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RESUMO

A parede celular micobacteriana € uma caracteristica marcante do género
Mycobacterium, apresentando lipidios e glicoconjugados bioativos, como
fosfatidilinositol manosideos (PIMs), lipomanana (LM) e lipoarabinomanana (LAM). A
infeccdo crbénica no interior de macrofagos pulmonares € relacionada com o acumulo
de colesterol na célula hospedeira, conferindo uma fonte alternativa de energia e
carbono para o bacilo manter suas funcg@es fisiologicas. Com base na atividade
imunomoduladora desses glicoconjugados e na adaptacdo em outro ambiente no
interior da célula hospedeira infectada, propomos investigar a possivel modulacéo
da biossintese de LM/LAM em Mycobacterium smegmatis (saprofitico), apds o
cultivo em meio minimo (MM) suplementado com glicerol e/ou colesterol. Como
resultados, obtivemos que o bacilo, mesmo sendo saprofitico, foi capaz de acumular
colesterol e influenciar na fisiologia bacteriana por apresentar um crescimento lento
com densidade bacteriana comprometida. Além disso, o colesterol diminuiu o
acumulo de PIMs e promoveu mudancas morfolégicas e de agregacdo bacteriana,
mesmo mantendo a parede celular com sua caracteristica fisico-quimica especifica
(resisténcia a descoloracdo por alcool e acido). A mudanc¢a mais marcante induzida
pelo consumo do colesterol foi na biossintese de LAM, que apresentou migracao
eletroforética diferenciada, compativel as massas moleculares maiores,
assemelhando-se a de bacilos ndo saprofiticos (de 25 — 30 KDa para 30 — 50 KDa).
Estes resultados mostram que o colesterol, quando utilizado como principal
alternativa de fonte de energia e carbono, pode induzir mudancas fisiolégicas em
micobactérias, principalmente na biossintese de LAM, uma das principais moléculas
imunoreguladoras presente na parede celular. Estes dados sugerem que
micobactérias podem sofrer mudancas semelhantes no interior de granulomas, e
gue estas mudancas podem ajudar na evolucdo da tuberculose para a forma cronica

multibacilar, marcada por um aspecto imunodeficiente contra o bacilo.

Palavras-chaves: Tuberculose; Glicoconjugados; Lipomanana; Lipoarabinomanana;

Colesterol.



ABSTRACT

Mycobacterial cell wall is a hallmark of Mycobacterium genus, constituted of bioactive
lipids and glycoconjugates: phosphatidylinositol mannoside (PIMs), lipomannan (LM)
and lipoarabinomannan (LAM). The chronic infection inside lung macrophages is
related with cholesterol accumulation into host cells as an alternative source of
carbon and energy to maintain the bacilli with its physiological functions. To
understand the activity of these immunomodulatory glycoconjugates during
adaptation under the unusual environment inside the host infected cells, the present
work propose to investigate the possible modulation of LM/LAM biosynthesis in
Mycobacterium smegmatis (saprophytic) after culture in minimal medium (MM),
supplemented with glycerol and/or cholesterol. Our results showed that saprophytic
bacilli are able to accumulate the cholesterol and change the bacterial physiology
due to slow growth and restrict cell density. Furthermore, the cholesterol
consumption decreased the accumulation of PIMs and promoted morphological
changes and bacterial aggregates, even maintaining the cell wall with its specific
physic-chemistry characteristic (alcohol-acid resistance). The most impressive
change after cholesterol consumption was the LAM biosynthesis, which showed
distinct electrophoresis migration, compatible to high molecular weight of LAM from
non-saprophytic bacilli (from 25 — 30 KDa to 30 — 50 KDa). These results showed
that cholesterol consumption, when utilized as principal alternative of carbon and
energy source, is able to induce physiological changes in mycobacteria, mainly in
LAM biosynthesis, one of the most immunoregulatory molecules of cell wall. Ours
data suggest that similar changes in mycobacteria may occur inside the granuloma,
and that changes may help the evolution of tuberculosis to chronic and multibacillary

form, hallmarked by immunodeficient aspect against the bacilli.

Keyword: Tuberculosis; Glycoconjugates; Lipomannnan; Lipomannan; Cholesterol.
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1. INTRODUCAO

Micobactérias sao bacilos que podem infectar muitos animais, incluindo
mamiferos, aves e peixes. Em humanos, permanecem como um problema de saude
mundial em decorréncia da atuacdo de trés patdgenos principais, 0 Mycobacterium
tuberculosis (causador da tuberculose), Mycobacterium leprae (causador da
hanseniase) e o Mycobacterium avium (causador de micobacteriose em pacientes
imunodeprimidos, como 0S soro-positivos para o virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV)) (ALLEN, 2010).

Atualmente, a tuberculose € considerada um problema de salude em todo
mundo. Dados da Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2014) mostram que no
ano de 2013 foram reportados 9,0 milhdes de novos casos, reforcando que a
tuberculose ainda causa a morte de milhbes de pessoas todos 0s anos,
apresentando-se, dentre as patologias infecciosas, na segunda colocacéo na causa
de mortes. Estes dados alarmantes também s&o relacionados com a maior causa de
morte mundial, a infeccdo pelo virus HIV, causador da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), que imunossuprime 0s pacientes, deixando-0s
vulneraveis a infec¢cbes oportunistas.

Durante a tuberculose latente, o bacilo permanece no seu hospedeiro em um
estado de “dorméncia” sem causar a doenga propriamente dita, podendo a
proliferacdo bacteriana ser reativada apds anos de infeccdo assintomatica,
questionando a natureza do estado fisiolégico dessas bactérias durante esses
periodos distintos da infeccdo (PARRISH et al., 1998).

A parede celular bacteriana tem sido foco principal dos temas voltados para
0s aspectos adaptativos das micobactérias para seu crescimento intracelular,
conferindo papel crucial na adesdo a macréfagos alveolares (célula hospedeira),
barreira contra a entrada de antobibticos, via para aquisicdo de nutrientes e
imunomodulacdo da célula infectada, através da inibicdo de propriedades
microbicidas do hospedeiro (RASTOGI, 1993).

Dentre os componentes bioativos mais abundantes da parede celular das
micobactérias, podemos citar glicoconjugados de caracteristica lipidica
(glicolipidios): Fosfatidilmioinositol Manosideos (PIMs), Lipomanana (LM) e

Lipoarabinomanana (LAM). Todos esses sao originarios de um fosfolipidio precursor
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comum, o fosfatidilinositol (PI). Moléculas de Pl sdo encontradas na membrana
plasmética de muitos tipos celulares, oriundos das mais diferentes ordens
filogénicas. Estes glicoconjugados possuem papel importante no processo de
infeccdo e modulacao da resposta imune, favorecendo a sobrevida e crescimento da
bactéria no organismo infectado (MORITA et al., 2011).

Devido a complexidade da parede celular e sua importancia na patogenia do
micobactério, muitas drogas anti-micobacterianas disponiveis para uso possuem
como alvo a via de biossintese desses glicolipidios (OUELLET et al., 2011). Esta via
de biossintese ainda possui aspectos desconhecidos, e a resisténcia crescente das
micobactérias a drogas usuais tem incentivado esfor¢os para o melhor entendimento
da parede celular do bacilo, em especial, no interior da célula hospedeira, no qual o
bacilo devera se adaptar para permanecer vivo. Dessa forma, a busca por possiveis
alternativas de controle da infecgcdo permanecem necessarias frente ao crescente

namero de pacientes resistentes as drogas usuais.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. GENERO Mycobacterium

A classificacdo das micobactérias teve inicio em 1896, quando o género
Mycobacterium foi proposto pela primeira vez por Lehmann e Neumann, incluindo as
espécies Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium leprae, devido apresentarem
as mesmas caracteristicas morfolégicas e de coloragdo, ou seja, este género é
caracterizado por uma resisténcia especifica no processo de descoloracdo da
fucsina por solucao de alcool acido, sendo entéo classificados como bacilos alcool-
acido resistentes (COLLINS et al., 1997).

O género Mycobacterium pertence a classe Actinobacteria e familia
Mycobacteriaceae. Atualmente na “List of Prokaryotic names with Standing in
Nomenclature” h& citacdo de 169 espécies e 13 subespécies (BRENNER et al.,
2005; EUZEBY, 2014).

As micobactérias sdo geralmente separadas em dois grupos principais com
base na sua taxa de crescimento. Um grupo inclui espécies de crescimento lento,
representadas pelas bactérias patogénicas (ex: M. tuberculosis e Mycobacterium
bovis) e outro grupo que possui crescimento rapido, representado pelas bactérias
nao-patogénicas, tendo como um dos principais representantes o Mycobacterium
smegmatis (NIEMANN et al.,, 2000; BROSCH et al., 2002). Apresentam-se com
forma de bacilos que variam de 0,2um a 0,6um de largura € 1um a 10uym de
comprimento. Essas formas bacilares podem ser delgadas, retas ou ligeiramente
curvas. S&o aerobios ou microaerofilos, imoveis e incapazes de formar esporos
(LEAO et al., 2004; MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

2.2. TUBERCULOSE: A PRINCIPAL PATOLOGIA CAUSADA POR
MICOBACTERIAS

A tuberculose é uma doencga infectocontagiosa, cujo agente etiolégico é o
Mycobacterium tuberculosis (GUTIERREZ et al.,, 2005). A transmissao ocorre
através do ar, a partir do individuo doente que elimina os bacilos para o exterior

(bacilifero). A chance que o individuo infectado possui para evoluir para doenca,
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depende de mdltiplas causas, incluindo a competéncia do sistema imune, sendo que
o diagndstico da maior parte dos casos novos acontece em torno de 12 meses apos
a infeccdo inicial (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

A evolucao do quadro clinico do paciente também dependera da ocorréncia
da infeccdo: primo-infec¢cdo (que esta ocorrendo pela primeira vez) ou reinfecgdo
exdgena (que estd ocorrendo a reinfec¢do). Na primo-infeccdo pode ocorrer a
doenca dependendo da viruléncia do bacilo, da fonte infectante e das caracteristicas
genéticas dos individuos infectados. Quando o individuo sofre um novo contato,
apos uma infeccdo natural ou induzida pela BCG, a resisténcia dependerd da
resposta imunolégica (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

Uma vez infectado, o hospedeiro pode desenvolver TB em qualquer fase da
vida. Esse fato ocorre quando o sistema imune ndo pode mais controlar a
multiplicacdo do bacilo, promovendo a rapida disseminacdo, onde todos os 6rgaos
podem ser acometidos pelo bacilo da tuberculose, porém, a doenga ocorre com mais
frequéncia nos seguintes sitios: pulmdes, ganglios, rins, pleura, cérebro e 0ssos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2002).

Em 1882, através de seus postulados, Robert Koch caracterizou o bacilo da
TB como um agente infeccioso. Ele também desenvolveu a tuberculina, um extrato
de glicerina obtido através de culturas puras de M. tuberculosis que, teria como uma
proposta inicial ser uma nova terapia. Devido a uma falha no seu uso, ela foi
utilizada para detectar infeccfes latentes, através da medicdo de reacfes cutaneas
no local da injegcdo com essa substancia. A tuberculina foi substituida pelo derivado
de proteina purificada (PPD), que consiste num precipitado de cultura de M.
tuberculosis esterilizado e filtrado, que ainda séo utilizados para testes (KOCH,
1932; SAKAMOTO, 2012).

Uma epidemia de TB devastou grande parte da Europa e América do Norte no
inicio de 1800, resultando em 800 a 1000 mortes por 100.000 habitantes por ano
(KRAUSE, 1928). Um dos grandes avan¢os no combate contra a TB ocorreu entre
1906 e 1919, quando foi desenvolvida a estirpe de vacina atenuada, através de
multiplas passagens da espécie Mycobacterium bovis em bile de boi e fatias de
batata encharcadas com glicerol, dando origem ao Bacilo de Calmette-Guérin (BCG)
(CALMETTE et al., 1921). A vacina BCG, embora altamente eficaz na prevencéo da
forma infantil da tuberculose, apresenta eficacia variavel em adultos (FINE, 1995).

Outro grande avanco foi a descoberta das drogas anti-micobacterianas como:
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estreptomicina (1944), isoniazida (1952), as rifampicinas (1957) e pirazinamida
(1980). Estas descobertas levaram a uma nova era na prevencao da TB, pesquisa e
tratamento (VAN & WILKOWSKE, 1999).

Sobretudo, com o surgimento em 1981 da Sindrome de Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA), foi observado que, tanto em paises desenvolvidos como nos em
desenvolvimento, havia um crescente numero de casos notificados de tuberculose
em pessoas infectadas pelo virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). Esta
associacdo (HIV/TB) constitui, atualmente, um problema de saude publica, podendo
levar ao aumento da morbidade e mortalidade pela tuberculose em muitos paises.
No Brasil, a TB é um problema de saude prioritario, somado com 22 paises em
desenvolvimento, temos cerca de 80% dos casos mundiais desta doenca. A
incidéncia no Brasil em 2013 apresentou aproximadamente 70.000 casos, € no

mundo a incidéncia chegou a 9,0 milhdes de casos (Figura 1) (WHO, 2014).
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Figura 1. Numero de novos casos estimados de TB no mundo em
2013(Adaptado de WHO, 2014).

Atualmente, o tratamento recomendado para a TB, no caso de cepas
sensiveis aos antibioticos, tem duracdo de 6 meses, administrando quatro drogas de

primeira- linha: isoniazida, rifampicina, etambutol e pirazinamida. Normalmente a
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taxa de sucesso desse ciclo de drogas € de mais de 85% de cura. Com os casos de
resisténcia dessas bactérias, os pacientes sdo submetidos ao tratamento da
tuberculose multirresistente a drogas (TB-MDR) (Figura 2). Para este grupo, séo
agregados 0s casos que apresentam resisténcia primaria a rifampicina, isoniazida e
a outras drogas utilizadas, geralmente a estreptomicina e/ou etambutol, sendo assim
o tempo do tratamento é maior, cerca de 20 meses, e as chances de sucesso sao
diminuidas (MINISTERIO DA SAUDE, 2002).

Existe ainda o tratamento para tuberculose extensivamente resistente a
drogas (TB-XDR), que além de ser TB-MDR é resistente a qualquer uma das
fluoroquinolonas e, pelo menos, a uma das trés drogas injetaveis de segunda-linha
(capreomicina, canamicina, e amicacina). Essas cepas que possuem uma

resisténcia a varias classes de antimicrobianos, aumentam ainda mais o periodo de

recuperacdo dos pacientes e muitas vezes sdo a causa do aumento dos casos de
Obitos (WHO, 2014).
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Figura 2. Numero de casos TB-MDR estimados para ocorrer entre oS casos
notificados de TB pulmonar em 2013 (Adaptado de WHO, 2014).
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2.2.1. Infeccao e a formagédo do granuloma

Para a micobactéria adentrar no macréfago e sobreviver ao seu poder
microbicida, o bacilo necessita se abrigar em um fagossomo e inibir a maturacao do
mesmo para fagolisossomo, induzindo a laténcia da célula hospedeira e favorecendo
a evolucédo da doenca para uma fase ativa que culmina na disseminacéo do bacilo
(BRENNAN & NIKAIDO, 1995; NIGOU et al., 2002).

A infeccdo pelas micobactérias ocorre pela inalacdo do bacilo. Uma vez no
interior do pulméo, eles sao internalizados por macréfagos alveolares e logo em
seguida se organizam em reservatérios chamados de granulomas, tentando
restringir a proliferacdo bacteriana (NIGOU et al., 2002). Os granulomas constituem
um acumulo de macrofagos infectados (principal célula hospedeira), envoltos por
outras células, como macréfagos com caracteristica “espumosa” e epitelidides,
mondcitos e células gigantes multinucleares que sdo contidos por uma capsula de
fibrose produzida por fibroblastos acumulados na periferia do granuloma (RUSSELL,
2007).

A transmissdo da tuberculose ocorre por via aérea pelo contato com um
paciente com a doenca ativa (bacilifero). Os bacilos inalados infectam macréfagos
alveolares e inibem a maturacdo do fagolisosoma. O sistema, na tentativa de isolar a
inflamacéo, produz um granuloma soélido, que evolui para um granuloma necrético
com um centro de morte de células infectadas. Com a morte celular intensa, o
granuloma evolui para o granuloma caseoso, com grande quantidade de corpos
lipidicos, com o aumento da quantidade de bactérias ele se rompe, eliminando
novos bacilos no ar, que possibilitara a disseminag¢do dos patégenos novamente na
atmosfera, causando um novo ciclo dessas micobactérias (Figura 3)
(GENGENBACHER & KAUFMANN, 2012).

Em suma, com a progressdo da tuberculose latente, o granuloma
desenvolvido com um centro de morte de macrofagos infectados, liquefaz seu
interior pelo aumento de necrose, o que induz futuramente a ruptura desta estrutura
e libera bacilos vidveis a partir das vias aéreas respiratdérias do hospedeiro,
possibilitando novos casos da doenga (RUSSELL, 2007; DANNENBERG, 1994).
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Figura 3. Ciclo de infeccdo da TB. A transmissao ocorre por via aérea, 0os bacilos
inalados infectam macréfagos alveolares e inibem a maturacdo do fagolisosoma,
ocorre a formacdo do granuloma solido, que evolui para o granuloma necroético e
depois para o caseoso, que se rompe, eliminando novos bacilos viaveis no ar.
(Adaptado de GENGENBACHER & KAUFMANN, 2012).
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Como demonstrado por Dhillion et al.,, (1996), lesbes pulmonares em
camundongos infectados com M. tuberculosis que assemelham-se a pneumonia
lipidica sédo caracterizadas com infiltrado alveolar compostos de macrofagos
“espumosos”, encontrados no interior do granuloma, e foram caracterizadas como as
células que contém predominantemente o bacilo. A caracterizacdo espumosa
desses macrofagos que contém corpos lipidicos em seu interior, ocorre pela
desregulacéo entre o influxo e efluxo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) e séo
internalizados através de um processo mediado por receptores especificos
(GALKINA & LEY, 2009).

As particulas de LDL possuem em sua estrutura o colesterol, triacilglicerol e
fosfolipideos, porém, apés a quebra do LDL, o triacilglicerol e o fosfolipidio sdo
metabolizados e somente o colesterol é retido pelo macréfago apés importacéo para
o citoplasma, formando goticulas lipidicas no reticulo endoplasmatico, sendo o seu
excesso bombeado para 0 meio extracelular através de transportadores
dependentes de ATP (RUSSELL et al., 2009; MAXFIELD & TABAS, 2010).

Estes macrofagos “espumosos” sdo também capazes de amplificar a resposta
inflamatéria pela producdo de outros componentes lipidicos ativos, como
prostaglandina E, e leucotrienos que influenciam na secre¢do de citocinas pro-
inflamatorias, entre elas o Fator de Necrose Tumoral (TNF) e Interferon-gama (INF-
7, ajudando na persisténcia da infeccdo por mecanismos ainda ndo bem
esclarecidos (RUSSELL et al., 2009; PANDEY & SASSETTI, 2008).

Com a evolugdo do granuloma, e a ativacdo dos macréfagos pelo INF-y

ocorre a atuacdo de 2 enzimas, a NADPH oxidase fagocitica (NOX2 / gp91 P

)ea
isoforma induzida da Oxido nitrico sintase (INOS ou NOS2), que participam da
producdo de intermediarios reativos de oxigénio (ROI) como também os
intermediarios reativos de nitrogénio (RNI), gerando um ambiente acido para o
bacilo. Como consequéncia, a sequéncia de eventos sera com o bacilo residindo
num compartimento levemente &cido sendo exposto a ROI oriundas da acdo da
NADPH oxidase fagocitica (NOX2). Apdés a ativacdo imunolégica com IFN-y o
fagossomo amadurecido se funde com os lisossomos. Isso expde o bacilo a prétons

da ATPase vacuolar, RNI, INOS e ROl de NOX2, assim este desenvolve
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mecanismos para combater estas formas de estresse e permite a sua sobrevivéncia
dentro de macrofagos ativados. (BEDARD & KRAUSE, 2007) (Figura 4).
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Figura 4. Esquema do M. tuberculosis no interior do macr6fago. Primeiro o
macrofago inativo e a bactéria inibindo a fusdo do fagossomo e lisossomo, com isso
ocorre a exposi¢cao ao estresse oxidativo, e o bacilo desenvolve mecanismos para
se manter vivo. Em verde estao representadas as goticulas de colesterol, importante
para manutencado do metabolismo ( Adaptado de BEDARD & KRAUSE ,2007).

Um estudo realizado com macréfagos humanos melhorou a compreensédo do
potencial de macréfagos humanos primarios para produzir NO (Oxido Nitrico),
demonstrando que o nivel de RNIS produzidos em resposta ao IFN-y in vitro, ndo &
suficiente para limitar o crescimento intracelular de micobactérias, e sugerem um
modelo onde as micobactérias podem utilizar RNI para melhorar a sua sobrevivéncia
em macrofagos humanos. Esse processo ocorre através do tratamento com IFN-y
que aumenta a atividade enzimatica de NOS2 (induzida) NOS3 (endotelial). Estes
macrofagos produzem 6xido nitrico que conduz a disponibilidade de nitrito e nitrato.
Nitrato pode ser adquirido por micobactérias através do transportador NarK2, a qual
€ regulada pelos niveis de NO e hipdoxia em macrofagos humanos. O nitrato pode
ser reduzido a nitrito, e este é transportado para fora pelo NarK2 (Figura 5) (JUNG et
al., 2013).
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Figura 5. Modelo hipotético para o papel do IFN-y na producdo de NO em
macroéfagos humanos infectados por micobactérias. Segundo o estudo, IFN-y
aumenta a atividade enzimatica de NOS2 (induzida) NOS3 (endotelial). Nos
macrofagos o o6xido nitrico que conduz a disponibilidade de nitrito e nitrato. O

transportador NarK2, regula os niveis de nitrito (Adaptado, JUNG et al., 2013).

Com isso, os “macrofagos espumosos” sdo um ambiente hostil para o bacilo,
mas ele possui o colesterol como uma vantagem nutricional, sustentando a
persisténcia do M. tuberculosis, em estado fisiolégico de “dorméncia”. Andlise de
microscopia eletrénica revelam os bacilos proximos a goticulas lipidicas do

hospedeiro, 0 que facilitaria seu acesso para compor o metabolismo, porém o0s
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processos gerais deste contexto ainda estdo sendo elucidados (PEYRON et al.,
2008).

2.3. O USO DO COLESTEROL NA SOBREVIDA DAS MICOBACTERIAS

2.3.1. Colesterol como fonte nutricional alternativa

Muitos estudos tem demonstrado que o acumulo de corpos lipidios, em
especial o colesterol, na célula hospedeira infectada (macrofagos “espumosos”) é
utilizado pelas proprias micobactérias como uma fonte de nutriente (PANDEY &
SASSETTI, 2008; PEYRON et al., 2008; THOMAS et al., 2011; OUELLET et al.,
2011). A busca por genes relacionados com a viruléncia desse género levou a
descoberta do “loci mce” em M. tuberculosis, constituido de quatro genes homaologos
em 8 — 13 operons, mcel — mce4 (JOSHI et al., 2006).

Dentre os genes mce estudados, o mce4 codifica um sistema de importacao
de colesterol que possibilita o M. tuberculosis obter carbono e energia da célula
hospedeira durante a infecgéo, relacionando sua fungéo diretamente com a evolucao
da doenca para o estagio cronico, além de ser significantemente expresso durante o
crescimento do bacilo em macrofagos ativados por IFN-y (PANDEY & SASSETTI,
2008). Isso levantou outra hipotese para a participacdo do INF-y, como um indutor
de maturacdo do fagolisossoma que normalmente € inibido pelas micobactérias,
excluindo a reciclagem de endossomos, e assim cancelando a maior fonte de
acesso a carbonos para a bactéria, forcando o bacilo a buscar alternativas
nutricionais como o colesterol. Estes achados apontam o IFN-y como um
sequestrador de patégenos em um compartimento desprovido de nutrientes comuns,
induzindo o bacilo a procurar vias nutricionais alternativas como o colesterol
(PANDEY & SASSETTI, 2008; BRZOSTEK et al., 2009).

O cultivo de M. tuberculosis em meio de cultura contendo colesterol como
fonte priméaria de carboidratos, demonstrou que o bacilo é capaz de se manter
viavel, acumular colesterol em sua parede celular, diminuir a permeabilidade para
drogas antimicobacterianas como a rifampicina, e parcialmente mascarar antigenos
superficiais bacterianos (BRZOSTEK et a.l, 2009).
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Genes envolvidos no metabolismo de &cidos graxos desse patdgeno sao
regulados positivamente durante infeccéo, e o Ciclo de Metilcitrato € conhecido por
ser usado nesse metabolismo adaptativo propiciando o fornecimento de energia,
carbono e derivados, suficiente para preservar a integridade bacteriana e promover
0 seu crescimento (SCHNAPPINGER et al., 2003; MUNOZ-ELIAS et al., 2006;
GEIZE et al., 2007).

Recentemente, He et al.,, (2015) estudando cepas modificadas de M.
smegmatis para a captacao de colesterol, cultivadas in vitro com o colesterol como
fonte definida de carbono e energia, mostrou induzir alteracbes significativas na
resposta microbicida da célula hospedeira, mostrando que o colesterol & de

importancia fundamental para a regulacao e progresso da tuberculose.

2.3.2. Catabolismo do colesterol pelas Micobactérias

Patogenos intracelulares devem normalmente adquirir nutrientes oriundos da
prépria célula hospedeira, com finalidade de garantir sua replicagdo e o sucesso da
infeccdo. Os substratos e os caminhos metabdlicos que séo utilizados por micro-
organismos patogénicos durante a infeccao ainda nao foram bem identificados, com
raras excec¢des conhecidas (SMITH, 2000). Diferentemente dos demais patégenos
microbianos, o M. tuberculosis reside num ambiente bioquimicamente rigoroso no
interior dos macréfagos, necessitando designar enzimas metabdlicas do bacilo como
fatores determinantes da sua patogenicidade, interigando uma rede de vias
metabdlicas para agir na fisiologia desse patdégeno (RHEE et al, 2011; RUSSELL et
al., 2010).

O crescimento de bactérias e fungos em substratos de acidos graxos requer
o ciclo catabdlico da 3-oxidagéo e o ciclo anaplerético do Glioxilato. O propionil-CoA,
produto gerado pela p-oxidacdo de acidos graxos de cadeia impar, € metabolizado

através do ciclo do metilcitrato (CMC), onde é oxidado até o piruvato (Figura 6).

E nesse contexto que o bacilo se replica no fagossomo de macréfagos, que
possui nutrientes limitados, baixo pH, e abundante radicais oxidativos. Griffin et al.,
(2012) descreveram um numero de vias metabdlicas centrais que tém sido utilizadas

na adaptacéo do bacilo, e foram identificados alguns metabdlitos, especificamente
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alterados pelo consumo de colesterol durante o crescimento. Os mais significativos

metabdlitos foram os intermediarios do CMC, produzidos durante o catabolismo de

propionil-CoA a partir de derivados dos carbonos terminais da cadeia lateral de

colesterol. Outros metabdlitos importantes que apresentaram alteracdes durante o

consumo de colesterol foram agucares, dentre eles a manose, principal constituinte

de componentes glicolipidicos da parede celular do bacilo.
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Figura 6. Representacdo da via metabolica e seus produtos durante o
crescimento in vitro em meio contendo colesterol como fonte principal de
carbono e energia. Representacdo das vias metabdlicas do ciclo do metilcitrato
(CMC) e do ciclo do glioxilato (CG) destacadas em azul. O catabolismo do colesterol
em acetil-CoA, propionil-CoA, até o piruvato € mostrado. (Adaptado de GRIFFIN et

al., 2012).
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2.4. PAREDE CELULAR DO GENERO Mycobacterium

A composicdo da parede celular é responsavel pelo crescimento
caracteristico das micobactérias, com col6nias hidrofobicas em meio solido ou como
peliculas em meio liquido. Isso ocorre nesses patégenos devido ao alto contetudo de
lipidios, que também dificulta a coloracdo das células micobacterianas pelas
técnicas convencionais como a coloracdo de Gram. Elas possuem alta resisténcia a
descoloracdo com 95% de etanol e 3% de acido cloridrico (alcool &cido), e por isso
sdo chamados de bacilos alcool-acido resistentes. Essa propriedade de resisténcia a
descoloracdo com uso de alcool é a base da técnica da coloracdo de Ziehl-Neelsen,
nela as células séo coradas com fucsina de Ziehl, descoradas com alcool acido e
coradas novamente com azul de metileno, gerando o contraste necesséario para
revelar as células micobacterianas que aparecem coradas de vermelho (BUTLER &
GUTHERTZ, 2001).

Micobactérias possuem uma parede celular incomum que contribui para sua
sobrevivéncia em ambientes indspitos e sdo essenciais na infeccdo. Essa parede
celular possui uma estrutura rica em lipidios e acgucares, apresentando-se associada
a membrana plasmatica do bacilo. Enzimas envolvidas na sintese da parede celular
sdo alvos de acdo de drogas utilizadas no tratamento de tuberculose, incluindo a
isoniazida, etambutol e pirazinamida. (BRENNAN & NIKAIDO, 1995; MORITA et al.,
2011).

Essa parede consiste em uma camada interna e um compartimento interno e
externo que é formado por lipidos e proteinas. O compartimento interior consiste de
peptidoglicano (PG), arabinogalactano (AG), e acidos micdlicos (AM)
covalentemente ligados entre si para formar um complexo conhecido como o AM-
AG-PG, que se estende a partir da membrana plasmatica para o exterior em
camadas, comecando com PG e terminando com AMs (Figura 7). Este complexo &
insolivel, sendo essencial para as peculariedades da parede celular das
micobactérias (BRENNAN, 2003). Os lipidos estdo frequentemente associados com
a parede da célula, com alguns acidos graxos de cadeia curta e longa

complementando a camada interna. Os polissacarideos ligados aos lipidos
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presentes na parede celular consistem em: Lipoarabinomanana (LAM), Lipomanana
(LM), Acidos micélicos (AM) e o Fosfatidilinositol manosideos (PIMs).
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- Peptideoglicano (PG)
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Figura 7. Diagrama dos componentes béasicos da parede celular
micobacteriana. Esta é subdividida em camadas, composta na por¢cdo mais inferior
pela membrana plasmatica, seguida pelo peptideoglicano (PG), arabinogalactano
(AG) e na parte superior acido micélicos (AM) e lipidios externos, inseridos nesse
contexto estdo LM e LAM e o seu precursor comum PIM. (Adaptado SENA et al.,
2010).

2.4.1. Via de biossintese de LM e LAM

O fosfatidilinositol (PI) é o principal componente da membrana plasmética do
Mycobacterium e serve como ancora para uma familia de Fosfatidilinositol
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manosideos (PIMs), compondo glicolipidios da membrana plasmatica. Podemos
encontrar PIMs diacetilados e triacetilados, sendo detentores de uma (1) a seis (6)
moléculas de manose (AcPIM1 — AcPIM6), sendo AcPIM2 e AcPIM6 os mais
abundantes. PIMs ainda podem ser hipermodificados pela adicdo de manoses e
arabinoses, compondo estruturas hiperglicosiladas conhecidas como LM e LAM, que
compdem a parede celular do bacilo (Figura 8) (MORITA et al., 2011).
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Figura 8. O metabolismo de inositol em micobactérias. Inositol (Ino) pode ser
obtido do meio ambiente ou sintetizado de novo a partir de D-glicose-6-fosfato (Glc
6-P), podendo ser incorporado em Pl ou em micotiol intracelular. O Pl pode
acumular-se e dar origem a PIMs, LM e LAM (Adaptado de HAITES et al., 2005).

A molécula AcPIM4 é conhecida por ser o ponto de ramificacdo para a
producdo de AcPIM6 ou LAM e LM. Caso o alongamento de residuos de manoses
da molécula de AcPIM4 adquirir um residuo de a1,2-manose, esta dara origem a

AcPIM6, caso contrario o alongamento continuard, podendo originar moléculas de
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LAM e LM (MORITA et a.l, 2006; MORITA et al., 2011). Dessa forma, a estrutura de
LM é composta por uma ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) localizada na
membrana plasmatica, além de um esqueleto de carboidrato com uma longa cadeia
de a1,6-manose com ramificacbes de unidades de a1,2-manose (Figura 10). A
estrutura de LAM é formada basicamente de uma molécula de LM modificada por
um dominio de D-arabinose que pode ser “encapado” por residuos de mannose ou
fosfoinisitideos, classificando LAMs em duas classes: Man-LAMs e PI-LAMs (NIGOU
et al., 2002; MORITA et al., 2011).

Em crescimento lento, micobactérias patogénicas, como M. tuberculosis e M.
leprae, as LAMs possuem um residuo na por¢cdo terminal de manose, e séo
chamadas como Man-LAMs com massa molecular equivalente a 42 kDa, enquanto
micobactérias de crescimento rapido, como M. smegmatis e M. fortuitum, tem LAMs
cobertas de fosfoinositol, sendo conhecidos como PI-LAMs, de massa molecular
equivalente a 30 kDa, ja o M. chelonae possue LAMs que sao desprovidos de
capa e sdo demoninadas como AraLAMs (Figura 09) (NIGOU et al., 2003).
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Figura 09. Diferencas estruturais das capas de LAM em M. tuberculosis e M.
smegmatis. O desenho esquematico mostra moléculas de LAM de espécies
patogénicas (M. tuberculosis), modificadas pela capa terminal de manose (Man-
LAM), e de espécies saprofiticas (M. smegmatis), modificadas pela capa terminal de
fosfoinositol (PI-LAM). Sdo mostradas em verde as moléculas de manose e em azul

e branco, as moléculas de fosfoinositol. (Adaptado, MISHRA et al., 2011).
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2.4.2. Mecanismos de modulacao da via de LM e LAM

O esqueleto de manose das moléculas de LM/LAM é constituido de 21 a 34
residuos de manose. Existem mecanismos para modular a biossintese dessas
moléculas, dentre eles manosiltransferases e arabinosiltransferases, as principais ja
descobertas sdo: PimA, uma manosiltransferase que catalisa a transferéncia da
primeira manose no Pl originando o PIM,, seguida pela acdo de PimB’ que transfere
a segunda manose gerando PIM,. Nesse ponto a arabinosiltransferase AcilT pode
atuar em PIM, de duas formas, dando origem direta para AcPIM,, ou gerando
AcPIM; que sofre a acdo de PimB’ e origina AcPIM,. A partir dessa estrutura a
préxima manose é mediada por uma enzima ainda em estudo a PimC?, seguindo o
caminho biossintético, a manosiltranferase PImE atua entre AcPIM4 e AcPIMs, 0s
glicoconjugados LM e LAM sdo o préximos constituentes a serem modulados,
sofrendo a atuacdo de manosiltransferases (MSMEG_4241, MSMEG_3120 e
MSMEG_4247) e arabinosiltransferases (AftD, AftC e EmbC) (MORITA et al., 2011).

Sena et al., (2010), demonstraram que o alongamento do esqueleto de
manose € regulado por uma competicdo entre as enzimas de alongamento e
ramificacdo (MSMEG_4241 e MSMEG_4247, respectivamente). A hipbétese corrente
levantada, é que quando a ramificacdo (adicdo de a1,2-manose) ocorre préximo ou
no sitio de alongamento (adicdo de a1,4-manose) a molécula de LM/LAM néao
consegue continuar alongando o esqueleto de manose, produzindo prematuramente
LMs/LAMs menores que também induzem a diminuicdo da adicdo de arabinose
(Figura 10 e 11) (SENA et al., 2010; MORITA et al., 2011).

Dentre as moléculas imunoreguladoras das micobactérias, LAM tem sido
bem estudada por contribuir para a patogénese do M. leprae e M. tuberculosis,
suprimindo a resposta imune, impedindo a ativacdo de células T, ativando
macrofagos por INF-y e inibindo proteinas Cinases que sdo essenciais para a
maturacdo de fagocitos (BRENNAN & KIKAIDO, 1995; CHUA et al., 2004). Como
mencionado anteriormente, micobactérias possuem diferentes classes de LAM,
porém somente a forma que contém uma capa de manose (ManLAM), presente nas
espécies patogénicas, tem sido descrita com atividade imunossupressora por

diferentes grupos, participando dos dois pontos principais da patogénese do bacilo:
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(1) inibicdo da fuséo do fagossomo e lisossomo e (2) supressao da resposta imune
medida por célula apos a infeccdo (FRATTI et al., 2003; HMAMA et al., 2004).

i Arabinose
® a1,6-manose
® a1,2-manose

& Fosfato
# Inositol
I-"'\

N Diacilglicerol
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Y

AcPIMs AcPIM4 LM(5-20) LMi21-34) LAM

] = ———

Figura 10. Esquema dos mecanismos de modulacdo da biossintese de PIM, LM
e LAM. Via de biossintese de PIMs e LM/LAM tendo AcPIM; como ponto de
ramificacdo para a producdo de AcPIMg ou LM/LAM. Atuacdo de
manosiltransferases de alongamento (MSMEG_4241) e ramificacdo (MSMEG_4247)
para a sintese do esqueleto de manose, que pode ser modificado pela atividade de

arabinosiltransferases (AftD, AftC e EmbC), formando LAM. (Adapatado MORITA et
al., 2011).

A interacdo molecular com ManLAM que culmina na imunossupressédo da
célula hospedeira tem sido atribuida a presenca das lectinas DC-SIGN (Dendritic
Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin) em células
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dendriticas e receptor de manose em macrofagos (WIELAND et al., 2007). A
participacdo dessas lectinas para o reconhecimento e atividade de ManLAM deixa

claro o papel da manose no bloqueio da resposta imune.
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Figura 11: Perfil lipidico e de glicoconjugados de cepas deficientes em
manosiltransferases. Contetudo da parede celular de cepas de M. smegmatis (A e
C) e M. tuberculosis (B) selvagens (wild-type) e deficientes em manosiltransferases
de ramificagdo (A4247 ou A2181), demonstram modulagBes na biossintese de
LM/LAM visualizadas apos separacdo em SDS-PAGE e coloragdo especifica para
carboidratos (A e B). PIMs e fosfolipidios sem alteracbes sao visualizados apos
separacao por cromatografia de camada delgada (CCD) e coloracfes especificas.
Nota-se a diferenca da migracdo de LM/LAM (cepas selvagens) em SDS-PAGE
entre as cepas saprofitica (PIM-LAM em A) e patogénica (Man-LAM em B),
mostrando que Man-LAM possui uma massa molecular maior quando comparada
com espécies ndo patogénicas. CL: cardiolipina, PE: fosfatidiletanolamida e PI:
fosfatidilinositol (Sena et al., 2010).

Um trabalho que veio colocar em duvida o papel da capa de manose (Man-
LAM) como indutor de imunossupressao, foi publicado por Appelmelk et al., (2008),
utilizando M. marinum e M. bovis BCG deficientes do homologos de Rv1635c que

codifica uma manosiltransferase responséavel pela adicdo da capa de manose.

Neste trabalho, os autores observaram uma discreta diminuicdo da captura de
bacilos mutantes e também um discreto aumento da fusdo de fagossomos pelos

bacilos mutantes, porém a perda da capa de manose né&o induziu diminuicdo da



36

sobrevida da bactéria in vitro ou in vivo no modelo de peixe-zebra (zebrafish), assim
como néo alterou a producao da interleucina imunosupressora IL-10, dentre outras
citocinas envolvidas na patogénese da doenga, como IFN-y, IL-12, TNF e IL-6. Os
autores justificam seus resultados contraditérios aos da literatura anterior por
utilizarem nesse trabalho Mycobacterium sp. viavel, diferentemente dos demais
trabalhos que utilizaram purificados de Man-LAM extraido do bacilo. Com este
trabalho, os autores concluem que Man-LAM e PI-LAM diferem mais do que a capa
de manose, sugerindo uma modulacdo secundaria dessas moléculas apos o inicio
da infeccdo que néo teve como ser observado quando utilizados Man-LAM extraidos

diretamente de bacilos cultivados em meio de cultura.

Como o papel de receptores de manose € indispensavel na infeccao por
micobactérias e a capa de manose demonstrou ndo ser a detentora da atividade
biolégica de LAM, isso nos encoraja a verificar a possivel modulacdo dessa
molécula apdés o consumo de colesterol como ocorrido durante a infeccdo da célula

hospedeira.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL
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Estudar o papel do colesterol como fonte principal de energia e carboidratos na
modulacdo da sintese de Lipoarabinomanana (LAM) e Lipomanana (LM) em
Mycobacterium smegmatis como uma possivel alternativa de controle da acgéo

imunomoduladora desses glicolipidios.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar o perfil de crescimento in vitro de Mycobacterium smegmatis em
meio de cultivo rico (7H9) e pobre (MM) de nutrientes, suplementado com

glicerol e/ou colesterol como fonte principal de energia e carbono;

e Avaliar a captacao do colesterol pelo acumulo intracelular ap6s a privacao de

nutrientes;

e Avaliar possiveis mudancas na biossintese de PIMs, LM e LAM durante a

oferta do colesterol como alternativa nutricional;

e Relacionar o perfil de PIMs, LM e LAM ap6s o consumo de colesterol com
possiveis mudancas nas propriedades fisico-quimicas da parede celular

micobacteriana.

4. METODOLOGIA

4.1. CULTIVO E TRATAMENTO DO Mycobacterium smegmatis
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A cepa de M. smegmatis (INCQS 00061, Fundacdo Nacional de Controle de
Qualidade em Saude - Fundacdo Oswaldo Cruz) foi cultivada em meio agar
Middlebrook 7H10 ou caldo 7H9, suplementados com 10% DC (Glicose e NaCl) e
0,05% de Tween80. O cultivo inicial foi realizado por um periodo de trés dias em
placas de petri contendo meio agar Middlebrook 7H10, utilizando estufa
bacteriolégica com temperatura de 37°C. ApOs o crescimento satisfatorio, uma
colonia desta placa foi inoculada em um erlenmeyer contendo 20 ml de caldo 7H9
para cultivo com agitacdo continua a 150 rpm, respeitando as mesmas condi¢des de

tempo e temperatura descrita anteriormente.

O padrdo de crescimento bacteriano foi acompanhado por
espectrofotometria em microplaca de 96 pocos, utilizando comprimento de onda de
600 nm. Seguindo protocolo descrito por Griffin et al., (2012), 200 ul da bactéria em
cultivo na fase estacionaria (volume equivalente a densidade otica - D.O.g0onm =
0,05) foi inoculado em um novo erlenmeyer para o inicio do experimento em caldo
7H9 ou Meio Minimo (MM), suplementado com 0,1% de glicerol ou 0,01% de
colesterol diluidos em solugdo contendo tiloxapol e etanol (1:1, v/v).

O meio 7H9 é composto de (NH4).SO,4 (0,5 g/l), L-glutdmico (0,5 g/l),
NaszCsHsO7 (0,1 g/l), Vitamina B6 (1 mg/l), Biotina (0,5 mg/l), Na,HPO, (0,5 g/l),
KH2,PO,4 (1 g/l), CeHgO7.xFes',yNHs (0,04 g/l), MgSO, (0,05 g/l), CaCl, (0,5 mg/l),
ZnS0O, (1 mg/l) e CuSO,4 (1 mg/l), enquanto o MM é composto de asparagina (0,5
g/l), KH,PO, (1 g/l), NazHPO, (2,5 g/l), NH4Fe(SOy), - 12H,0 (50 mg/l), MgSO4.7H,0
(0,5 g/l), CaCl; (0,5 g/l), ZnSO4 (0,1 mg/).

No presente trabalho, analisamos quatro grupos experimentais divididos
conforme as condicbes de cultivo: (1) 7H9+Glicerol; (2) MM+Glicerol; (3)
MM+Glicerol+Colesterol; (4) MM+Colesterol.

4.2. ANALISE DO ACUMULO DE COLESTEROL

Para confirmar o acumulo de colesterol pelo bacilo, utilizamos o Filipin

(Sigma), um marcador fluorescente especifico para colesterol. Como descrito por
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Brzostek et al., (2009), aliquotas de cada amostra correspondentes ao volume de 10
unidades de D.O. (D.O.g00nm = 10), foram centrifugadas a 16.000 x g por 15 minutos.
O precipitado celular foi lavado com Tampéao Fosfato Salina (PBS) para retirada de
colesterol extracelular. As amostras foram fixadas com 3% de paraformaldeido por
uma hora e permeabilizadas com 1,5 mg/ml de glicina por 10 minutos. O precipitado
celular foi devidamente fixado e permeabilizado foi incubado por 45 minutos com
0,05 mg/ml de Filipin protegido de luz, seguidos de trés lavagens com PBS, para
retirada do corante extracelular. A fluorescéncia relativa ao acumulo de colesterol é
quantificada por espectrofluometria (Victor X3, PerkinElmer), com filtro de excitagéao
de 340nm e emissao de 380nm. O experimento foi realizado em triplicata, os dados
obtidos para cada meio de cultivo foram gerados estatisticamente no Microsoft Excel
e BioEstat 5.0. As células marcadas com Filipin foram visualizadas por microscopia
de fluorescéncia (ZEISS Scope.Al), com filtro de 480 nm.

4.3. EXTRACAO E ANALISE DE LM E LAM

As células obtidas de cada cultura liquida foram coletadas nas fases de
crescimento logaritimico (fase log) e estacionario, através da andlise
espectrofotométrica do padrdo de crescimento, descrito anteriormente. Para a
extracdo, seguimos o protocolo descrito por Sena et al., (2010). O volume de cada
amostra em cultivo foi coletado e transferido para tubos de 15 ml previamente
pesados. As amostras foram submetidas a centrifugacédo (3500 rpm por 15 minutos
a 4°C) para obtencéo do precipitado de células apos descarte do sobrenadante. Os
tubos contendo somente o precipitado celular foram pesados novamente, para
obtencdo do peso equivalente a massa celular, fundamental para o processo de
extracdo que utiliza os volumes de solventes correspondentes ao peso de cada
amostra. O precipitado celular, quando necesséario, foi mantido em freezer -20°C até

a obtencao de todas as amostras.

A primeira fase da extracdo consistiu na retirada do contetudo lipidico da
parede celular bacteriana, incubando sequencialmente os precipitados celulares por
2 horas em temperatura ambiente com 20 volumes de solu¢do contendo cloroférmio

e metanol (2:1; v/v), seguida de 10 volumes de cloroférmio e metanol (2:1; v/v), e por
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altimo 5 volumes de solug¢do contendo cloroférmio, metanol e agua (1:2:0,8; v/v/v).
Cada extracdo foi precedida e finalizada com centrifugagdo a 1500 rpm por 5
minutos, para obtencdo do conteudo lipidico nos sobrenadantes, que foram
utilizados para a obtencdo de PIMs, e do precipitado de células que foi utilizado

nesse estudo para extracdo dos glicoconjugados.

O precipitado celular delipidado (sem a camada lipidica) foi resuspenso em
2,5 volumes de solucéo contendo tampéo Tris-EDTA (pH 6,6) saturado com fenol e
2,5 volumes de 4gua destilada para a extracdo dos glicoconjugados LM e LAM. A
extracdo ocorreu durante um periodo de 2 horas de incubacdo em temperatura de
55°C em banho-maria. Terminado o periodo de extracdo, o conteudo foi
homogeneizado em Vortex e centrifugado (1500 rpm por 2 minutos a temperatura
ambiente) para particdo do conteudo protéico (interfase) e de glicoconjugados (fase
superior aquosa). O sobrenadante contento LM/LAM foi transferido para tubos de 1,5
ml e acrescentado 2,5 volumes de cloroférmio para remocao da contaminacao por
fenol, homogeneizados e centrifugados nas mesmas condicdes descritas

anteriormente.

Desse sobrenadante final, contendo os glicoconjugados, foram utilizados 15
pl de cada amostra, misturadas com 5 pl de tampéo de amostra (Tris-HCI pH 6,8;
Glicerol; azul de bromofenol; 2-mercaptoetanol, 4x concentrado) que foram utilizados
no Dodecil Sulfato de Soédio — Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE). Depois foram
transferidos para novos tubos e condicionados a 4°C até a analise de LM/LAM. As
amostras em tampao e 10 pl do padrédo de massa molecular (Full-Range Rainbow
Molecular Weight, Amersham RPNB800) foram aquecidas em banho-seco por trés
minutos a 100°C para entdo serem separadas por eletroforese (100 V, 25 mA por 1

hora e trinta minutos) utilizando gel de SDS-PAGE com 15% de acrilamida.

ApGs a separacao das amostras, o gel foi submetido a coloragdo especifica
para carboidratos seguindo o protocolo adaptado de Moller & Pousen (2002),

seguindo as respectivas etapas com continua agitacao:

a) Fixacéo: 12,5% de acido tricloracético (TCA) por 30 minutos, seguido por uma

lavagem rapida com agua destilada.

b) Sensibilizacdo: 1% de acido periédico por 50 minutos, seguido de 6 lavagens

com &gua destilada (10 minutos cada lavagem).
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C) Coloracédo: solucdo de fucsina sulfito por 50 minutos, seguido de trés
lavagens com solucéo de 0,5% de metabisulfito de potéssio.

d) Visualizacao: retirada do excesso de corante com lavagens frequentes do gel
com agua destilada, seguida de digitalizacdo da imagem corada utilizando scanner

convencional.

ApGs a digitalizacdo do gel devidamente corado, o conteido de cada amostra
separado por eletroforese foi analisada por densitometria utilizando o programa

Image-J.

4.4. PURIFICACAO DE PIMS E ANALISE POR CROMATOGRAFIA DE
CAMADA DELGADA (CCD)

Para a purificacdo de PIMs foi utilizada a fracdo de lipidios obtida durante a
delipidacdo do bacilo (fracdo de cloroférmio : metanol : agua), conforme descrito por
Sena et al., (2010). Aliquotas de 1200 pl de cada amostra foram secas em corrente
de gas nitrogénio (N2) a 70°C e os lipidios foram purificados por particdo bifasica
usando solucdo de 1-butanol : agua (2:1, v/v). Apés a particdo, a fase final de 1-
butanol foi concentrada por centrifugacdo a vacuo e o conteudo restituido em 40 pl
de 1-butanol : &gua (2:1, v/v) para entdo ser aplicado em folhas de aluminio
revestidas com silica gel-60 para CCD utilizando como fase liquida a solucdo de
cloroférmio : metanol : aménia (13M) : acetato de amébnia (1M) : &gua
(180:140:9:9:23, v/iviviviv). Por fim, PIMs foram visualizados usando solugdo de
Orcinol em &cido sulfarico que foi borrifado em toda a extenséo da placa.

4.5. ANALISE DA PROPRIEDADE FiSICO-QUIMICA DA PAREDE CELULAR
PELO METODO DE COLORACAO DE ZIEHL-NEELSEN

O método consiste na capacidade que micobactérias possuem de reter o
corante fucsina basica (de coloracdo vermelha), mesmo apds ser submetido a
descoloracéo por solugédo a base alcool e acido. A retencdo do corante € decorrente

da alta concentracdo de acido micolico na parede celular do bacilo, e foi usado na
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pesquisa para avaliar as propriedades fisico-quimicas da parede celular
micobacteriana (Shoub, 1923).

Seguindo o protocolo descrito por Shoub (1923), com pequenas
modifica¢cdes, uma aliquota de 50ul de cada cultura foi seca na superficie de laminas
de vidro para microscopia de luz e entdo sensibilizadas com solugédo de fucsina
aguecida em chama para induzir a incorporacéo do corante por 5 minutos. Apés este
periodo a solucdo de fucsina foi removida da superficie das laminas e as células
foram submetidas a descoloracao pela adicdo de gotas da solug¢do de alcool-acido.
ApOs a descoloragdo, as amostras foram sensibilizadas com azul de metileno por 30
segundos, para uma coloracéo diferencial, a obtida por micobactérios. As amostras
devidamente coradas foram visualizadas em microscopia de luz, utilizando lente de

imersédo (aumento de 100X).

4.6. ANALISE ESTATISTICA

Quando necessario, os dados foram expressos em média e desvio padrao
das triplicatas usando o programa Microsoft Excel (2007). Para analise estatistica
utilizou-se o programa BioEstat 5.0, verificando a analise de variancia ANOVA,
seguido do teste de Tukey. Todos os testes estatisticos consideraram probabilidade
(p-valor) significativa quando < 0,05. E para visualizac@o gréfica dos dados obtidos
da massa molecular dos glicoconjugados utilizamos o programa ImageJ.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. AVALIACAO DO PADRAO DE CRESCIMENTO DE M. smegmatis EM
FONTES DEFINIDAS DE CARBONO
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Como demonstrado no gréafico 1, a analise da curva de crescimento em 7H9
apresentou o padrdo caracteristico para o bacilo, observando-se uma fase inicial
sem crescimento (fase lag) durante as primeiras horas de cultivo, seguida de um
crescimento exponencial (fase log) até completar o primeiro dia de cultivo, atingindo
0 crescimento estacionario inicial apds 28 horas e finalmente a real fase estacionaria
somente apos 48 horas de cultivo (D.O.s00nm: 0,8 — 1,0), permanecendo sem grandes

alteracdes ao longo dos dias restantes de analise (total de 5 dias).

Nos demais grupos, a escassez nutricional induzida pelo cultivo em Meio
Minimo (MM) pobre em nutrientes, observamos a auséncia das fases lag e log,
guando comparadas com o cultivo em condi¢cdes 6timas de crescimento (grupo 7H9
suplementado com glicerol). Estes grupos também apresentaram crescimento
moderado, sendo que somente aqueles suplementados com glicerol (MM+Gli e
MM+Gli+Col) atingiram crescimento na fase estacionaria a niveis compativeis aos
observados no grupo 7H9+Gli, diferentemente do grupo cultivado em MM
suplementado com colesterol (MM+Col), que apresentou fase estacionaria com
densidade de bacilos bastante reduzida (D.O.geonm: 0,17 — 0,19). O moderado
crescimento pelo cultivo em MM induziu os grupos suplementados com glicerol a
atingirem a fase estacionaria somente apos o terceiro dia de cultivo, enquanto que o
grupo MM+Caol atingiu sua fase estacionaria comprometida em periodo semelhante

ao obtido pelo grupo 7H9.

Estes dados mostram que a suplementacdo do MM com glicerol, estando
sozinho ou em conjunto com colesterol, foi suficiente para disponibilizar condi¢des
nutricionais suficientes para atingir padrdes de crescimento semelhante aos obtidos

em cultivo 7H9, porém com velocidade de crescimento comprometida.

Dessa forma, ficam evidentes os efeitos da caréncia nutricional e da
auséncia do glicerol, como fonte preferencial de energia e carbono pelo M.
smegmatis, que € forcado a adaptar-se as novas condi¢cdes nutricionais para
permanecer viavel nesse ambiente, tendo apenas o colesterol como fonte principal

de carbono e energia.

10

). (600 nm)
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Gréafico 1. Curva de crescimento do M. smegmatis em meio rico e pobre de
nutriente. As bactérias foram cultivadas em meio liquido rico e pobre de nutrientes
(7H9 e MM, respectivamente), suplementado com glicerol(Gli) e/ou colesterol(Col)
como indicado. O crescimento bacteriano foi acompanhado pela densidade 6tica em

espectrofotometro (D.O.s00nm) durante 144 horas de cultivo.

O cultivo do M. smegmatis em meio MM suplementado somente com
colesterol (MM+Col), remonta de forma experimental condicdes adversas
semelhantes as encontradas pelos bacilos micobacterianos durante a fagocitose
pelos macréfagos alveolares na TB, como proposto por Pandey & Sassetti (2008). O
ambiente in6spito dos macréfagos € também depdsito lipidico oriundos do
hospedeiro, em especial o colesterol, que foi escolhido nesse trabalho como fonte
nutricional alternativa para o micobactério obter energia e carbono suficiente para

manter a sua integridade.

O sistema de importacéo de colesterol € bem descrito na literatura, e um dos
principais genes dessa maquinaria de transporte € o0 mce4, que possibilita a
captacao de nutrientes provenientes da célula hospedeira durante a infec¢ao pelo M.
tuberculosis, relacionando sua funcéo diretamente com a evolugédo da doenga para o
estagio cronico (PANDEY & SASSETTI, 2008). Dessa forma, nota-se com os dados
apresentados na curva de crescimento, a provavel agdo gerada pelo consumo do
colesterol na célula hospedeira, que pode influenciar nas etapas posteriores a

endocitose, como a proliferacao intracelular do bacilo em sua célula hospedeira.
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Em 1956, Bloch H., afirmava que o M. tuberculosis isolado dentro de um
granuloma pode persistir por décadas, e que o0 sucesso desse agente patogénico €
atribuivel, pelo menos em parte, a capacidade da bactéria utilizar os nutrientes
derivados do hospedeiro disponiveis durante todas as fases da infeccéo. Dentre
estes derivados, o colesterol € um forte candidato a induzir mudancas fundamentais

no metabolismo do bacilo, necessarias para a persisténcia da infeccao.

5.2. ACUMULO DE COLESTEROL POR Mycobacterium smegmatis

Buscando confirmar a captacdo de colesterol pelo M. smegmatis, a
guantificacdo espectrofluorimétrica (Grafico 2) e microscopia de fluorescéncia
(Figura 12) de células marcadas com Filipin nos mostraram que somente o grupo
MM+Col apresentou acumulo significativo de colesterol, quando comparados com 0s
demais grupos que foram suplementados com glicerol. Desta forma, foi comprovada
a capacidade do bacilo de acumular colesterol na auséncia de outras fontes de
nutrientes, como por exemplo, o glicerol, sugerindo mudancas fisiolégicas
necessarias para o bacilo se adaptar a um ambiente hostil para manter a sua
sobrevivéncia e proliferagéo.

Supomos gue ndo conseguimos evidenciar o acumulo de colesterol por
espectrofluorimetria no grupo contendo MM+Gli+Col, em decorréncia do glicerol
ainda poder manter niveis metabdlicos suficientes que ndo possam induzir a
utilizacdo do colesterol pelo bacilo, diferentemente do grupo MM+Col, que
visivelmente possui um metabolismo bem comprometido pela caréncia nutricional,
suplementada somente por colesterol.

A comprovacdo do acumulo de colesterol por micobactérias nos confirma a
problematica envolvida na complexa relagdo existente entre o bacilo e suas células
hospedeiras: o metabolismo. Como mostrado por Griffin et al.,, (2012), vias
bioquimicas utilizadas durante o crescimento do bacilo em meio rico em colesterol,
promoveu alteracbes na producdo de diversos metabdlitos primarios, com
predominio de Propionil-CoA que participa do Ciclo do Metilcitrato. Ainda foram
identificados 29 metabdlitos acumulados em meio liquido de cultura rico em
colesterol. Dentre estes metabdlitos podemos citar componentes participantes do

Ciclo do Metilcitrato (Succinato, Malato e 2-Metilcitrato), acucares e derivados
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(Manose, Manose-1-fosfato e Trealose 6-fosfato), caracterizando a via de
gliconeogénese para obtencdo de energia a partir do colesterol. Em um ambiente

gue mimetiza as condi¢des intracelulares na célula hospedeira.
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Grafico 2. Acumulo de colesterol pelo M. smegmatis durante o crescimento em
diferentes fontes definidas de carbono. As células em crescimento na fase
estacionaria foram marcadas com Filipin e a intensidade de marcacéo, diretamente
proporcional ao acumulo de colesterol, foi quantificada por espectrofluorimetria,
usando filtro de excitacdo de 340nm e emissdo de 380nm. Os valores foram
expressos em média e desvio padrdo com significancia estatistica (*) p < 0,05 em
relacdo ao grupo controle (ANOVA-Teste de Tukey).
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A) THO+Gli B) MM+Gli

C) MM+Gli+Col D) MM+Col

Figura 12. Andlise do acumulo de colesterol pelo M. smegmatis. As células em
crescimento na fase estacionaria foram marcadas com Filipin e visualizadas por
microscopio de fluorescéncia usando filtro de 480 nm. A) 7H9+Gli, B) MM
suplementado com Glicerol (MM+Gli), C) MM suplementado com glicerol e colesterol
(MM+Glicerol+Colesterol), D) MM suplementado somente colesterol (MM+Col).

Barra de 20 um.

A obtencédo de energia pelo M. tuberculosis € composta de vérias etapas. Os

produtos derivados da B-oxidagdo de acidos graxos sdo as unidades de acetil-CoA
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primeiramente assimiladas no ciclo do glioxilato, porém o produto adicional derivado
da B-oxidacdo de cadeias laterais, o propionil-CoA, passa por mais uma etapa
metabdlica, o ciclo do metilcitrato (CMC), que promove a oxidacdo do propionil-CoA
em piruvato (HORSWILL & ESCALANTE-SEMERENA, 1999; TEXTOR, 1997).

A elucidacdo do catabolismo e as enzimas que catalisam os metabdlitos
derivados do colesterol ainda ndo foram totalmente compreendidas. Ja é conhecido,
que o M. tuberculosis importa e metaboliza o colesterol do hospedeiro durante a
infeccdo, capacitando o bacilo para a fase crénica da TB, porém existem lacunas a
serem resolvidas como o operon de crescimento intracelular (IGR), o operon igr
codifica as enzimas que catalisam as trés etapas finais da degradagcéo da cadeia
lateral do colesterol (THOMAS et al., 2011).

Uma breve investigacdo sobre trabalhos relacionados a esse contexto nos
revela a importancia dos nossos resultados para melhor esclarecer questbes
complexas do uso do colesterol. Mediante a diferenca do substrato fornecido para a
bactéria, conseguimos detectar diferencas significativas, que vem para reforcar a
busca por novas teorias relacionadas a adaptacéao do bacilo. Dessa forma, quando o
nutriente torna-se escasso, o0 colesterol passa a ser a fonte de carbono e energia,
promovendo por um longo periodo a sobrevida do bacilo que modifica seu padrédo
metabdlico podendo alterar ndo somente o fluxo de carbono na bactéria, mas
também de outros componentes interdependentes, como agucares (ex: manose)
extremamente importantes para a biossintese de constituintes da complexa parede

celular.

5.3.  PERFIS DE LM/LAM E PIMs EM DIFERENTES FONTES DE NUTRIENTE E
CARBONO

Como mostrado na figura 13, os resultados obtidos com a cromatografia de
camada delgada (CCD) para PIMs revelaram que as mudancas nutricionais
especificas de cada grupo estudado ndo apresentaram alteracées no acumulo
dessas moléculas durante o periodo de crescimento que seria representativo da fase
log (figura 13 A), mostrando perfis de marcacdes similares entre os grupos com
diferentes fontes nutricionais estudadas. Também notamos que as moléculas de

AcPIM; e AcPIMg, mais abundantes na parede celular, continuam sendo de facil
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identificagdo, sem mudancas significativas entre os grupos que possuiam o glicerol
e/ou colesterol como suplemento.

Por outro lado, nota-se uma reduzida marcacdo em PIMs durante a fase
estacionaria de crescimento quando o bacilo € cultivado em MM suplementado
somente com colesterol (grupo MM+Col, Figura 13 B). Estes dados sugerem que
nessas condicbes de escassez nutricional o M. smegmatis, diferentemente dos
demais grupos que obtiveram o glicerol durante o cultivo, apresenta deficiéncia para

acumular PIMs em sua parede celular.

A) B)

ACPIM2 «——

ACPIM6 «——

\ - r
Fase logaritimica Fase estacionaria

Figura 13. Perfil de PIMs em Mycobacterium smegmatis. Fragfes lipidicas de
cada grupo experimental, oriundas do cultivo na fase de crescimento log (A) e fase
estacionaria (B), foram purificadas da parede celular, e separadas por CCD. O
acumulo de PIMs (AcPIM; e AcPIMg) foi visualizado apds reacdo especifica para

acucares, utilizando solugéo de orcinol.

PIMs séo precursores da via de biossintese dos glicoconjugados LM e LAM.
Morita et al., (2006), ao estudar cepas de M. smegmatis deficientes na biossintese
de PIMs de grande ordem (PIMs — PIMg), mostrou que estas moléculas possuem um
papel na integridade da membrana celular e na regulacdo da septagdo e divisdo
celular, porém sem alteracdes na biossintese de LM/LAM, que dependem do
acumulo de PIM,. Este trabalho mostrou claramente a importancia dessas estruturas

para a complexa parede celular micobacteriana.
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Com a separagao por SDS-PAGE dos glicoconjugados da parede celular,
como observado na figura 13 A) e B), as amostras estudadas no presente trabalho
apresentaram um curioso perfil de LM e LAM. Surpreendentemente, observamos
padrées de migracdes distintos principalmente para a molécula de LAM. Nos grupos
contendo colesterol (MM+Gli+Col e MM+Col), tanto na fase log quanto na
estacionaria, o padrao de migracdo de LAM foi representativo de uma molécula
maior, conferindo uma massa molecular semelhante ao observado em cepas
patogénicas (30 — 50 kDa), quando comparado com o0s demais grupos sem
colesterol (25 — 30 kDa). Outro ponto observado foi que esta mudanga na
biossintese de LAM em M. smegmatis independe da presenca do glicerol em meio
MM. Isso sugere que, independente do acumulo de colesterol visualizado
anteriormente no grupo contendo somente este lipidio (Gréfico 2 e figura 12), o M.
smegmatis parece conseguir capturar e catabolizar o colesterol fornecido pelo meio
de cultura pobre em nutrientes, porém mudancas significativas na parede celular
surgem somente durante a fase estacionaria de crescimento.

Buscando melhorar a interpretacdo da variacdo do padrdao de migracéo das
moléculas de LM/LAM em eletroforese, realizamos a densitometria do caminho
percorrido por cada amostra no gel de SDS-PAGE (Figura 15). Dessa forma
podemos confirmar com clareza que na fase log de crescimento somente 0 grupo
cultivado em MM suplementado com glicerol e colesterol (MM+Gli+Col) apresentou
marcacdo de LAM correspondendo a proteinas de massa molecular que variam
entre 30 e 50 KDa, quando comparadas com o grupo controle (7H9) (Figura 15 A).
Mudancas no padrdo de migracdo de LAM durante a fase estacionaria de
crescimento também foram confirmadas pela densitometria nas amostras cultivadas
em MM suplementadas somente colesterol (MM+Col), que também passaram a
apresentar moléculas de massa molecular entre 30 - 50 KDa (Figura 15 B).

Como mostrado por Sena et al., (2010), a atividade de manosiltransferases
altera a biossintese de LAM, modificando seu esqueleto de manose e arabinose.
Assim, podemos sugerir que a utilizagdo de fontes alternativas de carbono e energia
cultivados em MM possibilitou modificagbes fisioldgicas significativas na parede
celular do bacilo, e desta forma, influenciou as vias de biossintese dos
glicoconjugados, que por sua vez podem estar diretamente ligados com a sobrevida
do bacilo no hospedeiro, demonstrado em fases distintas do crescimento

micobacteriano.
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Figura 14. Perfil de LAM e LM de M. smegmatis apdés consumo de diferentes
fontes nutricionais. As moléculas de LAM e LM foram extraidas durante a fase log
e fase estacionaria de crescimento, separadas em SDS-PAGE, e submetidas a
coloracdo para glicoconjugados: (PM) padrdo de massa molecular; (7H9) meio com
condicbes Otimas para o crescimento bacteriano; (MM) meio minimo pobre em

nutriente; suplementados com glicerol (Gli) ou colesterol (Col).

A fase estacionéria, caracterizada pelo numero elevado de bacilos com
reduzido crescimento, em condi¢cdes de consumo do colesterol como Unica fonte
nutricional, pode ser associada ao periodo crénico da TB, onde a bactéria encontra-
se superpopulosa no interior dos granulomas que podem eclodir liberando bacilos
viaveis para iniciar um novo ciclo de infeccdo em outro hospedeiro.

A progressao da doenca para uma forma de tuberculose ativa pode ser
caracterizada como uma falha na contencdo do bacilo que manipula a resposta do
hospedeiro localmente, causando a inducdo dos danos necessarios para fornecer o

colesterol como alternativa de nutriente e assim completar o ciclo de disseminagéo.
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Figura 15. Densitometria do perfil de migracdo de LM/LAM em gel de SDS-

PAGE. A intensidade das marcacdes provenientes do gel de SDS-PAGE da figura

13 foram avaliadas por densitometria utilizando o programa ImageJ. Os valores de

massa molecular (abscissa) foram determinados conforme densitometria do padrao

de massa molecular correspondente a area analisada de cada amostra (7H9,

MM+Gli, MM+Gli+Col, e MM+Col). A intensidade de marcacdo de cada amostra na

fase log (A) e estacionaria (B) foi quantificada em unidades arbitrarias (ordenada).

Nossos dados demonstram que a modificagdo do principal substrato para

obtencdo de energia e carbono esta associada com a regulacdo da sintese de
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LM/LAM, como evidenciado pela mudanca do perfil de migracado de LAM, que variou
de tamanho de acordo com a disponibilidade de carboidratos no meio de cultura
liquido.

Este dado nos encoraja a verificar alguma modulacédo da atividade desses
componentes bioativos perante condicbes adversas de nutrientes, como
possivelmente deve ocorrer durante a infeccdo, em condicbes adversas de
nutrientes, onde o bacilo necessitara se adaptar a um novo ambiente com condicdes
hostis a sua sobrevivéncia.

Dados da literatura atual demonstram a variagdo das moléculas de LM e LAM
atraves da manipulacdo genética, visando estudar melhor a atuagdo bioquimica no
contexto celular entre o bacilo e o hospedeiro (HE et al., 2015). Aqui nés reforcamos
a ideia dessa interacao relacionada diretamente com a fonte nutricional mediante ao
ambiente adverso, que assim modifica o perfil dos gliconjugados tornando-os
ferramentas potentes para a modulagéao do sistema inume do hospedeiro.

As funcdes de LM/LAM no contexto da integridade da parede celular nédo
estdo totalmente esclarecidas, e estamos apenas comecando a entender como
essas moléculas contribuem para todo o processo de montagem da parede celular e
interacBes patdgeno-hospedeiro. E fundamental a compreenséo do organismo a
nivel molecular, possibilitando o entendimento da patogénese das micobactérias.
Assim esforcos futuros sdo necessarios para a melhor compreensdo desse

metabolismo fascinante.

5.4 AVALIACAO DA PROPRIEDADE FiSICO-QUIMICA DA PAREDE CELULAR
PELO METODO DE COLORACAO DE ZIEHL-NEELSEN

A resisténcia a descoloracdo por solugbes éacidas € uma caracteristica
marcante do género Mycobacterium. Nos nossos grupos de estudos em fontes rica e
pobre em nutrientes foi realizada a coloragédo de Ziehl-Neelsen que confere essa

caracteristica ao bacilo.

Como demonstrado na figura 16, todos os grupos analisados conseguiram
manter a integridade da parede celular apds descoloracdo por alcool e &cido,

preservando a caracteristica do bacilo de ser considerado alcool-acido resistente.
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Nosso grupo controle, 7H9 suplementado com glicerol (7H9+Gli, rico em
nutrientes), manteve os padrées de morfologia caracteristicos do bacilo,
apresentando-se alcool-acido resistente, com tamanho e forma caracteristico da
espécie (Figura 16 A). Por outro lado, os grupos que foram cultivados em MM
(Figura 16 B — D) apresentaram mudancas significativas na morfologia e associagao
das bactérias, demonstrando bacilos com variacdo em tamanho e formando

aglomerados mais compactos, quando comparados ao grupo controle 7H9+Gli.

O cultivo em MM suplementado com glicerol, somente (MM+Gli, Figura 16 B)
ou acompanhado de colesterol (MM+Gli+Col, Figura 16 C), apresentou bacilos
menores, diferentemente do grupo suplementado somente com colesterol (MM+Caol,
Figura 16 D), que demonstrou estruturas pleomorficas, ou seja com tamanho e
forma diferentes, porém com compactacdo mais acentuada daquelas cultivadas em

MM suplementado com glicerol e/ou colesterol, e grupo controle em 7H9.

Esses dados colaboram com os resultados anteriores, mostrando que as
diferencas nutricionais estdo alterando a fisiologia do micobactério (GRIFFIN et al.,
2012). Os dados atuais da literatura cientifica mostram diferencas significativas da
morfologia dessa bactéria apds modificacBes genotipicas, envolvidas no ambiente
nutricional do bacilo, decorrentes de uma tentativa de se adaptar fisiologicamente ao
novo padrdo nutricional (FUKUDA et al., 2013).



55
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Figura 16. Analise das caracteristicas fisico-quimicas pela coloracéo de Ziehl-
Neelsen. Os bacilos em crescimento na fase estacionaria foram corados pelo
método de Ziehl-Neelsen, demonstrando a caracteristica fisico-quimica da parede
celular de cada grupo de estudo: A) 7H9+Gli, B) MM+Gli, C) MM+Gli+Col e D)
MM+Col. Barra de 20 um.



56

6. CONCLUSOES

Neste trabalho, verificamos que o M. smegmatis, mesmo sendo saprofitico,
consegue acumular e catabolizar colesterol in vitro, quando este passa a ser a
principal fonte para obter energia e carbono, como ocorre no interior de macrofagos
infectados por espécies patogénicas. O acumulo de colesterol favoreceu mudancas
estruturais nas moléculas de LAM, tornando-se aparentemente mais longa,
correspondendo ao peso molecular sintetizado em bactérias patogénicas. Estes
dados sugerem como o consumo de colesterol ocorre em condi¢cdes de escassez de
nutriente no interior de células infectadas. A resisténcia a descoloracéo por solucdes
acidas, caracteristica marcante do género Mycobacterium foi mantida em todos os
grupos, porém a fisiologia do bacilo foi alterada nos grupos com o meio Minimo(MM),

pobre em nutrientes, com alteracbes morfoldgicas evidentes.



57

7. REFERENCIAS

ALLEN B.W. Mycobacteria: General Culture Methodology and Safety Considerations.
Parish T & Stoker NG. Methods in Molecular Biology: Mycobacteria Protocols.
Humana Press, 2010.

APPELMELK B.J., DEN DUNNEN J., DRIESSEN N.N., UMMELS R., PAK M., et al.
The mannose cap of mycobacterial lipoarabinomannan does not dominate the
Mycobacterium—host interaction. Cellular Microbiology 10: 930-944, 2008.

BEDARD, K., KRAUSE, K.H. The NOX family of ROS-generating NADPH oxidases:
physiology and pathophysiology. Physiol Rev 87 : 245 — 313, 2007.

BLOCH, H., SEGAL, W. Biochemical differentiation of Mycobacterium tuberculosis
grown in vivo and in vitro.J. Bacteriol. 72, 132-141, 1956.

BRENNAN P. J., NIKAIDO H. The Envelope of Mycobacteria. Annual Review of
Biochemistry, Vol. 64: 29 -63, June 1995.

BRENNAN, P. J. Structure, function, and biogenesis of the cell wall of
Mycobacterium tuberculosis. Tuberculosis (Edinburgh) 83:91-97, 2003.

BRENNER, J.D., KRIEG, R.N, STALEY, T.J. Bergey’s manual of systematic
bacteriology: The proteobacteria: introductory essays, v.2. 2ed. New York,
Springer, 2005.

BROSCH R, GORDON SV, MARMIESSE M, BRODIN P, BUCHRIESER C, et al. A
new evolutionary scenario for the Mycobacterium tuberculosis complex. Proc Natl
Acad Sci U S A 99: 3684—-3689, 2002.

BRZOSTEK A., PAWELCZYK J., RUMIJOWSKA-GALEWICZ A., DZIADEK B.,
DZIADEK J. Mycobacterium tuberculosis Is Able To Accumulate and Utilize
Cholesterol. Journal of Bacteriology, 191 (21): 6584—-6591, 2009.

BUTLER W. R., GUTHERTZ L. S. Mycolic Acid Analysis by High-Performance
Liquid Chromatographyfor Identification of Mycobacterium Species Clin. Microbiol.
Rev. October, vol. 14 no. 4 704-726, 2001.



58

CALMETTE A., BOQUET A., NEGRE L. Contribution a [letude du
bacilletuberculeux bilie”. Ann Inst Pasteur; 35: 561-570, 1921.

CHUA J; VERNE I; MASTER S; DERETIC V. A tale of two lipids: Mycobacterium
tuberculosis phagosome maturation arrest. Current Opinion in Microbiology, 7: 71
— 77, 2004.

COLLINS, C.H.; GRANGE, JM.; YATES, M.D. Tuberculosis Bacteriology:
Organization and Practice. Butter Worth-Heinemann, Oxford, 2nd edition. 139 p,
1997.

DANNENBERG A.M. JR.Roles of cytotoxic delayed-type hypersensitivity and
macrophage-activating cell-mediated immunity in the pathogenesis of tuberculosis.
Immunobiology, 191(4-5): 461-473, 1994.

DHILLON J., DICKINSON J.M., SOLE K., MITCHISON D.A. Preventive
Chemotherapy of Tuberculosis in Cornell Model Mice with Combinations of Rifampin,
Isoniazid, and Pyrazinamide. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 40 (3):
552-555, 1996.

EUZEBY, J.P. List of bacterial names with standing in nomenclature. Disponivel
em: (http://www.bacterio.cict.fr/m/mycobacterium.htm) Acesso em 23 mar 2014.

FINE P.E. Variation in protection by BCG: implications of and for heterologous
immunity. Lancet; 346: 1339-1345, 1995.

FRATTI RA, CHUA J, VERGNE |, DERETIC V. Mycobacterium tuberculosis
glycosylated phosphatidylinositol causes phagosome maturation arrest.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 2003.

FUKUDA T., et al. Critical Roles for Lipomannan and Lipoarabinomannan in Cell Wall
Integrity of Mycobacteria and Pathogenesis of Tuberculosis. mBio, 4(1):e00472-12.
doi:10.1128/mBi0.00472-12, 2013.

GALKINA E., LEY K. Immune and inflammatory mechanisms of atherosclerosis.
Annu Rev Immunol, 27:165-97, 2009.



59

GEIZE R.V., YAM K., HEUSER T., WILBRINK M.H., HARA H., ANDERTON M.C.,
SIM E., DIJKHUIZEN L., DAVIES J.E., MOHN W.W., ELTIS L.D. A gene cluster
encoding cholesterol catabolism in a soil actinomycete provides insight into
Mycobacterium tuberculosis survival in macrophages. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 104(6): 1947-1952, 2007.

GENGENBACHER M., KAUFMANN S. H. Mycobacterium tuberculosis: success
through dormancy. FEMS Microbiol. Rev. 36:514-532, 2012.

GRIFFIN J.E., PANDEY A.K., GILMORE S.A., MIZRAHI V., MCKINNEY J.D.,
BERTOZZI C.R., SASSETTI C.M. Cholesterol catabolism by Mycobacterium
tuberculosis requires transcriptional and metabolic adaptations. Chemistry &
Biology, 19(2):218-27. 2012.

GUTIERREZ MC, BRISSE S, BROSCH R, et al. Ancient origin and gene mosaicism
of the progenitor of Mycobacterium tuberculosis . PLoS Pathog, 2005.

HAITES, R. E., MORITA, Y. S., MCCONVILLE, M. J., and BILLMAN-JACOBE, H.
Function of Phosphatidylinositol in Mycobacteria. J. Biol. Chem. 280, 10981-10987,
2005.

HE L., et al. Comparative Study of the Growth and Survival of Recombinant
Mycobacterium smegmatis Expressing Mced4A and Mced4E from Mycobacterium
bovis. DNA and Cell Biology. 34(2), 2015.

HMAMA, Z., SENDIDE, K., TALAL, A., GARCIA, R., DOBOS, K., AND REINER, N.E.
Quantitative analysis of phagolysosome fusion in intact cells: inhibition by
mycobacterial lipoarabinomannan and rescue by an 1a,25-dihydroxyvitamin D3-
phosphoinositide 3-kinase pathway. Journal of Cell Science. 117: 2131-2140,
2004.

HORSWILL A.R., ESCALANTE-SEMERENA J.C. Salmonella typhimurium LT2
catabolizes propionate via the 2-methyicitric acid cycle. J. Bacteriol, 1999.

JOSHI S.M., PANDEY A.K., CAPITE N., FORTUNE S.M., RUBIN E.J., SASSETTI
C.M. Characterization of mycobacterial virulence genes through genetic interaction
mapping. Proceedings of the National Academy of Sciences, 103 (31), 2006.

JUNG J-Y., MADAN-LALA R., GEORGIEVA M., RENGARAJAN J., SOHASKEY, C.
D., BANGE F-C., ROBINSONA C. M. The Intracellular Environment of Human



60

Macrophages That Produce Nitric Oxide Promotes Growth of Mycobacteria.
Infection and Immunity, p. 3198-3209 2013.

KOCH R. Die aetiologie der tuberculose, a translation by Berna Pinner and Max
Pinner with an introduction by Allen K Krause. Am Rev Tuberc 25: 285-323, 1932.

KRAUSE A. Tuberculosis and public health. Am Rev Tuberc, 18: 271-322, 1928.

LEAO S.C., MARTIN A., MEJIA G.l., PALOMINO J.C., ROBLEDO J., TELLES
M.A.S., PORTAELS F. Practical handbook for the phenotypic and genotypic
identification of mycobacteria. Brugges, Vanden BROELLE, 2004, 164 p., 2004.

MAXFIELD F.R., TABAS I. Role of cholesterol and lipid organization in Disease.
Parish T & Stoker NG. Methods in Molecular Biology: Mycobacteria Protocols.
Humana Press, 2010.

MINISTERIO DA SAUDE. Coordenacdo Nacional de Doencas Sexualmente
Transmissiveis e Aids. Manual TELELAB. 2001. Tuberculose — Diagnéstico
Laboratorial — Baciloscopia. Brasilia. 2001.

MINISTERIO DA SAUDE. Fundacio Nacional de Salde. Tuberculose. Guia de
Vigilancia Epidemiolégica. 12 Edi¢do. Assessoria de Comuniacdo e Educacdo em
Saude (Ascom), Brasilia, 2002.

MINISTERIO DA SAUDE. Secretaria de Vigilancia em Saude. Guia de vigilancia
epidemioldgica. — 6. ed. — Brasilia : Ministério da Saude, 2005.

MISHRA A. K., DRIESSEN N. N., APPELMELK B. J., BESRA G. S.
Lipoarabinomannan and related glycoconjugates: structure, biogenesis and role in
Mycobacterium tuberculosis physiology and host pathogen interaction. FEMS
Microbiol Rev 35, 1126-1157, 2011.

MOLLER, HOLGER J.; POULSEN, JORGEN H. The Protein Protocols Handbook:
Staining  glycoproteins/proteoglycans on SDS-gels. Walker, J. M.. University of
Hertfordshire: Humana Press, 627-631, 2002.

MORITA Y.S., FUKUDA T., SENA C.B.C., YAMARYO-BOTTE Y., MCCONVILLE
M.J., KINOSHITA T. Inositol lipid metabolism in mycobacteria: biosynthesis and
regulatory mechanisms. Biochim Biophys Acta. 1810(6):630-41, 2011.



61

MORITA Y.S.,, SENA C.B., WALLER R.F., KUROKAWA K., SERNEE M.F,,
NAKATANI F., HAITES R.E., BILLMAN-JACOBE H., MCCONVILLE M.J., MAEDA
Y., KINOSHITA T. PimE is a polyprenol-phosphate-mannose-dependent
mannosyltransferase that transfers the fifth mannose of phosphatidylinositol
mannoside in mycobacteria. J Biol Chem 281(35):25143-25155, 2006.

MUNOZ-ELIAS E.J., UPTON A.M., CHERIAN J., MCKINNEY J.D. Role of the
methylcitrate cycle in Mycobacterium tuberculosis metabolism, intracellular growth,
and virulence. Molecular Microbiology, 60 (5), 1109-1122, 2006.

NIEMANN S, HARMSEN D, RUSCH-GERDES S, RICHTER E. Differentiation of
clinical Mycobacterium tuberculosis complex isolates by gyrB DNA sequence
polymorphism analysis. J Clin Microbiol 38: 3231-3234, 2000.

NIGOU J., GILLERON M., ROJAS M., GARCIA L.F., THURNHER M., PUZO G.
Mycobacterial lipoarabinomannans: modulators of dendritic cell function and the
apoptotic response. Microbes and Infection 4: 945 — 953; 2002.

NIGOU, J., GILLERON M., PUZO G. Lipoarabinomannans: from structure to
biosynthesis. Biochimie 85:153-166, 2003.

OUELLET H, JOHNSTON JB, DE MONTELLANO PR. Cholesterol catabolism as a
therapeutic target in Mycobacterium tuberculosis. Trends Microbiol. 19:530-539,
2011.

PANDEY A.K., SASSETTI C.M. Mycobacterial persistence requires the utilization of
host cholesterol. Proceedings of the National Academy of Sciences, 105 (11),
2008.

PARRISH, N.M., J. D. DICK and W.R. BISHAI. Mechanisms of latency in
Mycobacterium tuberculosis. Trends in Microbiology. 6: 107-112, 1998

PEYRON P., VAUBOURGEIX J., POQUET Y., LEVILLAIN F., BOTANCH C.,
BARDOU F., DAFFE M., EMILE J.F., MARCHOU B., CARDONA P.J,
CHASTELLIER C., ALTARE F. Foamy Macrophages from Tuberculous Patients’
Granulomas Constitute a Nutrient-Rich Reservoir for M. tuberculosis Persistence.
PLoS Pathogens, 4(11), 2008.



62

RASTOGI N. Mycobacteria as intracellular pathogens: current notions of
pathogenicity, virulence, and drug resistance and their relationship to effective
therapy. In Antimicrobial agents and intracellular pathogens (D. Raoult, ed.).
CRC Press, Boca Raton, Florida, 245-300, 1993.

RHEE K.Y., et al. Central carbon metabolism in Mycobacterium tuberculosis: an
unexpected frontier . Trends Microbiol 19 (7 ): 307 — 314, 2011.

RUSSELL D. G., BARRY E.C., FLYNN J.L. Tuberculosis: What We Don't Know Can,
and Does, Hurt Us. Science 328 ( 5980 ): 852 — 856, 2010.

RUSSELL D.G. Who puts the tubercle in tuberculosis? Nature Review in
Microbiology, 5: 39 — 47, 2007.

RUSSELL D.G., CARDONA P.J., KIM M.J., ALLAIN S., ALTARE F. Foamy
macrophages and the progression of the human tuberculosis granuloma. Nature
Immunology, 2009.

SAKAMOTO, K. The Pathology of Mycobacterium tuberculosis Infection. Vet Pathol,
vol. 49, 3: pp. 423-439. May, 2012.

SCHNAPPINGER D., EHRT S., VOSKUIL M.I, LIU Y., MANGAN J.A., MONAHAN
[.M., DOLGANOV G., EFRON B., BUTCHER P.D., NATHAN C., SCHOOLNIK J.K.
Transcriptional Adaptation of Mycobacterium tuberculosis within Macrophages:
Insights into the Phagosomal Environment. Journal of Expimental Medicine, 198
(5), 2003.

SENA CB, FUKUDA T, MIYANAGI K, MATSUMOTO S, KOBAYASHI K, MURAKAMI
Y, MAEDA Y, KINOSHITA T, MORITA YS. Controlled Expression of Branch-forming
Mannosyltransferase Is Critical for Mycobacterial Lipoarabinomannan Biosynthesis.
Journal of Biological Chemistry, 285(18):13326-36, 2010.

SHOUB H.L. A comparison of the Ziehl-Neelsen and Schulte-Tigges methods of
staining tubercle bacilli. J. Bacteriol. 8:121-126, 1923.

SMITH, H. Questions about the behaviour of bacterial pathogens in vivo. Philos
Trans R Soc Lond B Biol Sci 355: 551-564, 2000.



63

TEXTOR S., WENDISCH V. F., DE GRAAF A.A., MULLER U., LINDER D., BUCKEL
W. Proprianate oxidation in Escherichia coli: evidence for operacion of a
methylcitrate cycle in bacteria. Arch Microbiol, 1997.

THOMAS S.T., VANDERVEN B.C., SHERMAN D.R., RUSSELL D.G., SAMPSON
N.S. Pathway Profiling in Mycobacterium tuberculosis: elucidation of cholesterol-
derived catabolite and enzymes that catalyze its metabolism. The Journal of
Biological Chemistry, 286 (51): 43668—-43678, 2011.

VAN SCOY RE, WILKOWSKE CJ. Antimycobacterial therapy. Mayo Clin Proc; 74:
1038-1048, 1999.

WHO. Global tuberculosis report 2014. World Health Organization, 2014.

WIELAND C.W., KOPPEL E.A., DEN DUNNEN J, FLORQUIN S, MCKENZIE A.N,
VAN KOOYK Y. Mice lacking SIGNR1 have stronger T helper 1 responses to
Mycobacterium tuberculosis. Microbes Infection, 9: 134-141, 2007.



