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RESUMO 

 

O Mycobacterium tuberculosis possui duas proteínas tirosina fosfatases (PTPs) codificadas no 

seu genoma, PtpA e PtpB, ambas proteínas secretadas e importantes fatores de virulência dessa 

bactéria. A S-nitrosilação, a adição covalente de um grupo NO a resíduos de cisteína, é uma das 

principais reações do óxido nítrico (NO) com substratos biológicos e está relacionada a eventos 

de sinalização celular e à atividade microbicida desse radical. Nesse contexto, esse trabalho teve 

como objetivo investigar a susceptibilidade da PtpA e PtpB de M. tuberculosis à S-nitrosilação 

por ação do NO, bem como estudar os efeitos dessa modificação pós-traducional nessas 

proteínas. As proteínas PtpA e PtpB de M. tuberculosis foram expressas de maneira heteróloga, 

purificadas e submetidas a ensaios para avaliar a susceptibilidade à S-nitrosilação. Verificou-se 

que a PtpA é S-nitrosilada, enquanto que a PtpB não é susceptível à S-nitrosilação. Para 

determinar qual dos resíduos de cisteína da PtpA é modificado pelo NO, foram construídos os 

vetores de expressão para as mutações Cys11Ala, Cys16Ala e Cys53Ala. Juntamente com a 

PtpA, as proteínas mutadas foram utilizadas em ensaios de susceptibilidade à S-nitrosilação e em 

ensaios de atividade catalítica. Estabeleceu-se que a S-nitrosilação da PtpA ocorre no resíduo 

Cys53 e verificou-se que essa modificação reduz a atividade desse fator de virulência. 

 

 

Palavras-chave: Tirosina fosfatase, Mycobacterium tuberculosis, óxido nítrico, nitrosilação. 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

Mycobacterium tuberculosis genome codes for two protein tyrosine phosphatases (PTPs), PtpA 

and PtpB. Both proteins are secreted and they are important virulence factors of this pathogen. S-

nitrosylation, the covalent addition of NO group to cysteine residues, is one of the main reactions 

of nitric oxide (NO) with biological substrates. S-nitrosylation is associated with cellular 

signaling and with the microbicidal activity of NO radical. In this context the aim of this work 

was to investigate M. tuberculosis PtpA and PtpB susceptibility to S-nitrosylation upon NO 

action, and to study the effects of this post-translational modification on these proteins. M. 

tuberculosis PtpA and PtpB were expressed in E. coli, purified and were used in biotin switch 

assays to evaluate their susceptibility to S-nitrosylation. We have observed that PtpA is S-

nitrosylated while PtpB is not susceptible to S-nitrosylation. In order to determine which PtpA 

cysteine residue was modified by NO, we have constructed expression vectors for mutations 

Cys11Ala, Cys16Ala and Cys53Ala. Along with PtpA, mutated proteins were used in biotin 

switch assays and activity assays. We have established that PtpA S-nitrosylation occurs at Cys53 

residue and we have observed that this modification reduces the activity of this virulence factor. 

 
 
Key words: Tyrosine phosphatase, Mycobacterium tuberculosis, nitric oxide, nitrosylation. 
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1 I
TRODUÇÃO 

 

1.1 Mycobacterium tuberculosis e a tuberculose 

 

O Mycobacterium tuberculosis, bactéria causadora da tuberculose, é um dos agentes 

infecciosos que mais causa mortes no mundo. Apesar da existência de antibióticos 

antituberculose e da vacina contra tuberculose (BCG, Bacilo de Calmette-Guérin), foram 

registrados 1,3 milhão de casos de morte por tuberculose no mundo em 2008 e a Organização 

Mundial da Saúde estima que, atualmente, um terço da população mundial esteja infectado pelo 

M. tuberculosis (OMS, 2010). 

 A tuberculose humana é uma doença infecto-contagiosa que atinge principalmente o 

sistema respiratório. Ela é transmitida pela inalação de bacilos de M. tuberculosis suspensos no ar 

que, 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 inflamatória que leva à formação do granuloma ou tubérculo — que dá 

nome à doença.  

O granuloma consiste em macrófagos e outros fagócitos que, juntamente com linfócitos e 

fibras colágenas da matriz, circundam as células infectadas pela micobactéria, 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 estabelecido um equilíbrio entre o patógeno 

e o sistema imune do hospedeiro (infecção latente). No entanto, quando o sistema imune do 

hospedeiro está comprometido, como no caso de co-infecção com o vírus da imunodeficiência 

humana (HIV), desnutrição ou envelhecimento — 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). Cerca de 15% dos pacientes com tuberculose ativa desenvolve ainda a 

tuberculose extrapulmonar, que é causada pelo crescimento bacteriano excessivo, que invade a 

corrente sanguínea e espalha micobactérias pelo corpo (DUCATI et al., 2006). 

O risco de uma pessoa infectada desenvolver a tuberculose ativa é de cerca de 5% após o 

primeiro ano e de 10% durante a vida, sendo que esse número passa para 8% ao ano em pessoas 



8 

 

 

 

co-infectadas com HIV  (DUCATI et al., 2006). As células T CD4+ secretam citocinas e ativam 

os macrófagos. Sendo assim elas são essenciais, durante a latência da doença, para o equilíbrio 

entre o sistema imune do hospedeiro e a micobactéria. Na infecção pelo HIV, no entanto, o 

número de células T CD4+ é reduzido, comprometendo a contenção do M. tuberculosis pelo 

sistema imune do paciente (NUNN et al., 2005). Atualmente, a tuberculose é uma das principais 

causas de morte entre indivíduos HIV positivos (OMS, 2010). 

Apesar de haver vacina e tratamento para a tuberculose, a eficácia dos mesmos está sendo 

questionada por muitos estudos. Por um lado, a vacina BCG protege apenas contra as formas 

mais agressivas da tuberculose e principalmente as crianças (RUSSELL; BARRY; FLYNN, 

2010). Por outro lado, o tratamento para a tuberculose é longo, com seis meses de duração, e 

consiste na administração combinada de quatro fármacos: isoniazida, rifampicina, pirazinamida e 

estreptomicina (ou etambutol) (DUCATI et al., 2006). Além de longo, o tratamento tem vários 

efeitos colaterais, o que leva alguns pacientes a desistirem do mesmo. Isso levou ao 

desenvolvimento de cepas resistentes conhecidas como multi-resistentes e ultra-resistentes, o que 

dificulta ainda mais o controle desta doença (DORMAN; CHAISSON, 2007). 

O M. tuberculosis pertence ao gênero Mycobacterium que compreende bactérias 

filamentosas aeróbias, Gram positivas, diferenciadas por complexos lipídicos de superfície 

(KOUL et al., 2004). O gênero Mycobacterium é o único da família Mycobacteriaceae, composta 

de mais de 50 espécies patogênicas ou de vida livre, encontradas na água, alimentos, solo e 

vegetação (EISENSTADT; HALL, 1995). O M. tuberculosis pertence ao complexo do M. 

tuberculosis, juntamente com outras cinco espécies causadoras de tuberculose: Mycobacterium 

bovis, que infecta uma grande variedade de mamíferos, inclusive humanos; Mycobacterium bovis 

BCG, uma cepa atenuada de M. bovis; Mycobacterium africanum, que infecta humanos na África 

Subsaariana; Mycobacterium microti, que infecta algumas espécies de roedores; e 

Mycobacterium canetti, uma espécie muito rara, encontrada em poucos casos da doença humana 

(COLE, 2002). Essas espécies possuem genoma quase idêntico e, inclusive, são consideradas por 

alguns como uma única espécie (IMAEDA, 1985). Acredita-se que o complexo do M. 

tuberculosis tenha se originado de uma bactéria do solo, de vida livre, que se adaptou a infectar 

mamíferos (COLE, 2002). 

A sobrevivência e replicação do M. tuberculosis nas células hospedeiras é possível graças 
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a mecanismos de defesa que esse patógeno adquiriu durante a co-evolução com o sistema imune 

do hospedeiro. 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 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. Os estudos recentes apontam que essa inibição ocorre pela ação de 

proteínas quinases e fosfatases sintetizadas pela micobactéria (PIETERS, 2008; CHAO et al., 

2010). 

 

1.2 Proteínas tirosina fosfatases 

 

As proteínas quinases e as proteínas fosfatases são enzimas que catalisam, 

respectivamente, a fosforilação e defosforilação de substratos. Juntas, elas participam na 

transdução de sinais e modulam uma grande variedade de eventos celulares. A fosforilação é uma 

das principais modificações pós-traducionais conhecidas. A adição ou remoção de um grupo 

fosfato de uma proteína pode gerar um motivo de reconhecimento para interações proteína-

proteína, controlar a estabilidade dessas moléculas e, principalmente, controlar a atividade 

enzimática  (ZHANG, 2002).  

Com base na função, estrutura e especificidade, as proteínas fosfatases podem ser dividas, 

de maneira geral, em proteínas serina/treonina fosfatases e proteínas tirosina fosfatases (PTPs). 

As proteínas serina/treonina fosfatases são metaloenzimas que defosforilam resíduos de 

fosfoserina e fosfotreonina em um único passo de reação, utilizando como nucleófilo uma 

molécula de água ativada por metal. As PTPs, por outro lado, catalisam preferencialmente a 

hidrólise do fosfato ligado a resíduos de tirosina com um intermediário enzimático cisteinil 

fosfato (BARFORD; DAS; EGLOFF, 1998).  

As PTPs são uma superfamília de proteínas estruturalmente diversas, agrupadas pela 

conservação do motivo catalítico CX5R (TABERNERO et al., 2008). Como as proteínas 

fosfatases em geral, as PTPs estão envolvidas na regulação de uma série de eventos biológicos 

importantes. Em eucariotos, alguns dos eventos regulados por fosforilação e defosforilação de 



 

 

resíduos de tirosina são: a proliferação 

metabólica, a ativação transcricional, a transmissão neural, o desenvolvimento e o 

envelhecimento (HUNTER, 2009)

envolvidas em diversas doenças humanas, como por exemplo, no câncer. 

PTPs estão envolvidas na adaptação ao ambiente, 

divisão e regulação do ciclo celular, transporte 

outros eventos de síntese e regulação 

As PTPs podem ser subdivididas em famílias de diversas 

classificação bastante utilizada é a de Alonso e colaboradores 

nos diferentes tipos de PTPs humanas

separadas em quatro famílias: (1) PTPs baseadas em 

cisteína de Classe II; (3) PTPs baseadas em 

aspartato. 

 

Figura 1. Classificação e especificidade de substratos de PTPs
classes de PTPs; no quadro à direita
ALONSO et al., 2004. 

 

As PTPs baseadas em 

contidas as chamadas PTPs Clássicas e as PTPs de 

Clássicas defosforilam especifi

termos de substratos e defosforilam 

fosfoinositídeos.  

tirosina são: a proliferação de células, a progressão do ciclo celular, a homeostase 

metabólica, a ativação transcricional, a transmissão neural, o desenvolvimento e o 

(HUNTER, 2009). Além disso, perturbações na fosforilação

envolvidas em diversas doenças humanas, como por exemplo, no câncer. 

adaptação ao ambiente, patogênese e interação com o hospedeiro, 

divisão e regulação do ciclo celular, transporte de moléculas, síntese de metabólitos, além de 

outros eventos de síntese e regulação (COZZONE et al., 2004). 

podem ser subdivididas em famílias de diversas maneiras

classificação bastante utilizada é a de Alonso e colaboradores (ALONSO et al., 2004)

nos diferentes tipos de PTPs humanas (Figura 1). Segundo essa classificação, as PTPs podem ser 

separadas em quatro famílias: (1) PTPs baseadas em cisteína de Classe I; (2) PTPs baseadas em 

de Classe II; (3) PTPs baseadas em cisteína de Classe III; e (4) PTPs baseadas em 

Classificação e especificidade de substratos de PTPs. Nos quadros à esquerda
direita, a especificidade de substrato de cada classe. 

baseadas em cisteína de Classe I são a maior família de PTPs e nela estão 

contidas as chamadas PTPs Clássicas e as PTPs de Dupla Especificidade

ficamente resíduos de fosfotirosina. Já as DSP são mais diversas em 

e defosforilam resíduos de fosfotirosina, fosfoserina e fosfo
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As PTPs baseadas em cisteína de Classe II correspondem às PTPs de baixa massa 

molecular (LMW-PTPs). Elas são proteínas menores, com cerca de 18 kDa, possuem 

representantes nos principais grupos de seres vivos e são estruturalmente relacionadas às arsenato 

redutases bacterianas. Já as PTPs baseadas em cisteína de Classe III defosforilam especificamente 

resíduos de fosfotirosina e fosfotreonina e provavelmente evoluíram de uma enzima bacteriana 

semelhante à rodanase. Finalmente, as PTPs baseadas em aspartato, apesar de serem classificadas 

como PTPs, possuem um mecanismo catalítico diferente, com um aspartato catalítico e 

dependência de um cátion. 

As PTPs baseadas em cisteína — e que serão abordadas neste trabalho —, como o nome 

sugere, possuem um mecanismo catalítico baseado em um resíduo de cisteína (TABERNERO et 

al., 2008). 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 2). 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. 

 

 

Figura 2: Mecanismo geral de catálise de 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 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). 

 

Não apenas os resíduos catalíticos são conservados, mas também a estrutura geral do sítio 

ativo das PTPs é bastante preservada ao longo da evolução (Figura 3). 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

(TABERNERO et al., 2008). 

 

Figura 3. Estrutura tridimensional
indicados e coloridos em azul. O P
ao arquivo do PDB 1PTV (PTP1B C215S).
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eles associadas — que são importantes na mat

PtpB e a função exata dessa enzima para a micobactéria

De qualquer maneira, muitos estudos já mostraram que essa enzima tem papel importante 

na sobrevivência de M. tuberculosis

loop, que dá lugar ao DPYY-loop no caso das LMW

tridimensional da PTP clássica humana PTP1B. Os resíduos catalíticos estão 
indicados e coloridos em azul. O P-loop e o WPD-loop também estão indicados. A estrutura corresponde 
ao arquivo do PDB 1PTV (PTP1B C215S). 

Mycobacterium tuberculosis 

possui, de acordo com seu genoma (COLE et al., 1998)

envolvidas na patogenicidade desse microrganismo

é uma proteína secretada no meio de cultura, inicialmente caracterizada como uma PTP 

clássica com atividade específica para fosfotirosina (KOUL et al., 2000; VERGNE et al., 2005)

No entanto, um estudo mais recente demonstrou que essa enzima exibe tripla especificidade de 

in vitro resíduos de fosfotirosina, fosfoserina/fosfotreonina

(BERESFORD et al., 2007). Esse mesmo estudo sugere que

a no metabolismo de fosfoinositídeos do hospedeiro, bem como nas vias de

importantes na maturação do fagossomo. Os substratos

e a função exata dessa enzima para a micobactéria ainda não são totalmente

, muitos estudos já mostraram que essa enzima tem papel importante 

M. tuberculosis. A deleção gênica de PtpB aumenta
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(KOUL et al., 2000). A PtpA também é secretada no citosol do macrófago e sua 

expressão é aumentada quando ocorre a infecção dessas células (COWLEY; BAB

e uma interação dessa proteína com os macrófagos do hospedeiro.

Apesar de não ser necessária para o crescimento de M. tuberculosis em macrófagos murinos, 

PtpA é essencial para o sucesso da infecção em humanos (BACH et al., 2008; GRUNDNER; 

Tanto a deleção gênica da PtpA como a expressão

de anticorpos neutralizantes de PtpA reduzem o crescimento de 

Além disso, recentemente, nosso laboratório demons
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A proteína VPS33B (Human Class C Vacuolar Protein Sorting VPS33B), um regulador 

de fusão de membrana presente nos macrófagos, é o único substrato fisiológico conhecido de 

PtpA (BACH et al., 2008). A VPS33B faz parte do complexo HOPS (Homotypic Vacuole Fusion 

and Vacuole Protein Sorting), um complexo protéico que promove a ancoragem e fusão de 

vesículas com membranas-alvo. A defosforilação de VPS33B pela PtpA prejudica o 

funcionamento desse complexo e impede a fusão do fagossomo com o lisossomo no macrófago 

(BACH et al., 2008). A inibição da fusão fagossomo-lisossomo é uma resposta celular do 

processo infeccioso que é inibida pelo M. tuberculosis. A PtpA, portanto, é um importante fator 

de virulência de M. tuberculosis, envolvido no estabelecimento da infecção desse patógeno. 

Recentemente, foi detectada ainda a presença de uma fosfotirosina quinase em M. 

tuberculosis, PtkA (BACH; WONG; AV-GAY, 2009). Bach, Wong e Av-Gay (2009) 

demonstraram que a PtpA é fosforilada pela PtkA em dois resíduos de Tyr (Tyr131 e Tyr132). Há 

duas hipóteses sobre o papel da fosforilação da PtpA: a fosforilação poderia tanto modular a 

atividade dessa enzima, como poderia regular sua secreção (CHAO et al., 2010). Também foi 

observado que 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. 

 

1.4 Oxido 
ítrico e S-nitrosilação 

 

O óxido nítrico (NO) é um radical lipofílico ubíquo e altamente difusível. Ele possui 

propriedades químicas que o tornam um agente sinalizador versátil, envolvido em uma série de 

processos fisiológicos (BRUCKDORFER, 2005). Em mamíferos, o NO está envolvido em 

diversos processos patofisiológicos — como respostas imune e inflamatória —, neurotransmissão 

e homeostase vascular (FANG, 2004).  

Nas células, o NO é produzido a partir de L-arginina e oxigênio pelas óxido nítrico 

sintases (NOS). Há três diferentes isoformas dessas enzimas, com diferentes padrões de 

expressão, regulação e papéis fisiológicos — essa diversidade ajuda, inclusive, a conferir a 

especificidade dos sinais transmitidos pelo NO (MARTÍNEZ; ANDRIANTSITOHAINA, 2009). 

Além disso, o NO pode ser gerado a partir de óxidos de nitrogênio exógenos (oriundos da 
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alimentação, flora intestinal ou agente infecciosos, por exemplo) ou ainda endógenos (como os 

produtos de oxidação do próprio NO) (HESS et al., 2005). 

O NO é a principal espécie reativa de nitrogênio (ERN) presente nas células e também a 

principal fonte de outras ERN (MARTÍNEZ; ANDRIANTSITOHAINA, 2009). 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. Nos meios biológicos, 

as ERN induzem reações que incluem nitrosilação de grupo sulfidril (S-nitrosilação) ou metais e 

nitração de resíduos de tirosina (MARTÍNEZ; ANDRIANTSITOHAINA, 2009). 

Quando o NO se liga a metais, ele pode levar a ativação de enzimas, como é o caso da 

ativação da enzima guanilato ciclase, uma importante reação do NO com substratos biológicos, 

fundamental em alguns processos de sinalização celular mediados por NO.  Essa enzima é 

responsável pela conversão de guanosina 5’-trifosfato (GTP) em guanosina 5’-trifosfato cíclico 

(cGTP) e funciona como um receptor fisiológico para o NO. A guanilato ciclase é ativada pela 

ligação do NO com o grupo heme presente na enzima, o que ativa a enzima e leva ao 

estabelecimento de vias de transdução de sinal, principalmente nos sistemas nervoso e 

cardiovascular (GARTHWAITE, 2010). 

Juntamente com a ativação de guanilato ciclase, 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). 

Várias PTPs são S-nitrosiladas como conseqüência da ação do NO, resultando, por 

exemplo, em perda de atividade e/ou proteção contra oxidação irreversível (CASELLI et al., 

1994; TAKAKURA et al., 1999; XIAN et al., 2000; CHEN et al., 2008). A proteína humana 



 

 

PTP1B é S-nitrosilada no resíduo de cisteína catalítico Cys215

oxidação irreversível e inibe temporariament

Além de ocorrer com freqüência nas PTPs, a S

microbicida. A S-nitrosilação em proteases de microrganismos está relacionada à atividade 

antimicrobiana das ERN contra Coxsackievirus, HIV

falciparum e Trypanosoma cruzi

Figura 5. Esquema da reação d
gerando um S-nitrosotiol. B. Esquema da reação de S
adenisiltransferase hepática, mediada por S
ANDRIANTSITOHAINA, 2009 e HESS et al., 2005.

 

O papel do NO e outras ERN na biologia do 

estabelecido. No curso da infecção, o 

reativas de oxigênio (ERO) no hospedeiro

uma das principais ações microbicidas do hospedeiro contra o 

1992; RICH et al., 1997; ZAHRT; DERETIC, 2002)

demonstram mecanismos moleculares de resistência do 

regulação celular mediada por essa

KUMAR et al., 2007; ATTARIAN et al., 2009)

ao NO desencadeie, inclusive,

Os efeitos moleculares

entanto, ainda são pouco conhecidos

nitrosilada no resíduo de cisteína catalítico Cys215 e isso protege o sítio ativo da 

oxidação irreversível e inibe temporariamente a atividade da proteína (CHEN et al., 2008)

Além de ocorrer com freqüência nas PTPs, a S-nitrosilação está ligada à atividade 

rosilação em proteases de microrganismos está relacionada à atividade 

microbiana das ERN contra Coxsackievirus, HIV-1, Leishmania infantum

Trypanosoma cruzi (STAMLER; LAMAS; FANG, 2001).  

reação de S-nitrosilação. A. Esquema geral da S-nitrosilação de uma proteína, 
Esquema da reação de S-nitrosilação (transnitrosilaçã

mediada por S-nitrosoglutationa (GSNO). Fonte: adaptado de MARTÍNEZ; 
ANDRIANTSITOHAINA, 2009 e HESS et al., 2005. 

papel do NO e outras ERN na biologia do M. tuberculosis, no entanto, 

No curso da infecção, o M. tuberculosis fica exposto a ERN e também a espécies 

reativas de oxigênio (ERO) no hospedeiro. Por um lado, há estudos que apontam as ERN como 

uma das principais ações microbicidas do hospedeiro contra o M. tuberculosis

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

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 

desencadeie, inclusive, o estabelecimento da infecção latente (KUMAR et al., 2007)

s efeitos moleculares do NO sobre esse patógeno ou mesmo sobre suas PTPs

são pouco conhecidos. Já foi demonstrado que as ERO reduzem a atividade d
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PtpA, enquanto que possuem pouco efeito sobre a PtpB (GRUNDNER; NG; ALBER, 2005; 

FLYNN et al., 2010). Os efeitos do NO e outras ERN em PtpA e PtpB até hoje não foram 

investigados. 

Tendo em vista a importância da tuberculose e a necessidade de novas terapias para essa 

doença, torna-se fundamental um melhor entendimento do metabolismo desse patógeno e de sua 

interação com o hospedeiro. Nesse contexto, o objetivo desse trabalho é aprofundar os 

conhecimentos acerca do efeito do NO em PtpA e PtpB de M. tuberculosis.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 

O objetivo deste trabalho foi investigar a susceptibilidade de PtpA e PtpB de M. 

tuberculosis à S-nitrosilação por ação do NO, bem como os efeitos dessa modificação pós-

traducional nessas proteínas. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

• Expressar de maneira heteróloga PtpA e PtpB de M. tuberculosis e purificá-las; 

• Avaliar a ocorrência de S-nitrosilação em PtpA e PtpB de M. tuberculosis por ação do 

NO; 

• Se confirmada a S-nitrosilação, determinar o resíduo de cisteína S-nitrosilado por meio de 

mutação sítio dirigida dos resíduos de cisteína; 

• Expressar e purificar as proteínas mutantes e avaliar a ocorrência de S-nitrosilação nas 

mesmas; 

• Determinar a atividade específica de PtpA, PtpB e mutantes na presença e ausência de 

doador de NO; 
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3 METODOLOGIA 

 

 

3.1 Vetores de expressão 

 

O plasmídeo contendo o gene da PtpA de M. tuberculosis (pET28a-Mt_PtpA) e o 

plasmídeo contendo o gene da PtpB (pET28a-Mt_PtpB) foram fornecidos pelo laboratório 

dirigido pelo Dr. Pedro Alzari (Unité de Biochimie Structurale, Institut Pasteur, Paris, França).  

 

3.2 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 

Escherichia coli DH5α ou BL21(DE3) armazenadas a -80oC  foram cultivadas a 37oC  em 50 mL 

de meio Luria Bertani (LB) líquido (1% peptona, 0,5% extrato de levedura, 0,5% NaCl, pH 7,5) 

até a densidade ótica de 0,4 a 600 nm. As células foram então centrifugadas a 6000 x g, por 20 

min. O precipitado foi homogeneizado com 0,1M  CaCl2 gelado, mantido por uma hora em gelo e 

centrifugado novamente a 6000 x g, por 20 min (AUSUBEL et al., 1992). As bactérias foram 

finalmente homogeneizadas em 5 mL de 0,1 M CaCl2 contendo 20% de glicerol, mantidas em 

gelo por 30 min e posteriormente armazenadas a -80oC. 

 

3.3 Transformação de bactérias 

 

Para a transformação das bactérias competentes, as mesmas foram inicialmente incubadas 

com 50 ng do vetor de expressão de interesse, em gelo, durante 30 min. As células foram, então, 

mantidas por 90 segundos a 42oC e novamente em gelo por 2 min. Em seguida, foram 

adicionados 500 µL de meio LB às bactérias, que foram mantidas a 37oC por 45 min, plaqueadas 

em meio LB sólido (1% peptona, 0,5% extrato de levedura, 0,5% NaCl, 1,5% Agar, pH 7,5) 

suplementado com 50 µg/mL de canamicina e mantidas a 37oC por mais 15 horas (AUSUBEL et 

al., 1992). O vetor pET28a+ possui um gene de resistência à canamicina, logo, o uso desse 
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antibiótico durante o cultivo seleciona apenas as bactérias que incorporaram o vetor de expressão. 

Como controle, foi realizado o mesmo procedimento com bactérias que não receberam vetor de 

expressão. 

Para a propagação do plasmídeo, foram utilizadas bactérias E. coli DH5α e os plasmídeos 

foram purificados com o kit Wizard Plus SV Minipreps (Promega). 

 

3.4 Expressão das proteínas PtpA e PtpB 

 

Os vetores de expressão pET28a-Mt_PtpA e pET28a-Mt_PtpB foram utilizados para 

transformar bactérias E. coli BL21(DE3), conforme protocolo descrito no item acima. 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 do 

fago T7. As colônias selecionadas por resistência ao antibiótico canamicina foram utilizadas para 

a realização dos pré-inóculos. 

Os pré-inóculos foram preparados em 10 mL de meio LB líquido suplementado com 50 

µg/mL de canamicina e incubados a 37ºC sob agitação (150 rpm). 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 37ºC.  

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 

a 15 ºC por 20 min. Em seguida, foi adicionado isopropil-β-D-tiogalactopiranosídeo (IPTG), até 

uma concentração final de 0,5 mM. O IPTG é um análogo da alolactose. Quando presente, ele 

induz a expressão da RNA polimerase do fago T7, que se encontra codificada no genoma 

bacteriano sob controle do operon lac. Como conseqüência, o gene contido no vetor passa a ser 

transcrito pela bactéria, uma vez que o repressor também se desliga da região operadora do gene 

fusão. O tempo e a temperatura de indução da expressão protéica foram padronizados 

anteriormente em nosso laboratório, isto é, 15ºC, por 15 horas (PURIFICAÇÃO, 2008). 

Após a indução, os cultivos foram centrifugados a 6000 x g, por 30 min, a 4oC 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 
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proteases (PMSF, fluoreto de fenilmetilsulfonila, concentração final de 40µg/mL), rompidas por 

sonicação em gelo (7 ciclos de 20 segundos, com intervalo de 30 segundos entre cada um, a uma 

potência de 14W e o homogenato foi centrifugado (12000 x g, por 20 min, a 4oC). A porção 

solúvel obtida foi utilizada para purificação. 

 

3.5 Purificação das proteínas PtpA e PtpB 

 

As proteínas PtpA e PtpB expressas foram purificadas em condições nativas por 

cromatografia de afinidade em metal imobilizado (IMAC). Os genes da PtpA e da PtpB estão 

inseridos no vetor pET28a+ de forma que as proteínas expressas possuem uma cauda de 

histidinas N-terminal, o que permite a purificação através dessa metodologia.  

Foram utilizadas colunas HisTrap (HisTrap HP Kit for purification of histidine tagged 

proteins, 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, à temperatura ambiente. 

Em seguida, a coluna foi lavada com concentrações crescentes de imidazol, começando com o 

tampão de lise sem imidazol até uma concentração final de 500 mM de imidazol. O imidazol 

compete quimicamente com a cauda de histidinas da proteína recombinante e, ao ser aumentada a 

concentração do imidazol, a proteína é eluída da coluna. 

Após a purificação por afinidade, as frações protéicas foram submetidas a diálises para a 

retirada gradual do imidazol da solução. A diálise (membrana de celulose MW 5.3 kDa) foi feita 

a 4°C, sob agitação constante e em quatro etapas: 2 horas contra cada novo tampão (20 mM Tris-

HCl pH 8,0, 0,5 M NaCl, 5 mM DTT, 10% glicerol, em uma relação 1:100 de amostra e tampão) 

decrescendo a concentração de imidazol (150 mM, 75 mM e 35 mM), sendo que o último 

tampão, não continha imidazol (20 mM Tris-HCl pH 8,0, 50 mM NaCl, 5 mM DTT, 20% 

glicerol e 5 mM EDTA). Em seguida, as proteínas foram concentradas por ultrafiltração (Amicon 

Ultra-15 Millipore, membrana de poro de 10 kDa). Finalmente, as proteínas foram submetidas a 

mais uma diálise, dessa vez contra o tampão HEN (250 mM Hepes pH 7,7, 1 mM EDTA, 0,1 

mM neocuproína) e estocadas a -20oC.  

A pureza das frações protéicas foi analisada por SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate – 
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Polyacrylamide Gel Electrophoresis), em géis de poliacrilamida 16%, sob condições 

desnaturantes e redutoras, corados com Coomassie Brilliant Blue R-250 (SCHAGGER; VON 

JAGOW, 1987).  

 

3.6 Quantificação de proteínas 

 

A quantificação do conteúdo protéico 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, levando em consideração a absortividade 

molar calculada. 

 

3.7 Expressão e purificação da proteína PTP1B 

 

A PTP1B é uma PTP clássica humana amplamente estudada, envolvida na regulação da 

sinalização por insulina e do crescimento celular. Ela é S-nitrosilada e tem sua atividade 

enzimática diminuída como conseqüência da S-nitrosilação (LI; RICHARD WHORTON, 2003; 

CHEN et al., 2008). Por esses motivos, ela foi utilizada como controle positivo em alguns ensaios 

de S-nitrosilação de PtpA e PtpB. A PTP1B pura foi fornecida pela aluna de mestrado Priscila 

Graziela Alves Martins. O plasmídeo para expressão da PTP1B humana (pET19b-Hs_PTP1B) foi 

fornecido pelo Dr. Tiago Brandão (Departamento de Química, UFMG). Esse plasmídeo codifica 

para uma proteína truncada de 37 kDa — otimizada para expressão e purificação — 

correspondente aos primeiros 321 resíduos de aminoácido da proteína PTP1B (BARFORD et al., 

1994). A expressão foi feita em bactérias E. coli BL21(DE3) e a purificação foi realizada por 

cromatografia de troca iônica (BRANDÃO; HENGGE; JOHNSON, 2010). 

 

3.8 Ensaio de biotinilação para detecção de proteínas S-nitrosiladas 

 

Com o objetivo de investigar se a PtpA e a PtpB são S-nitrosiladas foram realizados 

ensaios de biotinilação (biotin switch) segundo Jaffrey e Snyder (JAFFREY; SNYDER, 2001), 

com algumas modificações. Essa técnica detecta proteínas S-nitrosiladas através da substituição 
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do grupo NO ligado ao resíduo de Cys pela biotina, sendo que essa última é posteriormente 

detectada por Western blot.  

Para realização desses experimentos, a concentração de cada proteína pura foi ajustada até 

um máximo de 0,8 mg/mL e as amostras foram tratadas com 1 mM, 100 µM, 50 µM, 10 µM ou 1 

µM de S-nitrosoglutationa (GSNO) por 30 min, no escuro, em temperatura ambiente. Em 

seguida, as amostras foram incubadas por 30 min com 4 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, com agitação freqüente. 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 (-

20ºC) e as proteínas foram ressuspendidas em tampão HENS (250 mM Hepes pH 7,7, 1 mM 

EDTA, 0,1 mM neocuproína, 1 % SDS). As S-nitrosilações foram reduzidas com 1 mM de 

ascorbato de sódio por 10 min, em temperatura ambiente. Em seguida, as cisteínas livres foram 

biotiniladas com 2 mM de biotina-HPDP (8-(6-(Biotinamido)hexil)-3'-(2'-piridilditio)-

propionamida) diluída em DMSO (EZ-Link Biotin-HPDP, Thermo Scientific) por 1h, em 

temperatura ambiente. O ascorbato reduz os grupos S-nitrosotiol, deixando os resíduos de 

cisteína, antes nitrosilados, livres para a ligação com a biotina-HPDP.  

Como controles negativos, algumas amostras foram tratadas com 1mM de glutationa 

reduzida (GSH) ao invés de GSNO ou com 1 mM de GSNO seguido de tratamento com 10 mM 

de DTT. Ainda outro controle negativo foi feito, tratando-se com DMSO, ao invés de biotina, um 

grupo de amostras previamente nitrosiladas com GSNO. Além disso, como controle de 

especificidade, em um grupo de amostras não foi adicionado MMTS.  

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 anti-biotina de camundongo (1:10000) (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 conjugado à peroxidase (1: 30000). Para detecção 

dos sinais foi utilizado o kit Amersham ECL Western Blotting Analysis System (GE Healthcare) e 

filmes Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare). Após a exposição, os filmes foram revelados 
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utilizando-se o processador automatizado de filmes SRX-101A (Konica Minolta Medical & 

Graphic) do Laboratório de Protozoologia (UFSC, Florianópolis), ou as membranas foram 

analisadas diretamente em scanner laser FLA9000 (Fuji). 

 

3.9 Mutação sítio-dirigida 

 

Com o objetivo de investigar o sítio de S-nitrosilação em 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 ou C53A. O kit QuickChange 

Multi Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) 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: (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 e o programa do termociclador consistiu em um passo de 

desnaturação inicial a 95ºC por 1 min, seguido por 30 ciclos de desnaturação a 95ºC por 1 min, 

anelamento a 55ºC por 1 min e extensão a 65ºC por 12 min.  

Os produtos de reação foram incubados com 10U/µL de DpnI por 1 h, a 37 ºC para 

digestão do DNA molde metilado e, em seguida, foram utilizados para transformar células E. coli 

XL10-Gold ultracompetentes. Os plasmídeos gerados foram posteriormente purificados com o kit 

Wizard Plus SV Minipreps (Promega). Os mesmos foram visualizados, após eletroforese, em géis 

de agarose 0,8% corados com brometo de etídio.  

As mutações foram confirmadas por seqüenciamento de DNA e as proteínas mutantes 

foram expressas e purificadas da mesma forma que a PtpA wild type (PtpA). 
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3.10 Cálculo de atividade específica e ensaios de atividade enzimática na presença de 

GS
O 

 

A metodologia para os testes de atividade enzimática foi adaptada da previamente descrita 

para PtpA por Koul e colaboradores (2000). As atividades de PtpA, PtpA_C11A, PtpA_C16A, 

PtpA_C53A, PtpB e PTP1B foram avaliadas a 37 °C em espectrofotômetro leitor de microplaca 

(Infinite 200 Pro, Tecan). 

As reações continham 20 mM imidazol pH 7,0, 50 nM de enzima e 20 mM 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 leituras a cada 1 min). O pNPP é um 

substrato genérico para fosfatases, que permite detecção espectrofotométrica de seu produto. A 

atividade específica foi calculada utilizando-se a absortividade molar de 2249.6 M-1cm-1 

(determinada experimentalmente para as condições descritas acima). Controles negativos foram 

realizados na ausência de enzima para monitorar a hidrólise espontânea de pNPP. 

Para os ensaios de nitrosilação, utilizou-se GSNO como doador de NO e GSH como 

controle. As enzimas foram pré-incubadas com 1mM GSNO ou GSH por 30 min à temperatura 

ambiente, no escuro, e depois adicionadas à reação. Todos os ensaios foram realizados em 

triplicatas. 

 

3.11 Modelo tridimensional de PtpA S-nitrosilada em Cys53 

 

A representação estrutural da PtpA nitrosilada em Cys53 foi construída utilizando-se a 

estrutura cristalina de PtpA de M. tuberculosis (PDB 1U2P) em colaboração com o Dr. 

Guilherme Razzera. O grupo NO foi introduzido a partir das coordenadas atômicas do S-NO do 

resíduo Cys215 S-nitrosilado da estrutura da proteína PTP1B humana (PDB 3EUO). A 

acessibilidade do solvente foi obtida com o uso do programa Swiss-pdbviewer 4.0.1 

(www.expasy.org/spdbv/) e as figuras foram preparadas com o programa PyMOL (2003, DeLano 

Scientific LLC). 



 

 

4 RESULTADOS 

 

4.1 Expressão e purificação de PtpA e PtpB

 

As proteínas PtpA e PtpB

partir dos vetores de expressão pET28a

Figura 6. Purificação da PtpB recombinante por IMAC em cromatógrafo ÄKTA.
das proteínas com concentrações crescentes de 
a PtpB recombinante com cauda de histidinas N
lavada com concentrações crescentes de imidazol. Em azul, n
representada a absorbância a 280 nm de cada volume de eluição.
está representada a concentração 
as frações eluídas, coletadas e analisad
PtpB. As frações bacterianas e as frações
indica a banda correspondente à Ptp
lisado bacteriano; SN, fração solúvel do lisado bacteriano
 

A PtpB com cauda de histidinas (massa teórica de 32,3 kDa) contida na fração solúvel 

bacteriana foi purificada por IMAC em coluna HisTrap acoplada a um cromatóg

4.1 Expressão e purificação de PtpA e PtpB 

PtpB de M. tuberculosis foram expressas em E. coli

expressão pET28a-Mt_PtpA e pET28a-Mt_PtpB, respectivamente. 

 

PtpB recombinante por IMAC em cromatógrafo ÄKTA. A.
ínas com concentrações crescentes de imidazol. A fração solúvel do lisado bacteriano (contendo 

a PtpB recombinante com cauda de histidinas N-terminal) foi aplicada à coluna HisTrap  e 
lavada com concentrações crescentes de imidazol. Em azul, no eixo das abscissas esquerdo,
representada a absorbância a 280 nm de cada volume de eluição. Em preto, no eixo das absciss

a concentração de imidazol em cada volume de eluição. As faixas azuis enumeradas são 
nalisadas no SDS-PAGE mostrado em B. B. SDS-PAGE da purificação d

bacterianas e as frações coletadas (1-6) foram analisadas em SDS
indica a banda correspondente à PtpB (32,3 kDa). M, marcador de massa molecular; P, fração insolúvel do 
lisado bacteriano; SN, fração solúvel do lisado bacteriano.  

A PtpB com cauda de histidinas (massa teórica de 32,3 kDa) contida na fração solúvel 

por IMAC em coluna HisTrap acoplada a um cromatóg
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A PtpB com cauda de histidinas (massa teórica de 32,3 kDa) contida na fração solúvel 

por IMAC em coluna HisTrap acoplada a um cromatógrafo ÄKTA 



 

 

(Figura 6). A PtpB recombinante foi 

frações eluídas correspondentes à PtpB recombinante foram coletadas, reunidas e submetidas a 

diálise em tampão redutor para retirada do imidazol.

A PtpA contida na fração solúvel bacteriana também foi purificada por IMAC. A proteína 

recombinante com cauda de histidinas

com concentração crescente de 100 mM a

frações eluídas da coluna HisTrap correspondentes à PtpA recombinante foram coletadas, 

reunidas e submetidas a diálise em tampão redutor para remoção do imidazol.

Figura 7. Purificação da PtpA recombinante por IMAC em cromatógrafo ÄKTA.
das proteínas com concentrações crescentes de 
a PtpA recombinante com cauda de histidinas N
lavada com concentrações crescen
representada a absorbância a 280 nm de cada volume de eluição. Em preto, no eixo das absciss
está representada a concentração 
as frações eluídas, coletadas e analisadas no SDS
PtpA. As frações bacterianas e as frações coletadas (1
indica a banda correspondente à PtpB (32,3 
lisado bacteriano; SN, fração solúvel do lisado bacteriano. 

(Figura 6). A PtpB recombinante foi eluída em 100 mM de imidazol (Figura 6,

frações eluídas correspondentes à PtpB recombinante foram coletadas, reunidas e submetidas a 

diálise em tampão redutor para retirada do imidazol. 

na fração solúvel bacteriana também foi purificada por IMAC. A proteína 

histidinas na porção N-terminal (massa teórica de 

de 100 mM a 250 mM de imidazol (Figura 7, linhas 3, 4

frações eluídas da coluna HisTrap correspondentes à PtpA recombinante foram coletadas, 

reunidas e submetidas a diálise em tampão redutor para remoção do imidazol. 

recombinante por IMAC em cromatógrafo ÄKTA. A.
das proteínas com concentrações crescentes de imidazol. A fração solúvel do lisado bacteriano (contendo 

recombinante com cauda de histidinas N-terminal) foi aplicada à coluna HisTrap  e a coluna foi 
lavada com concentrações crescentes de imidazol. Em azul, no eixo das abscissas esquerdo, está 
representada a absorbância a 280 nm de cada volume de eluição. Em preto, no eixo das absciss
está representada a concentração de imidazol em cada volume de eluição. As faixas azuis e
as frações eluídas, coletadas e analisadas no SDS-PAGE mostrado em B. B. SDS-PAGE da purificação d

. As frações bacterianas e as frações coletadas (1-6) foram analisadas em SDS
indica a banda correspondente à PtpB (32,3 kDa). M, marcador de massa molecular; P, fração insolúvel do 
lisado bacteriano; SN, fração solúvel do lisado bacteriano.  
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na fração solúvel bacteriana também foi purificada por IMAC. A proteína 

massa teórica de 20 kDa) foi eluída 

, linhas 3, 4, 5 e 6). As 

frações eluídas da coluna HisTrap correspondentes à PtpA recombinante foram coletadas, 
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Após as diálises para retirada do imidazol, a PtpA e a PtpB foram mais uma vez 

dialisadas, desta vez contra tampão HEN, concentradas e quantificadas para realização dos 

demais experimentos. O rendimento final de cada purificação foi de aproximadamente 9 mg de 

PtpB por litro de cultivo e cerca de 13 mg de PtpA por litro de cultivo. 

 

4.2 Ensaios de biotinilação para detecção de proteínas S-nitrosiladas 

 

Com o objetivo de avaliar se a PtpA e a PtpB sofrem S-nitrosilação por ação do NO, as 

proteínas puras em tampão HEN foram submetidas a ensaios de biotinilação para detecção de 

proteínas S-nitrosiladas (figura 8). 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, essa última é detectada por Western blot.  

Quando a PtpA foi tratada com 1 mM do doador de NO GSNO, detectou-se uma banda no 

Western blot correspondente a essa proteína biotinilada, com cerca de 20 kDa (Figura 8A). Por 

outro lado, quando a PtpB foi tratada com o doador de NO, não se observou nenhuma banda 

(Figura 8B). Em ambos os experimentos foi utilizada a proteína PTP1B como controle positivo. 

O mesmo padrão observado para a PtpA foi observado para a PTP1B recombinante (Figura 8A e 

8B). 

Nos controles negativos realizados (quando as proteínas foram tratadas com 1 mM de 

GSH em lugar do GSNO, ou 1 mM de GSNO seguido do agente redutor DTT, ou quando foi 

utilizado somente DMSO sem biotina) nenhuma banda foi detectada. Em todos os casos, a 

proteína estava presente em quantidades semelhantes, conforme mostra o SDS-PAGE (Figura 8, 

abaixo), o que confirma que as bandas detectadas pelo Western blot no tratamento com GSNO 

são devidas à presença de NO. Esses resultados demonstram que a PtpA é S-nitrosilada na 

presença de GSNO, enquanto que a PtpB não sofre S-nitrosilação. 

 



 

 

Figura 8. Ensaio de biotinilação
biotinilação da PtpA com a PTP
com 1 mM de GSNO, 1 mM de GSH ou 1 mM 
Em seguida, as amostras foram incubadas com
com ascorbato de sódio e posteriormente submetidas à biotinilação 
DMSO sem biotina). Acima está mostrada a revelação do 
abaixo está o SDS-PAGE das mesmas amostras.
controle. As amostras de PTP1B 
revelação do Western blot com anticorpo anti
Marcador de massa molecular pré

 

A concentração utilizada de GSNO (1 mM)

fisiológicos (RICH et al., 1997)

concentrações menores de GSNO (Figura 9). 

e 1 mM de GSNO, foram observa

biotinilada. Na amostra de PtpA tratada com 10 

banda fraca na região de 20 kDa. No entan

banda observada no controle negativo tratado com DMSO 

considerada como sinal de biotinilação

o de PtpA e PtpB para detecção de proteínas S-nitrosiladas
PTP1B como controle. A PtpA e a PTP1B em tampão HEN foram tratadas 

GSH ou 1 mM de GSNO seguido de 10 mM de DTT, conforme indicado
s amostras foram incubadas com MMTS para bloqueio dos resíduos de Cys livre, reduzidas 

e posteriormente submetidas à biotinilação (ou, quando indicado
Acima está mostrada a revelação do Western blot com anticorpo anti

PAGE das mesmas amostras. B Ensaio de biotinilação da PtpB com
1B e PtpB foram tratadas da mesma forma que em A. Acim

com anticorpo anti-biotina e abaixo está o SDS-PAGE das mesmas amostras.
Marcador de massa molecular pré-corado; 2, Marcador de massa molecular biotinilado.

zada de GSNO (1 mM) é elevada em termos 

(RICH et al., 1997). Portanto, foram realizados ensaios de biotinilação d

de GSNO (Figura 9). Quando a proteína foi tratada co

observadas bandas de cerca de 20 kDa correspondentes à PtpA 

PtpA tratada com 10 µM de GSNO, por outro lado

banda fraca na região de 20 kDa. No entanto, essa banda possui intensidade de 

banda observada no controle negativo tratado com DMSO sem biotina e, logo, não pode ser 

como sinal de biotinilação. No tratamento com 1 µM de GSNO não foi observado
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nenhum sinal de biotinilação, assim como no contr

proteínas não são bloqueadas com MMTS, conforme esperado, foi positivo.

dados demonstram que a PtpA é S

GSNO. 

 

Figura 9. Ensaio de biotinilação d
pura em tampão HEN foi tratada com 1 
GSH, conforme indicado. Em seguida, a
resíduos de Cys livres, reduzidas com 
Foram realizados ainda um controle positivo
negativo (C-) tratado com DMSO 
anticorpo anti-biotina e abaixo está o SDS
molecular pré-corado; M2, Marcador de massa molecular biotinilado.

 

4.3 Construção dos plasmídeos

 

Uma vez confirmada a S

analisada e detectaram-se três resíduos de cisteína

ocorre a S-nitrosilação, foram construídos

no gene que codifica a PtpA

Mt_PtpA_C53A.  

nenhum sinal de biotinilação, assim como no controle com 1 mM de GSH. O

bloqueadas com MMTS, conforme esperado, foi positivo. 

PtpA é S-nitrosilada na faixa de concentração de 50 

nilação da PtpA com diferentes concentrações de GS8O. A 
pura em tampão HEN foi tratada com 1 µM, 10µM, 50 µM, 100 µM ou 1 mM de 

. Em seguida, as amostras foram incubadas com MMTS para bloqueio dos 
, reduzidas com ascorbato de sódio e posteriormente submetidas à biotinilação. 

Foram realizados ainda um controle positivo com a PtpA na ausência de MMTS (C+) e um controle 
) tratado com DMSO sem biotina. Acima está mostrada a revelação do 

biotina e abaixo está o SDS-PAGE das mesmas amostras. M1, Marcador de massa 
2, Marcador de massa molecular biotinilado. 

plasmídeos mutantes PtpA_C11A, PtpA_C16A, PtpA

Uma vez confirmada a S-nitrosilação da PtpA, a seqüência primária da proteína

se três resíduos de cisteína (Figura 10). Para investigar 

, foram construídos plasmídeos mutados para cada um 

no gene que codifica a PtpA: pET28a-Mt_PtpA_C11A, pET28a-Mt_PtpA_C16A e
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Figura 10. Seqüência primária da proteína PtpA de 
Cys53) estão destacadas em vermelho
acesso do NCBI: NP_216750.1 

 

Os plasmídeos mutados

kit QuickChange Multi Site-Directed Mutagenesis Kit

E. coli XL10-Gold. As colônias positivas foram cultivadas e foi realizada a extração do 

plasmídeo com kit comercial (Figura 

vetor pET28a-Mt_PtpA (aproximadamente

analisadas por seqüenciamento e as mutações foram confirmadas.

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose da extração dos 
em bactérias XL10-Gold. Após obtenção dos plasmídeos mutados por
foram propagados e visualizados em eletroforese em gel de agarose 0,8%. M, marcador de massa 
molecular. 

 

Seqüência primária da proteína PtpA de M. tuberculosis. As três cisteínas (Cys11, Cys16 e 
Cys53) estão destacadas em vermelho e o número dos resíduos de aminoácidos está indicado. Número de 

dos foram construídos através de mutação sítio dirigida, com o uso 

Directed Mutagenesis Kit (Stratagene), e transformados em bactérias 

Gold. As colônias positivas foram cultivadas e foi realizada a extração do 

com kit comercial (Figura 11). Foram obtidos plasmídeos do mesmo tamanho que o 

aproximadamente 5,8 kb). As seqüências dos genes mutados

por seqüenciamento e as mutações foram confirmadas. 

Eletroforese em gel de agarose da extração dos plasmídeos mutados após propagação 
Após obtenção dos plasmídeos mutados por meio de kit comercial, os mesmos 

e visualizados em eletroforese em gel de agarose 0,8%. M, marcador de massa 
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4.4 Expressão e purificação d

PtpA_C53A 

 

Os vetores pET28a

Mt_PtpA_C53A obtidos foram utilizados para transformar bactérias 

proteínas mutadas foram expressas e purifi

A PtpA_C11A foi eluída 

(Figura 12) e o rendimento da purificação foi de aprox

cultivo. 

Figura 12. Purificação da PtpA_C11A recombinante por IMAC em cromatógrafo ÄKTA.
eluição das proteínas com concentrações crescente
(contendo a PtpA_C11A recombinante
e a coluna foi lavada com concentrações crescentes de imidazol. Em azul, no eixo
está representada a absorbância a 280 nm de cada volume de eluição. Em preto, no eixo das absciss
direito, está representada a concentração 
enumeradas são as frações eluídas, coletadas e analisad
da purificação da PtpA_C11A. As frações bacterianas e as frações coletadas (1
SDS-PAGE 16%. A seta indica a banda correspondente à PtpB (32,3 kDa). M, marcador de massa 
molecular; P, fração insolúvel do lisado bacteriano; SN, fração solúvel do lisado bacteriano. 

4.4 Expressão e purificação das proteínas mutantes PtpA_C11A, PtpA_C16A, 

Os vetores pET28a-Mt_PtpA_C11A, pET28a-Mt_PtpA_C16A e pET28a

_C53A obtidos foram utilizados para transformar bactérias E. coli

proteínas mutadas foram expressas e purificadas da mesma forma que a PtpA.

foi eluída com concentração crescente de 100 a 200 

) e o rendimento da purificação foi de aproximadamente 13 mg de proteína 

PtpA_C11A recombinante por IMAC em cromatógrafo ÄKTA.
eluição das proteínas com concentrações crescentes de imidazol. A fração solúvel do lisado bacteriano 
contendo a PtpA_C11A recombinante com cauda de histidinas N-terminal) foi aplicada à coluna HisTrap  

e a coluna foi lavada com concentrações crescentes de imidazol. Em azul, no eixo das abscissas esquer
está representada a absorbância a 280 nm de cada volume de eluição. Em preto, no eixo das absciss
direito, está representada a concentração de imidazol em cada volume de eluição. As faixas azuis 
enumeradas são as frações eluídas, coletadas e analisadas no SDS-PAGE mostrado em B. 

. As frações bacterianas e as frações coletadas (1-6) foram analisadas em 
PAGE 16%. A seta indica a banda correspondente à PtpB (32,3 kDa). M, marcador de massa 

nsolúvel do lisado bacteriano; SN, fração solúvel do lisado bacteriano. 
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PtpA_C11A recombinante por IMAC em cromatógrafo ÄKTA. A. Gráfico da 
A fração solúvel do lisado bacteriano 

terminal) foi aplicada à coluna HisTrap  
das abscissas esquerdo, 

está representada a absorbância a 280 nm de cada volume de eluição. Em preto, no eixo das abscissas 
de imidazol em cada volume de eluição. As faixas azuis 

PAGE mostrado em B. B. SDS-PAGE 
6) foram analisadas em 

PAGE 16%. A seta indica a banda correspondente à PtpB (32,3 kDa). M, marcador de massa 
nsolúvel do lisado bacteriano; SN, fração solúvel do lisado bacteriano.  



 

 

A PtpA_C16A foi eluída 

(Figura 13) e o rendimento final da purificação foi de cerca de 14 mg de proteína por litro de 

cultivo. 

 

Figura 13. Purificação da PtpA_C1
eluição das proteínas com concentrações crescentes de 
(contendo a PtpA_C16A recombinante
e a coluna foi lavada com concentrações crescentes de imidazol. Em azul, no eixo
está representada a absorbância a 280 nm de cada volume de eluição. Em preto, no eixo das absciss
direito, está representada a concentração 
enumeradas são as frações eluídas, coletadas e analisadas no SDS
da purificação da PtpA_C16A. As frações bacterianas e as frações cole
SDS-PAGE 16%. A seta indica a banda correspondente à PtpB (32,3 kDa). M, marcador de massa 
molecular; P, fração insolúvel do lisado bacteriano; SN, fração solúvel do lisado bacteriano. 

 

Da mesma maneira que as outras proteí

crescente de 100 a 250 mM imidazol

PtpA_C16A foi eluída com concentração crescente de 100 a 200

) e o rendimento final da purificação foi de cerca de 14 mg de proteína por litro de 

PtpA_C16A recombinante por IMAC em cromatógrafo ÄKTA.
eluição das proteínas com concentrações crescentes de imidazol. A fração solúvel do lisado bacteriano 

A recombinante com cauda de histidinas N-terminal) foi aplicada à coluna HisTrap  
e a coluna foi lavada com concentrações crescentes de imidazol. Em azul, no eixo das abscissas esquerdo, 
está representada a absorbância a 280 nm de cada volume de eluição. Em preto, no eixo das absciss

, está representada a concentração de imidazol em cada volume de eluição. As faixas azuis 
enumeradas são as frações eluídas, coletadas e analisadas no SDS-PAGE mostrado em B. 

. As frações bacterianas e as frações coletadas (1-6) foram analisadas em 
PAGE 16%. A seta indica a banda correspondente à PtpB (32,3 kDa). M, marcador de massa 

molecular; P, fração insolúvel do lisado bacteriano; SN, fração solúvel do lisado bacteriano. 

que as outras proteínas, a PtpA_C53A foi eluída 

50 mM imidazol (Figura 14) e o rendimento final da purificação foi de 
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PAGE 16%. A seta indica a banda correspondente à PtpB (32,3 kDa). M, marcador de massa 
molecular; P, fração insolúvel do lisado bacteriano; SN, fração solúvel do lisado bacteriano.  

eluída com concentração 

) e o rendimento final da purificação foi de 



 

 

aproximadamente 21 mg de proteína por

 

Figura 14. Purificação da PtpA_C53
eluição das proteínas com concentrações crescentes de 
(contendo a PtpA_C53A recombinante
e a coluna foi lavada com concentrações crescentes de imidazol. Em azul, no eixo
está representada a absorbância a 280 nm de cada volume de eluição. Em preto, no eixo das absciss
direito, está representada a concentração 
enumeradas são as frações eluídas, coletadas e analisadas no SDS
da purificação da PtpA_C53A. As frações bacterianas e as frações coletadas (1
SDS-PAGE 16%. A seta indica a ba
molecular; P, fração insolúvel do lisado bacteriano; SN, fração solúvel do lisado bacteriano. 

 

4.5 Ensaios de biotinilação 

PtpA_C53A 

 

As proteínas mutantes purificadas, após diálise 

ensaios de biotinilação para identificar qual dos resíduos de Cys d

nitrosilação (Figura 15). Quando a proteína mutante PtpA_C11A 

aproximadamente 21 mg de proteína por litro de cultivo. 

PtpA_C53A recombinante por IMAC em cromatógrafo ÄKTA.
eluição das proteínas com concentrações crescentes de imidazol. A fração solúvel do lisado bacteriano 

A recombinante com cauda de histidinas N-terminal) foi aplicada à coluna HisTrap  
a com concentrações crescentes de imidazol. Em azul, no eixo das abscissas esquerdo, 

está representada a absorbância a 280 nm de cada volume de eluição. Em preto, no eixo das absciss
direito, está representada a concentração de imidazol em cada volume de eluição. As faixas azuis 
enumeradas são as frações eluídas, coletadas e analisadas no SDS-PAGE mostrado em B. 

. As frações bacterianas e as frações coletadas (1-6) foram analisadas em 
PAGE 16%. A seta indica a banda correspondente à PtpB (32,3 kDa). M, marcador de massa 

molecular; P, fração insolúvel do lisado bacteriano; SN, fração solúvel do lisado bacteriano. 

Ensaios de biotinilação das proteínas mutantes PtpA_C11A, PtpA_C16A, 

ntes purificadas, após diálise contra tampão HEN, foram submetidas a 

ensaios de biotinilação para identificar qual dos resíduos de Cys da PtpA é 

Quando a proteína mutante PtpA_C11A foi tratada com
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das proteínas mutantes PtpA_C11A, PtpA_C16A, 

tampão HEN, foram submetidas a 

PtpA é susceptível à S-

tratada com 1 mM de 



 

 

GSNO, uma banda do tamanho da 

PtpA_C16A é tratada com a mesma quantidade do doador 

Por outro lado, quando a PtpA_C53A é tratada com 

obsevado no Western blot, indicando que a S

Como controle, foi utilizada a PtpA tratada com 1 mM

todas as proteínas testadas, não 

com 1 mM de GSH, o que indica que o efeito observado é devido à presença do NO.

também foi realizado utilizando

foi o mesmo.  

Figura 15. Ensaio de biotinilação 
As proteínas PtpA, PtpA_C11A, PtpA_C16A e PtpA_C53A
mM de GSNO ou 1 mM de GSH, conforme indicado. As amostras foram posteriormente incubadas com 
MMTS para bloqueio dos resíduos de Cys l
submetidas à biotinilação. Acima está mostrada a revelação do 
abaixo está o SDS-PAGE das mesmas amostras. 
de massa molecular biotinilado. 

banda do tamanho da PtpA (20 kDa) é observada. Da mesma forma, quando 

com a mesma quantidade do doador de NO, a mesma

PtpA_C53A é tratada com GSNO, nenhum sinal de biotinilação é 

, indicando que a S-nitrosilação ocorre no resíduo Cys53

Como controle, foi utilizada a PtpA tratada com 1 mM de GSNO ou 1 mM 

, não foi detectada nenhuma banda quando as mesmas 

GSH, o que indica que o efeito observado é devido à presença do NO.

foi realizado utilizando-se 100 µM de GSNO como doador de NO e o resultado obtido 

Ensaio de biotinilação de PtpA_C11A, PtpA_C16A e PtpA_C53A, com a 
PtpA_C11A, PtpA_C16A e PtpA_C53A puras em tampão HEN foram tratadas com 

GSH, conforme indicado. As amostras foram posteriormente incubadas com 
MMTS para bloqueio dos resíduos de Cys livre, reduzidas com ascorbato de sódio

Acima está mostrada a revelação do Western blot com anticorpo anti
PAGE das mesmas amostras. 1, Marcador de massa molecular pré
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é observada. Da mesma forma, quando a 

mesma banda é detectada. 

GSNO, nenhum sinal de biotinilação é 

Cys53.  

GSNO ou 1 mM de GSH. Para 

detectada nenhuma banda quando as mesmas foram tratadas 

GSH, o que indica que o efeito observado é devido à presença do NO. Esse ensaio 

M de GSNO como doador de NO e o resultado obtido 

 

a PtpA como controle. 
puras em tampão HEN foram tratadas com 1 

GSH, conforme indicado. As amostras foram posteriormente incubadas com 
ascorbato de sódio e posteriormente 

com anticorpo anti-biotina e 
1, Marcador de massa molecular pré-corado; 2, Marcador 
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4.6 Ensaios de atividade enzimática de PtpA, PtpA_C11A, PtpA_C16A, PtpA_C53A 

e PtpB na ausência e presença de GS
O 

 

Como os ensaios de biotinilação demonstraram que a PtpA é S-nitrosilada enquanto que a 

PtpB não sofre S-nitrosilação, investigou-se, em seguida, o efeito do NO na atividade da PtpA e 

suas mutantes. Para tanto, inicialmente foram determinadas as atividades específicas de cada 

proteína utilizando como substrato pNPP (Tabela 1).  

A atividade específica da PtpA foi de 2,03 ±0,45 µmol pNP.min-1.mg-1. A proteína 

mutante sem o resíduo de Cys catalítico, PtpA_C11A, não demonstrou atividade alguma. A 

PtpA_C16A apresentou redução da atividade enzimática, conservando apenas 21,41 (±4,76) % da 

atividade da PtpA. Por outro lado, a mutação C53A não afetou significativamente a atividade da 

enzima. A mutante PtpA_C53A exibiu uma atividade específica de 2,08 (±0,18) µmol pNP.min-

1.mg-1
. A atividade específica da PtpB também foi avaliada e foi de 1,26 ± 0,17 µmol pNP.min-

1.mg-1. 

 

Tabela 1. Atividade específica de PtpB, PtpA e mutantes 
Proteína Atividade específica (µmol pNP.min-1.mg-1) % da atividade de PtpA1 
PtpB 1,26 (± 0,17) — 
PtpA 2,03 (±0,45) — 
PtpA_C53A 2,08 (±0,18) 96,26 (±6,53) 
PtpA_C16A 0,39 (±0,12) 21,41 (±4,76) 
1 Esse valor corresponde à média das porcentagens da atividade enzimática (de cada uma das triplicatas) em relação 
à atividade de PtpA (em cada triplicata correspondente)  

 

Em seguida, o efeito da S-nitrosilação na atividade catalítica das proteínas foi investigado 

através de ensaios enzimáticos na presença de GSNO. Para tanto, a atividade específica de PtpB, 

PtpA, PtpA_C11A, PtpA_C16A, PtpA_C53A foi avaliada na presença e ausência de 1 mM de 

GSNO, utilizando-se a PTP1B como controle. Considerando que o controle não tratado possuía 

atividade máxima, a atividade relativa de cada proteína tratada com o doador de NO foi calculada 

(Figura 16). 
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Figura 16. Influência do 8O na atividade de PtpB, PtpA, PtpA_C16A, PtpA_C53A com PTP1B como 
controle. As enzimas foram tratadas com 1 mM de GSNO por 30 min, no escuro, antes do início da 
reação. Um controle não tratado foi realizado para cada enzima. O eixo das ordenadas mostra a 
porcentagem da atividade específica das proteínas tratadas com GSNO relativamente a das respectivas 
amostras não tratadas. Cada reação foi realizada em triplicata, a 37oC, em tampão imidazol 20 mM pH 7,0, 
com p-nitrofenilfosfato como substrato. A atividade específica foi calculada com base no coeficiente de 
absortividade molar do p-nitrofenol calculado para essas condições (ε = 2249.6 M  -1cm-1).  

 

A PtpA conservou apenas cerca de 44% da atividade quando a proteína foi tratada com 1 

mM de GSNO, em comparação a PtpA não tratada. Conforme esperado segundo os resultados do 

ensaio de biotinilação, o doador de NO teve pouco efeito na atividade da PtpB. A PTP1B foi 

utilizada como controle positivo e manteve aproximadamente 41% de atividade quando 

comparada à amostra não tratada. Em relação ao efeito do NO sobre a atividade das mutantes, 

enquanto a PtpA conservou 44% da sua atividade quando tratada com o doador de NO, a 

PtpA_C53A manteve quase 100% de atividade e a PtpA_C16A manteve cerca de 75% da 

atividade.  

Esses dados sugerem que a PtpA é inibida na presença de GSNO e corroboram os 

resultados obtidos nos ensaios de biotinilação. Além disso, esses resultados estão de acordo com 

o fato de que a nitrosilação da PtpA ocorre no resíduo Cys53. Em conjunto, esses dados sugerem 

que a atividade da PtpA é reduzida como conseqüência da S-nitrosilação de Cys53. 
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5 DISCUSSÃO 

 

Apesar do M. tuberculosis estar exposto a ERN durante a infecção, o efeito molecular do 

NO nesse patógeno ainda não é bem estabelecido. O M. tuberculosis possuiu algumas estruturas 

celulares associadas à resposta desse patógeno ao NO, como o proteassomo (DARWIN et al., 

2003), o sistema tiorredoxina (ATTARIAN et al., 2009) e a histidina quinase DosS (KUMAR et 

al., 2007). No entanto, a compreensão integral do processo de resposta da micobactéria ao NO 

ainda é limitada. A S-nitrosilação é uma das principais reações do NO e de outras ERN com 

moléculas biológicas e possui funções importantes na resposta à infecção e na sinalização celular 

(STAMLER; LAMAS; FANG, 2001; HESS et al., 2005). Nesse contexto, esse trabalho 

determinou a susceptibilidade da PtpA, um importante fator de virulência de M. tuberculosis, à S-

nitrosilação em Cys53. 

 

5.1 PtpA é susceptível à S-nitrosilação 

 

Os resultados dos ensaios de biotinilação demonstraram a susceptibilidade da PtpA de M. 

tuberculosis à S-nitrosilação, a partir de 50 µM do doador de NO GSNO. Além disso, os 

experimentos determinaram a ausência dessa modificação na outra tirosina fosfatase desse 

patógeno, PtpB. Esses resultados estão de acordo com o que foi previamente descrito para a 

oxidação dessas proteínas (GRUNDNER; NG; ALBER, 2005; FLYNN et al., 2010). As 

diferentes susceptibilidades à oxidação são atribuídas ao fato da PtpA possuir uma conformação 

estrutural mais aberta, enquanto que a PtpB se fecha sobre o sítio ativo (como pode ser observado 

na Figura 4) (GRUNDNER; NG; ALBER, 2005; FLYNN et al., 2010). A PtpB possui uma tampa 

(lid) constituída por duas hélices, dinâmica, que se fecha sobre o sítio ativo, protegendo-o. Dessa 

forma, a PtpA estaria mais exposta às espécies reativas tanto de oxigênio quanto de nitrogênio, 

enquanto a PtpB ficaria mais protegida. É possível que esse mesma tampa proteja a PtpB da S-

nitrosilação. 

Rhee e colaboradores (2005) avaliaram o S-nitrosoproteoma de M. tuberculosis através de 

uma modificação do ensaio de biotinilação de Jaffrey e Snyder (2001). Dentre as 29 proteínas 

detectadas, nenhuma tirosina fosfatase ou tirosina quinase foi encontrada. O fato da PtpA não ter 
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sido observada nesse S-nitrosoproteoma pode ser explicado pelo fato de esta ser uma proteína 

secretada pela micobactéria (COWLEY; BABAKAIFF; AV-GAY, 2002). (RHEE et al., 2005) 

 

5.2 A S-nitrosilação de PtpA ocorre em Cys53 

 

Foi demonstrado, ainda, através dos ensaios de biotinilação com as proteínas mutantes, 

que a S-nitrosilação da PtpA ocorre no resíduo de Cys53. 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 (Cys 11). A cisteína catalítica conservada das PTPs é 

caracterizada por possuir um baixo pKa, o que é essencial para a atividade enzimática dessas 

proteínas (ZHANG; DIXON, 1993). Esse baixo pKa também deixa esse resíduo de cisteína 

susceptível à oxidação e à S-nitrosilação (BARFORD, 2004; HESS et al., 2005). No entanto, 

Apesar de muitos estudos detectarem a S-nitrosilação de PTPs e a relacionarem 

especulativamente ao resíduo de Cys catalítico (pela perda de atividade frente ao NO, por 

exemplo) são poucos os autores que observam a S-nitrosilação da cisteína catalítica por técnicas 

mais precisas (espectrometia de massa, mutação sítio-dirigida) (BARRETT et al., 2005; CHEN et 

al., 2007; FOSTER; FORRESTER; STAMLER, 2009). Além disso, o baixo pKa da cisteína 

catalítica freqüentemente é atribuído à presença da His adjacente, bastante conservada nas PTPs 

clássicas, mas que não está presente na PtpA nem em algumas das LMW-PTP (ZHANG; 

DIXON, 1993; TABERNERO et al., 2008).  

Uma possibilidade é que a nitrosilação de PtpA na Cys53 ocorra devido à posição desse 

resíduo na PtpA. A estrutura da enzima mostra claramente que a Cys53 é mais acessível ao 

solvente — em comparação com a Cys11 e a Cys16, que se localizam no P-loop (Figura 17). 

Essa observação sugere que a acessibilidade do solvente pode ter um papel importante na 

determinação da seletividade da S-nitrosilação da PtpA. 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). 
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Figura 17: Representação esquemática da estrutura da PtpA de M. tuberculosis S-nitrosilada em Cys53 
(adaptada do arquivo PDB 1U2P). A. Representação da proteína com as três cisteínas (Cys11, Cys16 e 
Cys53) e os resíduos catalíticos (Cys11, Arg17 e Asp126) destacados. A S-nitrosilação de Cys53 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 Cys53 é claramente mais exposta que as outras cisteínas. 

 

Nesse sentido, um ponto importante a ser considerado, é que ainda é difícil prever qual 

resíduo de Cys 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, mas em que apenas 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 (Cys3635) é S-nitrosilada (SUN et al., 2001; HESS et al., 2005). 

 

5.3 A S-nitrosilação em Cys53 afeta a atividade de PtpA 

 

Os resultados obtidos nos ensaios de atividade com PtpB, PtpA e mutantes corroboram os 

dados obtidos através dos ensaios de biotinilação. Na presença do doador de NO, a PtpB não tem 

sua atividade significativamente alterada. Esse resultado era esperado, uma vez que a PtpB não é 

S-nitrosilada. A S-nitrosilação, por outro lado, afetou a atividade da PtpA. Quando tratada com 

GSNO, esta enzima teve sua atividade reduzida cerca de 56%. A redução da atividade da PtpA é 

compatível com a reação controle com a PTP1B, cuja atividade diminuiu 59% na presença de 
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GNSO. Esse último dado está de acordo com encontrado por Li e Whorton (2003), que 

demonstraram que a incubação da PTP1B com 1 mM de GSNO inibiu-a em cerca de 60%.  

Os ensaios de atividade com as mutantes de PtpA suportam o dado de que a S-nitrosilação 

ocorre no resíduo Cys53. Enquanto a PtpA conservou 44% da atividade, a atividade da 

PtpA_C53A não foi significativamente alterada. A PtpA_C16A, por outro lado, manteve 75% da 

atividade. Esse valor maior observado para a PtpA_C16A possivelmente é influenciado pela 

reduzida atividade específica que essa mutante apresenta, quando comparada à PtpA. A atividade 

da PtpA_C11A na presença de GSNO não pode ser avaliada já que, conforme descrito 

anteriormente, essa mutante não possui atividade alguma (MADHURANTAKAM; CHAVALI; 

DAS, 2008).  

Esses resultados sugerem que a atividade da PtpA é reduzida como conseqüência da S-

nitrosilação de Cys53. Diversos outros estudos demonstraram a inibição da atividade de PTPs 

como conseqüência 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 

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). 

 

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

 

No curso da infecção, o M. tuberculosis encontra um ambiente hostil devido à produção 

de ERN e ERO pelo hospedeiro. O papel do NO no combate à infecção por M. tuberculosis ainda 

é discutido. Por um lado, há evidências que apontam para um papel microbicida do NO e outras 

ERN (CHAN et al., 1992; RICH et al., 1997; ZAHRT; DERETIC, 2002). Por outro, há trabalhos 

que argumentam que o NO não elimina completamente o patógeno, já que este último 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). 

Nesse cenário, é possível formular duas hipóteses do papel biológico da S-nitrosilação da 



 

 

PtpA de M. tuberculosis. Na primeira hipótese, a S

defesa do hospedeiro contra o patógeno

seria S-nitrosilada e oxidada e sua atividade s

parcial, o crescimento da micobactéria 

Na segunda hipótese, a S

do M. tuberculosis (Figura 18). 

(MALIK et al., 2010), a S-nitrosilação da

tuberculosis para o citoplasma do macrófago

transporte. A PtpA atua no macrófago e sua secreção 

infecção (COWLEY; BABAKAIFF; AV

não é conhecido. Há a possibilidade de que a fosforilação d

transporte (CHAO et al., 2010)

até agora. Inclusive, a S-nitrosilação e a fosforilação poderiam atuar juntas

nesse processo.  

Figura 18: Representação esquemática das possíveis implicações biológicas d
M. tuberculosis possui o micotiol (MSH) que sequestra o NO livre e o sistema tiorredoxina que detoxifica 
os nitrosotióis (RSNO). Na presença de NO, essas moléculas podem interagir com a PtpA, que pode ser S
nitrosilada. Além disso, a PtpA interage com a PtkA e pode ser fosforilada. É possível que haja uma 
interação entre a S-nitrosilação e a fosforilação de PtpA e que uma ou outra ou ambas estejam envolvidas 
na secreção de PtpA para o citosol do macrófago. Uma vez secretada, PtpA
participando, assim, na inibição da fusão fagossomo

Na primeira hipótese, a S-nitrosilação da PtpA seria um

o patógeno. Com a produção de ERO e ERN no macrófago, 

nitrosilada e oxidada e sua atividade seria reduzida. Com a inibição d

o crescimento da micobactéria seria prejudicado.  

Na segunda hipótese, a S-nitrosilação da PtpA poderia ser um mecanismo de sinalização 

(Figura 18). De forma análoga ao que ocorre com a proteína humana CLIC4 

nitrosilação da PtpA poderia mediar o transporte de

para o citoplasma do macrófago, podendo alterar sua interação com proteínas de

transporte. A PtpA atua no macrófago e sua secreção é aumentada em decorrência do processo de 

(COWLEY; BABAKAIFF; AV-GAY, 2002), mas o mecanismo dessa secreção 

não é conhecido. Há a possibilidade de que a fosforilação da PtpA pela

(CHAO et al., 2010), mas nenhuma evidência experimental desse fato foi demonstrada 

nitrosilação e a fosforilação poderiam atuar juntas (ou de forma oposta)

Representação esquemática das possíveis implicações biológicas da S-nitrosilação de PtpA.
possui o micotiol (MSH) que sequestra o NO livre e o sistema tiorredoxina que detoxifica 

os nitrosotióis (RSNO). Na presença de NO, essas moléculas podem interagir com a PtpA, que pode ser S
so, a PtpA interage com a PtkA e pode ser fosforilada. É possível que haja uma 

nitrosilação e a fosforilação de PtpA e que uma ou outra ou ambas estejam envolvidas 
na secreção de PtpA para o citosol do macrófago. Uma vez secretada, PtpA defosforila a VPS33B, 
participando, assim, na inibição da fusão fagossomo-lisossomo. 
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PtpA seria um mecanismo de 

. Com a produção de ERO e ERN no macrófago, a PtpA 

da PtpA, mesmo que 

um mecanismo de sinalização 

com a proteína humana CLIC4 

poderia mediar o transporte de PtpA do M. 

podendo alterar sua interação com proteínas de 

é aumentada em decorrência do processo de 

mas o mecanismo dessa secreção ainda 
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desse fato foi demonstrada 
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nitrosilação de PtpA. O 

possui o micotiol (MSH) que sequestra o NO livre e o sistema tiorredoxina que detoxifica 
os nitrosotióis (RSNO). Na presença de NO, essas moléculas podem interagir com a PtpA, que pode ser S-

so, a PtpA interage com a PtkA e pode ser fosforilada. É possível que haja uma 
nitrosilação e a fosforilação de PtpA e que uma ou outra ou ambas estejam envolvidas 

defosforila a VPS33B, 
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6 CO
CLUSÕES 

  

• As proteínas PtpA e PtpB de M. tuberculosis foram expressas de maneira heteróloga com 

sucesso; 

 

• Os ensaios de biotinilação demonstraram que a PtpA é S-nitrosilada a partir de 50 µM de 

GSNO, enquanto que a PtpB não sofre S-nitrosilação; 

 

• Para determinar o sítio de S-nitrosilação da PtpA, foram construídos vetores de expressão 

da PtpA contendo as mutações PtpA_C11A, PtpA_C16A e PtpA_C53A e as respectivas 

proteínas mutantes foram expressas e purificadas; 

 

• Ensaios de biotinilação com as proteínas mutantes revelaram que a S-nitrosilação da PtpA 

ocorre em Cys53; 

 

• A atividade específica das proteínas purificadas foi determinada na presença e ausência do 

doador de NO GSNO e demonstrou-se que a PtpA é inibida como conseqüência da S-

nitrosilação; 
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7 PERSPECTIVAS 

 

A descoberta da S-nitrosilação de PtpA de M. tuberculosis em Cys53 e sua relação com a 

atividade desse fator de virulência é apenas o início de uma série de estudos que ainda podem ser 

realizados nessa área. Há alguns experimentos que ainda devem ser feitos para avaliar melhor as 

implicações estruturais da S-nitrosilação de PtpA em Cys53, bem como sua influência na 

estabilidade da proteína. Os experimentos subsequentes que serão realizados envolvem a 

avaliação da estabilidade térmica de PtpA e suas mutantes por dicroísmo circular na presença de 

NO. Além disso, a S-nitrosilação de PtpA será analisada por Ressonância Magnética Nuclear. 

Há ainda uma série de análises in vivo e ex vivo que podem ser realizadas para avaliar as 

implicações biológicas dessa S-nitrosilação. Inicialmente, seria interessante avaliar a ocorrência 

da S-nitrosilação de PtpA quando o M. tuberculosis é exposto ao NO e quais as conseqüências 

dessa nitrosilação para a micobactéria. Além disso, uma vez confirmada a S-nitrosilação in vivo 

de PtpA, a mutante PtpA_C53A poderia ser também utilizada em ensaios para avaliar a 

importância biológica dessa S-nitrosilação. 

Em termos biotecnológicos, é possível vislumbrar ainda o desenvolvimento de inibidores 

específicos de PtpA baseados na ação do NO. A síntese de inibidores que se baseiem na liberação 

específica do NO nas proximidades do sítio ativo de PtpA poderia levar, futuramente, ao 

desenvolvimento de novos fármacos para tuberculose. 
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