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RESUMO

A S-nitrosilagdo de PtpA de Mycobacterium tuberculosis
diminui sua atividade fosfatase. O objetivo deste trabalho € investigar o
efeito da S-nitrosilacdo nos pardmetros cinéticos e na estabilidade
térmica de PtpA. Por meio de ensaios de biotin switch observou-se que a
substituicdo do residuo Cys53 por um residuo de alanina em mutantes
resultou em proteinas incapazes de se ligar a biotina ap6s tratamento
com doador de NO. Observou-se também que a Ky, da PtpA nitrosilada
foi semelhante a sua forma ndo modificada, mas a V. foi reduzida pela
metade. Em contraste, a mutante C53A tratada com GSNO mostrou Ky
e Vmax Semelhantes a forma ndo tratada. Na desnaturacdo térmica de
PtpA S-nitrosilada, a Ty diminuiu consideravelmente na proteina
selvagem, C11A e C16A, porém as mutantes C53A, C11A/C53A e
C16A/C53A ndo tiveram mudancas significativas. Esses resultados
sugerem que a S-nitrosilacdo ocorre especificamente na C53 ndo
catalitica, essa alteracdo ndo afeta a afinidade pelo substrato e a S-
nitrosilacdo da Cys53 afeta a estabilidade térmica da proteina. Por outro
lado, outras duas proteinas de M tuberculosis foram estudadas, PtkA e
SapM. A tirosina cinase PtkA fosforila a PtpA em dois residuos de
tirosina situados no PDYY-loop e se autofosforila na Tyr262. Neste
trabalho, a PtkA recombinante foi expressa em bactérias E. coli
BL21(DE3) e purificada por IMAC. Ensaios de CD revelaram que a
proteina apresenta 42% de a-hélice e 7% de folha-B, o que sugere que a
proteina recombinante estd corretamente enovelada. Por pertencer a
familia de proteinas HAD, a PtkA requer Mg®* para a hidrélise do ATP.
Foi observado que a Ty da proteina aumenta consideravelmente na
presenca do metal, de 31 °C para 43 °C. Assim pode-se dizer que a
ligacdo do metal ao sitio ativo estabiliza a estrutura terciaria da proteina.
A PtkA também ¢ S-nitrosilada, porém o efeito dessa modificacdo pos-
traducional sobre a atividade e estrutura da proteina ainda ¢é
desconhecido. A sequéncia de DNA que codifica SapM também foi
inserida no vetor de expressdo pET-14b. Diversas condigdes de
expressdo foram testadas sendo que se obteve maior rendimento em
bactérias E. coli BL21 (DE3) pLysS na temperatura e tempo de indugédo



de 15 °C por 20 horas. Como a proteina permaneceu na fragdo insolvel
do lisado bacteriano, essa teve que ser solubilizada pela adicéo de ureia
8M e posteriormente purificada por IMAC. As condicGes para o correto
re-enovelamento ainda devem ser otimizadas para dar sequéncia a
caracterizacdo de SapM.

Palavras-chave: S-nitrosilagdo, PtpA, PtkA, SapM, Mycobacterium
tuberculosis.
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ABSTRACT

The S-nitrosylation of Mycobacterium tuberculosis PtpA
decreases its phosphatase activity. The aim of this work is to investigate
the effect of S-nitrosylation in PtpA kinetic parameters and thermal
stability. By biotin switch assays it was observed that the substitution of
Cysb3 residue by an alanine residue in mutants C53A, C53A/C11A,
C53A/C16A and C53A/C11A/C16A resulted in proteins unable to bind
biotin upon NO donor treatment. It was also observed that the Ky, of
nitrosylated PtpA was similar to its unmodified form, but the V.« was
reduced to half. In contrast, C53A treated with GSNO showed K,, and
Vmax Similar to the untreated form. Thermal denaturation of S-
nitrosylated PtpA was evaluated by CD spectroscopy. When GSNO was
added to PtpA, the Ty decreased in wild type, C11A and C16A, while
significant differences in C53A, C11A/C53A and C16A/C53A mutants
were not observed. These results suggest that S-nitrosylation occurs
specifically in the non-catalytic Cys53, this modification does not affect
substrate affinity, and S-nitrosylated Cys53 affects protein thermal
stability. Moreover, two other M. tuberculosis proteins are studied, PtkA
and SapM. Tyrosine kinase PtkA phosphorylates PtpA in two tyrosine
residues located in PDYY-loop and autophosphorylates at Tyr262. In
this work, recombinant PtkA was expressed in E. coli BL21 (DE3), and
purified by IMAC. CD experiments reveal that the protein has 42% a-
helix and 7% B-sheet, which suggest that the recombinant protein is
properly coiled. Like other proteins belonging to HAD family, PtkA
requires Mg?* for ATP hydrolysis. It was observed that the Ty of this
protein greatly increases in the presence of metal, from 31 °C to 43 °C.
Thus, it can be said that the metal binding to the active site of this
enzyme stabilizes the tertiary structure of the protein. It was observed
that PtkA is also S-nitrosylated, but the effect of this post-translational
modification on the structure and activity of the protein is still unknown.
The DNA sequence encoding SapM was also inserted into the
expression vector pET-14b. Various expression conditions were tested.
The higher yield was obtained in E. coli BL21 (DE3) pLysS during 20
hours of induction at 15 °C. As the protein remained in the insoluble



fraction of the bacterial lysate, it had to be solubilized by addition of 8M
urea, and further purified by IMAC. The conditions for proper re-

folding still have to be optimized in order to be able to continue SapM
characterization .

Keywords: S-nitrosylation, PtpA, PtkA, SapM, Mycobacterium
tuberculosis.
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1. INTRODUCAO

1.1 Mycobacterium tuberculosis e a tuberculose

O Mycobacterium tuberculosis ¢ o agente etioldgico da
tuberculose (TB), a segunda causa mais comum de morte em adultos
dentro das doengas infecciosas, depois do HIV. Apesar da existéncia de
antibiéticos antituberculose e de vacina (BCG, Bacilo de Calmette-
Guérin), a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que um terco
da populacdo mundial esteja infectada pelo M. tuberculosis e que
ocorram 1,4 milh&o de mortes por tuberculose todo ano (OMS, 2012). O
aumento do numero de casos tem sido atribuido a diversos fatores, entre
eles 0 aumento da resisténcia aos farmacos, a pandemia HIV/AIDS, o
maior nimero de usuarios de drogas injetaveis e o envelhecimento da
populacdo (DUCATI et al., 2006).

A eficécia da vacina e do tratamento para a tuberculose vem
sendo questionada por muitos estudos. A vacina BCG protege apenas
contra as formas mais agressivas da doenca e, principalmente, as
criancas (RUSSELL; BARRY; FLYNN, 2010). O tratamento é longo,
com seis meses de duracdo e, segundo recomendacgdes da OMS, consiste
na administragdo combinada de quatro farmacos: isoniazida,
rifampicina, pirazinamida e estreptomicina (ou etambutol) durante os
dois primeiros meses, seguidos da combinacdo de isoniazida e
rifampicina nos quatro meses posteriores (DUCATI et al., 2006). Além
de longo, o tratamento tem varios efeitos colaterais, 0 que leva alguns
pacientes a desistirem do mesmo. Isso permitiu o desenvolvimento de
cepas multi-resistentes (MDR; multidrug resistant) e ultra-resistentes
(XDR; extensively drug resistant), o que dificulta ainda mais o controle
dessa doenca (DORMAN; CHAISSON, 2007). Ha, portanto, uma
necessidade crescente do desenvolvimento de novos farmacos que
auxiliem no tratamento dessa doenca. Com essa finalidade, torna-se
fundamental um melhor entendimento das complexas interacdes entre o
patdgeno e seu hospedeiro humano (KOUL et al., 2011).

A tuberculose humana atinge principalmente o sistema
respiratério, sendo transmitida pela inalacdo de bacilos de M.
tuberculosis suspensos no ar 0S quais, a0 penetrarem nas vias
respiratorias, sdo fagocitados por macréfagos alveolares (RUSSELL,;
BARRY; FLYNN, 2010). Dentro dos macréfagos, as micobactérias se
reproduzem e ha a inducdo de uma resposta pré-inflamatéria que leva a
formacdo do granuloma ou tubérculo. Esse granuloma consiste em
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macréfagos e outros fagocitos que, juntamente com linfocitos e fibras
coladgenas da matriz, circundam as células infectadas pelo bacilo,
isolando-as (RUSSELL, 2007). Na maioria dos casos, 0 sistema imune
do hospedeiro consegue manter o M. tuberculosis isolado dentro do
granuloma e assim é estabelecida a infeccdo latente. Um dos principais
mecanismos micobacteriostéticos dos macrofagos é a producéo de 6xido
nitrico pela acdo da enzima 6xido nitrico sintase 2 (iNOS) (DUCATI et
al., 2006). No entanto, quando o sistema imune do hospedeiro esta
comprometido, por causas como desnutricdo, envelhecimento, terapia
com inibidores de iNOS, coinfeccdo com HIV (ou qualquer outra
condi¢do que diminua o nimero ou prejudique a funcdo de células T
CD4+), o granuloma rompe-se, a doenca desenvolve-se (tuberculose
ativa) e o individuo libera milhares de particulas infecciosas no ar
(RUSSELL, 2007) (Figura 1). Aproximadamente 15% dos pacientes
com tuberculose ativa desenvolve ainda a tuberculose extrapulmonar, a
qual é causada pelo crescimento bacteriano excessivo, que invade a
corrente sanguinea (DUCATI et al., 2006). Uma vez na corrente
sanguinea, as micobactérias podem infectar diversas outras partes do
organismo, como sistema nervoso central, articulagdes, aparelho genito-
urindrio, olhos, pele, e pericardio (GUPTA; KUMAR, 2011; MEHTA et
al., 2012).

Durante a infeccdo, o M. tuberculosis inibe processos celulares
do hospedeiro, 0 que possibilita a sobrevivéncia desse patégeno dentro
dos macrofagos. Essas estratégias vao desde a sintese de proteinas que
intervém nos processos de sinalizagdo celular — MAPK, INF-y,
calmodulina — até a produgdo de moduladores que interferem na
ativacdo de macréfagos (KOUL et al., 2004; MUELLER; PIETERS,
2006). Uma importante estratégia de evasdo do M. tuberculosis é a
inibicdo da fusdo fagossomo-lisossomo. Estudos recentes apontam que
essa inibicdo ocorre pela acdo de proteinas cinases e fosfatases
sintetizadas pela micobactéria (HOUBEN et al., 2006; PIETERS, 2008;
CHAO et al., 2010).
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Figura 1: Ciclo de vida do M. tuberculosis durante a tuberculose pulmonar. A
infeccdo é iniciada quando bacilos sdo inalados e fagocitados por macréfagos
alveolares residentes. Isso leva a uma resposta pré-inflamatéria, que provoca o
recrutamento de mondcitos da circulagdo, bem como a neovascularizagdo do
local da infeccdo. Os macréfagos nos granulomas se diferenciam em células
epitelidides, células gigantes multinucleadas e células espumosas cheias de
goticulas lipidicas. Em volta do granuloma forma-se uma cépsula de material
fibroso da matriz extracelular. Muitos dos granulomas persistem nesse estado de
equilibrio, mas com a progressdo para doenca os bacilos infecciosos s&o
liberados para as vias aéreas. Adaptado de Russel (2007).
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1.2. Proteina tirosina fosfatase A - PtpA - de M. tuberculosis

As proteinas cinases sdo mediadores chave da transducdo de
sinais. Elas sdo responsaveis pela transferéncia de um grupo fosfato de
um doador para um aminoéacido aceptor em um substrato proteico,
processo chamado de fosforilagdo. J& o processo inverso -
desfosforilagdo - é mediado por proteinas fosfatases. Assim, a
fosforilacdo e desfosforilacdo de proteinas € um mecanismo regulatério
versatil e sofisticado para a adaptacdo das células a mudancas
ambientais tanto em organismos procariéticos quanto eucari6ticos
(BACH; WONG; AV-GAY, 2009). O balanco entre fosforilacdo e
desfosforilacdo de proteinas é a base para o controle de diversos eventos
bioldgicos disparados por efetores extracelulares, como hormonios,
mitdgenos, carcindgenos, citocinas, neurotransmissores, substancias ou
metabdlitos tdxicos. A agdo desses efetores estd envolvida em diferentes
processos como regulagéo da divisdo, diferenciagdo, desenvolvimento e
morte celular, regulagdo do metabolismo e expressdo génica, contracdo,
transporte, locomocdo celular, aprendizado e memoéria (AOYAMA et
al., 2003).

O M. tuberculosis possui, de acordo com seu genoma (COLE et
al., 1998; COLE et al., 2002), apenas duas proteinas tirosina fosfatases,
PtpA e PtpB, ambas enzimas secretadas e envolvidas na patogenicidade
desse micro-organismo.

A PtpA (Figura 2) é uma LMW-PTP (Low Molecular Weight
Protein Tyrosine Phosphatase) que desfosforila especificamente
residuos de tirosina (KOUL et al., 2000). Ela pertence a classe das PTPs
baseadas em cisteina, como 0 nome sugere, possuem um mecanismo
catalitico baseado em um residuo de cisteina. O residuo de cisteina
catalitico (presente no motivo CX5R) age como nucledfilo e o residuo
de arginina conservado esta envolvido na ligacdo do substrato e na
estabilizacdo do intermediario de reacdo (Figura 3). Outro residuo
fundamental e conservado € o aspartato catalitico, que funciona como
acido geral em uma primeira etapa da catélise, e como base na segunda
etapa. A cisteina e a arginina cataliticas localizam-se em um loop
denominado P-loop, que se estrutura como um “ber¢o”, e que mantém o
grupo fosfato no local para o ataque nucleofilico. Além disso, o
aspartato catalitico esta localizado no WPD-loop, que da lugar ao
DPYY-loop no caso das LMW-PTPs (TABERNERO et al., 2008).
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Figura 2: Estrutura tridimensional da PtpA de M. tuberculosis (PDB 1U2P). Os
residuos cataliticos (Cys11, Argl7, Asp126) estdo em azul. O P-loop, o DPYY-

loop e o loop variavel (V-loop) estdo indicados.

Figura 3: Mecanismo geral de catalise das PTPs baseadas em cisteina. Os

residuos de Cys, Arg e Asp cataliticos estdo destacados e o grupo fosfato é
mostrado no sitio ativo. A arginina estabiliza o substrato enquanto o ataque
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nucleofilico é realizado pela cisteina. Na primeira etapa, o aspartato age como
um acido e, na etapa final, ele age como uma base. Fonte: (BRANDAO;
HENGGE; JOHNSON, 2010).

Assim como a PtpB, a PtpA ¢é secretada no citosol do macréfago
e sua expressao é aumentada quando ocorre a infeccdo dessas células
(COWLEY; BABAKAIFF; AV-GAY, 2002), o que sugere uma
interacdo dessa proteina com os macrofagos do hospedeiro. A PtpA é
essencial para o sucesso da infecgdo em humanos (BACH et al., 2008;
GRUNDNER; COX; ALBER, 2008). Tanto a delecdo génica da PtpA
como a expressdo — no citosol dos macrofagos — de anticorpos
neutralizantes de PtpA reduzem o crescimento de M. tuberculosis em
macréfagos humanos. Além disso, recentemente, nosso laboratério
demonstrou que chalconas inibidoras da PtpA também diminuem a
sobrevivéncia da bactéria em macréfagos humanos (MASCARELLO et
al., 2010).

A proteina VPS33B (Human Class C Vacuolar Protein Sorting
VPS33B), um regulador de fusdo de membrana presente nos
macréfagos, foi o primeiro substrato fisiolégico conhecido de PtpA. A
VPS33B ¢ uma subunidade do Vps-C (class C vacuolar protein sorting
complex), o qual faz parte do complexo HOPS (Homotypic Vacuole
Fusion and Vacuole Protein Sorting), um complexo proteico que
promove a ancoragem e fusdo de vesiculas com membranas alvo. A
desfosforilacdo de VPS33B pela PtpA prejudica o funcionamento desse
complexo e impede a fusdo do fagossomo com o lisossomo no
macrofago (Figura 4). A fusdo fagossomo-lisossomo é uma resposta
celular do processo infeccioso que é inibida pelo M. tuberculosis. A
PtpA é, portanto, um importante fator de viruléncia de M. tuberculosis,
envolvido no estabelecimento da infeccdo desse patégeno (BACH et al.,
2008).

Recentemente, foi demonstrado que a PtpA também se liga a
subunidade H da ATPase macrofago-vacuolar-H® (V-ATPase), um
complexo de proteinas na membrana do fagossomo responsavel pela
acidificacdo lumial. Essa interacdo da PtpA com a V-ATPase do
macrofago € necessaria para a desfosforilagdo do VPS33B,
anteriormente relatada, e posterior exclusdo da V-ATPase do fagossomo
durante a infeccdo por M. tuberculosis (Figura 4). Essas descobertas
mostram que a inibicio da acidificagio do fagossomo pelas
micobactérias pode ser atribuida diretamente a PtpA (WONG et al.,
2011; WONG, CHAO e AV-GAY, 2012).
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Figura 4: Mecanismo de acdo de PtpA na interrupcdo de processos celulares do
macrdfago hospedeiro. A PtpA é secretada para o citosol do macréfago, onde se
liga a subunidade H da V-ATPase de forma a localizar especificamente o seu
substrato, a VPS33B na interface de fusdo do fagossoma-lisossoma. VPS33B €
uma subunidade do complexo Vps-C, que serve como o nlcleo de fusdo
homotipica e triagem de proteinas (HOPS) e regula o trafico de membrana ao
longo da via endocitica. A desfosforilagdo de VPS33B, finalmente, resulta na
exclusdo de V-ATPase a partir do fagossoma micobacteriano. Adaptado de
WONG, CHAO e AV-GAY (2012).

1.3. Oxido Nitrico e S-nitrosilacdo

O 6xido nitrico (NO) é um radical lipofilico pequeno, ubiquo e
altamente difusivel. E a principal espécie reativa de nitrogénio (ERN)
presente nas células e também a principal fonte de outras ERN. O termo
ERN se refere a varios produtos de nitrogénio como nitroxil (HNO),
cation nitrosonio (NO"), 6xidos de nitrogénio, S-nitrosotidis (RSNOs),
peroxinitrito (ONOO), dentre outros. O NO possui propriedades
quimicas que o tornam um agente sinalizador versatil, envolvido em
uma série de processos fisiologicos em espécies filogeneticamente
distantes (LAMATTINA et al., 2003). Em mamiferos, estd envolvido
em diversos processos patofisiologicos como respostas imune e
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inflamatdria, neurotransmissdo e homeostase vascular (TUTEJA et al.,
2004).

Nos meios bioldgicos, as ERN induzem reacdes que incluem
nitrosilacdo de grupo sulfidril (S-nitrosilagcdo) ou metais (como ferro,
cobre e zinco), e nitragdo de residuos de tirosina (MARTINEZ;
ANDRIANTSITOHAINA, 2009; ASTIER et al, 2011). A S-
nitrosilagdo é uma das principais reacdes do NO e seus derivados com
substratos bioldgicos. Ela consiste na adi¢do covalente de um grupo NO
ao tiol reativo de residuos especificos de cisteina em peptideos e
proteinas, para formar um S-nitrosotiol (Figura 5) (MARTINEZ;
ANDRIANTSITOHAINA, 2009). A S-nitrosilagdo ocorre pela
transferéncia do NO de um doador S-nitrosotiol para um tiol de uma
cisteina aceptora (transnitrosilacdo) ou via reagdo de oxidacdo do NO
com o tiol de uma cisteina na presencga de um aceptor de elétrons (metal
de transicdio ou O, por exemplo) (FOSTER; FORRESTER,;
STAMLER, 2009). A S-nitrosilacdo é uma modificacdo pos-traducional
gue exerce funcles especificas de sinalizacdo, finamente reguladas no
espago e no tempo e, assim como a fosforilagdo, atua sobre a maior
parte das classes de proteinas (HESS et al., 2005).

A

S-nitrosotiol

(8] (9]
Cys121 5?7 o Asp3sE Cys121—SNO AN acoace

Figura 5: Esquema da reagdo de S-nitrosilagdo. A, Esquema geral da S-
nitrosilagdo de uma proteina, que produz um S-nitrosotiol. B, Esquema da
reagdo de  S-nitrosilagdo  (transnitrosilagdo) de uma  metionina
adenisiltransferase hepética, mediada por S-nitrosoglutationa (GSNO). O
residuo de Cys S-nitrosilado estd destacado em vermelho. Adaptado de
MARTINEZ; ANDRIANTSITOHAINA, 2009 e HESS et al., 2005.

Varias PTPs sdo S-nitrosiladas como consequéncia da acdo do
NO, o que resulta, por exemplo, na perda de atividade e/ou protecdo
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contra oxidacdo irreversivel (CASELLI et al., 1994; TAKAKURA et al.,
1999; XIAN et al., 2000; CHEN et al., 2008). A proteina humana
PTP1B, por exemplo, é S-nitrosilada no residuo de cisteina catalitico
Cys215. Essa nitrosilagdo protege o sitio ativo da oxidacdo irreversivel e
inibe temporariamente a atividade da proteina (CHEN et al., 2008).

Além de ocorrer com frequéncia nas PTPs, a S-nitrosilacdo esta
ligada a atividade microbicida. A S-nitrosilagdo em proteases de micro-
organismos esté relacionada a atividade antimicrobiana das ERN contra
Coxsackievirus, HIV-1, Leishmania infantum, Plasmodium falciparum e
Trypanosoma cruzi (STAMLER; LAMAS; FANG, 2001).

Apesar do M. tuberculosis estar constantemente exposto a ERN
durante a infeccdo, o efeito molecular do NO nesse patégeno ainda ndo
é bem estabelecido. Algumas estruturas de M. tuberculosis associadas a
resposta ao NO como o proteassomo (DARWIN et al., 2003), o sistema
tiorredoxina (ATTARIAN et al., 2009) e a histidina cinase DosS
(KUMAR et al., 2007), ja sdo conhecidas, mas a compreensdo integral
desse processo ainda é limitada. Por um lado, ha estudos que apontam as
ERN como uma das principais acfes microbicidas do hospedeiro contra
0 M. tuberculosis (CHAN et al., 1992; RICH et al., 1997; ZAHRT,;
DERETIC, 2002). Por outro lado, ha trabalhos que demonstram
mecanismos moleculares de resisténcia do M. tuberculosis &s ERO e
ERN e de regulacdo celular mediada por essas espécies (ZAHRT,;
DERETIC, 2002; DARWIN et al., 2003; KUMAR et al., 2007,
ATTARIAN et al., 2009). E possivel que a exposicio do M. tuberculosis
ao NO desencadeie, inclusive, o estabelecimento da infeccdo latente
(KUMAR et al., 2007).

O S-nitroso proteoma do M. tuberculosis identificou 29
proteinas S-nitrosiladas no micro-organismo, porém a PtpA ndo consta
nessa relacdo (RHEE et al., 2005). Entretanto, recentemente, nosso
grupo mostrou que enquanto a PtpB ndo sofre S-nitrosilagdo, a PtpA é
passivel dessa modificacdo pos-traducional. Por mutacdes sitio-dirigidas
nas cisteinas (C11A, C16A e C53A) foi observada que a S-nitrosilacdo
ocorre na C53. Como consequéncia, a S-nitrosilagdo na C53 de PtpA
diminui sua atividade fosfatase (ECCO et al., 2010). Diferentemente do
que foi observado em alguns estudos de S-nitrosilacdo de PTPs até
agora (CHEN et al., 2008), a S-nitrosilacdo da PtpA ndo ocorre na
cisteina catalitica (C11). Uma possibilidade é que a nitrosilagdo de PtpA
na C53 ocorra devido a localizagdo desse residuo. A estrutura da enzima
mostra claramente que a C53 € mais acessivel ao solvente, em
comparagdo com a C11 e a C16, que se localizam no P-loop (Figura 6)
(ECCO et al., 2010).
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Figura 6: Representacdo esquematica da estrutura da PtpA de M. tuberculosis
S-nitrosilada em C53 (adaptada do arquivo PDB 1U2P). A, representagdo da
proteina com as trés cisteinas (C11, C16 e C53) e os residuos cataliticos (C11,
R17 e D126) destacados. A S-nitrosilagdo da C53 também é mostrada. B,
representagdo da acessibilidade do solvente a PtpA. A mesma vista de A é
mostrada em relacédo a acessibilidade ao solvente. O azul corresponde a regifes
menos acessiveis e 0 amarelo as mais acessiveis. A C53 ¢é claramente mais
exposta que as outras cisteinas. Fonte: ECCO et al. (2010).

Essa observagdo sugere que a localizacdo desse residuo na PtpA
pode ter um papel importante na determinacdo da seletividade da S-
nitrosilagdo da PtpA (ECCO et al., 2010). Porém, ainda é dificil prever
qual residuo de cisteina é S-nitrosilado nas proteinas. Muitos trabalhos
buscam indicativos e motivos especificos de aminoacidos que apontem
onde ocorre a S-nitrosilacdo, mas ainda tem se mostrado dificil prever a
especificidade dessa reagdo (MARINO; GLADYSHEV, 2010). Ha
proteinas com inimeros residuos de cisteina nas quais somente um deles
é S-nitrosilado. O receptor de rianodina de muasculo esquelético RyR1,
por exemplo, possui cerca de 50 tidis livres, sendo que apenas uma
cisteina (C3635) é S-nitrosilada (SUN et al., 2001; HESS et al., 2005).
Estudos recentes tém demonstrado que a acessibilidade do tiol reativo
ao doador de NO, bem como a acdo de efetores alostéricos (como O, e
Ca’") sdo determinantes criticos da especificidade da S-nitrosilacio
(FOSTER; FORRESTER; STAMLER, 2009).

Diversos outros estudos demonstraram a inibicdo da atividade
de PTPs como consequéncia da acdo do NO (CASELLI et al., 1994;
XIAN et al., 2000; BARRETT et al., 2005; HESS et al., 2005). No
entanto, diferentemente da PtpA, nas PTPs que tiveram a atividade
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reduzida pelo NO e cujo aminoacido S-nitrosilado foi determinado, a S-
nitrosilacdo ocorre no residuo de cisteina catalitico (BARRETT et al.,
2005; CHEN et al., 2007; FOSTER; FORRESTER; STAMLER, 2009).

Nesse contexto, ainda ndo se sabe como a S-nitrosilagdo em um
residuo de cisteina que nao pertence ao sitio ativo, como na PtpA, possa
alterar a sua atividade. Como o efeito da S-nitrosilagdo ndo é
diretamente no sitio catalitico, supde-se que essa modificacdo na C53
altere a conformacdo estrutural de PtpA de modo a interferir na sua
atividade fosfatase. Para confirmar essa hipotese, estudos estruturais
devem ser realizados. Por outro lado, também ndo se sabe se a S-
nitrosilacdo afeta a interagdo da PtpA com a cinase correspondente, a
PtkA, nem se esta também é S-nitrosilada e, consequentemente, a
importancia disso na patogénese da tuberculose.

1.4. Proteina tirosina cinase A — PtkA - de M. tuberculosis

Recentemente, Bach, Wong e Av-Gay (2009) detectaram a
presenca de uma fosfotirosina cinase em M. tuberculosis - PtkA -
codificada pelo gene Rv2232. O produto desse gene foi inicialmente
anotado como um membro da superfamilia HAD (Haloacid
Dehalogenase-like hydrolase) (COLE et al., 1998; COLE et al., 2002).
Até o momento ndo tinha sido identificada nenhuma tirosina cinase em
M. tuberculosis. Nesse trabalho, foi demonstrado que a PtkA fosforila
PtpA em dois residuos de tirosina (Tyrl28 e Tyrl29) situados no
DPYY-loop e se autofosforila na Tyr262 (BACH; WONG; AV-GAY,
2009; STEHLE et al., 2012). Também foi observado que a PtkA ndo é
um substrato da PtpA, o que é consistente com o fato de que a PtpA é
uma proteina secretada que age no hospedeiro (BACH; WONG; AV-
GAY, 2009). Foram supostas duas hipoteses sobre o papel da
fosforilacdo da PtpA: a fosforilagdo poderia tanto modular a atividade
dessa enzima como regular sua secre¢do (CHAO et al., 2010).

Em diversos tipos de LMW-PTP, a fosforilagdo ocasiona ou 0
aumento da atividade (TAILOR et al., 1997; BUCCIANTINI et al.,
1999) ou a regulacdo negativa (SCHWARZER et al., 2006). A
regulagdo da LMW-PTP humana HCPTP-A, a qual possui 37% de
similaridade de sequéncia em relacdo a PtpA, é realizada pela
fosforilacdo dos dois residuos de tirosina adjacentes conservados (Y131,
Y132) pela pp60“>°. Embora a fosforilagdio da Y131 aumente a
atividade da enzima fosfatase em 25 vezes, a fosforilacdo da Y132 ndo
afeta a atividade da enzima, porém conduz ao recrutamento de uma
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proteina importante para a transducdo do sinal. Assim, esses resultados
indicam que ambos os residuos de tirosina sdo de uma importancia
crucial para a regulacdo funcional e estrutural de HCPTP-A
(BUCCIANTINI et al., 1999). Dessa maneira, supe-se que tanto a
fosforilacdo de PtpA em Y128/Y129 pela PtkA, quanto a mudanca
conformacional no DPYY-loop decorrente da fosforilacdo, tenham um
papel importante na relagéo estrutura-atividade de PtpA (STEHLE et al.,
2012).

1.5. SapM — Fosfatase Acida Secretada de M. tuberculosis

Inicialmente, o gene Rv3310 de M. tuberculosis foi anotado
como uma proteina hipotética (COLE et al., 1998). De acordo com sua
estrutura primaria, essa proteina hipotética possuiria massa molecular de
31,807 kDa e ponto isoelétrico (pl) de 6,14. Contudo, Saleh e Belisle
(2000) identificaram-a em filtrado de cultura de M. tuberculosis como
uma fosfatase acida secretada, de aproximadamente 27 kDa. Por
espectrometria de massa, foi confirmado que essa proteina ndo possui 0s
primeiros 43 aminoacidos do produto génico predito, sendo estes
caracteristicos de uma sequéncia N-terminal procariética responsavel
pela secrecdo SecA-dependente (SALEH; BELISLE, 2000; WONG,
CHAO e AV-GAY, 2012). As vias SEC estdo envolvidas no
translocamento de proteinas através da membrana plasmatica pela
identificac8o do peptideo sinal e sua clivagem ap0s o evento de secrecao
(CHAMPION; COX, 2007). Assim, essa fosfatase acida de 27 kDa foi
designada SapM (Secreted acid phosphatase of M. tuberculosis) e,
devido a sua natureza secretora, foi sugerido que SapM pudesse
interagir com moléculas do hospedeiro durante a infeccdo (SALEH;
BELISLE, 2000).

A sequéncia de aminoacidos de SapM néo apresenta homologia
significante com nenhum outro género de proteinas procarioticas.
Também ndo apresenta motivos caracteristicos de proteinas
fosfotreonina/serina e tirosina fosfatases, metalofosfoesterases, histidina
fosfatases. Contudo, possui dois residuos de histidinas, 93 e 204
(numeracdo correspondente a sequéncia original do gene sapM), que sédo
conservados nas regides altamente homdlogas de fosfatases acidas de
fungos como a fosfatase acida de Penicillium chrysogenum (Pc-PhoA)
(HAAS et al., 1992), de Aspergillus (niger) ficuum (Af-PhoA)
(EHRLICH et al, 1994) e de Kluyveromyces lactis (KI-PhoX)
(FERMINAN; DOMINGUEZ, 1997) (SALEH; BELISLE, 2000).
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Inicialmente, foi concluido que SapM ndo tinha qualquer
atividade contra fosfolipidos, com base na auséncia de atividade com
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e &cido fosfatidico (SALEH;
BELISLE, 2000). Contudo, um estudo de Vergne e colaboradores
(2005) demonstrou que a concentracdo do PI3P - um lipidio regulador
do trafico de membranas e essencial para fuséo fagossomo lisossomo - é
mantida em fagossomos contendo micobactérias mortas, mas &
diminuida em fagossomos com bacilos vivos. Esse trabalho mostrou que
a remogcao do PI3P é provocada pela sua desfosforilagdo promovida pela
SapM. Isso sugeriu que essa fosfatase também medeia a detengdo da
maturacdo do fagossoma por perturbar o recrutamento de proteinas
efetoras de PI3P tais como o antigeno endossomal precoce 1 (EEAL —
Early Endosome Antigen 1). Nesse mesmo estudo, a adicdo de SapM in
vitro inibiu a fusdo tardia dos fagossomas (VERGNE et al., 2005).

Em um estudo mais recente, camundongos vacinados com
Mycobacterium bovis BCG (AsapM) apresentaram uma sobrevivéncia
prolongada quando infectados com M. tuberculosis (FESTJENS et al.,
2011). Isso porque, a vacina BCG AsapM foi mais eficaz na indugéo de
recrutamento e ativacgio de células dendriticas (DC) CD11c * MHC-1I™
CD40™ durante o0 processo inflamatério. O aumento da eficécia da
vacina pode ser o resultado de uma falta de inibicdo da maturagdo do
fagossoma, permitindo apresentacdo de antigenos e ativagdo bem-
sucedida da imunidade adaptativa por células dendriticas. Assim, SapM
inibe a migracdo de células dendriticas para sua ativacdo nos ganglios
linfaticos que drenam o local de vacina BCG subcuténea. Esse estudo
também mostrou que a dupla supressdo AfbpAAsapM em MthH37Rv
resultou em uma cepa altamente atenuada e imunogénica, apoiando
ainda mais o papel de SapM no bloqueio da maturagdo do fagossoma
(SAIKOLAPPAN et al., 2012).

Apesar da importancia de SapM na imunogenicidade de M.
tuberculosis, ainda ndo existe nenhum inibidor especifico para essa
fosfatase, possivelmente devido ao estudo limitado dessa proteina e ao
limitado conhecimento acerca dos possiveis alvos aos quais 0S
inibidores deveriam se ligar nessa familia de fosfatases (WONG;
CHAO; AV-GAY, 2012).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

e Investigar o efeito da S-nitrosilagdo sobre os parametros
cinéticos, estrutura secundaria, estabilidade térmica e estrutura
tercidria de PtpA. Clonar e realizar a caracterizacdo inicial de
outras duas enzimas de Mycobacterium tuberculosis, PtkA e
SapM.

2.2. Objetivos especificos

e Confirmar a S-nitrosilacdo da C53 de PtpA por biotinilagdo de
PtpA selvagem e mutantes e por espectrometria de massa
MALDI-TOF/TOF das proteinas biotiniladas;

e Determinar o efeito da S-nitrosilacdo sobre os parametros
cinéticos de PtpA,;

e Analisar o efeito da modificacdo sobre a estabilidade térmica de
PtpA das por meio de espectroscopia de dicroismo circular;

e Auvaliar o efeito da S-nitrosilagdo na estrutura tridimensional de
PtpA por meio de estudos de Ressonancia Magnética Nuclear.

e Clonar os genes que codificam as proteinas PtkA e SapM de M.
tuberculosis e inseri-los no vetor de expressdo pET-14b;

e Expressar a PtkA de M. tuberculosis em bactérias E. coli BL21
(DE3) e purifica-las por Cromatografia de Afinidade por Metal
Imobilizado (IMAC);

e Testar diversas condi¢cGes de cultivo e estabelecer a melhor
delas para a expressao e purificagcdo de SapM;

e Confirmar a identidade das proteinas purificadas por
espectrometria de massa MALDI-TOF

e Avaliar o efeito do Mg® sobre a estrutura secundéria e
estabilidade térmica de PtkA por espectroscopia de dicroismo
circular;
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Obter o modelo estrutural de PtkA com base na estrutura
terciaria de proteinas da mesma familia;

Avaliar a ocorréncia de S-nitrosilagdo na Ptka de M.
tuberculosis por acdo do NO;

Se observada a S-nitrosilagdo, confirmar o residuo de cisteina
S-nitrosilado por meio da mutacao sitio dirigida C61A,;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Vetor de expressao da proteina PtpA

O plasmideo contendo o gene da PtpA de M. tuberculosis
(pET28a-Mt_PtpA) foi fornecido pelo laboratério dirigido pelo Dr.
Pedro Alzari (Unité de Biochimie Structurale, Institut Pasteur, Paris,
Franca).

3.2 Mutacdes sitio-dirigidas de PtpA

Em estudo anterior do nosso grupo, com o objetivo de investigar
0 sitio de S-nitrosilagdo na PtpA, os codons correspondentes a residuos
de cisteina dessa proteina foram mutados para alanina de forma a criar
as seguintes substituicdes de aminoécidos: C11A, C16A e C53A. A
partir dai foi observado que a mutante C53A ndo sofreu S-nitrosilagéo.
Pbde-se entdo concluir que a S-nitrosilagdo ocorre na cisteina 53. Como
parte do trabalho desta dissertacdo, foram feitas mutantes duplas -
Cl1A/C16A, C11A/C53A, C16A/C53A - para investigar o efeito de
cada cisteina separadamente, assim como a mutante desprovida das trés
cisteinas - C11A/C16A/C53A. O kit QuickChange Multi Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene) (Figura 7) foi utilizado para modificar os
codons selecionados no plasmideo pET28a-Mt_PtpA.

Os seguintes oligonucleotideos iniciadores foram desenhados e
utilizados para gerar os vetores mutantes de PtpA: (i) para a mutagédo
Cysll para Ala, 5’- GTC ACATTC GTT GCG ACG GGC -3’; (ii) para
a mutacdo Cys16 para Ala, 5’- ACG GGC AAC ATC GCA CGG TCG
CCA ATG -3’; (iii) para a mutacdo Cys53 para Ala, 5’- CAT GTA
GGC AGT GCA GCA GAC GAG CGG GCG -3’ (os codons destacados
correspondem ao nucleotideos mutados). A mistura de reacdo foi feita
conforme instrucdo do fabricante.

Os produtos de reagdo foram incubados com 10 U/uL de Dpnl
por 1 h, a 37 °C para digestdo do DNA molde metilado e, em seguida,
utilizados para transformar células E. coli XL10-Gold ultracompetentes.
Os plasmideos gerados foram posteriormente purificados com o kit
Wizard Plus SV Minipreps (Promega), visualizados ap6s eletroforese em
géis de agarose 1% corados com brometo de etidio. As mutacdes foram
confirmadas por sequenciamento de DNA e as proteinas mutantes foram
expressas e purificadas da mesma forma que a proteina selvagem.
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Figura 7: Representacdo esquematica da mutacdo sitio-dirigida realizada pelo
kit QuickChange Multi Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene®). 1.
Amplificagdo do DNA plasmidial molde a partir de iniciador mutado
produzindo plasmideos com a mutacdo desejada. 2. Digestio do DNA
parenteral metilado. 3. Transformacdo de células E. coli XL10-Gold
ultracompetentes com o produto da mutagdo. Adaptado de SMITH (2007).

3.3 Preparacao de bactérias competentes

O preparo de bactérias competentes tem como finalidade torna-
las, através de tratamento quimico, capazes de incorporar facilmente
fragmentos de DNA. Para tanto, células bacterianas armazenadas a -70
°C foram cultivadas a 37 °C em 40 mL de meio SOC liquido (2%
peptona, 0,5 % extrato de levedura, 10 mM NacCl, 2,5 mM MgCl,, 10
mM MgS0O,, 20 mM glicose) até a densidade ética de 0,4 em 600 nm.
As células foram entdo centrifugadas a 2600 x g por 20 min. O
sedimento foi homogeneizado com solugdo TB (10 mM PIPES, 55 mM
MnCl,, 15 mM CacCl,, 250 mM KCI, pH 6,7) gelada, mantido por 30
min em gelo e centrifugado novamente a 2600 x g durante 20 min (TU
et al., 2005). As bactérias foram finalmente homogeneizadas em 5 mL
de solucdo TB contendo 20% de glicerol, aliquotadas e armazenadas a
-70 °C.
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3.4 Transformacéao de bactérias

Para a transformacdo das bactérias competentes, as mesmas
foram inicialmente incubadas com o vetor de expresséo de interesse, em
gelo, durante 20 min. As células foram, entdo, mantidas durante 2 min a
42 °C e novamente em gelo por 2 min. Em seguida, foram adicionados
500 pL de meio LB liquido as bactérias, que foram mantidas a 37 °C
durante 1 hora, semeadas em meio LB sélido (1 % peptona, 0,5 %
extrato de levedura, 0,5 % NaCl, 1,5 % Agar, pH 7,5) suplementado
com o antibiotico para o qual o vetor de expressdo confere resisténcia
(50 pg/mL de canamicina para pET28a-Mt_PtpA e mutantes, 100
pg/mL de ampicilina para pET14b-Mt_PtkA e pET14b-Mt_SapM) e
mantidas a 37 °C por 15 horas (AUSUBEL et al., 1992). O vetor
pET28a" possui um gene de resisténcia a canamicina, logo, o uso desse
antibiético durante o cultivo seleciona apenas as bactérias que
incorporaram 0 vetor de expressdo. Como controle negativo, foi
realizado o mesmo procedimento com bactérias que ndo receberam
vetor de expressao.

3.5 Expressao das proteinas PtpA e mutantes

Os vetores de expressdo pET28a-Mt PtpA e seus mutantes
foram utilizados para transformar bactérias E. coli BL21(DE3). O vetor
pET28a (Novagen) contém o promotor do fago T7, o que permite a
expressao do gene de interesse em cepas de bactérias DE3 — cujo
genoma possui 0 gene para a RNA polimerase de T7. As colbnias
selecionadas por resisténcia ao antibi6tico canamicina (pET28a") foram
utilizadas nos pré-indculos.

Os pré-indculos foram realizados em 10 mL de meio LB liquido
suplementado com o antibi6tico correspondente e incubados a 37 °C sob
agitacdo. Cada in6culo foi feito a partir de 5 mL do pré-inéculo, em 250
mL de meio LB novo, com as mesmas concentracBes de antibiotico
descritas, a 37 °C.

Para a inducdo de expressdo, quando a densidade o6tica do
cultivo em 600 nm alcancou 0,6 a 0,8 — equivalente a metade da fase
logaritmica de crescimento — as bactérias foram mantidas na
temperatura de inducdo por 20 min. Em seguida, foi adicionado
isopropil-p-D-tiogalactopiranosideo (IPTG), para uma concentragdo
final de 0,5 mM. O IPTG induz a expressdo da RNA polimerase do fago
T7, que se encontra codificada no genoma bacteriano sob controle do
promotor lac. Como consequéncia, 0 gene contido no vetor passa a ser
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transcrito pela bactéria. O tempo e a temperatura de inducdo da
expressao proteica de PtpA foram padronizados anteriormente em nosso
laboratério, 15 °C por 15 horas (PURIFICACAO, 2008).

Apb6s a inducdo da expressdo proteica, os cultivos foram
centrifugados a 6000 x g, por 20 min, a 4 °C e lavados com tamp&o de
lise (20 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,5 M NaCl, 10 mM imidazol, 10%
glicerol). Em seguida, as células foram homogeneizadas com tampao de
lise suplementado com inibidor de proteases (PMSF, fluoreto de
fenilmetilsulfonil, concentracdo final de 40ug/mL), rompidas por
sonicacdo em gelo (sete ciclos de 20 segundos, com intervalo de 30
segundos entre cada ciclo) e centrifugadas (12000 x g, por 20 min, a 4
°C). A fragdo sollivel obtida foi utilizada para purificacao.

3.6 Purificacdo das proteinas PtpA e mutantes

As proteinas PtpA e suas mutantes foram purificadas em
condicBes nativas por cromatografia de afinidade por metal imobilizado
(IMAC). Os genes da PtpA e de suas mutantes foram inseridos no vetor
pET28a", de forma que as proteinas expressas possuem uma cauda de
histidinas N-terminal. Essas histidinas expostas sdo capazes de
coordenar o niquel imobilizado na matriz e as proteinas ligadas sdo
eluidas pela adicdo de imidazol, o qual compete quimicamente com as
cadeias laterais dos residuos de histidina (Figura 8).

Proteina

Cauda de Histidinas

Figura 8: Cromatografia de Afinidade por Metal Imobilizado - IMAC.
Esquema demonstrando a forma de interagdo da cauda de histidinas da proteina
com o metal divalente (niquel) imobilizado no grupo iminodiacético das esferas
de sepharose da resina (Adaptado de: www.ge.com).




36

Foram utilizadas colunas HisTrap HP (Amersham Biosciences),
carregadas com niquel, conectadas a um cromatografo AKTA (GE
Healthcare). A coluna foi inicialmente equilibrada com o tampé&o de lise
e 0 sobrenadante obtido apds a lise e centrifugacdo dos cultivos foi
adicionado a coluna, na temperatura ambiente de 18 °C. Em seguida, a
coluna foi lavada com concentracfes crescentes de imidazol, o que
provoca a eluigdo das proteinas a esta ligadas.

Apobs a purificacdo por afinidade, as fragBes proteicas foram
submetidas a dialises para a retirada gradual do imidazol da solu¢do. Em
seguida, as proteinas foram concentradas por centrifugacdo (Amicon
Ultra-15, Millipore, membrana de poro de 10 kDa) e estocadas a -20 °C
em tampdo HEN (250 mM HEPES pH 7,7, 1 mM EDTA, 0,1 mM
neocuproina).

As fracdes proteicas foram analisadas por SDS-PAGE (Sodium
Dodecyl Sulfate — Polyacrylamide Gel Electrophoresis), em géis de
poliacrilamida 10%, sob condi¢Bes desnaturantes e redutoras, corados
com Coomassie Brilliant Blue R-250 (SCHAGGER; VON JAGOW,
1987). A quantificacdo do conteldo proteico foi realizada através do
método de Bradford (BRADFORD, 1976) com albumina de soro bovino
como padrdo, ou espectrofotometricamente a 280 nm na presenca de
hidrocloreto de guanidina 6M. O coeficiente de extingdo molar de cada
proteina foi calculado com o auxilio do programa ProtParam
(http://web.expasy.org/protparam/).

3.7 Ensaio de biotinilagdo para deteccédo de proteinas S-nitrosiladas

Com o objetivo de investigar a S-nitrosilacdo das proteinas deste
estudo, foram realizados ensaios de biotinilacéo (Biotin Switch) segundo
Jaffrey e Snyder (2001), com algumas modificagBes. Essa técnica
detecta proteinas S-nitrosiladas através da substituicdo do grupo NO
ligado ao residuo de Cys pela biotina, sendo que esta é posteriormente
detectada por Western blot (Figura 9).
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Figura 9: Representacdo esquematica do ensaio de Biotin Switch. A proteina
tedrica possui cisteinas na forma de tiol livre e ligacdo dissulfeto. A cisteina
passivel de S-nitrosilagdo forma um nitrosotiol apds a reacdo com GSNO.
Posteriormente, tidis livres sdo metil-tiolados pelo MMTS, tornando-os nao
reativos. O MMTS que ndo reagiu é removido por precipitagdo com acetona.
Depois, os nitrosotiois sdo reduzidos seletivamente pela agéo do acido ascorbico
para formar novamente o tiol, o qual reage com a biotina-HPDP. Depois de
biotinilada, a revelagdo é feita por western-blot usando anticorpos anti-biotina.
Adaptado de Jaffrey e Snyder (2001).

Para realizacdo desses experimentos, a concentracdo de cada
proteina purificada foi ajustada até um maximo de 0,8 mg/mL e as
amostras foram tratadas com 1 mM de S-nitrosoglutationa (GSNO) por
30 min, no escuro, em temperatura ambiente. Em seguida, as amostras
foram incubadas por 30 min com quatro volumes de tampé&o de bloqueio
(250 mM HEPES pH 7,7, 1 mM EDTA, 0,1 mM neocuproina, 2,5 %
SDS, 27 mM metil-metano-tiosulfonato) a 50 °C, sob agitacdo
frequente. O metil-metano-tiosulfonato (MMTS) € utilizado para
bloguear os residuos de cisteina que ndo foram nitrosilados pelo 6xido
nitrico. O MMTS residual foi removido por precipitacio com 10
volumes de acetona gelada (-20 °C) e as proteinas foram ressolubilisadas
em tampdo HENS (250 mM HEPES pH 7,7, 1 mM EDTA, 0,1 mM
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neocuproina, 1 % SDS). As S-nitrosilacdes foram novamente reduzidas
com 1 mM de ascorbato de sédio por 10 min, a temperatura ambiente.
Em seguida, as cisteinas livres foram biotiniladas com 2 mM de biotina-
HPDP (Thermo Scientific) diluida em DMSO por 1h, a temperatura
ambiente. O ascorbato reduz as S-nitrosilacdes, deixando os residuos de
cisteina, antes nitrosilados, livres para a ligacdo com a biotina-HPDP.
Como controles negativos, as amostras foram tratadas com 1mM de
glutationa reduzida (GSH) ao invés de GSNO.

Para detecgdo de proteinas biotiniladas por Western blot,
amostras do ensaio de biotina foram separadas por SDS-PAGE,
transferidas para membranas de difluoreto de polivinilideno (PVDF). As
membranas foram bloqueadas com leite em pd desnatado (5%) e
incubadas com anticorpo de camundongo antibiotina (dilui¢do 1:10.000)
(Sigma) por 1 h, em temperatura ambiente. Em seguida, as membranas
foram lavadas e incubadas em temperatura ambiente por 1 h com um
anticorpo secundario anti-lgG de camundongo do kit Amersham ECL
Western Blotting Analysis System (GE Helthcare Life Sciences),
diluicdo 1: 30.000. Para deteccdo da fluorescéncia do anticorpo
secundario foi usado o scanner de fluorescéncia FLA-9000 (GE
Helthcare Life Sciences).

3.8 Espectrometria de massa

A espectrometria de massa pode ser usada tanto para confirmar a
identidade de uma proteina, quanto para identificar mudancgas pés-
traducionais (CHOE et al., 2006), tais como fosforilagdo, nitrosilagéo e
biotinilaco. Dentre os diversos tipos de espectrometria de massa, a
ionizacdo por electrospray (ESI — Electrospray lonization) pode ser
usada na deteccdo da maioria das modificacbes pos-traducionais, ja a
lonizagdo/Dessorgdo por laser assistido por uma matriz (MALDI —
Matrix-assisted Laser Desorption lonization) ndo é aconselhavel na
deteccdo de algumas modificacbes como a S-nitrosilacdo (FOSTER,
2011). Isso ocorre porgque 0 processo de ionizacdo durante a técnica de
MALDI provoca o rompimento da ligacdo S-NO e sua subsequente
reducdo, o que impossibilita a deteccdo dessa modificacdo (KANEKO;
WADA, 2003). Ja a biotinilacdo é uma ligacdo mais forte que nédo é
rompida durante a ionizagdo por MALDI, o que torna possivel a
deteccdo dessa modificacdo por essa técnica (FOSTER, 2011).

Para confirmar a identidade das proteinas e observar possiveis
mudangas poés-traducionais, as bandas obtidas na eletroforese foram
cortadas e descoradas com 500 pL de solucdo de descoloragdo (25 mM
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de bicarbonato de aménio, 50% (v/v) de ACN), sob agitacdo, até a
completa descoloracdo do gel. Em seguida, as bandas foram
desidratadas com 100 uL de ACN por 15 min, até ficarem totalmente
esbranquicadas, entdo, a acetonitrila foi removida e os residuos
remanescentes do gel foram liofilizados em sistema de centrifugacéo a
vacuo (Speed Vac, Eppendorf) durante 10 min. Os fragmentos dos géis
foram reidratados com uma solugéo de tripsina (Promega) em 25 mM de
bicarbonato de aménio pH 8,0, na concentracdo final de 10 pg/mL. A
clivagem ocorreu a 37 °C durante cerca de 14 h. Apo6s a digestdo
enzimética, os peptideos foram eluidos da acrilamida com solucéo de
extracdo contendo 50% (v/v) de ACN e 5% (v/v) de &cido
trifluoroacético (TFA), e novamente liofilizados.

As analises de espectrometria de massa foram realizadas em um
espectrdbmetro de massa tipo MALDI-TOF/TOF modelo Autoflex Il
(Bruker Daltonics, Bremen Germany) Os peptideos extraidos foram
inicialmente solubilizados em 10 pL 0,1 % (v/v) de TFA. Uma amostra
de 1 pL de cada banda digerida e concentrada foi homogeneizada com 1
uL da solugdo saturada da matriz acido alfa-ciano-4-hidroxicindmico (5
mg/mL em 50% (v/v) ACN, 0,1% (v/v) TFA). Em seguida, 1 pL dessa
mistura foi aplicada diretamente na placa do espectrdmetro MALDI-
TOF/TOF, na qual ocorreu a cristalizacdo a temperatura ambiente. Ap6s
a cristalizagdo das amostras foram realizadas as analises
espectrométricas.

Os espectros gerados foram analisados e processados com o
programa FlexAnalysis 3.2 (Bruker Daltonics). As razdes m/z dos
peptideos obtidos foram comparados aos valores tedricos calculados
pelo programa ProteinProspector — MS Digest (Www.expasy.org).

3.9 Calculo de atividade especifica e ensaios de atividade enzimatica
de PtpA na presenca de GSNO

A metodologia para os testes de atividade enzimatica foi
adaptada da previamente descrita para PtpA por Ecco e colaboradores
(2010). As atividades de PtpA e mutantes, nitrosiladas ou ndo, foram
avaliadas a 30 e 37 °C em espectrofotdbmetro do tipo leitor de
microplaca (Infinite 200 Pro, Tecan).

As reacdes contiveram 20 mM de imidazol pH 7,0, 100 nM de
enzima e 20 mM de p-nitrofenilfosfato (pNPP) como substrato. Para ndo
haver interferéncia no tratamento com GSNO, as reacfes foram
realizadas na auséncia de qualquer agente redutor. A quantidade de p-
nitrofenol (pNP) produzida foi medida a 410 nm, durante 10 min (com
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leituras a cada 1 min). O pNPP é um substrato genérico para fosfatases,
gue permite a deteccdo espectrofotométrica de seu produto. A atividade
especifica foi calculada utilizando-se o coeficiente de absortividade
molar de 4938,8 M™t.cm™ (determinado experimentalmente para as
condicdes descritas acima).

Para os ensaios de nitrosilagdo foi utilizado GSNO como doador
de NO e GSH como controle. As enzimas foram pré-incubadas com 1
mM GSNO ou GSH por 30 min a temperatura ambiente, no escuro, e
depois adicionadas a reacdo.

3.10 Espectroscopia de Dicroismo Circular

Os experimentos de espectroscopia de dicroismo circular (CD)
foram realizados em um espectropolarimetro JASCO J-815 equipado
com um controlador de temperatura. Espectros de CD foram obtidos a
20 °C, em cubeta de quartzo com caminho optico de 0,5 mm. As leituras
foram feitas em um intervalo de comprimento de onda variando de 260
a 190 nm. Para a avaliacdo do efeito da S-nitrosilacdo sobre a estrutura
de PtpA foram usados 10 uM de proteina em tampéo contendo 15 mM
de HEPES pH 7,7, 50 uM de EDTA, 5 uM de neocuproina. Ja na
avaliagdo da estrutura de PtkA na auséncia e na presencga de metal foram
usados 10 uM de proteina em tampédo contendo Tris 2 mM (pH 8,0),
NaCl 10 mM, glicerol 1 %, na auséncia e presenca de MgCl, Os
experimentos foram realizados com velocidade de varredura de 50
nm/min, resolugdo de 0,1 nm, resposta de 8 seg e largura de faixa de 1
nm. Em cada experimento, foram obtidos a média de 3 espectros. O
espectro de calibragdo (somente o tampao) foi subtraido dos espectros
das proteinas. Os célculos das porcentagens de conteldo de estrutura
secundaria foram feitos com base nos algoritmos de CONTIN e
CDSSTR (SREERAMA e WOODY, 2000).

A estabilidade térmica das proteinas também foi avaliada por
CD. O espectro a 222 nm foi medido na faixa de temperatura de 20 a 60
°C, com aumento gradual de 1 °C, com um periodo inicial de equilibrio
de 10 min a 20 °C. Os espectros foram coletados do mesmo modo que
descrito acima. Nos ensaios de S-nitrosilacdo, as proteinas em tampéo
HEN foram tratadas com 1 mM de GSNO por 20 min, no escuro, em
temperatura ambiente. Com o objetivo de avaliar a reversibilidade da S-
nitrosilacéo, as proteinas foram tratadas com 1 mM de GSNO e ainda
mantidas por 10 min com 5 mM de DTT nas mesmas condi¢des. As
temperaturas médias de desnaturagdo — Ty - para cada proteina foram
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calculadas por regressdo nao linear (curva sigmoidal de Boltzmann) no
programa GraphPad Prism 5.0.

3.11. Expressdo e purificacdo de proteinas marcadas com *°N

Para a realizacdo de ensaios de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN), a PtpA uniformemente marcada com °N foi expressa em
bactérias E. coli BL21(DE3) em meio minimo de cultura M9 (Na,HPO,.
17 g/L, KH,PO, 3 g¢/L, NaCl 0,5 g/L, NH,CI 1 g/L, MgSO,4 0,5 g/L,
9Iicose 5 g¢/L, CaCl,.2H,0 14,7 mg/L, tiamina 1 mg/L) contendo
>NH,Cl (Cambridge Isotope) como dnica fonte de nitrogénio,
suplementado com 50 pg/mL de canamicina. O protocolo de expressao
foi 0 mesmo anteriormente descrito para as proteinas expressas em meio
LB, exceto pelo fato de o pre-indculo ser realizado em 50 mL de meio a
partir de aproximadamente 15 coldnias de bactérias transformadas com
0 vetor pET28a-Mt_PtpA selecionadas por resisténcia a canamicina.
Cada inéculo foi feito a partir do volume de pré-indculo suficiente para
atingir uma densidade ética de 0,1 a 600 nm em 250 mL de in6culo.

A purificagdo da PtpA marcada uniformemente com N foi
realizada da mesma forma que as proteinas expressas em meio LB. No
entanto, apds dialisada para remogdo do imidazol, a proteina foi
incubada com cinco unidades de trombina por miligrama de PtpA, a 18
°C, por 15 horas, para clivagem da cauda de histidinas. A cauda de
histidinas dificulta a aquisicdo dos espectros de RMN, pois gera mais
sinais que ndo estdo assinalados. Em seguida, a PtpA foi purificada por
cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex 75 10/300
(Amersham) acoplada a um cromatégrafo AKTA (GE Healthcare) em
tampdo HEPES/EDTA (50 mM HEPES pH7,5, 1 mM EDTA).

3.12. Ensaios de Ressonancia Magnética Nuclear

Os experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
foram realizados em espectrdmetro Bruker de 600 MHz equipado com
criossonda de tripla ressonéncia de 5 mm, no Centro Nacional de
Ressonancia Magnética Nuclear Jiri Jonas (UFRJ, Rio de Janeiro) sob
supervisdo do Dr. Guilherme Razzera. Todos os experimentos foram
realizados a 25 °C. As amostras foram preparadas com base no exposto
por Saxena e colaboradores para o assinalamento de frequéncias de
ressonancia de PtpA de M. tuberculosis (SAXENA et al., 2005). A PtpA
marcada uniformemente com N, sem cauda de histidina, foi
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concentrada até 70 uM em tampdo HEPES/EDTA (50 mM HEPES
pH7,5, 1 mM EDTA) com 10% D,0.

As amostras da PtpA nessas condicBes foram utilizadas para
aquisicdo de espectros bidimensionais de correlacio heteronuclear (**N-
HSQC). Com o objetivo de avaliar o efeito do NO sobre a PtpA, foram
adquiridos espectros antes e apés a adicdo de GSNO a amostra (no
escuro) para as seguintes concentragdes: 50 uM, 100 uM, 500 uM e 1
mM. Em seguida, foram adicionados 10 mM DTT & proteina tratada
com 1 mM de GSNO e foi adquirido um novo espectro.

Todos os espectros foram processados utilizando-se o programa
Topspin 2.1 (Bruker) e analisados através do programa CARA 1.8.4.2
(KELLER, 2004). No processamento dos espectros foi utilizado como
base 0 assinalamento das frequéncias de ressonancia de PtpA
previamente determinado (SAXENA et al., 2005), ajustando-se 0s sinais
de correlacdo por proximidade quando necessario. Os desvios do
deslocamento quimico para cada aminoacido foram calculados com o
uso da féormula:

DDQ = /(AH)? + (AN/10)?

onde H representa o sinal do proton e N representa o sinal do
nitrogénio. Para diferenciar os desvios do deslocamento quimico
significativos, foram calculadas a média e o desvio padrdo de todos 0s
valores obtidos. Os esquemas da estrutura tridimensional da PtpA foram

construidos a partir do arquivo PDB 1U2P da PtpA de M. tuberculosis,
com o uso do programa PyMOL (2006, DeLano Scientific LLC).

3.13. Clonagem dos genes ptkA e sapM de M. tuberculosis

O DNA gendmico de Mycobacterium tuberculosis H37Rv foi
fornecido pelo professor Dr. Luiz Augusto Basso do CPBMF-PUCRS
(Centro de Pesquisa em Biologia Molecular e Funcional da Pontificia
Universidade Catélica do Rio Grande do Sul).

As sequéncias que codificam a PtkA - gene Rv2232 — e a SapM
- gene Rv3310 - foram amplificadas pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) com oligonucleotideos especificos desenhados com
sitios de restricdo apropriados flanqueando as extremidades 5’ e 3’ dos
genes. Para PtkA, o iniciador anverso contém o sitio de restricdo Ndel
(sublinhado), (5’-AGGATTACA’TATGTCTTCGCCTCGTGAACG-
3’), e 0 reverso contém o cédon de terminacdo e o sitio de restricdo
BamHI (sublinhado), (5’-GTTTTCG’GATCCTCAGACACCTAGC
GCCTCCCTCAGC-3). Ja para SapM, o iniciador anverso contém o
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sito de restricio  Xhol (sublinhado), (ATTGTTC’TCGAG
AGTGCCCTGCCGACCTTCGCGC-3"), e 0 reverso contém o cddon de
terminacdo e o sitio de restricio BamHI (sublinhado), (5’-
ATTGACG’GATCCCTAGTCGCCCCAAATATCGGTTAT-3’).

A mistura de reagdo conteve 100 ng de DNA, 50 pmoles de
cada oligonucleotideo iniciador, 200 pmoles de dNTPs, 1 U de Taq
DNA polimerase, 1,5 mmol/L de MgCl, 5 uL de tampéo da Tag DNA
polimerase (5x) e agua ultra pura para um volume final de 25 uL. O
programa do termociclador consistiu em um passo de desnaturagdo
inicial a 95°C por 5 min, seguido por 30 ciclos de desnaturacdo a 95°C
por 45 s, pareamento a 50°C por 30 s, extensdo a 72°C por 1 min,
finalizando com um passo de extensdo a 72°C por 10 min.

Os produtos de PCR foram visualizados ap6s eletroforese em gel
de agarose 1% corado com brometo de etidio. Para isso, utilizou-se um
transiluminador acoplado a um sistema de video (“UVP Bioimaging
System”). Os fragmentos génicos foram purificados com o kit de
purificacdo de DNA “Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System”
(Promega).

Os fragmentos amplificados, os quais contém adeninas nas
expremidades 5, foram inseridos no vetor “pGEM®-T Easy Vector”
(Promega). Este é um plasmideo linear que possui em cada uma de suas
extremidades timidinas livres complementares as adeninas inseridas pela
Tag DNA polimerase no final de cada produto de amplificagdo (Figura
10). Assim, as adeninas dos fragmentos amplificados paream com as
timidinas do vetor. Os produtos das reacGes de ligagdo foram usados
para transformar bactérias E. coli DH5a competentes, as quais foram
usadas para propagar esse vetor com o0s genes de interesse, que foram
posteriormente purificados com o kit “Wizard® Plus SV Minipreps”
(Promega).
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Figura 10: Mapa do vetor pGEM® -T Easy. Em destaque s&o mostradas as
timidinas livres complementares as adeninas inseridas pela Tag DNA
polimerase; origens de replicagdo; genes marcadores de selecdo e regido
promotora. Fonte: http://www.promega.com.

Apbs a purificacdo, os vetores pGEM®-T Easy contendo as
sequéncias que codificam PtkA e SapM, foram digeridas com as
enzimas de restricdo Ndel e BamHI, para Ptka, e Xhol e BamHlI, para
SapM. Para a separacdo dos produtos da digestdo foram realizadas
eletroforeses em géis de agarose 1% corado com brometo de etidio. Os
fragmentos génicos foram purificado com o kit de purificacdo de PCR
“Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System” (Promega).

O vetor de expressdo pET-14b de 4671pb da Novagen (Figura
11) também foi digerido com as endonucleases Ndel e BamHI (Ptka) e
Xhol e BamHI (SapM). Os produtos das digestdes foram visualizados
em gel de agarose 1% e as purificacbes realizadas da mesma forma
supracitada.
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Figura 11: Mapa do vetor de expressédo pET-14b. Sdo mostrados os sitios de
clivagem para as endonucleases Ndel, BamHI e Xhol, origens de replicag&o;
genes marcadores de selecéo e regido promotora. Fonte: www.novagen.com.

3.14 Construcédo dos vetores de expressdo dos genes ptkA e sapM

Apobs as purificacdes dos fragmentos e do vetor digeridos, o0s
mesmos foram ligados com a DNA ligase do fago T4. Os fragmentos
foram inseridos posteriormente a regido promotora T7 e a sequéncia
codificante correspondente aos seguintes residuos de aminoéacidos:
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSH, o0s quais compdem a cauda de

histidinas (Figura 12).
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Bpu1102 | T7 terminator

T7 terminator primer #69337-3

Figura 12: Regido de inser¢do no vetor pET -14b. Os sitios de clivagem para as
enzimas de restricdo Xhol, Ndel e BamHI estdo destacados. O fragmento foi
inserido entre ambos os sitios e aos quais foi adicionado um codon de
terminagdo. Fonte: www.novagen.com.

Assim, os genes foram inseridos sob o controle do promotor do
fago T7 e dessa forma tornam-se dependente da RNA polimerase de T7
para serem expressos. Esse se encontra no genoma da bactéria (DE3)
sob a regulacdo do promotor do operon lac. O IPTG, por ser um analogo
da alolactose, atua como indutor da expressdo do gene da RNA
polimerase de T7 e consequentemente dos genes de interesse (Figura
13).

RNA polimerase

de E .coli RMA polimerase de T7
g RNA poli deT? Com— %
e polimerase de S
B o T g —— T
Operon Lac Promotor T7

Genoma de £. coli

Figura 13: Esquema da inducdo da expressdo génica no vetor pET-14b por
IPTG. A RNA polimerase de T7 esta sob controle do promotor do Operon lac.
O gene de interesse estad sob regulacdo do promotor do fago T7. (FONTE:
WWW.novagen.com).

Os produtos das ligagBes dos genes de interesse nos vetores de
expressao foram usados para transformar bactérias E. coli DH5a
competentes, as quais foram usadas para propagacdo. Os clones
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resistentes ao antibidtico foram analisados por PCR do DNA extraido da
coldnia bacteriana. Para isso, as coldnias foram suspensas em 50 uL de
agua, aquecidas a 95°C por 5 min, homogeneizadas e centrifugadas a
10000 x g por 10 min. As reacOes foram realizadas com 10 pL do
sobrenadante nas mesmas condi¢Ges de PCR descritas acima. O DNA
molde dos fragmentos génicos que codificam PtkA e SapM foram
utilizados como controles positivos.

Para confirmar a presenca dos genes nos vetores, estes, depois de
purificados, foram novamente digeridos com as enzimas de restricdo
Xhol ou Ndel e BamHI. Apds eletroforese em gel de agarose 1%, foram
observadas a presenga de bandas com tamanho correspondentes aos
genes ptkA e sapM, sendo que os plasmideos que ndo os contém ndo
apresentam bandas semelhantes ap6s a digestao.

Para confirmar a integridade do gene, os plasmideos foram
enviados para sequenciamento no Laboratério SONDA — UFRJ.

3.15 Teste de inducéo da expressdo de SapM

O vetor de expressdo pET14b-Mt SapM foi utilizado para
transformar bactérias E. coli BL21(DE3) e BL21(DE3) pLysS. As
colénias selecionadas por resisténcia ao antibiético ampicilina
(PET14b") foram utilizadas nos pré-inéculos. Para cada cepa foram
testadas as temperaturas de inducéo da expresséo de 15, 22, 30 e 37 °C,
com tempos de inducdo de 5 e 20 horas, na concentragdo de 0,5mM de
IPTG.

Apbs a inducdo, os cultivos foram centrifugados, as células
foram homogeneizadas com tampdo de lise (20 mM Tris-HCI pH 8,0,
0,5 M NaCl, 10 mM imidazol, 10% glicerol) suplementado com PMSF
(40pg/mL), rompidas por sonicacdo em gelo e o homogenato foi
novamente centrifugado. As fracdes solivel e insoldvel foram
analisadas por SDS-PAGE e a cepa/temperatura/tempo de indugdo que
apresentou melhor expressdo de SapM foi selecionada para dar
continuidade a expressao e purificacdo dessa proteina.

3.16 Expressao e Purificacdo de SapM

Como a SapM foi expressa e permaneceu na fracdo insollvel do
lisado bacteriano, esta teve que ser solubilizada antes da purificagdo.
Para isso, a fracdo insoltvel foi lavada com tampéo Tris 20 mM (pH
8,0), sacarose 20 % (5 mL/g de células), centrifugado a 17.000 g por 30
min a 4 °C. A fracéo insoldvel foi solubilizada em ureia 8 M, Tris 20
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mM (pH 8,0), NaCl 500 mM, imidazol 10 mM (5 mL/g de células), por
1 hora a 15 °C, sob agitacdo. O material sollvel foi separado por
centrifugacdo a 27.000 g por 30 min a 4 °C (SIJWALI, BRINEN,
ROSENTHAL, 2001).

A fracdo sollvel obtida foi utilizada para purificagdo em
cromatografo  AKTA (GE Healthcare). Foram utilizadas colunas
HisTrap HP (Amersham Biosciences), carregadas com niquel,
conectadas a um cromatografo AKTA (GE Healthcare). A coluna foi
inicialmente equilibrada com o tamp&o de solubilizagéo (Ureia 8 M, Tris
20 mM (pH 8,0), NaCl 500 mM, imidazol 10 mM) e as proteinas
solubilizadas foram adicionadas a coluna, na temperatura ambiente de
18 °C. Em seguida, a coluna foi lavada com concentracdes crescentes de
imidazol para a elui¢do das proteinas.

Apos a purificacdo por afinidade, as fragBes proteicas foram
submetidas a didlise contra tampéo Tris 100 mM (pH 8,0), L-arginina
250 mM, EDTA 1 mM, GSH 1 mM, glicerol 30 %. A L-arginina é um
supressor da agregacdo proteica, o que facilita o enovelamento da
proteina durante a diminuicdo da concentracdo de ureia (SIJWALLI,
BRINEN, ROSENTHAL, 2001).

3.17 Expresséo e Purificagdo de PtkA

O vetor de expressdao pET14b-Mt PtkA foi utilizado para
transformar bactérias E. coli BL21(DE3) (BACH; WONG; AV-GAY,
2009) e os cultivos celulares foram realizados conforme descrito
anteriormente para PtpA, diferindo somente na temperatura de inducéo
de 22 °C. A fragdo soluvel obtida foi utilizada para purificagdo em
cromatografo AKTA (GE Healthcare).

Apos a purificacdo por afinidade, as fragBes proteicas foram
submetidas a dialises para a retirada gradual do imidazol da solu¢do. Em
seguida, as proteinas foram concentradas por centrifugacdo (Amicon
Ultra-15, Millipore, membrana de poro de 10 kDa), quantificadas e
estocadas a -20°C em tamp&o 50 mM Tris (pH 8,0), 300 mM NaCl, 1
mM DTT.

3.18 Ensaio de fosforilacédo de PtpA pela PtkA

Para testar a atividade enzimatica da PtkA recombinante, ensaios
de fosforilagdo foram realizados. Nestes, 200 UM de PtpA reagiram com
50 uM de PtkA em 300 mM NaCl, 50 mM Tris (pH 8,0), 10 mM DTT,
10 mM MgCl; e 10 mM ATP por 12 h a 4 °C (STEHLE et al., 2012).
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Para deteccdo de proteinas fosforiladas por Western blot, amostras do
ensaio foram separadas por SDS-PAGE, transferidas para membranas de
PVDF, as quais foram bloqueadas com BSA (2%) e incubadas com
anticorpo de camundongo antifosfotirosina (diluicdo 1:20.000) (Sigma)
por 1 h, em temperatura ambiente. Em seguida, as membranas foram
lavadas e incubadas em temperatura ambiente por 1 h com um anticorpo
secundario anti-lgG de camundongo ligado & peroxidase do kit
Amersham ECL Western Blotting Analysis System (GE Helthcare Life
Sciences), diluicdo 1:30.000. Para deteccdo da fluorescéncia do
anticorpo secundério foi usado o scanner de fluorescéncia FLA-9000
(GE Helthcare Life Sciences).

3.19 Modelagem estrutural

A sequéncia de aminoacidos de PtkA foi comparada com a base
de dados de sequéncias ndo-redundantes depositadas no NCBI (National
Center for Biotechnology Information, EUA) utilizando o algoritmo
BLAST (ALTSCHUL et al, 2005). O alinhamento de multiplas
sequéncias foi realizado com o programa ClustalW (THOMPSON,
HIGGINS, GIBSON, 1994), sendo que as sequéncias das proteinas
usadas nos alinhamentos foram obtidas a partir do banco de dados
GenBank no NCBI. A estrutura tridimensional de PtkA foi construida
utilizando-se como modelo a estrutura de uma fosfatase putativa de
Clostridium difficile (PDB ID: 3SD7), utilizando o algoritmo I-TASSER
(ZHANG, 2008; ROY, KUCUKURAL, ZHANG, 2010). O. As figuras
foram geradas pelo software PyMOL (2003, DeLano Scientific LLC).

3.20 Mutacao sitio-dirigida de PtkA

Com o objetivo de confirmar a nitrosilacdo de Ptka na Cys61,
essa foi mutada para alanina. O gene mutante foi construido por
mutacdo sitio-dirigida (HIGUCHI; KRUMMELL; SAIKI, 1988),
resumida na figura 14, a partir do vetor de expressdo da PtkA selvagem.

As mutacdes foram feitas utilizando-se oligonucleotideos
especificos contendo os cédons a serem trocados sublinhados,
PtkAC61A anverso: 5’- AGCGGGACCAATGCCCCGCCTCCTCCA-
3’, PtkA C61A reverso: 5’-TGGAGGAGGCGGGGCATTGGTCC
CGCT-3’
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Figura 14: Mutagdo sitio-dirigida de acordo com HIGUCHI; KRUMMELL;
SAIKI (1988). S&o feitas duas PCRs separadamente (A e B), cada uma
utilizando um oligonucleotideo iniciador contendo a mutagdo (1M ou 2M) e
outro, que se liga a extremidade correspondente do gene (1 ou 2,
respectivamente). Em seguida, os fragmentos resultantes da PCR A e B séo
reunidos para que sejam desnaturados, repareados e para que ocorra a extensao
no sentido 3. E feita uma nova PCR utilizando-se apenas os oligonucleotideos
iniciadores externos (1 e 2), cujo produto consiste no fragmento mutado
amplificado. Adaptado de STRACHAN; READ, 1999.
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Os produtos de PCR da mutacéo sitio-dirigida do gene foram
visualizados em gel de agarose 1% por eletroforese ap6s coloracdo do
gel com brometo de etidio, utilizando um transiluminador acoplado a
um sistema de captacdo de imagens (“UVP Bioimaging System™) e um
computador. Os fragmentos foram purificados com o kit de purificacdo
de DNA “Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System” (Promega).

O fragmento mutado foi inserido no vetor de expressdo pET-14b
da mesma forma descrita anteriormente para a proteina selvagem.

A mutagdo foi confirmada por sequenciamento de DNA e a
proteina mutante foi expressa e purificada da mesma forma que a
proteina selvagem.
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4. RESULTADOS

4.1 Construcao dos plasmideos mutantes de PtpA

Os plasmideos mutantes - PtpA_C11A/C16A,
PtpA_C11A/C53A, PtpA_C16A/C53A e PtpA C1l1A/C16A/C53A -
foram construidos através de mutacéo sitio dirigida, com o uso do kit
QuickChange Multi Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene), e
transformados em bactérias E. coli XL10-Gold. As colbnias positivas
foram cultivadas e foi realizada a extracdo do plasmideo com kit
comercial (Figura 15).

Figura 15: Eletroforese em gel de agarose 1% dos plasmideos mutados ap6s
propagagdo em bactérias XL10-Gold competentes. 1. pET28a-Mt_PtpA, 2.
pET28a-Mt_PtpAC11A, 3. pET28a-Mt_PtpAC16A, 4. pET28a-Mt_PtpACS53A,
5. pET28a-Mt_PtpAC11A/C16A, 6. pET28a-Mt_PtpAC11A/C53A, 7. pET28a-
Mt_PtpAC16A/C53A, 8. pET28a-Mt_PtpAC11A/C16A/C53A.

Foram obtidos plasmideos do mesmo tamanho que o vetor
pET28a-Mt PtpA e mutantes pET28a-Mt PtpAC11A, pET28a-
Mt_PtpACL16A e pET28a-Mt_PtpACS53A, (aproximadamente 5,8 kb).
As sequéncias dos plasmideos foram analisadas por sequenciamento e as
mutacGes foram confirmadas.

4.2 Expresséo e purificacio de PtpA selvagem e mutantes

A proteina PtpA de M. tuberculosis e suas mutantes foram
expressas em E. coli BL21(DE3) a partir dos vetores de expressao
pET28a-Mt_PtpA, PpET28a-Mt_PtpAC11A, pET28a-Mt_PtpACL6A,
pET28a-Mt_PtpAC53A, pET28a-Mt PtpAC11A/C16A, pET28a-
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Mt_PtpAC11A/C53A, pET28a-Mt_PtpAC16A/C53A, pET28a-
Mt_PtpAC11A/C16A/C53A.

As proteinas PtpA e mutantes contidas na fracdo sollvel
bacteriana foram purificadas por IMAC. Essas proteinas recombinantes
possuem uma cauda de histidinas na porcdo N-terminal (massa tedrica
de 20 kDa) o que permitiu serem eluidas com concentracdo crescente de
imidazol (Figura 16, linhas 3, 4, 5 e 6). As fracBes eluidas da coluna
HisTrap correspondentes a PtpA recombinante foram coletadas,
reunidas e submetidas a didlise em tampé&o redutor para remocdo do
imidazol.

. 2 3 a4 5 6
A 5000 il - 500
%‘ 4000 !-_‘ La00 =
£ \ 3
® 3000 I { L300 &
§ \ 1A x/ E
& 2000 | \ L 200 =
2 1000+ \ { A ! i
2 1000 \ [\ 1 N oo
NI M
0 T T 0
0 20 40
Volume (mL)
B 5 6
66
as

kDa

Figura 16: Purificacdo da PtpA recombinante por IMAC em cromatdgrafo
AKTA. A. Gréfico da eluigio das proteinas com concentragBes crescentes de
imidazol. A fracdo solivel do lisado bacteriano (contendo a PtpA recombinante
com cauda de histidinas N-terminal) foi aplicada a coluna HisTrap e submetida
a um gradiente crescente de imidazol. Em cinza, eixo das ordenadas esquerdo,
esta representada a absorbancia a 280 nm de cada volume de elui¢do. Em preto,
eixo das ordenadas direito, estd representada a concentragdo de imidazol em
cada volume de elui¢do. As faixas cinza enumeradas sdo as fragdes eluidas,
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coletadas e analisadas por SDS-PAGE mostrado em B. B. SDS-PAGE da
purificacdo da PtpA. As frages bacterianas e as fracbes coletadas (1-6) foram
analisadas em SDS-PAGE 10%. A seta indica a banda correspondente a PtpA
(20 kDa). M, marcador de massa molecular em kDa; P, fragdo insolivel do
lisado bacteriano; SN, fragéo soltvel do lisado bacteriano.

Apos as diélises para retirada do imidazol, a PtpA foi mais uma
vez dialisada, desta vez contra tamp@o HEN, concentrada e quantificada
para realizacdo dos demais experimentos. O rendimento final da
purificacdo foi de aproximadamente 19 mg de proteina por litro de
cultivo.

As demais mutantes apresentaram o mesmo perfil de
purificacdo da PtpA selvagem. O rendimento médio de cada mutante,
por litro de cultivo, foi de 18 mg para C11A, 20 mg para C16A, 21 mg
para C53A, 13 mg para C11A/C16A, 21 mg para C11A/C53A, 24 mg
para C16A/C53A e 15 mg para C11A/C16A/C53A.

4.3 Ensaios de biotinilacao para detecgdo de proteinas S-nitrosiladas

Com o objetivo de confirmar que a PtpA sofre S-nitrosilagéo
por acdo do NO na cisteina 53, as proteinas purificas, selvagem e
mutantes, em tampdo HEN, foram submetidas a ensaios de biotinilacéo
para deteccdo de proteinas S-nitrosiladas. Esse ensaio detecta se uma
proteina é S-nitrosilada por meio da substituicdo da S-nitrosilagdo por
uma biotinilacdo. Nesses ensaios, as proteinas sdo tratadas com um
doador de NO, aquelas que forem S-nitrosiladas incorporam uma
molécula de biotina e, finalmente, esta é detectada por Western blot.

Quando a PtpA selvagem, PtpA Cl11A, PtpA C16A e
PtpA C11A/C16A foram tratadas com 1 mM de GSNO (doador de
NO), detectou-se uma banda intensa no Western blot correspondente a
essa proteina biotinilada, com cerca de 20 kDa (Figura 17). Nos
controles negativos realizados (quando as proteinas foram tratadas com
1 mM de GSH em lugar do GSNO) foi detectada uma banda de
intensidade muito menor. J& quando as mutantes PtpA C53A,
PtpA_C11A/C53A, PtpA_C16A/C53A e PtpA Cl1A/C16A/C53A
foram submetidas ao biotin switch, ndo houve diferenga na intensidade
das bandas tratadas com GSNO ou GSH indicando que essas proteinas
ndo estdo biotiniladas. Em todos os casos, as proteinas estavam
presentes em quantidades semelhantes, conforme mostra o SDS-PAGE
(Figura 17), o que confirma que as bandas detectadas pelo Western blot
no tratamento com GSNO sdo devido & presenca de NO. Esses
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resultados demonstram que a PtpA é S-nitrosilada na presenca de GSNO
somente na cisteina 53, sendo que as outras cisteinas, 11 e 16, ndo sdo
nitrosiladas nem exercem influéncia sobre a nitrosilacéo da cisteina 53.

Cl1A
CllA Cl1A CI6A Cl16A

WI  clA  clea cs3a  Cl6A C33A CSA (a3

GSH - + - + - + - 4+ - 4+ - + - o+ - %
GSNO + - 4+ - + -+ .+ .+ -+ L+
R - - — -

SO TACE s —— o S — G G A fam s st — —_—

Figura 17: Ensaio de biotinilacdo de PtpA e mutantes para deteccdo de
proteinas S-nitrosiladas. A PtpA e mutantes em tampdo HEN foram tratadas
com 1 mM de GSNO (doador de NO) ou 1 mM de GSH (controle negativo).
Em seguida, as amostras foram incubadas com MMTS para bloqueio dos
residuos de cisteinas livres, reduzidas com ascorbato de sodio e posteriormente
submetidas a biotinilagdo. Em WB estd a revelagdo do Western blot com
anticorpo anti-biotina e abaixo esta a SDS-PAGE das mesmas amostras.

4.4 Confirmagdo da biotinilacdo por espectrometria de massa
MALDI-TOF

Além do western bloting, a biotinilagdo da C53 pOde ser
confirmada por espectrometria de massa MALDI-TOF. Nas amostras
tratadas com GSNO, ocorre a adi¢do da biotina, razdo massa/carga (m/z)
de 428 Da. J& nas amostras tratadas com GSH, ocorre o bloqueio das
cisteinas livres pela reacdo com MMTS, o que leva a um aumento da
m/z de 46 Da (SCHj3). Dessa maneira, a analise dos fragmentos tripticos
da PtpA selvagem e mutantes por MALDI-TOF revelou que, quando as
proteinas sdo S-nitrosiladas e biotiniladas pela técnica de biotin switch,
0 peptideo contendo a C53 tem sua m/z aumentada em 382 Da.- tal valor
corresponde a diferenca entre o acréssimo de m/z da biotina de 428 Da.
e do grupo SCH; de 46. Essa adi¢do de m/z confirma a biotinilagdo do
residuo C53 na PtpA selvagem (Figura 18), PtpA C11A (Figura 19), e
PtpA C16A (Figura 20). J& na mutante PtpA C53A ndo ocorre
deslocamento da m/z quando as amostras sdo tratadas com GSNO em
vez de GSH (Figura 21). O peptideo contendo C11 e C16 nao foi
encontrado nos espectros.



a
o]

ERls P4 Pl wt G5H 0.P4 MS Riw
i,‘ A 1963788
: VTSAGTGNWHVGSC(50113) ADER
1‘89?3!0
o ; 2073 586
893220 1768452 |
“ J 1053.257 L
55765  828.167 i 1407413 1587460 210300
: b, I ——— : W OO N

E "0:’_ P5 PIpA wh GENO 0PS ME Raw
" 1063743
£ B

5 VTSAGTGNWHYGSC (g orna) ADER -

+ i

1768 502

2 a8 '

Lo el 2 e | ] e &

(L] &o0 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 .
Figura 18: Espectro MALDI-TOF de PtpA selvagem. A, na proteina tratada
com GSH, observa-se o pico correspondente ao peptideo contendo C53 (m/z

1892). B, na proteina tratada com GSNO, o pico correspondente a C53 diminui
consideravelmente de intensidade ao mesmo tempo em que surge outro
correspondente a C53 biotinilada (m/z 2274).
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Figura 19: Espectro MALDI-TOF de PtpA C11A. A, na proteina tratada com

GSH, observa-se o pico correspondente ao peptideo contendo C53 (m/z 1892).
B, na proteina tratada com GSNO, o pico correspondente a C53 diminui
consideravelmente de intensidade a0 mesmo tempo em que surge outro
correspondente a C53 biotinilada (m/z 2274).
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Figura 20: Espectro MALDI-TOF de PtpA C16A. A,

na proteina tratada com

GSH, observa-se o pico correspondente ao peptideo contendo C53 (m/z 1892).
B, na proteina tratada com GSNO, o pico correspondente a C53 diminui
consideravelmente de intensidade ac mesmo tempo em que surge outro

correspondente & C53 biotinilada (m/z 2274).
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Figura 21: Espectro MALDI-TOF de PtpA C53A. Em A, a proteina foi tratada

com GSH e, em B, com GSNO. Ambos os espectros sdo idénticos, uma vez
que, substituindo o residuo de cisteina por alanina, nao ocorre nitrosilagdo nem

biotinilagdo da proteina.
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O sequenciamento de peptideos por MALDI/TOF-TOF
confirmaram a biotinilacdo do residuo C53 na PtpA ap6s tratamento
com GSNO (Figura 22), enquanto a proteina tratada com GSH nédo foi
biotinilada (Figura 23).
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Figura 23: Espectro TOF-TOF do precursor de m/z 2275. O sequenciamento confirma a sequéncia de aminoacidos
VTSAGTGNWHVGSC(4ppp_giotina) ADERA na amostra tratada com GSNO. O fragmento de m/z 531,06 corresponde a C53

biotinilada.
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45 Ensaios de atividade enzimatica de PtpA, PtpA_CI16A,
PtpA_C53A, PtpA_C16A/C53A na auséncia e presenca de GSNO.

Apos a confirmagdo da S-nitrosilagdo da C53 na PtpA selvagem
e mutantes, a atividade especifica destas foi mensurada para elucidar a
contribuicdo de cada residuo de cisteina no efeito da S-nitrosilacéo
sobre a atividade de PtpA e assim complementar nossos dados originais
(ECCO et al., 2010). No trabalho anterior, foi mostrado que a mutante
C53A apresenta atividade catalitica similar a enzima selvagem, a
mutante C16A possui atividade menor quando comparada a selvagem, e
a mutante C11A ndo apresenta atividade. Foi mostrado também que as
atividades da PtpA selvagem e mutante C16A sdo reduzidas apds o
tratamento com doador de NO, enquanto a atividade da mutante C53A
permanece similar a forma néo tratada com doador de NO (ECCO et al.,
2010). Neste trabalho, as atividades das demais duplas e tripla mutantes
foram avaliadas. A atividade de C16A/C53A é semelhante & C16A e,
assim como a C53A, ndo é inibida pela S-nitrosilacdo (Figura 25). As
demais mutantes foram testadas, porém, por ndo possuirem a cisteina
catalitica C11, ndo apresentam atividade.

Atividade Especifica

604
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Figura 25: Atividade de fosfatase da proteina Ptpa e mutantes em resposta ao
NO. As barras indicam a atividade especifica das proteinas tratadas com GSH
(branco) ou GSNO (preto). Todos os experimentos foram realizados em
quadruplicata. Two-Way ANOVA (***) p< 0.001.

Pode ser observada diferenca significativa na atividade da PtpA
selvagem e mutante C16A em presenca de GSNO (nitrosilada) e GSH
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(ndo-nitrosilada). As mutantes C53A e C16A/C53A apresentaram a
mesma atividade especifica quando tratadas ou ndo com doador de NO.
Esse resultado esta de acordo com encontrado para outras PTPs, nas
quais a incuba¢do com 1 mM de GSNO inibiu a atividade da PTP1B em
cerca de 60% (LI; WHORTON, 2003) e a PTEN teve sua atividade
diminuida 40 % (YU; LI; WHORTON , 2005). Comparar inibicoes.

4.6 Determinacdo dos parametros cinéticos — Viax, Ku € Keat — de
PtpA selvagem e mutante C53A na auséncia e presenca de GSNO

As velocidades iniciais das reacdes com diversas concentragcoes
de pNPP foram mensuradas (Figura 26). Os dados analisados resultaram
em Ky de 1,44 + 0,14 mM para a enzima selvagem e 1,44 = 0,26 mM
para a mutante C53A. Para a PtpA selvagem, 0s pardmetros Viax € Keat
foram 41,15 + 1,23 pmol pNP.min“.mg" e 13,73 + 0,41 sec’,
respectivamente, enquanto a mutante C53A apresentou valor de Vs de
41,88 + 2,36 umol pNP.min".mg™ e um valor de ke de 13,97 + 0,79
sec™. Desse modo, a mutacdo C53A ndo afeta 0s parametros cinéticos
da enzima. Por outro lado, quando PtpA selvagem é S-nitrosilada, Vimax
e kear S30 reduzidos pela metade (20,12 + 0,62 pmol pNP.min".mg™* e
6,71 + 0,21 sec™, respectivamente), enquanto o valor de Ky, permanece
0 mesmo (1,33 £ 0,13 mM). Diferentemente, a mutante C53A néo sofre
mudancas nos parametros cinéticos — Ky (1,38 = 0,17 mM), Vs (36,70
+ 1,40 umol pNP.min".mg™) e ke (12,24 + 0,47 sec™) — depois da
adicdo de doador de NO (Figura 26 e Tabela 1).

PtpAWT PtpA C53A
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Figura 26: Efeito da concentracdo de substrato na atividade enzimética de PtpA
selvagem e mutante C53A tratadas com GSH ou GSNO. Os experimentos
foram realizados em quadruplicata.
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Tabela 1. Parametros cinéticos (Vmax, Ku € Keat) de PtpA selvagem e
mutante C53A depois do tratamento com GSH ou GSNO.

V max Kwm Keat
(umol pNP.min’ (mM) (sec™)
1.mg-l)
PtpA + GSH 41,15+1,23 1,44 £0,14 13,73+0,41
PtpA + GSNO 20,12 £ 0,62 1,33+0,13 6,71+£0,21
PtpA C53A + GSH 41,88 + 2,36 1,44 +0,26 13,97 £0,79
PtpA C53A + GSNO 36,70 £ 1,40 1,38+0,17 12,24 £0,47

A diminuicio de Vs € Keat da proteina selvagem na presenca de
NO e a permanéncia desses valores na mutante C53A confirma que a S-
nitrosilacdo ocorre especificamente na cisteina nao catalitica C53, e essa
alteracdo ndo afeta a afinidade pelo substrato, uma vez que Ky
permanece constante.

4.7 Analise da estrutura secundaria de PtpA e mutantes por CD

Com o objetivo de avaliar a estabilidade estrutural da PtpA
frente a S-nitrosilacdo, experimentos de espectroscopia de dicroismo
circular (CD) foram realizados com a proteina selvagem e mutantes das
cisteinas. Os dados de CD obtidos para PtpA selvagem exibem um perfil
de estrutura secundaria tipico de o-hélice com picos minimos em 208nm
e 222nm. O espectro deconvoluido obtido por CDSSTR sugere uma
mistura de contetido de a-hélice (56%) e folha-p (11%). O método de
Contin também indica valores similares, com 53% a-hélice e 5% folha-p
(SREERAMA e WOODY, 2000). Esses dados estdo de acordo com a
estrutura cristalizada, na qual PtpA possui 51 % de a-hélice e 13 % de
folha-p (MADHURANTAKAM et al., 2005). Foi observado que as
mutantes C11A, C16A, C53A, C11A/C53A e Cl16A/C53A
apresentaram o0 mesmo contetdo de estrutura secundéria da enzima
selvagem, enquanto C11A/C16A e C11A/C16A/C53A ndo estdo
enovelados da mesma maneira (Figura 27). Nessas dupla e tripla
mutantes ocorre uma reducgdo de 30% no conteudo de a-hélice. Essa
reducdo realca a importdncia dos residuos C11/C16 na estrutura
secundaria de PtpA.
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Figura 27: Espectroscopia de dicroismo circular, na regido espectral de UV-
distante, de PtpA selvagem e mutantes.

Quando o doador de NO (GSNO) foi adicionado a PtpA
selvagem, o espectro total UV-distante ¢ muito similar (Figura 28),
indicando que a S-nitrosilacdo néo afeta o perfil de estrutura secundaria.
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Figura 28: Espectroscopia de dicroismo circular, na regido espectral de UV-
distante, de PtpA selvagem depois do tratamento com GSH e GSNO.
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4.8 Analise da estabilidade térmica de PtpA e mutantes

O perfil de desnaturacdo térmica de PtpA apresenta uma
temperatura de desnaturacdo (Ty) de 40,4 °C. A mutante C53A
apresenta uma Ty, muito proxima, 40,8 °C, enquanto as mutantes C11A,
C16A, C11A/C53A e C16A/C53A possuem menor estabilidade térmica
(Tw de 37,6, 33,3, 38,7 e 34,6 °C, respectivamente).

Por outro lado, quando a PtpA selvagem é S-nitrosilada, a Ty
diminui 4,2 + 0,6 °C quando comparada com a enzima no nitrosilada. E
importante mencionar que, depois do tratamento com agente redutor
DTT, o perfil de desnaturacdo original de PtpA tratada com GSNO é
restaurado, demonstrando a reversibilidade da S-nitrosilacdo da C53
(Figura 29A). Para confirmar que essa menor estabilidade térmica da
PtpA resulta da modificacdo por NO na C53, as mutantes da PtpA
também foram avaliadas. O perfil de desnaturacdo da C53A em
presenca de GSNO foi similar a forma néo tratada sugerindo que efeitos
minimos na estabilidade da proteina podem ocorrer quando a cisteina 53
€ mutada para alanina (Figura 29B). As mutantes C11A (Figura 29C) e
C16A (Figura 29E) também tém valor de Ty diminuido depois do
tratamento com GSNO em comparacdo com a forma néo nitrosilada das
mutantes (T de 36,1 e 30,1 °C respectivamente), enquanto as mutantes
Cl1A/C53A (Figura 29D) e C16A/C53A (Figura 29F) ndo tém
diferenca significativa entre as amostras tratadas e ndo tratadas com
GSNO (T de 38,9 e 34,1 °C respectivamente).
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Figura 29: Perfil de desnaturacdo térmica de PtpA selvagem (A) e mutantes (B
- F) apds tratamento com GSH (linha s6lida), GSNO (linha tracejada) ou GSNO
e DTT (linha pontilhada). Os experimentos foram realizados em triplicata.

De modo geral, as diferencas observadas nos valores de Ty
sugerem que a S-nitrosilacdo de PtpA afeta a estabilidade da proteina
através da modificacdo da C53 (Tabela 2 e Figura 30).
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Tabela 2. Valores médios das temperaturas de desnaturacao (Ty) em °C
de PtpA e mutantes apds tratamentos com GSH (1 mM), GSNO (1 mM)
e GSNO (1 mM) + DTT (1 mM).

GSH GSNO GSNO +DTT
PtpA 404172 35604 39910
PtpA C53A 40,8+0,6 39,7+0,5 40,4 +0,3
PtpA C11A 376x0,1 36,1+0,1 379+05
PtpA C11A/C53A 38,704 38,9+0,2 39,2+0,1
PtpA C16A 33,3+0,3 30,1+0,1 326+0,3
PtpA C16A/C53A 346 +0,3 34,1+0,2 34,3+0,2
6-
Bl Com Cys53
[J Sem Cys53

Variagéo da Ty, (°C)

Figura 30: Variacdo da Ty de PtpA selvagem e mutantes depois do tratamento
com GSNO. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Two-Way
ANOVA (***) p< 0.001, (**) p< 0.01.
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4.9 Ensaios de Ressonancia Magnética Nuclear da PtpA

Com o objetivo de avaliar possiveis mudangas na estrutura
tercidria decorrente da S-nitrosilagdo da C53 de PtpA, foram realizados
espectros bidimensionais de correlagéo heteronuclear (**N-HSQC) com
a PtpA marcada uniformemente com N. Perturbacdes dos
deslocamentos quimicos foram calculadas usando como referéncia o
assinalamento depositado no BMRB (ID: 6722) (SAXENA, 2005). A
maioria dos desvios de deslocamentos quimicos foram identificados na
PtpA, exceto os residuos L99 e V140. O assinalamento de todos 0s
demais residuos foi confirmado pelo experimento de HNCA. A proteina
marcada foi titulada com concentragdes crescentes de GSNO (50 UM a
1mM) e foram comparados com o espectro na auséncia do doador de
NO. Os desvios do deslocamento quimico de cada aminoécido para cada
concentracao do doador de NO foram medidos e colocados nos gréaficos
em funcéo do residuo de aminoécido (Figura 31).
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Figura 31: Desvios do deslocamento quimico observados em espectros
bidimensionais de correlacéo heteronuclear (**N-HSQC) da PtpA submetida a
diferentes concentragdes de GSNO. Para cada concentragdo de GSNO indicada,
estdo mostrados o grafico de desvio do deslocamento quimico em funcdo do
aminoacido e a estrutura da PtpA (PDB 1U2P). Nos gréficos, a linha pontilhada
em cinza representa a media das variagbes (0,0084 ppm), a linha azul claro



71

representa a média somada a um desvio padrdo (0,029 ppm) e a linha azul
escuro representa a média somada de dois desvios padrdo (0,049 ppm). Os
desvios do deslocamento quimico que atingiram valores maiores que a média
somada de um desvio padrdo foram coloridos com a cor correspondente. Nas
figuras da estrutura, os residuos com variacdo significativa observados no
grafico estdo identificados e coloridos com o tom de azul correspondente. Os
residuos de Cys também estdo identificados e apresentam-se coloridos em
vermelho.

Na concentragdo de 1 mM de GSNO, os residuos G51, S52,
E56, R57, R72 e A73 apresentaram desvios dos deslocamentos quimicos
maiores que a média acrescida de dois desvios padrdes. Menores
perturbacfes - maiores que a média mais um desvio - foram também
identificadas nos residuos A54, A58, L62, S117, D123, S133 e Al45.
Mesmo em baixas concentragcBes (100 pM), foi observado que o0s
residuos S52, D55, R57 e A58 foram afetados pelo NO - maioria dos
residuos localizados no loop variavel em torno da C53. Para verificar se
os residuos foram realmente afetados pelo NO, a amostra titulada com
GSNO foi quimicamente reduzida com DTT com o intuito de romper a
ligacdo cisteina-NO. A reversibilidade das perturbacbes de
deslocamentos quimicos ap06s a adicdo de DTT confirmou que o NO
modifica os residuos adjacentes a C53 (Figura 31).

4.10 Clonagem do gene que codifica a PtkA

Recentemente, Bach, Wong e Av-Gay (2009) mostraram que a
PtpA é fosforilada por uma tirosina cinase, a PtkA. Além de fosforilar a
PtpA em dois residuos de tirosinas adjacentes — Y128 e Y129 — a PtkA
também se autofosforila na Y262. Segundo analise de sua sequéncia
primaria, a PtkA é um membro da superfamilia HAD (Haloacid
Dehalogenase-like hydrolase) (COLE et al., 1998; COLE et al., 2002).

O fragmento génico correspondente ao gene Rv2232 que
codifica a proteina PtkA foi obtido na reacdo de amplificacdo a partir do
DNA gendmico de M. tuberculosis. A banda observada esta entre 0s
marcadores de 800 e 900 pb, valor condizente com o valor teérico
esperado de 898 pb do fragmento (Figura 32).
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898pb

Figura 32: Eletroforese em gel de agarose 1% do produto de amplifica¢do do
gene que codifica PtkA de M. tuberculosis. 1. Marcador de massa molecular. 2.
Banda correspondente ao fragmento amplificado de 898 pb do gene Rv2232 que
codifica a proteina PtkA.

Ap6s a ligacdo do fragmento génico ao pGEM®-T Easy Vector,
este foi digerido com as enzimas de restricdo Ndel e BamHI (Figura 33).
Essa reacdo possibilitou a formacdo do fragmento génico com
extremidades coesivas que permitem o pareamento da regido codificante
do gene com o vetor de expressdo pET14b, uma vez que este também
foi digerido com as mesmas endonucleases (Figura 34).

12 3

Figura 33: Clivagem do vetor pGEM®-T Easy com as enzimas de restricio

Ndel e BamHI liberando o fragmento génico que codifica a PtkA. 1, marcador
de massa molecular; 2, inserto controle, 3, plasmideos digeridos. Eletroforese
em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.
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Figura 34: Digestdo do vetor de expressdo pET-14b com as enzimas de
restricdo Ndel e BamHI. 1. Vetor ndo digerido. 2. Vetor digerido. Eletroforese
em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.

O fragmento génico que codifica PtkA foi ligado ao vetor pET-
14b e o produto dessa reacdo foi usado para transformar bactérias E. coli
DHS5a. Com o intuito de verificar a presenca do plasmideo com o gene
de interesse nas colbnias bacterianas, foi feito PCR do DNA extraido
das col6nias transformadas. Os fragmentos amplificados apresentaram
cerca de 898pb que correspondem ao fragmento do gene inserido ao
vetor (Figura 35).

900pb
800pb

Figura 35: PCR do DNA extraido das coldnias de E. coli DH5a transformadas
com o vetor ligado ao fragmento. 1. Marcador de massa molecular; 2. PCR do
fragmento que codifica PtkA; 3. PCR das colbnias - bandas correspondentes ao
fragmento de 898 pb sdo observadas. Eletroforese em gel de agarose 1% corado
com brometo de etidio.

As colbnias positivas foram cultivadas e foi realizada a extracéo
dos plasmideos conforme instrucdes do kit comercial. Apos a extracdo,
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os plasmideos foram digeridos com as enzimas de restricdo Ndel e
BamHI (Figura 36) para confirmar se os fragmentos estavam inseridos
nos vetores. A digestdo liberou um fragmento de massa proxima a
esperada, de 898 pb.

Figura 36: Digestdo dos plasmideos pET14b-Mt_PtkA com as enzimas Ndel e
BamHI. Fragmento de 898 pb (inserto) liberado ap6s a clivagem pelas enzimas
confirma a insergdo do gene de interesse nos plasmideos. 1, marcador de massa
molecular; 2, inserto controle, 3, plasmideos digeridos; 4, plasmideo ndo
digerido. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.

Os plasmideos foram sequenciados e foi confirmada a presenca
do gene que codifica a PtkA.

4.11 Expressao e purificagdo de PtkA recombinante

A proteina PtkA de M. tuberculosis foi expressa em E. coli
BL21(DE3) a partir do vetor de expressdo pET14b-Mt_PtkA. A proteina
recombinante com cauda de histidinas na por¢do N-terminal (massa
tedrica de 32 kDa), contida na fragdo sollvel bacteriana, foi purificada
por IMAC e eluida com concentragdo crescente de 100 mM a 300 mM
de imidazol (Figura 37, linhas 3, 4, 5 e 6). As fragGes eluidas da coluna
HisTrap correspondentes a PtkA recombinante foram coletadas,
reunidas e submetidas a didlise em tampdo redutor para remocdo do
imidazol.
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Figura 37: Purificacdo da PtkA recombinante por IMAC em cromatografo
AKTA. A. Gréfico da eluigdo das proteinas com concentragdes crescentes de
imidazol. A fracdo soluvel do lisado bacteriano (contendo a PtkA recombinante
com cauda de histidinas N-terminal) foi aplicada & coluna HisTrap e a coluna
foi lavada com concentracBes crescentes de imidazol. Em cinza, no eixo das
ordenadas esquerdo, esta representada a absorbancia a 280 nm de cada volume
de eluicdo. Em preto, no eixo das ordenadas direito, estd representada a
concentracdo de imidazol em cada volume de eluicdo. As faixas cinza
enumeradas sdo as fracdes eluidas, coletadas e analisadas no SDS-PAGE
mostrado em B. B. SDS-PAGE da purificagdo da PtkA. As fragGes bacterianas e
as fragOes coletadas (1-7) foram analisadas em SDS-PAGE 10%. A seta indica a
banda correspondente a PtkA (32,7 kDa). M, marcador de massa molecular; P,
fragdo insoluvel do lisado bacteriano; SN, fragdo soltvel do lisado bacteriano.
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Apo6s as didlises para retirada do imidazol, a PtkA foi
concentrada, quantificada e armazenada a -20°C para realizacdo dos
demais experimentos. O rendimento final de cada purificacdo foi de
aproximadamente 5 mg de proteina por litro de cultivo.

4.12. Analise por espectrometria de massa da proteina Ptka

A identidade da proteina PtkA purificada foi confirmada por
espectrometria de massa da proteina digerida com a enzima tripsina e da
ndo digerida - massa intacta. No espectro da proteina intacta foi
encontrada uma massa de 32.756 Da, valor semelhante ao teérico de
32.727 Da (Figura 38).

£ 8000
g

Intens. [a.u]

32756.230
7000+

6000

50001

4000

3000+

20001

e e e L e e e B e e LN U s
25000 30000 35000 40000 45000 50000 55000 60000
miz

Figura 38: Espectro MALDI-TOF de PtkA intacta, no qual foi observada uma
massa de 32.756 Da.

No espectro da proteina digerida com tripsina, foram
observados 0s peptideos correspondentes da PtkA, sendo que 85% da
sequéncia de aminodcidos foi confirmada (Figura 39).
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Figura 39: Identificacdo de PtkA por espectrometria de massa MALDI-TOF.
Acima, espectro obtido da proteina digerida com tripsina. Abaixo, sequéncia de
aminoacidos de PtkA, na qual os peptideos identificados encontram-se
sublinhados.

4.13 Modelagem molecular por homologia estrutural de PtkA

O modelo estrutural de PtkA foi construido a partir de uma
fosfatase putativa de Clostridium difficile (PDB ID: 3SD7), a qual
apresenta 33 % de similaridade com a Ptka de M. tuberculosis. Ambas
pertencem & classe HAD, uma superfamilia de hidrolases que
compreende fosfatases, epoxido-hidrolases e dehalogenases (WANG et
al, 2001).

As enzimas dessa superfamilia contém trés motivos de
sequéncias altamente conservadas: O motivo |: DXDX[T/V][L/V];
motivo II: [S/T]XX, e motivo IlI: K-[G/S][D/S]XXX[D/N] (Figura 40)
O sitio ativo é formado pelos trés motivos de sequéncia conservada e
pela ligacdo do Mg?* e do fosfato na estrutura (WANG et al, 2001). De
acordo com a comparacdo de estrutura dos membros dessa familia com
a de PtkA, os residuos cataliticos sdo o aspartato 85 (motivo ), treonina
182 (motivo I1), lisina 217 e aspartato 240 (motivo I11), mostrados na
figura 41.
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Figura 40: Alinhamento da sequéncia de PtkA de M. tuberculosis com seus
homologos. P(Cd) - fosfatase putativa de Clostridium difficile -, SP0104 (Sp) —
hidrolase de Streptococcus pneumoniae -, PSP (Mj) — fosfoserina fosfatase de
Methanococcus jannaschii. As espirais vermelhas indicam aminoacidos que se
encontram em a-hélices, a seta verde indica fita-B. Os motivos conservados
estdo em vermelho e nomeados acima. Os aminoécidos cataliticos (D85, T182,
K217 e D240 para PtkA) estdo sublinhados em azul.

No alinhamento da estrutura primaria de PtkA com outros
membros da familia, pode ser observado que a PtkA possui uma
sequéncia N-terminal incomum as demais proteinas. Essa sequéncia ndo
pbde ser modelada (Figura 41) e ndo se sabe a importancia dela na
enzima.
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Figura 41: Modelo estrutural de PtkA de M. tuberculosis. A modelagem
molecular foi construida a partir da estrutura de uma fosfatase putativa de
Clostridium difficile (PDB ID: 3SD7). Em azul, estdo destacados os residuos do
sitio ativo, D85, T182, K217 e D240, em verde a tirosina que sofre
autofosforilacdo (Y262).

4.14 Anélise da estrutura secundaria de PtkA recombinante por
Dicroismo Circular (CD)

Com o objetivo de avaliar o conteido de estrutura secundaria de
PtkA recombinante, experimentos de espectroscopia de dicroismo
circular (CD) foram realizados. Os dados de CD obtidos para PtkA
selvagem exibem um perfil de estrutura secundaria tipico de a-hélice
com picos minimos em 208nm e 222nm. O espectro deconvoluido
obtido por CDSSTR sugere uma mistura de contetido de a-hélice (50%)
e folha-p (14%). O método de Contin também indica valores similares,
com 42% o-hélice e 7% folha- (SREERAMA; WOODY, 2000).
(Figura 42). Esses valores sdo similares aos propostos na modelagem
molecular, de a-hélice (40%) e folha-B (9%), 0 que sugere que a
proteina recombinante esta corretamente enovelada.
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Figura 42: Espectroscopia de dicroismo circular, na regido espectral de UV-
distante, de PtkA selvagem.

As proteinas da familia HAD requerem Mg?* para a hidrélise do
ATP. Dessa forma, foi analisada a influéncia do metal na estrutura
secundaria. O espectro de CD apresentou o mesmo perfil na auséncia e
presenca de MgCl,, o que sugere que a ligacdo do metal ao sitio
catalitico ndo altera o conteldo de estrutura secundaria (Figura 43).
Porém, quando a enzima é submetida a desnaturacdo térmica, €
observado que a Ty aumenta consideravelmente na presenca do metal,
de 31 °C para 43 °C (Figura 44). Assim, a ligagdo do metal ao sitio
ativo, estabiliza a estrutura terciaria da proteina.
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Figura 43: Espectroscopia de dicroismo circular, na regido espectral de UV-
distante, de PtkA selvagem sem adicdo de MgCl,, linha preta, e em presenca de
1 mM de MgCl,, tracejado.
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Figura 44: Perfil de desnaturacdo térmica de PtkA selvagem sem adi¢do de
MgCl,, linha preta, e em presenca de 1 mM de MgCl,, tracejado.
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4.15 Ensaio de fosforilacdo de PtpA pela PtkA

N&o foi observada a fosforilagio de PtpA nem a
autofosforilacdo de PtkA como descrito anteriormente (BACH; WONG,;
AV-GAY, 2009). Assim, deve-se ainda otimizar as condicfes para essa

reacao.

4.16 Ensaio de biotinilacdo de PtkA

Com o objetivo de avaliar se PtkA, assim como PtpA, é S-
nitrosilada, o ensaio de biotin switch foi realizado com aliquotas de
ambas as proteinas puras (Figura 45). Como pode ser observado, a PtkA

também é S-nitrosilada pela acéo do doador de éxido nitrico, GSNO.

PtpA
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GSNO GSH

kDa
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Figura 45: Ensaio de biotinilagdo de PtkA selvagem para a deteccdo de
proteinas S-nitrosiladas. A PtpA (controle positivo) e PtkA em tampdo HEN
foram tratadas com 1 mM de GSNO (doador de NO) ou 1 mM de GSH
(controle negativo). Em WB esta a revelagdo do Western blot com anticorpo

anti-biotina e abaixo estd a SDS-PAGE das mesmas amostras.
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4.17 Mutacao sitio-dirigida de PtkA

Para confirmar a S-nitrosilagdo de PtkA, seu Unico residuo de
cisteina foi mutado para alanina. Os fragmentos génicos da mutacdo
sitio dirigida PtkA C61A mostraram na eletroforese em gel de agarose
tamanhos condizentes ao esperado (Figura 46). A banda do fragmento A
estd proxima de 200 pb quando o valor tedrico é de 208 pb. A banda do
fragmento B esta entre 700 e 800 pb, sendo o valor tedrico 723 pb.
Depois de formados os fragmentos A e B, estes foram unidos o que deu
origem ao fragmento mutado PtkA C61A. A banda observada esta entre
os marcadores de 800 e 900pb, valor condizente com o valor tedrico
esperado de 898 pb do fragmento, e do mesmo tamanho do fragmento
da PtkA selvagem.

800pb
B00pb

200ph

Figura 46: Mutagdo sitio-dirigida PtkA C61A. 1. Marcador de massa
molecular. 2. Fragmento A da mutagdo sitio-dirigida, 208 pb. 3. Fragmento B
da mutagdo sitio-dirigida, 723 pb. 4. Fragmento mutado, unido de A e B, 898
pb. 5. Fragmento da PtkA selvagem, 898 ph. Eletroforese em gel de agarose 2%
corado com brometo de etidio.

Depois de obtido o fragmento mutado, este foi ligado ao vetor de
expressdao pET-14b da mesma forma que o fragmento selvagem. A
mutacado sitio-dirigida foi confirmada por sequenciamento de DNA no
qual foi observada a troca da cisteina 61 por uma alanina.
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4.18 Ensaio de biotinilacio de PtkA selvagem e mutante C61A

O ensaio de biotin switch foi novamente realizado, agora com
PtkA selvagem e mutante C61A (Figura 47).

PtkA wt PtkA C61A

GSNO GSH GSNO GSH
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Figura 47: Ensaio de biotinilagdo de PtkA e mutante C61A para deteccdo de
proteinas S-nitrosiladas. As proteinas, em tampdo HEN foram tratadas com 1
mM de GSNO (doador de NO) ou 1 mM de GSH (controle negativo). Em WB
esta a revelagdo do Western blot com anticorpo anti-biotina e abaixo esta a
SDS-PAGE das mesmas amostras.

A mutante desprovida da C61 ndo foi biotinilada, o que
confirmou a S-nitrosilacdo da PtkA nesse residuo de aminoéacido.

4.19 Clonagem do gene que codifica SapM de M. tuberculosis

Uma terceira proteina do M. tuberculosis foi estudada neste
trabalho, a SapM (Secreted acid phosphatase of M. tuberculosis). Assim
como a PtpA, a SapM também é secretada por esse micro-organismo e
um importante fator de viruléncia. A biologia dessa proteina ainda é
muito pouco conhecida, porém ja é apontada como um provavel alvo
terapéutico no combate a tuberculose tendo em vista sua importancia na
infeccéo.

O fragmento génico correspondente ao gene Rv3310 que
codifica a proteina SapM, foi obtido na reagdo de amplificagdo a partir
do DNA gendmico de Mycobacterium tuberculosis. A banda observada
estd entre os marcadores de 700 e 800pb, valor condizente com o valor
tedrico esperado de 792 pb do fragmento.
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Figura 48: Eletroforese em gel de agarose 1 % da amplificagdo do gene que
codifica a proteina SapM de Mycobacterium tuberculosis. 1. Marcador de massa
molecular. 2. Banda correspondente ao fragmento amplificado de 792 pb do
gene Rv3310 que codifica a proteina SapM.

Ap6s a ligacdo do fragmento génico ao vetor pGEM®-T Easy
Vector, este foi digerido com as enzimas de restricdo Xhol e BamHI
(Figura 49). Essa reacdo possibilitou a formagdo do fragmento génico
com extremidades coesivas que permitem o pareamento da regido
codificante do gene com o vetor de expressdo pET14b, uma vez que este
também foi digerido com as mesmas enzimas (Figura 50).

Figura 49: Clivagem do vetor pGEM® -T Easy com as enzimas de restricio
Xhol e BamHI liberando o fragmento génico que codifica a SapM. 1, marcador
de massa molecular; 2, plasmideos digeridos. Eletroforese em gel de agarose
1% corado com brometo de etidio.
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Figura 50: Digestdo do vetor de expressdo pET-14b com as enzimas de
restricdo Xhol e BamHI. 1. Vetor ndo digerido. 2. Vetor digerido. Eletroforese
em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.

O fragmento génico que codifica SapM foi ligado ao vetor pET-
14b e o produto dessa reacdo foi usado para transformar bactérias E. coli
DH50. Com o intuito de verificar a presenga do plasmideo com o gene
de interesse nas coldnias bacterianas, foi feito PCR diretamente das
colbnias transformadas. Os fragmentos amplificados apresentaram os
cerca de 792 pb que correspondem ao fragmento do gene inserido ao
vetor (Figura 51).

b. i

Figura 51: PCR do DNA extraido das coldnias de E. coli DH5a transformadas
com o vetor ligado ao fragmento. 1, Marcador de massa molecular; 2, PCR das
colbnias - bandas correspondentes ao fragmento de 792 pb sdo observadas.
Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.
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As colbnias positivas foram cultivadas e foi realizada a extragéo
dos plasmideos conforme instrugdes do kit comercial. Apos a extracéo,
0s plasmideos foram digeridos com as enzimas de restricdo Xhol e
BamHI (Figura 52) para confirmar se os fragmentos estavam inseridos
nos vetores. A digestdo liberou um fragmento de cerca de 792 pb
conforme o esperado.

792pb

Figura 52: Digestdo dos plasmideos pET14b-Mt_SapM com as enzimas Xhol e
BamHI. Fragmento de 792 pb (inserto) liberado apds a clivagem pelas enzimas
confirma a insercdo do gene de interesse nos plasmideos. 1, fragmento de DNA
que codifica SapM (controle); 2, plasmideos digeridos; 3, plasmideo ndo
digerido. Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.

Os plasmideos foram sequenciados e foi confirmada a presenca
do gene que codifica a SapM.

4.20 Teste de inducéo da expressdo de SapM recombinante

A SapM permaneceu na fragéo insoltvel do lisado bacteriano
em todas as condigBes de expressdo. Pdde-se observar também que a
SapM foi expressa em maior quantidade em cepas E. coli BL21 (DE3)
pLysS do que em E. coli BL21 (DE3) e que a temperatura 6tima de
expressao foi 15 °C durante 20 horas (ON) (Figura 53).
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Figura 53: Teste de indugdo da expressdo de SapM. P, pellet, fracdo insoldvel
do lisado; SN, sobrenadante, fragdo soltvel do lisado; ON, overnight, 20 horas
de indugdo. A seta cinza indica a banda correspondente a SapM. A proteina é
melhor expressa em cepa E. coli BL21 (DE3) pLysS, a 15°C, por 20 horas, com
0,5 mM de IPTG.

4.21 Purificagdo de SapM recombinante

A proteina recombinante com cauda de histidinas na por¢do N-
terminal (massa tedrica de 29,7 kDa), contida na fragdo insollvel
bacteriana, foi solubilizada com ureia 8 M e purificada por IMAC. A
proteina foi eluida com concentracdo crescentes de imidazol (Figura
54). As fragdes eluidas da coluna HisTrap correspondentes & SapM
recombinante foram coletadas e reunidas. Para a retirada da ureia e re-
enovelamento, SapM foi diluida e dialisada contra tamp&o Tris 100 mM
(pH 8,0), L-arginina 250 mM, EDTA 1 mM, GSH 1 mM, glicerol 30 %,
quantificada e armazenada a  -20°C para realizacdo dos demais
experimentos. O rendimento final de cada purificacdo foi de
aproximadamente 13 mg de proteina por litro de cultivo.
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Figura 54: Purificacdo da SapM recombinante por IMAC em cromatdgrafo
AKTA. A. Gréfico da eluigio das proteinas com concentracdes crescentes de
imidazol. A fragdo do lisado bacteriano solubilizada com ureia (contendo a
SapM recombinante com cauda de histidinas N-terminal) foi aplicada a coluna
HisTrap e a coluna foi lavada com concentragdes crescentes de imidazol. Em
cinza, eixo das ordenadas esquerdo, esta representada a absorbancia a 280 nm
de cada volume de eluicdo. Em preto, eixo das ordenadas direito, estd
representada a concentragdo de imidazol em cada volume de elui¢do. As faixas
cinza enumeradas sdo as fragdes eluidas, coletadas e analisadas na SDS-PAGE
mostrada em B. B. SDS-PAGE da purificagdo da SapM. As fra¢Bes bacterianas
e as fragBes coletadas foram analisadas em SDS-PAGE 10%. A seta indica a
banda correspondente & SapM (29,7 kDa). M, marcador de massa molecular; P,
fracdo insolivel do lisado bacteriano; SNu, fracdo do lisado bacteriano
solubilizada com ureia 8 M. A fracdo 6 corresponde a proteina dialisada contra
tampao redutor.
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4.22 Anélise por espectrometria de massa da proteina SapM

A identidade da proteina SapM purificada foi confirmada por
espectrometria de massa da proteina digerida com a enzima tripsina e da
ndo digerida - massa intacta. No espectro da proteina intacta foi
encontrada uma massa de 29.729 Da, valor semelhante ao tedrico de
29.700 Da (Figura 55).
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Figura 55: Espectro MALDI-TOF de SapM. Foi observada uma massa de
29.729 Da.

No espectro da proteina digerida com tripsina, foram
observados 0s peptideos correspondentes da SapM, sendo que 50% da
sequéncia de aminodcidos foi confirmada (Figura 56).
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Figura 56: Identificacdo de SapM por espectrometria de massa MALDI-TOF.

Acima, espectro obtido da proteina digerida com tripsina. Abaixo, sequéncia de

aminoacidos de SapM, na qual os peptideos identificados encontram-se

sublinhados.

4.23 Andlise da estrutura secundaria de SapM recombinante por
CD

Com o objetivo de avaliar o contetido de estrutura secundaria de
SapM recombinante por CD, a proteina foi dialisada contra diversos
tampdes com concentragBes reduzidas de sais. Baixas concentragdes de
sais e tamp0es sdo preconizados para experimentos de CD, uma vez que
estes aumentam a voltagem do sistema, o que interfere na aquisicdo dos
dados (KELLY et al., 2005). Contudo, em todas as condi¢des testadas a
proteina precipitou, o que impossibilitou a realizagdo do experimento.
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5. DISCUSSAO

A PtpA de M. tuberculosis é secretada no citosol dos
macréfagos, sendo essencial para o sucesso da infeccdo em humanos
(COWLEY; BABAKAIFF; AV-GAY, 2002; BACH et al., 2008;
GRUNDNER; COX; ALBER, 2008). Recentemente foi mostrado que a
PtpA sofre S-nitrosilagdo e essa modificagdo ocorre na C53. Como
consequéncia, a S-nitrosilacdo na C53 de PtpA diminui sua atividade
fosfatase (ECCO et al., 2010). Diferentemente do que foi observado em
alguns estudos de S-nitrosilagdo de PTPs até agora (CHEN et al., 2008),
a S-nitrosilagdo da PtpA ndo ocorre na cisteina catalitica (C11). Dessa
maneira, este trabalho contribui para um melhor entendimento do efeito
dessa modificacdo poés-traducional da estrutura, estabilidade e na
atividade enzimatica de PtpA.

5.1 A S-nitrosilacdo da C53 ndo altera a afinidade de PtpA pelo
substrato

Nos ensaios de atividade enzimatica foi observada diferenca
significativa na atividade da PtpA selvagem e mutante C16A
nitrosiladas quando comparadas a forma ndo-nitrosilada. Em
contrapartida, as mutantes C53A e C16A/C53A apresentaram a mesma
atividade especifica quando tratadas ou ndo com doador de NO. Esse
resultado estd de acordo com o exposto previamente para PtpA, no qual
a S-nitrosilagdo da C53 diminui cerca de 40 % a atividade fosfatase
(ECCO et al., 2010) e o encontrado para outras PTPs, nas quais a
incubacdo com 1 mM de GSNO inibiu a atividade da PTP1B em cerca
de 60% (LI; WHORTON, 2003) e a PTEN teve sua atividade diminuida
40 % (YU; LI; WHORTON , 2005).

A diminuicdo dos valores de Vs € keor da proteina selvagem na
presenca de NO e a permanéncia desses valores na mutante C53A
confirma que a S-nitrosilacdo ocorre especificamente na cisteina ndo
catalitica C53, e essa alteracdo ndo afeta diretamente o sitio catalitico
uma vez que a constante de afinidade ao substrato - Ky - mantém-se
constante.
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5.2 A S-nitrosilacdo da C53 diminui a estabilidade térmica de PtpA

A S-nitrosilacdo ndo afeta o perfil de estrutura secundaria de PtpA.
Porém, quando a proteina selvagem é nitrosilada pelo GSNO, a Ty
diminui cerca de 4 °C, enquanto na mutante C53A ndo é observada
diferenca significativa. Apds tratamento com DTT, a nitrosilagcdo é
desfeita e o perfil de PtpA é restaurado. As mutantes C16A e C11A
também possuem menor Ty, ap6s tratamento com GSNO em relagdo ao
tratamento com GSH. Ja as mutantes C16A/C53A e C11A/C53A ndo
apresentam variagdo da Ty, assim como C53A. Essas diferencas
observadas nos valores da Ty sugerem que a S-nitrosilagdo da cisteina
53 afeta a estabilidade térmica da proteina.

A S-nitrosilacdo ja foi associada a estabilidade em algumas
proteinas, como na fosfatase PTEN (KWAK et al., 2010), no fator de
transcricdo de E. coli OxyR (KIM et al., 2002) e na proteina do canal
intracelular de calcio CLIC4 (MALIK et al., 2010). No caso de CLIC4,
a S-nitrosilacdo altera a conformacdo dessa proteina e afeta a sua
interacdo com outras proteinas, as quais medeiam a translocacdo desta
do citoplasma para o nucleo. Esse estudo também avaliou a estabilidade
de CLIC4 por CD e, da mesma forma que para a PtpA, a Ty, de CLIC4
S-nitrosilada € menor que a da proteina ndo modificada. Curiosamente,
a taxa de reducdo da Ty, de CLIC4 é semelhante a observada para a
PtpA, com ATy= 3,4 °C.

5.3 A S-nitrosilagdo da C53 provoca mudanca conformacional na
regido em torno da modificagéo

Na presenca de 1 mM de GSNO, os residuos na regido do V-
loop em torno da C53 foram os que apresentaram maiores desvios dos
deslocamentos quimicos. Essas perturbacdes de deslocamentos quimicos
foram revertidas apés a adicdo de DTT, o que confirma que a S-
nitrosilacdo da C53 modifica a conformacdo dos seus residuos
adjacentes.

Além de serem estruturalmente proximos da cisteina 53
nitrosilada, alguns dos aminoacidos (ou residuos adjacentes) que sofrem
deslocamentos sdo importantes na estabilizacéo e ligacdo do substrato.
Acredita-se que a H49 e a S52 sdo importantes na determinacdo da
especificidade do substrato. Além disso, os residuos N14, S18, S42 e
H71 formam uma rede de pontes de hidrogénio que estabilizam a
estrutura do P-loop catalitico, 0 que permite a ligagdo do substrato e
estabiliza o intermediario da reacdo (MADHURANTAKAM et al.,
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2005). As mudancas desses aminoacidos ajudam a explicar a reducao de
atividade observada em decorréncia da S-nitrosilagao.

Até hoje, hd poucos estudos de mudangas estruturais
envolvendo S-nitrosilacdo. Em relacdo a modificacBes estruturais
terciarias, Schrelter e colaboradores (2007) demonstraram haver uma
mudanca conformacional da miosina de Thunnus atlanticus quando a
mesma é S-nitrosilada. H4 uma modificacdo dos residuos proximos a
Cys10 nitrosilada, causando a movimentacdo do loop que contém essa
cisteina e das duas hélices adjacentes ao loop. A determinacdo por
cristalografia da estrutura da tiorredoxina nitrosilada também
demonstrou leves mudangas conformacionais na regido das Cys62 e
Cys69 nitrosiladas, (WEICHSEL; BRAILEY; MONTFORT, 2007).
Além disso, estudos de RMN com a proteina p21Ras GTPase
demonstraram que a S-nitrosilacdo altera os deslocamentos quimicos
dos residuos préximos estruturalmente da Cys118 nitrosilada. No
entanto, nesse caso, ndo ha outras grandes alteracBes estruturais
(WILLIAMS; PAPPU; CAMPBELL, 2003).

5.4 Importancia da S-nitrosilacdo de PtpA para a biologia de M.
tuberculosis

Durante a infeccdo, o M. tuberculosis é exposto a mecanismos
de defesa do hospedeiro como a producdo de ERN e ERO. O papel do
oxido nitrico no combate ao M. tuberculosis ainda é discutido. Enquanto
alguns trabalhos destacam o papel microbicida do NO e outras ERN
(CHAN et al., 1992; RICH et al., 1997; ZAHRT; DERETIC, 2002),
outros argumentam que o NO n&o elimina completamente o patdgeno, ja
gue este possui mecanismos de detoxificacdo e resisténcia a essas
espécies (ZAHRT; DERETIC, 2002; DARWIN et al., 2003;
ATTARIAN et al., 2009). Acredita-se que o NO, além de controlar a
infeccdo, poderia também funcionar, juntamente com ERO e outras
ERN, como um sinal para o estabelecimento da infec¢do latente
(KUMAR et al., 2007).

Dessa maneira, é possivel formular duas hipéteses para o papel
bioldgico da S-nitrosilacdo da PtpA de M. tuberculosis. Na primeira
hipotese, a S-nitrosilacdo da PtpA seria um mecanismo de defesa do
hospedeiro contra o patégeno. Com a producdo de ERO e ERN no
macréfago, a PtpA seria S-nitrosilada e oxidada e sua atividade seria
reduzida. Com a inibicdo da PtpA, mesmo que parcial, o crescimento da
micobactéria seria prejudicado. Na segunda hipotese, a S-nitrosilacdo da
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PtpA poderia ser um mecanismo de sinalizagdo do M. tuberculosis
(ECCO, 2010). De forma andloga ao que ocorre com a proteina humana
CLIC4 (MALIK et al., 2010), a S-nitrosilagdo da PtpA poderia interferir
no transporte de PtpA para o citoplasma do macrofago, podendo alterar
sua interacdo com proteinas de transporte (ECCO, 2010). A PtpA atua
no macrofago e sua secrecdo é aumentada em decorréncia do processo
de infeccdo (COWLEY; BABAKAIFF; AV-GAY, 2002), mas o
mecanismo dessa secrecdo ainda ndo é conhecido. Ha a possibilidade de
que a fosforilacdo da PtpA pela PtkA medeie esse transporte (CHAO et
al., 2010), mas nenhuma evidéncia experimental desse fato foi
demonstrada até agora. Stehle e colaboradores (2012) mapearam por
RNM os residuos de aminoacidos de PtpA que sofrem deslocamentos
quimicos quando a proteina é titulada com PtkA. Foi observado que
alguns residuos do P-loop, V-loop , PDYY-loop e hélice 5 foram os
mais afetados pela interacdo. Como observado no presente trabalho, a S-
nitrosilacdo provoca modificagdes estruturais na regido em torno da
C53, no V-loop. Assim, supBe-se que a S-nitrosilacdo, além de interferir
na atividade e estabilidade térmica de PtpA, possa afetar a interacdo de
PtpA com a PtkA. Pode-se ainda supor que haja uma relacdo entre a S-
nitrosilacdo e a fosforilacdo de PtpA, sendo que uma modificacdo pode
interferir na outra ou ainda que as duas juntas tenham um efeito
inesperado. Dessa forma, torna-se fundamental o melhor entendimento
da interacdo de PtpA com a PtkA, assim como e o efeito do NO sobre
cada uma das enzimas e sobre a intera¢do de ambas.

5.5 O fon Mg®* é importante para a estabilidade térmica de PtkA de
M. tuberculosis

A PtkA é a Unica cinase pertencente a superfamilia de
hidrolases HAD. As enzimas dessa superfamilia contém trés motivos de
sequéncias altamente conservadas, também presentes na PtkA como
observado no alinhamento com sequencias de proteinas da mesma
classe. De acordo com a comparacdo de estrutura dos membros dessa
familia com a de PtkA, os residuos cataliticos sdo o aspartato 85 (motivo
), treonina 182 (motivo 1), lisina 217 e aspartato 240 (motivo IIl). O
sitio ativo das proteinas dessa superfamilia é formado pelos trés motivos
conservados e pela ligacdo coordenada do Mg?* e do fosfato, sendo que
0 Mg** participa da hidrélise do ATP (WANG et al, 2001)

Neste trabalho, foi analisada a influéncia do metal na estrutura
secundaria de PtkA. Foi observado que a ligacdo do metal ao sitio
catalitico ndo altera o conte(do de estrutura secundaria, porém, quando
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a enzima é submetida a desnaturacdo térmica, é observado que a Ty
aumenta consideravelmente na presenga do metal, de 31 °C para 43 °C.
Logo, a ligacdo do metal ao sitio ativo estabiliza a estrutura terciaria da
proteina. Tais resultados corroboram os dados obtidos para outros
membros da familia HAD, como a fosfoserina fosfatase (PSP) de
Methanococcus jannaschii, na qual foi observada, por cristalografia, a
presenca do fon Mg®* coordenado aos residuos do sitio catalitico e uma
molécula de fosfato. Nesse trabalho, também foi mostrado que o metal é
essencial para a atividade fosfatase dessa proteina (WANG et al., 2001).

Outro estudo mostrou por CD a interacéo entre o fon Mg®* com
uma proteina, o hormdnio do crescimento humano (hGH). Nesse
trabalho, foi observado que a ligacdo do magnésio também aumentou a
estabilidade térmica da proteina, porém, diferentemente da PtkA, esse
aumento da estabilidade térmica veio acompanhado com o aumento do
conteldo de a-hélice e diminuicdo de folhas-B e estruturas aleatdrias
(SABOURY et al., 2006).

Devido a falta de dados a respeito da atividade cinase de PtkA,
este trabalho ndo pdde confirmar a importancia do fon Mg?* para a sua
atividade enzimatica. As condi¢des do ensaio de fosforilacdo devem ser
otimizadas com o intuito de verificar a atividade da cinase e confirmar a
necessidade do metal para a hidrdlise do ATP.

5.6 A PtkA de M. tuberculosis é S-nitrosilada na C61

Os resultados dos ensaios de biotinilagdo demonstraram que,
assim como a PtpA, a PtkA de M. tuberculosis é susceptivel a S-
nitrosilagdo. Mutag8o sitio-dirigida na Unica cisteina da estrutura
primaria - C61A - seguida de novos ensaios de biotinilagdo confirmaram
gue a S-nitrosilacdo ocorre na cisteina 61 de PtkA.

A S-nitrosilacdo também tem sido associada a perda de atividade
de algumas cinases. Segundo Hess e Stamler (2012) essa inibicdo pode
ser exercida diretamente através da supressao da atividade cinase ou por
interferir na interacdo com o substrato. Como exemplo, um estudo
revelou que a S-nitrosilagdo da creatina cinase em tecidos de miocardio
de camundongos suprimiu a contragdo do tecido (ARSTALL et al.,
1998). A S-nitrosilacao e consequente inibicao de cinases da familia Src
também tém sido associada & progressdo e metastases de células
cancerigenas (WANG, 2012).

Devido a falta de dados de atividade enzimética, ndo se pOde
analisar as consequéncias dessa modificagdo pos-traducional sobre a
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atividade de PtkA. Como mensionado anteriormente, a importancia
bioldgica da interacdo de PtkA e PtpA ainda é muito pouco conhecida e
o0 estudo do efeito do NO sobre a estrutura, atividade e interacdo dessas
duas enzimas torna-se fundamental para a compreencdo das complexas
relacdes entre o M. tuberculosis e seu hospedeiro durante 0 processo
infeccioso.

5.7 A SapM de M. tuberculosis permaneceu na fracao insolavel do
lisado bacteriano

Além de PtpA e PtkA de M. tuberculosis, uma terceira proteina
desse mico-organismo foi estudada, a SapM. Assim como a PtpA, a
SapM também é secretada pelo M. tuberculosis e um importante fator de
viruléncia. A biologia dessa proteina ainda ¢ muito pouco conhecida,
porém jé& é apontada como um provavel alvo terapéutico no combate a
tuberculose tendo em vista sua importancia na infecgao.

Neste trabalho a SapM foi clonada e expressa em cepas de E.
coli, sendo que em todas as condi¢es de expressdo testadas a proteina
permaneceu na fragdo insollvel. A expressdo de proteinas heterélogas
em E. coli pode frequentemente levar a formacdo de agregados
insollveis de proteinas, denominados corpos de inclusdo (VALLEJO e
RINAS, 2004). Essa formacao depende de diversos fatores, tais como: a
natureza intrinseca da proteina recombinante, a taxa de expressdo
proteica, a composi¢do e o pH do meio de cultivo, a temperatura de
crescimento e a localizacdo celular da proteina expressa (MARCO et al.,
2005). Algumas vantagens sdo encontradas na formacdo de corpos de
inclusdo, como a facilidade de isolamento, protecdo contra proteases,
inatividade da proteina (0 que poderia ser prejudicial a célula de
expressao) e obtencdo de altas concentracdes de proteinas. Contudo, o
re-enovelamento e a recuperacdo da atividade biol6gica requerem
condigBes especiais, 0 que pode tornar 0 processo Muito 0oneroso
(HANNIG; MAKRIDES, 1998). Neste trabalho, a proteina foi
solubilizada dos corpos de inclusdo pela acdo da ureia, depois purificada
por IMAC, porém as etapas seguintes de diélise para retirada da ureia e
re-enovelamento ainda devem ser otimizadas visto que nos presentes
experimentos ainda ocorreu precipitacdo da proteina purificada. Apos a
otimizacdo dessa etapa, 0s experimentos de caracterizagdo estrutural e
funcional devem continuar a fim de se obter um maior conhecimento a
respeito desse provavel alvo terapéutico para o combate a tuberculose.
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6. CONCLUSOES

Quanto a PtpA de M. tuberculosis:

A S-nitrosilacdo ocorre especificamente na C53 e ndo afeta
diretamente o sitio catalitico uma vez que a constante de afinidade
ao substrato — Ky, - mantém-se constante apesar da diminuicdo da
Vméx € kcat;

A S-nitrosilacdo ndo afeta o contelido de estrutura secundéria da
enzima. Porém, quando esta € submetida ao aumento gradual da
temperatura, a estabilidade térmica diminui consideravelmente na
proteina S-nitrosilada na C53;

A S-nitrosilacdo provoca mudancas conformacionais crescentes na
regido tridimensional préxima a C53 (V-loop), o que confirma o
efeito do NO sobre essa cisteina. Essas mudancas podem ser
responsaveis pela diminuicdo da atividade enziméatica e pela
diminuicéo da estabilidade térmica da proteina.

Quanto a PtkA de M. tuberculosis:

A PtkA de M. tuberculosis foi clonada, expressa e purificada por
IMAC, com um rendimento de 5 mg de proteina por litro de
cultivo;

A identidade de PtkA foi confirmada por espectrometria de massa
da proteina intacta e digerida com tripsina;

A proteina recombinante esta corretamente enovelada uma vez que
os dados do espectro de CD deconvoluido apresentaram valores
similares aos propostos na modelagem estrutural;

A ligacdo do Mg?®* ao sitio ativo estabiliza a estrutura terciaria de
PtkA, sendo que a Ty, aumenta de 31 °C para 43 °C na presenga do
metal;

Né&o foi observada a fosforilacdo de PtpA nem a autofosforilacio
de PtkA em nenhum dos experimentos, sendo ainda necessario
otimizar as condicOes para essa reacdo;

A PtkA também ¢é passivel de S-nitrosilacdo, porém o efeito dessa
modificagdo pos-traducional sobre a atividade e estrutura da
proteina ainda é desconhecido.
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Quanto a SapM de M. tuberculosis:

A sequéncia de DNA que codifica SapM também foi inserida no
vetor de expressdo pET-14b.

A condicdo que apresentou maior expressdo de SapM foi em
bactérias E. coli BL21 (DE3) pLysS na temperatura e tempo de
inducéo de 15 °C por 20 horas.

Apos a solubilizagdo dos corpos de inclusdo com ureia 8 M, SapM
pode ser purificada por IMAC, obtendo-se um rendimento de 13
mg de proteina por litro de cultivo.

A identidade de SapM foi confirmada por espectrometria de massa
da proteina intacta e digerida com tripsina.

As condicles para o correto re-enovelamento ainda devem ser
otimizadas para que os demais experimentos de caracterizacao
prossigam.
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S-nitrosylation is associated with signal transduction and microbicidal activity of nitric oxide (NO). We have 2
recently described the S-nitrosylation of Mycobacterium tuberculosis protein tyrosine phosphatase A, PtpA, an 22
enzyme that plays an important role in mycobacteria survival inside macrophages. This post-translational 23
modification decreases the activity of the enzyme upon modification of a single Cys residue, C53. The aim 24
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18 of the present work was the investigation of the effect of S-nitrosylation in PtpA kinetic parameters, thermal 25
16 Keywords: stability and structure. It was observed that the Ky of nitrosylated PtpA was similar to its unmodified form, 26
17 Tyrosine phosphatase A but the Vimax was significantly reduced. In contrast, treatment of PtpA C53A with GSNO, did not alter either 27
18 Mycobacterium tuberculosis K or Vimax. These results confirmed that PtpA S-nitrosylation occurs specifically in the non-catalytic C53 28

19 Circular dichroism and that this modification does not affect substrate affinity. Using circular dichroism (CD) and nuclear mag- 29

20 S-nitrosylation netic resonance (NMR) spectroscopy techniques it was shown that PtpA S-nitrosylation decreased protein 30
thermal stability and promoted a local effect in the surroundings of the C53 residue, which interfered in 31
both protein stability and function. 32
© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved. 33
37 31
36
38 1. Introduction tyrosine phosphate-binding loop (PTP loop). By comparison with 59
mammalian low molecular weight phosphatases, it was speculated 60
39 The protein tyrosine phosphatase superfamily comprises several that PtpA phosphate-binding loop seems to be less stable than in 61
40  groups of proteins that are involved in post-translational modifica- mammalian PTPs. There are considerable evidences that the variable 62
41 tion activity [1-3]. The deregulation of these proteins in eukaryotes loop plays a key role in determining the nature of the substrate, so 63
42 is associated with various diseases, including Alzheimer, diabetes, that it might help the enzyme to recognize different types of sub- 64
43 obesity and cancer [4-6]. strates [10]. 65
44 In Mycobacterium tuberculosis two secreted tyrosine phosphatases, Regarding post-translational modification, tyrosine phosphatases 66
45 PtpA and PtpB, were identified and associated to the infection process can be reversibly S-nitrosylated by nitric oxide (NO), the covalent 67
46 and disease [7]. PtpA inactivation attenuates M. tuberculosis growth in addition of a NO moiety to the sulfur atom of a cysteine residue. Reac- 68
47 human macrophages. Furthermore, it was shown that PtpA interferes tive nitrogen species (RNS) may function as typical second messen- 69
48 with host signaling pathways within infected macrophages [8]. For ex- gers to transiently control the activity of signaling modulators [1]. 70
49 ample, PtpA participates in the inhibition of mycobacterial phagosome NO has been also shown to modulate cGMP-independent pathways 71
50 acidification due to the interaction with subunit H of the macrophage by modifying a multitude of cellular biomolecules containing reactive 72
51 vacuolar-H*-ATPase (V-ATPase) located in the phagosome membrane metal centers, as well as cysteine residues [11]. 73
52 [9]. The post-translational modification by NO has been recently in- 74
53 PtpA is classified as a low molecular weight (LMW) tyrosine vestigated in several proteins at the structural level. High-resolution 75
54 phosphatase based on crystallographic data, and presents a classic crystal structures have been solved for a number of heme proteins 76
55 Rossmann fold, with two right-handed a3 motifs contributing to [12], PTP1B [1] and thioredoxin [13]. Although NO is able to modulate 77
56 the central four-stranded parallel 3-sheet. PtpA exhibits the common the activity of tyrosine phosphatases, the molecular basis of NO 78
57 catalytic mechanism of dephosphorylation involving the conserved modification and the subsequent effect on enzyme activity are not 79
58 active-site sequence motif C(X)5R(S/T), which is called the protein completely understood. 80
NO is believed to exert its effects on proteins by direct modifica- s1
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However, the mechanism through which this modification affects
PtpA activity has not yet been assessed [14]. No complete NMR struc-
ture for PtpA has been published, although sequential backbone reso-
nance assignments are available (BMRB ID: 6722) [16]. In this paper
we show that the S-nitrosylation of a non-catalytic cysteine is able
to modify the stability and the function of PtpA, and we suggest a
mechanism to explain its catalytic activity inhibition.

2. Material and methods
2.1. Site-directed mutagenesis

The site-directed mutagenesis of PtpA was carried out as described
in [14]. The following double and triple mutants were obtained: C11A/
C16A, C11A/C53A, C16A/C53A and C11A/C16A/C53A. These mutations
were verified by DNA sequencing.

2.2. Biotin switch assay and mass spectrometry

The biotin switch technique was carried out on purified proteins as
described in [14]. In-gel digestion of the protein spots was carried out
according to [17] with some modifications. Gel spots of biotinylated
and non-biotinylated proteins were repeatedly destained in 25 mM
ammonium bicarbonate in 50% acetonitrile until gel slices became col-
orless. The gel pieces were dehydrated with 100 pl of 100% acetonitrile.
The gel pieces were then dried under a vacuum system (Eppendorf,
Hamburg, Germany). After drying, gel fragments were rehydrated
on ice in 10 pl of sequencing grade modified trypsin (10 pg/ml in
25 mM ammonium bicarbonate) (Promega, Madison, WI) and incubat-
ed for 16 h at 37 °C. The tryptic peptides were extracted with
two washing steps containing 45 pl of 50% acetonitrile in 5%
trifluoroacetic acid (TFA) for 30 min. Then, the concentrated peptide
extracts were dried under a vacuum system. Extracted peptides were
resuspended in 10 pl 0.1% TFA and a sample of 1 pl of concentrated di-
gest was mixed with 1 pl of a saturated matrix solution of o-cyano
4-hydroxycinnamic acid (5 mg/ml in 0.1% TFA and 50% acetonitrile).
This mixture was spotted on the MALDI target plate (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany) and allowed to crystallize at room temperature.
MS and MS/MS analyses were performed on a MALDI-TOF/TOF Autoflex
11 Smartbean mass spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen, Germany).
The MS spectra were acquired in positive ion mode, using an accelerat-
ing voltage of 20 kV and laser frequency of 200 Hz. LIFT mass spectra
were acquired in the positive ion mode. Metastable fragmentation
was induced by a nitrogen laser (337 nm), accelerated to 6 kV and se-
lected in a timed ion gate. In the LIFT-cell the fragments were further ac-
celerated to 19 kV. External calibration was performed using peptide
standards. The spectra generated were analyzed by the FlexAnalysis
3.3 software (Bruker Daltonics, Bremen, Germany).

2.3. Enzyme assays

The phosphatase activity of wild-type PtpA and mutants was
assayed as described in [14]. In order to determine the kinetic parame-
ter values (Kp, Vinax and keae) of PtpA wild-type and mutant C53A in the
presence or absence of NO, a range of pNPP concentrations (0.2, 0.4, 0.8,
1.6,3.2,6.4 and 12.8 mM) was used. The standard reaction was carried
out in a final volume of 200 pl containing 20 mM imidazole pH 7.0,
50 nM of enzyme and 20 mM p-nitrophenyl phosphate (pNPP) at
37 °C. The assays were started by the addition of the substrate and the
release of p-nitrophenol (pNP) was determined from the A4;o detected
for 10 min using a microplate spectrophotometer (Tecan Infinite
M200). The molar absorptivity of pNP under these assay conditions
was 3061.99 M~'cm~". The spontaneous hydrolysis of pNPP was
subtracted from each reaction. The effect of nitrosylation on protein ac-
tivity was assayed using S-nitrosoglutathione (GSNO) as a NO donor,
and glutathione as a negative control. In this case, the enzymes were

pre-incubated with 1 mM GSNO or GSH for 30 min at 25 °C in the
dark. The enzymatic hydrolysis of pNPP in the presence of GSNO or
GSH was determined as described above. The specific activity was de-
fined as the release of 1 umolpNP min~'mg~" of protein at 37 °C.
The kinetic constants were evaluated by fitting the data to the
Michaelis-Menten equations using non-linear regression analysis in
GraphPad Prism 5.0 software package. All reactions were performed
in quadruplicate.

2.4. Circular dichroism spectroscopy

The PtpA wild type and mutant forms at 10 uM were dialyzed
against buffer (10 mM Hepes, pH 7.4). Spectroscopic analyses were
carried out in a JASCO J-815 spectropolarimeter equipped with a
Peltier temperature control unit. Circular dichroism was measured
in a 0.05 cm pathlength cuvette (50 nm/min scan speed, response
time 8 s, bandwidth 2 nm, and data pitch 0.1 nm s‘l) with an aver-
age of 3 scans for each spectrum in a wavelength range from 190 nm
to 260 nm. Thermal unfolding was carried out at 20 uM protein con-
centration by increasing the temperature of the cuvette from 20 °C to
60 °C, and monitoring the 222 nm peak. The effect of nitrosylation on
protein thermal stability was assayed using GSNO as a NO donor, and
glutathione as a negative control. The enzymes were pre-incubated
with 1 mM GSNO or GSH for 30 min at 25 °C in the dark. In order to
verify the reversibility of PtpA C53 S-nitrosylation, the samples
were incubated with 1 mM DTT after GSNO treatment.

2.5. Nuclear magnetic resonance analysis

The double labeled recombinant PtpA was expressed in
Escherichia coli BL21(DE3) as a fusion tagged protein as described
[14]. For structure analysis experiments isotopically labeled mole-
cules ("°N and '°N/'C at 100 uM) were prepared in 50 mM Hepes,
pH 7.5,1 mM EDTA containing 10% D»0. NMR experiments for assign-
ment verification were acquired at 298 K using a Bruker Avance
DRX 600 MHz equipped with a three-axis gradient 5 mm cryoprobe.
The 3D triple-resonance spectrum HNCA was collected to confirm
the previous reported sequential backbone resonance assignments
(BMRB ID: 6722).

PtpA-GSNO chemical shift perturbation was monitored by 'H/!°N
HSQCs experiments (1024 x 256 points) using 100 puM PtpA and differ-
ent concentrations of GSNO, titrated from 0 to 1 mM. Evaluation of
GSNO effect was based on chemical shift deviations compared to a con-
trol sample without GSNO. To avoid any interference from the medium,
all experiments were conducted in the same buffer conditions. The
chemical shift perturbations (CSPs) from the 2D ">N-"H HSQC NMR ex-
periments were used to identify the GSNO effect upon PtpA structure
using the following equation: CSP=[(ANH)?+ (A'°N/10)?]"2. The
ANH is the difference between free and bound 'H amide chemical shifts
(ppm) and the A'™N is the difference between free and bound '°N
chemical shifts (ppm).

3. Results

In our previous work [14], PtpA mutants C11A, C16A and C53A
were screened to evaluate their S-nitrosylation potential upon treat-
ment with different NO donors. In order to clarify the involvement
of C53 in S-nitrosylation and its effects on structure-function
relationship, in the present work double and triple mutants were pro-
duced. These double and triple mutants were obtained by site-
directed mutagenesis and were subjected to the biotin switch assay.
Using the biotin switch assay, it was confirmed that the absence of
C53 residue in mutants C53A, C53A/C11A, C53A/C16A and C53A/
C11A/C16A resulted in proteins unable to be S-nitrosylated and,
hence, biotinylated (Fig. S1). Peptide sequencing using MALDI/
TOF-TOF confirmed the biotinylation of C53 residue in PtpA after
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GSNO treatment, while the protein treated with GSH was not
biotinylated (Fig. S2). We also checked if other GSNO potential mod-
ifications of Cys residues beyond S-nitrosylation, for example,
sulfenylation, were occurring upon treatment. Mass spectrometry in-
dicated that only nitrosylation is observed, without other detectable
modifications (not shown).

The specific enzymatic activities of double and triple cysteine mu-
tants were measured to evaluate the contribution of each cysteine to
the nitrosylation effect on PtpA, and to further support and comple-
ment our original data [14]. In our previous work, it was shown
both that the single mutant C53A presents a catalytic activity similar
to that of wild type, and that the single mutant C16A presents a lower
activity when compared to PtpA wild type. In addition, the single mu-
tant C11A is inactive [14]. We also showed that wild type PtpA and
the single mutant C16A activities are reduced upon GSNO treatment
while the single mutant C53A activity remained similar to the
untreated form. We now assessed the activity of the double and triple
cysteine mutants and we observed that the double mutant C16A/
C53A activity is similar to the single mutant C16A activity and, in
the same way as C53A, it is not inhibited by S-nitrosylation (Fig. S3).

Initial reaction rates at various pNPP concentrations were measured
(Fig. 1). Data curve fitting resulted in a Ky, of 1.4440.14 mM for the
wild type and 1.44 +0.26 mM for the C53A mutant. For wild type PtpA
the parameters Vinay and keae were 41.15 4 1.23 pumol pNP min~'mg ™!
and 13.734+0.41 s~ respectively, while C53A mutant shows a Vinax
value of 41.88+2.36 umol pNP min~'mg~" and a ke value of
13.73+£041s . Thereby, the C53A mutation does not affect the kinetic
parameters of the enzyme. On the other hand, when PtpA wild type
is S-nitrosylated, Vi.x and ke were reduced by half (20.12+
0.62 umol pNP min~'mg~! and 6.71+021 s~ respectively), while
the Ky value remained unchanged (1.3340.13 mM). In contrast, the
C53A mutant did not suffer significant changes in the kinetic parameters
upon addition of NO donor — Ky (1.384+0.17 mM), V. (36.70+
1.40 pmol pNP min~'mg™") and ke (12244047 s~ ') (Fig. 1 and
Table 1). These results indicate a direct effect of S-nitrosylation on the
catalytic activity of PtpA rather than on substrate binding affinity.

k & PtpA WT
K
E ®
X
E 30
8
20
3
E' 10
o+ T T T T T T 1
2 4 [ 8 10 12 14
SHPP{mM)
B PtpA C53A
"=
E &
= £
HE
g £
i-e-’“ -+ With GSNO
5° - Without GSNO
2 4 [ 8 n° 12 u
oNPP(mM)

Fig. 1. Kinetics of PtpA wild type and C53A, respectively, is shown. All experiments
were performed in quadruplicate, (***) p<0.001.

Table 1
Catalytic activity parameters of PtpA (Viax, Ky and Ke,,) after GSNO treatment.
Vinax Ky Keat
(umol pNP min~' mg™") (mM) (s™h
PtpA WT 41.15+1.23 1.44+0.14 13.73+0.41
PtpA WT +GSNO 20.12+£0.62 1334013 6.71+£0.21
PtpA C53A 41.88+2.36 1444026 13.97+0.79
PtpA C53A 4+ GSNO 36.704+1.40 138+0.17 12.24+047

In order to evaluate the structural stability of PtpA upon
S-nitrosylation, circular dichroism (CD) analysis was carried out
with wild type PtpA and the cysteine mutants. The CD data obtained
for wild-type PtpA suggests a typical a-helical secondary structure

profile with minimal peaks at 208 nm and 222 nm. The deconvoluted 24

tl.1
t1.2

t1.4
1.5
t1.6
t1.7

240
241
242

spectrum obtained by CDSSTR analysis of wild type PtpA suggests a 245

mixed content of a-helical (56%) and [3-sheet (11%) secondary struc- :

tures [15]. The CONTIN method also indicated similar values, with

53% of a-helices and 5% of B-sheets [15]. It was observed that C11A, 2
C16A, C53A, C11A/C53A and C16A/C53A mutants have the same con- :
tent of secondary structure than wild type PtpA, while C11A/C16A 2
and C11A/C16A/C53A mutants present an apparently different fold ¢
(Fig. S4). In these double and triple mutants a reduction of about :
30% in the a-helical secondary structure content was observed 25:
(according to CDSSTR and CONTIN methods). This reduction highlights 254
the importance of C11/C16 residue pair to the PtpA fold. When the NO 2
donor (GSNO) was added to wild type PtpA, the overall far-UV spec- :
trum was very similar (Fig. S5), indicating that S-nitrosylation of PtpA 2

does not affect the secondary structure profile.
The thermal denaturation profile of PtpA, detected by changes in

CD upon thermal treatment, shows a melting temperature (Ty) of 260

40.4 °C. The C53A mutant shows a similar Ty;, 40.8 °C, while C11A,
C16A, C11A/C53A and C16A/C53A mutants have lower thermal stabil-
ity (37.6, 33.3, 38.7 and 34.6 °C respectively). On the other hand,
when PtpA wild type was S-nitrosylated, the thermal denaturation
profile indicated a decrease of 4.2 4 0.6 °C in the melting temperature
when compared to the non-nitrosylated enzyme. It is important to

261
262
263
264
265
266

note that after DTT treatment, the original denaturation profile of 267

the wild type PtpA treated with GSNO is restored, demonstrating
the reversibility of C53 S-nitrosylation (Fig. 2A). To confirm that this
lower PtpA thermal stability resulted from C53 modification by NO,
the PtpA mutants were also evaluated in this regard. The denatur-
ation profile of C53A mutant in the presence of GSNO was similar to
the untreated form suggesting that, indeed, C53 is the nitrosylation
target (Fig. 2B). The C11A (Fig. 2C) and C16A (Fig. 2E) mutants have
also a lower Ty value after GSNO treatment, in comparison to the
non-nitrosylated forms (36.1 and 30.1 °C respectively), while C11A/
C53A (Fig. 2D) and C16A/C53A (Fig. 2F) mutants do not show signif-
icant differences between treated and untreated samples with GSNO
(38.9 and 34.1 °C respectively). Altogether, the differences observed
in Ty values suggest that the addition of NO to PtpA affects protein
stability through €53 modification (Table 2 and Fig. 3).

In order to further analyse C53 nitrosylation and to evaluate which
surrounding residues are affected by this modification, triple resonance
NMR experiments using '>C/"°N samples were carried out. Chemical
shift assignments deposited in the BMIRB (ID: 6722) [16] were used as
areference to re-assign the PtpA backbone through triple resonance ex-
periments. The majority of chemical shift assignments reported were

identified in PtpA, except for the residues Leu 99 and Val 140. The as- :

signment of all residues was also confirmed through HNCA experiment.
The doubly labeled PtpA was titrated with GSNO (100 pM to 1 mM) and
the chemical shift deviation was evaluated by comparison with the
untreated control. At 1 mM GSNO concentration, residues G51, S52,
R57, R72 and A73 presented chemical shift deviation higher than the
mean plus two standard deviations. Minor disturbances higher than
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Fig. 2. Thermal denaturation profile of PtpA wild type (A) and C53A mutant (B), upon GSNO treatment. When GSNO was added to PtpA, the Ty decreased 4.2 + 0.6 °C, while sig-
nificant difference in C53A mutant was not observed (0.9+0.4 °C). After DTT treatment the wild type PtpA-NO of the original denaturation profile is restored. The C16A (C) and
C11A (E) mutants also show a lower Ty value after GSNO comparing to an untreated form while C16A/C53A (D) and C11A/C53A (F) mutants do not show this change.

the mean plus one standard deviation were also identified in the resi- reversibility of chemical shift values upon DTT treatment was observed, 303
dues A54, A58, L62, S117, D123, S133 and A145. Even with lower confirming that NO is modifying the surrounding residues of C53 304
GSNO concentration (100 puM), it was also observed that residues S52, (Fig. 4). 305
D55, R57 and A58 were affected by NO. The majority of residues were
located in the variable loop around C53 (Fig. S5). To verify if the modi- 6

T (Fig. $5) iy W With Cys53

fied residues were indeed affected by NO, the GSNO-treated PtpA was

chemically reduced with DTT in order to disrupt the Cys-NO link. 5 3 Without Cys53
After 1 mM GSNO treatment of PtpA followed by DTT addition, the T 4
2
k]
2
e
Table 2 I-=
Average values of Ty (°C) of PtpAwt and mutants after GSH (1 mM), GSNO (1 mM) and w _—
GSNO (1 mM) +DTT (1 mM) treatment.
GSH GSNO+DTT
PtpA WT 404+12 399+1.0
PtpA C53A 40.8+£0.6 404+0.3
PtpA C11A 37.6+0.1 37.9+0.5
g:p: 8 é:/CBA gg; i gg ggé i g; Fig. 3. Ty deviation of PtpA wild type and mutants after GSNO treatment. The differ-
PtgA C16A/C53A 34‘6 N 0’3 34'3 T 0'2 ences observed in Ty values suggest that the S-nitrosylated C53 affects protein thermal

stability. All experiments were performed in triplicate. (***) p<0.001, (**) p<0.01.
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4. Discussion

The catalytic site of PTPs usually contains a cysteine residue whose
SH-group exists in the thiolate state (S™) to enable catalysis. The cat-
alytic cysteines usually present pK, values ranging from 4 to 6 and
this fact has been associated to higher susceptibility to oxidation
and nitrosylation [18]. The results presented in this paper corroborate
the results obtained in our previous work, and confirm that the cata-
lytic cysteine residue of PtpA (C11) from M. tuberculosis, which func-
tions as a phosphate acceptor in the first step of catalysis, is not
directly involved in the nitrosylation signaling. The non-catalytic
(53 is the best candidate to play this role in PtpA. Nevertheless, the
protein enzymatic activity is clearly affected by GSNO. In order to fur-
ther investigate the role of S-nitrosylation on PtpA activity, in the
present work our focus was directed toward the study of its kinetic
parameters and structural stability.

It was observed that the Ky of nitrosylated PtpA (1.4+0.1 mM)
was similar to its unmodified form (1.340.1 mM), but the Vyax
was reduced from 41.2+1.2 to 20.1+0.6 pmol pNP min~'mg~"
after GSNO treatment. In contrast, C53A treated with GSNO showed
a Vpax similar to the untreated form, 36.7+1.4 and 41.8+
2.4 umol pNP min~'mg ™", respectively (Table 1). These results con-
firm that S-nitrosylation occurs specifically in the non-catalytic C53
and this modification does not affect substrate affinity.

According to the reported 3D PtpA structure (PDB ID: 1U2P) [10], the
protein exhibits a classic Rossmann fold, an o/ motif with two
right-handed a3 motifs contributing to the central four-stranded par-
allel B-sheet. The deconvoluted spectrum obtained by CDSSTR analysis
[15] with the WT PtpA suggests a mix content of o-helical (56%) and
3-sheet (11%) secondary structures, in agreement with proteins belong-
ing to the tyrosine phosphatase fold [10] and with the M. tuberculosis
PtpA structure that shows about 40% c-helices and 12% (3>-sheets [10].
The structural information obtained by CD spectroscopy indicates that
(53, when nitrosylated by GSNO, affects the PtpA protein stability
(Fig. 2). When the PtpA structure is inspected we observe that C11
and C16 are located in the catalytic loop and C53 is in the surface of
the so-called variable loop. The low pK, value of the catalytic cysteine
is usually attributed to the increased reactivity with NO [18,19], but
the existence of a typical chemical environment condition or a structur-
al motif that promotes this interaction is unknown. Recently, Marino
and Gladyshev [19] showed that the proximal acid-base motif, low

cysteine pK,, hydrophobicity or sulfur atom exposure do not define
the specificity of S-nitrosylation. In PtpA, the cysteine residue affected,
outside of the catalytic loop, is in the vicinity of residues associated to li-
gand binding and accessibility. The amino acid residue D123, which may
form electrostatic or hydrogen bond interaction with R17 (a key residue
for catalysis) [10], presents chemical shift deviations upon GSNO
treatment in PtpA, suggesting a direct influence in the catalytic site. In
Bacillus subtilis PTP, the loop with the homologous residue D115 is in-

volved in substrate binding [20]. It is important to note that the affinity 3

constant of nitrosylated PtpA has shown similar values to the unbound
PNPP substrate form, which suggests, at least for this substrate, that the
ligand accessibility is not critical to nitrosylated PtpA. As demonstrated

by Williams and co-workers [11] using NMR technique, the NO modifi- 3

cation of p21"®, a guanine nucleotide-binding protein, does not support
arelevant conformational change, but, as also shown in PtpA, affects the
protein activity. When the amino acid sequences from several LMW
PTPs are analyzed, it becomes clear that the C53 position is unusual
[10]. The reduced stability and activity of S-nitrosylated PtpA occurs
through a non-conserved residue modification in the variable loop,
which indicates that this phenomenon may not be extended as a gener-
al rule in PTPs.

According to our data, a reasonable factor that explains the re-

duced activity upon PtpA nitrosylation is the protein instability, :

which results in less active sites available for substrate binding.
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M. tuberculosis PtpA and PtpB, the only two phosphotyrosine
phosphatases (Ptps) present in this pathogen, play an important
role in mycobacteria survival inside macrophages. The aim of the
present work was to investigate M. tuberculosis PtpA and PtpB
susceptibility to S-nitrosylation, a reversible covalent bond
between nitric oxide (NO) and specific cysteine (sulfur) residues
in proteins. PtpB was not modified by NO, in contrast, PtpA
Cys53 was identified by site directed mutagenesis as the target of
S-nitrosylation.

Due to the emergence in recent years of Mycobacterium
tuberculosis multi-resistant strains, tuberculosis (TB) is still
the most important cause of death among infectious diseases.
In 2008, there were approximately 1.3 million cases of death
from tuberculosis globally and WHO estimates that one-
third of the world’s population is currently infected with
M. tuberculosis."> An important pre-requisite for the rapid
development of new clinically relevant drugs is the
understanding of host-pathogen interaction and how this
contributes to the development of the disease.

To survive in humans, pathogenic bacteria have evolved
many mechanisms to evade the host immune response.’”
Suggested modulators of host-pathogen interactions are
bacterial kinases and phosphatases, which participate in the
modulation of a variety of cellular events® and have been
associated with virulence by contributing to intracellular
pathogen survival. M. tuberculosis has two protein tyrosine
phosphatases (Ptps), PtpA and PtpB. These two enzymes are
secreted by mycobacteria and are involved in survival in host
macrophages.®’ Disruption of PtpB diminishes the ability of
the mutant M. tuberculosis strain to survive in activated
macrophages and guinea pigs. Furthermore, it has been
recently demonstrated that PtpB inhibition severely reduces
mycobacteria survival in infected macrophages.® On the other
hand, PtpA plays an inhibitory role on phagocytosis and is
required for growth of M. tuberculosis in human macro-
phages.* It was also shown that PtpA inactivation attenuates
the growth of M. tuberculosis in human macrophages. In
addition, the macrophage protein target, the vacuolar protein
sorting 33 homolog B (VPS33B), a regulator of membrane
fusion, is a substrate of this enzyme. VPS33B activity leads to
phagosome-lysosome fusion, a cellular response to infection
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+ Electronic supplementary information (ESI) available: Complete
experimental protocols. See DOI: 10.1039/c0cc01704¢c

process, and its activity is inhibited by M. mberculosis
infection.* More recently, the presence of a phosphotyrosine
kinase (PtkA) was detected in M. tuberculosis, and interestingly
PtpA was shown to be a substrate of PtkA, although PtkA is
not a substrate for PtpA.°

From the host perspective, one important strategy to fight
pathogens is the production of reactive oxygen species (ROS)
and reactive nitrogen species (RNS). M. tuberculosis resides
inside macrophages where it is exposed to ROS and RNS.”
ROS have been shown to reduce PtpA activity while it has
little effect on PtpB—mainly because of its three-dimensional
structure.'® The effects of RNS on PtpA and PtpB, however,
have never been investigated to date.

NO and other RNS are important molecules in cell
signaling events, protein function regulation and host defense
mechanisms.!" Among Ptps, several of these enzymes were
shown to be nitrosylated as a consequence of NO action,
which results in loss of activity or protection from oxidation.'?
Additionally, NO and other RNS exhibit potent antimicrobial
activity in vitro for a wide range of microorganisms.'!
S-nitrosylation of cysteine residues in target proteins is one
of the main reactions of NO and of several NO-derived
species.!!  S-nitrosylation of specific cysteine residues in
microbial proteases is related to the antimicrobial activities
of RNS against Coxsackievirus, HIV-1, Leishmania infantum,
Plasmodium  falciparum —and — Trypanosoma  cruzi. In
M. tuberculosis NO is toxic for in vivo and in vitro growth,'
however, little is known about its molecular effects on this
pathogen.

In this context, the aim of the present work was to
investigate NO action on M. tuberculosis PtpA and PtpB
activity by post-translational modification of their Cys
residues. We also report here the site-directed mutagenesis of
the three Cys residues present in PtpA, Cysll, Cysl6 and
Cys53, and the effect of each of these mutations on the PtpA
nitrosylation pattern and activity.

S-nitrosylation of Mycobacterium tuberculosis PtpA and
PtpB was assessed through the biotin switch technique.
Proteins were purified as described (ESIT), and pure proteins
were used in the biotin switch assays.t PTP1B was previously
shown to be S-nitrosylated and was used as a positive control.
In the presence of 1 mM GSNO, PtpA is S-nitrosylated while
PtpB shows no nitrosylation pattern (Fig. 1A and B). Further-
more, PtpA S-nitrosylation was also observed using a lower
concentration of GSNO (0.1 mM, data not shown). For both
proteins, when the experiment was performed with GSH
instead of GSNO or when samples were treated with GSNO
and DTT, no biotin was detected on the western blot—the

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2010
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Fig. 1 S-Nitrosylation of NO-treated PTPIB, PtpA and PtpB.
Twenty micrograms of purified recombinant proteins PTP1B, PtpA
or PtpB were treated separately with | mM GSNO (1), 1 mM GSH (2)
or 10 mM DTT after GSNO treatment (3), respectively. Then, proteins
were labelled with biotin using the biotin switch method. As a negative
control, a set of GSNO-treated samples were incubated with DMSO
instead of biotin (4). (A) Detection of S-nitrosylated proteins: eight
micrograms of the above proteins were separated by SDS-PAGE and
blotted onto polyvinylidene difluoride-membrane. Biotinylated
proteins were detected using anti-biotin antibodies. The relative
molecular masses of protein standards are shown on the left. (B) Eight
micrograms of protein treated as in (A) were separated by SDS-PAGE
and stained with Coomassie blue. Numbers on the left indicate
molecular weights.

same occurred when biotin was not added to the samples. The
same pattern observed for PtpA was displayed in PTPIB
positive controls. These results demonstrate that PtpA is
S-nitrosylated while PtpB does not undergo S-nitrosylation.

Since PtpA has three Cys residues, Cys11, Cys16 and Cys53,
we examined the potential specific S-nitrosylated Cys residue
in PtpA through site directed mutagenesis. Wild-type PtpA
cysteine residues were mutated to alanine in order to create the
following mutants: PtpA_C11A, PtpA_C16A and PtpA_C53A.
These mutant proteins were expressed and purified in the same
way as the wild type protein and then were also subjected to
biotin switch assays. When exposed to GSNO PtpA_CI1A
and PtpA_CIl6A mutants were S-nitrosylated as PtpA_WT
(Fig. 2). However, PtpA_C53A was not nitrosylated in the
presence of the NO donor. When samples were treated with
GSH instead of GSNO, nitrosylation was not observed.
Negative controls with DTT and without biotin were
also performed (data not shown). These results indicate that
PtpA Cys53 residue is S-nitrosylated as a consequence of NO
action.

We further investigated whether nitrosylation had any effect
on PtpA catalytic activity. PtpA, PtpB and PTP1B activity was
measured in the presence and absence of GSNO. After 30 min
of incubation with 1 mM GSNO, PtpA activity decreased to
43.7% (£2.7%) relative to the untreated control (Fig. 3). As
expected from the previous biotin switch results, the NO
donor had little effect on PtpB activity. PTP1B was used as
a positive control and its activity was diminished to 41.4%
(£3.6%), similarly to that previously reported.'® These results

A WT Cl1A  C16A C53A B WT  CllA Cl6A C53A
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. 3.1
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Fig. 2 S-Nitrosylation of NO-treated PtpA WT, CI1A, C16A and
C53A mutants. Twenty micrograms of these purified recombinant
proteins were treated separately with | mM GSNO (1) or | mM GSH (2),
respectively. (A) Detection of S-nitrosylated proteins: eight micro-
grams of the above proteins were separated by SDS-PAGE and
blotted onto polyvinylidene difluoride-membrane. Biotinylated
proteins were detected using anti-biotin antibodies. The relative
molecular masses of protein standards are shown on the left. (B) Eight
micrograms of proteins treated as in (A) were separated by
SDS-PAGE and stained with Coomassie blue. Numbers on the left
indicate molecular weights.
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Fig. 3 NO action on Ptps activity. Enzymes were incubated in the
presence of GSNO for 30 min and enzyme activity was measured as
described in materials and methods. Each bar represents the relative
activity of the enzymes when compared to the corresponding untreated
control. All assays were performed in triplicate.

suggest that PtpA activity is inhibited as a consequence of
GSNO addition.

Afterwards, we analyzed the effect of the point mutations on
PtpA activity. PtpA_C11A mutant displayed no activity at all,
as previously described.!” PtpA_C16A conserved only 21.4%
(£4.8%) of the wild-type specific activity. Interestingly, C53A
mutation did not affect significantly the enzyme activity.

In order to analyze the effect of Cys53 S-nitrosylation on
PtpA activity, PtpA mutants’ activities were measured in the
presence of GSNO. While GSNO-treated PtpA_WT dimin-
ished its activity by 56.3% when compared with the untreated
enzyme, PtpA_CS3A treated with GSNO maintained 96.9%
(£17.2%) of the activity (Fig. 3). Interestingly, PtpA_CI16A
conserved 75.2% (£6.4%) of the activity relative to the
untreated enzyme. Altogether, these results suggest that PtpA
activity is impaired as a consequence of Cys53 S-nitrosylation.

In this work, we describe for the first time, the effect
of S-nitrosylation on a mycobacterial tyrosine phosphatase.

Chem. Commun.
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Fig. 4 Schematic representation of the S-nitrosothiol form of the
CysS53 in the Mycobacterium tuberculosis PtpA structure (adapted
from 1U2P PDB). (A) Stick representation of the Cys residues and
the (CX5R) signature that forms the P-loop present in the active site of
PtpA. The residues representing the catalytic Cysll, Argl7 and
Aspl26 are labeled. At the bottom, the Cys53 nitrosylated side chain
is also shown. (B) The same view as in panel A showing the solvent
accessibility of PtpA. Clearly the Cys53 is a solvent-exposed residue.

We demonstrated M. tberculosis PtpA susceptibility to
S-nitrosylation by biotin switch assays and the absence of this
modification in M. tuberculosis PtpB. Our results are in agree-
ment with those previously reported for PtpA and PtpB oxida-
tion.'” PtpA activity is severely diminished by oxidation, while
PtpB shows higher resistance to H,0, inactivation.'® This oxida-
tion resistance is apparently due to a physical blockage of PtpB
active site by a dynamic two-helix lid. This same lid might
possibly protect PtpB active site from nitrosylation.

PtpA S-nitrosylation was shown to occur at Cys53,
differently to PTP1B, which is S-nitrosylated at its catalytic
cysteine. Probably, the Cys53 nitrosylation is due to the Cys53
SH position in PtpA. The PtpA structure clearly shows that
Cys53 is more accessible to the solvent compared to the
nucleophile Cysl1 and the redox regulatory Cys16 located in
the P-loop (Fig. 4). This observation suggests that solvent
accessibility plays a critical role in determining the selectivity
of S-nitrosylation in PtpA. According to the PtpA 3D structure,
most probably, the S-NO state of Cys53 faces the solvent as
shown in the schematic view in Fig. 4, but we cannot rule out
that a change in the Cys53 side chain may affect the residues in
the active P-loop upon NO binding. Further structural experi-
ments should be performed in order to understand the involve-
ment of this Cys-NO residue on PtpA activity.

We also demonstrated that S-nitrosylation diminishes PtpA
activity. Site directed mutagenesis on Cys residues confirmed
Cys53 as the S-nitrosylation target residue. PtpA_WT activity
was inhibited in the presence of GSNO, while PtpA_C53A
activity remained constant in the presence or in the absence of
the NO donor. Surprisingly, despite the presence of Cys53,
PtpA_CI16A activity was less affected when compared
to PtpA_WT in the presence of GSNO. However, C16A
mutation itself severely damaged the enzyme activity when
compared to the PtpA_WT.

Altogether, these results suggest that NO would have an
inhibitory effect on PtpA, while it would have little or no effect
on PtpB activity. Inside macrophages, M tuberculosis is
exposed to RNS and other radicals during oxidative burst.
Furthermore, as was previously reported,'*'> PtpA inhibition
disrupts mycobacterial growth in macrophages. These findings
lead us to suggest that inside macrophages, when exposed to
RNS, PtpA could be inhibited by NO, thus decreasing
mycobacterial survival, while PtpB would remain active as a
consequence of its lack of susceptibility to NO.

The authors are grateful to CNPq, CAPES, MCT, FINEP
and FAPESC for financial support and fellowships.
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