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RESUMO 

 

A tuberculose (TB) tornou-se a principal causa mundial de morte por doenças infecciosas. Em 

2015, de acordo com a OMS, surgiram 10,4 milhões de novos casos de tuberculose no mundo. 

Atualmente os tratamentos comumente utilizados não são eficientes contra as formas da doença 

resistentes aos fármacos anti-TB mais eficazes, sendo necessários fármacos com novos 

mecanismos de ação. A di-hidroneopterina aldolase de Mycobacterium tuberculosis 

(MtDHNA/FolB) é uma enzima da via do folato, codificada pelo gene folB, que apresenta 

características importantes que a tornam um potencial alvo para síntese de novos agentes 

antimicrobianos. Neste estudo, por meio de mutagênese sítio-direcionada, análises bioquímicas 

e experimentos de nocaute gênico, demostramos que o gene folB é essencial para a 

sobrevivência de Mtb, e além disso provamos que essa essencialidade depende das atividades 

de aldolase/epimerase da proteína MtFolB. O gene do tipo selvagem (wt) e os mutantes pontuais 

K99A e Y54F foram clonados e expressos, e as proteínas recombinantes correspondentes foram 

purificadas e monitoradas para as atividades de aldolase, epimerase e oxigenase utilizando 

HPLC. Em contraste com a enzima MtFolB selvagem (wt), ambas as mutantes não 

apresentaram atividade de aldolase nem de epimerase nas condições testadas. A mutante Y54F 

manteve a atividade da oxigenase, enquanto que para a mutante K99A foi possível detectar a 

atividade de oxigenase apenas na presença de HP e GA como substratos.  Os experimentos de 

nocaute mostraram que o gene folB é essencial para a sobrevivência de Mtb sob as condições 

testadas. Entretanto, diferentemente da cópia selvagem, quando as sequências que codificam os 

mutantes K99A ou Y54F foram utilizadas para complementação, não foram obtidas colônias 

viáveis, indicando que estes mutantes pontuais não poderiam resgatar as células após o nocaute 

do gene folB. Esses resultados indicam que as atividades de aldolase e/ou epimerase são cruciais 

para a sobrevivência de Mtb. A construção de cepas com fusão folB-GFP de Mycobacterium 

tuberculosis (Mtb) que contêm a sequência do tipo selvagem do gene folB ou um mutante com 

o C-terminal deletado (folB∆C), desprovida da sequência supostamente necessária para a 

ancoragem da enzima dentro dos compartimentos de nanocargas, foram realizadas e juntamente 

com outros métodos de biologia celular descritos neste trabalho também poderão ser utilizados 

para um melhor entendimento das funções celulares apresentadas por MtDHNA/FolB e para 

validação dessa enzima como potencial alvo terapêutico. 

Palavras-chave: Nocaute do gene folB. Mutagênese sítio-direcionada. Validação de alvo. 

Descoberta de fármacos. Fusão folB-GFP. 
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ABSTRACT  

 

Tuberculosis (TB) has become the leading global cause of death from infectious 

diseases. In 2015, according to WHO, 10.4 million new cases of tuberculosis worldwide have 

emerged. Currently the commonly used treatments are not effective against the forms of disease 

resistant to the most effective anti-TB drugs, and drugs with new mechanisms of action are 

needed. Mycobacterium tuberculosis dihydroneopterin aldolase (MtDHNA /FolB) is a folate 

enzyme encoded by the folB gene, which has important properties that make it a potential target 

for the synthesis of new antimicrobial agents. As a first step for target validation in the 

antimicrobial drug development pipeline, it is important to prove that the gene encoding a 

putative target is essential for pathogen’s viability. In this study, using site directed 

mutagenesis, biochemical analyzes and gene knockout experiments, we demonstrated that the 

folB gene is essential for the survival of Mtb, and furthermore we prove that this essentiality 

depends on the aldolase/epimerase activities of the MtFolB protein. The wild-type gene (wt) 

and the point mutants K99A and Y54F were cloned and expressed, and the corresponding 

recombinant proteins were purified and monitored for the activities of aldolase, epimerase and 

oxygenase using HPLC. In contrast to the wild-type MtFolB (wt) enzyme, both mutants had 

neither aldolase nor epimerase activities under the conditions tested. The Y54F mutant 

maintained oxygenase activity, whereas for the K99A mutant it was possible to detect 

oxygenase activity only in the presence of HP and GA as substrates. Knockout experiments 

showed that the folB gene is essential for the survival of Mtb under the conditions tested. 

However, unlike the wild-type copy, when the sequences encoding the K99A or Y54F mutants 

were used for complementation, no viable colonies were obtained, indicating that these point 

mutants could not rescue the cells after the folB knockout. These results indicate that aldolase 

and/or epimerase activities are crucial for the survival of Mtb. The construction of 

Mycobacterium tuberculosis folB-GFP fusion (Mtb) strains containing wild-type folB gene 

sequence or a deleted C-terminal mutant (folB∆C), devoid of the sequence presumably 

necessary for anchoring the enzyme within nanocage compartments, were performed and 

together with other cell biology methods described in this work will be used for a better 

understanding of MtDHNA/FolB cellular functions and for the validation of this enzyme as a 

therapeutic target. 

Keywords:  FolB gene knockout. Site-directed mutagenesis. Target validation. Drug 

discovery.  folB-GFP fusion. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Tuberculose: epidemiologia, tratamento e resistência 

 

A tuberculose (TB) é uma doença infecciosa cujo principal agente etiológico é a bactéria 

Mycobacterium tuberculosis (Mtb), descoberta por Robert Koch em 1882 (1-3). O bacilo é 

geralmente transmitido através do ar pela tosse de pessoas infectadas com TB pulmonar. A 

probabilidade de desenvolver TB é mais comum em pessoas infectadas com o vírus da 

imunodeficiência humana (HIV) (4). A TB tornou-se a primeira causa de morte por doenças 

infecciosas em todo o mundo, colocando em segundo lugar a síndrome da imunodeficiência 

humana (HIV) (4). As últimas estimativas da OMS indicam o surgimento de 10,4 milhões de 

novos casos de tuberculose em 2015 no mundo, sendo que 1,2 milhões desse total representam 

pessoas que vivem com HIV (4). Esse panorama mostra as proporções de pandemia da TB e as 

razões de ela ser considerada um dos maiores problemas de saúde pública no mundo (5). Em 

meados de 1993, a tuberculose foi considerada pela OMS um problema emergencial de saúde 

pública global, mas desde 1990 diversos esforços foram empregados pela OMS para controlar 

a TB tanto em nível nacional como internacional. Por conta disso, foi desenvolvida a estratégia 

de tratamento diretamente supervisionado de curta duração (DOTS), que é dividida em cinco 

passos específicos: (I) compromisso político, (II) diagnóstico através da baciloscopia, (III) 

fornecimento regular de fármacos anti-TB de primeira linha, (IV) quimioterapia de curta 

duração e (V) o estabelecimento de um sistema padrão para gravar e relatar o número de casos 

detectados por programas nacionais de controle da TB. Essa estratégia foi adotada entre 1994-

2005 por vários países e obteve resultados importantes no combate à TB (6). 

Outra estratégia desenvolvida pela OMS com o intuito de fortalecer a estratégia anterior 

(DOTS) foi denominada “Stop-TB”, que durou entre 2006 e 2015 e tinha como objetivos 

alcançar o acesso universal a cuidados de alta qualidade para todas as pessoas com TB, reduzir 

o sofrimento humano e a carga socioeconômica associada à TB, proteger as populações 

vulneráveis de TB, TB/HIV e TB resistentes a fármacos, apoiar o desenvolvimento de novas 

ferramentas e facilitar o seu uso efetivo e oportuno, proteger e, por fim, promover os direitos 

humanos na prevenção, cuidados e controle de TB (7). Após 2015, uma nova estratégia global 

de combate à tuberculose foi desenvolvida e denominada “End TB”. Essa estratégia consiste de 

três importantes pilares: (I) prevenção, cuidado integrado e centrado no paciente; (II) políticas 
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arrojadas e sistemas de apoio; e (III) intensificação da pesquisa e inovação (4). O grande sucesso 

e eficiência dessas estratégias foram importantes para reduzir a incidência de TB globalmente. 

Embora o número de mortes por TB tenha diminuído em 22% entre 2000 e 2015, a tuberculose 

continuou sendo uma das 10 principais causas de morte em todo o mundo em 2015, e a cada 

ano estima-se o surgimento de milhões de novos casos. A Índia, Indonésia, China, Nigéria, 

Paquistão e África do Sul responderam por 60% dos novos casos. Assim, grandes avanços são 

necessários na prevenção e cuidados de TB nesses países para acelerar o declínio global da 

doença. Entretanto, a taxa de declínio na incidência de tuberculose permaneceu em apenas 1,5% 

entre 2014 e 2015 no mundo. A nova estratégia pelo fim da TB (End TB) estima que seja 

necessária uma queda anual de 4-5% até 2020 para atingir os primeiros marcos estipulados (4).  

De acordo com resultados apresentados em 2015 foram diagnosticados e registrados 63.189 

novos casos de tuberculose no Brasil. A taxa de incidência no país foi de 38,7/100 mil habitantes 

em 2006 e de 30,9/100 mil habitantes em 2015. Aproximadamente 23.161 novos casos de 

turberculose foram notificados nas capitais brasileiras, o que equivale a 36,6% do total do país. 

As capitais Manaus-AM (98,3/100 mil hab.), Porto Alegre-RS (88,8/100 mil hab.), Recife-PE 

(78,3/100 mil hab.) e Rio de Janeiro-RJ (66,8/100 mil hab.) apresentaram um elevado índice da 

doença e excederam o valor nacional (30,9/100 mil hab.) em mais de 100% (8). O panorama 

mundial, com as estimativas de taxas de incidência de TB em 2015 representadas por categorias, 

são apresentadas na Figura 1 (7).  

Figura 1- Estimativa da taxa de incidência de TB em 2015 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Organização Mundial da Saúde. WHO (2016). 
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As estratégias da OMS ainda devem superar os maiores desafios do tratamento da TB: 

o surgimento de cepas resistentes aos fármacos anti-TB disponíveis; a baixa qualidade dos 

sistemas públicos de saúde; os elevados níveis de coinfecção com o HIV; e a falta de novos 

fármacos capazes de reduzir o tempo de tratamento. Outro problema é a existência de interações 

medicamentosas, o que impede a coadministração de algums fármacos anti-TB com fármacos  

antirretrovirais utilizadas para tratar a AIDS, ou fármacos utilizados em doenças crônicas, como 

diabetes (9). Em 1940 foram desenvolvidos os primeiros tratamentos contra tuberculose (7). 

Atualmente o tratamento recomendado para novos casos de TB é a administração de fármacos 

chamados de primeira linha: isoniazida (INH), rifampicina, etambutol e pirazinamida por dois 

meses, seguidos por quatro meses de INH e rifampicina por um período de 6 meses (Tabela 1). 

O tratamento da TB resistente à rifampicina (TB-RR) e da TB multirresistente (MDR-TB) é 

mais longo e requer fármacos mais caros e tóxicos (4). Usualmente, o tratamento recomendado 

pela OMS para cepas resistentes tem duração de 20 meses. No entanto, em 2016, tendo por base 

novas evidências, a OMS divulgou um novo regime de tratamento, ou seja, atualmente é 

recomendado um período de tratamento mais curto para MDR-TB de 9-12 meses para todos os 

pacientes (excluindo mulheres grávidas) com MDR/RR-TB pulmonar que não sejam resistentes 

a fármacos de segunda linha (capreomicina, amicacina, canamicina) e fluoroquinolonas. Em 

2015, foram estimados 480.000 novos casos de tuberculose multirresistente e mais 100.000 

casos adicionais com tuberculose resistente à rifampicina (Figura 2) (4). Atualmente a OMS 

considera que os fármacos mostrados nas Tabelas 1 e 2 têm um papel importante no tratamento 

de MDR-TB sob determinadas condições. 

Figura 2- Porcentagem de novos casos de TB com MDR/RR-TB 

  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Organização Mundial da Saúde WHO (4). 
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Tabela 1- Estruturas químicas dos fármacos de primeira linha anti-TB  

Fármacos Estrutura Mecanismo de ação 

 

 

Isoniazida 

 

 

  

Parede celular (inibição da 

*InhA) 

 

 

 

 

 

 

Rifampicina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RNA polimerase 

 

 

 

 

 

 

Pyrazinamida 

 

 

 

 

 

Múltiplos (incluindo 

acidificação intracelular, 

diminuição do ΔpH) 

 

Etambutol 

  

Parede celular (inibição da 

arabinosil transferase) 

 

*InhA- NADH-dependente enoil-ACP redutase. 

Fonte: Adaptado de Kaneko, Cooper e Mdluli (2011) (10). 
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A eficácia do tratamento com fármacos de primeira e segunda linha depende da adesão 

do paciente ao tratamento.  No entanto, a grande maioria dos indivíduos infectados não adere 

ao tratamento devido a efeitos colaterais graves, complexidade de tratamento com grande 

número de diferentes fármacos e doses, e especialmente à duração prolongada (seis a doze 

meses, até dois anos, dependendo da cepa) (9). A principal consequência da baixa adesão e o 

regime de tratamento errôneo pelo paciente é a manutenção da doença no indivíduo infectado, 

o que resulta na transmissão contínua da doença e a propagação de cepas resistentes. 

  As formas multirresistentes de TB (MDR-TB) surgiram a partir de alguma infecção em 

organismos já resistentes aos fármacos anti-TB mais eficazes (isoniazida e rifampicina) ou 

durante o tratamento de algum paciente. Outra forma extensivamente resistente a fármacos 

(XDR-TB) é resistente tanto a fármacos de primeira linha (isoniazida e rifampicina) como de 

segunda linha injetáveis (amicacina, canamicina ou capreomicina) e a fluoroquinolonas (4). 

Porém a forma denominada totalmente resistente a fármacos (TDR-TB) é até o momento 

resistente a qualquer tipo de fármaco utilizado no tratamento da tuberculose (9,11,12). 

Tabela 2- Fármacos de primeira e segunda linha recomendados para o tratamento de RR-TB e 

MDR-TB (Classificação da OMS) 

Classes Mecanismos de ação Fármacos 

Grupo A: fluoroquinolonas 

 

Fluoroquinolonas 

 

Inibição da DNA Girase 

Levofloxacina 

Moxifloxacina 

Gatofloxacina 

Grupo B: Segunda linha - agentes injetáveis 

 

Aminoglicosídeos 

 

Inibição da síntese de proteínas 

Amicacina 

Capreomicina 

Canamicina 

(estreptomicina)* 

Grupo C: Outros agentes de segunda linha 

 

Tioamidas 

 

Inibição da síntese da parede celular 

Etionamida 

Protionamida 

  Ciclosserina 
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Oxazolidinonas Inibição da síntese de proteínas Terizidona 

Linezolida 

Clofazimina 

Grupo D. Agentes complementares 

D1, várias classes: Hidrazida do 

ácido isonicotínico (elevada dose 

de isoniazida); análogos da 

nicotinamida (pirazinamida); 

Aminoalcool (etambutol) 

 

Inibição da síntese dos ácidos micólicos 

Elevadas doses de 

isoniazida 

 

Disrupção de membranas do plasma 

 

Pirazinamida 

 

Inibição da síntese da parede celular 

 

Etambutol 

D2, várias classes: 

diarilquinolina (bedaquilina); 

nitro-di-hidroimidazooxale 

(delamanida) 

 

Inibição de ATP sintase Mitocondrial 

 

Bedaquilina 

 

 

 

 

Inibição da síntese de ácidos micólicos 

 

Delamanida 

D3, várias classes: amino-fenol  

(ácido para-aminossalícilico); 

carbapenemos; 

tiosemicarbazonas (tioacetazona) 

 

Inibição do precursor da síntese de DNA 

 

Ácido p-aminosalicílico 

 

 

Inibição da síntese dos peptoglicanos 

Imipenem mais 

Cilastatina ou 

Meropenema mais 

Clavulanato (Disponível 

oralmente com 

Amoxicillina) 

 

Inibição da síntese de ácidos micólicos 

 

Tioacetazona 

*Estreptomicina pode ser utilizada quando o isolado é suscetível e nenhum dos outros fármacos injetáveis estão 

disponíveis. 

Fonte: Adaptado WHO (2016) (13). 
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Recentes avanços no tratamento de TB incluem a aprovação pelas agências reguladoras 

de novos fármacos chamados de bedaquilina e delamanida. Nos Estados Unidos, o FDA (Food 

and Drug Administration) acelerou a aprovação da bedaquilina para uso combinado no 

tratamento de adultos com MDR-TB, quando terapias alternativas não estão disponíveis 

(Provisional CDC guidelines). A combinação destes dois novos fármacos com fármacos anti-

TB existentes pode levar a regimes de tratamento mais toleráveis e mais curtos, com menos 

interações fármaco-fármaco, quando comparados aos regimes existentes (14). Embora já 

aprovado para usos específicos, ambos os fármacos ainda estão em ensaios clínicos, uma vez 

que são necessários mais estudos. Portanto, apesar da terapia de fármacos disponíveis e a 

profilaxia da vacina Bacillus Calmette-Guérin (BCG), que é utilizada mundialmente na 

prevenção da TB, principalmente em crianças pequenas, há ainda a necessidade de pesquisa 

para desenvolver novas vacinas e novos agentes anti-TB, em uma tentativa de reduzir a 

incidência global da doença até 2035 (15). A longa duração do tratamento é um fator primordial 

no surgimento de cepas multirresistentes a fármacos, que por sua vez contribuem para o 

aumento da incidência da TB no mundo. Portanto a identificação de novas vias requeridas no 

crescimento micobateriano são extremamentes necessárias na busca de novos alvos para o 

desenvolvimento de fármacos mais eficientes. O sequenciamento completo de genomas e a 

análise da estrutura de proteínas em grande escala proporcionaram o desenvolvimento de novas 

estratégias para a descoberta de alvos para produção de fármacos (16).  

Novos agentes anti-infecciosos têm sido necessários para conter a resistência 

microbiana contra os antibióticos comumente utilizados. Nesse contexto, a via de biossíntese 

do folato destaca-se como uma via promissora para o desenvolvimento de novos agentes 

antimicrobianos (17). O primeiro agente antifolato sintetizado foi o ácido para-aminossalicílico 

(PAS) que é um análogo estrutural ao ácido p-aminobenzóico (PABA) da via de biossíntese de 

folatos. O PAS atua na inibição da di-hidropteroato sintase (DHPS) em Mycobacterium 

tuberculosis, bloqueando seu crescimento com os produtos de seu metabolismo (18). As 

enzimas da via do folato di-hidropteroato sintase (DHPS) e di-hidrofolato redutase (DHFR) são 

os alvos para os fármacos sulfa e trimetoprim, respectivamente, que são utilizados para tratar 

doenças como a malária, pneumocystis pneumonia (PCP), entre outras (19).  

Em Mycobacterium tuberculosis (Mtb), a identificação de diversas estruturas de 

proteínas e o desenvolvimento de novas técnicas de mutagênese podem produzir informações 

importantes na elucidação da biologia celular deste organismo (20).  

Além da di-hidropteroato sintase (DHS) e di-hidrofolato redutase (DHFR), outras 

enzimas da via do folato também são alvos potenciais que devem ser mais bem exploradas (17). 
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A necessidade de desenvolvimento de novos fármacos aumentou não só devido ao surgimento 

e propagação da resistência aos agentes antimicrobianos, mas também ao fato de que muitos 

dos novos antibióticos utilizados são modificações de estruturas químicas de fármacos 

existentes. Diversos estudos têm mostrado que a di-hidroneopterina aldolase (DHNA), que é 

uma enzima da via do folato, apresenta características importantes que a tornam um alvo em 

potencial para síntese de novos agentes antimicrobianos (21). 

1.1.1 Agente etiológico  

 

Mycobacterium tuberculosis, o principal agente causador da tuberculose (TB) em 

humanos, é uma espécie do gênero Mycobacterium pertencente ao complexo M. tuberculosis 

(MTBC), que inclui outras espécies patogênicas, principalmente Mycobacterium bovis, 

Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guérin (BCG), Mycobacterium africanum, 

Mycobacterium microti, Mycobacterium canetti, Mycobacterium pinnipedii e Mycobacterium 

caprae (22-24). 

 O gênero Mycobacterium abrange uma série de bactérias Gram-positivas aeróbicas e é o 

único membro da família Mycobacteriaceae na ordem Actinomycetales (Figura 3). O gênero 

geralmente tem um alto conteúdo de guanina e citosina (62-70%) e se caracteriza pela produção 

de ácidos micólicos, característica também presente nos gêneros Nocardia e Corynebacterium, 

dentro de Actinomycetales (25). As micobactérias são actinomicetos aeróbios imóveis, álcool-

ácido resistentes (BAAR). As colônias são secas e ásperas e às vezes têm uma superfície 

nodular ou enrugada (Figura 4). O M. tuberculosis não forma esporos, mas tem a capacidade 

de permanecer latente, ou seja, em um estado de não replicação caracterizado por baixa 

atividade metabólica e resistência fenotípica à fármacos. M. tuberculosis pode ser visualizado 

pela coloração Ziehl-Neelsen (ácido-rápido) e é visto como um bacilo vermelho em forma de 

bastão. As micobactérias apresentam um elevado teor de lipídios complexos na parede celular 

que impede o acesso de corantes. Por isso o método Gram não pode ser utilizado nesse caso, 

sendo necessário a utilização de outros procedimentos especiais (por exemplo, coloração com 

Ziehl-Neelsen (26). Em relação ao crescimento quando comparado a outras bactérias, o 

crescimento da maioria das espécies de micobactérias é lento, com tempos de geração de 15-20 

horas (M. ulcerans 36 h) em meios comumente usados, ou seja, o meio MTB Middlebrook, que 

é um meio à base de ágar, e meio Lowenstein-Jensen, que é um meio à base de ovo (26-27). O 

processo de divisão celular representa um desafio para as micobactérias por conta da 

complexidade da parede celular que exige mecanismos especializados para permitir que a 
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divisão celular ocorra. A síntese da parede celular precisa ser coordenada evitando 

desagregação dos seus componentes mantendo a integridade ao longo da divisão. Finalmente, 

a divisão celular precisa também ser regulada em resposta a estímulos ambientais (22). A parede 

celular micobacteriana possui características únicas, sendo a impermeabilidade a uma série de 

compostos em parte responsável pela resistência inerente do bacilo a diversos fármacos (Figura 

5). 

Figura 3- Micrografia eletrônica de varredura de Mycobacterium tuberculosis 

 

Aumento: 15549X. 

Fonte: Extraído do Center of Disease Control (CDC) (28). 

 

 

 

Figura 4- Mycobacterium tuberculosis em meio Middlebrook 7H10 agar  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Pfyffer G. (2015) (26). 
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Figura 5- Sítios e mecanismos de ação de agentes anti-TB 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Adaptado de Horsburgh et al. (2015) (33). 

 

1.1.2 Infecção 

 

Os seres humanos são infectados com M. tuberculosis (Mtb) através da inalação de 

minúsculas gotículas de aerossóis que transportam um pequeno número de bactérias (29). No 

diagnóstico de Mtb os procedimentos mais realizados são a radiografia do tórax, a detecção 

pelo escarro e o teste cutâneo da tuberculina, conhecido também como derivado de proteína 

purificada (PPD) ou teste de Mantoux. No entanto, na última década, foram desenvolvidos os 

ensaios de liberação de interferon-gama (IGRA) utilizados para diagnosticar a TB latente (30). 

A infecção por Mtb pode ser vista como dinâmica e contínua. Os pacientes podem ser 

categorizados como tendo infecção latente da tuberculose (ILTB) ou doença de TB ativa. 

Dependendo da exposição ao Mtb, o patógeno pode ser eliminado ou persistir no organismo do 

hospedeiro. Os pacientes com doença de TB ativa podem apresentar sintomas como tosse, febre 

e perda de peso, e o diagnóstico geralmente pode ser confirmado com esfregaço de escarro, 

cultura e testes moleculares. A infecção é iniciada quando o Mtb atinge os pulmões por meio 

da inalação e chega ao espaço alveolar encontrando macrófagos alveolares residentes. No 

entanto, se as células de defesa de primeira linha falharem na eliminação das bactérias, o Mtb 

pode invadir o tecido intersticial pulmonar de dois modos distintos, ou seja, infectando 
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diretamente o epitélio alveolar ou também infectando os macrófagos alveolares que migram até 

o parênquima pulmonar. As células dendríticas ou monócitos inflamatórios transportam Mtb 

para linfonodos pulmonares para iniciação de células T. Nesse momento ocorre o recrutamento 

de células imunes, incluindo células T e B, para o parênquima pulmonar para a formação do 

granuloma (Figura 6 a). As bactérias replicam dentro do granuloma em crescimento. Se a carga 

bacteriana for excessiva, o granuloma não conseguirá conter a infecção e as bactérias serão 

liberadas e disseminarão eventualmente para outros órgãos, incluindo o cérebro. Nesta fase, as 

bactérias podem entrar na corrente sanguínea ou reentrar no trato respiratório, assim o 

hospedeiro infectado torna-se infeccioso sintomático e agora o paciente tem a doença na forma 

ativa. (Figura 6 b) (15). O risco de progressão da infecção por Mtb para a doença na forma ativa 

também pode ser aumentado pela infecção com HIV. A coinfecção TB-HIV pode reduzir 

drasticamente o número de células T CD4+. As células T CD4+, assim como citocinas IL-12, 

IFN-γ e TNF desempenham um papel crítico no sistema imunológico atuando no controle da 

infecção por Mtb. Fatores genéticos do hospedeiro e do patógeno também podem aumentar o 

risco de desenvolvimento da doença ativa (31-32). 

Figura 6- Infecção por Mycobacterium tuberculosis  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Pai, M. et al. (2016) (15). 
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1.2 Avaliação da essencialidade na validação do alvo  

 

 A escolha de alvos moleculares adequados é fundamental em qualquer programa de 

descoberta de fármacos baseados em alvo. Idealmente, os agentes terapêuticos desenvolvidos 

para o tratamento de doenças infecciosas devem ser capazes de matar o patógeno, sem serem 

tóxicos para o hospedeiro. Portanto, as enzimas de vias metabólicas essenciais para a 

sobrevivência bacteriana e ausentes na célula hospedeira são candidatos atrativos para alvos de 

fármacos. A essencialidade de um gene alvo pode ser acessada por meio do nocaute desse gene 

e avaliação da capacidade da célula em sobreviver na sua ausência, em condições ambientais 

definidas. Tradicionalmente, devido à baixa eficiência de transformação, alto nível de 

recombinação ilegítima, e necessidade de nível de biossegurança 3, Mtb tem sido considerado 

um organismo difícil de ser analisado geneticamente (34-35). De fato, a aplicação de 

ferramentas experimentais para estudar a função de genes em bacilos Mtb ficou para trás 

quando comparada a sistemas-modelo, tais como Escherichia coli e Bacillus subtilis. No 

entanto, muitos avanços foram feitos para contornar essas limitações e hoje em dia temos um 

arsenal de diferentes ferramentas disponíveis para estudar a genética de micobactérias (36-38). 

Geralmente, a fim de produzir mutantes nocautes, o alelo do tipo selvagem é trocado por um 

alelo nulo, usando para tanto a maquinaria de recombinação homóloga da célula hospedeira. 

Sequências upstream e downstream que flanqueiam o gene alvo são clonadas em um plasmídeo 

e é inserido um marcador de resistência a antibiótico entre as sequências flaqueadoras. Mutantes 

de troca alélica são selecionados pelo seu fenótipo de resistência a antibiótico. A obtenção dos 

nocautes gênicos é confirmada em diferentes níveis (DNA, RNA, proteína) utilizando técnicas 

como Southern blot, PCR, RT-PCR e Western blot (39). 

 A abordagem genética para avaliar essencialidade no contexto de validação do alvo 

assume que o nocaute gênico ou knockdown de um gene alvo é um substituto válido para os 

efeitos esperados de um inibidor atuando sobre uma proteína alvo correspondente in vivo. Em 

muitos casos, no entanto, uma mutação genética e um pequeno inibidor podem perturbar as 

atividades celulares de uma proteína alvo de diferentes maneiras (40). Essas discrepâncias 

podem estar relacionadas com as diversas funções exibidas pelas proteínas dentro da célula. 

Como um exemplo, sete genes de Bacillus subtilis que codificam enzimas glicolíticas foram 

identificadas como essenciais em condições de crescimento (meio complexo de crescimento), 

nas quais não se espera que a glicólise e tampouco a gliconeogênese sejam necessárias (41). 

Esses resultados sugeriram que as enzimas glicolíticas poderiam desempenhar papéis essenciais 
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não relacionados com as suas atividades enzimáticas, que motivaram estudos subsequentes que 

forneceram evidências do envolvimento dessas proteínas em processos de estabilidade de RNA 

(42). Presumivelmente, uma pequena molécula capaz de inibir a atividade dessas enzimas na 

glicólise e/ou na gliconeogênese não teria nenhum efeito sobre a função biológica que confere 

a essencialidade para os genes correspondentes. Portanto, no contexto da validação de alvos, é 

importante assegurar que a essencialidade de um gene particular é dependente da atividade 

enzimática do produto gênico que pretendemos inibir quimicamente. 

1.3 As enzimas da via de biossíntese do folato como alvos moleculares para o 

desenvolvimento de fármacos 

 

O folato é uma vitamina B essencial solúvel em água encontrada naturalmente em 

alimentos (43) e tem sido reconhecido desde 1940 como importante cofator no metabolismo de 

unidades monocarbonadas, sendo essencial no metabolismo de processos metabólicos e 

celulares, como a síntese de DNA, metilação, entre outros. A descoberta do folato como cofator 

metabólico foi seguida pelo desenvolvimento de análogos de folato e antifolatos que podem ser 

efetivos agentes antimicrobianos e antineoplásicos (44).  

O folato e seus derivados atuam como cofatores em várias reações enzimáticas que 

envolvem a transferência de unidades monocarbonadas (Figura 7). Eles estão envolvidos em 

uma variedade de processos metabólicos, tais como a biossíntese de purinas e pirimidinas 

(timidilato sintase), glicina, metionina e pantotenato, em quase todas as células vivas. No 

entanto, os organismos obtêm folato de diferentes maneiras. Enquanto os mamíferos obtêm 

folato da dieta, aproveitando-se de um sistema de transporte ativo por meio de proteínas de 

membrana, plantas e a maioria dos microorganismos sintetizam folatos de novo. 

 A presença da via de biossíntese do folato (Figura 8) em muitos patógenos e a sua 

ausência em humanos tornam as enzimas constituintes desta via alvos moleculares atraentes 

para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos (46). Assim, sulfonamidas, que 

foram os primeiros antibióticos sintéticos amplamente utilizados a partir da década de 1930, 

agem como análogos do ácido para-aminobenzóico (pABA), intermediário da biossíntese do 

folato, inibindo a di-hidropteroato sintase (Figura 8, passo 8). Esses compostos foram utilizados 

no tratamento de infecções causadas por vários agentes patogênicos, incluindo Mycobacterium 

leprae, causador da hanseníase (19). Di-hidrofolato redutase (Figura 8, passo 10), é alvo do 

trimetoprim, que é uma diaminopirimidina amplamente utilizada como antibiótico. Esses 
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antibióticos foram utilizados isoladamente ou combinados, onde trimetoprim foi comumente 

associado com sulfametoxazol (uma sulfonamida). Esta associação, conhecida como 

cotrimoxazol, foi empregada com sucesso por bastante tempo devido ao efeito sinérgico desses 

dois fármacos, que atuam em diferentes passos da via da biossíntese do folato. 

 

Figura 7- Estrutura do folato 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

pABA:  ácido para-aminobenzóico;  resíduos de Glu:  Glutamato 

Fonte: Adaptado de Stover & Field (2011) (45). 
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Figura 8-Via de biossíntese do folato 

Os nomes dos genes estão em itálico. Nota-se que alguns produtos gênicos (codificados pelos genes folA, folB e 

folC) são responsáveis por mais de uma atividade enzimática na via de biossíntese do folato. Nenhuma enzima que 

remove o fosfato final do DHNTP (passo 3) foi identificada até o momento. O ramo do chiquimato está 

representado dentro de uma seta azul-claro enquanto que o ramo principal da pterina está representado com um 

fundo turquesa. Substratos/produtos: GTP, guanosina trifosfato; DHNTP, 7,8-di-hidroneopterina trifosfato; 

DHMTP, 7,8-di-hidromonapterina trifosfato; PPi, pirofosfato; DHNMP, 7,8-di-hidroneopterina monofosfato; Pi, 

fosfato; DHNP, 7,8-di-hidroneopterina; DHMP, 7,8-di-hidromonapterina; HP, 6-hidroximetil-7,8-di-

hidropterina; DHPP, 6-hidroximetil-7,8-di-hidropterina pirofosfato; DHP, di-hidropteroato; DHF, di-hidrofolato; 

THF, tetra-hidrofolato. Atividades enzimáticas: (1) GCHY-I, GTP ciclo-hidrolase I; (1') DHNTPE, 7,8-di-

hidroneopterina trifosfato epimerase; (2) DHNTPase, 7,8-di-hidroneopterina trifosfatase; (4') DHNE, 7,8-di-

hidroneopterina epimerase; (4) DHNA, 7,8-di-hidroneopterina aldolase, (5) HPPK, 6-hidroximetil-7,8-di-

hidropterina pirofosfato quinase; (6) ADCS, 4-amino-4-deoxicorismato sintase; (7) ADCL, 4-amino-4-

deoxicorismato liase; (8) DHPS, di-hidropteroato sintase; (9) DHFS, di-hidrofolato sintase; (10) DHFR, di-

hidrofolato redutase; (10') FR, folato redutase; (11) FPGS, folilpoli-γ-glutamato sintase. Fonte: Elaborado por C. 

V. Bizarro (2016). 
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1.4 Proteína FolB (DHNA/FolB) 

 

 A proteína FolB de M. tuberculosis (MtDHNA/FolB) é codificada pelo gene folB e foi 

verificada como tendo atividades de aldolase, epimerase e oxigenase. A proteína FolB é 

conservada entre as espécies bacterianas e nenhum homólogo foi identificado em mamíferos 

até o momento (49). A primeira estrutura cristalográfica de DHNA/FolB foi obtida para 

Staphylococcus aureus (SaDHNA) (50). Descobriram que SaDHNA é um octâmero de 

subunidades idênticas compostas por dois anéis tetraméricos montados numa orientação “head 

to head” (Figura 9). A fim de mapear o sítio ativo, o cristal foi embebido com o substrato DHNP. 

Uma densidade eletrônica compatível com o produto HP foi encontrada na interface de duas 

subunidades (50). O reconhecimento da pterina foi semelhante ao encontrado para a di-

hidrofolato redutase e para a 6-piruvoil tetra-hidropterina sintase, com um bolsão fundo e 

estreito com um resíduo negativamente carregado na sua base (Glu 74). Glu 22 e Lys 100, os 

quais são rigorosamente conservados em diferentes DHNAs, foram propostos para serem 

resíduos cataliticamente essenciais e uma forma mutante K100A foi desprovida da atividade de 

DHNA (50). As estruturas de DHNAs de Arabidopsis thaliana (51), Mycobacterium 

tuberculosis (49), e a enzima bifuncional DHNA/HPPK de Streptococcus pneumoniae (52) 

foram mais tarde resolvidas. A estrutura de DHNA de Escherichia coli também foi resolvida 

(PDB ID: 2O90), mas ainda não publicada. 

Figura 9- Estrutura cristalina da di-hidroneopterina aldolase de Staphylococcus aureus 

(SaDHNA)  

 

 

 

 

 

 

 
A. Monômero de SaDHNA, mostrando um único domínio estrutural que compreende uma folha β antiparalela, 

duas longas α-hélices e dois curtos segmentos helicoidais. B. Octâmero de SaDHNA, visto de cima. C. Octâmero 

de SaDHNA, vista lateral. Nota-se que a estrutura é composta por dois tetrâmeros na orientação “head-to-head” 

formando um cilindro oco. Figura obtida utilizando Polyview-3D. Fonte: Adaptado de Porollo & Meller (2007) 

(53) (PDB ID:1DHN). 
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 A DHNA de A. thaliana é também um homo-octâmero que assume a forma de um 

cilindro oco. A DHNA/HPPK bifuncional de S. pneumoniae também forma uma homo-

octâmero. Nesta proteína, cada monômero compreende um domínio HPPK e um domínio 

DHNA. Curiosamente, os domínios DHNA de cada monômero montaram um cilindro oco 

topologicamente equivalente à estrutura oligomérica de DHNAs monofuncionais (52). A 

DHNA de M. tuberculosis (MtDHNA/Folb) foi cristalizada em um octâmero mas também em 

uma forma tetramérica (49). A forma octamérica foi obtida complexada com o produto HP da 

reação de aldolase, enquanto os tetrâmeros foram compostos de subunidades sob a forma apo. 

Propõe-se que o estado oligomérico de MtDHNA seja regulado alostericamente pela presença 

de DHNP (49). Blaszczyk et al. (21) relataram as estruturas de SaDHNA complexada com 

neopterina (NP) ou com monapterin (MP), que são análogos estruturais de DHNP ou DHMP, 

respectivamente. 

1.5 Atividades enzimáticas de FolB 

 

 A proteína FolB foi caracterizada primeiramente como uma aldolase em Escherichia 

coli (54) que catalisa a conversão de 7,8-di-hidroneopterina a 6-hidroximetil-7,8-di-

hidropterina glicolaldeído na via de biossíntese do folato (Figura 10). Com base no mecanismo 

catalítico apresentado, aldolases são agrupadas em duas classes diferentes. Aldolases de classe 

I requerem a formação de uma base de Schiff com uma lisina conservada no sítio ativo, a fim 

de ativar seus substratos doadores. Aldolases de classe II, por outro lado, ativam substratos 

doadores utilizando um cofator metálico (geralmente de Zn2+) ligado por resíduos de histidina 

no sítio ativo da enzima (55). O DHNA/Folb (EC 4.1.2.25) é uma aldolase única, que não exige 

nem um íon de metal nem a formação de uma base de Schiff entre a enzima e o substrato para 

realizar a catálise (54). O mecanismo catalítico é semelhante ao das aldolases de classe I, no 

entanto a base de Schiff é incorporada no substrato (50).  
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Figura 10- Atividade de di-hidroneopterina aldolase da proteína FolB 

Fonte: Elaborado por C. V. Bizarro (2016). 

 A proteína FolB é também uma epimerase que catalisa a interconversão entre 7,8-di-

hidroneopterina (DHNP) e 7,8-di-hidromonapterina (DHMP). Apesar das semelhanças nas 

reações de epimerização catalisadas por ambas DHNA/FolB e L-ribulose-5-fosfato-4- 

epimerase, essas enzimas são estruturalmente distintas. Além disso, DHNA não compartilha 

qualquer identidade de sequência com outras epimerases. A DHNA é uma enzima única que 

possui ambas as atividades de epimerase e aldolase e também pode usar DHMP como substrato 

na reação de aldolase (Figura 11) (21). Além disso, MtDHNA/FolB também é uma oxigenase 

(56). As estruturas de SaDHNA com NP e com MP (21) ajudaram a elucidar como as reações 

de aldolase e epimerase de DHNA estão mecanicamente conectadas. Juntamente com os dados 

estruturais anteriores de SaDHNA complexada com HP ou na sua forma livre (50), os autores 

propuseram um mecanismo molecular detalhado que representa ambas as reações aldol e de 

epimerização catalisadas por DHNA/FolB (21). A estrutura do complexo SaDHNA·NP revelou 

interações entre o grupo 2'-hidroxil de NP e o grupo ε-amino de K100. A partir da mesma 

estrutura, mostrou-se que uma molécula de água estabelece ligações de hidrogénio com o átomo 

N5 de NP e com o resíduo de lisina K100. Propõe-se que DHNA/FolB tenha um mecanismo de 

catálise ácido-base geral em que a protonação de N5 é mediada pela água catalítica (ácido geral) 

coordenado por K100 e a desprotonação de 2'-hidroxil é mediada pelo próprio K100 (base 

geral). Um fio condutor de prótons conecta N5 e o 2'-hidroxil de DHNP através de K100, 

resultando na quebra da ligação C1'-C2' e na formação de um intermediário enólico. A 

reformação da ligação C-C na ausência de estereosseletividade resultaria na formação de DHNP 

ou DHMP. Um segundo fio de prótons, envolvendo novamente K100, mas também Y54' (a 

linha indica que o resíduo é proveniente da subunidade vizinha), é crítica para a formação de 

HP a partir do intermediário. Portanto, K100 é crítica para ambas as atividades de aldolase e 

epimerase, enquanto que Y54' parece ser essencial para a atividade de aldolase, mas não para a 

atividade de epimerase. Estudos de mutagênese tem confirmado em SaDHNA e também em 

EcDHNA (de E. coli) as funções catalíticas propostas para ambos os resíduos com base nas 

análises estruturais (57,58). 
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Figura 11- Atividades de aldolase e epimerase da proteína FolB 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Blaszczyk et al. (2007) (21). 

 

O papel biológico de DHMP no metabolismo celular se houver, ainda não é conhecido. 

Em E. coli e em Pseudomonas aeruginosa as proteínas FolX e FolM são necessárias para a 

síntese de tetra-hidromonapterina (59). O produto do gene folX (Figura 12, passo 1') catalisa a 

conversão de di-hidroneopterina trifosfato (DHNTP) em di-hidromonapterina trifosfato 

(DHMTP). Sugere-se que FolM reduza DHMP a tetra-hidromonapterina (THMP) (59). Uma 

ou mais atividades das fosfatases ainda não caracterizadas seriam presumivelmente 

responsáveis pela produção de DHMP a partir de DHMTP nesses organismos (Figura 12). 

Curiosamente, THMP é o cofator fisiológico da fenilalanina hidroxilase, tanto em E. coli quanto 

em P. aeruginosa, e este composto excedeu o folato como um produto final na biossíntese de 

pterinas (59). Estes resultados estão de acordo com um estudo anterior que relata que a forma 

reduzida da monapterina, a (6R) 5,6,7,8-tetra-hidro-L-monapterina, é a principal tetra-

hidropterina encontrada em E. coli (60). Não há nenhuma sequência anotada como folX em 

micobactérias. No entanto, a atividade de epimerase da MtDHNA/FolB poderia representar uma 

via alternativa para a biossíntese de tetra-hidromonapterinas (Figura 12). Mesmo que não 

tenham sequências anotadas como folM em genomas de micobactérias, algumas das sequências 

genericamente anotadas como "redutases" poderiam executar essa função. 
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Figura 12- Interconexão das vias de biossíntese de tetra-hidrofolato (THF) e tetra-

hidromonapterinas (THMPs) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado por C. V. Bizarro (2016). 

1.6 Inibidores de DHNA/FolB 

 

 Potentes inibidores de DHNA/FolB foram descobertos usando a técnica de triagem por 

cristalografia de raio-X CrystaLEAD, seguida de otimização direcionada da estrutura (61). A 

triagem de uma biblioteca de 10.000 compostos para atividade inibitória permitiu a 

identificação de vários compostos-líder com valores de IC50 de cerca de 1 µM contra 
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DHNA/FolB de Staphylococcus aureus. No entanto, nenhum dos compostos descritos no 

presente estudo inibiu o crescimento das bactérias, incluindo o Staphylococcus aureus, 

Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Haemophilus influenzae, Enterococcus 

faecium, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus epidermidis, entre outros. Isto pode ser 

devido ao fato de que os inibidores foram inativados por enzimas intracelulares ou através da 

ligação não específica de proteínas intracelulares, ou a membrana celular pode reduzir a 

concentração do inibidor disponível (61). Portanto, são necessários mais estudos, a fim de se 

obter fármacos anti-TB promissores que tenham MtDHNA/FolB como alvo. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 

Embora existam aproximadamente 200 proteínas essenciais conservadas em bactérias, 

o número de alvos celulares atualmente explorados para o desenvolvimento de fármacos é 

muito pequeno. A maioria dos antibióticos geralmente utilizados atingem apenas três alvos ou 

vias: o ribossomo, síntese da parede celular e DNA girase/DNA topoisomerase (62). Portanto, 

a validação de novos alvos para a descoberta de fármacos é urgentemente necessária. Isto é 

particularmente verdadeiro no contexto da tuberculose com o aparecimento de cepas MDR, 

XDR e TDR.  

A validação de um alvo é um passo crucial no processo de desenvolvimento de novos 

fármacos. O papel do alvo precisa ser bem definido na doença antes de iniciar a procura por 

novos fármacos. A grande maioria dos fármacos relatados na literatura são inibidores que 

impedem a ação de uma determinada proteína-alvo. Entretanto, também é importante 

considerar a relação entre a essencialidade do gene e uma função específica exibida pelo seu 

produto. A essencialidade é normalmente considerada necessária, mas não é suficiente para a 

validação de um alvo. Diante do crescente número de evidências de que as proteínas podem 

mostrar múltiplas funções no interior da célula, é importante assegurar que a essencialidade de 

um gene particular (avaliada geneticamente em um conjunto definido de condições) é de fato 

dependente de uma atividade em particular de seu produto proteico que se pretende inibir 

farmacologicamente. Essa etapa de validação é, portanto, necessária para se evitar falhas 

posteriores. Entretanto, essa etapa não tem sido incorporada nos programas de desenvolvimento 

de fármacos atuais. 

As enzimas da via de folato são alvos para alguns antimicrobianos que têm sido 

utilizados contra TB e, portanto, constituem uma via atrativa para o desenvolvimento de 

fármacos. Além disso, algumas das enzimas da via do folato que não são encontradas no 

hospedeiro humano, tais como di-hidroneopterina aldolase (DHNA/FolB), nunca foram 

utilizadas como alvos para agentes antimicrobianos. Estas enzimas oferecem oportunidades 

interessantes para a descoberta de novos agentes anti-TB mecanisticamente distintos dos atuais, 

que poderiam ser úteis contra cepas resistentes (MDR, XDR e TDR). Para validar esse alvo em 

questão combinamos bioquímica, mutagênese sitio-direcionada e experimentos de nocaute 

gênico para fornecer evidências claras de que, de fato, as atividades de aldolase/ epimerase da 

proteína FolB são as responsáveis pela essencialidade do gene folB. Neste trabalho nós 

comprovamos que a atividade de aldolase/epimerase da MtDHNA/MtFolB no contexto da via 
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de biossíntese de folato é de fato responsável pela essencialidade do gene folB, fornecendo uma 

base sólida para esforços que visem o desenvolvimento de inibidores da atividade de 

aldolase/epimerase da MtDHNA/MtFolB como candidatos a novos agentes anti-TB. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

 

Determinar se a essencialidade do gene folB de Mycobacterium tuberculosis é decorrente das 

atividades de aldolase e/ou epimerase de seu produto proteico, a enzima di-hidroneopterina 

aldolase (DHNA/FolB), pertencente à via de biossíntese do folato. 

3.2 Objetivos Específicos  

 

1. Clonar e expressar em Escherichia coli o gene folB em sua forma selvagem e contendo 

mutações pontuais (K99A e Y54F) e purificar as proteínas recombinantes 

correspondentes (WT, K99A e Y54F MtDHNA/FolB); 

 

2. Comparar as atividades de aldolase, epimerase e oxigenase das proteínas recombinantes 

WT, K99A e Y54F MtFolB por meio de ensaios por HPLC (cromatografia liquida de 

alta eficiência); 

 

3. Confirmar a essencialidade do gene folB de M. tuberculosis H37Rv por meio da técnica 

de nocaute gênico; 

 

4. Avaliar se as sequências do gene folB contendo mutações pontuais (K99A e Y54F) são 

capazes de complementar uma cepa de M. tuberculosis H37Rv nocaute para o gene folB. 
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4 RESULTADOS 

 

 

Os Resultados obtidos em cada etapa do trabalho estão organizados em seções: 

 

 4.1 Consiste em um artigo publicado no qual diversos experimentos foram utilizados em 

conjunto para validar a enzima MtDHNA/FolB como alvo para o desenvolvimento de fármacos 

anti-TB. As versões sem tags de MtDHNA/FolB do tipo selvagem, K99A e Y54F foram 

clonadas com êxito, superexpressas e purificadas (Objetivo Específico 1). As atividades de 

aldolase, epimerase e oxigenase das proteínas recombinantes purificadas foram comparadas por 

meio de ensaios de atividade usando HPLC (cromatografia liquida de alta eficiência) (Objetivo 

Específico 2), fornecendo uma base sólida para interpretar os resultados das análises genéticas 

(Objetivos Específicos 3 e 4). Primeiramente, a essencialidade do gene folB de M. tuberculosis 

foi confirmada por meio de nocaute gênico (Objetivo Específico 3) e então as sequências de 

folB contendo as mesmas mutações pontuais cujas atividades foram monitoradas (K99A e 

Y54F) foram utilizadas na complementação de uma cepa de M. tuberculosis H37Rv nocaute 

para o gene folB (Objetivo Específico 4). 

4.2 Descreve e apresenta resultados obtidos durante o intercâmbio no laboratório de pesquisa 

em Tuberculose do Instituto Pasteur  Korea ( IPK).   

5 Apresenta as Considerações Finais. 
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4.1 Manuscrito publicado no periódico Biophysical Research Communications  
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a b s t r a c t

An early step of target validation in antimicrobial drug discovery is to prove that a gene coding for a
putative target is essential for pathogen's viability. However, little attention has been paid to demon-
strate the causal links between gene essentiality and a particular protein function that will be the focus of
a drug discovery effort. This should be considered an important step in target validation since a growing
number of proteins are found to exhibit multiple and unrelated tasks. Here, we show that the Myco-
bacterium tuberculosis (Mtb) folB gene is essential and that this essentiality depends on the dihy-
droneopterin aldolase/epimerase activities of its protein product, the FolB protein from the folate
biosynthesis pathway. The wild-type (WT) MtFolB and point mutants K99A and Y54F were cloned,
expressed, purified and monitored for the aldolase, epimerase and oxygenase activities using HPLC. In
contrast to the WT MtFolB, both mutants have neither aldolase nor epimerase activities in the conditions
assayed. We then performed gene knockout experiments and showed that folB gene is essential for Mtb
survival under the conditions tested. Moreover, only the WT folB sequence could be used as a rescue copy
in gene complementation studies. When the sequences of mutants K99A or Y54F were used for
complementation, no viable colonies were obtained, indicating that aldolase and/or epimerase activities
are crucial for Mtb survival. These results provide a solid basis for further work aiming to develop new
anti-TB agents acting as inhibitors of the aldolase/epimerase activities of MtFolB.

© 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction

Target validation is central to both target-based and phenotype-
based approaches for drug discovery. In the field of antimicrobial
drug discovery, one of the first steps usually performed for target
validation is to evaluate whether the gene coding for a target
candidate is essential for pathogen's survival under a defined set of
conditions [1e4]. The essentiality of such a gene can be assessed
genetically, by knocking out its sequence from the pathogen's
genome, and evaluating the ability of the pathogen to survive in its
�edio 92A, 90619-900, Porto

�edio 92A, 90619-900, Porto

zarro).
es, La Jolla, CA.
absence. By applying this approach for target validation, it is
assumed that if a gene is essential then a drug developed to inhibit
the activity of its protein product could be a promising start point
for the development of a new antimicrobial agent.

A pitfall in the above-mentioned rationale is that a growing
number of proteins were found participating in unrelated pro-
cesses, simultaneously or under different cellular contexts [5]. It is
not necessarily clear which of the activities displayed by a protein
(whose gene was found to be essential) is the one responsible for
gene essentiality. Therefore, in the context of target validation, it is
important to ensure that the essentiality of a gene is dependent on
the particular activity of its gene product we plan to knockdown
chemically.

We decided to explore this idea in the context of tuberculosis
(TB) drug discovery. TB is the leading cause of death from infectious
diseases worldwide, with the emergence of 10.4 million new TB
cases in 2015 [6]. Moreover, to cope with the rise and spread of
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multiple drug resistant (MDR) and extensively drug resistant (XDR)
strains of Mycobacterium tuberculosis (Mtb), the major etiological
agent of TB, drugs with new mechanisms of action (MoA) are
needed.

Enzymes of the folate pathway are targets for some antimicro-
bials that have been used against TB, such as trimethoprim, sul-
fonamides and para-aminosalicylic acid (PAS) [7,8]. The third step
in the folate pathway, conversion of 7,8-dihydroneopterin (DHNP)
to afford glycolaldehyde (GA) and 6-hydroxymethyl-7,8-
dihydropterin (HP), is catalyzed by the dihydroneopterin aldolase
activity (DHNA; EC 4.1.2.25) of FolB protein in Mtb. This protein has
not yet been explored in TB drug discovery and could represent a
new drug target.

The FolB protein, encoded by the folB gene, is conserved among
bacterial species and is absent in mammals [9]. The FolB protein
from Mtb (MtDHNA/MtFolB) is an octamer in the presence of HP,
but assumes a tetrameric state in its apo form [10]. Interestingly,
FolB is the only known enzyme that possesses both epimerase and
aldolase activities and can also use DHMP as substrate in the
aldolase reaction [11,12]. As a dihydroneopterin epimerase (DHNE),
FolB catalyzes the interconversion of DHNP and 7,8-
dihydromonapterin (DHMP). Moreover, the FolB protein from Mtb
(MtDHNA/MtFolB) possess oxygenase activity (Fig. 1) [11].

Structural, biochemical and site-directed mutagenesis studies
have established the central role of four active site residues in
enzyme catalysis in FolB orthologs from Staphylococcus aureus and
Escherichia coli, namely, E22, Y54, E74, and K100 (numbering from
S. aureus) [13,14]. However, the biological role of both FolB epim-
erase and oxygenase activities, if any, are currently unknown.
2. Materials and methods

2.1. Synthesis of WT, K99A and Y54F MtFolB expression constructs

The folB gene (Rv3607c) was amplified by PCR using genomic
DNA from Mtb H37Rv as template. The forward (folB Forw) and
reverse (folB Rev) primers (Table S1) were designed based on the
Rv3607c sequence available on Tuberculist database [15]. The
amplified folB gene (402 pb) was cloned into pCR-Blunt® vector
(Invitrogen). The folB gene was then released from pCR-Blunt by
digestion with NdeI and HindIII and subcloned into the pET23a(þ)
expression vector (Novagen, Madison, USA) digested with the same
restriction enzymes.

Mutations were carried out using the QuickChange XL site-
directed mutagenesis kit from Stratagene, according to
Fig. 1. Reactions catalysed by FolB and structures of its substrates and products. Double h
reactions. DHNP, 7,8-dihydro-D-erythro-neopterin; DHMP, 7,8-dihydro-L-threo-monap
dihydroxanthopterin; FA, formic acid.
manufacturer's instructions. The pET23a(þ)::folB construct
(described above) was used as template for PCR-based mutagen-
esis. To generate the K99A MtFolB mutant, we used the K99A Forw
and K99A Rev primers, whereas primers Y54F Forw and Y54F Rev
were used to generate the Y54F MtFolB mutant (Table S1). All se-
quences were confirmed by automatic DNA sequencing.

2.2. Overexpression and purification of recombinant WT and
mutants of MtFolB

Plasmids carrying the WT or site-directed mutants (K99A or
Y54F) of folB gene were used to transform competent E. coli BL21
(DE3) cells (Novagen) for protein production. Transformants were
selected and grown according to standard procedures
(Supplementary Materials and Methods). The cells were harvested
by centrifugation, at 11,800g for 30 min at 4 �C, resuspended in
buffer A (25 mM Tris-HCl pH 8.0, 50 mM NaCl, 5% glycerol) and
lysed by sonic disruption. WT MtFolB and mutants were purified
using a procedure adapted from Hennig et al. [16] (Supplementary
Materials and Methods). Protein fractions were analyzed by 15%
SDS-PAGE stained with Coomassie Brilliant Blue [17]. Protein con-
centration was determined by the method of Bradford [18] using
the Bio-Rad Protein Assay Kit (Bio-Rad, Hercules, USA) and bovine
serum albumin as standard and stored at �80 �C. The identity of
each recombinant protein was confirmed in LC-MS/MS peptide
mapping experiments (Supplementary Materials and Methods).

2.3. Analysis of pterins by high performance liquid chromatography
(HPLC)

7,8-dihydro-L-threo-monapterin (DHMP) and 6-
hydroxymethyl-7,8-dihydropterin hydrochloride (HP) were pur-
chased from Schircks Laboratories (Jona, Switzerland). 7,8-dihydro-
D-erythro-neopterin (DHNP) and glycolaldehyde (GA) were from
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA), and 7,8-dihydroxanthopterin
(DHXP) from Sphinx Scientific Laboratory (Sycamore, Illinois-
USA). Product formation was monitored by HPLC using an €Akta
HPLC system (GE Healthcare® life Science). The Unicorn 5.31 (Build
743) and ACD lab software were used for data acquisition and
processing.

Pterin compounds were analyzed by HPLC using a protocol
modified from Czekster and Blanchard (2012) [11] (Supplementary
Materials and Methods). The pterins were monitored at 330 nm,
and the peak areas of products were integrated and compared with
standard solutions of DNHP, DHMP, HP and DHXP. Control solutions
arpoons denote reversible reactions, while single-headed arrows denote irreversible
terin; HP, 6-hydroxymethyl-7,8-dihydropterin; GA, glycolaldehyde; DHXP, 7,8-
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without the enzyme were conducted under the same conditions to
check for substrate degradation before and after the incubation
time of each enzymatic reaction (Fig. S1).

2.4. Disruption of folB gene

A schematic representation of the suicide delivery construct is
presented on Supplementary Fig. S2. The procedures to synthesize
molecular constructs are described in the Supplementary Materials
and Methods. The ts-sacB method [19] was used to achieve allelic
replacement at folB locus of Mtb H37Rv strain. Transformation by
electroporation was performed using 2 mg of suicide delivery
construct. Bacteria were plated on Middlebrook 7H10 10% OADC
containing 25 mg/mL kanamycin, and incubated at 32 �C. After 6
weeks, 1% catechol was dropped on colonies to select those con-
taining the plasmid. Three different yellow colonies were picked up
from a plate containing selected colonies and were cultivated in
Middlebrook 7H9 10% OADC 0.05% tween-80 with 25 mg/mL
kanamycin at 32 �C. Individual cultures were plated on Mid-
dlebrook 7H10 10% OADC containing 25 mg/mL kanamycin, 2% su-
crose, and cultivated at 39 �C. After 6 weeks, 1% catechol was
dropped on colonies to select those that might be double crossover
(DCO) strains.

2.5. Generation of complemented strains

All complementation constructs (folB, K99A and Y54F folB mu-
tants) were electroporated into Mtb to obtain the complemented
strains. Transformation of Mtb H37Rv was performed by electro-
poration using 2 mg of each construct. Bacteria were plated on
Middlebrook 7H10, 10% OADC containing 50 mg/mL hygromycin,
and incubated at 37 �C. After 3 weeks, a single colony for each
construction was cultivated in 5 mL Middlebrook 7H9, 10% OADC,
0.05% tween-80 with 50 mg/mL hygromycin at 37 �C, transferred to
50 mL of the same medium, and electrocompetent cells were
prepared. Mtb cells containing the complementation construct
integrated were electroporated with 2 mg of suicide delivery
construct. The subsequent steps to obtain the complemented
strains were the same as described above, with the addition of
50 mg/mL hygromycin on culture medium.

To confirm that selected cells are indeed complementation
strains and not revertants containing the WT copy of folB in its
original genomic location, we performed a PCR experiment using
oligonucleotides annealing to the flanking regions of folB gene as
primers (primers folBKO CKForw and folBKO CKRev, Table S1).
Cycling conditions were as following: 95 �C,50, 30 cycles of 95 �C for
4500, 55 �C for 3000, and 72 �C for 50, followed by a final step of 72 �C
for 10 min.

3. Results

3.1. Overexpression, purification and structural characterization of
recombinant WT and mutants of MtFolB

The WT sequence coding for MtFolB was cloned and two mu-
tants were generated (K99A and Y54F). The three sequences were
Table 1
Molecular masses of intact WT and mutants (K99A and Y54F) of MtFolB.

Protein Theoretical monoisotopic mass (Da) Experimenta

MtFolB WT 14,412.5215 14,412.5288
MtFolB K99A 14,355.4636 14,355.4301
MtFolB Y54F 14,396.5265 14,396.5332
overexpressed in E. coli BL21 (DE3) cells without any tag or extra
coding sequence added, and the recombinant proteins were ob-
tained in homogeneous form (Supplementary Fig. S3). The identi-
ties of recombinant proteins were confirmed in LC-MS/MS peptide
mapping experiments. MS/MS spectra from the three proteins were
compared with the Mtb proteome containing the WT MtFolB and
both mutants. For the WT sequence, we identified 16 peptides (396
spectra) covering 94.7% of the primary sequence. For K99A mutant,
we identified 21 peptides (659 spectra) covering 78.8% of the pri-
mary sequence, while we found 12 peptides (2738 spectra)
covering 85.6% of Y54F primary sequence. We found peptides
containing the expected mutation for both mutants. We next per-
formed intact protein analysis to determine the molecular mass of
each protein with isotopic resolution. Spectra of WT and both
mutants were recorded using an Orbitrap analyzer and the peaks
detected were deconvoluted (Supplementary Fig. S4). The experi-
mental masses matched (with subppm accuracy for two of them)
the monoisotopic masses expected for the recombinant proteins
with the N-terminal methionine removed (Table 1).
3.2. K99A and Y54F mutants of MtFolB are defective in both
aldolase and epimerase activities

The activities of WT, K99A and Y54F MtFolB recombinant pro-
teins were monitored and compared using an HPLC assay (see
Materials and Methods). The activities of aldolase (aldol conden-
sation and retroaldol cleavage of the C-C bond between C10 and
C20), epimerase (interconversion of DHMP and DHNP), and oxy-
genase activities were monitored by comparing the retention times
(Rt) of reaction products with those of HPLC standards (Fig. S5).

As expected, we detected the activities of aldolase (in the ret-
roaldol cleavage direction), epimerase and oxygenase in the WT
MtFolB using either DHNP or DHMP as substrates (Fig. 2A and B).
The aldol condensation activity of WT MtFolB could be readily
detected using HP and GA as substrates, affording both DHNP and
DHMP as reaction products (Fig. 2C). In contrast, the activities of
both Y54F and K99AMtFolB mutants were markedly different from
those of the WT enzyme. The Y54F mutant was converted into an
oxygenase enzyme, as already found for the correspondent single-
point mutants of FolB orthologs from Escherichia coli and Staphy-
lococcus aureus [14]. Neither epimerase nor aldolase activities (in
both directions) were detected for this mutant (Fig. 2DeF). More-
over, we have not detected any enzymatic activity of any type for
the K99A mutant using either DHNP or DHMP as substrates, even
after an incubation of 4 h s (Fig. 2G and H), in agreement with
previous studies that reported a substantial decrease in aldolase
activity for the correspondent single-point mutants of E. coli and
S. aureus [13,16]. However, using HP and GA as substrates, this
mutant in Mtb still retains its oxygenase activity (Fig. 3I).
3.3. The folB gene is essential for Mtb growth

As suggested by high-density mutagenesis studies [20,21], the
folB gene is essential for Mtb growth in vitro. A suicide delivery
construct based on the ts-sacB vector pPR27xylE [22] containing the
genomic regions flanking folB and a kanamycin resistance marker
l monoisotopic mass (Da) Dtheor e exp (Da) Accuracy (ppm)

0.0073 0.5
0.0335 2.3
0.0067 0.5



Fig. 2. Enzymatic activities of WT, Y54F and K99A MtFolB proteins monitored by HPLC assays. After incubating reaction mixtures at 25 �C for 5 min, reactions were initiated by the
addition of 5 mM of WT (A, B, C), Y54F (D, E, F) or K99A (G, H, I)MtFolB protein. Reactions were allowed to proceed for the time intervals shown and were stopped by the addition of
1 N HCl, followed by neutralization with 1 N NaOH after 1 min. Aliquots of 150 mL were centrifuged (17,900xg for 3 min) and the supernatants were injected into a reversed phase C-
18 column and pterins monitored at 330 nm. At each reaction mixture, 200 mM of DHNP (A, D, G), 200 mM of DHMP (B, E, H), or 200 mM of HP and 50 mM of GA (C, F, I) were added as
substrates. Peaks: a, DHNP; b, DHMP; c, HP; d, DHXP.
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(Fig. S2) was synthesized and used to remove the folB sequence
from the genome by an allelic exchange process. Three recombi-
nant colonies (colored yellow after catechol addition) were
selected. However, we were unable to select from these colonies
double crossover events (DCOs) (white colonies in the presence of
catechol, resistant to kanamycin and sucrose), indicating that the
folB gene is essential for Mtb growth under the conditions tested. To
confirm the essentiality of folB, we performed complementation
experiments using the WT MtFolB. We repeated the knockout
procedure in Mtb cells already transformed with complementation
constructs containing the WT MtFolB. A copy of the WT folB
sequence was sufficient to rescue the lethality phenotype
(Fig. 3AeC). This result confirms that folB is essential for Mtb
growth under the conditions tested.



Fig. 3. The folB gene is essential for Mtb growth and its essentiality depends on the aldolase and/or epimerase activity of MtFolB. A. Expected amplicon from wild-type folB locus
using gene-specific forward (F) and reverse (R) primers. Primer F: folBKO CKForw. Primer R: folBKO CKRev (see Table 1 for the sequences). B. Expected amplicon using the same
gene-specific primers after allelic exchange with suicide delivery construct. C. Agarose gel electrophoresis of PCR products of double crossover (DCO) candidates that were
transformed with pNIP40::WTMtfolB. M e 1 kb plus DNA ladder (Invitrogen); Lane 1 e Mtb H37Rv genomic DNA (control); Lanes 2e6 e Strains complemented with WT MtfolB
sequence. D. Agarose gel electrophoresis of PCR products of DCO candidates that were transformed with pNIP40::Y54FMtfolB or pNIP40::K99AMtfolB. M e 1 kb plus DNA ladder
(Invitrogen); Lane 1 e Mtb H37Rv genomic DNA (control); Lanes 2e8 e Strains complemented with Y54F MtfolB sequence; Lanes 9 e Strain complemented with K99A MtfolB
sequence.
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3.4. The essentiality of folB gene depends on the aldolase and/or
epimerase activity of MtFolB protein

In parallel to the complementation experiments using the folB
sequence coding for the WT MtFolB, we attempted to complement
Mtbwith folB sequences coding for Y54F or K99Amutants.Wewere
not able to rescue the lethality phenotype with neither of these
mutant sequences. After applying the selection procedures, we
found 7 white colonies (after catechol addition) using the sequence
coding for the Y54F mutant as a rescue copy and only one white
colony using the sequence coding for K99A mutant for the same
purpose. However, all colonies possessed the WT folB locus
(Fig. 3D), strongly suggesting that Mtb requires in vivo the aldolase
and/or epimerase activities of MtFolB to survive under the condi-
tions tested.

4. Discussion

It is proposed that FolB has a general acid-base catalysis
mechanism in which a proton-conducting wire is responsible for
the deprotonation of the 2’-hydroxyl of DHNP or DHMP and pro-
tonation of N5 from the pterin ring, resulting in the formation of an
enol intermediate and GA. An active site lysine (K99 in Mtb) is a key
component of this proton wire, abstracting a proton from the 2’-
hydroxyl group and coordinating a water molecule that protonates
N5, which results in the cleavage of the C10-C20 bond [12]. The fate
of the reaction intermediate determines the products synthesized,
indicating that all reactions catalyzed by FolB are mechanistically
connected. The non-stereoselective reformation of the C10-C20

bond between the intermediate and GA would result in the for-
mation of DHNP and DHMP, accounting for the epimerase activity
of FolB. A second protonwire, requiring an active site tyrosine from
the other subunit (Y540 in Mtb) as a proton donor, results in the
formation of HP (aldolase activity in the retroaldol cleavage direc-
tion). The WT MtFolB was also found to be an oxygenase enzyme.
According to the mechanism proposed, a carbanion resulting from
the deprotonation of N5 from the enol intermediate would react
with dioxygen to afford DHXP and formic acid in an irreversible
reaction [11]. Moreover, the functional roles of active site lysine and
tyrosine were directly confirmed in site-directed mutagenesis
studies in both E. coli and S. aureus [13,14].

To provide compelling evidences that the activities of aldolase/
epimerase of FolB are responsible for the essentiality observed
in vivo for the folB gene (also directly confirmed in this study), we
selected residues to perform point mutations and test the ability of
these mutants to complement Mtb knockouts for folB. Based on the
current knowledge about the catalytic mechanisms of FolB we
converted lysine 99 into alanine (K99A) and tyrosine 54 into
phenylalanine (Y54F), as already performed for MtFolB orthologs
from E. coli and S. aureus [13,14]. We confirmed the effect of these
site-directed mutations on MtFolB activity by cloning, expressing
and purifying theWTandmutant forms (K99A and Y54F) ofMtFolB.
Homogeneous preparations of recombinant proteins were obtained
without any tag or extra sequences added (Figs. S3 and S4) and the
activities of WT and mutant proteins were monitored using fluo-
rimetry and HPLC assays. Both mutants were found to be devoid of
both aldolase and epimerase activities (Fig. 2DeI). The absence of
lysine 99 would hamper both the deprotonation of 2’-hydroxyl and
protonation of N5, preventing the formation of the enol interme-
diate, GA and, consequently, the epimerase, aldolase and oxygenase
activities, as observed (Fig. 2G and H). As expected from the current
catalytic mechanism proposed for FolB, Y54F MtFolB mutant was
found to be devoid of aldolase activity, using either DHNP or DHMP
as substrates (Fig. 2D and E). Moreover, this mutant is also devoid of
epimerase activity (Fig. 2D and E). Although not part of the first
proton-conducting wire required for the formation of the enol in-
termediate and GA, tyrosine 54 was found to establish hydrogen
bonds with 2’-hydroxyl in DHNP and 3’-hydroxyl in DHMP (and
with GA after C10-C20 cleavage) in SaFolB [12]. These interactions
could be pivotal to the proper orientation of GA in the active site
required for the reformation of the C10-C20 bond, reforming DHNP
and producing DHMP (DHNP was used as substrate) or reforming
DHMP and producing DHNP (DHMPwas used as substrate). Indeed,
a correspondent point mutation in EcFolB and SaFolB converted
FolB into an oxygenase enzyme in both cases [14]. Interestingly,
Y54FMtFolb maintained its oxygenase activity when supplied with
DHNP or DHMP (Fig. 2D and E), which is expected since the enol
intermediate is predicted to be formed in this mutant.

Having established biochemically that mutants Y54F and K99A
MtFolB are devoid of aldolase or epimerase activities, we performed
gene knockout experiments to studywhether the essentiality of the
gene folB depended on the in vivo activities of aldolase and/or
epimerase of its protein product, the FolB enzyme. Using gene
knockouts, we directly evaluated the essentiality of folB gene
already reported in high-density mutagenesis studies [20,21]. We
were unable to delete the original folB locus without supplying cells
with a rescue copy of folB, indicating that this gene is essential
under the conditions tested (Fig. 3AeC). Next, we tested for the
ability of mutant copies of folB genes (coding for Y54F or K99A
MtFolB mutants) to rescue Mtb cells containing the original folB
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locus deleted. In contrast to what was obtained using the WT copy
of folB as a rescue sequence, we could not obtain Mtb cells with the
original folB knocked out (Fig. 3D). This result strongly suggests that
the aldolase and/or epimerase activity(ies) displayed by MtFolB
in vivo are responsible for the essentiality of folB gene, providing a
solid basis for future endeavors aiming to develop MtFolB aldolase/
epimerase inhibitors as potential anti-TB agents.

Reducing the high attrition rates in drug discovery is an
important issue of contemporary pharmaceutical industry [23e25].
Drug failures in the clinic have been considered in part the result of
sloppy early target validation [26]. However, the task of putting in
firm grounds the causal links between protein function and gene
essentiality have not been addressed in most target validation
initiatives. Here, using gene knockout experiments, we confirm
that the folB gene is essential for Mtb growth under the conditions
tested and, more importantly, we provide evidences that the
aldolase and/or epimerase activities of MtFolB are responsible for
the essentiality of folB gene. Therefore, further efforts to develop
anti-TB agents based on inhibitors of aldolase/epimerase activity of
MtFolB will be well-grounded.
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Supplementary Material 

 
Materials and Methods  
 

Overexpression and purification of recombinant WT and mutants of MtFolB.  

Plasmids carrying the WT or site-directed mutants (K99A or Y54F) of folB gene were used 

to transform competent E. coli BL21 (DE3) cells (Novagen) for protein production. 

Transformants were selected on LB agar plates supplemented with 100 µg mL-1 ampicillin. 

Single colonies were grown overnight at 37 °C in LB medium (50 mL) supplemented with 

ampicillin 50 µg mL-1. Part of the culture (8.5 mL) was inoculated into 500 mL of LB medium 

supplemented with 50 µg mL-1 ampicillin and grown at 37 °C in shaker at 180 rpm until 

reaching an optical density (OD600nm) of 0.4-0.6. The cells were then harvested by 

centrifugation, at 11,800 g for 30 min at 4 °C, resuspended in buffer A (25 mM Tris-HCl pH 

8.0, 50 mM NaCl, 5% glycerol) and lysed by sonic disruption. As a negative control, an 

identical procedure was employed for BL12 (DE3) E. coli cells transformed with the empty 

vector pET23a(+). In all experiments, protein production was confirmed by 15% SDS-PAGE 

and Coomassie Brilliant Blue staining. WT MtFolB and mutants were purified using a 

procedure adapted from Hennig et al [1]. High performance liquid chromatography (HPLC) 

was performed using an ÄKTA System (GE Healthcare® Life Sciences, Pittsburgh, USA) at 

4 °C. Approximately 2 g of cell paste was resuspended in 10 mL of buffer A (25 mM Tris-

HCl pH 8.0, 50 mM NaCl, 5% glycerol) containing a protease inhibitor cocktail tablet 

(Complete EDTA-free, Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) and gently stirred for 30 min 

in the presence of  0.2 mg mL-1 lysozyme (Sigma Aldrich, Saint Louis, USA) and 

subsequently cells were disrupted by sonication (ten pulses of 10 s, with cooling intervals of 

1 min, at 60% amplitude) and the lysate was centrifuged at 38,900 g for 30 min at 4 °C. The 

supernatant was treated with 1% (w/v) streptomycin sulphate (final concentration) for 30 

min to precipitate nucleic acids and ribonuclear proteins under slow agitation and 

centrifuged at 38,900 g for 30 min at 4 °C. After centrifugation, the supernatant was 

dialyzed against buffer A, and loaded onto a DEAE Sepharose CL6B anionic exchange 



column (GE Healthcare® Life Sciences, Pittsburgh, USA) equilibrated with buffer A. The 

column was washed with 3 column volumes (CV) and adsorbed protein were eluted by a 

linear gradient (0-1 M NaCl) with 14.3 CV in buffer B (25 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 M NaCl, 

5% glycerol) at 1 mL min−1 flow rate. The fractions eluted from anionic exchange column 

were incubated with ammonium sulphate to a final concentration of 1 M and loaded on a 

Butyl Sepharose High Performance HiLoad16/10(GE Healthcare) equilibrated with buffer C 

(25 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 M ammonium sulphate, 5 % glycerol). The column was washed 

with 7 CV of buffer C and the adsorbed proteins were eluted by a linear gradient (1 to 0 M 

ammonium sulphate) with 20 CV in buffer C at 1 mL min−1 flow rate. The fractions 

containing the enzyme were pooled and concentrated using a 50-mL stirred ultrafiltration 

cell (Millipore, Billerica, USA) with a 3 kDa cutoff filter, and loaded on a HiLoad Superdex 

200 26/60 size exclusion column (GE Healthcare® Life Sciences, Pittsburgh, USA), 

previously equilibrated with buffer A. Proteins were isocratically eluted with 1 CV of buffer A 

at 0.3 mL min−1 flow rate. All protein fractions were analyzed by 15% SDS-PAGE stained 

with Coomassie Brilliant Blue [2]. Protein concentration was determined by the method of 

Bradford [3] using the Bio-Rad Protein Assay Kit (Bio-Rad, Hercules, USA) and bovine 

serum albumin as standard and stored at -80 °C. 

 

MtFolB identification by LC-MS/MS peptide mapping experiments 

Identification of WT and site-directed mutants (K99A and Y54F) of MtFolB was accomplished by 

LC-MS/MS peptide mapping. In-solution trypsin digestion for each homogeneous protein was 

performed after protein purification, and followed a protocol adapted from Klammer and MacCoss 

[4]. Briefly, one nmol of protein in 100 mM Tris, pH 8.5, 8 M urea, and 5 mM dithiothreitol was 

incubated at 37 °C for 20 min for reduction of disulphide bonds, and then cysteines were alkylated 

in 25 mM iodoacetamide for 20 min at room temperature in the dark. Urea was diluted to 2 M with 

100 mM Tris, and trypsin was added in a ratio of 1:100 enzyme/protein along with 2 mM CaCl2. 

Reaction occurred by overnight incubation at 37 °C. Formic acid was added to finish the reaction 

(5% v/v final concentration). Peptides were separated by reversed-phase chromatography on an 

in-house 20 cm packed column (inner dia meter 75 μm, 3 μm ODS-AQ C18 Yamamura Chemical 



Lab, USA), using an Eksigent nanoLC Ultra 1D plus with AS-2 autosampler (currently part of AB 

Sciex, Dublin, USA), coupled to a LTQ-XL Orbitrap Discovery (Thermo Fischer Scientific, USA). 

Mobile phases were water/acetonitrile/formic acid (90:10:0.1, v/v/v) as buffer A, and 

water/acetonitrile/formic acid (10:90:0.1, v/v/v) as buffer B. Gradient elution was 120 min long at 

300 nL/min as follows: 0-5% B  in 5 min; 5-25% B in 60 min; 25-50% B in 20 min; 50-80% B in 15 

min; 80% B for 5 min; 80-5% B in 1 min; 5% B for 14 min. Mass spectra were acquired in a data-

dependent manner, with an automatic switch between a full MS scan analysis (mass accuracy < 

1ppm and 30,000 resolution at 400 m/z) and 8 intensity dependent MS/MS scans of the 8 most 

abundant ions. Dynamic exclusion was applied as 1 repeat count, 30 s repeat duration, 100 

exclusion list size, and 30 s exclusion duration. Electrospray voltage was set to 2.3 kV, capillary 

temperature to 275°C and voltage to 35 V, and tube lens voltage was set to 110 V. Tandem mass 

spectra were searched for peptide spectra matches with software Thermo Proteome Discoverer 

1.3 and SEQUEST algorithm (Thermo Fisher Scientific Inc.). Database consisted in a non-

redundant E. coli reference proteome (ID UP000002032, www.uniprot.org) with the  MtFolB 

sequence (ID P9WNC5, www.uniprot.org) and both K99A and Y54F mutants. The search 

parameters sets were: two missed trypsin cleavage sites, precursor tolerance of 10 ppm, fragment 

tolerance of 0.8 Da, static carbamidomethylation on cysteines, and dynamic oxidation on 

methionine residues. Analyses were restricted to matches with an Xcorr score > 2.0 for doubly 

charged ions and Xcorr score > 2.5 for triply charged ions, and decoy database was used. 

 

Intact mass determination by MS 

After purification, the molecular mass of intact forms from homogeneous WT, K99A and 

Y54F MtFolB proteins was determined by MS. Each desalted and lyophilized protein was 

reconstituted in acetonitrile 50 %/formic acid 1% (v/v), and directly injected to the IonMax 

electrospray ion source (Thermo Electron Corporation). Electrospray parameters were set 

as follows: positive mode; 4.5 kV at source; 5 arbitrary units (0-100 range) of sheath gas, 

and 6 of auxiliary gas flows; 250 °C and 48 V at the capillary ion transfer tube, and 170 V at 

the tube lens. Full spectra (650 – 2000 m/z range) were acquired in profile mode at a 

nominal resolution of 30,000 at m/z 400 using FT automatic gain control target value of 



1,000,000 charges. Spectra average of 95 scans with 3 µscans for MtFolB, 250 scans for 

K99A and 580 scans for Y54F mutants, were processed with Xtract for charge state 

deconvolution and isotopic molecular mass determination. 

 

Analysis of pterins by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

Pterin compounds were analyzed by HPLC using a protocol modified from Czekster and Blanchard 

(2012) [5]. Each reaction was performed using 5 μM of WT or mutant MtFolB (K99A or Y54F). 

Using 200 μM of DHNP or DHMP as substrates, the retroaldol cleavage of the C–C bond between 

C1’ and C2’ was monitored through HP formation, while epimerization was monitored by the 

formation of the corresponding epimer (DHMP or DHNP, respectively). The aldol condensation 

activity of each enzyme was monitored by measuring the formation of DHNP or DHMP using 200 

μM of HP and 50 mM GA as substrates. In all reactions, oxygenation activity was monitored by 

DHXP formation.  

 Reactions were carried out in 25 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 5% glycerol, pH 8.0 under 

anaerobic conditions (Argon atmosphere) at 25 °C and protected from light to avoid oxidation. 

Except for the enzyme, all reaction components were added at 4°C. To assure thermal equilibrium, 

reaction mixtures were incubated at 25 °C for 5 minutes before adding enzyme. After enzyme 

addition (MtFolB, MtK99A or MtY54F), the reactions were allowed to proceed for different time 

intervals at the same temperature. Each reaction was stopped by adding 1 N HCl and neutralized 

with 1 N NaOH after 1 min. Aliquots of each reaction mixture (150 μL) were centrifuged for 17,900 

x g for 3 min at room temperature and the supernatants were injected into a reversed phase C-18 

column (EC 250 x 4.6 mm NUCLEODUR 100-5 C18ec particle size 5.0 µm, Macherey-Nagel). 

Samples were eluted isocratically with water containing 1% methanol and 0.1% acetic acid pH 3.3, 

at a flow rate of the 1 mL min−1.  

Synthesis of the suicide delivery construct. A schematic representation of the suicide 

delivery construct is presented on Fig. S2. The genomic regions flanking folB gene were 

amplified by polymerase chain reaction (PCR) from Mtb H37Rv genomic DNA. The 

oligonucleotide sequences employed to obtain fragments of 1000 bp in length from both the 

upstream and downstream regions are presented in Table S1. The upstream fragment was 



digested with EcoRI and SacI and subcloned into pUC19. Next, the downstream fragment 

was digested with HindIII and SacI and subcloned into the construct containing the 

upstream fragment cloned. Finally, a 1.2 kb kanamycin resistance cassette extracted from 

the pUC4K vector with HincII was cloned in between upstream and downstream fragments 

using the SacI restriction site. The whole insert was then transferred into the pPR27xylE 

vector digested with SpeI [6].  

Synthesis of complementation constructs. To obtain a complemented strain for the folB 

gene, its coding sequence (402 bp) was amplified by PCR from Mtb H37Rv genomic DNA 

using folB Forw and folB Rev2 oligonucleotides as primers (see Table 1). The amplicon 

was digested with NdeI and HindIII and subcloned into pMVHG1 vector, downstream to the 

heat shock promoter Phsp60 [7]. A fragment containing Phsp60 and folB coding region was 

excised from pMVHG1 using XbaI, purified by gel extraction (QIAquick kit - Qiagen), and 

inserted into XbaI-linearized pNIP40/b, a mycobacteriophage Ms6-derived integrative 

vector [8]. 

 Complementation constructs containing sequences coding for K99A and Y54F 

mutants were synthesized in order to test for their ability to complement a knockout strain 

for folB. The above-mentioned pMVHG1::folB was used as a template for PCR-based 

mutagenesis using the QuickChange XL site-directed mutagenesis kit (Stratagene). 

Oligonucleotides K99A Forw and Rev, and Y54F Forw and Rev (see Table S1) were used 

to introduce the correspondent mutations. The subsequent steps were performed as 

described above for the WT sequence. All complementation constructs were verified by 

restriction analysis and DNA sequencing. 
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Supplementary Figures 

  
 

Figure S1 

 

 

 

 

 

Fig. S1 HPLC chromatography of DHNP, DHMP and HP without the addition of MtFolB. Reaction mixtures 

were prepared as described in the main text except for the absence of MtFolB. Samples were loaded onto a 

reversed phase C-18 column at t0 (a – in black) or after 6 h of incubation (b -  in red). Chromatograms for 

DHNP (A), DHMP (B) and HP (C). 

Figure S2 

 

Fig. S2 Schematic representation of suicide delivery construct used to knockout folB gene from M. 

tuberculosis. Upstream and downstream regions (each of 1000 bp in length) flanking folB gene and a 

kanamycin resistance cassette (1252 bp in length) were subcloned into pUC19 vector. The recombinant 

construct was digested with SpeI and the liberated insert was cloned into the pPR27xylE vector cut with the 

same enzyme. 

 



Figure S3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S3 15% SDS-PAGE electrophoresis of protein samples from fractions collected after last purification 

step of WT, Y54F and K99A MtFolB. The three recombinant proteins were subjected to size exclusion 

chromatography using a HiLoad Superdex 200 column as the final purification step. M: Thermo Scientific 

Unstained Protein Molecular Weight Marker. B: Thermo Scientific BenchMark Protein Ladder. A. Lanes 1-

21: WT MtFolB. Fractions corresponding to lanes 9-15 were selected, pooled and used in experiments 

described in the main text. B. Lanes 1-23: K99A MtFolB. Fractions corresponding to lanes 11-17 were 

selected. C. Lanes 1-18:  Y54F MtFolB. Fractions corresponding to lanes 8-14 were selected. Labels in 

molecular markers represent the molecular weight of standards in kDa. 



Figure S4 

 

Fig. S4 Determination of WT, Y54F and K99A MtFolB monoisotopic molecular masses by mass spectrometry 

analysis. (A) ESI-FTMS spectra of WT MtFolB spanning from charge state 13+ to 21+. (B) Isotopic envelope 

of charge state 16+ from WT MtFolB. (C) Deconvoluted spectra of WT MtFolB resulted in a peak 

corresponding to a monoisotopic molecular mass of 14,412.5288 Da. This value matches the theoretical 

monoisotopic mass of WT MtFolB (14,412.5215 Da) with 0.5 parts-per-million mass accuracy (ppm). (D) ESI-

FTMS spectra of K99A MtFolB (charge states from 8+ to 18+). (E) K99A MtFolB, isotopic envelope of charge 

state 15+. (F) Deconvoluted spectra of K99A MtFolB resulting in a peak of molecular mass 14,355.4301 Da, 

an accuracy of 2.3 ppm (theoretical monoisotopic mass: 14,355.4636 Da). (G) ESI-FTMS spectra of Y54F 

MtFolB, from charge state 10+ to 18+. (H) Y54F MtFolB, isotopic envelope of charge state 15+. (I) 

Deconvoluted spectra of Y54F MtFolB resulting in a peak of molecular mass 14,396.5332 Da, an accuracy of 

0.5 ppm (theoretical monoisotopic mass: 14,396.5265 Da). 



Figure S5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S5 HPLC chromatogram of reference standards: DHNA (black), DHMP (green), HP (blue) and DHXP (red) 

with corresponding retention times in minutes. 

  



Supplementary Tables 
 

 

Table S1 – Oligonucleotides used in this study.  

Name Sequence Bold Underlined 

folB Forw 5’-GAACATATGGCTGACCGAATCGAA-3’                              NdeI  

folB Rev 5’-GCAAGCTTCATACCGCGCCGCCC-3’ HindIII  

folB Rev2 5’-TTTTAAGCTTTCTAGACTATACCGCGCCGCCC-3’ HindIII XbaI 

K99A Forw 5’-CGTTGAGGTGGCGGTACACGCGCCGCAGGCGCC 
CATTCC-3’ 

Alanine codon 1  

K99A Rev 5’-GGAATGGGCGCCTGCGGCGCGTGTACCGCCACC 
TCAACG-3’ 

Alanine codon 1  

Y54F Forw 5’-CCGACACCTATGACTTTGTGCGGCTGGCTTCGC-3’ Phenylalanine 
codon 2 

 

Y54F Rev 5’-GCGAAGCCAGCCGCACAAAGTCATAGGTGTCGG-
3’ 

Phenylalanine 
codon 2 

 

folBKO UpForw 5’-TTTTAAGCTTACTAGTGTGCCAGTGGTGTCCTCG-3’ HindIII SpeI 

folBKO UpRev 5’-GGGGGAGCTCGGCCGCGGTTGGGTAGTC-3’ SacI  

folBKO DownForw 5’-GGGGGAGCTCTAGACCCCGTGCCGACCAT-3’ SacI  

folBKO DownRev 5’-TTTTGAATTCACTAGTGGCTCGGTCACCACTACG-3’ EcoRI SpeI 

folBKO CKForw 5’-ACCAGTCAGATCGCCGATG-3’   

folBKO CKRev 5’-CGGATCCTGCGGAGACTT-3’   

1 Mutation converting Lysine codon to Alanine codon (K99A); 2 Mutation converting tyrosine 
codon to phenylalanine codon (Y54F). 
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4.2 Desenvolvimento e aplicação de métodos necessários para um ensaio fenotípico 

utilizando fluorescência confocal automatizada para validação da enzima di-

hidroneopterina aldolase como potencial alvo terapêutico 

 

Este trabalho foi desenvolvido durante o estágio no Instituto Pasteur Korea (IPK) no 

laboratório de pesquisa em tuberculose. O estágio no IPK teve como objetivo principal estender 

nossos esforços atuais para validação DHNA/FolB através da realização de estudos de biologia 

celular utilizando diferentes cepas de Mtb contendo tipo selvagem e versões mutantes de FolB 

fusionada com a proteína fluorescente verde (GFP). O ensaio fenotípico desenvolvido no IPK 

faz uso da microscopia confocal integrada com sistemas automatizados de manuseio de placas 

e aquisição de imagens, todos localizados dentro de laboratório NB3. Esses ensaios serão 

utilizados para avaliar a potência de compostos na inibição da replicação in vitro de 

micobactérias dentro dos macrófagos. Sondas moleculares fluorescentes e microscopia 

confocal também serão utilizadas para monitorar e comparar a produção de espécies reativas 

de oxigênio (ROS) entre as cepas do tipo selvagem e folB nocaute complementadas com a 

sequência DHNA/FolB C-terminal deletada (folBΔC-GFP), que supostamente ancora esta 

enzima dentro de compartimentos de nanocargas. Um plasmídeo integrativo (pNIP48-eGFP) 

que contém uma proteína GFP aprimorada (eGFP) que vai ser utilizada na modificação da cepa 

Mtb parental. Transformantes GFP positivos serão selecionados em higromicina e cultivados 

em meio Middlebrook 7H9. Suspensões bacterianas serão utilizadas para infectar macrófagos 

murinos RAW 264.7, a uma multiplicidade de infecção (MOI) de 2. O estresse oxidativo 

induzido por micobactérias dentro dos macrófagos será monitorado pela produção de espécies 

reativas de oxigênio ou nitrogênio (ROS, RNS), utilizando sondas moleculares fluorescentes 

comercialmente disponíveis. 

4.2.1 Proteína FolB e a resposta ao estresse oxidativo  

 

 Embora mamíferos não possuam uma via de biossíntese do folato, DHNP é encontrada 

em altas concentrações nas células de mamíferos durante a inflamação (63). O DHNP 

intracelular protege as proteínas dos macrófagos contra espécies reativas de oxigênio durante a 

inflamação e serve como um antioxidante inibindo a oxidação da lipoproteína de baixa 

densidade, a formação de radicais peroxil e geração de superóxido (64). Foi proposto que 
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MtDHNA/FolB poderia controlar o nível intracelular do substrato DHNP e, por conseguinte, 

ter um papel na proteção dos bacilos contra espécies reativas de oxigênio dentro de células de 

macrófagos (49). 

Recentemente, verificou-se que MtDHNA/FolB é uma proteína de carga em um notável 

nano-compartimento de proteínas (65). Estas proteínas nano-compartimentalizadas são um 

conjunto de proteínas com alto peso molecular chamadas de encapsulinas que foram 

caracterizados estruturalmente em Thermotoga maritima (66). Sessenta monômeros de T. 

maritima encapsulina montaram uma superestrutura esférica com simetria icosaédrica e um 

diâmetro de 230-240 Å (66) (Figura 13). Curiosamente, estes nano-compartimentos contêm 

proteínas ferritina-like e peroxidases, ambas envolvidas na resposta do estresse oxidativo. 

 

Figura 13- Nanocompartimento Thermotoga maritima 

Legenda: a. Vista Externa  b. Vista Interna.   

Fonte: Adaptado de Sutter et al., 2008 (66). 

 

Diferentes proteínas de carga compartilham uma extensão C-terminal alifático 

necessário para a interação com as encapsulinas. Em M. tuberculosis, três proteínas foram 

encontradas para se comportar como proteínas de carga em nano-compartimentos de 

micobactérias: Mt-DYP (Rv0799c), uma peroxidase heme dependente cujo ortólogo de E. coli 

tem atividade de deferrochelatase, Mt-BfrB (Rv3841), uma proteína ferritina que armazena 

ferro, e DHNA/FolB (65). Estes dados sugerem que DHNA/FolB poderia ter um papel 

importante na resposta ao estresse oxidativo ainda não explorado.  

4.2.2 Construções de cepas de expressão-GFP 

 

Um plasmídeo integrativo (pNIP48-eGFP) contém uma proteína GFP aprimorada 

(eGFP) de Aequoria victoria, e um marcador de resistência à higromicina (HygR), ambos sob o 

controle do promotor PblaF de Mycobacterium fortuitum, nos quais serão utilizados para 
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modificar a cepa parental (Figura 14). A região total de PblaF-HygR-EGFP será inserida no 

genoma da cepa parental através de recombinação nos sítios attP específicos, induzidos pelo 

micobacteriófago MS6 integrado (67). Transformantes GFP-positivos serão selecionados com 

higromicina e cultivados em meio Middlebrook 7H9 suplementado com 50 ug/ml de 

higromicina. 

 

Figura 14- Mapa do plasmídeo pNIP48 que será utilizado para modificar a cepa parental 

 

 

 

4.2.3 Construção da cepa de M. tuberculosis H37Rv nocaute para o gene folB complementado 

com uma cópia extra do gene folB sem a extensão C- terminal 

 

O gene folB sem a extensão C-terminal (375 pb) de M. tuberculosis foi amplificado por 

PCR utilizando o vetor recombinante pMVHG1::folB com Phsp60DNA e os seguintes 

primers:(5' ttttTCTAGAggtgaccacaacgacgc 3'), e (5'ttttaagcttTCTAGAccgtgagcgtcggatcac3’). 

Os primers forward e reverse contém os sítios de restrição para XbaI, HindIII e XbaI, 

respectivamente. O gene amplificado foi aplicado em gel de agarose 1 % e visualizado com o 

auxílio do corante Dyne Loading STAR® (Dyne Bio) capaz de intercalar no DNA e fluorescer 
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sob exposição à luz ultra-violeta. Após confirmação da amplificação do gene, a banda do 

amplicon foi removida do gel com o auxílio de um bisturi estéril e, em seguida, submetida a 

uma purificação pelo kit comercial DNA Quick Gel Extraction (Invitrogen). O DNA da amostra 

purificada foi quantificado com o auxílio do NanoVue Plus spectrophotometer (GE 

Lifesciences). O produto de PCR purificado e clivado com XbaI foi inserido no vetor pNIP40 

(previamente linearizado com XbaI e desfosforilado com CIP -Alkaline Phosphatase, Calf 

Intestinal) por meio da enzima T4 ligase e incubada a 16 °C por 16 horas. O plasmídeo 

recombinante foi transformado em células quimiocompetentes de E. coli (Top10 e DH5α) a 

42ºC por 30 segundos e em seguida colocados em meio LB por 1 hora a 37ºC. Depois disso as 

células foram semeadas em meio Luria - Bertani (LB) sólido com o antibióticode resistência do 

vetor (Higromicina 200 μg/ml) e incubadas a 37 °C por aproximadamente 16 horas. Algumas 

colônias contendo o plasmídeo recombinante foram selecionadas para serem inoculadas em 

tubos de ensaio com 5 mL de LB líquido cada, contendo o antibiótico Higromicina 200 μg/ml. 

Os tubos foram mantidos em shaker sob uma agitação de 200 RPM a 37 °C por 

aproximadamente 16 horas. As células foram coletas do meio por centrifugação a 13.000 RPM, 

e o DNA plasmidial foi extraído com auxílio do kit de extração plasmidial QIAprep Spin 

Miniprep (QIAgen) (68). Após a confirmação dos fragmentos clonados por clivagem com XbaI. 

As colônias contendo os plasmídeos recombinantes pNIP40::folBΔC foram  novamente 

coletadas e inoculadas em 5 mL de LB líquido (pré-inóculo) contendo o antibiótico 

Higromicina (200 µg/mL) e depois incubadas em estufa a 37 °C por aproximadamente 16 horas. 

Os pré-inoculos ficaram sob agitação em shaker a 200 RPM a uma temperatura de 37 °C por 

16 horas. Em seguida foram adicionados 5 mL do pré-inóculo em erlenmeyers contendo 50 mL 

de LB líquido com higromicina (200 μg/ml). Estes erlenmeyers ficaram sob agitação a 200 

RPM uma temperatura de 37 °C até que a cultura atinja uma densidade ótica (DO600) entre 0,4 

e 0,6, a leitura da DO é realizada em um comprimento de onda de 600 nm, pois cada unidade 

de DO corresponde a 0,8 x 109 células/mL. As células foram coletas do meio por centrifugação 

a 13.000 RPM, e o DNA plasmidial foi extraído com auxílio do kit de extração plasmidial 

QIAprep Midiprep (QIAgen). Depois de obtidos os plasmídeos recombinantes 

(pNIP40::folBΔC) contendo o fragmento do gene em questão foi clivado com a enzima de 

restrição XbaI para a liberação do inserto (Figura 15). O sequenciamento do plasmídeo 

recombinante pNIP40::folBΔC confirmou a identidade e a integridade do gene folB e também 

não foi encontrada nenhuma mutação que poderia ter ocorrido durante os passos de 

amplificação por PCR. 



61 
 

 

Figura 15- Triagem dos plasmídeos recombinantes pNIP40::folBΔ clivados com XbaI 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: produção do próprio autor  

Legenda: M Marcador de DNA, O'GeneRuler 1 kb , linha 1 pNIP40::folBΔC (top 10) 738pb) , linha 2 

pNIP40::folBΔC  (DH5α). 

4.2.4 Amplificação folB/folBΔC  e clonagem no vetor  pNIP48  para coexpressão 

 

O gene folB (402 pb)  e folB sem a extensão C-terminal (375 pb) de M. tuberculosis 

foram amplificados por PCR utilizando o vetor recombinante pMVHG1::folB com Phsp60 .Os 

oligonucleotídeos usados como iniciadores (primers) estão apresentados na Tabela 3. O sítio 

de restrição SpeI foi introduzido nesses oligonucleotídeos para facilitar a clonagem dos 

produtos amplificados no vetor pNIP48-GFP previamente clivado com SpeI.  

4.2.5 Clonagem do gene folB /folBΔC fusionado com GFP e subclonado no vetor pNIP40 

 

O gene folB (402 pb) e folB sem a extensão C-terminal (375 pb) de M. tuberculosis 

foram amplificados por PCR a partir do DNA do plasmídeo recombinante pMVHG1::folB com 

Phsp60  e clonados no vetor pNIP40 (Figura 16). O vetor pNIP48-GFP foi utilizado como molde 

para amplificar o gene GFP (734 pb). Os primers utilizados são mostrados nas Tabelas 3 e 4. 

Os produtos das reações de PCR foram purificados e clivados com a enzima de restrição BamHI 

(Figura 17). Após as clivagens os produtos foram ligados por meio da enzima T4 ligase e 

incubados a 16 °C por 16 horas. As seguintes reações de ligação foram realizadas: 1) 

folB/folBΔC_N terminal foram ligados a GFP_C terminal, 2) GFP_N terminal foi ligado a 

folB/folBΔC_C terminal. As reações de ligação foram utilizadas como molde na segunda reação 

de PCR onde os primers utilizados na amplificação apresentavam nas suas extremidades o sítio 

         M                               1                                    2 

750 pb 
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de restrição de XbaI para facilitar a clonagem no vetor pNIP40 (Figura 18). Os produtos de 

PCR folB/folBΔC-GFP (1139 pb) e GFP-folB/folBΔC (1139 pb) foram purificados com o kit 

DNA Quick Gel Extraction (Invitrogen). Depois de purificados os insertos foram clivados com 

XbaI e inseridos no vetor pNIP40 (previamente linearizado com XbaI e desfosforilado com CIP 

Alkaline Phosphatase, Calf Intestinal), de acordo com as técnicas citadas anteriormente.  

 

Tabela 3- Projeção de primers para inserção de folB/folBΔC no pNIP48-GFP  

Primers Sequência 

FolB_SpeI_Fw 

 

TTTT ACTAGT ATG gct gac cga atc gaa ctg 

            SpeI                       (FolB) 

FolB_SpeI_Rev 

 

TTTT ACTAGT TCA tac cgc gcc gcc 

               SpeI                 (FolB) 

FolBΔC_SpeI_Rev 

 

TTTT ACTAGT TCA ccg tga gcg tcg gat cac 

               SpeI                 (FolBΔC) 

 

 

Tabela 4- Projeção de primers utilizados nas construções folB/folBΔC fusionados com GFP e 

subclonados no vetor pNIP40 

Primers Sequência 

FolB_Nter_Fw 

 

TTTT TCTAGA ATG gct gac cga atc gaa ctg 

                XbaI                (FolB) 

 

FolB_Nter_Rev 

 

TTTT GGATCC tac cgc gcc gcc c 

             BamHI       (FolB) 

 

FolBΔC_Nter_Rev 

 

TTTT GGATCC ccg tga gcg tcg gat cac 

          BamHI        (FolBΔC) 

 

GFP_Cter_Fw 

 

TTTT GGATCC AGT AAA GGA GAA GAA CTT TTC ACT GGA GTT G 

          BamHI         (GFP)    
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GFP_Cter_Rev 

 

TTTT TCTAGA TTA TTT GTA TAG TTC ATC CAT GCC ATG TG 

             XbaI       (GFP) 

 

GFP_Nter_Fw 

 

TTTT TCTAGA ATG AGT AAA GGA GAA GAA CTT TTC ACT GGA G 

              XbaI            (GFP) 

 

GFP_Nter_Rev 

 

TTTT GGATCC TTT GTA TAG TTC ATC CAT GCC ATG TG 

             BamHI           (GFP) 

 

FolB_Cter_Fw 

 

TTTT GGATCC gct gac cga atc gaa ctg c 

             BamHI           (FolB) 

 

FolB_Cter_Rev 

 

TTTT TCTAGA TCA tac cgc gcc gc 

             XbaI               (FolB) 

 

FolBDC_Cter_Rev 

 

TTTT TCTAGA TCA ccg tga gcg tcg gat c 

                XbaI             (FolBΔC) 
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Figura 16- Esquemas de clonagens de folB/folBΔC fusionados com GFP e subclonados no 

vetor pNIP40 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Produção do próprio autor  
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Figura 17-  PCRs das sequências folB /folBΔC e GFP 

 

 

 

 

 
 

 
Fonte: Produção do próprio autor  

Legenda: Amplificação dos produtos  folB/folBΔC e GFP . 

M Marcador de DNA, O'GeneRuler 1 kb , linha 1 PCR folB_Nter, linha 2 PCR folBΔC_Nter, linha 3 PCR  

GFP_Cter, Linha 4 PCR GFP_Nter.   

 

 

Figura 18- PCRs das fusões folB/folBΔC com GFP  

 

 

 

 

Fonte: Produção do próprio autor  

Legenda: Amplificações dos insertos  folB/folBΔC-GFP (1139 pb) e GFP-folB/folBΔC (1139 pb) M Marcador de 

DNA, O'GeneRuler 1 kb DNA ladder. Linha 1- PCR folB_Nter+GFP_Cter, Linha 2- PCR 

folBΔC_Nter+GFP_Cter. Linha 3- PCR  GFP_Nter+ folB_Cter. Linha 4- PCR GFP_Nter+folB_Cter.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    M           1                         2                          3                          4 

1000 pb 

500 pb 

1000 pb 

  M                  1                           2                              3                     4         
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Mycobacterium tuberculosis é o patógeno bacteriano responsável pela doença 

conhecida como tuberculose (TB) que é a principal causa de morte por doenças infecciosas no 

mundo atualmente. De acordo com estimativas da Organização Mundial da Saúde (7), surgiram 

10,4 milhões de novos casos de tuberculose (TB) no mundo em 2015. Atualmente os 

tratamentos comumente utilizados não são eficientes contra as formas resistentes de TB aos 

fármacos anti-TB mais eficazes. Por isso a identificação de novas vias requeridas no 

crescimento micobacteriano proporcionaram a busca de novos alvos para o desenvolvimento 

racional de fármacos. A via da biossíntese do folato destaca-se como uma via bastante 

promissora para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos. Diversos estudos tem 

mostrado que a di-hidroneopterina aldolase (DHNA), que é uma enzima da via do folato, 

apresenta características importantes para tornar-se um alvo para síntese de novos agentes 

antimicrobianos. Na validação de novos alvos é importante assegurar que a essencialidade de 

um gene que codifica um candidato a alvo é dependente das atividades enzimáticas do seu 

produto gênico. Experimentos de mutagênese sítio direcionada, análises bioquímicas e nocautes 

gênico demostramos que o gene folB é essencial para a sobrevivência de Mtb, e além disso foi 

comprovado que a sua essencialidade depende das atividades de aldolase/epimerase da proteína 

MtFolB (seção 4.1). O MtFolB do tipo selvagem (WT) e os mutantes pontuais K99A e Y54F 

foram clonados, expressos, purificados e as atividades de aldolase, epimerase e oxigenase foram 

monitoradas utilizando HPLC. Os resultados mostraram que os mutantes quando relacionados 

com o MtFolB selvagem (wt) não apresentaram atividade de aldolase nem epimerase nas 

condições testadas. O mutante Y54F manteve a atividade da oxigenase, enquanto que para o 

mutante K99A foi possível detectar a atividade de oxigenase apenas na presença de HP e GA 

como substratos (Figura 2). A essencialidade do gene folB de M. tuberculosis H37Rv como foi 

previsto por meio de estudos de mutagênese de alta densidade (16) foi confirmada por  

experimentos de nocaute gênico. A essencialidade do gene folB foi avaliada pela incapacidade 

de obter colônias após o nocaute do gene alvo e na ausência de uma cópia extra do gene folB 

selvagem (WT) . Quando o gene nocauteado foi complementado com uma cópia extra do gene 

folB selvagem (WT) foi possível obter colônias viáveis. Este resultado confirma que folB é 

essencial para o crescimento do Mtb nas condições testadas (Figura 3). Além da 

complementação com o gene folB, foi fornecida a bactéria nocaute alelos mutantes contendo 

mutações nos resíduos crucialmente catalíticos (K99A folB e Y54F folB) para avaliar a 
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capacidade desses alelos na complementação da cepa nocaute. No entanto nenhuma colônia 

viável foi obtida indicando que as atividades de aldolase e/ ou epimerase são cruciais para a 

sobrevivência de Mtb. Esses resultados proporcionam um importante passo para a validação de 

DHNA/FolB como um novo alvo molecular para o desenvolvimento de farmácos anti-

tuberculose. Os resultados obtidos foram colocados em um manuscrito publicado na revista 

internacional Biochemical and Biophysical Research Communications.   

O ensaio fenotípico (69) que faz uso da microscopia confocal integrada com sistemas 

automatizados de manuseio de placas e aquisição de imagens irão permitir o estudo de 

processos de replicação de micobactérias e colonização em macrófagos cultivados. Assim com 

o uso desta tecnologia com cepas de Mtb contendo tipo selvagem e versões mutantes de FolB 

fusionada com a proteína fluorescente verde (GFP), esperamos entender melhor os papéis 

celulares de DHNA/FolB, que irá orientar novos esforços para o desenvolvimento de novos 

agentes antimicrobianos contra este alvo. A capacidade para pesquisar grandes bibliotecas 

químicas de alto rendimento de maneira automatizada, e monitorar diretamente a replicação 

micobacteriana dentro das células de macrófagos, abre a possibilidade de estudar o mecanismo 

de ação de compostos candidatos em nível celular. Os experimentos realizados no IPK 

continuam em andamento e até o momento foram realizadas as construções com fusão folB-

GFP de Mycobacterium tuberculosis (Mtb) que contêm a sequência do tipo selvagem do gene 

folB ou um mutante com o C-terminal deletado (folBΔC), desprovida da sequência 

supostamente necessária para a ancoragem da enzima dentro dos compartimentos de 

nanocargas (seção 4.2). 

Os resultados que serão obtidos com estes experimentos irão melhorar a compreensão 

das funções celulares apresentadas por DHNA/FolB e uma validação mais clara de DHNA/FolB 

como um alvo molecular para o desenvolvimento de fármacos são esperadas com a realização 

deste trabalho. 
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