n=3). No se observan diferencias significativas entrelos grupos (p=0,3161) al aplicar
Kruskal-Wallis test, utilizando el programa GraphPad Prism 9.0. (B) Se muestra el recuento de células viables (%)
en las distintas condiciones, determinadas con el kit de resarzurina para determinar la viabilidad. El resultado se
expresd en %, considerando como 100 % el valor de fluorescencia de las células no tratadas (s/p), Se muestra el
promedio de los resultados & SD (n=2). No se observan diferencias significativas entre los grupos (p=0.5852) al aplicar
Kruskal-Wallistest, utilizando el programa GraphPad Prism 9.0.
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Por otra parte, se evalué si los potenciales sustratos de PtpA identificados por nuestro grupo
(ECHA, ATPA y SQRD y PFK1) podian ser detectados en los extractos de macréfagos de células sin
tratar utilizando anticuerpos comerciales. Para esto se obtuvieron, a partir de cultivos de
macrdéfagos, fracciones subcelulares enriquecidas en mitocondria y citosol con las cuales se
realizaron ensayos de WB. La Figura 4.18 muestra que se pudo observar una banda del tamaio
esperado para cada proteina y en la fraccién subcelular esperada. En el caso de la ECHA, ATPA 'y
SQRD, las cuales son sintetizadas en el citosol y luego transportadas a la mitocondria, era esperable
detectarlas en ambas fracciones. En cambio, la PFK1 que es sélo citoplasmatica, fue detectada
Unicamente en la fraccidn citosdlica. Haber logrado la deteccidén de estas proteinas permitira

evaluar en un futuro los cambios en lalocalizacidn y niveles de las misma en las células.

Purificacion fracciones sub-celulares: TFPE
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Figura 4.18. Inmunodeteccion de las proteinas candidatas a sustrato de PtpA. Se lisaron los macréfagos y se
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obtuvieron fracciones enriquecidas en mitocondrias y citosol utilizando un kit comercial (Mitochondria
Isolation Kit for Cultured Cells). Las diferentes fracciones se trataron con DTT 20 mM final por 30 mina4°Cy luego se
separaron mediante SDS-PAGE y transfirieron a una membrana de PVDF. Se realizaron WB con anticuerpos anti-
ECHA, anti-SQRD, anti-ATPA, anti-PFK1. C, corresponde a la fraccidn citosdlica y M a la fraccion mitocondrial
(concentrada unas 20 veces respecto a la citosdlica). Se indican en circulos rojos las bandas, del tamario esperado,
observadas paracadaunadelas proteinasanalizadas.

En resumen se definié en el modelo de pinocitosis una ventana de tiempo en la cual la
proteina se encuentra presente en las células, y podemos analizar si existen cambios a
nivel del metabolismo energético en los macrdfagos, que puedan ser mediados por la

fosfatasa micobacteriana PtpA.
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4.4. Evaluacion del metabolismo energético

Como planteamos en la introduccion la fosfatasa micobacteriana PtpA podria estar
modulando el metabolismo energético del macréfago, actuando sobre proteinas vinculadas directa
o indirectamente al metabolismo energético [Margenat et al., 2015]. Para explorar este punto
llevamos a cabo, en el modelo obtenido, estudios para evaluar la existencia de cambios en el
metabolismoenergéticoasociadosalaactividad de PtpA. En particular, se estudié el impacto de
la actividad fosfatasa de PtpA sobre el consumo de oxigeno y acidificacion extracelular de
los monocitos THP-1, utilizando un analizador de flujo extracelular Seahorse XFe24 (Agilent).
Se evalud la velocidad de consumo de oxigeno en ausencia y presencia de diferentes inhibidores
y/o desacoplantes de la cadena respiratoria. Se realizaron ensayos en las células a las que se le
introdujo la rPtpA por pinocitosis (c/p rPtpA-wt) y los diferentes controles: células sin tratar por
pinocitosis (s/p), células tratadas por pinocitosis en ausencia de proteina recombinante (c/p) y en

presenciade larEGFP (c/p rEGFP/) o del mutante inactivo rPtpA-C11S (c/p rPtpA-C11S).

4.4.1. Efecto de la pinocitosis y la incorporacién de rPtpa sobre el consumo de oxigeno
mitocondrial de los monocitos THP-1

En este ensayo, la comparacién de las células sin tratar por pinocitosis respecto a las tratadas
por pinocitosis permitié evaluar el impacto del tratamiento en el metabolismo energético
celular.EnlaFigura4.19A se observalavelocidad de consumo de oxigeno delas células sin tratar por
pinocitosis (s/p)ylascélulastratadascon pinocitosis en ausenciade proteinarecombinante (c/p
sin prot.) y en presencia de la rEGFP (c/p rEGFP). En la figura 4.19B se observa la velocidad de
consumo de oxigeno de las células tratadas por pinocitosis en presencia de rPtpA-wt y rPtpA-C11S
(c/p rPtpA-wt, c/p rPtpA-C11S). En ambas figuras se observa que las células consumen oxigeno y
responden al agregado de los diferentes inhibidores (oligomicina, antimicina A y rotenona) y el
desacoplante (FCCP) utilizado. Se observa una respiracion basal de 10-20 pmoles O2/min/ug para
todas las condiciones. Luego del agregado de oligomicina, inhibidor de la ATP sintasa, se observd
una disminucion en el consumo de oxigeno, como era esperable. El consumo residual
corresponde al consumo independiente de la sintesis de ATP mitocondrial. A continuacién, al

agregareldesacoplante
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del transporte de electrones y la sintesis de ATP (FCCP) se observd un aumento en el consumo
de oxigeno correspondiente a la maxima respiracidon alcanzada por las células. Finalmente,
como era de esperar, luego del agregado de antimicina A y rotenona, inhibidores de la cadena
respiratoria, se observd una disminucidn del consumo de oxigeno. Al comparar los resultados
obtenidos se observaron diferencias significativas, entre las células tratadas y sin tratar por
pinocitosis, en la respiracién maxima obtenida luego del agregado de FCCP (Figuras4.19AyC). Se
observé claramente que la pinocitosis afecté a las células, llevando a una disminucién en la
velocidad de consumo de oxigeno maxima, respecto a las células sin tratar. Este resultado
podria deberse a que durante la pinocitosis se pierden metabolitos intracelulares, necesarios para
la respiracién celular. De cualquier forma pensamos que los mecanismos involucrados en la
disminucion de la respiracion maxima (ya sea la pérdida de metabolitos luego de la
pinocitosis u otros) no estarian afectando la viabilidad celular de forma drastica, ya que como se
describidé previamente no se observaron cambios en la viabilidad celular luego de la pinocitosis, e

inclusoluegode 3 h del tratamiento (Fig.4.17).

Por otra parte, no se observaron diferencias significativas en el consumo de oxigeno entre las
células en la que se introdujo rPtpA-wt y aquellas en las que se incorpord el mutante inactivo

rPtpA-C11S (Figura4.19B)

74



FCcp

® Células control s/p

N
o

-8 Células control ¢/p sin prot.

Células control ¢/p con EGFP

N
o

@]

(pmol/min/ug)

40 1

30

I

Velocidad de consumo de oxigeno

0 50 100 150
tiempo (min)

FCCP

Respiracion maxima
(pmol/min/ug)

™ Células c/p rPtpa WT <
-
Células c/p rPtpa C11S

(pmol/min/ug)

Velocidad de consumo de oxigeno

0 50 100 150
Time (minutes)

Figura 4.19. Evaluacion de la respiracion mitocondrial en células sometidas a pinocitosis en presencia de
rPtpa. Las células fueron sometidas a la pinocitosis en ausencia o presencia de las proteinas recombinantes o no fueron
expuestas al tratamiento, las medidas se llevaron a cabo el mismo dia del tratamiento en un periodo no mayora3 h. En
(A) se muestra la velocidad de consumo de oxigeno determinada antes y después de la adicidn secuencial de
oligomicina, eldesacoplante FCCP (dos adiciones)yantimicinaAmasrotenona (AA/Rot), para las células control sin tratar
por pinocitosis (s/p), las células tratadas por pinocitosis pero en ausencia de proteina recombinante (c/p sin prot.), y
las células tratadas por pinocitosis con EGFP como control (c/p con EGFP). En (B) se muestra lo mismo pero para las
células tratadas por pinocitosis con la rPtpA-wt o el mutante inactivo rPtpA-C11S. El grafico (C) muestra la respiracion
maxima obtenida luego del agregado de FCCP. Los datos fueron obtenidos de las mediciones de la tasa de consumo de
oxigeno que se muestran en (A) y (B). Se muestra el promedio @ SD (n=5), en C se realiz6 un ANOVA de una via **
p <0.001.
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4.4.2. Efecto de la pinocitosis y la incorporacidon de con rPtpA sobre la capacidad de
acidificar el medio extracelular de las células THP-1

En los ensayos descritos arriba también se determind en simultaneo la capacidad de las células
THP-1 de acidificar el medio extracelular (Figura 4.20A y B). En este estudio no se observaron

diferencias significativas en la acidificacién extracelular entre las distintas
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condiciones, pero las muestras presentaron una importante variabilidad (Figuras 4.19A y B)
Unicamente se observé una leve disminucién en la acidificacion extracelular de las células tratadas
con pinocitosis y rPtpA-wt, con respecto a las tratadas con pinocitosis y el mutante inactivo rPtpA-
C11S (Figura 4.19C), pero la diferencia no fue significativa (p = 0.053). Es necesario evaluar en
experimentos adicionales si esto se repite. Este resultado preliminar debe ser repetido pero podria
estar reflejando una accion de PtpA-wt sobre alguna proteina del macréfago. Una posible
hipodtesis, es que la rPtpA esté actuando sobre la PFK1 una enzima reguladora de la glucdlisis,
que nuestro grupo ha identificado como candidato a sustrato de PtpA. [Evans et al., 1981;
Schoneberg et al., 2013]. En este contexto, podriamos hipotetizar que la desfosforiacion de la PFK1
por PtpA podria inhibir a la enzima, causando una disminucién de la produccién de piruvatoy por
ende del lactato, el cual es secretado al medio extracelular en co-transporte con un proton. Esto
podria explicar la disminucién de la capacidad de acidificar el medio extracelular observada en
las células a las cuales se introdujo la PtpA-wt respecto a aquellas que contienen el mutante
inactivo de dicha fosfatasa. Por otro lado, considerando los antecedentes y suponiendo que la
PFK1 sea validada como sustrato, podriamos especular que Mtb durante la infeccién inyecta la
PtpA dentrodelmacréfagocomounefectorbacterianoquelepermitecontrolarlaactividad dela
via glucolitica del macrdéfago, y por tanto la disponibilidad de glucosa. Nuestro grupo

abordara estas hipdtesis en investigaciones futuras.
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Figura 4.20. Evaluacién de la acidificacion extracelular en células sometidas a pinocitosis en presencia de
rPtpa. En (A) se muestra la velocidad de acidificacion extracelular determinada en las mismas condiciones que en la
Figura4.19 (n=5 pocillos por grupo), para las células control sin tratar por pinocitosis (s/p), las células tratadas por
pinocitosis pero en ausencia de proteinarecombinante (c/p sin prot.), y las células tratadas por pinocitosis con EGFP
como control (c/p con EGFP). En (B) se muestra lo mismo pero para las células tratadas por pinocitosis con larPtpAwto
el mutante inactivo rPtpA C11S. El grafico (C) muestra la comparacion de la acidificacion extracelular basal obtenida
para las células tratadas por pinocitosis con la rPtpA wt o el mutante inactivo rPtpA C11S. Se muestra el promedio
SD(n=5),enCserealizduntesdet(p=0.053).

Luego de familiarizarnos con los ensayos entendimos que la estrategia de incorporacion de rPtpA
por pinocitosis nos permitiria detectar Unicamente cambios relativamente rdpidos en el
metabolismo energético potencialmente asociados a la actividad de PtpA. La ventana de tiempo en
gue la que sabemos que rPtpA permanece en la célula es muy corta (3 h), y no permitiria ver
cambios a nivel mitocondrial, porejemplodebidosalaacciéndePtpAenla ECHA,SQRD o ATPA.Si
bien estas proteinas son sintetizadas en el citosol, luego deben ser translocadas a la mitocondria,
donde cumplen su funcién celular. Si rPtpA afecta la translocacién de estas proteinas a la
mitocondria, puede que esto no se vea reflejado en el metabolismo energético tan rapidamente,

ya que las proteinas mitocondriales tienen una
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vida media muy alta (de dias o semanas) [Mathieson et al., 2018]. Por ejemplo, en
monocitos se ha reportado una vida media para ATPA de 198 h, para ECHA de 113 hy para SQRD es

de 76 h [Mathieson et al., 2018].

Sin embargo, en el contexto de la infeccion de macréfagos con Mtb, han sido reportados
cambios protedmicos enlamitocondria24 h post-infeccion [Jamwal etal.,2013]. Eneste trabajo,
luego del a infeccion de los macrdfagas con la cepa virulenta H37Rv, seis proteinas dejan de ser
detectadas en este organelo, entre ellas las tres candidatas a sustrato de PtpA identificados por
nuestro grupo (ATPA, ECHA y SQRD) [Margenat et al., 2015]. Esto indica que en el contexto de la
infeccion de los macréfagos, donde actian numerosos factores de virulencia, la vida media de las
proteinas mitocondriales puede disminuir. Esto nos ha motivado a generar mutantes de Mtb
para PtpA, para poder evaluar el metabolismo energético de monocitos y otras células
eucariotas en el contexto de la infeccidn. A continuacién se describen los avances realizados

en este sentido.

4.5. Obtencion de la cepa de Mtb mutante para el gen de PtpA, necesaria para la
evaluacion del rol de PtpA durante la infeccidn

Larealizacidn de una pasantia en el Laboratorio de micobacterias dirigido por la Dra. Fabiana
Bigi (INTA Castelar Argentina, posibilité que se obtuviera una cepa de Mtb (cepa virulenta CDC)
carente del gen funcional de PtpA. La cepa de Mtb CDC mutante para el gen de la PtpA fue
obtenida siguiendo un protocolo basado en recombinacién homdloga descrito para
micobacterias [Murphy, KC et al., 2015]. El mismo consistid en una primera etapa en la cual se
obtuvo una cepa con una frecuencia de recombinacidn elevada, lo que facilitd el intercambio
alélico necesario para lainterrupcién del gen de interés. Para ello se transformo la micobacteria
por electroporacidon con plasmidos inducibles que codifican para las recombinasas virales RecE y
RecTy portan resistencia a kanamicina. Una vez alcanzada esta etapa se procedié a la obtencién por
PCR del casete de higromicina que se utilizo para interrumpir el gen de PtpA. Para ello se realizd
una PCR utilizando como molde un vector que contenia los genes de resistencia a higromicina
(pKp628) y cebadores complementarios a los extremos de dicho gen de resistencia y que
incluian una secuencia adicional complementaria a las regiones (5’) y (3°) flanqueantes al gen

de PtpA. Dicho casete se introdujo en la cepa obtenida previamente mediante una
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segunda etapa de electroporacién, seleccionando los clones transformados mediante doble
seleccién con antibidticos (ampicilina e higromicina). Finalmente se verifico si los clones insertaron
o no el casete de higromicina por recombinacidon homéloga. La figura 4.21Ay B muestra los dos
PCRs realizados con diferentes pares de cebadores para evaluar 2 de los 10 clones obtenidos
(clon8yclon 3),demostrando que el clon 8 corresponde ala cepa mutante de Mtb paraelgende
PtpA. En la parte A de la figura se muestra el producto de PCR utilizando un cebador
complementario a las secuencia flanqueante en 5” del gen de PtpA y otro complementario a
una secuencia del gen de higromicina presente en el casete utilizado para la mutagénesis. Como
resultado se observa que al utilizar como molde el clon 8 se obtiene un producto de amplificacién
< 1 kb (626 pb), que sugiere que se insertd el casete de resistencia a higromicina. Sin
embargo, al utilizar como molde el clon 3, no se observé producto de PCR, lo que sugiere que no
se insertd el casete de resistencia a higromicina. En la parte B de la figura se observan los
productos de la PCR en la que se utilizaron los cebadores complementarios a las secuencias
flanqueantes 5'y 3" del gen de PtpA para el clon 8 y 3. Se observa también el producto de PCR de dos
controles, C1: PCR utilizando ADN gendmico de la cepa salvaje de Mtb como molde, y C2: PCR
utilizando como molde el casete de higromicina generado. Para ambos controles se observa
fragmentosdetamafioesperado (C1>1kbyC2>2kb).Paraelclon8, se observaunfragmentodel
mismo tamafio que el observado en C2, lo que indica que el clon 8 inserté el casete de
higromicina y es un clon mutante para el gen de PtpA. Finalmente para el clon 3 se observa
un fragmento del tamafo del observado en C1,loqueindica que el clon 3 no esun clon mutante

paraelgen de PtpA.
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Figura 4.21. Obtencidn de un clon de Mtb mutante para el gen de PtpA. (A) Electroforesis en gel de agarosa 1%
del producto de PCR utilizando un cebador complementario a las secuencia flanqueante en 5° del gen de PtpAy otro
complementario a una secuencia del gen de higromicina presente en el casete utilizado para la mutagénesis. Se
muestran los resultados del PCR utilizando C-: control negativo sin ADN. Clon 8: producto de PCR obtenido al utilizar
como molde el ADN del clon 8. Clon 3: producto de PCR obtenido al utilizar como molde el ADN del clon 3. (B)
Electroforesis en gel de agarosa 1% en el cual se sembré producto de la PCR en la que se utilizd los cebadores
complementarios a las secuencias flanqueantes 5’y 3" del gen de PtpA. C-: control negativo sin ADN. C1: PCR utilizando
ADN gendmico de la cepa salvaje de Mtb como molde y los cebadores indicados. C2: PCR utilizando como molde el
casete de higromicina generado. Clon 8: producto de PCR obtenido al utilizar como molde el ADN delclon 8. Clon 3:
productodePCRobtenidoalutilizarcomomoldeel ADN del clon3.

Por lo tanto, en el marco de esta tesis se obtuvo la cepa de Mtb mutante para el gen de
PtpA, lo que permitira al grupo trabajar con el modelo de infeccion de macrofagos en un

futuro.

4.6. Estudios in silico de interaccion entre la fosfatasa micobacteriana PtpA vy la
TFPECHA

De los cuatro candidatos a sustrato de PtpA, identificados por nuestro grupo, la
subunidad alfa de la TFP humana o ECHA es el que mds hemos estudiado. Nuestro grupo ha
demostrado la interaccion y desfosforilacion de ECHA por PtpA [Margenat, 2016, Margenat et al.,
2015]. Por lo cual, para avanzar en la determinacion de cual es la tirosina de ECHA que estaria
siendo desfosforilada por PtpA, realicé una pasantia orientada por el Dr. F. Herrera de la
Universidad del Litoral-Santa Fe, Argentina. Alli participé en los ensayos in silico de

acoplamiento molecularentre laPtpAyla ECHA (0 TFPecHa).

4.6.1. ldentificacidon de la Tyr-271 de TFPecua como potencial blanco de PtpA
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La estrategia utilizada permitié determinaren primer lugar cuales eran las tirosinas de la TFPgcha
expuestas al solvente que podrian ser blanco de PtpA, las cuales se consideraron para los
experimentos de acoplamiento molecular. Los analisis de acoplamiento molecular permitieron
obtener un ndmero importante de soluciones para las cuales se compararon las energias de
interaccion electrostatica. Asi se logré determinar que el mejor resultado de acoplamiento
molecular se da a través de la Tyr271 de TFPecha, la cual interacciona con el sitio activo de la PtpA
(Tabla 4.1). Las mejores soluciones correspondieron al clister 1.1y 2.1, que consideran al grupo
tiol (SH) de la cisteina catalitica de PtpA como tiolato (S-), forma reactiva de la cisteina en la
catdlisis [Madhurantakam et al., 2008]. El cluster 1.1 fue el de menor energia e incluyé 128
estructuras de 184, siendo la estructura mas representativa la 1.1. El clister 2.1, también de
menor energia, incluyd sélo 28 estructuras de 184, siendo la estructura mas representativa la
2.1.EnlaFigura 4.22 A se muestra la estructura del mejor complejo PtpA/TFPecha Obtenido por

acoplamientomolecular.

Tabla 4.1 Energias de interaccion electrostatica para los complejos PtpA/TFPecha que involucran a la Tyr271

TYR271

[1] ECHA_Y271_RX --> OUT_clusterl_1.pdb.apbs = -33.312
[1]ECHA_Y271_RX-->OUT_clusterl_2.pdb.apbs=-12.425
[1]ECHA_Y271_RX-->OUT_clusterl_3.pdb.apbs=-43.732

[1] ECHA_Y271_RX --> OUT_cluster1_4.pdb.apbs = 64.528

[1] ECHA_Y271_RX --> OUT_cluster2_1.pdb.apbs = -85.823
[1]ECHA_Y271_RX-->OUT_cluster2_2.pdb.apbs=19.229
[1]ECHA_Y271_RX-->OUT_cluster2_3.pdb.apbs=84.764
[1]ECHA_Y271_RX-->OUT_cluster2_4.pdb.apbs=46.824
[1]ECHA_Y271_RX-->OUT_cluster3_1.pdb.apbs=84.513
[1]ECHA_Y271_RX-->OUT_cluster3_2.pdb.apbs=63.003
[1]ECHA_Y271_RX-->OUT_cluster3_3.pdb.apbs=69.739
[1]ECHA_Y271_RX-->OUT_cluster3_4.pdb.apbs=43.028
[1]ECHA_Y271_RX-->OUT _cluster4_1.pdb.apbs=-15.042
[1]ECHA_Y271_RX-->OUT_cluster4_2.pdb.apbs=23.322
[1]ECHA_Y271_RX-->OUT_cluster4_3.pdb.apbs=36.057

[1] ECHA_Y271_RX --> OUT_cluster4_4.pdb.apbs = 0.457
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Figura 4.22. Acomplamiento molecular de la PtpA con la ECHA. En (A) se muestra el modelo en diagrama de
cintas de la interaccion propuesta entre PtpA (rosa) y TFP... (celeste), a través de la Tyr271 de ECHA y el sitio activo de

PtpA.Se muestraampliadalaregiéndeinteraccion detallando los residuos relevantes (Cys11 de PtpA y la Tyr271 de
TFP...) involucrados en dicha interaccién. En (B) se indica la estructura de la TFP...smitocondrial, indicando la hélice
10 de la TFP,,. y el residuo de Tyr271 que seria desfosforilado, situado en la hélice-10 reportada como relevante para la

interaccionconlamembranamitocondrial [Xiaetal.,2019].

Es interesante resaltar que la Tyr271 se encuentra en la hélice 10 de TFPecHa, que se describio
como importante tanto para el anclado de la proteina a la membrana mitocondrial como para la
formacién de un canal entre los sitios activos de la enzima, y por tanto relevante para la
actividad [Xia et al., 2019] (Figura 4.22B). Por otro lado un andlisis de secuencias realizado por
nuestro grupo mostrd que dicha tirosina y hélice no se encuentran en los ortdlogos
micobacterianos del complejo TB, al cual pertenecen tanto Mtb como M. bovis. De hecho, se
pudo observar que la tirosina y dicha hélice estan ausentes en bacterias y estan presentes
Unicamente en eucariotas complejos dentro de los cordados (articulo en revisidn en Frontiers in
Cellular and Infection Microbiology, seccion Bacteria and Host, 2022, del cual soy co-autora).
Esto sugiere que PtpA podria actuar de forma especifica sobre la TFPecha eucariota y no sobre su
homadlogo bacteriano. A su vez podria estar reflejando un nivel de regulacion propio de organismos
mas complejos como los mamiferos. Otro aspecto interesante es que, si bien nuestro grupo
también ha demostrado que la TFPecra presenta fosforilacidn en tirosina, no se sabe aun el rol de
esta modificacidon postraduccional en la actividad o localizacion subcelular de la proteina. Todo
esto nos motiva a seguir estudiando estos aspectos aun no resueltos. Estos ensayos fueron
repetidos y refinados por F. Herrera, incluyendo resultados de dindmica Molecular y fueron

incluidos en el manuscrito en revision.

83



CES
/ DISEMINARSE HACIA
LO LLEVAREMOS m’g%%%?}maé',s_, OTROS TEJIDOS. ESTA PELTCULCAXNO
Gt i) @05 il ,
. OTRA PRISION.

PORQUE .
su PLAN FUNCION®! /ENTON!
BJETIVO ERA S

DENDPI'HCA f

SOY YO MISMO.

5. Conclusion y perspectivas

Con respecto al objetivo 1, podemos decir que se intentd introducir la fosfatasa bacteriana PtpA
mediante en monocitos humanos o macréfagos humanos mediante: (i) transduccién con un
vector viral tipo amplicon portando varias copias del gen de la PtpA, (ii) transfeccién con el
pldsmido pHSV portando el gen de la PtpA y (iii) introduccion directa de la PtpA recombinante

(rPtpA) porpinocitosis.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos podemos concluir que de las 3 estrategias
aplicadas, la mas promisoria fue la pinocitosis. Ademads, se definid en el modelo de
pinocitosis unaventanadetiempode 3 henlacualse pudoevaluarsiexistian cambios a nivel del
metabolismo energético en los macroéfagos, que pudieran ser mediados por la fosfatasa
micobacteriana PtpA. Sin embargo, entendemos que la ventana de tiempo analizada en estos
ensayos es muy corta y no seria la mas conveniente para ver cambios a nivel mitocondrial.
Ademads, en un futuro seria interesante repetir los experimentos para determinar
inequivocamente si PtpA esta o no involucrado en cambios en la acidificacion del medio de
cultivo de las células THP-1. Nuestro grupo cuenta con extractos proteicos de estos ensayos de
pinocitosis, en los cuales se evaluara el nivel de fosforilacion de los distintos candidatos a
sustrato de PtpA, mediante 2D-PAGE asociado a WB con el anticuerpo anti P-Tyr y analisis

por MS.

Por otra parte, seria interesante realizar los ensayos de consumo de oxigeno y acidificacion
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extracelular a tiempos mas largos luego de la incorporacion de Ptpa en la células. Para ello, seria
importante desarrollar una estrategia experimental alternativa a la pinocitosis, como puede ser
el uso de un vector viral diferente al utilizado. En este sentido puede ser interesante
utilizar lentivirus o adenovirus, que permiten generar lineas estables e inducibles para el gen
de interés [Rauschhuber et al., 2012]. También puede ser bueno utilizar un plasmido con una
resistencia a algun antibidtico para células eucariotas, que nos permita seleccionar las células
portadoras de Ptpa. Otra posibilidad seria poner a punto el modelo de infeccidon con una cepa de

Mtb portadorade Ptpa-wty mutante en la cisteina catalitica.

Con respecto a los vectores virales generados en esta tesis, tanto el control como el
portador del gen de la PtpA salvaje o inactiva, se reservaran para ensayos futuros que no
necesiten un alto porcentaje de transduccion. Podran ser utlizados, por ejemplo, para evaluar
mediante inmunocitoquimica la localizacién subcelular de alguno de los candidatos a sustrato o
para detectar la PtpA dentro de las células eucariotas. Los esfuerzos del grupo para concentrar el
vector el vector viral en pequefios voliumenes para poder utilizarlos en los ensayos en placa,

alcanzando la MOl deseada, han continuado en el marco de la tesina de grado de Sebatian Vigo.

Con respecto al objetivo 2, que consitid en obtener el mutante APtpA en la cepa virulenta
Mycobacterium tuberculosis, para evaluar el rol de PtpA durante la infeccidn. Podemos decir que
fue exitoso ya que se obtuvo el mutante, pero resta obtener el complementante para futuros
ensayos de infeccidn que seran realizados en el laboratorio P3 del IBR en colaboracion con la
Dra. G. Gago. Ademads, en esta pasantia adquiri los conocimientos de mutagénesis de
micobacterias que posibilitaron iniciar en Uruguay la obtencién del mutante en PtpA en la cepa
vacunal de M.bovis BCG. Esto es importante para el grupo porque trabajar con la cepa vacunal
M.bovis BCG requiere un Nivel Il de bioseguridad (disponible en FCIEN) y no Nivel lll como se requiere
para Mtb (ausente en Montevideo). Cabe sefialarque la PtpA de dicha cepa de M. bovis es idéntica
a la PtpA de Mtb y al igual que en Mtb, se ha demostrado que esta alcanza el citosol durante la

infeccidn, eincluso el nlcleo [Wangetal, 2017].

Con respecto al objetivo 3 de caracterizar la interaccion in silico de PtpA con alguno de los
candidatos a sustrato, se logré determinar cual podria ser la tirosina de la TFPecha blanco de PtpA.
Posteriormente F. Herrera realizd simulaciones de dindmica molecular del sistema ECHA-PtpA,

utilizando la herramienta bioinformatica AMBER, y considerando a la tirosina
85



271 en su estado fosforilado. Estos resultados sugieren que la interaccion entre TFPechay la PtpA a
través de laTyr271 es posible y es estable, observandose incluso como la fluctuacién de los residuos
cataliticos de la PtpA como el Asp126 se estabilizan cuando interaccionan con dicha tirosina

fosforilada de TFPecua.

En resumen en éste trabajo se pusieron a punto varios métodos y herramientas que podran ser
utilizados por el grupo para el estudio del rol de la Ptpa en durante lainfeccion del Mtb a células
eucariotas, en particular monocitos y macréfagos. Ademas, se obtuvieron stocks del plasmido HSV-
1-IRES-PtpA-C11S, las proteinas recombinantes rPtpa-wt, rPtpa-C11S y EGFP, el anticuerpo anti-
PtpA, semillas de los cultivos de células utilizados (THP-1 y Hela), y extractos proteicos de los
macrofagos en los cuales se realizé la pinocitosis. Con las pasantias realizadas se logré un
buen intercambio de conocimientos y experiencias fortaleciendo el vinculo entre los distintos

grupos deinvestigacion.

Finalmente, los resultados obtenidos se difundieron en seminarios y congresos y se

realizaron actividades de divulgacion (ver Anexo Divulgacion).
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6. ANEXO DIVULGACION

Se difundieron los resultados en congresos y seminarios nacionales

Sepresentarondostrabajosenformato posterenel llCongreso Nacionalde Biociencias del2019y el resumen
de estos se publicé online en el libro de resimenes.

Avances para el estudio del rol de la PtpA de Mycobacterium tuberculosis en el
metabolismo energéticode células eucariotas (Resumen#298).VivianIrving, AnaFerreira,
Celia Quijanoy Andrea Villarino.

Infeccidon de macréfagos humanos con Mycobacterium bovis BCG para la evaluacién de
cambios en el metabolismo celular (Resumen#183)Tania Garcia, VivianIrving, Andrea
Villarino.

Se presenté untrabajo enformato posterenellll Congreso Nacional de Biociencias del 2022 y el resumen de estos
se publicé online en el libro de resumenes

Interaccidn y actividad de la fosfatasa PtpA de Mycobacterium tuberculosis con la proteina
trifuncional humana, una enzima clave en la oxidacién de los lipidos en la mitocondria.
Herrera Fernando; Margenat Mariana; Irving Vivian; Garcia Tania; Betancour Gabriela;
Villarino Andrea

Se presentd un trabajo en formato poster en el EMBO Workshop on Tuberculosis 2022, Institut Pasteur
deParis.

Understanding the eukaryotic pathways modulated by mycobacterial phosphatases: Mtb-
PtpA interaction and activity on human TFPa, a key enzyme of host-lipid metabolism. F.E.
Herreral, V.Irving, M. Margenat, T. Garcia-Cedrés, C. Quijano, A. Villarino

Serealizaron dos seminarios por parte de la responsable del proyecto, uno en el IIBCE (30 de Octubre
de 2019) y otro en el CENUR de Paysandu (20 DE Agosto 2019), titulado Vias de Sefializacion
Eucariota moduladas por fosfatasas de patdgenos intracelulares. A su vez presenté mis resultados
enelciclodeseminariosdelaSeccidn de Bioquimica Diciembre 2019.
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Desde el afio 2019 se trabaja en colaboracién con el grupo creador de
“ComicBacterias, Microbiologia para grandes y chicos”; generando material de
difusién por medio de caricaturas, tripticos con informacion y juegos. A lo largo de la tesis
pudieron conocer la primer historieta generada por el grupo, “El plan de la

tuberculosis”.Aquidejootrosmaterialesdesarrolladosconelmismopropdsito.

GUION E ILUSTRACION: Alejandro Rodriguez Juele y Nicolas Peruzzo.

MATERIAL CIENTIFICO/TECNICO: Andrea Villarino, MarianaMargenat, Vivian Irving, Tania
Garcia, Ana MariaFerreira.

ADAPTACION: Daniela Arredondo, Valentina Carrasco, Maria José Gonzélez y Paola Scavone.
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En Agosto 2018 en la Feria Latitud Ciencias, organizada por la Facultad de Ciencias en el
AtriodelalMMserealizéladifusidnalaciudadaniadelproblemanacionalque existeconla
enfermedad Tuberculosis. En la misma se presentd durante dos dias un stand informativoe
interactivo, sobre prevencidn y tratamiento de la Tuberculosis, asi como la participacion
en una entrevista televisiva realizada durante dicho evento. Se adjunta del afiche

generadoy fotos del stand.
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879 2017
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En Febrero 2019 con motivo del dia de la mujer y la nifla en la ciencia, se realizé en la
Facultad de Ciencias una muestra de las actividades de investigacidn, en nuestro caso implicd la
difusién a la ciudadania del problema nacional que existe con la enfermedad Tuberculosis. Enla
misma se presentd durante dos dias un stand informativo e interactivo, sobre prevencion y
tratamiento de la Tuberculosis. Se adjunta fotos del stand mostrando a los estudiantes vinculados

al proyecto difundiendo la necesidad de prevenir la tuberculosis y el trabajo con el factor de
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