
ASPECTOS MICROBIOLÓGICOS DO
Mycobacterium leprae
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Suzana Macieira

Taxonomicamente, o Mycobacterium leprae M
eprae) pertence 'a ordem ActinomyceIalis e familia
ycobaderiaceae. Apre-senta-se sob a forma de bacilo reto
u levemente encurvado, com ex-tremidades
rredondadas, medindo aproximadamente de 1 a 8 mm de
omprimento e 0,3 min de diâmetro. 0 M. leprae, ou bacilo
e Hansen, é um parasita intracelular obrigatório,
redominante em macrófagos onde podem ser observados
ormando aglomerados ou globias, em arranjos paralelos
ue lembram um maw de cigarro. A reprodução ocorre
elo processo de divisão binária, é gram-positivo e
ortemente álcool-ácido resistente quando submetido à
oloração de Ziehl-Neelsen, na qual apresentam-se, na
aioria deles, corados de forma irregular ou granular Este

specto foi observado por Hansen e posteriormente
onfirmado por outros pesquisadores. Em 1895, Hansen e
ooft consideraram a transformação em grânulos como
m fator de degeneração, ou seja, morte bacilar
inalmente, em 1960, outros pesquisadores observaram,
través de microscopia ótica e eletrônica, que os bacilos
orados irregularmente não estavam viáveis devido a
erda parcial do conteúdo celular que ocorre após a morte
acilar A perda do material citoplasmatico é decorrente de
lterações na membrana citoplasmatica.

cia no interior da célula do hospedeiro e na patogênese da
doença. Além destes componentes, pesquisadores
observaram também a pre-sença de um material protéico,
que se constitui em um importante alvo imunogênico de
células T. A natureza exata dessas proteínas ainda não
está totalmente estabelecida. A partir de um extrato da
parede celular Hunter et al. identificaram uma proteína
com peso molecular de 17 kilodaltons (kD); uma outra
proteína de 14 kD, semelhante proteína de choque térmico
de Escherichia (E. coli)(GroES), tam-bém foi identificada,
sendo também encontrada no citoplasma do bacilo. O
porque desta proteína estar associada à parede celular e
como ela está ligada a outros componentes precisa ser
melhor escla-recido.

Além da parede celular, o bacilo apresenta uma
estrutura mais externa denominada cápsula. Da mesma
forma como se observa ern outras espécies de
micobactérias patogênicas, a superfície externa do leprae
é caracterizada pela presença de uma grande quantidade
de componentes lipídicos, os quais são provavelmente
responsáveis pela "zona elétron transparente"e pelo
aspecto espumoso do material visto no interior dos
macrófagos de pacientes virchovianos (Fig. 1). Os dois
lipídeos capsulares mais importantes são: 1- ftiocerol
dimicocerosato (PM), quimicamente distinto daqueles
encontra-dos em outras espécies de micobactérias; 2-
glicolipídeo fenólico 1 (PGL-1) que contém um grupo
fenólico glicosilado corn um trissacarídeo característico e
aparentemente único para o M. leprae. O PDIM e o PGL-1
podem ser detectados em tecidos infectados de seres
humanos e de tatús, indicando que esses componentes
podem persistir por um longo período, mesmo após o
bacilo ter sido degradado e eliminado. A porção terminal
3,6-di-O-metil glucose do PGL- 1 ainda não foi detectada
em nenhuma outra molécula natural, :constituindo-se na
chave para a alta especificidade da resposta immoral
durante o processo de infecção. O PGL-1 também pode
reagir com compostos de radicais livres, sugerindo que
este lipídeo capsular pode proteger o bacilo dos efeitos
tóxicos de enzimas lisossomais e metabólitos oxidativos
produzidos pelos macrófagos durante a infecção.
Mycobacterium leprae em processo de divisão celular (microscopia
letrônica de varredura).

A parede celular possui cerca de 20 nm de
spessura e sua estrutura química é semelhante a de
utras micobactérias, ou seja, constituída de
eptideoglicanos entrelaçados e ligados a cadeias
olissacarídeas, que servem de suporte para os ácidos
icólicos. Estes ácidos possuem alto peso molecular, que

brangem cerca de metade do peso da parede celular
acteriana, sendo responsáveis pela natu-reza hidrogóbica
a micobactéria. Análises químicas detalhadas reve-laram
ue o bacilo possui algumas características distintas. No
eptideoglicano, a L-alanina é substituída pela glicina, e a
orma como os ácidos micólicos estão associados a parede
elular é distinto do que se observa em outras espécies de
icobactérias. Outro importante com-ponente da parede

elular micobacteriana é o lipoarabinomanana (LAM). Ele
semelhante ao encontrado em outras espécies de

icobactérias, porém, em estudos realizados utilizando-se
nticorpos monoclonais, observou-se diferenças entre o
AM encontrado no M. leprae e no M. tuberculosis. Em
actérias gram negativas, os lipopolissacarídeos possuem
ropriedades imunorreguladoras; nas micobactérias
odem atuar de forma importante para a sobrevivên-

A composição lipídica da membrana celular ainda
não está totalmente caracterizada, porém, existem
evidências indicando a pre-sença de fosfolipídeos
característicos de membrana, que são encon-trados em
espécies cultiváveis de micobactérias, incluindo membros
sorologicamente ativos de manosídio fosfatidilinositol
(PIM). A di-versidade de PIM encontrados no M. leprae é
menor do que a obser-vada em outras espécies de
micobactérias. 0 "fator corda"( trealose di-micolato),
observado no M. tuberculosis, não foi detectado no bacilo
de Hansen, apenas pequenas quantidades de trealose
mono-micolato. Estudos bioquímicos permitiram a
identificação de dois importantes polipeptídeos de
membrana — MMP-I que é uma proteí-na de 35kD,
sorologicamente ativa e reconhecida por anticorpos
monoclonais murinos específicos para o bacilo; e MMP-II
que possui peso molecular de 22kD. Embora estas duas
proteínas sejam as mais importantes, é provável que
outras estejam presentes na membrana celular, porém, os
métodos convencionais de análise bioquímica ainda não
permitiram a sua identificação.
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O citoplasma é eletrodenso contendo estruturas
comuns a organismos gram positivos. Utilizando-se
análise eletroforética em gel de poliacrilamida (SUS), foi
possível identificar três importantes proteínas
citoplasmáticas: a primeira possui peso molecular de
28kD, a segunda 17kD (sorologicamente distinta da
proteína encontrada na parede celular) e a terceira, que é
semelhante à proteína de choque térmico GroES, também
encontrada na parede celular Estudos acerca da
composição protéica do bacilo, baseados em técnicas
sorológicas, permitiram a identificação de outros
componentes, como por exemplo uma proteína de 65kD
identificada como sendo homóloga à proteína de choque
térmico GroEL e que geralmente é encontrada degradada
em preparados de bacilos. Uma outra proteína de 70kD
identificada por anticorpos monoclonais também
corresponde a uma proteína de choque térmico, homóloga
à DnaK de E. cosi. Estudos realizados com anticorpos
monoclonais também permitiram identificar uma proteína
de 18kD, estruturalmente ligada a proteínas de choque
térmico e uma de 28kD identificada como a enzima
superóxido dismutase.

Entre as atividades bioquímicas mais conhecidas,
está a capacidade do bacilo de oxidar uma variedade de
difenóis, em particular o D-isômero de
dihidroxifenilalanina (DOPA). A atividade da DOPA oxidare
foi descrita, por Prabhakaran em 1980, como sendo única
para o M. leprae (entre as micobactérias). A enzima ácido
diihidropteroato sintetase é sensível à sulfa
(diaminodifenilsulfona - DDS ), amplamente utilizada na
terapêutica da doença; outra enzima, como por exemplo a
dismutase superóxido, esta envolvida em mecanismos de
sobrevivência do bacilo no interior dos macrófagos,
fazendo com que o bacilo resista aos efeitos tóxicos dos
metabólitos oxidativos produzidos pelas células do
hospedeiro. Entre outras enzimas de importância,
podemos citar a decarboxilase glutamato, beta-
glucoronidase e N-acetil beta glucosaminidase, porém não
se sabe com certeza se elas são derivadas do bacilo ou do
tecido do hospedeiro.

Experimentos realizados para identificar quais
substratos poderiam ser utilizados pelo bacilo como fonte
de nutrição demonstraram que substâncias comumente
adicionadas aos meios de cultura para micobactérias —
glicerol e glicose — podem ser utilizados pelo M. leprae
quando em suspensão. Atividades associadas com
enzimas envolvidas na via de Embden-Meyerhoff também
foram detectados a partir de extratos do bacilo. Também
observou-se a utilização, pelo bacilo, do composto 6-
fosfogliconato. Estas e outras descobertas permitem
sugerir que o não crescimento do bacilo in vitro não é
devido a falhas na principal via de catabolismo do
carbono. Uma Indicação de que esta atividade catabólica
está efetivamente ligada à produção de energia tem sido
comprovada a partir de análise quantitativa da adenosina-
tri-fosfato (ATP) contida no bacilo.

Muitas pesquisas relacionadas ao genoma do M.
leprae têm sido realizadas. Todas as informações que
determinam a estrutura do bacilo estão contidas nele.
Graças aos avanços das técnicas de biologia molecular foi
possível "transferir" o DNA do bacilo para outros
microrganismos cultiváveis, como a E. cosi, e também para
outras espécies de micobactérias. O peso molecular
estimado para o genoma

das micobactérias é de 2,2 — 4,5x109 daltons e para o
bacilo de Hansen é de 2,2x109 daltons. A quantidade de
guanina + citosina (G+C) é notavelmente mais baixa (54-
58%) quando comparada a outras micobactérias (65-
69%). Diversos genes específicos do bacilo têm sido
clonados e caracterizados, com a finalidade de se obter
uma grande quantidade de antígenos protéicos. Genes
que codificam as moléculas de RNA ribossomal são de
particular interesse taxonômico, especialmente o gene
16S rRNA. Em comum com outras micobactérias de
crescimento lento, o M. leprae possui uma única cópia do
gene rRNA com grande parte da sequência reconhecida
(95`i) no gene 16S rRNA, indicando uma estreita relação
entre o M. leprae, M. tuberculosis e M. avium. Algumas
diferenças na sequência podem ser observadas no M.
leprae, sendo estas diferentes de outras espécies de
micobactérias. Embora tenham sido descritas diferenças
genotípicas, tendo como base inoculações em coxim
plantar de camundongos, análises feitas no DNA não
permitiram identificar nenhuma variação genotípica.
Sequências específicas de DNA do bacilo podem ser
exploradas através de técnicas capazes de trabalhar com
um reduzido número de bacilo e com alto grau de
sensibilidade, em particular, a técnica de amplificação de
DNA que tem como base a reação em cadeia de
polimerase (PCR). Algumas sequências espécie-específicas
já são bem conhecidas permitindo que vários
pesquisadores possam aplicar esta técnica para detecção
do bacilo em condições laboratoriais de rotina. Além da
técnica ser utilizada para diagnóstico, inclusive de formas
clínicas paucibacilares, ela pode ser aplicada em
trabalhos de monitoramento de possíveis reservatórios do
bacilo no meio ambiente, como por exemplo a sua
detecção em amostras de solo e água de áreas endêmicas.
Outros avanços têm sido possíveis graças às novas
técnicas de genética molecular, que possibilitam que
genes do M. leprae possam ser expressos em E. coli,
contribuindo de forma importante para o estudo de
antígenos protéicos, e, mais recentemente, a transferência
de genes entre as micobactérias permitindo que se
conheça melhor alguns aspectos bioquímicos do bacilo.

Com o avanço da biologia molecular; espera-se que
estas novas técnicas permitam aos pesquisadores
descobrirem porque ainda não foi possível o cultivo do
bacilo in vitro. A reprodução do bacilo ou a ausência
dela, constituem ainda o ponto central das pesquisas
envolvendo o bacilo de Hansen. Com as novas técnicas de
genética molecular, certamente será possível conhecer
mais detalhadamente os processos metabólicos pelos
quais o bacilo passa. Métodos baseados na oxidação de
ácidos graxos representam também uma importante
descoberta no desenvolvimento de testes in vitro de
sensibilidade a drogas, que sejam mais rápidos do que o
método padrão de inoculação em coxim plantar de
camundongos. A identificação de componentes envolvidos
nos mecanismos de interação com as células do
hospedeiro que desencadeiam o processo de doença
também é uma importante linha de estudo seguida por
muitos microbiologistas e imunologistas.

Para patógenos convencionais, os quais podem ser
manipulados in vitro, os fatores de virulência têm sido
identificados a partir da "construção" de cepas Imitantes
com alterações em genes específicos. Para o M. leprae há
necessidade de se fazer o caminho contrário, monitorando
a expressão de genes específicos em outros organis-
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mos cultiváveis. Além disso, os genes que codificam
antígenos especí- ficos podem ser utilizados por métodos
que permitam identificar com- ponentes do bacilo envolvido
na resistência aos macrófagos e na penetração de células
do sistema nervoso periférico.

0 tempo de geração do bacilo é lento, sendo de
aproximada- mente 11-13 dias, durante a fase logarítmica
de multiplicação bacilar em coxim plantar de camundongos
imunocompetentes, porém, em 1971, Rees relatou que em
camundongos imunodeficientes o tempo de geração era o
mesmo.

A localização das lesões hansênicas no corpo dos
pacientes (pele, mucosa nasal e nervos periféricos) sugere
que o bacilo tenha preferência por temperaturas menores
que 37° C. Isto pôde ser com- provado a partir de estudos
realizados em camundongos imunodeficientes nos quais a
infecção expande-se predominante- mente para lugares
mais frios do corpo do animal. Entretanto, evi- dências
mais fortes vieram de estudos realizados por Shepard; a
partir de inoculações em coxim plantar de camundongos,
ele observou que para o melhor crescimento do bacilo, a
temperatura media do tecido plantar deveria estar entre
27-30° C.

Fora do organismo humano, em fragmentos de
biópsias ou suspensão, o bacilo pode manter-se viável por
até 10 dias sob tempe- ratura de 4°C. Métodos tradicionais
de esterilização como autoclavação e pasteurização são
eficientes para matar o bacilo. Em secreção na- sal, o
bacilo pode sobreviver por até sete Was a temperatura de
20.6°C e umidade de 43.7%, porém corn o aumento da
temperatura e umi- dade, a viabilidade tende a diminuir
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