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Proteínas de macrófagos humanos identificadas como potenciales 
interactores de PtpA: 

Proteína Trifuncional Humana: hTFP ECHA/ECHB

La ! oxidación de ácidos grasos es la principal vía de obtención de 
energía en los organismos, desde bacterias a humanos.
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DESAFÍOS AGRADECIMIENTOS

¿Qué sabemos de hTFP durante la infección con Mtb?
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Modificado de Jamwal et al. Sci Rep. 2013;3:1328. doi:10.1038/srep01328
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Utilizando el modelo de infección, intentamos responder a estas
preguntas:

® ¿La actividad o localización de hTFP se ve afectada por PtpA?
® ¿PtpA se correlaciona con la acumulación de ácidos grasos/triacilglicéridos

en el citosol?
® ¿La actividad de PtpA se correlaciona con la inhibición de la glicólisis

mediante su interacción con el potencial sustrato PFK (K6PP)?
UByPA - R. Durán y M. Portela
Lab. Inmunovirología – F. Carrión

En las células THP1 que contenían PtpA-wt pero no 
el mutante inactivo PtpA-C11S, observamos una 

disminución en la tasa de acidificación extracelular

PtpA actúa sobre varias proteínas eucariotas regulando diferentes vías 
de señalización 

¿Modulación del metabolismo 
lipídico del hospedero?

hTFP ECHA/ECHB
Proteína Trifuncional mitocondrial
! oxidación – Metabolismo lipídico

(Margenat,M et al. Sci Rep 5 881, 2015)

Inhibición de la Inmunidad 
Innata

MAPK p38/ Jnk 
TNF", IL-1β, IL-12 y NF-#β

(Wang et al. 2015, 2017)

Inhibición de la maduración del 
fagosoma
VPS33B

(y reclutamiento de la H+VATPasa)
(Bach et al. 2008, Wang et al. 2011 y 2015)

Inhibición de la apoptosis
GSK3"

(glycogen syntahase kinase 3-subunit $)
(Bach et al. 2008, Wang et al. 2011 y 2015)

PtpA

PtpA promueve la sobrevida de la bacteria en las células infectadas
PtpA

El complejo PtpA-hTFP es estable, detectando una estabilización debida a un D-loop 
catalítico en PtpA

La dinámica molecular permite el seguimiento de la Fluctuación (RMSF) de un residuo proteico a lo largo del tiempo

El RMSF (Root-Mean-Square-
Fluctuation) mide la desviación 

promedio de un residuo proteico a lo 
largo del tiempo, respecto a una 

posición de referencia

Co-transformación: pSos PtPA + pMyr ECHA

Two- hybrid system
CytoTrap Vector kit (Stratagene)

La interacción hTFP-PtpA fue verificada en un contexto celular eucariota

La PtpA  micobacteriana y la hTFP$ forman un complejo estable que 
involucra el sitio activo de PtpA
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Constante de afinidad: Ka = 5 μM
Modelo Kinetic titration
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Inmunopurificación
de hTFP a partir de extractos de macrófagos

PtpA-hTFP  interactúan a través del sitio activo de PtpA (constante de afinidad 5 μM)

Sin Na3NO4

2.5 mM Na3NO4

5 mM Na3NO4

PtpA D126A
o PtpA wt

hTFP inmovilizada

La Interacción PtpA- hTFP involucra el sitio activo de PtpA

SPR-BIACORE – IP Montevideo

Producción de proteínas recombinantes

Ensayos de pinocitosis
Células THP-1 luego de 
pinocitosis con EGFP: Ensayo control:

RESULTADOS

PtpA

hTFPECHA

La P-Tyr 271 es el blanco potencial de la PtpA micobacteriana y está localizada 
en una hélice relevante para la localización y actividad de la TFP humana

ü p-Tyr 271 es detectada por MS
ü P-Tyr 271 se localiza en la hélice-10 de la hTFP, una

hélice necesaria para una interacción correcta con la
membrana mitocondrial y la actividad total. (Chuanwu
et al, PNAS 2019; 116:13:6060-6074)

ü P-Tyr 271 y la hélice-10 están ausentes en los
homólogos bacterianos de TFP.

In vitro, PtpA defosforila la hTFP

La defosforilación de hTFP es dependiente de la dosis de PtpA
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Difusión:
® Continuar con diversas tareas de difusión de nuestro trabajo 

de investigación.

El complejo obtenido por acoplamiento molecular se comparó con el 
obtenido con AlphaFold

Resultados preliminares utilizando la herramienta AlphaFold:
® Los complejos obtenidos al resolver por AlphaFold o Acoplamiento Molecular fueron distintos.
® Las distancias entre los carbonos α de los residuos catalíticos de PtpA y el carbono más cercano del residuo de

Tyr-271 de hTFPECHA se triplican, dando cuenta de la lejanía del residuo de interés del sitio catalítico.
® Cabe destacar que utilizando AlphaFold no se pueden indicar los residuos catalíticos, así como tampoco

fosforilar los residuos de interés, siendo el estudio menos dirigido que al utilizar Acoplamiento Molecular.

¿Qué ocurre en los macrófagos?

Transfección
Transducción con 

el vector viral pHSV Mtb CDC1551 
y Mb-BCG

Introducción del gen PtpA

rPtpA WT 
y  mutantes
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Introducción de rPtpA Infección con WT 
y cepas mutantes
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