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RESUMO

Diferentes espécies de micobactérias sao agentes causadores de significativas doencas em seres
humanos como, por exemplo, a tuberculose. Todas as micobactérias possuem uma complexa e
distinta parede celular, conferindo caracteristicas fisico-quimicas exclusivas ao género
Mycobacterium, protegendo-o contra o sistema imune e entrada de muitos antibidticos. Durante a
infeccdo, o bacilo é capaz de se adaptar ao ambiente inospito, nutrindo-se de fontes lipidicas
alternativas, principalmente o colesterol, da propria célula hospedeira (macréfagos). Este perfil
nutricional tem sido considerado essencial para a diviséo bacilar e consecutivamente progressao da
doencga. Diante disso, 0 presente trabalho tem por objetivo avaliar em Mycobacterium smegmatis
(espécie saprofitica) a modulacdo in vitro da biossintese de constituintes bioativos da parede
celular ap6s o consumo de colesterol. Como resultado, verificamos por Cromatografia de Camada
Delgada (CCD) que a adaptacdo do bacilo ao microambiente de escassez nutricional (cultivo em
Meio Minimo — MM) conseguiu manter a biossintese e o acimulo dos principais constituintes da
parede celular, quando o cultivo ocorre na presenca de alguma fonte definida de carbono e energia
(glicerol e/ou colesterol). Dentre estes constituintes essenciais sem alteracdes, verificamos o
Trealose de dimicolato (TDM) e os fosfolipidios Fosfatidilinositol (PI), Fosfatidilinositol
manosideos (PIMs), Cardiolipina (CL) e Fosfatidiletanolamina (PE). Diferentemente a esse
resultado, o acido micélico apresentou acimulo representativo ao cultivo em meio 7H9 somente
guando o MM estava igualmente suplementado com glicerol. Este resultado foi confirmado pela
marcacdo alcool-acido resistente com o marcador fluorescente auroamina, sugerindo alteracdes nas
propriedades fisico-quimicas da parede celular. Por outro lado, o cultivo em MM favoreceu o
acumulo de Glicopeptideolipidios (GPLs), independente da suplementacdo por glicerol e/ou
colesterol. Esta perturbacdo na biossintese da parede celular alterou o perfil hidrofébico do bacilo,
independentemente da fonte de carbono e energia, porém nao alterou a resisténcia ou sensibilidade
a antibioticos. Estes resultados mostram claramente que a biossintese da parede celular pode sofre
modulacdes em condi¢bes de escassez nutricional, e que a presenca ou auséncia de colesterol,
como ocorrido durante a infecgcdo, ndo altera significativamente a fisiologia do bacilo a ponto de
torna-lo mais vulneravel a acéo de antibioticos, sugerindo que tais modificacBes possam também
ocorrer durante a infeccdo, mantendo o bacilo vidvel, at¢ o desenvolvimento da doenca

propriamente dita.

Palavras-chave: Mycobacterium smegmatis; Tuberculose; Colesterol; Parede celular.



ABSTRACT

Different Mycobacterium species are causative agents of disease in humans, for example, the
tuberculosis. All mycobacteria have a complex cell wall, distinct of others bacteria,
conferring specific physic-chemical characteristic to Mycobacterium genus, due to protect
against immune system and waterproofing against the intake of much antibiotics. During
infection, the bacillus is able to adapter to harsh environment, due to consumption of
cholesterol from itself host cell (macrophages) as alternative carbon and energy source. That
nutritional aspect has been considered as essential for division of bacilli and consecutive
progress of tuberculosis disease. The present study has as objective to evaluate in vitro the
modulation of saprophytic Mycobacterium smegmatis cell wall biosynthesis after cholesterol
consumption as primordial energy and carbon source. As results, we are found by Thin

Layer Chromatography (TLC) that bacillary adaptation to microenvironment with poor

nutrient (minimal media — MM) maintained the biosynthesis and accumulation of essential

cell wall components, when the growth occurs in presence of someone defined carbon and
energy source (glycerol and/or cholesterol). Among them without changes, we analyzed
Trehalose Dimicolate (TDM) and the phospholipids (phosphatidylinositol (PI),
phosphatidylinositol manosides (PIMs), Cardiolipin (CL) and phosphatidylethanolamine
(PE)). Differently of these results, the micolic acid showed representative accumulation,
comparing with 7H9 culture, only when the MM was supplemented with glycerol. This
result was confirmed by alcohol-acid staining using fluorescent auroamine dye, suggesting
some changes in physic-chemistry cell wall properties. On the other hands, the MM culture
induced the accumulation of glycopeptidolipids (GPLs), independently of
glycerol/cholesterol supplementation. Such disturbance in cell wall biosynthesis also
changed the bacillary hydrophobicity in all MM groups, but does not change the resistance
and sensibility to antibiotics. Those results clearly show that cell wall biosynthesis might be
modulate during nutritional shortage, and such presence or absence of cholesterol, as occurs
during infection, does not significantly change the bacillary physiology to become
vulnerable for antibiotics. It suggests that such modulations might also occur during

infection, maintaining the bacilli available to develop the tuberculosis diseases.

Keywords: Mycobacterium smegmatis; Tuberculosis; Cholesterol; Cell wall.
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INTRODUCAO

O género Mycobacterium é composto por organismos bacilares que apresentam
uma parede celular distinta das demais bactérias, com propriedades fisico-quimicas
especificas do género. Estas propriedades conferem a estes bacilos um principio de
coloragdo especifico ao género, denominado alcool-acido resistente. Essa propriedade deve-
se a presenca de lipidios singulares na superficie da célula, denominados acidos micolicos,
encontrados somente nesse género. Essa propriedade de coloracdo permitiu que Robert
Koch, durante seus estudos pioneiros referentes a tuberculose, pudesse identificar o
organismo em lesGes tuberculosas. Subsequentemente, revelou grande valor taxondmico na
definicdo do género Mycobacterium (MANDIGAN et al., 2010).

O estudo da composicdo da parede celular de micobactéria foi iniciado pela
Universidade de Osaka no Japdo e no CNRS (Centro Nacional de Pesquisa Cientifica) na
Franca, por Yamamura, Kato, Azuma, Lederer e colaboradores entre os anos de 1960 e
1970. Através do desenvolvimento de técnicas analiticas, combinadas com o
sequenciamento do genoma do Mycobacterium tuberculosis, o entendimento, ndo somente
da estrutura lipidica da parede celular, mas também da genética basica, tornou-se bem mais
coerente o entendimento da biossintese desses lipidios para a constituicdo da parede celular
(BRENNAN, 2003).

A parede celular das micobactérias é extremamente complexa, sendo que sua
constituicdo se da principalmente por peptidoglicano, arabinogalactano (polissacarideo) e
acidos micdlicos. A parede celular contém ainda, alguns tipos de lipidios e proteinas livres,
muitos desses lipidios estdo conjugados com glicideos, formando lipopolisacarideos
anfifilicos. Os fosfolipidios ligados ao inositol (fosfatidilinisitol - PI) podem também se ligar
a manoses, constituindo moléculas de fosfatidilinositol manosideos (PIMs), também
caracteristicas das espécies micobacterianas e, estes por sua vez podem conter sucessivas
adicOes de residuos de manoses ou arabinose, formando assim moléculas mais complexas
como o Lipomanano (LM) e o Lipoarabinomanano (LAM), cuja localizagdo na parede
celular ainda ndo esté precisa (LOPEZ-MARIN, 2012).

Muito desses constituintes possuem atividade biologica na celula hospedeira
durante a infeccdo, conferindo a parede celular da micobactéria um componente essencial e
bioativo, podendo imunodeprimir a resposta contra o bacilo, protegendo a micobactéria

contra os mecanismos microbicidas dos macréfagos (PITARQUE et al., 2008).
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O alto teor de lipidios, principalmente de acidos micoélicos, confere a
hidrofobicidade da parede celular da micobactéria e ainda uma baixa permeabilidade a
antibioticos e resisténcia a desidratacdo (GLICKMAN & JACOBS, 2001). Estudos com a
parede celular mostrou que PIMs, LM, LAM e acidos micolicos sdo solGveis em uma
mistura de solventes, permanecendo como residuos insolUveis arabinogalactanos e
peptideoglicanos. Entretanto, pode-se considerar que esses lipidios, proteinas e lipoglicanos
sdo sinalizadores dos efeitos moleculares no processo da doenca. No entanto o nucleo
insoluvel é essencial para a viabilidade celular e devem estd inseridos no contexto do
desenvolvimento de novas drogas contra a tuberculose (BRENNAN, 2003).

Estudos anteriores ja demonstraram que este bacilo é apto em captar colesterol da
célula hospedeira com a finalidade de obter carbono e energia, a fim de se manter viavel
durante o estagio cronico da infeccdo em um microambiente desfavoravel a sua
sobrevivéncia. A busca por genes relacionados com a viruléncia deste patdégeno levou a
descoberta do gene mce4 que é mostrado por alguns destes estudos como sendo o gene
responsavel pelo transporte de colesterol da célula hospedeira para o bacilo (PANDEY &
SASSETTI, 2008). Além disso, o patdgeno faz uso de vérias vias metabdlicas para sua
adaptacdo no interior da célula hospedeira.

Esses mecanismos utilizados pela micobactéria levanta a possibilidade de
alteracbes na biossintese da parede celular durante o crescimento bacteriano ao longo da
infeccdo, como por exemplo, os constituintes de glicolipidios contendo manose.
Recentemente, nosso grupo de estudo demonstrou que Mycobacterium smegmatis apds o
cultivo, in vitro, em meio pobre de nutriente (Meio Minimo), porém rico em colesterol, é
capaz de transportar e acumular colesterol no seu interior, induzindo diminuicdo da taxa de
crescimento celular, e modificacdes na biossintese de Lipoarabinomanana (LAM), molécula
imunomoduladora da parede celular de micobactérias (SANTOS, 2015). Essa modificacdo
na parede celular esta sendo relacionada com a interacdo parasito-hospedeiro e a sobrevida
do bacilo durante a infeccéo.

Diante disso, o presente trabalho objetiva estudar as demais modulagdes da parede
celular de Mycobacterium, em especial a biossintese de constituintes lipidicos, durante o
crescimento in vitro, apds o consumo do colesterol como principal fonte de carbono e

energia, como ocorrida durante a infec¢do por este bacilo.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Género Mycobacterium

As micobactérias pertencem ao género Mycobacterium, o Unico dentro da familia
Micobacteriaceae, a qual faz parte da ordem Actinomycetales. O nome Mycobacterium foi
utilizado para designar, no passado, micro-organismos que cresciam sob a forma de pelicula
em meio liquido e cujas principais caracteristicas incluiam auséncia de mobilidade, células
levemente curvadas em formas de bastonetes e resisténcia a descoloracdo por alcool-acido,
segundo o método de coloragdo Ziehl-Neelsen (RASTOGI et al., 2001). Outras
caracteristicas gerais das micobacterias sdo o0 metabolismo tipicamente aerobio (embora
ocorram espécies e linhagens microaerofilicas) e alto teor de G+C no genoma (que pode
variar de 58% a 70%).

Mycobacterium smegmatis, a bactéria utilizada neste estudo € uma espécie nédo
patogénica oportunista de crescimento rapido que tem sido utilizada como importante
ferramenta para analise molecular de infeccGes causadas por micobactérias, em especial
Mycobacterium tuberculosis (FUJIWARA et al., 2012).

2.2. TUBERCULOSE: Infecgéo, Transmissao e Epidemiologia

A tuberculose (TB) é uma doenca infecto contagiosa causada, principalmente, pelo
agente infeccioso Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Estima-se que, em 2012, 8,6 milhdes
de pessoas desenvolveram tuberculose e 1,3 milhdes morreram da doenga (OMS, 2013)
(Figuras 01, 02).

A principal forma de transmissdo do agente etiologico desta enfermidade € atraves
do ar e acontece de pessoa para pessoa através das vias areas, ou seja, por meio de goticulas
que contém o bacilo, expelidas por um individuo infectado com TB ativa, a forma da doenga
na qual a micobactéria multiplica-se levando o paciente a desenvolver o quadro clinico mais
contagioso (HARI et al., 2010).

A profilaxia da TB se d& atraves da vacina produzida com uma cepa viva, porém
atenuada, do Mycobacterium bovis, conhecida atualmente como Bacilo de Calmette-Guérin
(BCG). Apesar de o tratamento atual ser eficaz, a tuberculose permanece como um dos
principais problemas de salde a escala global (JORDAO & VIEIRA, 2011). Segundo a
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OMS, a tuberculose é a segunda causa de ébito por doenca infeciosa, seguida pela SIDA
(Sindrome da imunodeficiéncia adquirida).

A situacdo é particularmente complicada nos paises em desenvolvimento, devido
aos sistemas de saude serem deficitarios, ao fato do aparecimento de cepas do M.
tuberculosis multi-droga resistentes (MDR) e extensivamente resistentes (XDR) aos
farmacos usados contra essa patologia e, principalmente, pela elevada incidéncia do HIV
(CHAISSON & MARTINSON, 2008).

A co-infeccdo TB/HIV apresenta uma interacdo sinérgica, pois cada uma acelera a
progressdo da outra (MARIANI et al., 2001). Nos doentes HIV positivos, a TB é a infeccéo
oportunista mais comum e a principal causa de morte (CHAKROBORTY, 2011). Além
disso, o tratamento da TB em populacBes infetadas pelo HIV é complicado pela
possibilidade de interacbes graves entre os farmacos antituberculosos e alguns
antirretrovirais (LIENHARDT et al., 2010).

A terapia padrdo atual para o tratamento da TB consiste na administracdo oral
diaria de doses elevadas de rifampicina, isoniazida e pirazinamida em combinacdo com
etambutol, durante dois meses. A necessidade de um tratamento extenso com Varios
farmacos em concentragdes elevadas e frequéncia diaria podem levar a muitos efeitos
adversos e, consequentemente ao abandono do tratamento. Sem tratamento, a doenga pode
se disseminar e levar ao aparecimento de resisténcia aos varios agentes terapéuticos (OMS,
2011).
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Figura 01 — Numero de novos casos estimados de TB no mundo no ano de 2012 (adaptado de OMS,
2013).

Figura 02 — Estimativa de morte por tuberculose no ano de 2012 (adaptado de OMS, 2013).
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2.3. Patogenicidade do Mycobacterium é dependente do consumo de colesterol da célula
hospedeira

Estudos tém demonstrado que algumas micobactérias, como M. bovis, M.
tubercuosis e M. leprae, sdo dependentes de moléculas lipidicas oriundas do hospedeiro para
0 Seu sucesso como patdgeno. Estes achados foram descritos ao se estudar o conteddo
intracelular dos macrofagos infectados que apresentavam um aspecto de “células
espumosas” (macrofagos “espumosos™) pelo depdsito de particulas lipidicas, dentre eles o
colesterol € o mais abundante (D’AVILA et al.,, 2006; PANDEY & SASSETTI, 2008;
ALMEIDA et al., 2009). Dentre varios lipidios o colesterol mostrou ser essencial durante a
infeccdo por M. tuberculosis, sendo o bacilo capaz de capturar e catabolizar o colesterol da
célula hospedeira, usando-o como principal fonte de carbono e energia (PANDEY &
SASSETTI, 2008).

O estudo com operons intimamente ligados a viruléncia do bacilo levou Joshi e
colaboradores (2006) a descrever um sistema denominado Mammalian Cell Entry (mce), que
parece ser essencial para a infectibilidade do M. tuberculosis. Sendo este sistema constituido
de quatro coOpias de operons (mce 1-4), dentre estes 0 operon mce4, descrito por Pandey &
Sasseti (2008), mostrou codificar um sistema de importacdo de colesterol que permite que o
bacilo da tuberculose obtenha carbono e energia deste componente reservado no citoplasma
da célula hospedeira.

A expressdo de mce4 mostrou ser essencial para a persisténcia deste patdégeno
durante a fase crénica da infeccdo, favorecendo o crescimento dentro dos macréfagos
ativados por interferon gama (IFN-y), citocina predominante nesta fase da infeccdo. Esta
descoberta levou a hipétese de que o interferon gama, possa ser um indutor de maturacéao de
fagossomo, que é normalmente inibido pelas micobactérias, comprometendo a reciclagem de
endossomo, cancelando assim a maior fonte de acesso de carbonos para o bacilo, forcando
este a buscar novos meios nutricionais como o colesterol (PANDEY & SASSETTI, 2008;
BRZOSTEK et al., 2009). Estes relatos mostram que o INF-y sequestra patdgenos para um
compartimento desprovido de nutrientes forcando-os a procurar vias nutricionais
alternativas.

Essas evidéncias bioquimicas deixam claro que o M. tuberculosis é capaz de alterar
sua fisiologia durante o processo de infeccdo, passando de um metabolismo tipicamente

aerobico, baseado em carboidratos, para um metabolismo anaerobico, baseados em lipidios.
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Na verdade, quando o bacilo cresce, in vitro, em geral usa carboidratos como fonte de
carbono, enquanto que, in vivo, usa acidos graxos (SMITH, 2003).

2.4. Catabolismo do colesterol por Mycobacterium

O M. tuberculosis utiliza preferencialmente acidos graxos como fonte de carbono,
em vez de glicose, sugerindo que, in vivo, os bacilos possam ser lipoliticos. A isocitrato
liase, enzima do Ciclo do Glioxilato (CG), que emprega acetato e acidos graxos como fontes
exclusivas de carbono, tem sua expressdo e atividade aumentadas a medida que o M.
tuberculosis atinge a fase estaciondria e em condicBes anaerébicas (GLICKMAN &
JACOBS, 2001).

Patdgenos intrafagossomais, como M. tuberculosis, devem adquirir nutrientes a
partir do citoplasma da célula hospedeira (APPELBERG, 2006). O uso de carbono de fontes
lipidicas por este patdgeno, in vivo, foi inferido a partir da inducdo da transcricdo de genes
que codificam enzimas de degradacdo de acidos graxos (SCHNAPPINGER et al., 2003), e
de vias especificas do metabolismo do carbono (MCKINNEY et al., 2000; MARRERO et
al., 2010).

Como mostrado na figura 3, a degradacdo desses acidos graxos é realizada pela B-
oxidacdo, originando acetil-CoA e propionil-CoA, a partir de &cidos graxos de cadeia impar,
prosseguindo sua degradacdo oxidativa através do Ciclo do Metil Citrato (MCC), para o
propionil-CoA, ou Ciclo do Glioxalato (CG), para o acetil-CoA (KUNAU et al., 1995;
CLARK & CRONAN, 1996, TEXTOR et al., 1997).
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Figura 03- Representacdo das vias metabolicas do Mycobacterium e seus subprodutos durante o
crescimento, in vitro, em meio contendo colesterol ou glicerol como fonte principal de carbono e
energia. Os metabolitos em verde ou em vermelho sdo acumulados em ambas as culturas (contendo
colesterol ou glicerol). O ciclo do metil citrato (MCC) e do glioxilato (CG) estdo representadas em
azul. Metabolitos diferenciados sdo representados em preto mostrando aumento no fluxo do Metil
citrato (Adaptado de GRIFFIN et al., 2012).

Estas observacgdes indicam que fontes de carbono adicionais estdo disponiveis, in
vivo, para a bactéria, tais como &cidos graxos, agucares e aminoacidos. Além disso, as
condigdes ambientais encontradas durante a infecgéo, incluindo as alteragdes de O,, CO, NO
e as concentracdes de H*, podem contribuir para as alteracbes metabdlicas do bacilo (CHAN
etal., 1995; KUMAR et al., 2008; RHOADES et al., 2007; VIA et al., 2008).

O consumo do colesterol pela micobactéria altera a abundancia de uma variedade
de metabolitos priméarios, mais notavelmente os intermediarios do MCC (GRIFFIN et al.,
2012). Dessa forma, utilizando o colesterol, micobactérias patogénicas sdo capazes de
subsistir a uma variedade de substratos de carbono, incluindo carboidratos, lipidios,
glicolipidios e aminoéacidos. O catabolismo dessas fontes de carbono proporciona a célula
bacteriana energia na forma de ATP e equivalentes de reducdo, como precursores
biossintéticos essenciais, incluindo glicose-6-fosfato, frutose-6-fosfato, 3-fosfoglicerato,
fosfoenolpiruvato (PEP), acetil-CoA, propionil-CoA, oxaloacetato e a-cetoglutarato
(GRIFFIN et al., 2012, MUNOZ-ELIAS, 2005).
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Estes fatos evidenciam que M. Tuberculosis emprega uma complexa maquinaria
catabdlica que, durante o processo de infeccdo, degrada os varios tipos estruturais de lipidios
encontrados no hospedeiro (GLICKMAN & JACOBS, 2001).

Hexoses como a glicose é a fonte de carbono e energia de muitas micobaterias
(FRAENKEL, 1996). Em algumas micobactérias a ativacdo e absor¢do de glicose estdo
ligadas a via PEP, através do sistema de fosfotransferase de glicose, porém em outras
espécies micobacterianas os acgucares sdo importados por transportadores especificos e
ativados pelas cinases de acucar. As vias mais bem caracterizadas do catabolismo do agucar
nas micobactérias sdo a glicolise, via das pentoses fosfato e a via Entner-Doudoroff. As
bactérias que possuem as enzimas para a via Entner-Doudoroff, podem metabolizar a glicose
sem o auxilio da glicolise ou a via das pentoses fosfato. Essas vias sdo difundidas entre
procariontes e sdo susceptiveis de desempenhar um papel importante na nutricdo, in vivo, de
diversas espécies patogénicas (RENESTO et al., 2005). E importante notar, no entanto, que
alguns bacilos intracelulares, aparentemente, ndo possuem todas as trés vias e podem

substitui-las pelo piruvato obtido a partir do citosol.

2.5. CONSTITUICAO DA PAREDE CELULAR DE Mycobacterium

As micobactérias possuem uma caracteristica em comum, uma distinta parede
celular composta de peptideoglicanos, complexos polissacarideos, ambos ligados
covalentemente a lipidios livres. Além desses lipidios existem também acidos micolicos que
sdo marcadores dessas espécies, e que estdo ligados covalentemente a uma camada de
polissacarideos (arabinogalactano) (Figura 04). Esta camada de &cido micolico é completada
por uma camada de glicolipidios para formar a membrana externa, analoga a membrana
externa de bactérias Gram-negativas (HOFFMANN, 2008).

A membrana externa de micobactérias € composta de uma variedade de lipidios,
incluindo trealose Monomicolato e Dimicolato (TMM e TDM), glicopeptideolipidios
(GPLs), sulfolipidios, e lipooligossacarideos. Alguns desses lipidios sdo encontrados
largamente distribuidos, enquanto outros sdo restritos a espécies particulares. Por exemplo,
TDM e sua estrutura equivalente sdo encontradas tanto em micobactéria como em
corinebactéria, entretanto (PDIMSs) é restrito a alguns subtipos de micobactérias, como por
exemplo, M.leprae (BARRY et al., 1996; DAFFE et al., 1998).

Dessa forma, a parede celular das micobactérias possui em sua constituicdo uma

concentracéo significante de lipidios (aproximadamente 40% de massa seca de células), que
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confere uma propriedade fisico-quimica especifica do género, com alta hidrofobicidade,
impermeabilizando a superficie da bactéria a varios agentes microbicidas, incluindo os
antibiéticos (DAFFE, 1998, COLE, 1998).
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Figura 04- Representacdo da parede celular de Mycobacterium. A parede celular micobacteriana é
uma estrutura compostas por maltiplas camadas: (1) Capsula e (2) camada Glicolipidica composta
principalmente por PIM (Fosfatidilinositol manosideos), TMM e TDM (Trealose monomicolato e
dimicolato), LAM (Lipoarabinomanana); (3) Camada de acidos micdlicos ligados covalentemente a
(4) Camada de Arabinogalactano e peptideogligano; e a camada mais interna sendo composta por
constituintes atrelados a (5) Membrana Interna, contendo PIM (Fosfatidilinositol manosideos), TMM
e TDM (Trealose Monomicolato e Dimicolato) e LM (Lipomanana) (Adaptado de CRELLIN et al.,
2011).

Os maiores componentes da membrana plasmatica de micobactéria sdo o0s
fosfolipidios como cardiolipina (CL), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol (PI) e PI
glicosilados: fosfatidilinositol manosideos (PIM), lipomanana (LM) e lipoarabinomanana
(LAM). A proporcao desses lipidios presentes na parede celular de micobactérias depende
da espeécie e das condicOes de crescimento (NANDEDKAR, 1983). O estudo de Jackson
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(2000) mostrou que CL, PE, PI representam 37, 32 e 28%, respectivamente do total de
fosfolipidios na membrana plasmatica de M. smegmatis.

2.5.1. BIOSSINTESE E FQNQ@ES DE LIPIDIOS COMPONENTES DA PAREDE
CELULAR DE MICOBACTERIA.

2.5.1.1. Inositol

O inositol (Ins) é um polialcool ciclico contendo um anel de seis atomos de carbono
e seis grupos hidroxilas (cicloexanopoliol), sendo um importante constituinte celular,
estando envolvido em diferentes processos bioquimicos (ALMEIDA, 2002). Em
Micobactérias o Ins é um metabolito essencial, por ser a unidade construtora da sintese de
glicolipidios e outros metabolitos da sua parede celular (CHATTERJEE, 2004). Dentre os
isdbmeros do inositol, 0 mio-inositol é o mais abundante na natureza, sendo este produzido a
partir da glicose (ALMEIDA, 2002).

OH
HO

HO OH
HO

OH

Figura 05- Estrutura quimica do mio- inositol, o ismero do inositol mais abundante encontrado na
natureza.

2.5.1.2. Fosfatidilinositol

As actinobactérias compreendem uma das poucas classes de procariotos capazes de
sintetizar fosfatidilinositol (Pl) (BRENNAN, 1968). Essas bactérias podem conter um quarto
do total de fosfolipidios, segundo Jackson (2000). Moléculas de Pl sdo sintetizas de novo a
partir de Citidina difosfato-Diacilglicerol (CDP-DAG) e Ins em uma reagéo catalisada pela
enzima PI sintetase (PIS) (SALMAN, 1999).

Ainda de acordo com Jackson (2000), o gene pgsA, que codifica a enzima PIS,

mostrou ser essencial em M. smegmatis, sugerindo que P1 ou a sua forma glicosilada (P1Ms)
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sdo requeridos para o crescimento normal desta micobactéria. Como Pl € um percussor
comum na via de biossintese de PIMs, LM e LAM, é provavel que a sintese de PI seja
necessaria para sustentar estas moléculas.

Morita e colaboradores (2010) sugeriram uma via alternativa para a biossintese de
Pl. Nesta via, primeiramente, o Ins é fosforilado para forma D-myo-Ins-3-fosfato (I13P) o
qual entdo é carreado apds conjugacdo com a CDP-DAG para formar fosfatidilinositol-3-
fosfato (PI3P) (Figura 06). Conforme o mesmo grupo de pesquisa, foi proposto que o gene
pgsA codifica PI3P sintetase ao invés de PIS e PI3P seria subsequentemente desfosforilado
para tornar-se Pl.

Em espécies patogénicas Pl tem sido reportado como modulador da resposta imune
do hospedeiro em favor do patdgeno, através de inimeros efeitos sobre os macréfagos
incluindo a producdo de citocinas, a inibicdo da maturacdo do fagossomo e apoptose
(CHATTERJEE et al., 1998; VERCELLONE et al., 1998).

2.5.1.3. Fosfatidilinositol Manosideos

Fosfatidilinositol manosideos (PIMs) sdo um dos mais importantes componentes da
parede celular de micobactérias. Moléculas de PIMs compreendem uma familia de
glicolipidios compostos por PI, com diferentes graus de glicosilacdo pelo agclcar manose
(mono, di, tri, tetra, penta e hexamanosideos) e diferente grau de acetilacdes. As moléculas
dimanosideos e hexamanosideos (PIM, e PIMg, respectivamente) sdo as duas classes mais
abundantes encontradas em Micobacterium bovis bacillus Calmette-Guérin (BCG), M
tuberculosis H37Rv e M. smegmatis 607 (GILLERON, 2003).

A presenca de Ins e manose como agUcares constituintes de fosfolipidios de M.
tuberculosis foi primeiramente reportada por Anderson (ANDERSON, 1930; 1939). Os
trabalhos pioneiros de Ballou & Brennan (1968), delinearam a biossintese de Monoacil
Fosfatidilmanosideo 2 (AcPIM,).

A biossintese de PIM é iniciada pela atividade da enzima Manosiltransferase PimA
que transfere a manose conjugada em uma molécula de Guanosildifosfato (GDP-Man) para
a posicdo (2) do anel do Ins presente em PI, esta reacdo € mediada pela enzima PimA que é
uma enzima essencial para o crescimento de M. smegmatis, este fato sugere que PIMs, LM e
LAM, sejam molécula bioativas essenciais para viabilidade do bacilo (MORITA et al.,
2004).
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O proximo passo na biossintese de PIM também é sucedida por manosiltransferases
como PIMB’, que transfere a segunda manose para a posicdo (6) do anel de inositol,
produzindo PIM,. Também pode ocorrer a transferéncia de um &cido graxo para a manose
ligada na posicdo (2) do anel de inositol pela acdo de uma Aciltransferase (AcylT),
constituindo a molécula AcPIM, (GUERIN, 2009; SMITH et al., 2008).

Segundo Guerrin e colaboradores (2009), a adi¢do do &cido graxo na biossintese de
AcPIM; em micobactérias ocorre pela acdo das manosiltransferases PimA e PimB’. Esta
biossintese pode ocorrer de duas formas: (a) PI é duplamente manosilado para forma PIM; e
PIM,, sucessivamente, e entdo PIM, seria acilado para forma AcPIM,; ou (b) PIM; é
primeiramente acilado para forma AcPIM;, para entdo ser manosilado e forma AcPIM..
Ambos, AcPIM; ou Ac,PIM, podem ser alongados com sucessivas adi¢des de residuos de
manoses para formar espécies maiores de PIMs, tais como Ac;PIM3-Ac;PIMg ou Ac,PIM;-
Ac,PIMg (Figura 06), sendo AcPIM; e AcPIMg ou Ac,PIM; e Ac,PIMg as moléculas de
PIMs mais acumuladas na parede celular de micobactérias.

Tem sido proposto que o terceiro residuo de manose do PIM é adicionado a
AcPIM; utilizando a enzima PimC, identificada no genoma de M. tuberculosis CDC1551
(KREMER, 2002). Embora esta enzima seja ausente no genoma de outras espécies de
micobactérias tais como M.smegmatis e M. tuberculosis H37Rv, isto sugere que ha uma via
alternativa, que catalisa a transferéncia do quarto residuo de manose para o AcPIM; ou
Ac,PIM3. As formas AcPIM4/Ac,PIM,sdo consideras precursores comuns para a sintese das
moléculas de LM/LAM assim como para PIMs maiores (AcPIMg/Ac,PIMg). A adicdo de
duas a-1,2 manoses pela manosiltransferase PimE, ao invés de a-1,6 manose, para
AcCPIMy/Ac,PIM,, leva a formacdo de ACcCPIMg/Ac,PIMg (MORITA et al., 2006;
PATTERSON et al., 2003, MORITA et al., 2004) (Figura 06).

Cepas de M. smegmatis, mutantes para o gene pimE, mostraram severas anomalias
morfolégicas na estrutura da membrana plasmatica, sugerindo que a sintese dessas altas
especies de PIMs é critico para a manutencdo da integridade da membrana plasmatica desta
micobactéria (KREMER et al., 2002, MORITA et al., 2004).
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Figura 06- Representacdo esquematica da via metabolica que utiliza o inositol em Mycobacterium smegmatis.
Esquema representativo da biossintese de PIMs, mostrando a bifurcagdo em AcPIM, para producdo de LM e LAM
(Adaptado de MORITA et al., 2011). No quadro esta representado o perfil do acimulo de PIMs por cromatografia de
camada delgada (CCD), obtido da parede celular de M. smegmatis (Adaptado de SENA et al., 2010).
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2.5.1.4. Lipomanana e Lipoarabinomanana

Moléculas de LM/LAM séao originadas de AcPIM4/Ac,PIM, que continuam o
alongamento com a-1,6 manoses, ao invés de ramificarem para formar AcPIMs/Ac,PIMs. O
alongamento com o-1,6 manoses é continuado pela manosiltransferase MSMEG_4241,
construindo um esqueleto longo de manose com ramificacbes de o-1,2 manoses,
acrescentadas por outra manosiltransferase (MSMEG_4247) (KOVACEVIC et al., 2006;
KAUR et al. 2006; KAUR et al. 2007; CRELLIN et al., 2008) (Figura 07).
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Figura 07- Via de biossintese de LM e LAM. O fosfatidilinositol (PI) acumulado na parede celular de
micobactéria da origem a PIMs, LM e LAM através das enzimas manosiltransferases que induzem
ramificacdo (verde) e alongamento (azul) do esqueleto de manose. No quadro, est4 representado perfis de
LM e LAM apos extracdo, separacdo em SDS-PAGE e coloragdo para carboidratos (Adaptado de SENA et
al., 2010).
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A atividade dessas manosiltransferases formam a molécula de LM, cujo esqueleto
de manose pode ser modificado pela adicdo de arabinoses pela atividade enzimatica de
arabinosiltransferases (EmbA, EmbB e EmbC) (MORITA et al., 2010).

De acordo com o trabalho de Sena e colaboradores 2010, foi observado que a
atividade da enzima de ramificacdo (MSMEG_4247) esta envolvida no controle do tamanho
do esqueleto de manose das moléculas de LM/LAM, por competirem com as enzimas de
alongamento (MSMEG_4241) pela adi¢cdo de manose. Foi proposto um balanco da atividade
enzimatica para alongar e ramificar o esqueleto de manose das moléculas de LM/LAM e
caso ocorresse uma ramificacdo antes da molécula alongar, esta teria o alongamento
terminado prematuramente (Figura 08). Estas modificacGes no esqueleto de manose também
prejudicariam a atividade das arabinosiltransferases, comprometendo a adicao de arabinose.
O mesmo papel competitivo entre as manosiltransferases MSMEG_4241 e MSMEG_4247
foi observado em M. tuberculosis super expressando genes ortélogos (Rv2174 e Rv2181,
respectivamente).

Fukuda e colaboradores (2013) reportaram que M. tuberculosis acumulando
moléculas de LAM menores, em decorréncia da super expressdo da enzima de ramificacédo
(Rv2181), apresentaram perda das caracteristicas fisico-quimicas da parede celular, tornando
0 bacilo mais sensivel a antibidticos, além de alterar a resposta imunomoduladora em
macrofagos infectados.

A manosiltransferase de ramificacdo em M. tuberculosis (Rv2181) também
adiciona a-1,2 manoses apos a regido de arabinose, exclusivamente em moléculas de LAM
proveniente de espécies patogénicas, conferindo uma molécula de LAM com capa de
manose (manLAM) (CHATTERJEE et al., 1993; VENISSE et al., 1993; DINADAYALA et
al., 2006; KAUR et al., 2008).

Diversos estudos tem demostrado a atividade imunomodularadora de LM/LAM
(BRIKEN et al., 2004; TORRELLES et al., 2010), porém seus papéis como componentes da
parede celular da micobactéria ainda ndo s@o bem esclarecidos (PITARQUE et al., 2008).

Esses achados sugerem que as moléculas de LM/LAM possuem um papel
importante na manutencdo da integridade da parede celular, assim como na patogenicidade

desta micobactéria.
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Figura 08- Biossintese de LM/LAM envolvendo as enzimas manosiltransferases de alongamento (MSMEG_4241) e
ramificacdo (MSMEG_4247). A molécula AcPIM, é conhecida por ser o ponto de ramificagdo para a producéo de
AcPIMg ou LAM e LM, o alongamento do esqueleto de manose de LM e LAM é regulado por uma competicao entre
as enzimas de alongamento e ramificacdo (MSMEG_4241(azul) e MSMEG_4247 (verde), respectivamente). Quando
a enzima de ramificacdo acrescenta o-1,2 manose antes de alongar com a-1,6 manose, a manosiltransferase
MSMEG_4241 ndo consegue continuar o alongamento do esqueleto de manose, terminando o alongamento e com
isso produzindo prematuramente LMs/LAMs menores o que também vai induzir na diminuicdo da adicdo de
arabinose (Adaptado de SENA et al., 2010).

2.5.1.5. Fosfolipidios

Alguns dos maiores componentes estruturais da membrana plasmatica de
micobactéria sdo os fosfolipidios tais como: cardiolipina (CL), fosfatidiletanolamina (PE) e
fosfatidilinositol (PI). A taxa desses fosfolipidios depende da espécie de micobactéria e de
suas condi¢cbes de crescimento (NANDEDKAR et al., 1983; KHULLER et al., 1983).

Cardiolipina é largamente encontrada tanto em procariotos como em eucariotos, este
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fosfolipidio forma agregados na membrana biliar (MILEYKOVSKAYA et al., 2001).
Cardiolipina é parcialmente imobilizada e mais exposta a ambientes aquosos do que outros
glicerofosfolipidios (LEWIS et al., 2007). Embora a funcéo fisiologica de CL néo seja ainda
tdo esclarecida, suas propriedades fisicas indicam que ela promove a interacdo membrana-
proteina. De fato algumas micobactérias requerem CL para suas atividades (IMAI et al.,
1995; TOBARI, 1964).

Tambem ja foi relatado que a grande quantidade de CL encontrada na parede
celular de micobactérias esta associada a membrana externa da parede celular (BANSAL,
2011). Cardiolipina € liberada do bacilo de M. bovis, quando este estd residindo no
fagossoma hospedeiro, sendo convertido a liso-CL pela fosfolipase hospedeira (FISCHER et
al., 2001). Este fato tem sugerido que a Liso-CL deve influenciar a resposta imune do
hospedeiro durante a infeccdo.

Fosfatidiletanolamina € outra maior classe de glicerofosfolipidios encontrada em
micobactéria. Embora PE seja encontrada em todos os organismos, ela é particularmente
abundante na membrana plasmatica de bactérias (MURZYN et al., 2005). A funcéo de PE
ainda permanece indeterminada a nivel molecular, ela parece desempenhar um papel
importante como componente da membrana plasmatica. Como por exemplo, TBsmr, uma
pequena familia de proteinas de M. tuberculosis de multipla resisténcia a farmacos, que
mostra uma elevada atividade catalitica quando PE é suplementado no lipossomo
reconstituido (CHARALAMBOUS et al., 2008).

S & W ~CL
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Figura 09 — Perfil de fosfolipidios de M. smegmatis em Cromatografia de Camada Delgada (CCD).
FracOes lipidicas da delipidacdo da parede celular da micobactéria, foram separadas por CCD e marcadas
por reagente spray de azul de molibdénio (marcador especifico para fosfolipidios). As bandas equivalem a
Cardiolipina (CL), Fosfatidiletanolamida (PE) e Fosfatidilinositol (PI). (Adaptado de FUKUDA et al.,
2013).
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2.5.1.6. Glicopeptideolipidios (GPLS)

Os glicopeptideolipidios sd@o componentes da parede celular de muitas
micobactérias patogénicas e ndo patogénica, tais como M. tuberculosis, M. Avium e M.
smegmatis (Figura 10). Ele esté ligado de forma ndo covalente a camada lipidica externa de
parede celular. Este componente apresenta diversas funcfes bioldgicas na parede celular
desses bacilos e estdo envolvidas diretamente na patogenicidade de muitas dessas espécies
(M. tuberculosis, M. Avium). Entre essas fungdes estdo a regulacdo de citocinas pro e anti-
inflamatorias, o controle do processo de fusdo do fagossoma-lissosoma (SCHOREY, 2008),
além disso, foi mostrado também que GPLs pode agir sinergicamente com

lipoarabinomanano manosilado para inibir a maturacao do fagossoma (SWEET, 2010).
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Figura 10 — Estrutura quimica de GPLs de Mycobacterium. A estrutura de GPLs é composta por um
terminal formado por carboidrato ligado a um grupo dissacarideo. (Adaptado MURKHERJEE,
2012). No quadro esta representado o perfil de GPLs, ap6s CCD e coloragdo para carboidratos
(Adaptado de FUKUDA et al., 2013).

2.5.1.7. Acido Micoélico

Os 4acidos micolicos sdo outros exemplos de constituintes lipidicos da parede
celular de micobactérias. Sua estrutura é representada por uma longa cadeia distal B-hidroxil
com uma pequena cadeia lateral proximal a-acil, sendo que as micobactérias produzem trés
tipos principais de &cidos micolicos (Figura 11): alfa, metoxi e ceto &cido micdlico
(BRENNAN & NIKAIDO, 1995; BARRY et al., 1998).

Segundo Coles e colaboradores (1998), o M. tuberculosis tem a capacidade de

codificar genes envolvidos na biossintese e degradacéo de acidos graxos. O metabolismo de
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acidos graxos € essencial para a sobrevivéncia intracelular deste patdgeno. Cerca de 40-60%
da parede celular seca de micobactéria é composta de lipidios (GOREN, 1972).
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Figura 11 — Estruturas quimicas dos acidos micolicos presentes na membrana externa de micobactérias.
A figura acima ilustra os trés principais tipos de acidos micélicos: alfa, metoxi e ceto. Os &cidos alfa-
micolicos compreendem pelo menos 70% dos &cidos micdélicos presentes nesses micro-organismos e
contém varios anéis de ciclopropano. Os &cidos metoxi-mic6licos contém grupos metoxi e compreende
de 10 a 15% dos acidos micdlicos, os restantes sdo acidos ceto-micoélicos contendo grupos cetonas em
sua estrutura. No quadro esta representado o perfil de acidos micélicos, apés CCD e coloracdo para
acidos micdlicos, mostrando os acidos a-micolicos e o'-micélicos (Adaptado de FUKUDA et al., 2013).

Os é&cidos micdlicos também sdo usados como precursores de componentes da
membrana plasmatica, como os fosfolipidios e os glicolipidios. Em micobactérias, eles ainda
formam uma membrana hidrofébica que confere protecdo a parede celular. Os acidos
micolicos estdo covalentemente ligados a trealose e a arabinogalactano na parede celular de
M. tuberculosis (BRENNAN, 1989; TAKAYAMA et al., 2005).

Devido a essa integracdo, os acidos micolicos estdo associados diretamente com a

integridade e caracteristicas fisico-quimicas da parede celular de micobactérias.
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2.5.1.8. BIOSSINTESE DE ACIDOS GRAXOS

O M. tuberculosis codifica dois tipos distintos de sistemas enzimaticos para a
biossintese de acidos graxos, denominados FAS 1 e Il (fat acid Synthesis | e 11). Os estudos
sobre a sintese de acidos graxos em micobactéria comecou em 1970, quando M. smegmatis
mostrou possuir os dois tipos de sinteses a FAS |, que envolve uma variedade de
polipeptidios multifuncionais, e a FAS 1l, que consiste de uma série de enzimas distintas
(BLOCH, 1977).

A biossintese de &cidos graxos em micobactéria € iniciada por uma Gnica enzima
multifuncional FAS | que catalisa a sintese de novo de longas cadeias de acetil-CoAs (C16:0
e C18:0), utilizando malonil-CoA para formar butiril-S-ACP (Proteina Acil-carregadora-S-
Butiril).

Como mostrado na figura 12, a primeira enzima envolvida no sistema FAS 1l é a
acetil-CoA carboxilase (ACCase), que produz como produto o malonil-CoA, cujo grupo
malonato é transferido a ACP (proteina transportadora de acila) pela malonil-CoA-ACP
transacilase (FabD) para formar malonil-ACP (GAGO et al., 2010).

A biossintese de acidos graxos propriamente dita é iniciada pela condensacdo de
malonil-ACP e acetil-CoA, catalisada pela p-cetoacil-ACP sintase Il (FabH), resultando em
B-cetobutiril-ACP. Logo ap0s, ocorrem varias etapas ciclicas, que sdo repetidas até que um
determinado acido graxo saturado de comprimento apropriado seja produzido. A primeira
etapa de tal ciclo, catalisada pela B-cetoacil-ACP redutase (KR), é a redugdo NADPH-
dependente do grupo cetona por um grupo hidroxila. Em seguida, a molécula é desidratada
pela B-hidroxiacil-ACP desidratase (DH), formando trans-2-enoil-ACP. A etapa final € a
reducdo da dupla ligacdo do intermediario enoil pela NADPH-dependente trans-2-enoil-
ACP redutase (ER) para formar acil-ACP (HEATH, WHITE, ROCK, 2001).

Dessa forma, a biossintese de acidos graxos, produzindo C16:0- e C18:0-S-ACP
pode converté-los tanto para os derivados de CoA ou serem utilizadas principalmente para a
sintese de fosfolipidios da membrana, ou ainda produzir a C24:0-S-ACP mais alongados em
micobactérias de rapido crescimento como o M. smegmatis (BLOCH & VANCE, 1977;
PETERSON & BLOCH, 1977) e a C26:0-S-ACP em M. bovis e M. tuberculosis de
crescimento lento, pelo FAS | (KIKUCHI et al., 1992).

Nos ultimos anos, estudos de reconstituicdo de células livres da parede celular de
micobactérias tem demostrados que varios destes componentes sdo sintetizados a partir de

moléculas de Acetil-CoA, mais provavelmente derivadas a partir da via de biossintese de
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acidos graxos (SIRAKOVA et al., 2001; ONWUEME et al., 200.; TRIVEDI et al., 2005).
Outra caracteristica marcante das micobactérias € a sintese de novo de acidos graxos (FAS
), este sistema sintetiza ndo somente acidos graxos, mas também é dedicado a construcao de
fosfolipidios de membrana, lipidios neutros e triacilglicérideos (DANIEL et al., 2004;
ARABOLAZA et al., 2008).

Mycobacterium

CurACP C,.-CoA C,.-CoA
(Mycobacterium) (Mycobacterium) (Mycobacterium)

Figura 12 — Modelo comparativo de biossintese de &cidos graxos em actinomicetos: Streptomyces
Corynebacterium e Mycobacterium. A biossintese de &cidos graxos para Mycobacterium e
Corynebacterium spp, € iniciada pela carboxilagdo do Acetil-CoA para produzir malonil-CoA esta
reacdo € catalisada pelo complexo ACCase multifuncional (castanho). Malonil-CoA e Acetil-CoA
sdo condensados para serem utilizados pela sintese de acido graxos I, que consiste na biossintese, de
novo, de acidos graxos (verde). Em Streptomyces malonil-CoA é convertido a malonil-ACP atraves
do FabD e, em seguida condensado a acetil-CoA para produzir através do FabH B-cetoacil-ACP, que
é o produto usado pelo sintese de acido graxos Il (vermelho), Streptomyces ndo utiliza o sistema FAS
I. Os passos de alongamento de acidos graxos consistem de varias reagcdes consecutivas em ambos 0s
sistemas. Em Mycobacterium ambos os sistemas estdo presentes, o sistema FAS | para a biossintese
de novo de &cidos graxos e o FAS Il para o alongamento de acidos graxos para a producéo de acido
micdlico. As caracteristicas diferenciais de Mycobacterium sdo mostradas em amarelo (GAGO et al.,
2010).
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2.5.1.9. Trealose Dimicolato

Trealose é um dissacarideo composto por duas moléculas de glicose ligadas por
uma ligacdo 1,1alfa, alfa. A molécula de trealose encontra-se distribuida amplamente na
natureza e é uma das principais fontes de energia encontrada em muitos organismos,
incluindo bactérias, fungos, insetos, plantas e invertebrados (HIGASHIYAMA, 2002) (Figura
13).
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Figura 13 — Estrutura quimica de Trealose. A trealose é uma molécula formada pela desidratacdo de
duas outras moléculas de glicose (LANGFORD, 2010).

No ano de 1950 Hubert Bloch juntamente com Noll e colaboradores iniciaram uma
série de investigacOes relacionadas aos componentes de viruléncias de micobactérias, com
isso eles chegaram a definir a estrutura quimica do trealose dimicolato um glicolipidio
formado através de uma molécula de trealose esterificada com moléculas de acidos
micolicos. A esterificacdo na posicdo (6) ou na posicdo (6,6) de um nucleo de trealose
originam trealose 6- monomicolato (TMM) ou trealose 6,6- dimicolato (TDM) ou ainda
fator corda como este glicolipidio também é conhecido (HSU et al., 2011) (Figura 14). E
comum que bactérias se organizem em comunidades estruturais, coordenadas e funcionais,
chamadas de biofilmes. Esta organizacdo é embebida em matrizes poliméricas produzidas
pelas proprias bactérias. No caso de micobactérias, o crescimento em biofilmes requer que
TDM do envelope seja hidrolisado por uma esterase especifica de TDM liberando &cidos
micolicos (OJHA et al., 2010). O estudo de Yano (1998) mostrou que TDM ¢ o lipidio mais
toxico e granulogénico extraido da superficie da parede celular de M. tubeculosis.

Trealose dimicolato é responsavel por desenvolver vérias atividades bioldgicas na

infeccdo por micobactérias, incluindo imunomodulagdo por participar da inibicdo da fuséo
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do fagossomo com o lisossomo impedido deste modo a destruicdo do bacilo pelos
macrofagos alveolares (INDRIGO et al., 1979, LEMAIRE et al., 1986). TDM também
induz a producdo de citocinas pro-inflamatoria e a formagdo de granuloma caseoso
associada a tuberculose (RHOADES et al., 2005; GEISEL et al., 2005).
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Figura 14 - Estrutura do glicolipidio Trealose dimicolato (TDM). O TDM da parede celular de
Mycobacterium é formada pela esterificacdo de dois nlcleos de acidos micolicos. No quadro esta a
representacdo do perfil de TDM, apds CCD e coloracdo especifica (Adaptado de FUKUDA et al,
2013).
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A atividade inflamatéria do TDM € importante para o desenvolvimento de uma
resposta imunitaria especifica para o bacilo da tuberculose, uma vez que é responsavel pelo
recrutamento e manutencdo de um grande ndmero de macréfagos ativados em torno da
lesdo, permitindo deste modo a sobrevivéncia do bacilo no hospedeiro (SILVA & FAZIOLLI,
1985).

Assim, acidos micoélicos, TDM e TMM, juntos com fosfolipidios (CL, PE e PI), e
glicolipidios (PIMs, LM e LAM), desenvolvem um papel, ndo somente de preenchimento do
folheto externo da bicamada lipidica, mais também de constituintes bioativos durante a
infeccdo (BRENNAN & NIKAIDO, 1995).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a possivel modulagédo de constituintes lipidicos da parede celular do Mycobacterium
smegmatis, apds o consumo de colesterol como fonte principal de energia e carboidratos.

3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar o perfil dos constituintes lipidicos da parede celular do Mycobacterium
smegmatis: (Fosfatidilinositol manosideos (PIMs); Fosfolipidios; Glicopepitideolipidios
(GPLs); Trealose dimicolato (TDM) e Acidos micélicos), apds o cultivo em meio pobre
de nutrientes contendo colesterol.

b) Analisar a propriedade fisico-quimica da parede celular pelo método de marcacéo
fluorescente de auramina.

c) \Verificar possiveis alteracbes da permeabilidade da parede celular induzida por
colesterol mediante sua propriedade hidrofébica.

d) Relacionar as mudancas de constituintes da parede celular com suscetibilidade e/ou
resisténcia a antibidticos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. CULTIVO DO Mycobacterium smegmatis

A cepa de M. smegmatis (INCQS 00061, Fundacdo Nacional de Controle de
Qualidade em Salde - Fundacdo Oswaldo Cruz) foi cultivada em meio dgar Middlebrook
7H10 ou liquido 7H9, suplementados com 10% DC (Glicose e NaCl) e 0,05% de Tween80.

O cultivo inicial foi realizado por um periodo de 3 dias em placas de petri contendo
meio agar Middlebrook 7H10, utilizando estufa bacteriol6gica com temperatura de 37°C.
Apdbs crescimento satisfatorio, uma coldnia desta placa foi inoculada em um erlenmeyer
contendo 20 mL do meio liquido 7H9 para cultivo com agitagdo continua a 150 rpm,
respeitando as mesmas condicGes de tempo e temperatura descrita anteriormente.

O padrdao de crescimento bacteriano foi acompanhado por espectrofotometria
utilizando comprimento de onda de 600 nm, seguindo o protocolo adaptado de Griffin et al.,
(2012), onde 200 pL da bactéria em cultivo na fase estacionaria (volume equivalente a uma
densidade otica O.D.600 = 0,05) foi inoculado em um novo erlenmeyer para o inicio do
experimento em meio liquido 7H9 ou Meio Minimo (MM), suplementado com 0,1% de
glicerol ou 0,01% de colesterol diluidos em solucdo contendo tilaxapol e etanol (1:1 v/v).
Sendo o0 meio 7H9 composto de (NH,4).SO4 (0,5 g/L), L-glutdmico (0,5 g/L), NazCgHsO7
(0,1 g/L), Vitamina B6 (1 mg/L), Biotina (0,5 mg/L), Na,HPO, (0,5 g/L), KH,PO,4 (1 g/L),
CeHgO7.xFes",yNH3 (0,04 g/L), MgSO, (0,05 g/L), CaCl, (0,5 mg/L), ZnSO,4 (1 mg/L) e
CuSOq4 (1 mg/l), e 0 MM composto de asparagina (0,5 g/L), KH,PO4 (1 g/L), Na;HPO, (2,5
g/L), NH4Fe(SOy), - 12H,0 (50 mg/L), MgS0O,.7H,0 (0,5 g/L), CaCl, (0,5 g/L), ZnSO, (0,1
mg/L).

Deste modo, foram analisados somente a fase estacionéria de ambos os meios
(7TH9/ MM), pois é nessa fase que se observa mudancas mais significativas na composicédo
dos constituintes quimicos da parede celular do bacilo conforme as condigGes de cultivo: (1)
7H9+Glicerol (grupo Controle) e (2) MM. O grupo MM foi subdividido em 4 outros grupos:
(2A) MM+Glicerol; (2B) MM+Glicerol+Colesterol; (2C) MM+Colesterol e somente MM

(2D), contabilizando um total de 5 grupos.
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4.2. EXTRACAO E PURIFICACAO DOS LIPIDIOS DA PAREDE CELULAR DE M.
smegmatis.

As células obtidas de cada cultura liquida foram coletadas nas fases de crescimento
estaciondrio, através da andlise do padrdo de crescimento, descrito anteriormente. Seguindo
0 protocolo descrito por Sena et al., (2010), um volume de cada amostra em cultivo foi
coletado e transferido para tubos de 15 mL previamente pesados. As amostras foram
submetidas a centrifugacdo (3500 rpm por 15 minutos a 4°C) para obten¢do do precipitado
de células apos descarte do sobrenadante.

Os tubos contendo somente o precipitado celular foram pesados novamente, para
obtencdo do peso equivalente de cada amostra precipitada, necessario para adi¢do do volume
de solventes, correspondentes ao peso de cada amostra.

Para a extracdo do conteudo lipidico (delipidacdo) da parede celular bacteriana foi
utilizado o protocolo descrito por Sena et al., (2010), onde cada precipitado celular foi
incubando sequencialmente por 2 horas em temperatura ambiente com 20 volumes de
solucdo contendo cloroférmio e metanol (2:1; v/v), seguida de 10 volumes de cloroférmio e
metanol (2:1; v/v), e por altimo 5 volumes de solucéo contendo cloroférmio, metanol e agua
(1:2:0,8; v/viv). Cada extracdo foi iniciada e finalizada com centrifugacéo a 1500 rpm por 5
minutos. O conteddo lipidico dos sobrenadantes, apds cada centrifugacéo, foi combinado em
um unico tubo, para posterior purificacéo.

Para a purificacdo de fosfatidilinositol manosideos (PIMs), fosfolipidios,
glicopeptidiolipidios (GPLs) e trealose dimicolato (TDM) foram utilizadas aliquotas de
1200 pL de cada amostra, que foram secas em corrente de gas nitrogénio a 70°C. As
amostras devidamente secas foram purificadas por particdo utilizando solucdo de 1-
butanol:agua (1:1 v/v). A fase aquosa de 1-butanol contendo a fracdo lipidica foi por fim
concentrada em centrifuga a vacuo e consecutivamente restituida em 40 pL da mesma

solucdo de 1-butanol:agua.
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42.1. ANALISE DE FOSFATIDILINOSITOL MANOSIDEOS (PIMs) E
FOSFOLIPIDIOS

Para a anélise de PIMs e fosfolipidios foi utilizado o protocolo descrito por Sena e
colaboradores (2010), onde 6 pL de cada amostra foram transferidos para uma cromatoplaca
de camada delgada, revestida com silica gel-60. A separacdo das amostras lipidicas foi
efetuada por Cromatografia de Camada Delgada (CCD) tendo como fase mével solucdo de
cloroférmio: metanol: amoénia (1M): acetato de amoénia (13M): agua (180:140:9:9:23
VIVIVIVIV).

Apds o término da CCD, os PIMs foram visualizados usando solucéo reveladora de
Orcinol em &cido sulfarico (marcador de carboidratos). Apos borrifar a solugdo por toda a
extensdo da placa, a mesma foi aquecida a 90°C até o aparecimento das bandas com
coloracdo marrom referentes a AcPIM,/Ac,PIM; e AcPIMg/Ac,PIMg. Para visualizacdo de
fosfolipidios foi borrifada a solucdo reveladora azul de molibdénio (marcador de fosfato)

revelando em temperatura ambiente bandas de coloracdo azul referentes a CL, PE e PI.

4.2.2. ANALISE DE GLICOPEPTIDEOLIPIDIOS (GPLs) E TREALOSE DIMICOLATO
(TDM)

Para a andlise de glicopeptideolipidios e trealose dimicolato foi utilizado o
protocolo descrito por Fukuda e colaboradores (2013), onde 12 pL de cada amostra dos
lipidios purificados foram aplicados em uma cromatoplaca, revestida com silica gel-60,
sendo utilizada como fase mdvel uma solucéo eluente de cloroférmio: metanol (9:1 v/v). As
visualizaces dos grupos GPLs e TDM foram obtidas ap6s borrifar solucdo reveladora de
acido sulfarico 10% em metanol por toda a extensdo da placa e aquecimento da mesma a
90°C até o aparecimento de bandas marrons correspondentes a GPLs e TDM.

4.2.3. EXTRACAO E ANALISE DE ACIDO MICOLICO

Para a determinacdo de micolato de metil éster utilizamos as celulas do pellet, apos
delipidacdo como descrito por Silva, 2009. Os precipitados celulares foram restituidos
proporcionalmente ao peso de cada amostra com solucdo de metanol: tolueno: &cido
sulfurico (30/15/1 vliviv), objetivando extrair os micolatos, através de uma reacdo de
esterificacdo, onde as amostras ficaram por 12 horas em contato com a solugéo extratora em

banho-maria a 75°C. Ap0s este tempo as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente
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para adicdo de 1 mL de hexano com subsequente agitagdo em vortex. As amostras foram

deixadas em repouso para separacdo em duas fases, e em seguida a fase superior (contendo

0s micolatos de metil éster) foi coletada e mantida 45°C para a evaporacado do hexano.

Os residuos secos de micolatos foram resuspensos em 40 pL de hexano, e 12 uL de

cada amostra de micolato foram aplicadas em uma cromatoplaca de silica gel-60. A eluicdo

foi realizada por uma solugéo de hexano: acetato de etila (95:5 v/v). Para visualizagdo dos

micolatos de metil éster, a placa foi borrifada com solucéo reveladora de vas (marcador de

acidos graxos) por toda a sua extensdo, com posterior aguecimento a 150°C para obtencao

de bandas com coloragdo marrons correspondentes aos micolatos de metil estér.

As imagens de cada cromatoplaca foram digitalizadas utilizando scanner de mesa

com ajustes de contraste e intensidade de bandas pelos programas PhotoScape e Image-J.

M. smegmatis
Cultivado em agar
7H10

Incubagio
(37°C/3 dias)

Incubagao
(37°C/150 rpm/3 dias)

Incubagio liidaca
(37°C/150 rpm/3 dias)  Delipidagdo

CHCl;:MeOH:H,0 —»
(1:2:0,8 VIVIV)

SENA et al., 2012

Cultivo de M. smegmatis

em meio liquido%H9 1-7H9
2- MM+Gli ]
3- MM+Gli+Col Particdo:
4- MM+Col 1-Butanol: H,O —
5-MM 2:1 V/V)

CCD Fase de butanol
l (Lipidios)
FOSFOLIPIDIOS
CHCl3:MeOH: NH;: NH Ac: HO
Revelador: Azul de Molibdénio
PIMs ¥ “ PN TDM/GPLS
CHCl3:MeOH: NH;3: NH Ac: H,O CHCl,: MeOH PELLETS

Revelador: Orcinol Revelador: H,SO, ‘

Esterificagao

ESTERES DE ACIDOS MICOLICOS ‘
Hex:ACoEt CCD

Revelador: Vas SILVA, 2009

Esquema 1- Cultivo e analise do perfil cromatografico dos lipidios da parede celular de M.

Smegmatis.
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4.3. ANALISE DA PROPRIEDADE FISICO-QUIMICA DA PAREDE CELULAR PELO
METODO DE MARCAGAO FLUORESCENTE DE AURAMINA

A determinacdo da natureza acido resistente do bacilo foi realizada pelo método de
coloracdo por auramina fendlica. Esta técnica foi utilizada, pois os acidos micolicos
existentes na parede celular das micobactérias tém a capacidade de se ligarem ao corante
auramina, resistindo a descoloracdo por alcool-acido. Um corante de contraste é empregado
para destacar o organismo corado e facilitar seu reconhecimento ao microscopio (COSTA,
1988).

Para verificarmos a propriedade fisico-quimica da parede celular do bacilo
cultivado nos diferentes meios de cultura utilizamos o Kit de coloragéo Fluorescent Stain Kit
for Mycobacteria (Fluka/Sigma-Aldrich). Precipitados celulares de cada meio de cultura
foram resuspensos em 20 vezes o0 peso de seus pellets em PBS, para se obter a mesma
concentracdo bacteriana em todos os grupos do estudo, em seguida 5 uL. de cada cultura
foram secos na superficie de Iaminas de vidro e fixadas por chama, para entdo as laminas
serem imersas na solucdo de auramina fendlica por 15 minutos, ap6s foram lavadas com
agua destilada para a retirada do excesso do corante, seguida da imersdao das laminas numa
solucdo de alcool-acido por 3 minutos e enxaguadas novamente com &gua destilada para a
retirada do excesso. As amostras coradas foram visualizadas em objetiva de imerséo (100x)
do microscopio de fluorescéncia (ZEISS Scope. Al), utilizando filtro de excitacdo de 340-
380 nm.

4.4. ANALISE DA HIDROFOBICIDADE DA PAREDE CELULAR

Para verificarmos possiveis alteracGes na permeabilidade da parede celular induzida
pelo consumo de colesterol, utilizamos o protocolo descrito por Morita et al., (2006), com
modificagdes no volume final do teste, ajustado para suprir a nossa demanda de material
biologico. Partindo das células em cultivo como descrito anteriormente, volumes equivalente
a 0,5 D.0O. 00 nm) de cada grupo de estudo foram coletados e centrifugados. Os precipitados
de células foram resuspensos em 750 pl de PBS e misturados com 0, 5, 10 e 25 ul de
hexadecano, utilizando vortex por 2 minutos, seguido de descanso por 15 minutos para
particdo em duas fases. Apés este periodo, aliquotas de 150 ul da porcdo aquosa foram
coletadas e transferidas para uma placa de 96 pocos para mensuragdo da absorbancia

(Asoonm). O declinio da absorbancia pela adicdo de hexadecano é proporcional a
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hidrofobicidade da parede celular bacteriana, podendo ser usado como forte indicador dessa

caracteristica fisico-quimica.

4.5. ANALISE DA SUSCEPTIBILIDADE AANTIMICROBIANOS

Para avaliar o perfil de susceptibilidade do M. smegmatis a antimicrobianos que
tem acdo na biossintese de constituintes da parede celular bacteriana, as amostras em estudos
foram submetidas aos seguintes antimicrobianos meropenem (10ug), vancomicina (30ug),
penicilina (10ug), cefepime (30ug) e aztreonam (30ug) através do método de difusdo em
disco, segundo metodologia de Kirby-Bauer. As células em cultivo nos respectivos meios de
cultura foram coletadas, ap6s 72 horas de incubacao, foram centrifugadas e resuspensas em
20 vezes o peso de seus pellets em PBS, para se obter a mesma concentracdo bacteriana,
depois dessa fase o antibiograma foi realizado em placa contendo agar 7H10 e 4gar MM
modificado correspondente a cada cultura do estudo (MM+Gli, MM+Gli+Col, MM+Caol,
MM). Foram inoculados 200 uL de cada cultura liquida nas suas respectivas placas sendo
semeadas em trés direcdes, seguindo com aplicacdo dos discos sobre a superficie do agar,
estas foram incubadas em estufa por 3 dias. Para avaliacdo da sensibilidade foi utilizado um
paquimetro para determinacdo do tamanho do halo de inibicdo do crescimento ao redor de

cada disco, considerado em milimetros. O experimento foi realizado em triplicatas.



1- 7H9

2- MM+Gli
3- MM+Gli+Col
4- MM+Col
5-MM
Sensibilidade a
1- Agar THI10 . antibidticos - - Coloragio por
2- Agar MM+Gli A 2- MM4Gli Auramina Fenélica v
_ Aos +Glit+ [ 3- MM+Gli+Col . a . hicidad

5- Agar MM

Disco de antibidticos:

Meropenem

Vancomicina ) L.

Penicilina Microscopio: ZEISS Scop. Al
L Aplicacio dos discos Objetiva de imersido (100x)

Cefepime Filtro de emissdo: 340-380 nm

Aztreonam

Incubar por 72 horas

Esquema 2- Analise das propriedades fisico-quimicas da parede celular de M. smegmatis.
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4.6. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos em media e desvio padrdo das triplicatas usando o
programa Microsoft Excel (2007). Para analise estatistica utilizou-se o programa Biostat 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.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. PERFIS DE PIMS E FOSFOLIPIDIOS EM DIFERENTES FONTES NUTRICIONAIS
DE CARBONO E ENERGIA

Utilizando a técnica de cromatografia de camada delgada (CCD) realizada com
objetivo de verificar possiveis mudangas no acimulo de constituintes lipidicos da parede
celular da micobactéria (M. smegmatis), ap0s esta ser submetida a meios nutricionais
especificos, foi revelado que, apesar da escassa concentracdo de nutrientes em Meio Minimo
(MM), a micobactéria cultivada com fontes alternativas de carbono e energia (Glicerol e/ou
Colesterol), consegue manter o acumulo das moléculas AcPIMy/Ac,PIM; e
AcPIMg/Ac,PIMg sem grandes diferencas que possam alterar o perfil de PIMs (Figura 15A,
grupos 1 — 4). Entretanto no grupo MM, que ndo possui suplementacdo com glicerol e/ou
colesterol, o bacilo demostrou ter dificuldades em acumular PIMs em sua parede celular,
quando comparado aos demais grupos que obtiveram o glicerol e/ou colesterol como
suplemento. Este resultado mostra a dependéncia de uma fonte de carbono para manter
constante o acimulo desses lipidios.

A analise de CCD para fosfolipidios (Cardiolipina — CL Fosfatidiletanolamida — PE
e Fosfatidilinositol — PI) mostrou que estes componentes da parede celular da micobactéria
também séo encontrados sem maiores alteragBes durante o crescimento em MM, quando
comparado ao grupo controle (7H9 + Glicerol), principalmente quando o cultivo é realizado
na presenca do glicerol e/ou Glicerol + Colesterol (Figura 15B, grupos 1 — 3). Por outro
lado, o acimulo de fosfolipidios, principalmente PE e PI, foi diminuido quando o cultivo foi
realizado em MM suplementado somente com colesterol (Figura 15B, grupo 4). Quando nédo
houve suplementacdo os niveis de fosfolipidios acumulados, em geral, foram drasticamente
comprometidos, corroborando com os dados de PIMs (Figura 15A).

Esses resultados mostram que o bacilo em microambiente pobre de nutriente,
contendo o colesterol como principal fonte de carbono e energia, é capaz de sintetizar
fosfolipidios e acumular PIMs a niveis compativeis com os encontrados em meio 7H9 ou
MM suplementados com glicerol, ndo comprometendo a estrutura da superficie

micobacteriana para constituintes lipidicos mais simples.
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Figura 15 - Perfil de Fosfatidilinositol manosideos (PIMs) e Fosfolipidios extraidos da parede
celular do M. smegmatis, apos cultivo em meio pobre de nutriente, contendo glicerol e/ou colesterol
como fonte de carbono e energia. (A) acimulo de PIMs (AcPIM,/Ac,PIM, e AcPIMg/Ac,PIMg) e
(B) Fosfolipidios (Cardiolipina — CL; Fosfatidiletanolamina — PE; fosfatidilinositol — PI) ap6s o
cultivo em meio 7H9 ou Meio Minimo (MM) suplementado com glicerol e/ou colesterol.

O estudo de Morita e colaboradores (2006), confirmado através de microscopia
eletrbnica de transmissdo, com cepas mutantes para manosiltransferases de M. smegmatis,
demonstrou que PIMs s@o os precursores da via de biossintese dos gliconjugados da parede
celular de micobactérias. Através desses estudos PIMs foi caracterizado como molécula de
papel fundamental para a integridade da parede celular deste bacilo.

Dessa forma, os resultados encontrados neste trabalho sugerem que o crescimento
de micobactérias em microambiente pobre de nutriente, porém obtendo o colesterol como
principal fonte de carbono e energia, como ocorre durante a infeccdo, ndo altera
expressivamente o acumulo de moléculas lipidicas menores da parede celular, como PIMs, o
que justifica a preservacdo da biossintese e acimulo de moléculas mais complexas como

LM/LAM, que possuem PIMs como precursores comuns.
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5.2. PERFIS DE ACIDO MICOLICO EM DIFERENTES FONTES NUTRICIONAIS DE
CARBONO E ENERGIA

A andlise dos &cidos micolicos por CCD mostrou que M. smegmatis, quando
submetido a  diferentes meios  nutricionais  (7H9+Glicerol,  MM-+Gilicerol,
MM-+Glicerol+Colesterol, MM+Colesterol e Meio Minimo), manteve a biossintese de
micolatos em sua parede celular (Figura 16). Todavia, o cultivo em MM, com ou sem
glicerol ou colesterol, mostrou uma reducdo acentuada tanto em o'-metil éster quanto em a-
metil éster (Figura 16, grupos 3 a 5). No entanto, o grupo MM suplementado com glicerol
(Grupo 2) demonstrou maior acimulo de micolatos, quando comparado com o grupo 7H9.

Estes dados sugerem que o crescimento do bacilo em condigBes restritas de
nutrientes, necessita das duas fontes de energia e carbono (glicerol ou colesterol) para néo
haver a diminui¢do do acumulo de micolatos na parede celular. Diminuindo a quantidade de
acido a-micolico, teremos preferencialmente o seu derivado o o'-metil éster, que em meio
pobre de nutrientes mostrou esta mais frequente na parede celular do bacilo, quando
comparados com o grupo 7H9.

Cantrell e colaboradores (2013) reportaram que M. tuberculosis, deficientes no
transporte de lipidios (mutantes para o operon mcel), acumulam &cidos micolicos livres
(&cidos micolicos ndo ligados covalentemente a trealose), usados para a formacdo de
biofilmes. Dessa forma, nossos dados também sugerem indiretamente que a inducdo de
captacdo do colesterol, com consequente diminui¢do do acimulo de &cidos micélicos livres,
pode estd modulando a formacdo de biofilmes, moléculas imprescindiveis para a
infectividade do bacilo.

Para justificar a presenga de o'-metil éster em cultivo MM, buscamos analisar a
biossintese de &cidos graxos nesses bacilos. As micobactérias possuem tanto o FAS | como
FAS Il e entre esses dois sistemas ha uma interacdo complexa. Por exemplo, 0s primeiros
estudos realizados com o FAS | a partir de M. smegmatis demonstrou que as substancias de
Acil-CoA da albumina de soro bovino ou de certos polissacarideos podem mudar o padrao
de produtos da biossintese de acidos graxos da parede celular desta micobactéria, passando a
produzir acidos graxos de cadeia mais curta (Peterson & Bloch, 1977).
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Figura 16 - Perfis de acidos micdlicos livres oriundos da parede celular de M. smegmatis. Apds
cultivo em meio contendo glicerol e/ou colesterol os derivados dos acidos micolicos (a- e o'-metil
éster) foram analisados ap6s o cultivo em 7H9 e MM.

Diante disso, os dados obtidos neste trabalho sugerem que a modificacdo
nutricional da principal fonte de carbono e energia esta diretamente ligada a regulacéo e a
sintese dos componentes da parede celular micobacteriana, possibilitando-nos a propor que,
nesse microambiente pobre de nutriente, o bacilo possa deixar de produzir produtos
suficientes para o alongamento correto dos acidos graxos produzidos por ele. Desta forma, o
bacilo acumularia &cidos graxos menores, somente quando presente fontes de energia e
carbono em quantidades eficientes, que apds a estratificacdo, seriam acumulados como

derivados de a'-metil éster, como observado na figura 16.

5.3. PERFIS DE TREALOSE DIMICOLATO (TDM) E GLICOPEPTIDEOLIPIDIOS
(GPLs) EM DIFERENTES FONTES NUTRICIONAIS DE CARBONO E ENERGIA.

O perfil cromatogréafico dos glicopeptideolipidios (GPLs) de M. smegmatis,
comparando com o grupo controle em 7H9, revelou aumento do seu acimulo em todos 0s
grupos cultivados com escassez nutricional, independente da suplementacdo, porém esse
acumulo foi mais acentuado quando o cultivo foi realizado na auséncia do glicerol (Figura
17, Grupos 4 e 5). Estes resultados podem ser explicados pelo aumento na producdo de
acucares, como GDP-fucose, presente na estrutura de GPLs, em meio pobre de nutriente,
porém contendo colesterol como fonte principal de carbono e energia, como publicado por
Griffin et al. (2012).

Em relacdo ao perfil de Trealose Dimicolato (TDM), ndo observamos decréscimo
dréstico de seu acuimulo na parede celular quando o bacilo foi cultivado em MM

suplementado com colesterol, porém uma marca¢do mais discreta € observada quando nédo
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houve suplementacdo (Figura 17). Como TDM é formado pela ligacdo covalente de trealose
com os acidos micélicos, que apresentaram acumulo alterado em condicGes de escassez
nutricional (Figura 16), nossos dados podem sugerir que o cultivo em MM poderia estar
induzindo o direcionamento da biossintese de micolatos para a biossintese de TDM, e assim

manter niveis mais estaveis desse lipidio na parede celular do bacilo.

DM B E =

TH9 MM

Gticerol I
colstera L1 | —

1 2 3 4 -

Figura 17 - Perfis de glicopeptideolipidios (GPL) e trealose de dimicolato (TDM) oriundos da
parede celular de M. smegmatis. Apds cultivo em meio contendo colesterol os GPLs e TDM foram
analisados apdés o cultivo em 7H9 e MM suplementado ou ndo com glicerol e/ou colesterol.

Dessa forma, € bem evidente que o bacilo mantém constituintes lipidicos mais
complexos, como TDM e GPLs, na parede celular durante condi¢bes de escassez
nutricional, independentemente da fonte de energia e carbono encontrada durante tais
condigdes. Estes resultados sugerem que este comportamento pode suprir necessidades
fisico-quimicas do micro-organismo, e até mesmo de reserva nutricional, na parede celular
durante condicOes adversas ao crescimento bacteriano. Esta mudanca nitida da fisiologia do
bacilo poderia alterar a estabilidade da parede celular, que sera avaliada pela permeabilidade

a antibioticos, hidrofobicidade e perfil de coloracao alcool-acido resistente.
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5.4. AVALIACAO DA PROPRIEDADE FISICO-QUIMICA DA PAREDE CELULAR
PELO METODO DE COLORAGAO POR AURAMINA FENOLICA

A caracteristica &lcool-4cido resistente do bacilo foi demonstrada pelo método de
coloracdo por auramina fendlica, este metodo se baseia no fato de que a micobactéria
quando tratada com auramina, resiste a descoloracdo frente a uma solucdo de acido forte.
Desta forma a parede célula do bacilo permanece corada de verde fluorescente devido a
presenca de acidos micdlicos, que estdo ligados covalentemente na parede celular e estes por
sua vez se ligam ao corante, assim resistem fortemente a sucessivas extragdes do corante
com alcool, éter e cloroformio (COSTA, 1988). Esta propriedade de coloracdo tem sido
relacionada com a propriedade fisico-quimica da parede celular da micobactéria (FUKUDA
etal., 2013).

Diante disso procurou-se analisar a propriedade fisico-quimica da parede celular
nos nossos grupos estudados, ja que o perfil quimico dos acidos micolicos na parede celular
demonstrou estar comprometido quando o bacilo foi cultivado em MM, com excecdo do
grupo MM+Gli (Meio Minimo+Glicerol), que apresentou acimulo acentuado de micolatos,
qguando comparado com o grupo controle, cultivado em meio rico de nutriente (Grupo 7H9),
como pode ser observado na figura 16.

Observando o resultado da figura 18 e comparando com o grupo controle cultivado
em 7H9 (Figura 18A), podemos evidenciar o aumento do sinal fluorescente apds a marcacao
com auramina, somente no grupo cultivado em MM suplementado com glicerol (Figura
18B), em detrimento do sinal nos demais grupos cultivados em meio pobre de nutriente.
Este dado corrobora com o observado na CCD para &cidos micolicos (Figura 16).
Entretanto, esta técnica quando utilizada com o objetivo de se verificar a propriedade fisico-
quimica da parede celular do bacilo, ndo se mostrou apropriada tendo em vista que ela é uma
coloracdo especifica para se visualizar os &cidos micolicos da parede celular micobactériana.

Esses dados juntamente com os perfis de CCD para acido micélicos demonstram
que a diferenca nutricional, a que o bacilo foi submetida, é capaz de alterara a fisiologia
desta micobacteéria.
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Figura 18 - Andlise das caracteristicas fisico-quimicas pela marcacdo fluorescente com auramina
fendlica. Os bacilos corados pelo método de auramina fendlica foram visualizados em objetiva de
imersdo (100x) do microscépio de fluorescéncia (ZEISS Scope. Al), utilizando filtro de excitacéo
de 340-380 nm. A) 7H9+Gli, B) MM+Gli, C) MM+Gli+Col, D) MM+Col e E) MM. Barra de 20

pm.
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55. AVALIACAO DA HIDROFOBICIDADE DA PAREDE CELULAR DE
Mycobacterium smegmatis

A andlise da integridade da parede celular micobacteriana foi utilizada como
medida alternativa para se avaliar alteracdes nas propriedades fisico-quimicas da parede
celular do bacilo, em decorréncia das diferencas encontradas nos niveis de um dos principais
componentes estruturais, os acidos micolicos, quando este foi submetido ao cultivo em meio
rico e pobre de nutrientes.

Observando o grafico 1, a particdo com hexadecano demonstra que o cultivo no
MM com ou sem fontes definidas de carbono, alterou a caracteristica hidrofobica do bacilo,
em proporcdes semelhantes, mostrando ser menos hidrofébico em relagdo ao grupo
cultivado em 7H9 (Grupo controle), que confere condic¢Bes 6timas de cultivo.

A avaliacdo da hidrofobicidade do bacilo apds os respectivos cultivos em meio
pobre de nutriente, com fontes definidas de carbono e energia, torna claro a mudanca
fenotipica do bacilo ap6s a parede celular sofrer as alteraces no perfil de seus constituintes
em condigfes que possam parcialmente mimetizar o ambiente intracelular durante a

infeccdo.
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Grafico 1 — Particdo com haxadecano para determinacdo da hidrofobicidade da superficie celular
bacteriana. Células obtidas de cada cultivo foram submetidas a particdo por 0, 5, 10 e 25 ul de
hexadecano. O experimento foi realizado em triplicata e os valores foram expressos em media e
desvio padréo.
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Uma possivel explicacdo para estd observacdo pode ser dada com relacdo a
biossintese desses componentes estruturais da parede celular da micobactéria, em especial 0s
metis ésteres de acidos micolicos que estdo ligados covalentemente em sua parede celular,
gerando assim uma barreira hidrofobica e impermeavel para o bacilo (NGUYEN et al.,
2005). Como mostrado anteriormente, nossos resultados de CCD para micolatos, mostram
que estes se encontram com niveis alterados na parede celular do bacilo, ap6s cultivo em
MM.

Schreuder e colaboradores (2015) sugeriram que polimorfismos (SNP) no gene
pohR, tém consequéncias fenotipicas entre as cepas (H37RV e CDC 1551) de M.
tubeculosis. Este gene € mais importante na regulacdo, viruléncia e composicao da parede
celular (GONZALDO et al., 2008). Diante disso, eles analisaram a hidrofobicidade da parede
celular de ambas as espécies e observaram diferencas significativas, mostrando com isso que
essas cepas tém diferentes estruturas de parede celular, principalmente na camada mais
externa.

Morita e colaboradores (2006) mostraram que a manosiltransferase PIME é
essencial para a biossintese de PIMs maiores como AcPIMs e que a delecdo dessa
manosiltransferase ndo teve grandes consequéncia para o crescimento ou viabilidade do
bacilo. No entanto, houve altera¢des na organizacdo da membrana plasméatica bem como, na
hidrofobicidade. Neste estudo o mutante em PIME mostrou uma parede celular menos

hidrofébica.

5.6. AVALIACAO DA SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

Diante dos resultados anteriores, principalmente os referentes aos perfis quimicos
de &cidos micdlicos, glicopeptideolipidios e hidrofobicidade, foi avaliado a susceptibilidade
da micobactéria aos antimicrobianos meropenem, vancomicina, penicilina, cefepime e
aztreonam, devido & acdo na sintese da parede celular micobacteriana. Como mostrado no
gréafico 2, a resposta aos antimicrobianos mostrou que ndo houve diferenca significativa de
resisténcia ou suscetibilidade entre os grupos de estudo. Tendo em vista, que dos 5
antibioticos utilizados neste estudo somente com meropenem e vancomicina o bacilo
mostrou-se sensivel e nos demais mostrou-se resistente.

Estudos tém demonstrado que cepas de micobactérias deficientes em
micoliltransferases, participantes da biossintese de acidos micolicos, bem como de trealose

dimicolato, influenciam diretamente a integridade da parede celular, alterando a
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permeabilidade a uma série de compostos bactericidas, tais os antibioticos B-lactamicos e
vancomicina (NGUYEN et al., 2005). Flores e colaboradores (2005) realizaram
modificacdes geneticas nas B-lactamases de M. tuberculosis (blaC) e M. smegmatis (blaS e
blaE) e observaram que os mutantes nessas B-lactamases foram sensiveis a uma série de
antibioticos B-lactamicos, dentre estes o imipenem que mostrou resultado de sensibilidade
semelhante ao encontrado neste trabalho, porém utilizando o antibiético meropenem

pertencente a mesma classe do imipenem.
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Gréfico 2 — Sensibilidade e resisténcia a antibi6ticos. Contetidos celulares equivalente, obtidos dos
cultivos dos respectivos meios de cultura analisados foram inoculados em meio &gar 7H10 e é&gar
MM modificado (MM+Gli, MM+Gli+Col, MM+Col e MM) para anélise do perfil de resisténcia e
sensibilidade a antibidticos impregnados em discos de papel filtro. Os resultados do diametro do halo
de inibicdo foram obtidos de triplicatas, sendo expressos em media e desvio padrdo. Os grupos
analisados mostraram sensibilidade somente aos antibiéticos meropenem e vancomicina e nos
demais o bacilo mostrou-se resistente.

Nossos dados mostram que, por mais diferente que esteja a constituicdo da parede
celular, as mudangas fisiologicas que o bacilo sofre durante a privacdo de nutrientes, e uso
do colesterol como fonte alternativa de carbono e energia, a micobactéria permanece viavel
para prosseguir a infeccdo, estabilizando a estrutura da parede celular as novas necessidades

encontradas na célula hospedeira.
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho mostrou que a espécie M. smegmatis, mesmo sendo saprofitica,
consegue acumular e catabolizar o colesterol, in vitro, quando este lipidio passa a ser uma
alternativa nutricional para obtencdo de carbono e energia.

O acumulo de colesterol ndo favoreceu mudancas na biossintese e acumulo de
lipidios essenciais como PIMs, TDM e dos fosfolipidios (PI, CL e PE).

Mudangas significativas foram observadas na biossintese GPLs que apresentaram
aumento em seu acimulo e de &cidos micolicos que mostrou acimulo reduzido.

Mudancas nas caracteristicas fisico-quimicas do bacilo foram confirmadas com
alteracdes na hidrofobicidade, Porém ndo mostraram alteracGes significativas em relagdo a
resisténcia e susceptibilidade a antimicrobianos.

O consumo de colesterol pela micobactéria, influéncia na biossintese da parede
celular, porém nada tdo acentuado a ponto de deixar a bactéria mais vulneravel a agentes

exogenos microbicidas.
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