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RESUMO 

A tuberculose (TB), doença causada principalmente pelo bacilo 

Mycobacterium tuberculosis (MTB), é considerada um problema global de 

saúde pública. As infecções causadas pela micobactéria são, em geral, 

difíceis de tratar devido principalmente ao surgimento de cepas resistentes 

á maioria dos fármacos disponíveis e à co-infecção com a síndrome da 

imunodeficiência adquirida (SIDA). Nesse contexto, a caracterização de 

alvos moleculares para a proposição de novas estruturas químicas 

candidatas a fármacos anti-TB mostra-se de importância sumária. A enzima 

enoil-ACP-redutase (InhA) de MTB faz parte do sistema FAS II da 

micobactéria a qual regula o alongamento da cadeia dos ácidos graxos 

fornecendo os precursores que irão compor a parede celular do bacilo 

(ácidos micólicos). Como o sistema FAS II não esta presente em 

mamíferos esse fato torna essa enzima um importante alvo 

macromolecular para o desenvolvimento de novos fármacos com 

toxicidade seletiva. O desenvolvimento de técnicas analíticas para estudar 

proteínas em solução utilizando a espectrometria de massas combinada 

com agentes de ligação cruzada vem possibilitando a caracterização 

estrutural de proteínas conduzindo a informações sobre suas estruturas 

primárias, terciárias e quaternárias. No presente trabalho foi implementado 

a técnica de cross-linking combinada a espectrometria de massas para a 

caracterização em solução da enzima InhA de MTB. 

Palavras-chave: cross-linking, espectrometria de massa, enoil-ACP-

redutase. 
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ABSTRACT 

 

Tuberculosis (TB), a disease mainly caused by the bacillus Mycobacterium 

tuberculosis (MTB), is considered a global public health problem. Infections 

caused by mycobacteria are generally difficult to treat because of its natural 

resistance to most antibiotics. This resistance is largely attributed to the 

formation of the cell wall. The InhA is part of the mycobacterial FAS II system 

which regulates the elongation of the fatty acid chain, which will compose the 

cell wall of the bacillus (mycolic acids). As the FAS II system is not present in 

mammals, this enzyme has been described as an important macromolecular 

target aiming the development of drugs with selective toxicity. The development 

of analytical techniques for studying proteins in solution by mass spectrometry 

combined with cross-linking has permitted access information about the 

primary, tertiary, and quaternary structure of the proteins. In this work, the 

technique of cross-linking combined with mass spectrometry was implemented 

for the characterization of the Mycobacterium tuberculosis enoyl-ACP reductase 

(InhA) which catalyzes the final essential enzymatic step in fatty acid elongation 

in the FAS II pathway, converting 2-trans-enoyl-ACP to acyl-ACP via an NADH-

dependent reaction. 

 

Keywords: cross-linking, mass spectrometry, enoyl-ACP reductase. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Tuberculose 

A tuberculose (TB), doença causada pelo bacilo Mycobacterium 

tuberculosis (MTB), é considerada um problema global de saúde pública. Em 

2011 foi reportado pela Organização Mundial da Saúde (OMS) 8,7 milhões de 

casos de tuberculose no mundo com uma variação de 8,3 milhões a 9,0 

milhões de casos, equivalente a 125 casos por cada 100 000 habitantes 

(Figura 1) (WHO, 2012). 

Dos países com maior incidência de tuberculose no mundo em 2011, 

destacam-se a Índia (2,0 milhões a 2,5 milhões), África do sul (0,4 milhões a 

0,6 milhões), Indonésia (0,4 milhões a 0,5 milhões), Paquistão (0,3 milhões a 

0,5 milhões) e China (0,9 milhões a 1,1 milhões). A Índia e China são os países 

com os maiores índices, reapresentando 26% e 12% dos casos mundiais de 

TB, respectivamente (WHO, 2012).  

 

 

Figura 1. Mapa mundial representativo dos casos de TB, adaptado de (WHO, 2012). 
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Dentre os principais fatores relacionados ao número elevado de caso de 

TB estão: (i) falta da adesão dos pacientes aos esquemas terapêuticos 

disponíveis, os quais apresentam longa duração (de seis a nove meses); (ii) o 

aparecimento de cepas multirresistentes e, (iii) a coinfecção com o vírus do 

HIV, uma vez que a TB é a principal causa de mortes entre os pacientes HIV- 

positivos (ANDRADE et al., 2008).  

A transmissão do bacilo ocorre principalmente através da emissão de 

aerossóis por uma pessoa infectada com MTB, que são então inalados por 

outros indivíduos. Os bacilos transmitidos são internalizados por macrófagos 

alveolares presentes nos pulmões (PIETERS, 2008). 

Os bacilos internalizados pelos macrófagos que conseguem evitar a 

fusão do lisossoma ao fagossoma sobrevivem. Entretanto, o MTB pode ficar 

em um estado de latência, ou desenvolver a doença. No estado de latência, o 

bacilo fica contido em uma estrutura denominada granuloma, ilustrada na 

Figura 2. No centro dessa estrutura estão localizados os macrófagos que 

internalizaram os bacilos envoltos por outros macrófagos e mais externamente 

por linfócitos (PIETERS, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Representação esquemática do granuloma. No centro, estão localizados os 

macrófagos contendo o bacilo, e na periferia os linfócitos T. Adaptado de PIETERS, 2008. 
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A emergência de focos de novas cepas MTB resistentes aos fármacos 

disponíveis tem mobilizado a sociedade científica para a procura de novas 

alternativas terapêuticas para combater a doença. Entre as cepas 

multirresistentes a fármacos, a cepa MDR-TB é definida como resistente aos 

fármacos de primeira linha como isoniazida e rifampicina. Os fármacos de 

segunda linha (etionamida, canamicina, ciclosserina e ácido para-

aminosalicílico) são menos efetivos, e seus efeitos tóxicos são mais elevados 

(BASSO et al., 2005). 

As infecções causadas pela micobactéria são, em geral, difíceis de tratar 

devido à sua resistência natural à maioria dos antibióticos. Tal resistência é 

atribuída em grande parte à constituição da parede celular (ANDRADE et al., 

2008). Os sintomas da doença desaparecem após 2 a 4 semanas de 

tratamento contínuo; o que leva muitos pacientes a desistência, já que os 

fármacos utilizados são consideravelmente tóxicos, apresentando diversos 

efeitos colaterais e interações medicamentosas. Assim, se criam condições 

para a seleção de microrganismos resistentes a medicamentos, uma vez que 

em muitos desses pacientes acaba ocorrendo à reativação da doença. Um 

novo regime terapêutico preconizado pela OMS, conhecido como Tratamento 

Diretamente Supervisionado de Curta Duração (DOTS) tem sido incentivado; 

neste, se dá a participação de agentes de saúde que acompanham o 

tratamento dos pacientes, monitorando a administração regular de pelo menos 

três agentes quimioterápicos e a manutenção do tratamento por um período de 

6 a 9 meses. O regime de tratamento consiste na administração de rifampicina, 

pirazinamida, isoniazida e estreptomicina ou etambutol durante os dois 

primeiros meses e isoniazida e rifampicina durante mais quatro meses (WHO 

Report 2012). 

Apesar do DOTS, proclamado como “um dos principais sucessos na 

história da saúde pública na década de 90”, ser amplamente utilizado, a 

incidência e mortalidade da doença continuam aumentando em muitos países, 

exacerbadas pelos altos níveis de HIV (co-infecção), baixa qualidade dos 

sistemas de saúde pública e, principalmente, indisponibilidade de novos 

medicamentos. Dessa maneira, o controle sustentável da epidemia de TB não 
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pode ser alcançado em um país, sem que se leve em conta a epidemia global, 

incluindo a pesquisa como componente chave. 

 

1.2 Enoil-ACP-redutase (InhA)  

A parede celular da micobactéria é composta por três macromoléculas 

associadas covalentemente: peptideoglicano, arabinogalactano e ácidos 

micólicos. Essas macromoléculas associadas formam um complexo 

denominado mAGP (do inglês, mycolyl-arabinogalactan-peptidoglycan 

complex). Os ácidos micólicos têm sido utilizados como uma característica 

taxonômica-chave de gêneros como Mycobacterium, Corynebacterium, Dietzia, 

Nocardia, Rhodococcus, e Tsukamurella (BASSO et al., 2005).    

A biossíntese de ácidos graxos pelo sistema de síntese de ácido graxos 

(FAS, do inglês, fatty acid synthase), envolve ciclos repetitivos de 

condensação, ceto-redução, desidratação e enoil-redução. O sistema FAS do 

tipo I é encontrado apenas em eucariotos, com exceção das plantas, que, 

juntamente com os procariotos, possuem o sistema FAS do tipo II (Figura 3). 

Diferentemente dos demais organismos, as micobactérias possuem os dois 

sistemas para a síntese de ácidos graxos, onde o sistema FAS II utiliza os 

produtos do sistema FAS I como base para o alongamento mais uniforme do 

ácido graxo (ANDRADE et al., 2008).  

A enzima enoil-ACP redutase é codificada pelo gene inhA, possuindo 

268 aminoácidos e uma massa molecular aproximadamente de 29 kDa. 

Comporta-se como um homotetrâmero em solução (NICOLE et al. 2007), 

possuindo sete fitas β e oito hélices α (Dessen et al., 1995). Essa enzima 

regula o alongamento da cadeia dos ácidos graxos, exibindo uma 

especificidade para cadeias longas (C18 > C16) do tipo enoil tioéster. A reação 

catalizada pela  InhA consiste em uma redução estereoespecífica, NADH-

dependente, de ácidos graxos α e β-insaturados ligados à proteína acil-

carreadora, estando os resíduos K 165, M 161 e Y 158, envolvidos no 

mecanismo de catálise dessa enzima (OLIVEIRA et al., 2006; ANDRADE et al., 

2008; BASSO et al. , 1998). 
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Figura 3. Mecanismo do sistema FAS II. 

A isoniazida, o principal fármaco utilizado para o tratamento da TB, por 

sua vez, é um pró-fármaco que para exercer sua ação necessita sofrer ativação 

pela enzima catalase-peroxidase (KatG). Essa proteína, na presença de íons 

manganês e oxigênio molecular, produz um fragmento de acil-piridina radical 

(Figura 4), o qual se liga covalentemente ao átomo de carbono na posição 4 do 

anel nicotinamida do cofator NADH. O produto resultante forma um complexo 

binário com a enzima InhA apresentando uma constante de dissociação de 0,4 

nM. Essa interação inibe a atividade catalítica da proteína interrompendo a 

síntese de ácidos micólicos, que culminam em mudanças na parede celular 

bacteriana, conduzindo à lise da micobactéria (OLIVEIRA et al., 2006; BROWN 

et al., 2004; SOUSA et al., 2005; BROUSSY et al., 2005). 

A alteração estrutural no gene KatG (S315T) (VASCONSELOS et al. 

2008; RICHARD & CLIFTON, 2000), resulta na catalase-peroxidase mutante, 

sendo essa associada à resistência ao fármaco isoniazida. Estudos realizados 

por SOUZA et al., 2005 e OLIVEIRA et al., 2006 demonstraram que a 

isoniazida e a tionicotinamida coordenadas com pentacianoferrato(II) não 

necessitavam da KatG para  produzir a inibição  da enzima InhA .  
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Figura 4. Mecanismo de ativação da isoniazida.  

Devido à importância dessa enzima, é necessário desenvolver métodos 

para estudar seu comportamento em solução, dentro desse contexto, a 

espectrometria de massa combinada a agentes de ligação cruzada é uma 

ferramenta interessante devido aos seus dados de alta resolução. 

 

1.3 Espectrometria de massa (MS) 

Métodos analíticos para a determinação da estrutura de proteínas, como 

espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN) e difratometria de 

raios-X, possibilitam obter informações sobre macromoléculas em nível 

atômico. Entretanto, diferentemente da difratometria de raios-X, a MS 

possibilita acessar informações estruturais das proteínas e complexos protéicos 

em solução, em condições mais próximas das encontradas in vivo. Além disso, 

ao contrário da técnica de RMN, a MS apresenta limitações menores em 
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termos de tamanho das macromoléculas e pureza da amostra quando se trata 

de complexos protéicos (GOODLETT et al.,2010).  

No final da década de 80, a técnica de MS avançou com o 

desenvolvimento de metodologias como a ionização por eletrospray (ESI) e a 

dessorção/ionização a laser auxiliada por matriz (MALDI). Essas metodologias 

possibilitaram que o processo de ionização de macromoléculas fosse realizado 

de maneira eficiente (PORTO, 2006). 

A técnica de ESI consiste em aplicar um campo elétrico E no capilar de 

tal forma a produzir uma redistribuição das cargas em solução, ocorrendo um 

acúmulo de partículas positivas (no caso do modo positivo) na ponta do capilar. 

No entanto, o acúmulo de cargas positivas conduz a uma 

desestabilização da superfície da gota presa na ponta do capilar, pois as 

partículas carregadas positivamente são atraídas para a região com carga 

negativa, de tal forma que a gota ganha a forma de um cone, denominado de 

cone de Taylor, e assim produzindo um fino aerossol (Figura 5) (KERBALE & 

VERKERK, 2009; FENN et al. 1989). 

 

Figura 5. Representação do sistema de electrospray, adaptado de PALMA et al.,2008. 
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A dessolvatação do analito ocorre após a liberação das gotas geradas 

pelo cone de Taylor. Nesse processo, as moléculas do solvente são removidas 

por evaporação e a densidade de cargas nessas gotas aumenta à medida que 

a concentração de solvente na gota diminui por esse processo de 

dessolvatação. Dessa forma, a densidade de íons de mesma carga aumenta 

no interior da gota. Esse processo se segue até o ponto no qual a repulsão 

eletrostática supera a tensão superficial, resultando na fragmentação da gota, 

processo esse denominado explosão coulômbica (WILM & MATTHIAS, 1994). 

 Após os íons serem transferidos para a fase gasosa, esses são 

direcionados até o analisador de massas. O sistema linear de armadilha de 

íons funciona como um “filtro”, onde os íons são confinados radialmente por 

uma rádio frequência (RF) bidimensional, e axialmente é parado por potenciais 

aplicados no final dos eletrodos. Esse sistema possui uma alta capacidade de 

injeção e armazenamento de íons (FRANK et al. 2005; JONSSON et al. 2001). 

À medida que os íons passam pelo filtro de massa e chegam até o 

analisador é possível obter a razão massa/carga (m/z). No caso de peptídeos, 

obtém-se um espectro de m/z; através da deconvolução desse espectro de m/z 

se obtém as massas dos peptídeos, sendo então possível iniciar o 

procedimento de mapeamento peptídico. 

No processo de mapeamento peptídico, os íons são primeiramente 

injetados no equipamento e então fragmentados, frequentemente pelo método 

de dissociação induzida por colisão (CID). Nesse método, os peptídeos 

ionizados são acelerados para uma região do espectrômetro preenchida com 

gás inerte (hélio, nitrogênio ou argônio), e assim colidem com as moléculas 

desse gás (PALMA et al., 2008).  

A energia translacional de cada colisão é convertida em energia interna, 

que induz a transferência intramolecular dos prótons em cada peptídeo, de 

maneira a desestabilizar as ligações do esqueleto polipeptídico, logo levando à 

formação dos íons fragmentos (PALMA et al., 2008; JENNIFER et al., 1996).   

Os íons fragmentos mais comuns no processo de CID de baixa energia 

são os íons do tipo a, b e y, representados na Figura 6. Os íons do tipo a e b 
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retêm a carga residual na região N-terminal, e os íons do tipo y retém a carga 

residual na região C-terminal (PALMA et al., 2008). 

 

Figura 6. Estrutura geral de um peptídeo conforme a nomenclatura de Roepstorff-

Fohlmann-Biemann, adaptado de PALMA et al.,2008. 

 

O mapeamento consiste basicamente em determinar quais são os íons 

fragmentos dos respectivos peptídeos; uma vez identificados, é possível 

montar a sequência de aminoácidos. 

Essa técnica permite obter com uma resolução elevada a informação 

sobre a estrutura unidimensional da cadeia polipeptídica, entretanto, quando 

combinada com outras técnicas experimentais, tais como footprinting, troca de 

hidrogênio-deutério, ou cross-linking, é possível obter a informações sobre a 

topologia da proteína, a acessibilidade ao solvente, a dinâmica em solução, a 

interação proteína-proteína e proteína-ligante (SINZ & DIHAZI, 2005; PAN et al. 

2011; CEDRIC et al. 2009). 

 

1.4 Estudos de dinâmica por espectrometria de massa 

Nos últimos anos, vários grupos de pesquisa têm utilizado radicais 

hidroxila para monitorar a estrutura, dinâmica e interação de proteínas. Esse 

agente altamente reativo modifica covalentemente as regiões expostas da 

proteína ao solvente, sendo que o aduto formado possui, para cada 
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modificação ocorrida, uma massa molecular 16 Da superior a do peptídeo não 

modificado, o que é facilmente reconhecido por MS (XIN et al. 2008). 

Muitos métodos para geração de radicais livres têm sido propostos, 

como, por exemplo, métodos químicos, radiólise da água, ou fotólise do 

peróxido de hidrogênio. O método químico mais popular é a utilização do 

reagente de Fenton, que decompõe o peróxido de hidrogênio através da 

catálise mediada por metais de transição tais como o Fe(II). Todavia, a adição 

de EDTA no meio de reação pode solubilizar outros metais, podendo assim 

perturbar as condições das amostras biológicas. Além disso, essa reação exige 

um tempo considerável, podendo gerar alterações na estrutura que levam a 

erros de interpretação (BRENOWITZ et al. 2006). 

A radiólise da água consiste em utilizar uma radiação ionizante capaz de 

gerar radicais hidroxila sem adição de qualquer componente químico. 

Entretanto, a utilização de um meio tamponado faz-se necessário para suportar 

a variação do pH devido à decomposição da água. A maior desvantagem 

desse sistema, contudo, é a necessidade de uma fonte geradora de raios gama 

(STOCKS et al. 2006). 

Outro método empregado em estudos de dinâmica estrutural de 

proteínas consiste na geração de radicais hidroxila por meio da fotólise do 

peróxido de hidrogênio. Nesse método, utiliza-se uma fonte de laser com 

comprimento de onda de 266 nm para induzir a reação. Dentre as vantagens 

do método, destaca-se que a exposição aos radicais hidroxila pode ser feita em 

escalas temporais de microssegundos, levando a uma marcação rápida, que 

evita reações secundárias. Entretanto, o equipamento necessário é de custo 

elevado (GROSS et al. 2009). 

A técnica de cross-linking consiste em utilizar uma molécula, a qual se 

liga a uma proteína-alvo covalentemente. Dessa maneira, é possível obter 

informações detalhadas sobre os locais de contato e inferir aspectos sobre a 

topologia da proteína (ANTON et al. 2003). 

Diferentes tipos de reagentes de ligação cruzada (cross-linkers) têm sido 

sintetizados, estando, dentre os mais utilizados, as N-hidroxisuccinimidas 
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(NHS). Os ésteres de NHS reagem com nucleófilos, liberando o grupamento 

NHS ou sulfo-NHS, formando assim o produto acetilado. Outros exemplos 

estão listados na Tabela 1 (SINZ, 2003). 

 

Tabela 1. Propriedades de grupos mais comuns utilizado em Cross-linking (ANTON et al. 

2003). 

Exemplos Reatividade com Vantagens Desvantagens 

Imido-ésters, N-
hidroxisuccinimida 

Aminas Ocorrência alta de 
grupos NH2 

Removem sítios 
trípticos 

Isotiocianatos Aminas Alta seletividade 
de reação 

Removem sítios 
trípticos 

Diazoacetato-
esters, 
Diazoacetamidas 

Ácidos 
Carboxílicos 

Ocorrência alta 
dos grupos COOH 

As reações 
possuem baixa 
especificidade 

Cloretos de ácido Sulfidrilas Reações muito 
específicas 

De ocorrência rara 

Dissulfetos, N- 
maleimidas 

Sulfidrilas Combinação com 
mutação dirigida 

Resíduos de 
cisteínas são 
encontrados 
frequentemente 
nas proteínas 

 

Os cross-linkers podem ser bifuncionais, sendo estes classificados como 

homobifuncionais ou heterobifuncionais, de acordo com a natureza dos grupos 

funcionais presentes. Os grupos funcionais destes compostos encontram-se 

separados por um conjunto de átomos denominados cadeia espaçadora. Na 

Figura 7 estão ilustrados alguns exemplos de cross-linkers homobifuncionais 

(SINZ, 2003; RINNER et al. 2010; AMADEU, 2009). 
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Figura 7. Exemplos de agentes de ligação cruzada comerciais derivados da N-

hidroxisuccinimida. 

 

A cadeia espaçadora pode ter características que facilitam o 

monitoramento seletivo (isto é, fluorescência) e purificação (por exemplo, 

cromatografia por afinidade), ou que geram produtos de clivagem a partir de 

reações subsequentes (ANTON et al. 2003). 

Também foram desenvolvidos cross-linkers que não apresentam uma 

cadeia espaçadora entre os grupos funcionais, sendo conhecidos como cross-

linkers do tipo zero-lenght. Estes compostos são os menores sistemas de 

cross-linking disponíveis, utilizados para produzir ligação cruzada entre duas 

proteínas (AMADEU, 2009; SINZ, 2003).  

A estratégia geral da utilização dos cross-linkers consiste na 

determinação das restrições espaciais, como mostrado na Figura 8. 

Normalmente são utilizados cross-linkers bifuncionais, como, por exemplo, 

DSS. A concentração de proteína sugerida é da ordem de micromolar, a fim de 

reduzir agregados, e as reações podem ser monitoradas por SDS-PAGE 

(AMADEU, 2009; SINZ, 2003; PILAU, 2010). 
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Figura 8. Estratégia geral para mapeamento da estrutura tridimensional através de 

peptídeos modificados do tipo 1 (área exposta ao solvente),  peptídeos do tipo 2 (determina 

interações proteína-proteína), adaptado ANTON et al., 2003. 
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ALANA, 2010 obteve dados de MS, no qual foram utilizados diferentes 

agentes de ligação cruzada para determinar a composição e topologia da 

Citocromo C, Ubiquitina e Mioglobina com análise dos cromatogramas obtidos. 

Observando a presença de íons com massa diferente da massa do padrão foi 

possível identificar os peptídeos modificados pelo tratamento com os agentes 

de ligação cruzada. A Figura 9 mostra um exemplo de um cromatograma do 

Citocromo C. 

 

Figura 9. Cromatogramas dos peptídeos trípticos do Citocromo C, adaptado de 

ALANA, 2010. 

 

Os produtos gerados na reação de cross-linking são os intra-molecular, 

inter-molecular e dead-end, que estão representados na Figura 10. Os 

produtos de interesse são do tipo inter-molecular. Entretanto, a identificação 

desses peptídeos modificados não é tarefa trivial, pois a concentração dos 

peptídeos modificados é muito inferior à dos não modificados, o que dificulta a 

análise (AMADEU, 2009; SINZ, 2003; PILAU, 2010; ALANA, 2010).  
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Figura 10. Classificação dos tipos de produtos da reação com cross-link, tipo 0 dead 

end, tipo 1 intramolecular, tipo 2 intermolecular, adaptado de SINZ, 2003. 

 

Todavia, tem-se desenvolvido diferentes técnicas para contornar esses 

problemas, como o uso de cross-linkers deuterados, ou cross-linkers 

denominados MS-cliváveis, que possuem sítios de clivagem que são induzidos 

no processo de MS/MS, cross-linker trifuncionais, os quais geralmente 

associados à biotina são purificados por cromatografia de afinidade (PIERRE et 

al. 2011; LUO et al. 2012). 

Outra técnica também utilizada é a purificação por cromatografia de 

troca iônica. Essa técnica se baseia no fato de que os peptídeos modificados 

têm seu estado de carga líquido diminuído em relação aos não modificados. 

Devido às diferenças de carga, a força de interação entre a resina e o analito é 

diferente quando os peptídeos se encontram modificados, sendo assim 

possível realizar o enriquecimento da amostra para posterior análise por MS 

(SINZ et al. 2012). 

A técnica de cross-linking combinada com a espectrometria de massa 

apresenta-se como uma estratégia rápida para o mapeamento de proteínas 

com estrutura tridimensional obtida com baixa resolução, ou no caso de não 

possuírem estrutura cristalográfica resolvida por difratometria de raios-X (SINZ 

& DIHAZI, 2005), como é o caso da InhA na forma apo. 
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Além disso, diferentemente dos estudos estruturais por difratometria de 

raios-X, que requerem a obtenção de cristais, a técnica de cross-linking fornece 

parâmetros experimentais sobre a dinâmica da proteína em solução. 

Comumente, para se obter o cristal, as proteínas passam por várias condições 

de estresse, e, como resultado, a estrutura resolvida não necessariamente 

corresponde à conformação encontrada em solução (JOSEPH, 2007). Dessa 

forma, torna-se interessante a utilização da metodologia de cross-linking no 

estudo da dinâmica de interação proteína-ligante, cujos resultados podem ser 

utilizados posteriormente como restrições em modelos teóricos para estudos in 

silico.  

Em um estudo utilizando BS3 como agente de ligação cruzada, para 

verificar interações entre o aduto formado a partir da ativação da isoniazida e a 

InhA do tipo selvagem ou mutantes da InhA (ile21val, ile47thr e ser94ala), foi 

demonstrado que houve mudança conformacional da InhA do tipo selvagem 

durante o processo de interação (NICOLE et al. 2007). Entretanto, esses dados 

de MS combinados com cross-linkers não foram suficientemente explorados, 

uma vez que não mostraram a caracterização estrutural relativa às mudanças 

conformacionais. 

Assim, neste trabalho, a técnica de agentes de ligação cruzada 

combinada com a espectrometria de massas foi implementada para a 

caracterização da InhA e seu futuro uso para o mapeamento da interação 

dessa proteína com moléculas de interesse farmacológico. 
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2. Justificativa 

O surgimento e propagação de cepas de MTB resistentes aos fármacos 

disponíveis no mercado atual têm se tornado um problema grave de saúde 

pública. Cepas como MDR–TB e XDR–TB (multirresistentes e extensivamente 

resistentes a fármacos, respectivamente) têm sido a motivação da comunidade 

científica a procura de novas formas químicas capazes de atuar sobre essas 

cepas (AMARAL, 2012; WHO, 2012).   

O tratamento de cepas como do tipo MDR-TB requer aproximadamente 

um período de 20 meses, utilizando fármacos de segunda linha, os quais 

possuem efeitos colaterais mais elevados e a taxa de cura geralmente em 

torno de 60% a 75% (WHO, 2012; AMARAL, 2012). 

Atualmente existem 10 compostos em investigação clínica com potencial 

de se tornarem fármacos antituberculose, com a intenção de diminuir o tempo 

de tratamento, uma vez que o tratamento preconizado pela Organização 

Mundial da Saúde, DOTS (do inglês Directed Observed Tratment, Short-

Course), é demasiadamente longo (WHO, 2012). 

No processo de desenvolvimento racional de um novo fármaco, 

considera-se, geralmente, aspectos como as regras de Lipinski (LIPINSKI et 

al., 2001), propriedades farmacocinéticas, farmacodinâmicas e parâmetros 

termodinâmicos de formação do complexo binário (Energia livre de Gibbs, 

Entalpia, Capacidade Térmica, Entropia, Constante de equilíbrio). Esses 

passos no planejamento de um novo fármaco não são triviais; demandam 

tempo de pesquisa e desenvolvimento e testes de investigação clínica. 

Por isso, o estudo estrutural da  InhA e se faz necessário, uma vez que 

esses resultados podem ser combinados com estudos de dinâmica molecular 

para proposta de mecanismo reacional, servindo como um modelo para novas 

proposições química candidatas a fármacos antituberculose.   
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3. OBJETIVO GERAL 

Utilizar a espectrometria de massas combinada a agentes de ligação 

cruzada para a caracterização estrutural em solução da enzima Enoil-ACP-

redutase de Mycobacterium tuberculosis. 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Implementação da técnica de caracterização estrutural de 

proteínas em solução por espectrometria de massas acoplada a 

agentes de ligação cruzada utilizando a mioglobina como proteína 

modelo. 

 Caracterização das alterações estruturais da InhA com o uso do 

agente de ligação cruzada disuccinimidil suberato (DSS; CAS: 

68528-80-3). 
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4. MANUSCRITO 

 

Manuscrito submetido para publicação na revista RSC Advances. 
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Abstract 

Cross-linking combined with mass spectrometry has furnished important 

information regarding the function and architecture of proteins of biological 

interest. The main bottleneck in this technique is related to the detection of 

modified ions, which are obtained in very low relative abundance. Here, a new 

bottom-up approach using selected-ion monitoring and selected-reaction 

monitoring (SIM/SRM) is described to improve sensitivity in protein complex 

structural analysis. Our protocol provides a simple and rapid procedure to 

enable its use in high-throughput structural studies.  
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1. Introduction 

Since the discovery in the late 1980s of new ionization techniques (ESI and 

MALDI), mass spectrometry (MS) has emerged as a powerful tool in analyzing 

biological macromolecules.1,2 More recently, this technology has achieved a 

prominent role in obtaining structural information on proteins and their 

complexes, furnishing important insights regarding fundamental biological 

processes.3 Considered complementary to high-resolution methods such as 

protein crystallography and nuclear magnetic resonance, MS has been useful in 

protein structural characterization, especially when these higher-resolution 

techniques are prohibited by molecular weight, sample concentration, purity, or 

crystallization issues. Moreover, the conditions used in MS experiments can 

mimic the native protein environment, which is conducive to results that are 

reliable in a biological context.    

When coupled with chemical cross-linking (CXMS), mass spectrometry 

provides information on important protein structural features such as distance 

constraints, solvent accessibility, dynamics, amino acid reactivity, and 

interaction patterns in a site-specific manner with high sensitivity and speed.4 

CXMS is based on the analysis of cross-linked complexes between amino acid 

residues of different proteins. The desired information is the identification of 

cross-linked peptides in the protein structure that were able to react at allowed 

spatial distances and/or at exposed protein regions accessible to the reactant.5 

In applying CXMS methods, two strategies have been accomplished for the 

identification of the peptide containing cross-linking: top-down and bottom-up 

approaches. In the top-down strategy, the intact protein complex is subjected to 

MS analysis followed by direct fragmentation within the mass spectrometer. 
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Although this protocol offers an important advantage in circumventing the need 

for peptide separation, it is limited by the size and nature of the protein complex 

under analysis. Alternatively, the bottom-up strategy involves proteolytic or 

chemical digestion followed by peptide separation and MS characterization.  

It is noteworthy that due to the very low relative abundance of cross-linked 

peptides, compared to linear chains, their detection is extremely difficult and 

has been described as the main challenge in CXMS. In this context, several 

strategies have been applied to improve the capacity for identifying cross-linked 

products, including fluorogenic, cleavable or isotope-labeled cross-linkers.6 

However, these techniques are time consuming and require intensive sample 

handling, which reduces the applicability of CXMS in high-throughput structure 

analysis.7   

In an attempt to overcome such limitations, the use of a bottom-up method 

coupled to selected-ion monitoring and selected-reaction monitoring 

approaches (SIM/SRM) could improve the sensitivity and facilitate the correct 

assignment of cross-liked residues. SIM/SRM was originally employed in 

quantitative proteomic experiments to monitor a small ion mass range of 

interest and specific ion transitions (precursor/fragment ion pairs).8  

As part of our ongoing research program, we are interested in the structural 

characterization of molecular targets for the development of novel compounds 

for the treatment of tuberculosis. The information provided by CXMS can 

facilitate and enhance our understanding of the distances and conformational 

changes in proteins before and after binding events. Moreover, theoretical 

models obtained in silico could be corrected by distance constraints observed in 

these experiments.    
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   Therefore, because of the importance of CXMS in protein structure inquiries 

and in an attempt to improve its facility, sensitivity and specificity in detecting 

cross-linked peptides, the use of a bottom-up approach coupled with SIM/SRM 

strategies for the characterization of protein-protein interaction is described. The 

proposed protocol employs disuccinimidyl suberate (DSS) as a cross-linking 

agent for the analysis of myoglobin and Mycobacterium tuberculosis enoyl acyl 

carrier reductase (MtInhA).  
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2. Results and Discussion 

Our efforts focused first on the application of the proposed methodology to 

the study of myoglobin (MYO), which has already been well characterized in 

CXMS experiments.9 The homobifunctional-based cross-linker DSS was 

chosen due to the facility of identifying its diagnostic ions.10 This reactant was 

used at MYO:DSS molar ratios of 1:5, 1:10 and 1:50. After the acylation 

reaction, the samples were enzymatically digested, reducing the cross-linked 

protein complex to peptides. Next, nanoLC chromatography was performed, 

separating the peptide mixtures for analysis in a mass spectrometer equipped 

with a nano-electrospray ionization system. Operating the equipment in a data-

dependent mode, the five most abundant precursor ions were selected for 

fragmentation (MS2), applying 35% of CID.  

The data obtained in MS2 were screened in XQL (Xcallibur Query 

Language) software11 to identify the modified peptides. After deconvolution, the 

identification was performed via XBobcat software,12 generating a panel of 

candidate precursor ions (Figure 1). Although the diagnostic ions have been 

obtained with appreciable accuracy, the precursor ion did not correspond to a 

modified peptide (Table 1). One possible explanation is that cross-linked 

peptides are generally obtained in lower concentrations than unmodified ones, 

and when those ions are isolated, other unspecific ions at low abundance can 

be selected together for fragmentation. This action makes the identification of 

targeted ions a difficult and laborious process.    

Therefore, to improve the sensitivity in identifying the linked peptides, a 

SIM/SRM approach was implemented, utilizing the ion candidates obtained 

from the protocol described above. From these analyses, it can be observed 
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that the SIM/SRM approach led to increased sensitivity compared to other 

detection strategies, such as target mass using the isolation band of m/z 2 and 

m/z 5 (Figure 2). In addition, an accurate assignment of cross-linked peptides 

containing lysine residues was obtained with an accuracy of 3.6 ppm. This 

finding was confirmed by specific ion transitions with an accuracy of 0.02 ppm 

and 5.9 ppm for P→ y3-DSS
+ and P→ y4-DSS

+, respectively (Table 2). The 

improved sensitivity can be credited to the SIM method, which allows ion 

monitoring in a very small range of m/z, while the specificity is furnished by the 

SRM technique for characterizing the transitions of the ions of interest (e.g., m/z 

909.46 → 565.2873 for P→ y4-DSS
+).  

 Using this template protocol, the wild-type MtInhA was reacted with DSS 

for CXMS analysis. This enzyme is encoded by the inhA gene and consists of 

268 amino acids with a molecular mass of approximately 29 kDa.13 In solution, 

MtInhA has been described as a homotetramer containing seven β-sheets and 

eight α-helices.13 This enzyme regulates the elongation of the fatty acid chain, 

showing specificity for long chain (C18 > C16) enoyl thioesters. Moreover, MtInhA 

has been reported as a primary molecular target of the pro-drug isoniazid used 

to treat tuberculosis.14 Through a search using XQL, the diagnostic ion m/z 

239.1744 was found with an accuracy of 5 ppm; however, the precursor ion did 

not corresponded to a modified peptide. Based on the analysis of the data from 

MS1 using XBobcat software, the peptide APIGWNMKDATPVA(K240)-

TGLLDG(K8)R with m/z 1298.1947 was identified. Nevertheless, the SIM 

method was able to select the ion with m/z 1298.1945, leading to an accuracy 

of 0.0077 ppm for the proposed peptide (Figure 3). This interpeptide cross-

linking was observed between the lysine residues (K240 and K8) at a spatial 
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distance of 11 Å, according to X-ray experiments, and within the allowed 

distances for DDS covalent bonding.13,15 In addition, these data were obtained 

in an easy, accurate, and rapid way and are in agreement with the results of 

previously reported cross-linking protocols using MtInhA.15 Finally, analysis of 

the SDS-PAGE gel showed a band at approximately 112 kDa corresponding to 

the tetrameric form of MtInhA from the DSS reaction (Figure 4). This result 

corroborates the existence of the DSS-interlinked peptides across the dimer 

interfaces of MtInhA.  

 

3. Conclusions 

The development of a bottom-up SIM/SRM methodology has been 

successfully accomplished for rapid, accurate and straightforward protein-

protein interaction analysis in cross-linking mass spectrometry. The simplicity of 

execution and the potential applications make this methodology highly 

attractive. In addition, the sensitivity enhancement from the described protocol 

improved the specific identification of cross-linked peptide content in protein 

complex analysis. Studies on MtInhA in the presence of ligands (substrate and 

drug candidates) are in progress, and these data will be reported in the future.   
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4. Experimental 

 

4.1. Apparatus and analysis 

 

All common reactants were used as obtained from commercial suppliers 

without further purification. High-resolution mass spectra were obtained for all 

compounds on a LTQ Orbitrap Discovery mass spectrometer (Thermo Fisher 

Scientific, Bremen, Germany). This hybrid system combines a LTQ XL linear ion 

trap mass spectrometer and an Orbitrap mass analyzer. The experiments were 

performed in the positive-ion mode using nano-electrospray ionization (nano-

ESI). Chromatographic experiments were performed in a nanoLC Ultra system 

(nanoLC Ultra 1D plus, Eksigent).  

 

4.2  Procedures 

Myoglobin analysis. MYO was solubilized in 50 mM sodium phosphate 

buffer, pH 7.0, at a final concentration of 1 mg/mL. DSS was solubilized at a 

concentration of 1 mg/mL in a 1:10 (v/v) solution of dimethylformamide (DMF) 

and the same sodium phosphate buffer. Fifty microliter aliquots of the MYO 

solution were added to the DSS solution at molar ratios of 1:5, 1:10 and 1:50 

protein to DSS.9 The samples were incubated at room temperature for 2 h, and 

the reaction was halted by adding 1 M Tris hydrochloride, pH 7.5, for a final 

concentration of 50 mM.9 Proteolytic digestion with trypsin was performed with 
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posterior chromatography using a nanoLC system connected to a mass 

spectrometer through a nano-electrospray ionization source. Tryptic peptides 

were desalted on a 150 μm i.d., 5 cm long precolumn and separated on a 150 

μm i.d., 11 cm long analytical column, both packed in-house with Kinetex 2.6 

μm C18 core-shell particles (Phenomenex, Inc.) by a slurry packing procedure. 

The gradient method employed a mobile phase A composed of 

water/acetonitrile/formic acid (97:3:0.1; v/v) and a mobile phase B composed of 

acetonitrile/water/formic acid (97:3:0.1; v/v). The flow used was 300 nL/min with 

a gradient of 5% B (0-5 min), 5 - 35% B (5-95 min), 35 - 95% B (95-97 min), 

95% B (97-180 min).16  

The Orbitrap was operated in a data-dependent mode followed by the 

fragmentation of these ions using dynamic exclusion for the MS2 spectrum of 

the 5 most intense precursor ions. MS1 was scanned with m/z 50-2000, 

capillary voltage of 2kV and CID 35%. The modified peptide search was 

performed using the XQL input parameters scan number, area, MS2 spectrum, 

and diagnostic mass range of ions (m/z 222.1494, m/z 239.1759 and m/z 

305.2229) with a variation of 0.02 Da. The candidate ions from the modified 

peptides were obtained using xBobcat software. Finally, SIM/SRM (MS1 and 

MS2) was acquired in the FTMS, obtaining the target ions within an isolation 

band of m/z 2 with posterior fragmentation by CID at 35% power output. 

 

MtInhA analysis. The expression and purification of MtInhA was performed as 

previously described.17 The sample preparation was the same as described 

above for MYO, using a reaction stoichiometry of 1:100 (MtInhA:DSS). 
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Figure 1. Chromatogram of the modified peptides. 
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Figure 2. MYO-DSS chromatogram of the SIM/SRM (A), MYO-DSS 

chromatogram with mass target and isolation width m/z 2 (B), MYO-DSS 

chromatogram with mass target and isolation width m/z 5 (C). 
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Figure 3. Ion m/z 1298.1945 charge state +2 obtained in SIM mode of InhA 

protein. 
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Figure 4. SDS-PAGE of the InhA-DSS (Lane 2). Lane 1 mass molecular indicator.  
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Table 1. List of diagnostic ions of MYO-DSS (1:50). 

Precursor Ion 

(m/z) 

Diagnosis Ion 

(m/z) 

Error 

(ppm) 

205.13 222.1428 29 

637.3 222.1495 0.45 

418.26 222.1482 5.4 

205.13 222.1462 14.4 
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Table 2. List of transition of MYO-DSS. 

Amino Acid Sequence Transitions Error (ppm) 

LFTGHPETLEKFDK P→ y3-DSS
+   

P→ y4-DSS
+ 

0.02  

5.9 
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5. Outros Resultados 

 

5.1 Impletamentação da técnica de agentes de ligação cruzada 

baseada em espectrometria de massa para caracterização estrutural de 

proteínas utilizando a Mioglobina como proteína modelo. 

A proteína mioglobina (MIO) foi escolhida para implementação por já 

estar bem caracterizada na literatura (AMADEU, 2009; PILAU, 2010; ALANA, 

2010). 

  Primeiramente, a MIO foi solubilizada em uma solução tampão de 

fosfato de sódio 50 mM,  pH 7, em uma concentração final de 1 mg/mL. 

Alíquotas de 50 µL da proteína foram separadas e adicionadas em uma 

solução de concentração de 1 mg/mL de DSS (devido à baixa solubilidade do 

DSS, esse é solubilizado em 100 µL dimetilformamida (DMF) e completado 

com solução tampão fosfato de sódio até um volume final de 1 mL) em uma 

proporção molar de 1:5, 1:10 e 1:50 de proteína/DSS. Essa amostra foi 

incubada a temperatura ambiente por 2 h e a reação foi finalizada adicionando 

Tris·HCl 1M, pH 7,5 de modo que sua concentração final foi de 50 mM 

(AMADEU, 2009; PILAU, 2010; ALANA, 2010). Dessas amostras foram 

separadas três alíquotas. Para cada experimento de top-down foi utilizado 

apenas amostras com estequiometria de 1:5. Enquanto na abordagem por 

bottom up foi utilizado as amostras com estequiometria de 1:5, 1:10 e 1:50. 

 

5.1.1 Abordagem por top-down 

Para os experimentos de top-down as amostras foram purificadas 

através de uma coluna C18, logo após foram evaporadas sob pressão reduzida 

e ressuspendidas em 30 µL de água ultra pura. Depois foram retirados 10 µL 

de amostra e diluído em 490 µL com uma solução de acetonitrila/água (1:1) 

com 2% de ácido fórmico. Por fim, foram injetadas no espectrômetro de massa. 

O equipamento utilizado foi LQT-XL Orbitrap, operado no modo FTMS, 

com 10 microscans, usando ESI, e depois foi feita a média sobre 500 scans 
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(Figura 11). Nos experimentos de MS/MS os íons específicos foram isolados 

com uma banda de isolamento de 5 m/z, e depois fragmentados por CID com  

energia de 35%. A Figura 12 mostra o espectro deconvoluído da MIO-DSS 

(1:5) no qual foi observado que nessas condições foi possível obter apenas 

uma modificação por proteína, sendo essa a melhor condição para o 

experimento de top-down. Nessa condição é menor a probabilidade de um íon 

interferente surgir no processo de isolamento do íon de interesse. 

 

Figura 11. Espectro de massas médio da MIO-DSS. 
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Figura 12. Espectro deconvoluído da MIO-DSS (1:5), íon 17089,1 Da é referente a 

modificação do tipo intermolecular/intramolecular, íon 17107,0 Da é referente a modificação do 

tipo dead-end. 

 

A Figura 13 mostra o íon de m/z 815,6183 com estado de carga 21 

correspondente a mioglobina com um agente de ligação cruzada do tipo dead-

end, após fragmentado, foi feita a deconvolução do espectro e assim 

identificado o íon fragmento y152-DSS (Figura 14). 
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Figura 13. Espectro de massa do íon m/z 815,6183. 

 

Figura 14. Espectro de MS/MS do íon 815 deconvoluido. 

 

Um passo inicial para a caracterização de proteínas por top-down é a 

determinação da massa intacta bem como a distribuição dos seus respectivos 

estados de carga, dos quais foram selecionados para experimentos de MS/MS. 
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Como mostrado na Tabela 2, ao escolher diferentes estados de carga foi 

possível identificar diferentes íons fragmentos, segundo REID et al. 2005, 

diferentes estados de carga podem conduzir a diferentes perfis de 

fragmentação, essas diferença ocorre em estados de carga altos com os 

estados de carga mais baixo. Explorando essa característica é possível então 

aumentar o numero de íons fragmentos necessário para a identificação. Os 

íons precursores da Tabela 2 contêm uma modificação por proteína do tipo 

dead-end, todavia não foi possível identificar qual resíduo de aminoácido que 

continha a modificação.  

Tabela 2. Lista de íons precursores e íons fragmentos. 

Íon  precursor Estado de carga Íon fragmento 

815 21 y152-DSS 

901 19 b148-DSS 

1711 10 y32-DSS 

1007 17 y151-DSS; y147-DSS 

 

5.1.2 Abordagem bottom up 

Na abordagem bottom up as amostras foram reduzidas, alquiladas e 

depois tripsinizadas. A cromatografia foi realizada em um sistema Nano-LC 

conectado ao espectrômetro da Thermo (LTQ Orbitrap XL) equipado com 

nano-electrospray. A fase móvel A utilizada foi água/acetonitrila/acido fórmico 

em uma proporção de 97:3:0,1 respectivamente e a fase móvel B 

acetonitrila/água/ácido fórmico na proporção de 97:3:0,1. A coluna que foi 

utilizada teve 11 cm de comprimento e 0,075 mm de diâmetro interno. Essa 

coluna foi empacotada com a resina Michom Magic C18 (3 μm de tamanho de 

partícula, 200 Å o tamanho do poro). O fluxo utilizado foi de 300 nL/min usando 

um gradiente de 5% de B (0 – 5 min), 5 – 35% de B (5 – 95 min), 35 – 95% de 

B (95 – 97 min) e 95% de B (97 – 180 min) (ROLAND et al. 2012). 
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Foram selecionados os 5 íons precursores mais intensos para realizar 

scan de MS1 (modo dependente de dados) com intervalo de m/z de 50 – 2000 

no Orbitrap, seguido da fragmentação desses íons no LQT (dinâmica por 

exclusão) para espectro de MS2. Os parâmetros do experimento foram os 

seguintes: a voltagem aplicada no capilar de 2 kV, com CID de 35% (ROLAND 

et al. 2012; AMADEU, 2009). 

A busca dos peptídeos modificados foi realizada utilizando a linguagem 

XQL (Xcallibur Query Linguage) no qual foram selecionados os seguintes 

parâmetros para a identificação dos peptídeos: número do scan, área, espectro 

MS2, intervalo de massa dos respectivos íons diagnósticos (mostrado na 

Figura 15) com uma variação de 0,02 Da. 

 

 

Figura 15. Estrutura e relação m/z dos íons diagnósticos observados em experimentos 

que utilizam o DSS como agente de ligação cruzada (IGLESIAS et al. 2010 GOZZO et al. 

2009). 

A Figura 16 apresenta o cromatograma mostrando as sequências 

encontradas no MS1 que foram identificadas utilizando o software XBobcat 

disponível para uso online. 

Nas Tabelas 3, 4 e 5 estão os resultados encontrados utilizando a 

linguagem XQL. É possível verificar que mesmo encontrando os íons 

diagnósticos com erro apreciável, o íon precursor não correspondia a um 

peptídeo modificado. Isso acontece, pois o íon correspondente ao peptídeo 

modificado encontra-se em concentrações menores em relação aos não 
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modificados. Assim, quando um íon é isolado pode haver outros íons em baixa 

abundancia também selecionados que são fragmentados conjuntamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Cromatograma dos peptídeos modificados. 

 

Tabela 3. Lista dos íons diagnósticos da MIO-DSS 1:5 

MIO-DSS (1:5) 

Íon precursor 

(m/z) 

Íon diagnóstico 

(m/z) 

Erro 

(ppm) 

205,09 239,1713 19 

219,17 222,1486 3,6 

771,2 222,1408 38 
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Tabela 4. Lista dos íons diagnósticos da MIO-DSS 1:10 

MIO-DSS (1:10) 

Íon precursor 

(m/z) 

Íon diagnóstico 

(m/z) 

Erro 

(ppm) 

1139,81 305,2268 12 

447,76 222,1419 33 

240,92 222,1496 0,90 

 

Tabela 5. Lista dos íons diagnósticos da MIO-DSS 1:50 

MIO-DSS (1:50) 

Íon precursor 

(m/z) 

Íon diagnóstico 

(m/z) 

Erro 

(ppm) 

205,13 222,1428 29 

637,3 222,1495 0,45 

418,26 222,1482 5,4 

205,13 222,1462 14,4 

 

Com base nesses resultados foi modificado o modo de operação de 

aquisição de dados do MS, em vez de operar no modo dependente de dados, 

foi utilizado um filtro no qual o equipamento busca apenas os valores de massa 

dos íons selecionados. Nos experimentos de MS/MS os íons específicos foram 

isolados com uma banda de isolamento de 2 m/z e 5 m/z, e depois 

fragmentados por CID, com  energia de 35%. 

Nos experimentos da mioglobina sem DSS foram escolhidos os 

peptídeos mostrados na Tabela 6, e a Figura 17 mostra o cromatograma da 

mioglobina.  
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Tabela 6. Lista de peptídeos selecionados da MIO sem DSS. 

Sequência de 

Aminoácidos 

[M + H]+ Erro (ppm) RT (min) 

HGTVVLTALGGILK 1378,833 

 

-6,56 60,06 

 

VEADIAGHGQEVLIR 1606,853 -1,32 55,16 

 

YLEFISDAIIHVLHSK 

 

1885,013 

 

-4,84 

 

62,85 

 

LFTGHPETLEK 

 

1271,653 

 

-8,12 

 

53,55 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Cromatograma da Mioglobina sem DSS usando filtro de massa. 

Nos experimentos entre MIO-DSS foram escolhidos os peptídeos 

mostrados na Tabela 7. Na Figura 18 está apresentado o cromatograma MIO-

DSS com banda de isolamento 2 m/z enquanto que na Figura 19 está 

apresentado o cromatograma da MIO-DSS com banda de isolamento de 5 m/z. 

Diferente da Mioglobina sem DSS, os peptídeos selecionados da MIO-DSS não 

foram encontrados. 
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Tabela 7. Lista de peptídeos modificados da MIO-DSS. 

Sequencia de 

Aminoácidos 

m/z Z 

LFTGHPETLEKFDK 909,46 2 

HGTVVLTALGGILKKKGHHEAELKPLAQSHATK-

NDIAAKYK 

1510,51 3 

ASEDLKKHGTVVLTALGGILKK-

KKGHHEAELKPLAQSHATK 

1509,19 3 

FKHLK-

IPIKYLEFISDAIIHVLHSKHPGDFGADAQGAMTK 

1543,82 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Cromatograma da MIO-DSS com banda de isolamento de m/z 2. 
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Figura 19. Cromatograma da MIO-DSS com banda de isolamento de m/z 5. 

A partir desses resultados foi modificado o modo de operação de 

aquisição de dados do MS, o qual foi operado no modo SIM/SRM.  A Tabela 8 

mostra as transições escolhidas para a mioglobina sem DSS enquanto a 

Figura 20 mostra o seu respectivo cromatograma. Na Tabela 9 estão listadas 

as transições escolhidas para a MIO-DSS e na Figura 21 está apresentado o 

seu respectivo cromatograma. 

 

Tabela 8. Lista das transições da Mioglobina sem DSS. 

Sequência de aminoácidos Transição Erro (ppm) 

HGTVVLTALGGILK P→ y9
+; P→ y10

+;  

P→ y12
+ 

8,0 

LFTGHPETLEK P→ y7
+; P→ y8

+; P→ y9
+ 8,1 
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Figura 20. Cromatograma da Mioglobina sem DSS no modo SIM/SRM. 

 

Tabela 9. Lista das transições da Mio-DSS. 

Sequencia de aminoácido Transições Erro (ppm) 

LFTGHPETLEKFDK P→ y3-dss
+;   

P→ y4-dss
+ 

0,02  

5,9 
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Figura 21. Cromatograma da MIO-DSS no modo SIM/SRM (A), cromatograma da MIO-

DSS com filtro de massa com banda de isolamento de m/z 2 (B), cromatograma da MIO-DSS 

com filtro de massa com banda de isolamento de m/z 5 (C).  

Experimentos de SIM/SRM geralmente são utilizados em métodos 

quantitativos de metabolitos ou de peptídeos alvos em proteômica quantitativa 

(HEREBIAN et al., 2009; NATALIA et al., 2009; ZHANG et al., 2009; ERVE et 

al., 2009). O uso dessas metodologias combinadas possibilitou identificar os 

peptídeos modificados. Além disso, a metodologia SIM possibilitou confirmar a 

presença dos íons dos peptídeos modificados como mostra a Figura 22 em 

uma faixa de erro de 3,6 ppm. Quando o íon foi fragmentado foi possível 

identificar qual resíduo de lisina continha a modificação como mostrado na 

Tabela 9 com um erro menor que 0,02 ppm. 
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Figura 22. Íon isolado no modo SIM da MIO-DSS. 

 

Como os peptídeos modificados se encontram em menor abundância 

em relação aos não modificados, o método de SIM possibilita monitorar o íon 

em um intervalo de m/z muito pequeno, geralmente uma unidade de massa, o 

que a torna mais sensível quando comparada a um experimento de varredura 

completa. O método de SRM torna o método mais específico, pois através 

desse monitora-se uma transição característica do analito, como por exemplo, 

m/z 909,46→565,2873 (P→ y4-dss
+).  

 

5.2 Expressão e purificação da enzima Enoil-ACP-redutase. 

A expressão e purificação da InhA foi realizada conforme descrito por 

JACOBS et al. 1995. A partir de 5 g de célula obteve-se 7 mg de proteína 

homogênea.  

5.3 Caracterização das alterações estruturais da InhA com o uso de 

agentes de ligação cruzada. 

A preparação da amostra foi a mesma descrita anteriormente para a 

mioglobina. A estequiometria da reação utilizada foi 1:100.  
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Em uma busca utilizando XQL foi encontrado o íon diagnostico m/z 

239,1744 com um erro de 5 ppm, mas o íon precursor não correspondia a um 

peptídeo modificado. Analisando os dados de MS1 foi encontrado o peptídeo 

modificado APIGWNMKDATPVA(K240)-TGLLDG(K8)R de m/z 1298,1947 com 

estado de carga +2 e sem a metionina inicial. Com base no trabalho de 

NICOLE et al. 2007, o par de lisina que pode reagir com DSS é o K240-K8, que 

estão a uma distância de aproximadamente 9 Å e pertencem a subunidades 

diferentes do tetrâmero. 

No experimento de SIM para InhA foi encontrado o íon de m/z 

1298,1945 com estado de carga +2 e que apresentou com um erro de 0,0077 

ppm (Figura 23). Experimento de SDS-page (Figura 24) foi realizado para 

confirmar o estado oligomérico da InhA. Nesse experimento foi encontrado a 

forma tetramérica de aproximadamente 112 kDa com banda menos intensa 

que a forma monomérica. Esse resultado encontrado justifica-se pelo fato do 

DSS (agente de ligação cruzada utilizado) ser pouco solúvel quando 

comparado ao reagente utilizado por NICOLE et al. 2007, por isso esse 

resultado contrasta com o do autor, que encontrou a forma tetramérica com 

bandas mais intensas que a monomérica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Íon de m/z 1298,1945 obtido no modo SIM para a proteína InhA. 
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Figura 24. SDS-PAGE da InhA-DSS (canaleta 2). Na canaleta 1 o marcador de massa 

molecular. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Analise de proteínas em solução através da técnica de espectrometria 

de massa permitiu combinada com agente de ligação cruzada DSS permitiu 

obter informações obter informações sobre a estrutura terciária da proteína 

enoil-ACP-redutase (InhA) de Mycobacterium tuberculosis. 

Os experimentos com a proteína alvo foram precedidos por uma 

otimização dos parâmetros utilizando a proteína mioglobina. Essa estrutura já é 

bem descrita na literatura e, portanto, pode ser utilizada como um controle nos 

experimentos com DSS.  

Nos experimentos de top-down com a mioglobina, um dos passos 

importantes foi encontrar a melhor condição estequiométrica da reação para o 

isolamento dos íons. A melhor condição obtida foi a proporção 1:5 

(enzima:DSS) onde foi encontrada apenas uma modificação por proteína; 

sendo uma do tipo dead-end e outra do tipo intermolecular/intramolecular. 

Nessas condições, quando o íon de interesse é isolado, a probabilidade de 

íons interferentes é menor. Como mostrado na Tabela 2 foi possível identificar 

os íons fragmentos, todavia, não foi possível identificar qual lisina continha a 

modificação. 

Na abordagem bottom-up foram testados diferentes proporções 

estequiométricas de reação. Importante destacar que a utilização da linguagem 

XQL para busca dos peptídeos modificados foi satisfatória e crucial para o 

aumento da sensibilidade e especificidade do experimento.  

O desenvolvimento de um novo protocolo para busca e identificação de 

cross-linkers através da abordagem bottom-up acoplado a metodologia 

SIM/SRM foi realizada com sucesso, sendo está técnica rápida, acurada e 

sensível. A simplicidade da metodologia a torna interessante, uma vez que, 

etapas de purificação de amostras não são necessárias facilitando a aplicação 

desse protocolo em triagens rápidas para determinação de parâmetros 

estruturais em proteínas de interesse. Com a aplicação do protocolo para o 

estudo da estrutura terciária da InhA foi possível identificar o peptídeo 
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APIGWNMKDATPVA(K240)-TGLLDG(K8)R com uma ligação cruzada do tipo 

intermolecular. Estudos sobre a InhA de Mycobacterium tuberculosis na 

presença de ligantes será realizado futuramente. 
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8. ANEXO 

8.1 PARTICIPAÇÕES EM OUTROS TRABALHOS 
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