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RESUMO 
 

A S-nitrosilação de PtpA de Mycobacterium tuberculosis 
diminui sua atividade fosfatase. O objetivo deste trabalho é investigar o 
efeito da S-nitrosilação nos parâmetros cinéticos e na estabilidade 
térmica de PtpA. Por meio de ensaios de biotin switch observou-se que a 
substituição do resíduo Cys53 por um resíduo de alanina em mutantes 
resultou em proteínas incapazes de se ligar a biotina após tratamento 
com doador de NO. Observou-se também que a KM da PtpA nitrosilada 
foi semelhante à sua forma não modificada, mas a Vmax foi reduzida pela 
metade. Em contraste, a mutante C53A tratada com GSNO mostrou KM 
e Vmax semelhantes à forma não tratada. Na desnaturação térmica de 
PtpA S-nitrosilada, a TM diminuiu consideravelmente na proteína 
selvagem, C11A e C16A, porém as mutantes C53A, C11A/C53A e 
C16A/C53A não tiveram mudanças significativas. Esses resultados 
sugerem que a S-nitrosilação ocorre especificamente na C53 não 
catalítica, essa alteração não afeta a afinidade pelo substrato e a S-
nitrosilação da Cys53 afeta a estabilidade térmica da proteína. Por outro 
lado, outras duas proteínas de M tuberculosis foram estudadas, PtkA e 
SapM. A tirosina cinase PtkA fosforila a PtpA em dois resíduos 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 
proteína apresenta 42% de α-hélice e 7% de folha-β, o que sugere que a 
proteína recombinante está corretamente enovelada. Por pertencer a 
família de proteínas HAD, a PtkA requer Mg2+ para a hidrólise do ATP. 
Foi observado que a TM da proteína aumenta consideravelmente na 
presença do metal, de 31 °C para 43 °C. Assim pode-se dizer que a 
ligação do metal ao sítio ativo estabiliza a estrutura terciária da proteína. 
A PtkA também é S-nitrosilada, porém o efeito dessa modificação pós-
traducional sobre a atividade e estrutura da proteína ainda é 
desconhecido. A sequência de DNA que codifica SapM também foi 
inserida no vetor de expressão pET-14b. Diversas condições de 
expressão foram testadas sendo que se obteve maior rendimento em 
bactérias E. coli BL21 (DE3) pLysS na temperatura e tempo de indução 



de 15 °C por 20 horas. Como a proteína permaneceu na fração insolúvel 
do lisado bacteriano, essa teve que ser solubilizada pela adição de ureia 
8M e posteriormente purificada por IMAC. As condições para o correto 
re-enovelamento ainda devem ser otimizadas para dar sequência à 
caracterização de SapM. 
 
Palavras-chave: S-nitrosilação, 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 
Cys53 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 KM of 
nitrosylated PtpA was similar to its unmodified form, but the Vmax was 
reduced to half. In contrast, C53A treated with GSNO showed KM 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 TM 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% α-
helix and 7% β-sheet, which suggest that the recombinant protein is 
properly coiled. Like other proteins belonging to HAD family, PtkA 
requires Mg2+ for ATP hydrolysis. It was observed that the TM 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. INTRODUÇÃO 
 
1.1 Mycobacterium tuberculosis e a tuberculose 
 

O Mycobacterium tuberculosis é o agente etiológico da 
tuberculose (TB), a segunda causa mais comum de morte em adultos 
dentro das doenças infecciosas, depois do HIV. Apesar da existência de 
antibióticos antituberculose e de vacina (BCG, Bacilo de Calmette-
Guérin), a Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que um terço 
da população mundial esteja infectada pelo M. tuberculosis e que 
ocorram 1,4 milhão de mortes por tuberculose todo ano (OMS, 2012). O 
aumento do número de casos tem sido atribuído a diversos fatores, entre 
eles o aumento da resistência aos fármacos, a pandemia HIV/AIDS, o 
maior número de usuários de drogas injetáveis e o envelhecimento da 
população (DUCATI et al., 2006). 

A eficácia 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 doença e, principalmente, as 
crianças (RUSSELL; BARRY; FLYNN, 2010). O tratamento é longo, 
com seis meses de duração e, segundo recomendações da OMS, consiste 
na administração combinada de quatro fármacos: isoniazida, 
rifampicina, pirazinamida e estreptomicina (ou etambutol) durante os 
dois primeiros meses, seguidos da combinação de isoniazida e 
rifampicina nos quatro meses posteriores (DUCATI et al., 2006). Além 
de longo, o tratamento tem vários efeitos colaterais, o 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 doença (DORMAN; CHAISSON, 2007). Há, portanto, uma 
necessidade crescente do desenvolvimento de novos fármacos que 
auxiliem no tratamento dessa doença. Com essa finalidade, torna-se 
fundamental um melhor entendimento das complexas interações entre o 
patógeno e seu hospedeiro humano (KOUL et al., 2011). 

A tuberculose humana atinge principalmente o sistema 
respiratório, sendo transmitida pela inalação de bacilos de M. 
tuberculosis suspensos no ar os quais, ao penetrarem nas vias 
respiratórias, são fagocitados por macrófagos alveolares (RUSSELL; 
BARRY; FLYNN, 2010). Dentro dos macrófagos, as micobactérias se 
reproduzem e há a indução de uma resposta pró-inflamatória que leva à 
formação do granuloma ou tubérculo. Esse granuloma consiste em 
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macrófagos e outros fagócitos que, juntamente com linfócitos e fibras 
colágenas da matriz, circundam as células infectadas pelo bacilo, 
isolando-as (RUSSELL, 2007). Na maioria dos casos, o sistema imune 
do hospedeiro consegue manter o M. tuberculosis isolado dentro do 
granuloma e assim é estabelecida a infecção latente. Um dos principais 
mecanismos micobacteriostáticos dos macrófagos é a produção de óxido 
nítrico pela ação da enzima óxido nítrico sintase 2 (iNOS) (DUCATI et 
al., 2006). No entanto, quando o sistema imune do hospedeiro está 
comprometido, por causas como desnutrição, envelhecimento, terapia 
com inibidores de iNOS, coinfecção com HIV (ou qualquer outra 
condição que diminua o número ou prejudique a função de células T 
CD4+), o granuloma rompe-se, a doença desenvolve-se (tuberculose 
ativa) e o indivíduo libera milhares de partículas 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 sanguínea (DUCATI et al., 2006). Uma vez na corrente 
sanguínea, as micobactérias podem infectar diversas outras partes do 
organismo, como sistema nervoso central, articulações, aparelho genito-
urinário, olhos, pele, e pericárdio (GUPTA; KUMAR, 2011; MEHTA et 
al., 2012). 

Durante a infecção, o M. tuberculosis inibe processos celulares 
do hospedeiro, o que possibilita a sobrevivência desse patógeno dentro 
dos macrófagos. Essas estratégias vão desde a síntese de proteínas que 
intervêm nos processos de sinalização celular – MAPK, INF-γ, 
calmodulina – até a produção de moduladores que interferem na 
ativação de macrófagos (KOUL et al., 2004; MUELLER; PIETERS, 
2006). Uma importante estratégia de evasão do M. tuberculosis é a 
inibição da fusão fagossomo-lisossomo. Estudos recentes apontam que 
essa inibição ocorre pela ação de proteínas 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 
infecção é iniciada quando bacilos são inalados e fagocitados por macrófagos 
alveolares residentes. Isso leva a uma resposta pró-inflamatória, que provoca o 
recrutamento de monócitos da circulação, bem como a neovascularização do 
local da infecção. Os macrófagos nos granulomas se diferenciam em células 
epitelióides, células gigantes multinucleadas e células espumosas cheias de 
gotículas lipídicas. Em volta do granuloma forma-se uma cápsula de material 
fibroso da matriz extracelular. Muitos dos granulomas persistem nesse estado de 
equilíbrio, mas com a progressão para doença os bacilos infecciosos são 
liberados para as vias aéreas. Adaptado de Russel (2007). 
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1.2. Proteína tirosina fosfatase A - PtpA - de M. tuberculosis 

As proteínas cinases são mediadores chave da transdução de 
sinais. Elas são responsáveis pela transferência de um grupo fosfato de 
um doador para um aminoácido aceptor em um substrato proteico, 
processo chamado de fosforilação. Já o processo inverso - 
desfosforilação - é mediado por proteínas fosfatases. Assim, a 
fosforilação e desfosforilação de proteínas é um mecanismo regulatório 
versátil e sofisticado para a adaptação das células a mudanças 
ambientais tanto em organismos procarióticos quanto eucarióticos 
(BACH; WONG; AV-GAY, 2009). O balanço entre fosforilação e 
desfosforilação de proteínas é a base para o controle de diversos eventos 
biológicos disparados por efetores extracelulares, como hormônios, 
mitógenos, carcinógenos, citocinas, neurotransmissores, substâncias ou 
metabólitos tóxicos. A ação desses efetores está envolvida em diferentes 
processos como regulação da divisão, diferenciação, desenvolvimento e 
morte celular, regulação do metabolismo e expressão gênica, contração, 
transporte, locomoção celular, aprendizado e memória (AOYAMA et 
al., 2003). 

O M. tuberculosis possui, de acordo com seu genoma (COLE et 
al., 1998; COLE et al., 2002), apenas duas proteínas 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 
resíduos de tirosina (KOUL et al., 2000). Ela pertence à classe das PTPs 
baseadas em cisteína, como o nome sugere, possuem um mecanismo 
catalítico baseado em um resíduo de cisteína. O resíduo de cisteína 
catalítico (presente no motivo CX5R) age como nucleófilo e o resíduo 
de arginina conservado está envolvido na ligação do substrato e na 
estabilização do intermediário de reação (Figura 3). Outro resíduo 
fundamental e conservado é o aspartato catalítico, que funciona como 
ácido geral em uma primeira etapa da catálise, e como base na segunda 
etapa. A cisteína e a arginina catalíticas localizam-se em um loop 
denominado P-loop, que se estrutura como um “berço”, e que mantém o 
grupo fosfato no local para o ataque nucleofílico. Além disso, o 
aspartato catalítico está localizado no WPD-loop, que dá 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 
resíduos catalíticos (Cys11, Arg17, Asp126) estão em azul. O P-loop, o DPYY-
loop e o loop variável (V-loop) estão indicados.  
 

 
Figura 3: Mecanismo geral de catálise das PTPs baseadas em cisteína. Os 
resíduos de Cys, Arg e Asp catalíticos estão destacados e o grupo fosfato é 
mostrado no sítio ativo. A arginina estabiliza o substrato enquanto o ataque 
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nucleofílico é realizado pela cisteína. Na primeira etapa, o aspartato age como 
um ácido e, na etapa final, ele age como uma base. Fonte: (BRANDÃO; 
HENGGE; JOHNSON, 2010). 

 
Assim como a PtpB, a PtpA é secretada no citosol do macrófago 

e sua expressão é aumentada quando ocorre a infecção dessas células 
(COWLEY; BABAKAIFF; AV-GAY, 2002), o que sugere uma 
interação dessa proteína com os macrófagos do hospedeiro. A PtpA é 
essencial para o sucesso da infecção em humanos (BACH et al., 2008; 
GRUNDNER; COX; ALBER, 2008). Tanto a deleção gênica da PtpA 
como a expressão — no citosol dos macrófagos — de anticorpos 
neutralizantes de PtpA reduzem o crescimento de M. tuberculosis em 
macrófagos humanos. Além disso, recentemente, nosso laboratório 
demonstrou que chalconas inibidoras da PtpA também diminuem a 
sobrevivência da bactéria em macrófagos humanos (MASCARELLO et 
al., 2010).  

A proteína VPS33B (Human Class C Vacuolar Protein Sorting 
VPS33B), um regulador de fusão de membrana presente nos 
macrófagos, foi o primeiro substrato fisiológico conhecido de PtpA. A 
VPS33B é 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 fusão de vesículas com membranas alvo. A 
desfosforilação de VPS33B pela PtpA prejudica o funcionamento desse 
complexo e impede a fusão do fagossomo com o lisossomo no 
macrófago (Figura 4). A fusão fagossomo-lisossomo é uma resposta 
celular do processo infeccioso que é inibida pelo M. tuberculosis. A 
PtpA é, portanto, um importante fator de virulência de M. tuberculosis, 
envolvido no estabelecimento da infecção desse patógeno (BACH et al., 
2008). 

Recentemente, foi demonstrado que a PtpA também se liga à 
subunidade H da ATPase macrófago-vacuolar-H+ (V-ATPase), um 
complexo de proteínas na membrana do fagossomo responsável pela 
acidificação lumial. Essa interação da PtpA com a V-ATPase do 
macrófago é necessária para a desfosforilação do VPS33B, 
anteriormente relatada, e posterior exclusão da V-ATPase do fagossomo 
durante a infecção por M. tuberculosis (Figura 4). Essas descobertas 
mostram que a inibição da acidificação do fagossomo pelas 
micobactérias pode ser atribuída diretamente à PtpA (WONG et al., 
2011; WONG, CHAO e AV-GAY, 2012). 
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Figura 4: Mecanismo de ação de PtpA na interrupção de processos celulares do 
macrófago hospedeiro. A PtpA é secretada para o citosol do macrófago, onde se 
liga à subunidade H da V-ATPase de forma a localizar especificamente o seu 
substrato, a VPS33B na interface de fusão do fagossoma-lisossoma. VPS33B é 
uma subunidade do complexo Vps-C, que serve como o núcleo de fusão 
homotípica e triagem de proteínas (HOPS) e regula o tráfico de membrana ao 
longo da via endocítica. A desfosforilação de VPS33B, finalmente, resulta na 
exclusão de V-ATPase a partir do fagossoma micobacteriano. Adaptado de 
WONG, CHAO e AV-GAY (2012). 
 
1.3. Óxido Nítrico e S-nitrosilação 

O óxido nítrico (NO) é um radical lipofílico pequeno, ubíquo e 
altamente difusível. É a principal espécie reativa de nitrogênio (ERN) 
presente nas células e também a principal fonte de outras ERN. O termo 
ERN se refere a vários produtos de nitrogênio como nitroxil (HNO), 
cátion nitrosônio (NO+), óxidos de nitrogênio, S-nitrosotióis (RSNOs), 
peroxinitrito (ONOO-), dentre outros. O NO possui propriedades 
químicas que o tornam um agente sinalizador versátil, envolvido em 
uma série de processos fisiológicos em espécies filogeneticamente 
distantes (LAMATTINA et al., 2003). Em mamíferos, está envolvido 
em diversos processos patofisiológicos como respostas imune e 
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inflamatória, neurotransmissão e homeostase vascular (TUTEJA et al., 
2004).  

Nos meios biológicos, as ERN induzem reações que incluem 
nitrosilação de grupo sulfidril (S-nitrosilação) ou metais (como ferro, 
cobre e zinco), e nitração de resíduos de tirosina (MARTÍNEZ; 
ANDRIANTSITOHAINA, 2009; ASTIER et al., 2011). A S-
nitrosilação é uma das principais reações do NO e seus derivados com 
substratos biológicos. Ela consiste na adição covalente de um grupo NO 
ao tiol reativo de resíduos específicos de cisteína em peptídeos e 
proteínas, para formar um S-nitrosotiol (Figura 5) (MARTÍNEZ; 
ANDRIANTSITOHAINA, 2009). A S-nitrosilação ocorre pela 
transferência do NO de um doador S-nitrosotiol para um tiol de uma 
cisteína aceptora (transnitrosilação) ou via reação de oxidação do NO 
com o tiol de uma cisteína na presença de um aceptor de elétrons (metal 
de transição ou O2, por exemplo) (FOSTER; FORRESTER; 
STAMLER, 2009). A S-nitrosilação é uma modificação pós-traducional 
que exerce funções específicas de sinalização, finamente reguladas no 
espaço e no tempo e, assim como a fosforilação, atua sobre a maior 
parte das classes de proteínas (HESS et al., 2005). 

 

 
Figura 5: Esquema da reação de S-nitrosilação. A, Esquema geral da S-
nitrosilação de uma proteína, que produz um S-nitrosotiol. B, Esquema da 
reação de S-nitrosilação (transnitrosilação) de uma metionina 
adenisiltransferase hepática, mediada por S-nitrosoglutationa (GSNO). O 
resíduo de Cys S-nitrosilado está destacado em vermelho. Adaptado de 
MARTÍNEZ; ANDRIANTSITOHAINA, 2009 e HESS et al., 2005. 
 

Várias PTPs são S-nitrosiladas como consequência da ação do 
NO, o que resulta, por exemplo, na perda de atividade e/ou proteção 
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contra oxidação irreversível (CASELLI et al., 1994; TAKAKURA et al., 
1999; XIAN et al., 2000; CHEN et al., 2008). A proteína humana 
PTP1B, por exemplo, é S-nitrosilada no resíduo de cisteína catalítico 
Cys215. Essa nitrosilação protege o sítio ativo da oxidação irreversível e 
inibe temporariamente a atividade da proteína (CHEN et al., 2008). 

Além de ocorrer com frequência nas PTPs, a S-nitrosilação está 
ligada à atividade microbicida. A S-nitrosilação em proteases de micro-
organismos está relacionada à 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 infecção, o efeito molecular do NO nesse patógeno ainda não 
é bem estabelecido. Algumas estruturas de M. tuberculosis associadas à 
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), já são conhecidas, mas a compreensão integral 
desse processo ainda é limitada. Por um lado, há estudos que apontam as 
ERN como uma das principais ações microbicidas do hospedeiro contra 
o M. tuberculosis (CHAN et al., 1992; RICH et al., 1997; ZAHRT; 
DERETIC, 2002). Por outro lado, há trabalhos que demonstram 
mecanismos moleculares de resistência do M. tuberculosis às ERO e 
ERN e de regulação celular mediada por essas espécies (ZAHRT; 
DERETIC, 2002; DARWIN et al., 2003; KUMAR et al., 2007; 
ATTARIAN et al., 2009). É possível que a exposição do M. tuberculosis 
ao NO desencadeie, inclusive, o estabelecimento da infecção latente 
(KUMAR et al., 2007). 

O S-nitroso proteoma do M. tuberculosis identificou 29 
proteínas S-nitrosiladas no micro-organismo, porém a PtpA não consta 
nessa relação (RHEE et al., 2005). Entretanto, recentemente, nosso 
grupo mostrou que enquanto a PtpB não sofre S-nitrosilação, a PtpA é 
passível dessa modificação pós-traducional. Por mutações sítio-dirigidas 
nas cisteínas (C11A, C16A e C53A) foi observada que a S-nitrosilação 
ocorre na C53. Como consequência, a S-nitrosilação na C53 de PtpA 
diminui sua atividade fosfatase (ECCO et al., 2010). Diferentemente do 
que foi observado em alguns estudos de S-nitrosilação de PTPs até 
agora (CHEN et al., 2008), a S-nitrosilação da PtpA não ocorre na 
cisteína catalítica (C11). Uma possibilidade é que a nitrosilação de PtpA 
na C53 ocorra devido à localização desse resíduo. A estrutura da enzima 
mostra claramente que a C53 é mais acessível ao solvente, em 
comparação com a C11 e a C16, que se localizam no P-loop (Figura 6) 
(ECCO et al., 2010). 
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Figura 6: Representação esquemática da estrutura da PtpA de M. tuberculosis 
S-nitrosilada em C53 (adaptada do arquivo PDB 1U2P). A, representação da 
proteína com as três cisteínas (C11, C16 e C53) e os resíduos catalíticos (C11, 
R17 e D126) destacados. A S-nitrosilação da C53 também é mostrada. B, 
representação da acessibilidade do solvente à PtpA. A mesma vista de A é 
mostrada em relação à acessibilidade ao solvente. O azul corresponde a regiões 
menos acessíveis e o amarelo às mais acessíveis. A C53 é claramente mais 
exposta que as outras cisteínas. Fonte: ECCO et al. (2010). 
 

Essa observação sugere que a localização desse resíduo na PtpA 
pode ter um papel importante na determinação da seletividade da S-
nitrosilação da PtpA (ECCO et al., 2010). Porém, ainda é difícil prever 
qual resíduo de cisteína é S-nitrosilado nas proteínas. Muitos trabalhos 
buscam indicativos e motivos específicos de aminoácidos que apontem 
onde ocorre a S-nitrosilação, mas ainda tem se mostrado difícil prever a 
especificidade dessa reação (MARINO; GLADYSHEV, 2010). Há 
proteínas com inúmeros resíduos de cisteína nas quais somente um deles 
é S-nitrosilado. O receptor de rianodina de músculo esquelético RyR1, 
por exemplo, possui cerca de 50 tióis livres, sendo que apenas uma 
cisteína (C3635) é S-nitrosilada (SUN et al., 2001; HESS et al., 2005). 
Estudos recentes têm demonstrado que a acessibilidade do tiol reativo 
ao doador de NO, bem como a ação de efetores alostéricos (como O2 e 
Ca2+) são determinantes críticos da especificidade da S-nitrosilação 
(FOSTER; FORRESTER; STAMLER, 2009). 

Diversos outros estudos demonstraram a inibição da atividade 
de PTPs como consequência da ação 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 aminoácido S-nitrosilado foi determinado, a S-
nitrosilação ocorre no resíduo de cisteína catalítico (BARRETT et al., 
2005; CHEN et al., 2007; FOSTER; FORRESTER; STAMLER, 2009). 

Nesse contexto, ainda não se sabe como a S-nitrosilação em um 
resíduo de cisteína que não pertence ao sítio ativo, como na PtpA, possa 
alterar a sua atividade. Como o efeito da S-nitrosilação não é 
diretamente no sítio catalítico, supõe-se que essa modificação na C53 
altere a conformação estrutural de PtpA de modo a interferir na sua 
atividade fosfatase. Para confirmar essa hipótese, estudos estruturais 
devem ser realizados. Por outro lado, também não se sabe se a S-
nitrosilação afeta a interação da PtpA com a cinase correspondente, a 
PtkA, nem se esta também é S-nitrosilada e, consequentemente, a 
importância disso na patogênese da tuberculose. 

 
1.4. Proteína tirosina cinase A – PtkA - de M. tuberculosis 
 

Recentemente, Bach, Wong e Av-Gay (2009) detectaram a 
presença de uma fosfotirosina cinase em M. tuberculosis - PtkA - 
codificada pelo gene Rv2232. O produto desse gene foi inicialmente 
anotado como um membro da superfamília HAD (Haloacid 
Dehalogenase-like hydrolase) (COLE et al., 1998; COLE et al., 2002). 
Até o momento não tinha sido identificada nenhuma tirosina cinase em 
M. tuberculosis. Nesse trabalho, foi demonstrado que a PtkA fosforila 
PtpA em dois resíduos de tirosina (Tyr128 e Tyr129) situados no 
DPYY-loop e se autofosforila na Tyr262 (BACH; WONG; AV-GAY, 
2009; STEHLE et al., 2012). Também foi observado que a PtkA não é 
um substrato da PtpA, o que é consistente com o fato de que a PtpA é 
uma proteína secretada que age no hospedeiro (BACH; WONG; AV-
GAY, 2009). Foram supostas duas hipóteses sobre o papel da 
fosforilação da PtpA: a fosforilação poderia tanto modular a atividade 
dessa enzima como regular sua secreção (CHAO et al., 2010). 

Em diversos tipos de LMW-PTP, a fosforilação ocasiona ou o 
aumento da atividade (TAILOR et al., 1997; BUCCIANTINI et al., 
1999) ou a regulação negativa (SCHWARZER et al., 2006). A 
regulação da LMW-PTP humana HCPTP-A, a qual possui 37% de 
similaridade de sequência em relação à PtpA, é realizada pela 
fosforilação dos dois resíduos de tirosina adjacentes conservados (Y131, 
Y132) pela pp60v-Src. Embora a fosforilação da Y131 aumente a 
atividade da enzima fosfatase em 25 vezes, a fosforilação da Y132 não 
afeta a atividade da enzima, porém conduz ao recrutamento de uma 
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proteína importante para a transdução do sinal. Assim, esses resultados 
indicam que ambos os resíduos de tirosina são de uma importância 
crucial para a regulação funcional e estrutural de HCPTP-A 
(BUCCIANTINI et al., 1999). Dessa maneira, supõe-se que tanto a 
fosforilação de PtpA em Y128/Y129 pela PtkA, quanto a mudança 
conformacional no DPYY-loop decorrente da fosforilação, tenham um 
papel importante na relação estrutura-atividade de PtpA (STEHLE et al., 
2012). 
 
1.5. SapM – Fosfatase Ácida Secretada de M. tuberculosis  
 

Inicialmente, o gene Rv3310 de M. tuberculosis foi anotado 
como uma proteína hipotética (COLE et al., 1998). De acordo com sua 
estrutura primária, essa proteína hipotética possuiria massa molecular de 
31,807 kDa e ponto isoelétrico (pI) de 6,14. Contudo, Saleh e Belisle 
(2000) identificaram-a em filtrado de cultura de M. tuberculosis como 
uma fosfatase ácida secretada, de aproximadamente 27 kDa. Por 
espectrometria de massa, foi confirmado que essa proteína não possui os 
primeiros 43 aminoácidos do produto gênico predito, sendo estes 
característicos de uma sequência N-terminal procariótica responsável 
pela secreção SecA-dependente (SALEH; BELISLE, 2000; WONG, 
CHAO e AV-GAY, 2012). As vias SEC estão envolvidas no 
translocamento de proteínas através da membrana plasmática pela 
identificação do peptídeo sinal e sua clivagem após o evento de secreção 
(CHAMPION; COX, 2007). Assim, essa fosfatase ácida 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 infecção (SALEH; 
BELISLE, 2000).  

A sequência de aminoácidos de SapM não apresenta homologia 
significante com nenhum outro gênero de proteínas procarióticas. 
Também não apresenta motivos característicos de proteínas 
fosfotreonina/serina e tirosina fosfatases, metalofosfoesterases, histidina 
fosfatases. Contudo, possui dois resíduos de histidinas, 93 e 204 
(numeração correspondente à sequência original do gene sapM), que são 
conservados nas regiões altamente homólogas de fosfatases ácidas de 
fungos como a fosfatase ácida de Penicillium chrysogenum (Pc-PhoA) 
(HAAS et al., 1992), de Aspergillus (niger) ficuum (Af-PhoA) 
(EHRLICH et al., 1994) e de Kluyveromyces lactis (Kl-PhoX) 
(FERMINAN; DOMINGUEZ, 1997) (SALEH; BELISLE, 2000). 
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Inicialmente, foi concluído que SapM não tinha qualquer 
atividade contra fosfolípidos, com base na ausência de atividade com 
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e ácido fosfatídico (SALEH; 
BELISLE, 2000). Contudo, um estudo de Vergne e colaboradores 
(2005) demonstrou que a concentração do PI3P - um lipídio regulador 
do tráfico de membranas e essencial para fusão fagossomo lisossomo - é 
mantida em fagossomos contendo micobactérias mortas, mas é 
diminuída em fagossomos com bacilos vivos. Esse trabalho mostrou que 
a remoção do PI3P é provocada pela sua desfosforilação promovida pela 
SapM. Isso sugeriu que essa fosfatase também medeia a detenção da 
maturação do fagossoma por perturbar o recrutamento de proteínas 
efetoras de PI3P tais como o antígeno endossomal precoce 1 (EEA1 – 
Early Endosome Antigen 1). Nesse mesmo estudo, a adição de SapM in 
vitro inibiu a fusão tardia dos fagossomas (VERGNE et al., 2005). 

Em um estudo mais recente, camundongos vacinados com 
Mycobacterium bovis BCG (∆sapM) apresentaram uma sobrevivência 
prolongada quando infectados com M. tuberculosis (FESTJENS et al., 
2011). Isso porque, a vacina BCG ∆sapM foi mais eficaz na indução de 
recrutamento e ativação de células dendríticas (DC) CD11c + MHC-IIint 
CD40int durante o processo inflamatório. O aumento da eficácia da 
vacina pode ser o resultado de uma falta de inibição da maturação do 
fagossoma, permitindo apresentação de antígenos e ativação bem-
sucedida da imunidade adaptativa por células dendríticas. Assim, SapM 
inibe a migração de células dendríticas para sua ativação nos gânglios 
linfáticos que drenam o local de vacina BCG subcutânea. Esse estudo 
também mostrou que a dupla supressão ∆fbpA∆sapM em MtbH37Rv 
resultou em uma cepa altamente atenuada e imunogênica, apoiando 
ainda mais o papel de SapM no bloqueio da maturação do fagossoma 
(SAIKOLAPPAN et al., 2012).  

Apesar da importância de SapM na imunogenicidade de M. 
tuberculosis, ainda não existe nenhum inibidor específico para essa 
fosfatase, possivelmente devido ao estudo limitado dessa proteína e ao 
limitado conhecimento acerca dos possíveis alvos aos quais os 
inibidores deveriam se ligar nessa família de fosfatases (WONG; 
CHAO; AV-GAY, 2012). 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1. Objetivo geral 
 

• Investigar o efeito da S-nitrosilação sobre os parâmetros 
cinéticos, estrutura secundária, estabilidade térmica e estrutura 
terciária de PtpA. Clonar e realizar a caracterização inicial de 
outras duas enzimas de Mycobacterium tuberculosis, PtkA e 
SapM. 
 

2.2. Objetivos específicos  
 

• Confirmar a S-nitrosilação da C53 de PtpA por biotinilação de 
PtpA selvagem e mutantes e por espectrometria de massa 
MALDI-TOF/TOF das proteínas biotiniladas; 

• Determinar o efeito da S-nitrosilação sobre os parâmetros 
cinéticos de PtpA; 

• Analisar o efeito da modificação sobre a estabilidade térmica de 
PtpA das por meio de espectroscopia de dicroísmo circular; 

• Avaliar o efeito da S-nitrosilação na estrutura tridimensional de 
PtpA por meio de estudos de Ressonância Magnética Nuclear. 

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

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

• Testar diversas condições de cultivo e estabelecer a melhor 
delas para a expressão e purificação de SapM; 

• Confirmar a identidade das proteínas purificadas por 
espectrometria de massa MALDI-TOF 

• Avaliar o efeito do Mg2+ sobre a estrutura secundária e 
estabilidade térmica de PtkA por espectroscopia de dicroísmo 
circular; 
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• Obter o modelo estrutural de PtkA com base na estrutura 
terciária de proteínas da mesma família; 

• Avaliar a ocorrência de S-nitrosilação na Ptka de M. 
tuberculosis por ação do NO; 

• Se observada a S-nitrosilação, confirmar o resíduo de cisteína 
S-nitrosilado por meio da mutação sítio dirigida C61A; 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 Vetor de expressão da proteína PtpA 
 

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

 
3.2 Mutações sítio-dirigidas de PtpA 
 

Em estudo anterior do nosso grupo, com o objetivo de investigar 
o sítio de S-nitrosilação na PtpA, os códons correspondentes a resíduos 
de cisteína dessa proteína foram mutados para alanina de forma a criar 
as seguintes substituições de aminoácidos: C11A, C16A e C53A. A 
partir daí foi observado que a mutante C53A não sofreu S-nitrosilação. 
Pôde-se então concluir que a S-nitrosilação ocorre na cisteína 53. Como 
parte do trabalho desta dissertação, foram feitas mutantes duplas - 
C11A/C16A, C11A/C53A, C16A/C53A - para investigar o efeito de 
cada cisteína separadamente, assim como a mutante desprovida das três 
cisteínas - C11A/C16A/C53A. O kit QuickChange Multi Site-Directed 
Mutagenesis Kit (Stratagene) (Figura 7) foi utilizado para modificar os 
códons selecionados no plasmídeo pET28a-Mt_PtpA.  

Os seguintes oligonucleotídeos iniciadores foram desenhados e 
utilizados para gerar os vetores mutantes de PtpA: (i) para a mutação 
Cys11 para Ala, 5’- GTC ACA TTC GTT GCG ACG GGC -3’; (ii) para 
a mutação Cys16 para Ala, 5’- ACG GGC AAC ATC GCA CGG TCG 
CCA ATG -3’; (iii) para a mutação Cys53 para Ala, 5’- CAT GTA 
GGC AGT GCA GCA GAC GAG CGG GCG -3’ (os códons destacados 
correspondem ao nucleotídeos mutados). A mistura de reação foi feita 
conforme instrução do fabricante.  

Os produtos de reação foram incubados com 10 U/µL de DpnI 
por 1 h, a 37 ºC para digestão do DNA molde metilado e, em seguida, 
utilizados para transformar células E. coli XL10-Gold ultracompetentes. 
Os plasmídeos gerados foram posteriormente purificados com o kit 
Wizard Plus SV Minipreps (Promega), visualizados após eletroforese em 
géis de agarose 1% corados com brometo de etídio. As mutações foram 
confirmadas por sequenciamento de DNA e as proteínas mutantes foram 
expressas e purificadas da mesma forma que a proteína selvagem. 
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Figura 7: Representação esquemática da mutação sítio-dirigida realizada pelo 
kit QuickChange Multi Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene®). 1. 
Amplificação do DNA plasmidial molde a partir de iniciador mutado 
produzindo plasmídeos com a mutação desejada. 2. Digestão do DNA 
parenteral metilado. 3. Transformação de células E. coli XL10-Gold 
ultracompetentes com o produto da mutação. Adaptado de SMITH (2007). 

 
3.3 Preparação de bactérias competentes  
 

O preparo de bactérias competentes tem como finalidade torná-
las, através de tratamento químico, capazes de incorporar facilmente 
fragmentos de DNA. Para tanto, células bacterianas armazenadas a -70 
oC foram cultivadas a 37 oC em 40 mL de meio SOC líquido (2% 
peptona, 0,5 % extrato de levedura, 10 mM NaCl, 2,5 mM MgCl2, 10 
mM MgSO4, 20 mM glicose) até a densidade ótica de 0,4 em 600 nm. 
As células foram então centrifugadas a 2600 x g por 20 min. O 
sedimento foi homogeneizado com solução TB (10 mM PIPES, 55 mM 
MnCl2, 15 mM CaCl2, 250 mM KCl, 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 solução TB contendo 20% de glicerol, aliquotadas e armazenadas   a 
-70 oC. 
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3.4 Transformação de bactérias 

 
Para a transformação das bactérias competentes, as mesmas 

foram inicialmente incubadas com o vetor de expressão de interesse, em 
gelo, durante 20 min. As células foram, então, mantidas durante 2 min a 
42 oC e novamente em gelo por 2 min. Em seguida, foram adicionados 
500 µL de meio LB líquido às bactérias, que foram mantidas a 37 oC 
durante 1 hora, semeadas em meio LB sólido (1 % peptona, 0,5 % 
extrato de levedura, 0,5 % NaCl, 1,5 % Ágar, pH 7,5) suplementado 
com o antibiótico para o qual o vetor de expressão confere resistência 
(50 µg/mL de canamicina para pET28a-Mt_PtpA e mutantes, 100 
µg/mL de ampicilina para pET14b-Mt_PtkA e pET14b-Mt_SapM) e 
mantidas a 37 oC por 15 horas (AUSUBEL et al., 1992). O vetor 
pET28a+ possui um gene de resistência à canamicina, logo, o uso desse 
antibiótico durante o cultivo seleciona apenas as bactérias que 
incorporaram o vetor de expressão. Como controle negativo, foi 
realizado o mesmo procedimento com bactérias que não receberam 
vetor de expressão. 

 
3.5 Expressão das proteínas PtpA e mutantes 
 

Os vetores de expressão 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 
expressão do gene de interesse em cepas de bactérias DE3 — cujo 
genoma possui o gene para a RNA polimerase de T7. As colônias 
selecionadas por resistência ao antibiótico canamicina (pET28a+) foram 
utilizadas nos pré-inóculos. 

Os pré-inóculos foram realizados em 10 mL de meio LB líquido 
suplementado com o antibiótico correspondente e incubados a 37 ºC sob 
agitação. Cada inóculo foi feito a partir de 5 mL do pré-inóculo, em 250 
mL de meio LB novo, com as mesmas concentrações de antibiótico 
descritas, a 37 ºC.  

Para a indução de expressão, quando a densidade ótica do 
cultivo em 600 nm alcançou 0,6 a 0,8 — equivalente à metade da fase 
logarítmica de crescimento — as bactérias foram mantidas na 
temperatura de indução por 20 min. Em seguida, foi adicionado 
isopropil-β-D-tiogalactopiranosideo (IPTG), para uma concentração 
final de 0,5 mM. O IPTG induz a expressão da RNA polimerase do fago 
T7, que se encontra codificada no genoma bacteriano sob controle do 
promotor lac. Como consequência, o gene contido no vetor passa a ser 

34



35 
 
transcrito pela bactéria. O tempo e a temperatura de indução da 
expressão proteica de PtpA foram padronizados anteriormente em nosso 
laboratório, 15 ºC por 15 horas (PURIFICAÇÃO, 2008).  

Após a indução da expressão proteica, os cultivos foram 
centrifugados a 6000 x g, por 20 min, a 4 oC e lavados com tampão de 
lise (20 mM Tris-HCl pH 8,0, 0,5 M NaCl, 10 mM imidazol, 10% 
glicerol). Em seguida, as células foram homogeneizadas com tampão de 
lise suplementado com inibidor de proteases (PMSF, fluoreto de 
fenilmetilsulfonil, concentração final de 40µg/mL), rompidas por 
sonicação 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 
oC). A fração solúvel obtida foi utilizada para purificação. 

 
3.6 Purificação das proteínas PtpA e mutantes 
 

As proteínas PtpA e suas mutantes foram purificadas em 
condições 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 proteínas expressas possuem uma cauda de 
histidinas N-terminal. Essas histidinas expostas são capazes de 
coordenar o níquel imobilizado na matriz e as proteínas ligadas são 
eluídas pela adição de imidazol, o qual compete quimicamente com as 
cadeias laterais dos resíduos de histidina (Figura 8). 

 

 
Figura 8: Cromatografia de Afinidade por Metal Imobilizado - IMAC. 
Esquema demonstrando a forma de interação da cauda de histidinas da proteína 
com o metal divalente (níquel) imobilizado no grupo iminodiacético das esferas 
de sepharose da resina (Adaptado de: www.ge.com). 
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Foram utilizadas colunas HisTrap HP (Amersham Biosciences), 
carregadas com níquel, conectadas a um cromatógrafo ÄKTA (GE 
Healthcare). A coluna foi inicialmente equilibrada com o tampão de lise 
e o sobrenadante obtido após a lise e centrifugação dos cultivos foi 
adicionado à coluna, na temperatura ambiente de 18 ºC. Em seguida, a 
coluna foi lavada com concentrações crescentes de imidazol, o que 
provoca a eluição das proteínas a esta ligadas. 

Após a purificação por afinidade, as frações proteicas foram 
submetidas a diálises para a retirada gradual do imidazol da solução. Em 
seguida, as proteínas foram concentradas por centrifugação (Amicon 
Ultra-15, Millipore, membrana de poro de 10 kDa) e estocadas a -20 oC 
em tampão HEN (250 mM HEPES pH 7,7, 1 mM EDTA, 0,1 mM 
neocuproína). 

As frações proteicas foram analisadas por SDS-PAGE (Sodium 
Dodecyl Sulfate – Polyacrylamide Gel Electrophoresis), em géis de 
poliacrilamida 10%, sob condições desnaturantes e redutoras, corados 
com Coomassie Brilliant Blue R-250 (SCHAGGER; VON JAGOW, 
1987). A quantificação do conteúdo proteico foi realizada através do 
método de Bradford (BRADFORD, 1976) com albumina de soro bovino 
como padrão, ou espectrofotometricamente a 280 nm na presença de 
hidrocloreto de guanidina 6M. O coeficiente de extinção molar de cada 
proteína foi calculado com o auxílio do programa ProtParam 
(http://web.expasy.org/protparam/). 

 
3.7 Ensaio de biotinilação para detecção de proteínas S-nitrosiladas 
 

Com o objetivo de investigar a S-nitrosilação das proteínas deste 
estudo, foram realizados ensaios de biotinilação (Biotin Switch) segundo 
Jaffrey e Snyder (2001), com algumas modificações. Essa técnica 
detecta proteínas S-nitrosiladas através da substituição do grupo NO 
ligado ao resíduo de Cys pela biotina, sendo que esta é posteriormente 
detectada por Western blot (Figura 9).  
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Figura 9: Representação esquemática do ensaio de Biotin Switch. A proteína 
teórica possui cisteínas na forma de tiol livre e ligação dissulfeto. A cisteína 
passível de S-nitrosilação forma um nitrosotiol após a reação com GSNO. 
Posteriormente, tióis livres são metil-tiolados pelo MMTS, tornando-os não 
reativos. O MMTS que não reagiu é removido por precipitação com acetona. 
Depois, os nitrosotióis são reduzidos seletivamente pela ação do ácido ascórbico 
para formar novamente o tiol, o qual reage com a biotina-HPDP. Depois de 
biotinilada, a revelação é feita por western-blot usando anticorpos anti-biotina. 
Adaptado de Jaffrey e Snyder (2001). 
 

Para realização desses experimentos, a concentração de cada 
proteína purificada foi ajustada até um máximo 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 tampão de bloqueio 
(250 mM HEPES pH 7,7, 1 mM EDTA, 0,1 mM neocuproína, 2,5 % 
SDS, 27 mM metil-metano-tiosulfonato) a 50 °C, sob agitação 
frequente. O metil-metano-tiosulfonato (MMTS) é utilizado para 
bloquear os resíduos de cisteína que não foram nitrosilados pelo óxido 
nítrico. O MMTS residual foi removido por precipitação com 10 
volumes de acetona gelada (-20 ºC) e as proteínas foram ressolubilisadas 
em tampão HENS (250 mM HEPES pH 7,7, 1 mM EDTA, 0,1 mM 
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neocuproína, 1 % SDS). As S-nitrosilações foram novamente reduzidas 
com 1 mM de ascorbato de sódio por 10 min, a temperatura ambiente. 
Em seguida, as cisteínas livres foram biotiniladas com 2 mM de biotina-
HPDP (Thermo Scientific) diluída em DMSO por 1h, a temperatura 
ambiente. O ascorbato reduz as S-nitrosilações, deixando os resíduos de 
cisteína, antes nitrosilados, livres para a ligação com a biotina-HPDP. 
Como controles negativos, as amostras foram tratadas com 1mM de 
glutationa reduzida (GSH) ao invés de GSNO.  

Para detecção de proteínas 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 pó desnatado (5%) e 
incubadas com anticorpo de camundongo antibiotina (diluição 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 secundário anti-IgG de camundongo do kit Amersham ECL 
Western Blotting Analysis System (GE Helthcare Life Sciences), 
diluição 1: 30.000. Para detecção da fluorescência do anticorpo 
secundário foi usado o scanner de fluorescência 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 proteína, quanto para identificar mudanças pós-
traducionais (CHOE et al., 2006), tais como fosforilação, nitrosilação e 
biotinilação. Dentre os diversos tipos de espectrometria de massa, a 
ionização por electrospray (ESI – Electrospray Ionization) pode ser 
usada na detecção da maioria das modificações pós-traducionais, já a 
Ionização/Dessorção por laser assistido por uma matriz (MALDI – 
Matrix-assisted Laser Desorption Ionization) não é aconselhável na 
detecção de algumas modificações como a S-nitrosilação (FOSTER, 
2011). Isso ocorre porque o processo de ionização durante a técnica de 
MALDI provoca o rompimento da ligação S-NO e sua subsequente 
redução, o que impossibilita a detecção dessa modificação (KANEKO; 
WADA, 2003). Já a biotinilação é uma ligação mais forte que não é 
rompida durante a ionização por MALDI, o que torna possível a 
detecção dessa modificação por essa técnica (FOSTER, 2011). 

Para confirmar a identidade das proteínas e observar possíveis 
mudanças pós-traducionais, as bandas obtidas na eletroforese foram 
cortadas e descoradas com 500 μL de solução de descoloração (25 mM 
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de bicarbonato de amônio, 50% (v/v) de ACN), sob agitação, até a 
completa descoloração do gel. Em seguida, as bandas foram 
desidratadas com 100 μL de ACN por 15 min, até ficarem totalmente 
esbranquiçadas, então, a acetonitrila foi removida e os resíduos 
remanescentes do gel foram liofilizados em sistema de centrifugação a 
vácuo (Speed Vac, Eppendorf) durante 10 min. Os fragmentos dos géis 
foram reidratados com uma solução de tripsina (Promega) em 25 mM de 
bicarbonato de amônio pH 8,0, na concentração final de 10 μg/mL. A 
clivagem ocorreu a 37 oC durante cerca de 14 h. Após a digestão 
enzimática, os peptídeos foram eluídos da acrilamida com solução de 
extração contendo 50% (v/v) de ACN e 5% (v/v) de ácido 
trifluoroacético (TFA), e novamente liofilizados. 

As análises de espectrometria de massa foram realizadas em um 
espectrômetro de massa tipo MALDI-TOF/TOF modelo Autoflex III 
(Bruker Daltonics, Bremen Germany) Os peptídeos extraídos foram 
inicialmente solubilizados em 10 μL 0,1 % (v/v) de TFA. Uma amostra 
de 1 μL de cada banda digerida e concentrada foi homogeneizada com 1 
μL da solução saturada da matriz ácido alfa-ciano-4-hidroxicinâmico (5 
mg/mL em 50% (v/v) ACN, 0,1% (v/v) TFA). Em seguida, 1 μL dessa 
mistura foi aplicada diretamente na placa do espectrômetro MALDI-
TOF/TOF, na qual ocorreu a cristalização a temperatura ambiente. Após 
a cristalização das amostras foram realizadas as análises 
espectrométricas.  

Os espectros gerados foram analisados e processados com o 
programa FlexAnalysis 3.2 (Bruker Daltonics). As razões m/z dos 
peptídeos obtidos foram comparados aos valores teóricos calculados 
pelo programa ProteinProspector – MS Digest (www.expasy.org). 

 
3.9 Cálculo de atividade específica e ensaios de atividade enzimática 
de PtpA na presença de GSNO 
 

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

As reações contiveram 20 mM de imidazol pH 7,0, 100 nM de 
enzima e 20 mM de p-nitrofenilfosfato (pNPP) como substrato. Para não 
haver interferência no tratamento com GSNO, as reações foram 
realizadas na ausência 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, 
que permite a detecção espectrofotométrica de seu produto. A atividade 
específica foi calculada utilizando-se o coeficiente de absortividade 
molar de 4938,8 M-1.cm-1 (determinado experimentalmente para as 
condições descritas acima). 

Para os ensaios de nitrosilação 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 à reação. 
 
3.10 Espectroscopia de Dicroísmo Circular 
 

Os experimentos de espectroscopia de dicroísmo circular (CD) 
foram realizados em um espectropolarímetro JASCO J-815 equipado 
com um controlador de temperatura. Espectros de CD foram obtidos a 
20 oC, em cubeta de quartzo com caminho óptico de 0,5 mm. As leituras 
foram feitas em um intervalo de comprimento de onda variando de 260 
a 190 nm. Para a avaliação do efeito da S-nitrosilação sobre a estrutura 
de PtpA foram usados 10 µM de proteína em tampão contendo 15 mM 
de HEPES pH 7,7, 50 µM de EDTA, 5 µM de neocuproína. Já na 
avaliação da estrutura de PtkA na ausência e na presença de metal foram 
usados 10 µM de proteína em tampão contendo Tris 2 mM (pH 8,0), 
NaCl 10 mM, glicerol 1 %, na ausência e presença de MgCl2. Os 
experimentos foram realizados com velocidade de varredura de 50 
nm/min, resolução 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 calibração (somente o tampão) foi subtraído dos espectros 
das proteínas. Os cálculos das porcentagens de conteúdo de estrutura 
secundária foram feitos com base nos algoritmos de CONTIN e 
CDSSTR (SREERAMA e WOODY, 2000). 

A estabilidade térmica das proteínas também foi avaliada por 
CD. O espectro a 222 nm foi medido na faixa de temperatura de 20 a 60 
ºC, com aumento gradual de 1 ºC, com um período inicial de equilíbrio 
de 10 min a 20 oC. Os espectros foram coletados do mesmo modo que 
descrito acima. Nos ensaios de S-nitrosilação, as proteínas em tampão 
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-
nitrosilação, as proteínas foram tratadas com 1 mM de GSNO e ainda 
mantidas por 10 min com 5 mM de DTT nas mesmas condições. As 
temperaturas médias de desnaturação – TM - para cada proteína foram 
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calculadas por regressão não linear (curva sigmoidal de Boltzmann) no 
programa GraphPad Prism 5.0. 

 
3.11. Expressão e purificação de proteínas marcadas com 15N 
 

Para a realização de ensaios de Ressonância Magnética Nuclear 
(RMN), a PtpA uniformemente marcada com 15N foi expressa em 
bactérias E. coli BL21(DE3) em meio mínimo de cultura M9 (Na2HPO4. 
17 g/L, KH2PO4 3 g/L, NaCl 0,5 g/L, NH4Cl 1 g/L, MgSO4 0,5 g/L, 
glicose 5 g/L, CaCl2.2H2O 14,7 mg/L, tiamina 1 mg/L) contendo 
15NH4Cl (Cambridge Isotope) como única fonte de nitrogênio, 
suplementado com 50 µg/mL de canamicina. O protocolo de expressão 
foi o mesmo anteriormente descrito para as proteínas expressas em meio 
LB, exceto pelo fato de o pré-inóculo ser realizado em 50 mL de meio a 
partir de aproximadamente 15 colônias de bactérias transformadas com 
o vetor pET28a-Mt_PtpA selecionadas por resistência a canamicina. 
Cada inóculo foi feito a partir do volume de pré-inóculo suficiente para 
atingir uma densidade ótica de 0,1 a 600 nm em 250 mL de inóculo. 

A purificação da PtpA marcada uniformemente com 15N foi 
realizada da mesma forma que as proteínas expressas em meio LB. No 
entanto, após dialisada para remoção do imidazol, a proteína foi 
incubada com cinco unidades de trombina por miligrama de PtpA, a 18 
oC, por 15 horas, para clivagem da cauda de histidinas. A cauda de 
histidinas dificulta a aquisição dos espectros de RMN, pois gera mais 
sinais que não estão assinalados. Em seguida, a PtpA foi purificada por 
cromatografia de exclusão molecular em coluna Superdex 75 10/300 
(Amersham) acoplada a um cromatógrafo ÄKTA (GE Healthcare) em 
tampão HEPES/EDTA (50 mM HEPES pH7,5, 1 mM EDTA). 

 
3.12. Ensaios de Ressonância Magnética Nuclear 
  

Os experimentos de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 
foram realizados em espectrômetro Bruker de 600 MHz equipado com 
criossonda de tripla ressonância de 5 mm, no Centro Nacional de 
Ressonância Magnética Nuclear Jiri Jonas (UFRJ, Rio de Janeiro) sob 
supervisão do Dr. Guilherme Razzera. Todos os experimentos foram 
realizados a 25 oC. As amostras foram preparadas com base no exposto 
por Saxena e colaboradores para o assinalamento de frequências de 
ressonância de PtpA de M. tuberculosis (SAXENA et al., 2005). A PtpA 
marcada uniformemente com 15N, sem cauda de histidina, foi 

41



42 
 
concentrada até 70 µM em tampão HEPES/EDTA (50 mM HEPES 
pH7,5, 1 mM EDTA) com 10% D2O.  

As amostras da PtpA nessas condições foram utilizadas para 
aquisição de espectros bidimensionais de correlação heteronuclear (15N-
HSQC). Com o objetivo de avaliar o efeito do NO sobre a PtpA, foram 
adquiridos espectros antes e após a adição de GSNO à amostra (no 
escuro) para as seguintes concentrações: 50 µM, 100 µM, 500 µM e 1 
mM. Em seguida, foram adicionados 10 mM DTT à proteína 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 o assinalamento das frequências de ressonância de PtpA 
previamente determinado (SAXENA et al., 2005), ajustando-se os sinais 
de correlação por proximidade quando necessário. Os desvios do 
deslocamento químico para cada aminoácido foram calculados com o 
uso da fórmula: 

22 )10()( NHDDQ ∆+∆=  
onde H representa o sinal do próton e N representa o sinal do 

nitrogênio. Para diferenciar os desvios do deslocamento químico 
significativos, foram calculadas a média e o desvio padrão de todos os 
valores obtidos. Os esquemas da estrutura tridimensional da PtpA foram 
construídos 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 genômico de Mycobacterium tuberculosis H37Rv foi 

fornecido pelo professor Dr. Luiz Augusto Basso do CPBMF-PUCRS 
(Centro de Pesquisa em Biologia Molecular e Funcional da Pontifícia 
Universidade Católica do Rio Grande do Sul).  

As sequências que codificam a PtkA - gene Rv2232 – e a SapM 
- gene Rv3310 – foram amplificadas pela Reação em Cadeia da 
Polimerase (PCR) com oligonucleotídeos específicos desenhados com 
sítios de restrição apropriados flanqueando as extremidades 5’ e 3’ dos 
genes. Para PtkA, o iniciador anverso contém o sítio de restrição NdeI 
(sublinhado), (5’-AGGATTACA’TATGTCTTCGCCTCGTGAACG-
3’), e o reverso  contém o códon de terminação e o sítio de restrição 
BamHI (sublinhado), (5’-GTTTTCG’GATCCTCAGACACCTAGC 
GCCTCCCTCAGC-3’). Já para SapM, o iniciador anverso contém o 
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sítio de restrição XhoI (sublinhado), (ATTGTTC’TCGAG 
AGTGCCCTGCCGACCTTCGCGC-3’), e o reverso contém o códon de 
terminação e o sítio de restrição BamHI (sublinhado), (5’-
ATTGACG’GATCCCTAGTCGCCCCAAATATCGGTTAT-3’). 

A mistura de reação conteve 100 ng de DNA, 50 pmoles de 
cada oligonucleotídeo iniciador, 200 pmoles de dNTPs, 1 U de Taq 
DNA polimerase, 1,5 mmol/L de MgCl2, 5 µL de tampão da Taq DNA 
polimerase (5x) e água ultra pura para um volume final de 25 µL. O 
programa do termociclador consistiu em um passo de desnaturação 
inicial a 95ºC por 5 min, seguido por 30 ciclos de desnaturação a 95ºC 
por 45 s, pareamento a 50ºC por 30 s, extensão a 72ºC por 1 min, 
finalizando com um passo de extensão a 72ºC por 10 min. 

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

Os fragmentos amplificados, os quais contêm adeninas nas 
expremidades 5’, foram inseridos no vetor “pGEM®-T Easy Vector” 
(Promega). Este é um plasmídeo linear que possui em cada uma de suas 
extremidades timidinas livres complementares às adeninas inseridas pela 
Taq DNA polimerase no final de cada produto de amplificação (Figura 
10). Assim, as adeninas dos fragmentos amplificados paream com as 
timidinas do vetor. Os produtos das reações de ligação foram usados 
para transformar bactérias E. coli DH5α competentes, as quais foram 
usadas para propagar esse vetor com os 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 são mostradas as 
timidinas livres complementares às adeninas inseridas pela Taq DNA 
polimerase; origens de replicação; genes marcadores de seleção e região 
promotora. Fonte: http://www.promega.com. 
 

Após a purificação, os vetores pGEM®-T Easy contendo as 
sequências que codificam PtkA e SapM, foram digeridas com as 
enzimas de restrição NdeI e BamHI, para Ptka, e XhoI e BamHI, para 
SapM. Para a separação dos produtos da digestão foram realizadas 
eletroforeses em géis de agarose 1% corado com brometo de etídio. Os 
fragmentos gênicos foram purificado com o kit de purificação de PCR 
“Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System” (Promega).  

O vetor de expressão pET-14b de 4671pb da Novagen (Figura 
11) também foi digerido com as endonucleases NdeI e BamHI (Ptka) e 
XhoI e BamHI (SapM). Os produtos das digestões foram visualizados 
em gel de agarose 1% e as purificações realizadas da mesma forma 
supracitada.  
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Figura 11: Mapa do vetor de expressão pET-14b. São mostrados os sítios de 
clivagem para as endonucleases NdeI, BamHI e XhoI, origens de replicação; 
genes marcadores de seleção e região promotora. Fonte: www.novagen.com. 

 
3.14 Construção dos vetores de expressão dos genes ptkA e sapM 
 

Após as purificações dos fragmentos e do vetor digeridos, os 
mesmos foram ligados com a DNA ligase do fago T4. Os fragmentos 
foram inseridos posteriormente à região promotora T7 e à sequência 
codificante correspondente aos seguintes resíduos de aminoácidos: 
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSH, os quais compõem a cauda de 
histidinas (Figura 12).  

 
 

45



46 
 

 
Figura 12: Região de inserção no vetor pET -14b. Os sítios de clivagem para as 
enzimas de restrição XhoI, NdeI e BamHI estão destacados. O fragmento foi 
inserido entre ambos os sítios e aos quais foi adicionado um códon de 
terminação. 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 regulação do promotor do operon lac. O IPTG, por ser um análogo 
da alolactose, atua como indutor da expressão do gene da RNA 
polimerase de T7 e consequentemente dos genes de interesse (Figura 
13). 
 

 
Figura 13: Esquema da indução da expressão gênica no vetor pET-14b por 
IPTG. A RNA polimerase de T7 está sob controle do promotor do Operon lac. 
O gene de interesse está sob regulação do promotor do fago T7. (FONTE: 
www.novagen.com). 

 
Os produtos das ligações dos genes de interesse nos vetores de 

expressão foram usados para transformar bactérias E. coli DH5α 
competentes, as quais foram usadas para propagação. Os clones 
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resistentes ao antibiótico foram analisados por PCR do DNA extraído da 
colônia bacteriana. Para isso, as colônias foram suspensas em 50 µL de 
água, aquecidas a 95ºC por 5 min, homogeneizadas e centrifugadas a 
10000 x g por 10 min. As reações foram realizadas com 10 µL do 
sobrenadante nas mesmas condições de PCR descritas acima. O DNA 
molde dos fragmentos gênicos que codificam PtkA e SapM foram 
utilizados como controles positivos. 

Para confirmar a presença dos genes nos vetores, estes, depois de 
purificados, foram novamente digeridos com as enzimas de restrição 
XhoI ou NdeI e BamHI. Após eletroforese em gel de agarose 1%, foram 
observadas a presença de bandas com tamanho correspondentes aos 
genes ptkA e sapM, sendo que os plasmídeos que não os contêm não 
apresentam bandas semelhantes após a digestão. 

Para confirmar a integridade do gene, os plasmídeos foram 
enviados para sequenciamento no Laboratório SONDA – UFRJ.  
 
3.15 Teste de indução da expressão de SapM 
 

O vetor de expressão pET14b-Mt_SapM foi utilizado para 
transformar bactérias E. coli BL21(DE3) e BL21(DE3) pLysS. As 
colônias selecionadas por resistência ao antibiótico ampicilina 
(pET14b+) foram utilizadas nos pré-inóculos. Para cada cepa foram 
testadas as temperaturas de indução da expressão de 15, 22, 30 e 37 °C, 
com tempos de indução de 5 e 20 horas, na concentração de 0,5mM de 
IPTG. 

Após a indução, os cultivos foram centrifugados, as células 
foram homogeneizadas com tampão de lise (20 mM Tris-HCl pH 8,0, 
0,5 M NaCl, 10 mM imidazol, 10% glicerol) suplementado com PMSF 
(40µg/mL), rompidas por sonicação em gelo e o homogenato foi 
novamente centrifugado. As frações solúvel e insolúvel foram 
analisadas por SDS-PAGE e a cepa/temperatura/tempo de indução que 
apresentou melhor expressão de SapM foi selecionada para dar 
continuidade à expressão e purificação dessa proteína. 
 
3.16 Expressão e Purificação de SapM 
 

Como a SapM foi expressa e permaneceu na fração insolúvel do 
lisado bacteriano, esta teve que ser solubilizada antes da purificação. 
Para isso, a fração insolúvel foi lavada com tampão 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 fração insolúvel 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 agitação. O material solúvel foi separado por 
centrifugação a 27.000 g por 30 min a 4 °C (SIJWALI, BRINEN, 
ROSENTHAL, 2001). 

A fração solúvel obtida foi utilizada para purificação em 
cromatógrafo ÄKTA (GE Healthcare). Foram utilizadas colunas 
HisTrap HP (Amersham Biosciences), carregadas com níquel, 
conectadas a um cromatógrafo ÄKTA (GE Healthcare). A coluna foi 
inicialmente equilibrada com o tampão de solubilização (Ureia 8 M, Tris 
20 mM (pH 8,0), NaCl 500 mM, imidazol 10 mM) e as proteínas 
solubilizadas foram adicionadas à coluna, na temperatura ambiente de 
18 ºC. Em seguida, a coluna foi lavada com concentrações crescentes de 
imidazol para a eluição das proteínas. 

Após a purificação por afinidade, as frações proteicas foram 
submetidas à diálise contra tampão 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 agregação proteica, o que facilita o enovelamento da 
proteína durante a diminuição da concentração de ureia (SIJWALI, 
BRINEN, ROSENTHAL, 2001). 
 
3.17 Expressão e Purificação de PtkA 
 

O vetor de expressão 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 indução 
de 22 ºC. A fração solúvel obtida foi utilizada para purificação em 
cromatógrafo ÄKTA (GE Healthcare).  

Após a purificação por afinidade, as frações proteicas foram 
submetidas a diálises para a retirada gradual do imidazol da solução. Em 
seguida, as proteínas foram concentradas por centrifugação (Amicon 
Ultra-15, Millipore, membrana de poro de 10 kDa), quantificadas e 
estocadas a -20oC em tampão 50 mM Tris (pH 8,0), 300 mM NaCl, 1 
mM DTT. 
 
3.18 Ensaio de fosforilação de PtpA pela PtkA 
 

Para testar a atividade enzimática da PtkA recombinante, ensaios 
de fosforilação foram realizados. Nestes, 200 µM de PtpA reagiram com 
50 µM de PtkA em 300 mM NaCl, 50 mM Tris (pH 8,0), 10 mM DTT, 
10 mM MgCl2 e 10 mM ATP por 12 h a 4 °C (STEHLE et al., 2012). 
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Para detecção de proteínas 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 (diluição 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 
secundário anti-IgG de camundongo ligado à peroxidase do kit 
Amersham ECL Western Blotting Analysis System (GE Helthcare Life 
Sciences), diluição 1:30.000. Para detecção da fluorescência do 
anticorpo secundário foi usado o scanner de fluorescência FLA-9000 
(GE Helthcare Life Sciences). 

 
3.19 Modelagem estrutural 
 

A sequência de aminoácidos de PtkA foi comparada com a base 
de dados de sequências não-redundantes depositadas no NCBI (National 
Center for Biotechnology Information, EUA) utilizando o algoritmo 
BLAST (ALTSCHUL et al, 2005). O alinhamento de múltiplas 
sequências foi realizado com o programa ClustalW (THOMPSON, 
HIGGINS, GIBSON, 1994), sendo que as sequências das proteínas 
usadas nos alinhamentos foram obtidas a partir do banco de dados 
GenBank no NCBI. A estrutura tridimensional de PtkA foi construída 
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 Mutação sítio-dirigida de PtkA 

 
Com o objetivo de confirmar a nitrosilação de Ptka na Cys61, 

essa foi mutada para alanina. O gene mutante foi construído por 
mutação sítio-dirigida (HIGUCHI; KRUMMELL; SAIKI, 1988), 
resumida na figura 14, a partir do vetor de expressão da PtkA selvagem. 

As mutações foram feitas utilizando-se oligonucleotídeos 
específicos contendo os códons a serem trocados sublinhados, 
PtkAC61A anverso: 5’- AGCGGGACCAATGCCCCGCCTCCTCCA-
3’, PtkA C61A reverso: 5’-TGGAGGAGGCGGGGCATTGGTCC 
CGCT-3’ 
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Figura 14: Mutação sítio-dirigida de acordo com HIGUCHI; KRUMMELL; 
SAIKI (1988). São feitas duas PCRs separadamente (A e B), cada uma 
utilizando um oligonucleotídeo iniciador contendo a mutação (1M ou 2M) e 
outro, que se liga à extremidade correspondente do gene (1 ou 2, 
respectivamente). Em seguida, os fragmentos resultantes da PCR A e B são 
reunidos para que sejam desnaturados, repareados e para que ocorra a extensão 
no sentido 3’. É feita uma nova PCR utilizando-se apenas os oligonucleotídeos 
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 mutação sítio-dirigida do gene foram 
visualizados em gel de agarose 1% por eletroforese após coloração do 
gel com brometo de etídio, utilizando um transiluminador acoplado a 
um sistema de captação de imagens (“UVP Bioimaging System”) e um 
computador. Os fragmentos foram purificados com o kit de purificação 
de DNA “Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System” (Promega).  

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

A mutação foi confirmada por sequenciamento de DNA e a 
proteína mutante foi expressa e purificada da mesma forma que a 
proteína selvagem. 
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4. RESULTADOS 
 
4.1 Construção dos plasmídeos mutantes de PtpA 
  

Os plasmídeos mutantes - PtpA_C11A/C16A, 
PtpA_C11A/C53A, PtpA_C16A/C53A e PtpA_C11A/C16A/C53A - 
foram construídos através de mutação sítio dirigida, com o uso do kit 
QuickChange Multi Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene), e 
transformados em bactérias E. coli XL10-Gold. As colônias positivas 
foram cultivadas e foi realizada a extração do plasmídeo com kit 
comercial (Figura 15). 

 

 
Figura 15: Eletroforese em gel de agarose 1% dos plasmídeos mutados após 
propagação em bactérias XL10-Gold competentes. 1. pET28a-Mt_PtpA, 2. 
pET28a-Mt_PtpAC11A, 3. pET28a-Mt_PtpAC16A, 4. pET28a-Mt_PtpAC53A, 
5. pET28a-Mt_PtpAC11A/C16A, 6. pET28a-Mt_PtpAC11A/C53A, 7. pET28a-
Mt_PtpAC16A/C53A, 8. pET28a-Mt_PtpAC11A/C16A/C53A.  
 

Foram obtidos plasmídeos do mesmo tamanho que o vetor 
pET28a-Mt_PtpA e mutantes pET28a-Mt_PtpAC11A, pET28a-
Mt_PtpAC16A e pET28a-Mt_PtpAC53A, (aproximadamente 5,8 kb). 
As sequências dos plasmídeos foram analisadas por sequenciamento e as 
mutações foram confirmadas. 
 
4.2 Expressão e purificação de PtpA selvagem e mutantes 
 

A proteína PtpA de M. tuberculosis e suas mutantes foram 
expressas em E. coli BL21(DE3) a partir dos vetores de expressão 
pET28a-Mt_PtpA, pET28a-Mt_PtpAC11A, pET28a-Mt_PtpAC16A, 
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 proteínas PtpA e mutantes contidas na fração solúvel 
bacteriana foram purificadas por IMAC. Essas proteínas recombinantes 
possuem uma cauda de histidinas na porção N-terminal (massa teórica 
de 20 kDa) o que permitiu serem eluídas com concentração crescente de 
imidazol (Figura 16, linhas 3, 4, 5 e 6). As frações eluídas da coluna 
HisTrap correspondentes à PtpA recombinante foram coletadas, 
reunidas e submetidas à diálise em tampão redutor para remoção do 
imidazol. 

 

 
Figura 16: Purificação da PtpA recombinante por IMAC em cromatógrafo 
ÄKTA. A. Gráfico da eluição das proteínas com concentrações crescentes de 
imidazol. A fração solúvel do lisado bacteriano (contendo a PtpA recombinante 
com cauda de histidinas N-terminal) foi aplicada à coluna HisTrap  e submetida 
a um gradiente crescente de imidazol. Em cinza, eixo das ordenadas esquerdo, 
está representada a absorbância a 280 nm de cada volume de eluição. Em preto, 
eixo das ordenadas direito, está representada a concentração de imidazol em 
cada volume de eluição. As faixas cinza enumeradas são as frações eluídas, 
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coletadas e analisadas por SDS-PAGE mostrado em B. B. SDS-PAGE da 
purificação da PtpA. As frações bacterianas e as frações coletadas (1-6) foram 
analisadas em SDS-PAGE 10%. A seta indica a banda correspondente à PtpA 
(20 kDa). M, marcador de massa molecular em kDa; P, fração insolúvel do 
lisado bacteriano; SN, fração solúvel do lisado bacteriano. 

 
Após as diálises para retirada do imidazol, a PtpA foi mais uma 

vez dialisada, desta vez contra tampão HEN, concentrada e quantificada 
para realização dos demais experimentos. O rendimento final da 
purificação foi de aproximadamente 19 mg de proteína por litro de 
cultivo. 

As demais mutantes apresentaram o mesmo perfil de 
purificação 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 biotinilação para detecção de proteínas S-nitrosiladas 
 

Com o objetivo de confirmar que a PtpA sofre S-nitrosilação 
por ação do NO na cisteína 53, as proteínas purificas, selvagem e 
mutantes, em tampão HEN, foram submetidas a ensaios de biotinilação 
para detecção de proteínas S-nitrosiladas. Esse ensaio detecta se uma 
proteína é S-nitrosilada por meio da substituição da S-nitrosilação por 
uma biotinilação. Nesses ensaios, as proteínas são 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_C11A, 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 proteína biotinilada, com cerca de 20 kDa (Figura 17). Nos 
controles negativos realizados (quando as proteínas foram tratadas com 
1 mM de GSH em lugar do GSNO) foi detectada uma banda de 
intensidade muito menor. Já quando as mutantes PtpA_C53A, 
PtpA_C11A/C53A, PtpA_C16A/C53A e PtpA_C11A/C16A/C53A 
foram submetidas ao biotin switch, não houve diferença na intensidade 
das bandas tratadas com GSNO ou GSH indicando que essas proteínas 
não estão biotiniladas. Em todos os casos, as proteínas 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 são devido à presença de NO. Esses 
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resultados demonstram que a PtpA é S-nitrosilada na presença de GSNO 
somente na cisteína 53, sendo que as outras cisteínas, 11 e 16, não são 
nitrosiladas nem exercem influência sobre a nitrosilação da cisteína 53. 

 

 
Figura 17: Ensaio de biotinilação de PtpA e mutantes para detecção de 
proteínas S-nitrosiladas. A PtpA e mutantes em tampão 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 
resíduos de cisteínas livres, reduzidas com ascorbato de sódio e posteriormente 
submetidas à biotinilação. Em WB está a revelação do Western blot com 
anticorpo anti-biotina e abaixo está a SDS-PAGE das mesmas amostras. 

 
4.4 Confirmação da biotinilação por espectrometria de massa 
MALDI-TOF 
 

Além do western bloting, a biotinilação da C53 pôde ser 
confirmada por espectrometria de massa MALDI-TOF. Nas amostras 
tratadas com GSNO, ocorre a adição da biotina, razão massa/carga (m/z) 
de 428 Da. Já nas amostras tratadas com GSH, ocorre o bloqueio das 
cisteínas livres pela reação com MMTS, o que leva a um aumento da 
m/z de 46 Da (SCH3). Dessa maneira, a análise dos fragmentos trípticos 
da PtpA selvagem e mutantes por MALDI-TOF revelou que, quando as 
proteínas são S-nitrosiladas e biotiniladas pela técnica de biotin switch, 
o peptídeo contendo a C53 tem sua m/z aumentada em 382 Da.- tal valor 
corresponde à diferença entre o acréssimo de m/z da biotina de 428 Da. 
e do grupo SCH3 de 46. Essa adição de m/z confirma a biotinilação do 
resíduo C53 na PtpA selvagem (Figura 18), PtpA C11A (Figura 19), e 
PtpA C16A (Figura 20). Já na mutante PtpA C53A não ocorre 
deslocamento da m/z quando as amostras são tratadas com GSNO em 
vez de GSH (Figura 21). O peptídeo contendo C11 e C16 não foi 
encontrado nos espectros. 
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Figura 18: Espectro MALDI-TOF de PtpA selvagem. A, na proteína tratada 
com GSH, observa-se o pico correspondente ao peptídeo contendo C53 (m/z 
1892). B, na proteína tratada com GSNO, o pico correspondente a C53 diminui 
consideravelmente de intensidade ao mesmo tempo em que surge outro 
correspondente à C53 biotinilada (m/z 2274). 
 

 
Figura 19: Espectro MALDI-TOF de PtpA C11A. A, na proteína tratada com 
GSH, observa-se o pico correspondente ao peptídeo contendo C53 (m/z 1892). 
B, na proteína tratada com GSNO, o pico correspondente a C53 diminui 
consideravelmente de intensidade ao mesmo tempo em que surge outro 
correspondente à C53 biotinilada (m/z 2274). 
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Figura 20: Espectro MALDI-TOF de PtpA C16A. A, na proteína tratada com 
GSH, observa-se o pico correspondente ao peptídeo contendo C53 (m/z 1892). 
B, na proteína tratada com GSNO, o pico correspondente a C53 diminui 
consideravelmente de intensidade ao mesmo tempo em que surge outro 
correspondente à C53 biotinilada (m/z 2274). 
 

 
Figura 21: Espectro MALDI-TOF de PtpA C53A. Em A, a proteína foi tratada 
com GSH e, em B, com GSNO. Ambos os espectros são idênticos, uma vez 
que, substituindo o resíduo de cisteína por alanina, não ocorre nitrosilação nem 
biotinilação da proteína. 
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O sequenciamento de peptídeos por MALDI/TOF-TOF 
confirmaram a biotinilação do resíduo C53 na PtpA após tratamento 
com GSNO (Figura 22), enquanto a proteína tratada com GSH não foi 
biotinilada (Figura 23). 
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4.5 Ensaios de atividade enzimática de PtpA, PtpA_C16A, 
PtpA_C53A, PtpA_C16A/C53A na ausência e presença de GSNO. 

 
Após a confirmação da S-nitrosilação da C53 na PtpA selvagem 

e mutantes, a atividade específica destas foi mensurada para elucidar a 
contribuição de cada resíduo de cisteína no efeito da S-nitrosilação 
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 catalítica similar à enzima selvagem, a 
mutante C16A possui atividade menor quando comparada à selvagem, e 
a mutante C11A não apresenta atividade. Foi mostrado também que as 
atividades da PtpA selvagem e mutante C16A são reduzidas após o 
tratamento com doador de NO, enquanto a atividade da mutante C53A 
permanece similar à forma não 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 à C16A e, 
assim como a C53A, não é inibida pela S-nitrosilação (Figura 25). As 
demais mutantes foram testadas, porém, por não possuírem a cisteína 
catalítica C11, não apresentam atividade. 

 

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

Pode ser observada diferença significativa na atividade da PtpA 
selvagem e mutante C16A em presença de GSNO (nitrosilada) e GSH 
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(não-nitrosilada). As mutantes C53A e C16A/C53A apresentaram a 
mesma atividade específica quando tratadas ou não com doador de NO. 
Esse resultado está de acordo com encontrado para outras PTPs, nas 
quais a incubação com 1 mM de GSNO inibiu a atividade da PTP1B em 
cerca de 60% (LI; WHORTON, 2003) e a PTEN teve sua atividade 
diminuída 40 % (YU; LI; WHORTON , 2005). Comparar inibições. 

 
4.6 Determinação dos parâmetros cinéticos – Vmáx, KM e kcat – de 
PtpA selvagem e mutante C53A na ausência e presença de GSNO  
 

As velocidades iniciais das reações com diversas concentrações 
de pNPP foram mensuradas (Figura 26). Os dados analisados resultaram 
em KM de 1,44 ± 0,14 mM para a enzima selvagem e 1,44 ± 0,26 mM 
para a mutante C53A. Para a PtpA selvagem, os parâmetros Vmáx e kcat 
foram 41,15 ± 1,23 µmol pNP.min-1.mg-1 e 13,73 ± 0,41 sec-1, 
respectivamente, enquanto a mutante C53A apresentou valor de Vmáx de 
41,88 ± 2,36 µmol pNP.min-1.mg-1 e um valor de kcat de 13,97 ± 0,79 
sec-1. Desse modo, a mutação C53A não afeta os parâmetros cinéticos 
da enzima. Por outro lado, quando PtpA selvagem é S-nitrosilada, Vmáx 
e kcat são reduzidos pela metade (20,12 ± 0,62 µmol pNP.min-1.mg-1 e 
6,71 ± 0,21 sec-1, respectivamente), enquanto o valor de KM permanece 
o mesmo (1,33 ± 0,13 mM). Diferentemente, a mutante C53A não sofre 
mudanças nos parâmetros cinéticos – KM (1,38 ± 0,17 mM), Vmáx (36,70 
± 1,40 µmol pNP.min-1.mg-1) e kcat (12,24 ± 0,47 sec-1) – depois da 
adição de doador de NO (Figura 26 e Tabela 1).  

 

 
Figura 26: Efeito da concentração de substrato na atividade enzimática de PtpA 
selvagem e mutante C53A tratadas com GSH ou GSNO. Os experimentos 
foram realizados em quadruplicata. 
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Tabela 1. Parâmetros cinéticos (Vmáx, KM e kcat) de PtpA selvagem e 
mutante C53A depois do tratamento com GSH ou GSNO. 
 Vmáx 

(µmol pNP.min-

1.mg-1) 

KM 

(mM) 

kcat 

(sec-1) 

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 diminuição de Vmáx e kcat da proteína selvagem na presença de 

NO e a permanência desses valores na mutante C53A confirma que a S-
nitrosilação ocorre especificamente na cisteína não catalítica C53, e essa 
alteração não afeta a afinidade pelo substrato, uma vez que KM 
permanece constante. 
 
4.7 Análise da estrutura secundária de PtpA e mutantes por CD  

 
Com o objetivo de avaliar a estabilidade estrutural da PtpA 

frente à S-nitrosilação, experimentos de espectroscopia de dicroísmo 
circular (CD) foram realizados com a proteína selvagem e mutantes das 
cisteínas. Os dados de CD obtidos para PtpA selvagem exibem um perfil 
de estrutura secundária típico de α-hélice com picos mínimos em 208nm 
e 222nm. O espectro deconvoluído obtido por CDSSTR sugere uma 
mistura de conteúdo de α-hélice (56%) e folha-β (11%). O método de 
Contin também indica valores similares, com 53% α-hélice e 5% folha-β 
(SREERAMA e WOODY, 2000). Esses dados estão de acordo com a 
estrutura cristalizada, na qual PtpA possui 51 % de α-hélice e 13 % de 
folha-β (MADHURANTAKAM et al., 2005). Foi observado que as 
mutantes C11A, C16A, C53A, C11A/C53A e C16A/C53A 
apresentaram o mesmo conteúdo de estrutura secundária da enzima 
selvagem, enquanto C11A/C16A e C11A/C16A/C53A não estão 
enovelados da mesma maneira (Figura 27). Nessas dupla e tripla 
mutantes ocorre uma redução de 30% no conteúdo de α-hélice. Essa 
redução realça a importância dos resíduos C11/C16 na estrutura 
secundária de PtpA. 
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Figura 27: Espectroscopia de dicroísmo circular, na região espectral de UV-
distante, de PtpA selvagem e mutantes. 

 
Quando o doador de NO (GSNO) foi adicionado à PtpA 

selvagem, o espectro total UV-distante é muito similar (Figura 28), 
indicando que a S-nitrosilação não afeta o perfil de estrutura secundária. 
 

 
Figura 28: Espectroscopia de dicroísmo circular, na região espectral de UV-
distante, de PtpA selvagem depois do tratamento com GSH e GSNO. 
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4.8 Análise da estabilidade térmica de PtpA e mutantes 
 

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

 Por outro lado, quando a PtpA selvagem é S-nitrosilada, a TM 
diminui 4,2 ± 0,6 °C quando comparada com a enzima não nitrosilada. É 
importante mencionar que, depois do tratamento com agente redutor 
DTT, o perfil de desnaturação original de PtpA tratada com GSNO é 
restaurado, demonstrando a reversibilidade da S-nitrosilação da C53 
(Figura 29A). Para confirmar que essa menor estabilidade térmica da 
PtpA resulta da modificação por NO na C53, as mutantes da PtpA 
também foram avaliadas. O perfil de desnaturação da C53A em 
presença de GSNO foi similar à forma não tratada sugerindo que efeitos 
mínimos na estabilidade da proteína podem ocorrer quando a cisteína 53 
é mutada para alanina (Figura 29B). As mutantes C11A (Figura 29C) e 
C16A (Figura 29E) também têm valor de TM diminuído depois do 
tratamento com GSNO em comparação com a forma não nitrosilada das 
mutantes (TM de 36,1 e 30,1 °C respectivamente), enquanto as mutantes 
C11A/C53A (Figura 29D) e C16A/C53A (Figura 29F) não têm 
diferença significativa entre as amostras tratadas e não tratadas com 
GSNO (TM de 38,9 e 34,1 °C respectivamente). 
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Figura 29: Perfil de desnaturação térmica de PtpA selvagem (A) e mutantes (B 
- F) após tratamento com GSH (linha sólida), GSNO (linha tracejada) ou GSNO 
e DTT (linha pontilhada). Os experimentos foram realizados em triplicata.  
 

De modo geral, as diferenças observadas nos valores de TM 
sugerem que a S-nitrosilação de PtpA afeta a estabilidade da proteína 
através da modificação da C53 (Tabela 2 e Figura 30). 
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Tabela 2. Valores médios das temperaturas de desnaturação (TM) em °C 
de PtpA e mutantes após tratamentos com GSH (1 mM), GSNO (1 mM) 
e GSNO (1 mM) + DTT (1 mM). 
 GSH GSNO GSNO + DTT 

PtpA  40,4 ± 1,2 35,6 ± 0,4 39,9 ± 1,0 

PtpA C53A 40,8 ± 0,6 39,7 ± 0,5 40,4 ± 0,3 

PtpA C11A  37,6 ± 0,1 36,1 ± 0,1 37,9 ± 0,5 

PtpA C11A/C53A 38,7 ± 0,4 38,9 ± 0,2 39,2 ± 0,1 

PtpA C16A 33,3 ± 0,3 30,1 ± 0,1 32,6 ± 0,3 

PtpA C16A/C53A 34,6 ± 0,3 34,1 ± 0,2 34,3 ± 0,2 
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Figura 30: Variação da TM 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 Ressonância Magnética Nuclear da PtpA 

 
Com o objetivo de avaliar possíveis mudanças na estrutura 

terciária decorrente da S-nitrosilação da C53 de PtpA, foram realizados 
espectros bidimensionais de correlação heteronuclear (15N-HSQC) com 
a PtpA marcada uniformemente com 15N. Perturbações dos 
deslocamentos químicos foram calculadas usando como referência o 
assinalamento depositado no BMRB (ID: 6722) (SAXENA, 2005). A 
maioria dos desvios de deslocamentos químicos foram identificados na 
PtpA, exceto os resíduos L99 e V140. O assinalamento de todos os 
demais resíduos foi confirmado pelo experimento de HNCA. A proteína 
marcada foi titulada com concentrações crescentes de GSNO (50 µM a 
1mM) e foram comparados com o espectro na ausência do doador de 
NO. Os desvios do deslocamento químico de cada aminoácido para cada 
concentração do doador de NO foram medidos e colocados nos gráficos 
em função do resíduo de aminoácido (Figura 31). 
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Figura 31: Desvios do deslocamento químico observados em espectros 
bidimensionais de correlação heteronuclear (15N-HSQC) da PtpA submetida a 
diferentes concentrações de GSNO. Para cada concentração de GSNO indicada, 
estão mostrados o gráfico de desvio do deslocamento químico em função do 
aminoácido e a estrutura da PtpA (PDB 1U2P). Nos gráficos, a linha pontilhada 
em cinza representa a média das variações (0,0084 ppm), a linha azul claro 
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representa a média somada a um desvio padrão (0,029 ppm) e a linha azul 
escuro representa a média somada de dois desvios padrão (0,049 ppm). Os 
desvios do deslocamento químico que atingiram valores maiores que a média 
somada de um desvio padrão foram coloridos com a cor correspondente. Nas 
figuras da estrutura, os resíduos com variação significativa observados no 
gráfico estão identificados e coloridos com o tom de azul correspondente. Os 
resíduos de Cys também estão identificados e apresentam-se coloridos em 
vermelho. 
 

Na concentração de 1 mM de GSNO, os resíduos G51, S52, 
E56, R57, R72 e A73 apresentaram desvios dos deslocamentos químicos 
maiores que a média acrescida de dois desvios padrões. Menores 
perturbações - maiores que a média mais um desvio - foram também 
identificadas nos resíduos A54, A58, L62, S117, D123, S133 e A145. 
Mesmo em baixas concentrações (100 µM), foi observado que os 
resíduos S52, D55, R57 e A58 foram afetados pelo NO - maioria dos 
resíduos localizados no loop variável em torno da C53. Para verificar se 
os resíduos foram realmente afetados pelo NO, a amostra titulada com 
GSNO foi quimicamente reduzida com DTT com o intuito de romper a 
ligação cisteína-NO. A reversibilidade das perturbações de 
deslocamentos químicos após a adição de DTT confirmou que o NO 
modifica os resíduos 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 resíduos de tirosinas adjacentes – Y128 e Y129 – a PtkA 
também se autofosforila na Y262. Segundo análise de sua sequência 
primária, a PtkA é um membro da superfamília HAD (Haloacid 
Dehalogenase-like hydrolase) (COLE et al., 1998; COLE et al., 2002).  

O fragmento gênico correspondente ao gene Rv2232 que 
codifica a proteína PtkA foi obtido na reação de amplificação a partir do 
DNA genômico de M. tuberculosis. A banda observada está entre os 
marcadores de 800 e 900 pb, valor condizente com o valor teórico 
esperado de 898 pb do fragmento (Figura 32). 
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Figura 32: Eletroforese em gel de agarose 1% do produto de amplificação 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 proteína PtkA.  
 

Após a ligação do fragmento gênico ao pGEM®-T Easy Vector, 
este foi digerido com as enzimas de restrição NdeI e BamHI (Figura 33). 
Essa reação possibilitou a formação do fragmento gênico com 
extremidades coesivas que permitem o pareamento da região codificante 
do gene com o vetor de expressão pET14b, uma vez que este também 
foi digerido com as mesmas endonucleases (Figura 34).  
 

 
Figura 33: Clivagem do vetor pGEM®-T Easy com as enzimas de restrição 
NdeI e BamHI liberando o fragmento gênico que codifica a PtkA. 1, marcador 
de massa molecular; 2, inserto controle, 3, plasmídeos digeridos. Eletroforese 
em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. 
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Figura 34: Digestão do vetor de expressão pET-14b com as enzimas de 
restrição NdeI e BamHI. 1. Vetor não digerido. 2. Vetor digerido. Eletroforese 
em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. 

 
O fragmento gênico que codifica PtkA foi ligado ao vetor pET-

14b e o produto dessa reação foi usado para transformar bactérias E. coli 
DH5α. Com o intuito de verificar a presença do plasmídeo com o gene 
de interesse nas colônias bacterianas, foi feito PCR do DNA extraído 
das colônias transformadas. Os fragmentos amplificados apresentaram 
cerca de 898pb que correspondem ao fragmento do gene inserido ao 
vetor (Figura 35). 

 

 
Figura 35: PCR do DNA extraído das colônias de E. coli DH5α transformadas 
com o vetor ligado ao fragmento. 1. Marcador de massa molecular; 2. PCR do 
fragmento que codifica PtkA; 3. PCR das colônias - bandas correspondentes ao 
fragmento de 898 pb são observadas. Eletroforese em gel de agarose 1% corado 
com brometo de etídio. 
 

As colônias positivas foram cultivadas e foi realizada a extração 
dos plasmídeos conforme instruções do kit comercial. Após a extração, 
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os plasmídeos foram digeridos com as enzimas de restrição NdeI e 
BamHI (Figura 36) para confirmar se os fragmentos estavam inseridos 
nos vetores. A digestão liberou um fragmento de massa próxima à 
esperada, de 898 pb.  
 

 
Figura 36: Digestão dos plasmídeos pET14b-Mt_PtkA com as enzimas NdeI e 
BamHI. Fragmento de 898 pb (inserto) liberado após a clivagem pelas enzimas 
confirma a inserção do gene de interesse nos plasmídeos. 1, marcador de massa 
molecular; 2, inserto controle, 3, plasmídeos digeridos; 4, plasmídeo não 
digerido. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. 
 

Os plasmídeos foram sequenciados e foi confirmada a presença 
do gene que codifica a PtkA.  
 
4.11 Expressão e purificação de PtkA recombinante 
 

A proteína PtkA de M. tuberculosis foi expressa em E. coli 
BL21(DE3) a partir do vetor de expressão pET14b-Mt_PtkA. A proteína 
recombinante com cauda de histidinas na porção N-terminal (massa 
teórica de 32 kDa), contida na fração solúvel bacteriana, foi purificada 
por IMAC e eluída com concentração crescente de 100 mM a 300 mM 
de imidazol (Figura 37, linhas 3, 4, 5 e 6). As frações eluídas da coluna 
HisTrap correspondentes à PtkA recombinante foram coletadas, 
reunidas e submetidas à diálise em tampão redutor para remoção do 
imidazol. 
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Figura 37: Purificação da PtkA recombinante por IMAC em cromatógrafo 
ÄKTA. A. Gráfico da eluição das proteínas com concentrações crescentes de 
imidazol. A fração solúvel do lisado bacteriano (contendo a PtkA recombinante 
com cauda de histidinas N-terminal) foi aplicada à coluna HisTrap e a coluna 
foi lavada com concentrações crescentes de imidazol. Em cinza, no eixo das 
ordenadas esquerdo, está representada a absorbância a 280 nm de cada volume 
de eluição. Em preto, no eixo das ordenadas direito, está representada a 
concentração de imidazol em cada volume de eluição. As faixas cinza 
enumeradas são as frações eluídas, coletadas e analisadas no SDS-PAGE 
mostrado em B. B. SDS-PAGE da purificação da PtkA. As frações bacterianas e 
as frações coletadas (1-7) foram analisadas em SDS-PAGE 10%. A seta indica a 
banda correspondente à PtkA (32,7 kDa). M, marcador de massa molecular; P, 
fração insolúvel do lisado bacteriano; SN, fração solúvel do lisado bacteriano. 
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Após as diálises para retirada do imidazol, a PtkA foi 
concentrada, quantificada e armazenada a -20°C para realização dos 
demais experimentos. O rendimento final de cada purificação foi de 
aproximadamente 5 mg de proteína por litro de cultivo. 
 
4.12. Análise por espectrometria de massa da proteína Ptka 
 
 A identidade da proteína PtkA purificada foi confirmada por 
espectrometria de massa da proteína digerida com a enzima tripsina e da 
não digerida - massa intacta. No espectro da proteína intacta foi 
encontrada uma massa de 32.756 Da, valor semelhante ao teórico de 
32.727 Da (Figura 38).  
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Figura 38: Espectro MALDI-TOF de PtkA intacta, no qual foi observada uma 
massa de 32.756 Da. 
 

No espectro da proteína digerida com tripsina, foram 
observados os peptídeos correspondentes da PtkA, sendo que 85% da 
sequência de aminoácidos foi confirmada (Figura 39). 
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Figura 39: Identificação de PtkA por espectrometria de massa MALDI-TOF. 
Acima, espectro obtido da proteína digerida com tripsina. Abaixo, sequência de 
aminoácidos de PtkA, na qual os peptídeos identificados encontram-se 
sublinhados.  

 
4.13 Modelagem molecular por homologia estrutural de PtkA 
 

O modelo estrutural de PtkA foi construído 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 à classe HAD, uma superfamília de hidrolases que 
compreende fosfatases, epóxido-hidrolases e dehalogenases (WANG et 
al, 2001). 

As enzimas dessa superfamília contêm três motivos de 
sequências altamente conservadas: O motivo I: DXDX[T/V][L/V]; 
motivo II: [S/T]XX, e motivo III: K-[G/S][D/S]XXX[D/N] (Figura 40) 
O sítio ativo é formado pelos três motivos de sequência conservada e 
pela ligação do Mg2+ e do fosfato na estrutura (WANG et al, 2001). De 
acordo com a comparação de estrutura dos membros dessa família com 
a de PtkA, os resíduos catalíticos são o aspartato 85 (motivo I), treonina 
182 (motivo II), lisina 217 e aspartato 240 (motivo III), mostrados na 
figura 41. 
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Figura 40: Alinhamento da sequência de PtkA de M. tuberculosis com seus 
homólogos. P(Cd) – fosfatase putativa de Clostridium difficile -, SP0104 (Sp) – 
hidrolase de Streptococcus pneumoniae -, PSP (Mj) – fosfoserina fosfatase de 
Methanococcus jannaschii. As espirais vermelhas indicam aminoácidos que se 
encontram em α-hélices, a seta verde indica fita-β. Os motivos conservados 
estão em vermelho e nomeados acima. Os aminoácidos catalíticos (D85, T182, 
K217 e D240 para PtkA) estão sublinhados em azul.  

 
No alinhamento da estrutura primária de PtkA com outros 

membros da família, pode ser observado que a PtkA possui uma 
sequência N-terminal incomum às demais proteínas. Essa sequência não 
pôde ser modelada (Figura 41) e não se sabe a importância dela na 
enzima. 
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Figura 41: Modelo estrutural de PtkA de M. tuberculosis. A modelagem 
molecular foi construída a partir da estrutura de uma fosfatase putativa de 
Clostridium difficile (PDB ID: 3SD7). Em azul, estão destacados os resíduos do 
sítio ativo, D85, T182, K217 e D240, em verde a tirosina que sofre 
autofosforilação (Y262). 
 
4.14 Análise da estrutura secundária de PtkA recombinante por  
Dicroísmo Circular (CD) 

 
Com o objetivo de avaliar o conteúdo de estrutura secundária de 

PtkA recombinante, experimentos de espectroscopia de dicroísmo 
circular (CD) foram realizados. Os dados de CD obtidos para PtkA 
selvagem exibem um perfil de estrutura secundária típico de α-hélice 
com picos mínimos em 208nm e 222nm. O espectro deconvoluído 
obtido por CDSSTR sugere uma mistura de conteúdo de α-hélice (50%) 
e folha-β (14%). O método de Contin também indica valores similares, 
com 42% α-hélice e 7% folha-β (SREERAMA; WOODY, 2000). 
(Figura 42). Esses valores são similares aos propostos na modelagem 
molecular, de α-hélice (40%) e folha-β (9%), o que sugere que a 
proteína recombinante está corretamente enovelada. 
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Figura 42: Espectroscopia de dicroísmo circular, na região espectral de UV-
distante, de PtkA selvagem. 
 

As proteínas da família HAD requerem Mg2+ para a hidrólise do 
ATP. Dessa forma, foi analisada a influência do metal na estrutura 
secundária. O espectro de CD apresentou o mesmo perfil na ausência e 
presença de MgCl2, o que sugere que a ligação do metal ao sítio 
catalítico não altera o conteúdo de estrutura secundária (Figura 43). 
Porém, quando a enzima é submetida à desnaturação térmica, é 
observado que a TM aumenta consideravelmente na presença do metal, 
de 31 °C para 43 °C (Figura 44). Assim, a ligação do metal ao sítio 
ativo, estabiliza a estrutura terciária da proteína.  
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Figura 43: Espectroscopia de dicroísmo circular, na região espectral de UV-
distante, de PtkA selvagem sem adição de MgCl2, linha preta, e em presença de 
1 mM de MgCl2, tracejado. 
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Figura 44: Perfil de desnaturação térmica de PtkA selvagem sem adição de 
MgCl2, linha preta, e em presença de 1 mM de MgCl2, tracejado. 
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4.15 Ensaio de fosforilação de PtpA pela PtkA  

 
Não foi observada a fosforilação de PtpA nem a 

autofosforilação de PtkA como descrito anteriormente (BACH; WONG; 
AV-GAY, 2009). Assim, deve-se ainda otimizar as condições para essa 
reação. 

 
4.16 Ensaio de biotinilação de PtkA 

 
Com o objetivo de avaliar se PtkA, assim como PtpA, é S-

nitrosilada, o ensaio de biotin switch foi realizado com alíquotas de 
ambas as proteínas puras (Figura 45). Como pode ser observado, a PtkA 
também é S-nitrosilada pela ação do doador de óxido nítrico, GSNO. 

 

 
Figura 45: Ensaio de biotinilação de PtkA selvagem para a detecção de 
proteínas S-nitrosiladas. A PtpA (controle positivo) e PtkA em tampão HEN 
foram tratadas com 1 mM de GSNO (doador de NO) ou 1 mM de GSH 
(controle negativo). Em WB está a revelação do Western blot com anticorpo 
anti-biotina e abaixo está a SDS-PAGE das mesmas amostras. 
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4.17 Mutação sítio-dirigida de PtkA 
 
Para confirmar a S-nitrosilação de PtkA, seu único resíduo de 

cisteína foi mutado para alanina. Os fragmentos gênicos da mutação 
sítio dirigida PtkA C61A mostraram na eletroforese em gel de agarose 
tamanhos condizentes ao esperado (Figura 46). A banda do fragmento A 
está próxima de 200 pb quando o valor teórico é de 208 pb. A banda do 
fragmento B está entre 700 e 800 pb, sendo o valor teórico 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 está entre 
os marcadores de 800 e 900pb, valor condizente com o valor teórico 
esperado de 898 pb do fragmento, e do mesmo tamanho do fragmento 
da PtkA selvagem. 
 

 
Figura 46: Mutação sítio-dirigida PtkA C61A. 1. Marcador de massa 
molecular. 2. Fragmento A da mutação sítio-dirigida, 208 pb. 3. Fragmento B 
da mutação sítio-dirigida, 723 pb. 4. Fragmento mutado, união de A e B, 898 
pb. 5. Fragmento da PtkA selvagem, 898 pb. Eletroforese em gel de agarose 2% 
corado com brometo de etídio. 
 

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

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

 

 
Figura 47: Ensaio de biotinilação de PtkA e mutante C61A para detecção de 
proteínas S-nitrosiladas. As proteínas, em tampão HEN foram tratadas com 1 
mM de GSNO (doador de NO) ou 1 mM de GSH (controle negativo). Em WB 
está a revelação do Western blot com anticorpo anti-biotina e abaixo está a 
SDS-PAGE das mesmas amostras. 

 
A mutante desprovida da C61 não foi biotinilada, o que 

confirmou a S-nitrosilação da PtkA nesse resíduo de aminoácido.  
 
4.19 Clonagem do gene que codifica SapM de M. tuberculosis 
 

Uma terceira proteína 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 virulência. A biologia dessa proteína ainda é 
muito pouco conhecida, porém já é apontada como um provável alvo 
terapêutico no combate à tuberculose tendo em vista sua importância na 
infecção.  

O fragmento gênico correspondente ao gene Rv3310 que 
codifica a proteína SapM, foi obtido na reação de amplificação a partir 
do DNA genômico de Mycobacterium tuberculosis. A banda observada 
está entre os marcadores de 700 e 800pb, valor condizente com o valor 
teórico esperado de 792 pb do fragmento. 
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Figura 48: Eletroforese em gel de agarose 1 % da amplificação do gene que 
codifica a proteína SapM de Mycobacterium tuberculosis. 1. Marcador de massa 
molecular. 2. Banda correspondente ao fragmento amplificado de 792 pb do 
gene Rv3310 que codifica a proteína SapM.  
 

Após a ligação do fragmento gênico ao vetor pGEM®-T Easy 
Vector, este foi digerido com as enzimas de restrição XhoI e BamHI 
(Figura 49). Essa reação possibilitou a formação do fragmento gênico 
com extremidades coesivas que permitem o pareamento da região 
codificante do gene com o vetor de expressão 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 restrição 
XhoI e BamHI liberando o fragmento gênico que codifica a SapM. 1, marcador 
de massa molecular; 2, plasmídeos digeridos. Eletroforese em gel de agarose 
1% corado com brometo de etídio. 
 

85



86 
 

 
Figura 50: Digestão do vetor de expressão pET-14b com as enzimas de 
restrição XhoI e BamHI. 1. Vetor não digerido. 2. Vetor digerido. Eletroforese 
em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. 

 
O fragmento gênico que codifica SapM foi ligado ao vetor pET-

14b e o produto dessa reação foi usado para transformar bactérias E. coli 
DH5α. Com o intuito de verificar a presença do plasmídeo com o gene 
de interesse nas colônias bacterianas, foi feito PCR diretamente das 
colônias transformadas. Os fragmentos amplificados apresentaram os 
cerca de 792 pb que correspondem ao fragmento do gene inserido ao 
vetor (Figura 51). 

 

 
Figura 51: PCR do DNA extraído das colônias de E. coli DH5α transformadas 
com o vetor ligado ao fragmento. 1, Marcador de massa molecular; 2, PCR das 
colônias - bandas correspondentes ao fragmento de 792 pb são observadas. 
Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. 
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As colônias positivas foram cultivadas e foi realizada a extração 
dos plasmídeos conforme instruções do kit comercial. Após a extração, 
os plasmídeos foram digeridos com as enzimas de restrição XhoI e 
BamHI (Figura 52) para confirmar se os fragmentos estavam inseridos 
nos vetores. A digestão liberou um fragmento de cerca de 792 pb 
conforme o esperado.  
 

 
Figura 52: Digestão dos plasmídeos pET14b-Mt_SapM com as enzimas XhoI e 
BamHI. Fragmento de 792 pb (inserto) liberado após a clivagem pelas enzimas 
confirma a inserção do gene de interesse nos plasmídeos. 1, fragmento de DNA 
que codifica SapM (controle); 2, plasmídeos digeridos; 3, plasmídeo não 
digerido. Gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. 
 

Os plasmídeos foram sequenciados e foi confirmada a presença 
do gene que codifica a SapM.  
 
4.20 Teste de indução da expressão de SapM recombinante 
 

A SapM permaneceu na fração insolúvel do lisado bacteriano 
em todas as condições de expressão. Pôde-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 ótima de 
expressão foi 15 °C durante 20 horas (ON) (Figura 53).  
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Figura 53: Teste de indução da expressão de SapM. P, pellet, fração insolúvel 
do lisado; SN, sobrenadante, fração solúvel do lisado; ON, overnight, 20 horas 
de indução. A seta cinza indica a banda correspondente à SapM. A proteína é 
melhor expressa em cepa E. coli BL21 (DE3) pLysS, a 15°C, por 20 horas, com 
0,5 mM de IPTG. 
 

 
4.21 Purificação de SapM recombinante 
 

A proteína recombinante com cauda de histidinas na porção N-
terminal (massa teórica de 29,7 kDa), contida na fração insolúvel 
bacteriana, foi solubilizada com ureia 8 M e purificada por IMAC. A 
proteína foi eluída com concentração crescentes de imidazol (Figura 
54). As frações eluídas da coluna HisTrap correspondentes à SapM 
recombinante foram coletadas e reunidas. Para a retirada da ureia e re-
enovelamento, SapM foi diluída e dialisada contra tampão 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 realização dos demais 
experimentos. O rendimento final de cada purificação foi de 
aproximadamente 13 mg de proteína por litro de cultivo.  
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Figura 54: Purificação da SapM recombinante por IMAC em cromatógrafo 
ÄKTA. A. Gráfico da eluição das proteínas com concentrações crescentes de 
imidazol. A fração do lisado bacteriano solubilizada com ureia (contendo a 
SapM recombinante com cauda de histidinas N-terminal) foi aplicada à coluna 
HisTrap e a coluna foi lavada com concentrações crescentes de imidazol. Em 
cinza, eixo das ordenadas esquerdo, está representada a absorbância a 280 nm 
de cada volume de eluição. Em preto, eixo das ordenadas direito, está 
representada a concentração de imidazol em cada volume de eluição. As faixas 
cinza enumeradas são as frações eluídas, coletadas e analisadas na SDS-PAGE 
mostrada em B. B. SDS-PAGE da purificação da SapM. As frações bacterianas 
e as frações coletadas foram analisadas em SDS-PAGE 10%. A seta indica a 
banda correspondente à SapM (29,7 kDa). M, marcador de massa molecular; P, 
fração insolúvel do lisado bacteriano; SNu, fração do lisado bacteriano 
solubilizada com ureia 8 M. A fração 6 corresponde à proteína dialisada contra 
tampão redutor. 
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4.22 Análise por espectrometria de massa da proteína SapM 
 
 A identidade da proteína SapM purificada foi confirmada por 
espectrometria de massa da proteína digerida com a enzima tripsina e da 
não digerida - massa intacta. No espectro da proteína intacta foi 
encontrada uma massa de 29.729 Da, valor semelhante ao teórico 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 proteína digerida com tripsina, foram 
observados os peptídeos correspondentes da SapM, sendo que 50% da 
sequência de aminoácidos foi confirmada (Figura 56). 
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Figura 56: Identificação de SapM por espectrometria de massa MALDI-TOF. 
Acima, espectro obtido da proteína digerida com tripsina. Abaixo, sequência de 
aminoácidos de SapM, na qual os peptídeos identificados encontram-se 
sublinhados.  
 
4.23 Análise da estrutura secundária de SapM recombinante por 
CD  

 
Com o objetivo de avaliar o conteúdo de estrutura secundária de 

SapM recombinante por CD, a proteína foi dialisada contra diversos 
tampões com concentrações reduzidas de sais. Baixas concentrações de 
sais e tampões são preconizados para experimentos de CD, uma vez que 
estes aumentam a voltagem do sistema, o que interfere na aquisição dos 
dados (KELLY et al., 2005). Contudo, em todas as condições testadas a 
proteína precipitou, o que impossibilitou a realização do experimento. 
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5. DISCUSSÃO 
 

A PtpA de M. tuberculosis é secretada no citosol dos 
macrófagos, sendo essencial para o sucesso da infecção em humanos 
(COWLEY; BABAKAIFF; AV-GAY, 2002; BACH et al., 2008; 
GRUNDNER; COX; ALBER, 2008). Recentemente foi mostrado que a 
PtpA sofre S-nitrosilação e essa modificação ocorre na C53. Como 
consequência, a S-nitrosilação na C53 de PtpA diminui sua atividade 
fosfatase (ECCO et al., 2010). Diferentemente do que foi observado em 
alguns estudos de S-nitrosilação de PTPs até agora (CHEN et al., 2008), 
a S-nitrosilação da PtpA não ocorre na cisteína catalítica (C11). Dessa 
maneira, este trabalho contribui para um melhor entendimento do efeito 
dessa modificação pós-traducional da estrutura, estabilidade e na 
atividade enzimática de PtpA. 

 
5.1 A S-nitrosilação da C53 não altera a afinidade de PtpA pelo 
substrato 
 

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

A diminuição dos valores de Vmáx e kcat da proteína selvagem na 
presença de NO e a permanência desses valores na mutante C53A 
confirma que a S-nitrosilação ocorre especificamente na cisteína não 
catalítica C53, e essa alteração não afeta diretamente o sítio catalítico 
uma vez que a constante de afinidade ao substrato - KM - mantém-se 
constante. 
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5.2 A S-nitrosilação da C53 diminui a estabilidade térmica de PtpA 
 

A S-nitrosilação não afeta o perfil de estrutura secundária de PtpA. 
Porém, quando a proteína selvagem é nitrosilada pelo GSNO, a TM 
diminui cerca de 4 °C, enquanto na mutante C53A não é observada 
diferença significativa. Após tratamento com DTT, a nitrosilação é 
desfeita e o perfil de PtpA é restaurado. As mutantes C16A e C11A 
também possuem menor TM após tratamento com GSNO em relação ao 
tratamento com GSH. Já as mutantes C16A/C53A e C11A/C53A não 
apresentam variação da TM, assim como C53A. Essas diferenças 
observadas nos valores da TM sugerem que a S-nitrosilação da cisteína 
53 afeta a estabilidade térmica da proteína.  

A S-nitrosilação já foi associada à estabilidade em algumas 
proteínas, como na fosfatase PTEN (KWAK et al., 2010), no fator de 
transcrição de E. coli OxyR (KIM et al., 2002) e na proteína do canal 
intracelular de cálcio CLIC4 (MALIK et al., 2010). No caso de CLIC4, 
a S-nitrosilação altera a conformação dessa proteína e afeta a sua 
interação com outras proteínas, as quais medeiam a translocação desta 
do citoplasma para o núcleo. Esse estudo também avaliou a estabilidade 
de CLIC4 por CD e, da mesma forma que para a PtpA, a TM de CLIC4 
S-nitrosilada é menor que a da proteína não modificada. Curiosamente, 
a taxa de redução da TM de CLIC4 é semelhante à observada para a 
PtpA, com ∆TM= 3,4 oC. 

 
5.3 A S-nitrosilação da C53 provoca mudança conformacional na 
região em torno da modificação 
 

Na presença de 1 mM de GSNO, os resíduos na região do V-
loop em torno da C53 foram os que apresentaram maiores desvios dos 
deslocamentos químicos. Essas perturbações de deslocamentos químicos 
foram revertidas após a adição de DTT, o que confirma que a S-
nitrosilação da C53 modifica a conformação dos seus resíduos 
adjacentes. 

Além de serem estruturalmente próximos da cisteína 53 
nitrosilada, alguns dos aminoácidos (ou resíduos adjacentes) que sofrem 
deslocamentos são importantes na estabilização e ligação do substrato. 
Acredita-se que a H49 e a S52 são importantes na determinação da 
especificidade do substrato. Além disso, os resíduos N14, S18, S42 e 
H71 formam uma rede de pontes de hidrogênio que estabilizam a 
estrutura do P-loop catalítico, o que permite a ligação do substrato e 
estabiliza o intermediário da reação (MADHURANTAKAM et al., 
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2005). As mudanças desses aminoácidos ajudam a explicar a redução de 
atividade observada em decorrência da S-nitrosilação. 

Até hoje, há poucos estudos de mudanças estruturais 
envolvendo S-nitrosilação. Em relação a modificações estruturais 
terciárias, Schrelter e colaboradores (2007) demonstraram haver uma 
mudança conformacional da miosina de Thunnus atlanticus quando a 
mesma é S-nitrosilada. Há uma modificação dos resíduos próximos à 
Cys10 nitrosilada, causando a movimentação do loop que contém essa 
cisteína e das duas hélices adjacentes ao loop. A determinação por 
cristalografia da estrutura da tiorredoxina nitrosilada também 
demonstrou leves mudanças conformacionais na região das Cys62 e 
Cys69 nitrosiladas, (WEICHSEL; BRAILEY; MONTFORT, 2007). 
Além disso, estudos de RMN com a proteína p21Ras GTPase 
demonstraram que a S-nitrosilação altera os deslocamentos químicos 
dos resíduos próximos estruturalmente da Cys118 nitrosilada. No 
entanto, nesse caso, não há outras grandes alterações estruturais 
(WILLIAMS; PAPPU; CAMPBELL, 2003). 

 
 

5.4 Importância da S-nitrosilação de PtpA para a biologia de M. 
tuberculosis 

 
Durante a infecção, o M. tuberculosis é exposto a mecanismos 

de defesa do hospedeiro como a produção de ERN e ERO. O papel do 
óxido nítrico 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 não elimina completamente o patógeno, já 
que este possui mecanismos de detoxificação e resistência a essas 
espécies (ZAHRT; DERETIC, 2002; DARWIN et al., 2003; 
ATTARIAN et al., 2009). Acredita-se que o NO, além de controlar a 
infecção, poderia também funcionar, juntamente com ERO e outras 
ERN, como um sinal para o estabelecimento da infecção latente 
(KUMAR et al., 2007). 

Dessa maneira, é possível formular duas hipóteses para o papel 
biológico da S-nitrosilação da PtpA de M. tuberculosis. Na primeira 
hipótese, a S-nitrosilação da PtpA seria um mecanismo de defesa do 
hospedeiro contra o patógeno. Com a produção de ERO e ERN no 
macrófago, a PtpA seria S-nitrosilada e oxidada e sua atividade seria 
reduzida. Com a inibição da PtpA, mesmo que parcial, o crescimento da 
micobactéria seria prejudicado. Na segunda hipótese, a S-nitrosilação da 
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PtpA poderia ser um mecanismo de sinalização do M. tuberculosis 
(ECCO, 2010). De forma análoga ao que ocorre com a proteína humana 
CLIC4 (MALIK et al., 2010), a S-nitrosilação da PtpA poderia interferir 
no transporte de PtpA para o citoplasma do macrófago, podendo alterar 
sua interação com proteínas de transporte (ECCO, 2010). A PtpA atua 
no macrófago e sua secreção é aumentada em decorrência do processo 
de infecção (COWLEY; BABAKAIFF; AV-GAY, 2002), mas o 
mecanismo dessa secreção ainda não é conhecido. Há a possibilidade de 
que a fosforilação da PtpA pela PtkA medeie esse transporte (CHAO et 
al., 2010), mas nenhuma evidência experimental desse fato foi 
demonstrada até agora. Stehle e colaboradores (2012) mapearam por 
RNM os resíduos de aminoácidos de PtpA que sofrem deslocamentos 
químicos quando a proteína é titulada com PtkA. Foi observado que 
alguns resíduos do P-loop, V-loop , PDYY-loop e hélice 5 foram os 
mais afetados pela interação. Como observado no presente trabalho, a S-
nitrosilação provoca modificações estruturais na região em torno da 
C53, no V-loop. Assim, supõe-se que a S-nitrosilação, além de interferir 
na atividade e estabilidade térmica de PtpA, possa afetar a interação de 
PtpA com a PtkA. Pode-se ainda supor que haja uma relação entre a S-
nitrosilação e a fosforilação de PtpA, sendo que uma modificação pode 
interferir na outra ou ainda que as duas juntas tenham um efeito 
inesperado. Dessa forma, torna-se fundamental o melhor entendimento 
da interação de PtpA com a PtkA, assim como e o efeito do NO sobre 
cada uma das enzimas e sobre a interação de ambas. 

 
5.5 O íon Mg2+ é importante para a estabilidade térmica de PtkA de 
M. tuberculosis 

 
A PtkA é a única cinase pertencente à superfamília de 

hidrolases HAD. As enzimas dessa superfamília contêm três motivos de 
sequências altamente conservadas, também presentes na PtkA como 
observado no alinhamento com sequencias de proteínas da mesma 
classe. De acordo com a comparação de estrutura dos membros dessa 
família com a de PtkA, os resíduos catalíticos são o aspartato 85 (motivo 
I), treonina 182 (motivo II), lisina 217 e aspartato 240 (motivo III). O 
sítio ativo das proteínas dessa superfamília é formado pelos três motivos 
conservados e pela ligação coordenada do Mg2+ e do fosfato, sendo que 
o Mg2+ participa da hidrólise do ATP (WANG et al, 2001) 

Neste trabalho, foi analisada a influência do metal na estrutura 
secundária de PtkA. Foi observado que a ligação do metal ao sítio 
catalítico não altera o conteúdo de estrutura secundária, porém, quando 
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a enzima é submetida à desnaturação térmica, é observado que a TM 
aumenta consideravelmente na presença do metal, de 31 °C para 43 °C. 
Logo, a ligação do metal ao sítio ativo estabiliza a estrutura terciária da 
proteína. Tais resultados corroboram os dados obtidos para outros 
membros da família HAD, como a fosfoserina fosfatase (PSP) de 
Methanococcus jannaschii, na qual foi observada, por cristalografia, a 
presença do íon Mg2+ coordenado aos resíduos do sítio catalítico e uma 
molécula de fosfato. Nesse trabalho, também foi mostrado que o metal é 
essencial para a atividade fosfatase dessa proteína (WANG et al., 2001). 

Outro estudo mostrou por CD a interação entre o íon Mg2+ com 
uma proteína, o hormônio do crescimento humano (hGH). Nesse 
trabalho, foi observado que a ligação do magnésio também aumentou a 
estabilidade térmica da proteína, porém, diferentemente da PtkA, esse 
aumento da estabilidade térmica veio acompanhado com o aumento do 
conteúdo de α-hélice e diminuição de folhas-β e estruturas aleatórias 
(SABOURY et al., 2006). 

Devido a falta de dados a respeito da atividade cinase de PtkA, 
este trabalho não pôde confirmar a importância do íon Mg2+ para a sua 
atividade enzimática. As condições do ensaio de fosforilação devem ser 
otimizadas com o intuito de verificar a atividade da cinase e confirmar a 
necessidade do metal para a hidrólise do ATP.  

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

 
Os resultados dos ensaios de biotinilação demonstraram que, 

assim como a PtpA, a PtkA de M. tuberculosis é susceptível à S-
nitrosilação. Mutação sítio-dirigida na única cisteína da estrutura 
primária - C61A - seguida de novos ensaios de biotinilação confirmaram 
que a S-nitrosilação ocorre na cisteína 61 de PtkA. 

A S-nitrosilação também tem sido associada a perda de atividade 
de algumas cinases. Segundo Hess e Stamler (2012) essa inibição pode 
ser exercida diretamente através da supressão da atividade cinase ou por 
interferir na interação com o substrato. Como exemplo, um estudo 
revelou que a S-nitrosilação da creatina cinase em tecidos de miocárdio 
de camundongos suprimiu a contração do tecido (ARSTALL et al., 
1998). A S-nitrosilação e consequente inibição de cinases da família Src 
também têm sido associada à progressão e metástases de células 
cancerígenas (WANG, 2012). 

Devido à falta de dados de atividade enzimática, não se pôde 
analisar as consequências dessa modificação pós-traducional sobre a 
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atividade de PtkA. Como mensionado anteriormente, a importância 
biológica da interação de PtkA e PtpA ainda é muito pouco conhecida e 
o estudo do efeito do NO sobre a estrutura, atividade e interação dessas 
duas enzimas torna-se fundamental para a compreenção das complexas 
relações entre o M. tuberculosis  e seu hospedeiro durante o processo 
infeccioso.  

 
5.7 A SapM de M. tuberculosis permaneceu na fração insolúvel do 
lisado bacteriano 
 

Além de PtpA e PtkA de M. tuberculosis, uma terceira proteína 
desse mico-organismo foi estudada, a SapM. Assim como a PtpA, a 
SapM também é secretada pelo M. tuberculosis e um importante fator de 
virulência. A biologia dessa proteína ainda é muito pouco conhecida, 
porém já é apontada como um provável alvo terapêutico no combate à 
tuberculose tendo em vista sua importância na infecção.  

Neste trabalho a SapM foi clonada e expressa em cepas de E. 
coli, sendo que em todas as condições de expressão testadas a proteína 
permaneceu na fração insolúvel. A expressão de proteínas heterólogas 
em E. coli pode frequentemente levar à formação de agregados 
insolúveis de proteínas, denominados corpos de inclusão (VALLEJO e 
RINAS, 2004). Essa formação depende de diversos fatores, tais como: a 
natureza intrínseca da proteína recombinante, a taxa de expressão 
proteica, a composição e o pH do meio de cultivo, a temperatura de 
crescimento e a localização celular da proteína expressa (MARCO et al., 
2005). Algumas vantagens são encontradas na formação de corpos de 
inclusão, como a facilidade de isolamento, proteção contra proteases, 
inatividade da proteína (o que poderia ser prejudicial à célula de 
expressão) e obtenção de altas concentrações de proteínas. Contudo, o 
re-enovelamento e a recuperação da atividade biológica requerem 
condições especiais, o que pode tornar o processo muito oneroso 
(HANNIG; MAKRIDES, 1998). Neste trabalho, a proteína foi 
solubilizada dos corpos de inclusão pela ação da ureia, depois purificada 
por IMAC, porém as etapas seguintes de diálise para retirada da ureia e 
re-enovelamento ainda devem ser otimizadas visto que nos presentes 
experimentos ainda ocorreu precipitação da proteína purificada. Após a 
otimização dessa etapa, os experimentos de caracterização estrutural e 
funcional devem continuar a fim de se obter um maior conhecimento a 
respeito desse provável alvo terapêutico para o combate à tuberculose. 
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6. CONCLUSÕES 
 
Quanto à PtpA de M. tuberculosis: 

• A S-nitrosilação ocorre especificamente na C53 e não afeta 
diretamente o sítio catalítico uma vez que a constante de afinidade 
ao substrato – KM - mantém-se constante apesar da diminuição da 
Vmáx e kcat; 

• A S-nitrosilação não afeta o conteúdo de estrutura secundária da 
enzima. Porém, quando esta é submetida ao aumento gradual da 
temperatura, a estabilidade térmica diminui consideravelmente na 
proteína S-nitrosilada na C53; 

• A S-nitrosilação provoca mudanças conformacionais crescentes na 
região tridimensional próxima à C53 (V-loop), o que confirma o 
efeito do NO sobre essa cisteína. Essas mudanças podem ser 
responsáveis pela diminuição da atividade enzimática e pela 
diminuição da estabilidade térmica da proteína. 
 
 

Quanto à PtkA de M. tuberculosis: 

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

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

• A proteína recombinante está corretamente enovelada uma vez que 
os dados do espectro de CD deconvoluído apresentaram valores 
similares aos propostos na modelagem estrutural; 

• A ligação do Mg2+ ao sítio ativo estabiliza a estrutura terciária de 
PtkA, sendo que a TM aumenta de 31 °C para 43 °C na presença do 
metal; 

• Não foi observada a fosforilação de PtpA nem a autofosforilação 
de PtkA em nenhum dos experimentos, sendo ainda necessário 
otimizar as condições para essa reação; 

• A PtkA também é passível de S-nitrosilação, porém o efeito dessa 
modificação pós-traducional sobre a atividade e estrutura da 
proteína ainda é desconhecido. 
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Quanto à SapM de M. tuberculosis: 

• A sequência de DNA que codifica SapM também foi inserida no 
vetor de expressão pET-14b. 

• A condição que apresentou maior expressão de SapM foi em 
bactérias E. coli BL21 (DE3) pLysS na temperatura e tempo de 
indução de 15 °C por 20 horas. 

• Após a solubilização dos corpos de inclusão com ureia 8 M, SapM 
pôde ser purificada por IMAC, obtendo-se um rendimento de 13 
mg de proteína por litro de cultivo. 

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

• As condições para o correto re-enovelamento ainda devem ser 
otimizadas para que os demais experimentos de caracterização 
prossigam. 
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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.1,2 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.3–5

Suggested modulators of host–pathogen interactions are

bacterial kinases and phosphatases, which participate in the

modulation of a variety of cellular events6 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.3,7 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.8 On the other

hand, PtpA plays an inhibitory role on phagocytosis and is

required for growth of M. tuberculosis in human macro-

phages.4 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

process, and its activity is inhibited by M. tuberculosis

infection.4 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.5

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.9

ROS have been shown to reduce PtpA activity while it has

little effect on PtpB—mainly because of its three-dimensional

structure.10 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.11 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.12

Additionally, NO and other RNS exhibit potent antimicrobial

activity in vitro for a wide range of microorganisms.11

S-nitrosylation of cysteine residues in target proteins is one

of the main reactions of NO and of several NO-derived

species.11 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,13

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, Cys11, Cys16 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 (ESIw), and pure proteins

were used in the biotin switch assays.w 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

Centro de Biologia Molecular Estrutural, BQA CCB UFSC,
Florianópolis-SC, Brazil. E-mail: hterenzi@ccb.ufsc.br;
Fax: +55 48 3721 6973; Tel: +55 48 3721 6426
w Electronic supplementary information (ESI) available: Complete
experimental protocols. See DOI: 10.1039/c0cc01704c
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same occurred when biotin was not added to the samples. The

same pattern observed for PtpA was displayed in PTP1B

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_C11A

and PtpA_C16A 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.16 These results

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.17 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_C53A treated with GSNO maintained 96.9%

(�17.2%) of the activity (Fig. 3). Interestingly, PtpA_C16A

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.

Fig. 1 S-Nitrosylation of NO-treated PTP1B, PtpA and PtpB.

Twenty micrograms of purified recombinant proteins PTP1B, PtpA

or PtpB were treated separately with 1 mMGSNO (1), 1 mM GSH (2)

or 10 mMDTT 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.

Fig. 2 S-Nitrosylation of NO-treated PtpA WT, C11A, C16A and

C53A mutants. Twenty micrograms of these purified recombinant

proteins were treated separately with 1 mMGSNO (1) or 1 mMGSH (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.

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.
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We demonstrated M. tuberculosis 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.10 PtpA activity is severely diminished by oxidation, while

PtpB shows higher resistance to H2O2 inactivation.
10 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 Cys11 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_C16A 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,14,15 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
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Fig. 4 Schematic representation of the S-nitrosothiol form of the

Cys53 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 Cys11, Arg17 and

Asp126 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.

D
ow

nl
oa

de
d 

by
 U

ni
ve

rs
id

ad
e 

Fe
de

ra
l D

e 
Sa

nt
a 

C
at

ar
in

a 
 o

n 
17

 S
ep

te
m

be
r 2

01
0

Pu
bl

is
he

d 
on

 0
9 

Se
pt

em
be

r 2
01

0 
on

 h
ttp

://
pu

bs
.rs

c.
or

g 
| d

oi
:1

0.
10

39
/C

0C
C

01
70

4C

View Online


	1. INTRODUÇÃO
	1.1 Mycobacterium tuberculosis e a tuberculose
	1.2. Proteína tirosina fosfatase A - PtpA - de M. tuberculosis
	1.3. Óxido Nítrico e S-nitrosilação
	1.4. Proteína tirosina cinase A – PtkA - de M. tuberculosis
	1.5. SapM – Fosfatase Ácida Secretada de M. tuberculosis

	2. OBJETIVOS
	2.1. Objetivo geral
	2.2. Objetivos específicos

	3. MATERIAIS E MÉTODOS
	3.1 Vetor de expressão da proteína PtpA
	3.2 Mutações sítio-dirigidas de PtpA
	3.3 Preparação de bactérias competentes
	3.4 Transformação de bactérias
	3.5 Expressão das proteínas PtpA e mutantes
	3.6 Purificação das proteínas PtpA e mutantes
	3.7 Ensaio de biotinilação para detecção de proteínas S-nitrosiladas
	3.8 Espectrometria de massa
	3.9 Cálculo de atividade específica e ensaios de atividade enzimática de PtpA na presença de GSNO
	3.10 Espectroscopia de Dicroísmo Circular
	3.11. Expressão e purificação de proteínas marcadas com 15N
	3.12. Ensaios de Ressonância Magnética Nuclear
	3.13. Clonagem dos genes ptkA e sapM de M. tuberculosis
	3.14 Construção dos vetores de expressão dos genes ptkA e sapM
	3.15 Teste de indução da expressão de SapM
	3.16 Expressão e Purificação de SapM
	3.17 Expressão e Purificação de PtkA
	3.18 Ensaio de fosforilação de PtpA pela PtkA
	3.19 Modelagem estrutural
	3.20 Mutação sítio-dirigida de PtkA

	4. RESULTADOS
	4.1 Construção dos plasmídeos mutantes de PtpA
	4.2 Expressão e purificação de PtpA selvagem e mutantes
	4.3 Ensaios de biotinilação para detecção de proteínas S-nitrosiladas
	4.4 Confirmação da biotinilação por espectrometria de massa MALDI-TOF
	4.5 Ensaios de atividade enzimática de PtpA, PtpA_C16A, PtpA_C53A, PtpA_C16A/C53A na ausência e presença de GSNO.
	4.6 Determinação dos parâmetros cinéticos – Vmáx, KM e kcat – de PtpA selvagem e mutante C53A na ausência e presença de GSNO
	4.7 Análise da estrutura secundária de PtpA e mutantes por CD
	4.8 Análise da estabilidade térmica de PtpA e mutantes
	4.9 Ensaios de Ressonância Magnética Nuclear da PtpA
	4.10 Clonagem do gene que codifica a PtkA
	4.11 Expressão e purificação de PtkA recombinante
	4.12. Análise por espectrometria de massa da proteína Ptka
	4.13 Modelagem molecular por homologia estrutural de PtkA
	4.14 Análise da estrutura secundária de PtkA recombinante por  Dicroísmo Circular (CD)
	4.15 Ensaio de fosforilação de PtpA pela PtkA
	4.16 Ensaio de biotinilação de PtkA
	4.17 Mutação sítio-dirigida de PtkA
	4.18 Ensaio de biotinilação de PtkA selvagem e mutante C61A
	4.19 Clonagem do gene que codifica SapM de M. tuberculosis
	4.20 Teste de indução da expressão de SapM recombinante
	4.21 Purificação de SapM recombinante
	4.22 Análise por espectrometria de massa da proteína SapM
	4.23 Análise da estrutura secundária de SapM recombinante por CD

	5. DISCUSSÃO
	5.1 A S-nitrosilação da C53 não altera a afinidade de PtpA pelo substrato
	5.2 A S-nitrosilação da C53 diminui a estabilidade térmica de PtpA
	5.3 A S-nitrosilação da C53 provoca mudança conformacional na região em torno da modificação
	5.4 Importância da S-nitrosilação de PtpA para a biologia de M. tuberculosis
	5.5 O íon Mg2+ é importante para a estabilidade térmica de PtkA de M. tuberculosis
	5.6 A PtkA de M. tuberculosis é S-nitrosilada na C61
	5.7 A SapM de M. tuberculosis permaneceu na fração insolúvel do lisado bacteriano

	6. CONCLUSÕES
	7. REFERÊNCIAS


 
 
    
   HistoryItem_V1
   AddMaskingTape
        
     Range: From page 1 to page 125
     Mask co-ordinates: Horizontal, vertical offset 358.28, 550.29 Width 35.44 Height 12.89 points
     Origin: bottom left
      

        
     1
     0
     BL
            
                
         1
         SubDoc
         125
              

       CurrentAVDoc
          

     358.2752 550.2935 35.4409 12.8876 
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     22
     125
     124
     125
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   AddMaskingTape
        
     Range: From page 1 to page 125
     Mask co-ordinates: Horizontal, vertical offset 331.86, 549.65 Width 34.80 Height 14.18 points
     Origin: bottom left
      

        
     1
     0
     BL
            
                
         1
         SubDoc
         125
              

       CurrentAVDoc
          

     331.8556 549.649 34.7965 14.1764 
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     23
     125
     124
     125
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   AddNumbers
        
     Range: From page 23 to page 125; only odd numbered pages
     Font: Times-Roman 10.5 point
     Origin: top right
     Offset: horizontal 42.52 points, vertical 42.52 points
     Prefix text: ''
     Suffix text: ''
     Use registration colour: no
      

        
     
     TR
     
     17
     TR
     1
     0
     789
     297
     0
     10.5000
            
                
         Odd
         103
         23
         SubDoc
              

       CurrentAVDoc
          

     42.5197
     42.5197
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     22
     125
     124
     52
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   AddNumbers
        
     Range: From page 24 to page 125; only even numbered pages
     Font: Times-Roman 10.5 point
     Origin: top left
     Offset: horizontal 42.52 points, vertical 42.52 points
     Prefix text: ''
     Suffix text: ''
     Use registration colour: no
      

        
     
     TL
     
     18
     TR
     1
     0
     789
     297
    
     0
     10.5000
            
                
         Even
         102
         24
         SubDoc
              

       CurrentAVDoc
          

     42.5197
     42.5197
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     23
     125
     123
     51
      

   1
  

 HistoryList_V1
 qi2base



