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RESUMO

AVALIACAO DO PAPEL DE MACROFAGOS MURINOS NA INFECCAO POR
MICOBACTERIAS AMBIENTAIS. JULIANA PERRONE BEZERRA DE MENEZES.
Micobactérias ambientais podem ser encontradas em agua, solo, poeira, alimentos e animais.
A importincia do estudo dessas micobactérias tem aumentado nos ultimos anos,
principalmente, devido a predisposi¢do de pacientes com imunodeficiéncia a infecgdo por
essas espécies de micobactéria. Além disso, a exposi¢do a micobactérias ambientais pode
constituir um dos fatores associados a baixa eficacia da imunizagdo com a vacina BCG. As
manifestagdes da doenga, assim como a manutengdo da infec¢do micobateriana, dependem da
interagdo entre a micobactéria € o sistema imune do hospedeiro. O presente trabalho teve
como objetivo avaliar a resposta de macrofagos peritoneais de camundongos susceptiveis
BALB/c infectados com M. intracellulare ou M. fortuitum. Macrofagos peritoneais de
camundongos BALB/c foram infectados por M. intracellulare ou M. fortuitum e as diferengas
entre essas duas espécies quanto a capacidade de infectar e sobreviver no interior de
macrofagos primarios, tratados ou ndo com IFN-y, e produzir 6xido nitrico foram avaliadas.
Foi observado que os macrofagos infectados com M. fortuitum apresentam um maior
percentual de células infectadas que aqueles infectados com M. intracellulare, apés 4, 24 e 48
horas de infecgdo. Entretanto, tanto M. fortuitum quanto M. intracellulare sdo capazes de
sobreviver no interior de macrofagos peritoneais, pois ndo ha alteragdo da carga bacilar dessa
duas espécies de micobactéria ao longo da infecgdo. Observamos ainda que M. intracellulare
induziu uma maior produg@o de 6xido nitrico por macréfagos primarios infectados e tratados
por IFN-y que M. fortuitum. No entanto, o pré-tratamento com IFN-y nio alterou o percentual
de células infectadas nem a viabilidade de M. intracellulare ou M. fortuitum. Os dados
obtidos neste trabalho mostram que, in vitro, M. fortuitum e M. intracellulare interagem de
formas distintas, levando a diferentes respostas do macrofago e a destinos intracelulares
distintos. Além disso, mostramos que M. intracellulare e M. fortuitum s3o resistentes ao
oxido nitrico produzido por macrofagos apos ativagao por IFN-y.

1. Micobactérias ambientais. 2. M. intracellulare. 3. M. fortuitum. 4. Macrofago.



ABSTRACT

EVALUATION OF MICE MACROPHAGE ROLE ON ENVIRONMENTAL
MYCOBACTERIA INFECTION. JULIANA PERRONE BEZERRA DE MENEZES.
Environmental mycobacteria are found in water, soil, dust, food and animals. Environmental
Mycobacterium importance has increased in the last few years, mostly because of
immunodeficient patient predisposition to infection. Moreover, exposure to environmental
mycobacteria could be associated to low levels of protection induced by immunization with
BCG. Disease manifestations as well as infection outcome depend on interaction between
mycobacteria and host immune system. The goal of this work was to evaluate peritoneal
macrophage response, from the susceptible BALB/c mice, to M. intracellulare or M.
fortuitum infection. Peritoneal inflammatory macrophages, pre-activated or not with IFN-y,
were infected by M. intracellulare or M. fortuitum and diferences between these two species
related to the capacity to infect macrophages, to survive intracellularly and to induce NO
production were evaluated. It was observed that the percentage of M. fortuitum-infected cells
was higher related to M. intracellulare-infected ones, after 4, 24 and 48 hours of infection. In
addition, both M. fortuitum and M. intracellulare presented the ability to survive in peritoneal
macrophages. It was also observed that in response to IFN-y activation, M. intracellulare
induced higher NO production than M. fortuitum. However, pre-activation with IFN-y did not
modify, neither the percentage of M. intracellulare and M. fortuitum infected cells, nor
intracellular bacillum survival. These data demonstrate that, in vitro, M. fortuitum and M.
intracellulare differently interact with macrophages, inducing diferent macrophage reponses
and that both M. intracellulare and M. fortuitum are resistant to NO production upon IFN-y
activation.

1. Environmental mycobacteria. 2. M. intracellulare. 3. M. fortuitum. 4. Macrophage.



1. INTRODUCAO

As micobactérias podem ser classificadas em quatro ou cinco grupos taxonomicos
gerais de acordo com a patogenicidade para seres humanos e animais, crescimento € efeito da
luz visivel na produgdo de pigmentos em cultura (Runyon, 1974).

Micobactérias ambientais podem ser encontradas em agua, solo, poeira, alimentos €
animais. A importancia do estudo das micobactérias ambientais tem aumentado nos ultimos
anos, principalmente, devido a predisposi¢do de pacientes com imunodeficiéncia a infec¢do
por estas espécies de micobactéria (Wagner et al., 2004). O mecanismo da doenga causada
por essas micobactérias é pouco conhecido, mas a resposta tecidual caracteriza-se por lesdes
granulomatosas semelhantes aquelas produzidas por Mycobacterium tuberculosis (Griffith et

al., 2004).

1.1 COMPLEXO M. FORTUITUM-CHELONAE

Micobactérias pertencentes ao complexo M. fortuitum-chelonae sdo bacilos alcool-
acido resistentes de crescimento rapido. O complexo M. fortuitum-chelonae agrupa o M.
fortuitum e o M. chelonae, os quais foram divididos em diversas subespécies (Wallace et al.,
1983). Entretanto, estudos taxondmicos recentes propdem uma classificagdo mais complexa,
inclusive com a identificagdo de novas espécies, como M. abscessus e M. peregrinum
(Kusunoki ef al., 1992) e inclusdo de novos membros neste grupo de micobactérias, como M.

mucogenicum (Springer et al., 1995).



1.2 COMPLEXO M. AVIUM-INTRACELLULARE

O complexo M. avium-intracellulare (MacMicking et al.) ¢ composto por bacilos
alcool-acido resistentes, de crescimento lento, € que podem produzir um pigmento amarelo, o
qual ¢ intensificado pela exposigio freqiiente a luz. MAC € um complexo soroldgico de 28
sorovars de duas espécies, M. avium e M. intracellulare (Wayne et al., 1992). Distingdes de
sorovars dentro do MAC sdo baseadas em uma técnica de soroaglutinagdo descrita por
Schaefer (Schaefer, 1979). A especificidade sorologica para micobactérias que compdem o
MAC ¢ conferida por residuos de glicopeptidolipidios (GPLs), os quais s@o constituintes
integrais da parede e envelope celular da bactéria (Brennan, 1989).

Estudos utilizando sondas de DNA especificas para M. intracellulare e M. avium
identificaram que as cepas de sorovar 1 a 6 € 8 a 11 pertencem ao grupo M. avium, enquanto
que as de sorovar 7 e 12-28 fazem parte do grupo M. intracellulare (Saito et al., 1990;

Yoshimura ef al., 1988).

1.3 INFECCOES MICOBACTERIANAS

1.3.1 Consideracdes gerais

Embora as micobacterioses sejam conhecidas ha séculos, pouco se conhece sobre a
patogénese dessas doengas. Os seres humanos sdo susceptiveis as infecgdes por M.
tuberculosis e M. leprae. Entretanto, a maioria dos individuos expostos a essas micobactérias
ndo desenvolve doenga clinica, sugerindo o papel protetor do sistema imunologico (Chester e?

al., 1986).



Micobactérias do complexo M. fortuitum-chelonae sio bastante abundantes e estdo
amplamente distribuidas no ambiente (Wolinsky, 1992), tendo sido isoladas tanto do solo
(Wolinsky et al., 1968), quanto da agua (Goslee et al., 1976). Tais micobactérias sdo capazes
de causar infecgdes atipicas tanto no homem como em outros animais (Kushner ez al., 1957,
Wolinsky, 1992), no entanto a manifestagdo da doenga é pequena. O comprometimento de
tecidos moles e Osseas sio mais freqilentes em infecgdes causadas por micobactérias
pertencentes a este complexo, resultando da inoculag@o direta de materiais contaminados via
injegdes, cirurgias e ferimentos profundos (Wolinsky, 1992). Apesar de, inicialmente, o M.
Sfortuitum ndo ter sido considerado como patégeno humano, diversos estudos relataram
infecgbes causadas por esta espécie de micobactéria. Sabe-se que M. fortuitum pode causar
abcessos cutaneos apds trauma ou pung@o (Hand er al, 1970), infecgdes pulmonares
(Wolinsky, 1992) e, mais freqiientemente, infecgdes pos-cirurgicas em pacientes submetidos a
cirurgias cardiotoracicas (Hoffman et al., 1981), oftalmologicas (Gelender ef al., 2000),
ortopédicas (Ip et al., 1992), abdominais (Matthews ef al., 1999) e estéticas (Haiavy et al.,
2002; Heistein ef al., 2000).

A infecgdo disseminada pelo M. fortuitum ocorre geralmente em individuos
imunocomprometidos. Sack (Sack, 1990) relatou o primeiro caso de infec¢do cutdnea
disseminada, causada por M. fortuitum, em um paciente com AIDS (sindrome da
imunodeficiéncia adquirida), mas, atualmente, ha casos de meningite (Smith ez al., 1996),
osteomielite (Gadre, 1997), linfadenite cervical (Butt, 1998), artrite séptica (Butt ef al., 1998)
e infecgdo disseminada (Corti et al., 1999; Crespo et al., 1999; Smith et al., 2001) causadas
por M. fortuitum em pacientes com SIDA.

Assim como para o complexo M. fortuitum-chelonae, as micobactérias pertencentes ao

MAC sdo capazes de causar doengas tanto em homens como em animais, sendo a incidéncia



de doenga baixa (< 10 casos por 100.000 habitantes) a despeito de evidéncias das elevadas
taxas de infec¢do, detectadas em cerca de 70% (Iseman et al., 1985; Young ef al., 1986).

Estudos sugerem que o trato intestinal representa a via primaria de infecgdo por MAC
em pacientes com AIDS (Gray ef al., 1989) e que o trato respiratorio € a porta de entrada
menos freqiiente (Jacobson ef al., 1991). Dessa forma, a disseminag¢@o da infec¢do nesses
pacientes € geralmente precedida pela colonizagdo do trato gastrintestinal, como evidenciado
pela presenga de grande numero de bacilos na mucosa e submucosa intestinal e freqiiéncia
alta de positividade das culturas de fezes (Benson et al., 1990).

A colonizagéo assintomatica intestinal e respiratéria com MAC pode ser observada em
individuos sadios, entretanto raramente ocorre o desenvolvimento da doenga. Estudos com
animais mostraram que fatores como acloridria gastrica e o uso de antibioticos orais facilitam
a colonizagdo por MAC. No entanto, observou-se também variagdo da viruléncia dessas

micobactérias quando inoculadas por via oral (Bermudez et al., 1992).

1.3.2 Resposta imune as micobactérias

1.3.2.1 O papel do macréfago

O sucesso na manutengdo da infec¢do micobacteriana depende da capacidade do
patogeno de inibir a resposta microbicida dos macrofagos, sua principal célula hospedeira.
Possivelmente, uma das estratégias utilizadas pelas micobacterias para garantir sua
sobrevivéncia no hospedeiro seja induzida pela persisténcia da infecgdo intracelular, taxa de
crescimento lento, mesmo para aquelas espécies patogénicas, e inibi¢io de resposta imune

eficaz, que por fim leva, na maioria dos individuos, a infecgdo latente (Russell, 1994).



A internalizagdo de M. tuberculosis pelos macrofagos leva a ativagio do fator nuclear
kB (NF-kB), que induz a transcrigdo de diversos genes, incluindo genes de citocinas e
quimiocinas pro-inflamatérias que uma vez produzidas levam ao recrutamento celular para o
local da infecgdo (Ehrt et al., 2001; Ragno ef al., 2001).

Além de serem as principais células hospedeiras na infec¢do micobacteriana, os
macrofagos sdo responsaveis pela secre¢do de citocinas que desempenham um papel
importante na resposta imune contra a micobactéria. A produgdo de interleucina 12 (IL-12) €
induzida apos a fagocitose de micobactéria por macrofagos e células dendriticas, levando a
produgdo de interferon gama (IFN-y) por células T e natural killer (NK) (Henderson ef al.,
1997; Ladel et al., 1997). IL-12 é uma citocina fundamental no controle da infec¢do por M.
tuberculosis. Flynn e colaboradores (Flynn et al., 1995) demonstraram que a administragdo de
IL-12 em camundongos BALB/c infectados por M. tuberculosis reduz significativamente o
numero de bacilos e aumento da sobrevida, mas ndo reduz a mortalidade. Adicionalmente,
baixas concentragdes de IL-12 foram detectadas em individuos infectados por MAC
(Vankayalapati et al., 2001).

Outras citocinas como fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) e linfotaxina participam
da resposta protetora contra micobactérias, pois regulam a formagdo e manutengdo dos
granulomas (Bean ef al., 1999; Flynn et al., 1995; Mohan et al., 2001; Roach et al., 2001).
Além disso, foi demonstrado que TNF-a recombinante associado ao fator estimulador de
colonias de monoécitos e granulocitos (GM-CSF) induz atividade micobacteriostatica e/ou
micobactericida em macrofagos infectados por M. avium (Denis, 1991). A importancia do
TNF-o. no controle do M. tuberculosis em humanos vem sendo demonstrada por diversos
trabalhos e recentemente comprovada pela reativagdo da tuberculose em pacientes com artrite

reumatoide submetidos a terapia anti-TNF-a (Feldmann ez al., 2001; Maini et al., 1999).

Estudos in vivo e in vitro revelam que a inibicio de TNF-a ou o uso de camundongos



deficientes para cadeia p55 do receptor de TNF aumenta a proliferagdo de micobactérias e
reduz a produgdo de 6xido nitrico (NO) e formagdo de granulomas em camundongos
infectados com M. tuberculosis ou M. bovis BCG (Kindler et al., 1991; Kindler et al., 1989,
Kruys et al., 1992).

A ativagiio excessiva de macrofagos pode levar a destrui¢do tecidual pela excessiva
produgio de TNF-a e IL-1 com efeitos sistémicos (Peetermans ef al., 1994). Diversos
mecanismos desativadores de macréfagos sdo propostos, tais como morte dos macrofagos por
apoptose ou estimulagdo por moléculas que antagonizam os efeitos de citocinas ativadoras
(Murray, 1999). IL-10 e fator de transformagdo e crescimento (TGF-B), citocinas
desativadoras de macrofagos (Bogdan ef al., 1991), parecem desempenhar papel importante
em infecgdes micobacterianas (Bermudez et al., 1993). IL-6 também parece desempenhar
efeito supressor na ativagdo do macrofago (Bermudez et al., 1989; Blanchard et al., 1991,
Denis et al., 1990)), sendo essencial na inibi¢do da linfoproliferagio na presenga de
macrofagos murinos derivados de medula oOssea e infectados com micobactérias
(VanHeyningen et al., 1997). Além desses efeitos, ha evidéncias de que IL-6 estimula

também o crescimento itracelular de MAC (Shiratsuchi ef al., 1991).

1.3.2.2 Apresentacio de antigenos

A capacidade reduzida de macrofagos infectados pelo M. bovis bacilo de Calmette
Guérin (BCG) de apresentar antigenos micobacterianos via complexo de histocompatibilidade
principal (MHC) classe II estd relacionada aos bacilos residirem em compartimentos
privilegiados, no interior dos quais ndo ocorre processamento ou complexagido de antigenos

micobacterianos com moléculas MHC (Pancholi ef al., 1993). Para que ocorra apresentagdo



de antigenos, é necessario que ocorra o encontro do antigenos de micobactérias com vactolos
acidificados por proteases (Holsti ez al., 1996).

O M. tuberculosis também ¢ capaz de estimular a apresentagdo de antigenos via MHC
classe I (Kaufmann, 1999). Foi sugerido que M. tuberculosis é capaz de perfurar a membrana
do fagossoma, tendo acesso a nutrientes citosolicos (Myrvik et al., 1984) e que bacilos viaveis
sdo capazes de facilitar o transito de macromoléculas entre o citosol e o fagossoma
micobacteriano, interferindo assim na patogenicidade e imunidade (Teitelbaum ef al., 1999).
Dessa forma, a presenga de antigenos micobacterianos no citosol possibilitaria a apresenta¢do
via MHC classe 1.

Demonstrou-se também, que as micobactérias podem comprometer a capacidade de
macrofagos infectados em estimular a proliferagdo de células T (Molloy ef al., 1990; Moreno
et al., 1989; Myrvang et al., 1973), devido a limitagdo da capacidade de apresentagdo de

antigeno pela célula hospedeira (Kwan ez al., 1992).

1.3.2.3 Resposta tipo Thl e Th2

Tanto células T CD4" quanto CD8" participam na defesa contra micobactérias. O
controle de infec¢des micobacterianas por células T CD4+ ¢ dependente de citocinas
produzidas por essas células. Células T auxiliadoras antigeno-especificas reconhecem
antigenos bacterianos e secretam citocinas que ativam macrofagos, a exemplo do IFN-y
(Murray, 1999). A ativagio de macrofagos por citocinas, isoladas ou combinadas, potencializa
a capacidade antimicobacteriana dessas células, resultando no controle da infecgdo in vitro
(Rook, 1986 ; Flesch, 1987;(Appelberg et al., 1993)) e in vivo (Cooper et al., 1993; Flynn et
al., 1995). Células T CD4" especificas sio importantes produtoras de IFN-y. Produzida

durante a infecgdo micobacteriana também por células CD8" (Barnes ef al., 1993; Lalvani et



al., 1998; Lyadova ef al., 1998; Orme et al., 1992; Orme et al., 1993; Serbina et al., 1999), e
células NK, IFN-y é a citocina central no controle da infec¢do micobacteriana.

Estudo recente sobre alteragdes nos niveis de transcrigdo génica de citocinas T
auxiliadoras 1 € 2 (Thl e Th2), durante a infecgdo por M. tuberculosis, revela que a
imunidade € tipo Thl (Jung ef al., 2002). Estudos anteriores demonstraram que camundongos
deficientes na produgdo de IFN-y ndo sdo capazes de inibir o crescimento dos bacilos (Cooper
et al., 1993; Flynn et al., 1993). A secregdo de IL-12 por células apresentadoras de antigeno €
essencial para a indugdo de resposta Th1, uma vez que a fungio principal de IL-12 € induzir a
secregdo de IFN-y, em especial por células NK. Além disso, o IFN-y ativa macrofagos
murinos, inibindo a prolifera¢do de alguns isolados de MAC (Appelberg ef al., 1993), e, IFN-
v em associagdo com TNF-q, € capaz de inibir o crescimento de M. bovis e M. tuberculosis
(Appelberg et al., 1993; Denis et al., 1990).

Estudos sobre o papel do IFN-y em infecgGes causadas por micobactérias ambientais
menos comuns, como M. fortuitum, s3o escassos na literatura. O pré-tratamento com IFN-y €
capaz de reduzir o crescimento intracelular em macrofagos murinos infectados por M.
Sortuitum (Sato et al., 1996). Além disso, foi descrito um caso de infecgdo disseminada
causada por M. fortuitum e MAC em individuo portador de mutagio génica para o receptor de
IFN-y, sugerindo a importancia dessa citocina no controle de micobacterioses ambientais
(Dorman et al., 1998). Por outro lado, elevados niveis de IFN-y em camundongos infectados
por M. fortuitum est3o associados a carga bacilar elevada, evidenciando que o papel do IFN-y
no controle de M. fortuitum ainda é controverso (Parti et al., 2005).

Evidéncias apontam para a necessidade de um segundo indutor da expressdo da 6xido
nitrico sintetase induzivel (iNOS) para que IFN-y exerca a fung3o de controlar o crescimento
da micobactéria. A expressdo de iNOS ¢ regulada transcripcionalmente pela ag3o sinérgica de

IFN-y e de um agonista da via do fator nuclear kB (NF-xB) (Aston et al., 1998; Bonecini-



Almeida ef al., 1998; Martin et al., 1994). IFN-y regula a expressdo do fator de transcrigdo
IRF-1, que é essencial para a transcrigdo da iNOS (Kamijo e al., 1994), enquanto citocinas
como TNF-a ou IL-1 e lipopolissacarideo (LPS) regulam a translocag@o nuclear de NF-xB,
seguindo a degradagdo de seu inibidor, IkB. Quando macrofagos sdo estimulados por LPS e
IFN-y, simultaneamente, grandes quantidades da enzima iNOS sdo produzidas, em
comparagdo com a estimulagio por cada agonista sozinho.

A resposta imuno-inflamatoria a infecgdo por Mycobacterium sp. tem sido estudada
através da infec¢do experimental de diferentes linhagens de camundongos (Gangadharam,
1986). A utilizagdo de um modelo in vivo é de fundamental importancia para o conhecimento
dos diversos fatores que favorecem o aparecimento da doenga. Apesar de camundongos A/J
serem utilizados como uma linhagem susceptivel ao M. fortuitum (Tomioka ef al., 1993), em
estudo realizado em nosso laboratorio, demonstramos que camundongos BALB/c apresentam
um perfil de susceptibilidade a infec¢do por M. intracellulare e M. fortuitum (Bezerra de

Menezes, 2003).

1.3.2.5 O papel do 6xido nitrico

Oxido nitrico é gerado a partir da L-arginina pela oxidagdo de um nitrogénio terminal
no grupo guanidino, uma reagéo catalisada pela enzima NO sintetase. Essa familia de enzimas
compreende pelo menos duas diferentes subfamilias: uma subfamilia é dependente de caicio e
calmodulina e € expressa constitutivamente em alguns tipos celulares, notadamente no
endotélio e alguns neurdnios. A outra subfamilia, que ndo depende de calcio ou calmodulina
como co-fatores, produz grandes quantidades de 6xido nitrico por um longo periodo de tempo

em macrofagos ativados e muitos outros tipos celulares.
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O processo bioquimico envolvido na sintese de oxido nitrico requer oxigénio
molecular, dinucleotideo nicotinamida—adenina fosfato reduzido (NADPH) e flavina ligada a
enzima iNOS. NO promove a produgdo de outros intermediarios reativos de nitrogénio,
incluindo peroxinitrito e compostos de nitrosotiol, sendo o nitrito € o nitrato, os produtos
finais estaveis e mensuraveis.

A produgio elevada de 6xido nitrico por macrofagos ativados constitui o principal
mecanismo microbicida (Chan et al., 1999, Fang, 1997; MacMicking et al., 1997). IFN-y e
TNF-o. foram identificados como as citocinas-chave responsaveis pela indugdo desse
mecanismo antimicrobiano (Ding ef al., 1988). A importancia do oxido nitrico na defesa do
hospedeiro contra algumas espécies de micobactéria, tanto in vitro como in vivo, esta bem
estabelecida, principalmente no modelo murino (Chan et al., 1999; Da Silva et al., 2002;
MacMicking et al., 1997; Shiloh ef al., 2000).

Estudos anteriores demonstraram que camundongos deficientes para a iNOS ndo sdo
capazes de controlar a infec¢do por M. tuberculosis (Jung et al., 2002; MacMicking et al.,
1997; Scanga et al., 2001). A inibi¢do do crescimento de M. tuberculosis e M. bovis
observada em macrofagos ativados foi atribuida a liberagdo de oxido nitrico (Flesch ef al.,
1991). Adicionalmente, sabe-se que a inibigdo do crescimento de M. tuberculosis pode ser
revertida tanto in vivo em camundongos knockouts, como in vitro pela adi¢io de um inibidor
da INOS a cultura de macrofagos estimulados por IFN-y associado ao LPS ou TNF-a (Chan
et al., 1995; MacMicking et al., 1997).

No modelo murino, o ¢xido nitrico desempenha um papel protetor tanto nas infec¢oes
persistentes cronicas quanto nas agudas (Flynn et al., 1998; MacMicking ef al., 1997). Além
disso, evidéncias sugerem que o Oxido nitrico também desempenha um papel importante na

defesa contra a tuberculose humana. Estudos anteriores detectaram, por imuno-histoquimica,
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niveis elevados de expressdo de iNOS em macrofagos obtidos, a partir de lavagem bronco-
alveolar, de individuos com tuberculose ativa (Nicholson et al., 1996; Wang et al., 1998).

No entanto, o papel do 6xido nitrico no controle de infecgbes causadas por MAC €
controverso. Macréfagos humanos tratados com TNF-a e infectados com M. avium avirulenta
exercem fungdo bactericida por um mecanismo dependente de intermediarios reativos de
nitrogénio (Denis, 1991). Além disso, foi demonstrado em estudo utilizando macrofagos
murinos ativados por IFN-y e infectados com M. avium que existe correlagio entre a atividade
anti-bacteriana destas células e a produgdo de intermediarios reativos de nitrogénio (Sato ef
al., 1998). Weatherby e colaboradores (Weatherby ez al., 2003) demonstraram ainda que o
mecanismo pelo qual a estimulagdo alfa(2)-adrenérgica leva macrofagos a resistir ao
crescimento de M. avium é o aumento da produgdo de peroxinitrito. No entanto, foi
demonstrado que camundongos deficientes para o gene de INO'S 120 apresentam anmento 4o

crescimento de M. avium (Doherty et al., 1997). Adicionalmente, Gomes e colaboradores
(Gomes et al., 1999) demonstraram que o Oxido nitrico ndo participa dos mecanismos
antimicobacterianos de macrofagos murinos infectados por M. avium e pode contribuir
agravando a infecgdo pela supressdo da resposta imune ao patogeno, ao inibir a produgdo de
IFN-y por células T antigeno-especificas. Além disso, estudos in vitro utilizando macrofagos
murinos derivados de medula Ossea demonstraram que bacilos da maioria das cepas de M.
avium sdo capazes de sobreviver e se multiplicar dentro destas células. O tratamento com
IFN-y e/ou TNF-a inibe o crescimento dos bacilos, contudo ndo € revertido pela presenga de
inibidor da iNOS, L-NMA (N-monometil-L-arginina) (Appelberg et al., 1994; Appelberg ef
al., 1993). Finalmente, foi demonstrado que a produgdo de oxido nitrico por macrofagos
alveolares de ratos ndo inibe o crescimento dos bacilos de M. intracellulare (Doi et al., 1993).

Em estudo comparativo com M. intracellulare e M. fortuitum realizado anteriormente

em nosso laboratorio, foi demonstrado que células da linhagem murina J774 infectadas com
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M. intracellulare apresentam uma maior produgio de oxido nitrico do que aquelas infectadas
com M. fortuitum. Apesar do bloqueio do Oxido nitrico ndo alterar a viabilidade dos dois
bacilos, ha uma relagio inversa entre a produgdo do 6xido nitrico e a viabilidade apenas de M.
intracellulare. Esse dado indica que, em células J774, M. intracellulare é mais sensivel ao

estimulo por IFN-y (Da Silva et al., 2002).

1.4 FAGOCITOSE E MICOBACTERIA

Diversos receptores presentes na superficie celular podem participar da ligagdo e
fagocitose de micobactérias, incluindo receptores manose, receptores para porgdo Fc de
imunoglobulinas (Armstrong et al., 1975), receptores scavenger (Zimmerli et al., 1996) e
receptores do complemento, sendo os ultimos os principais receptores envolvidos na
fagocitose de micobactérias ndo opsonizadas e opsonizadas (Brown, 1991; Schlesinger, 1996;
Schorey et al., 1997).

A interagdo entre o ligante na superficie do patéogeno e os receptores presentes nas
células hospedeiras representa uma etapa importante para o trafego do patdgeno para o
interior destas células. A internalizag¢@o de bacilos mediada por receptores Fc leva a ativagio
de uma via de sinalizagdo que contribui para a resposta inflamatoria, como a ativagdo de
macrofagos (Coso et al., 1995; Minden et al., 1995). Bacilos opsonizados com anticorpos
especificos contra M. tuberculosis sdo internalizados via receptores Fcy de macréfagos,
resultando na completa maturagdo dos fagossomas micobacterianos (Armstrong ef al., 1975).

A fagocitose de micobactérias via receptores do complemento (CR) leva a ativagdo de
uma via de sinalizagdo diferente, a qual nfo resulta na ativagdo de mecanismos bactericidas
(Bokoch, 1995; Caron et al., 1998; Cox et al., 1997). A internalizagdo de M. tuberculosis

mediada por CR resulta na formagdo de fagossomas que ndo fusionam com lisossomas da
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célula hospedeira (Armstrong ef al., 1971). Além disso, foi demonstrado que a ligagdo com
CR3 parece suprimir seletivamente a produgdo de IL-12, um modulador importante da
resposta imune celular contra micobactéria (Marth ez al., 1997; Sutterwala et al., 1997).

A presenga de colesterol na membrana plasmatica parece desempenhar um papel
importante na internalizagdo de micobactéria via receptor do complemento, uma vez que a
fagocitose dos bacilos € inibida apos a deplegdo de colesterol da membrana plasmatica dos
macrofagos (Gatfield et al., 2000).

Outra classe de receptores importantes na internalizagio da micobactéria € a dos
receptores tipo 7o/l (TLRs). Estudos demonstraram que, in vitro, TLR2 e TLR4 participam na
resisténcia de camundongos contra tuberculose (Means ef al., 2001; Means ef al., 1999). O
papel do TLR4, in vivo, é contraditorio. Estudo utilizando camundongos deficientes para
TLR4, demonstrou que a auséncia deste receptor leva a uma redugdo da resisténcia e,
conseqiientemente, uma reducdo da sobrevida dos animais (Abel et al., 2002). Entretanto, a
presenga ou auséncia de TLR4 ndo resulta em diferentes respostas a infec¢do pelo M.

tuberculosis (Kamath ef al., 2003).

1.4.1 Trajeto intracelular

Os fagossomas formados pela internalizagdo de particulas inertes passam por uma
série de eventos de maturag@o que refletem os estagios da via endossomal-lisossomal (Pitt ez
al., 1992). O fagossoma formado sofre fusdes com lisossomas da célula, constituindo um
processo complexo de maturagdo (Desjardins ef al., 1994). Os eventos de fusio sdo regulados
por proteinas da familia das SNARE’s (receptores soliveis de proteinas de fusdo sensiveis a
N-etilmeleimida) e Rab (Rothman ef al., 1997). As SNARES participam do processo de fusdo

pela interagdo de uma v-SNARE especifica (presente na membrana da vesicula) com uma t-
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SNARE (presente na membrana alvo), permitindo assim a especificidade da ligagdo (Sollner
et al., 1993; Whiteheart ef al., 1993). As proteinas Rab sdo pequenas proteinas G, cujo papel €
ligar e hidrolisar o GTP, promovendo o ancoramento de vesiculas as membranas alvo e ao
complexo SNARE (Colombo et al., 1992; Mayorga et al., 1989; Novick et al., 1997). O ciclo
de ligagdo e hidrolise do GTP regula a taxa de fusdo vesicular (Lodish ef al, 2000). A
distribui¢do das proteinas Rab é diferenciada através da via endocitica. Rab5 e Rab7 sdo
pequenas GTPases que controlam o trafego da via endocitica. Rab5 regula o transporte da
membrana plasmatica ao endossoma primario e a fusio homotipica destes compartimentos,
enquanto Rab7 regula o transporte do endossoma primario ao endossoma tardio (Bucci ef al.,
1992; Feng et al., 1995; Gorvel ef al., 1991). Além das proteinas SNARE e Rab, o processo
de fusdo de vesiculas em células de mamiferos requer a participagdo de fatores citosolicos
como NSF (proteina de fusdo sensivel a N-etilmeleimida), cuja fungdo € desassociar o
complexo SNARE formado com a fusdo, permintindo a reciclagem do mondmero SNARE ¢ a
progressdo do transporte vesicular, e SNAP (proteina soluvel de ligagcdo a NSF), que se liga
ao complexo SNARE e, posteriormente, a NSF, estimulando sua fungdo de ATPase (Pryer et
al., 1992; Rothman et al., 1992; Whiteheart et al., 1993).

A particula fagocitada induz a formag@o de compartimentos com caracteristicas de
endossomas primarios, os quais acidificam em pH em torno de 6 e adquirem marcadores de
membrana de endoésomas primarios, como Rab5 e receptor manose. O processo de
acidificagdo ¢ mediado pela proton-ATPase, um complexo protéico que se acumula durante a
biogénese do endossomo (Casciola-Rosen ef al., 1992; Fuchs et al., 1989; Maxfield et al.,
1987). Em pH 6,0 alguns ligantes, como a transferrina ligada ao ferro, se dissociam de seus
receptores que reciclam retornando a superficie da célula (Goldenthal ef al., 1988).

Uma vez que a maturagio do fagossoma é um processo dindmico, suas caracteristicas

continuam a mudar com a aquisi¢do posterior de proteinas transmembranas através da fusdo
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com vesiculas. A posterior redu¢do do pH para cerca de 5,5, o surgimento de LAMP
(glicoproteina de membrana associada a lisossomos), catepsina D, Rab7 e receptor manose-6-
fosfato caracterizam o endossoma tardio. O receptor manose-6-fosfato € responsavel pela
entrega de hidrolases lisossomais da via trans-Golgi para o endossoma tardio. Na maturagdo
para lisossoma, o receptor manose-6-fosfato € removido e a concentragdo de LAMP e
catepsina D aumenta. O pH do lisossoma varia em torno de 4,5 a 5,0 (Kornfeld ez al., 1989).

Os patogenos intracelulares apresentam diversas estratégias para subverter processos
fundamentais em células eucariéticas ou converter seus compartimentos subcelulares em
ambientes favoraveis para seu crescimento, multiplicagdo e, em alguns casos, sua persisténcia
(Finlay et al, 1997). Patogenos como Listeria, Shigella e Trypanosoma sdo capazes de
escapar dos fagossomas por eles induzidos e se multiplicar no citosol, enquanto Leishmania e
Coxiella parecem resistir as enzimas hidroliticas dos lisossomas das células do hospedeiro,
sendo capazes de sobreviver e se multiplicar dentro desses compartimentos (Akporiaye et al.,
1983; Alexander et al., 1975; Gaillard ez al., 1987; Havell, 1986; High et al., 1992; Milder et
al., 1980).

Outros microorganismos patogénicos, como o Mycobacterium, modulam a maturacio
dos fagossomas nos quais se encontram, por restricio da progressdo dos fagossomas a
fagolisossomas. Desta forma, os vaciolos nos quais esses microrganismos persistem exibem
fusfo limitada com lisossomas (Sturgill-Koszycki ez al., 1994). Além disso, foi demonstrado,
recentemente, que M. marinum € capaz de escapar do fagossoma para o citosol (Stamm e al.,

2003).
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1.4.2 Caracteristicas do fagossoma induzido por micobactéria

Esta bem documentado que fagossomas induzidos por diferentes espécies de
micobactéria apresentam acidificagdo reduzida (Crowle et al., 1991; Hackam et al., 1998; Oh
et al., 1996), o que foi associado ao bloqueio no acimulo de bombas de proton-ATPase
nesses compartimentos (Sturgill-Koszycki et al., 1994; Xu et al., 1994). Foi sugerido que esse
bloqueio pode ser decorrente de um mecanismo seletivo de inibigdo da fusdo de vesiculas
contendo bombas de préton com fagossomas em formagdo ou a rapida remogdo da bombas
apos ter sido entregue ao fagossoma (Russell, 1998).

Apesar dos fagossomas induzidos pelas micobactérias ndo apresentarem bombas de
proton na sua membrana, estes fusionam livremente com vesiculas contendo LAMP
(glicoproteinas de membrana associadas a lisossomas) (Sturgill-Koszycki e al., 1994). Foi
demonstrado que fagossomas formados por M. tuberculosis em macrofagos murinos
derivados de medula 6ssea apresentam LAMP em suas membranas (Xu ef al., 1994). Em
contraste, uma fraca marcagdo para LAMP foi observada em fagossomas induzidos por M.
tuberculosis em estudos quantitativos de microscopia eletronica com mondcitos humanos
(Clemens et al., 1995).

Além da auséncia de bombas de protons na sua membrana, os fagossomas induzidos
por micobactéria s3o caracterizados pela persisténcia de marcadores de endossomos primarios
e aquisi¢do limitada de marcadores de endossomos tardios (Sturgill-Koszycki et al., 1996).
Foi demonstrado que o fagossoma induzido por M. tuberculosis ndo apresenta receptores de
manose-6-fosfato, um marcador de endossoma tardio, mas sim receptores para transferrina,
um marcador de reciclagem endossomal (Clemens et al., 1995). Estudos prévios mostraram

que os fagossomas induzidos por M. tuberculosis e M. avium permanecem acessiveis a

transferrina internalizada (Clemens er al., 1996; Sturgill-Koszycki et al, 1996). A
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manutengdo dessas caracteristicas de endossoma primario parece requerer atividade
metabolica presente nos bacilos vivos, uma vez que bacilos mortos sdo internalizados em
vactiolos que acidificam e fusionam livremente com lisossomas (Clemens et al., 1996). O
bloqueio da maturagio de fagossomas contendo micobactéria ocorre entre estagios
controlados por Rab5 e Rab7 (Via ef al., 1997). Assim, estes compartimentos adquirem e
acumulam Rab35, entretanto ndo adquirem Rab7. Recentemente, foi sugerido que Rab5
facilitaria a aquisi¢do de ferro pela micobactéria internalizada (Kelley et al., 2003) e que
EEAL1 (autoantigeno 1 de endossomas primarios), molécula efetora de Rab5 que participa do
processo de fusdo, ndo € recrutado para o fagossoma induzido pela micobactéria (Fratti ef al.,
2001).

Outra caracteristica dos fagossomas induzidos por micobactérias que aparentemente
associa-se a sobrevivéncia dos bacilos € a presenga da proteina TACO (proteina de cobertuta
contendo triptofano-aépartato). Em estudos utilizando macrofagos murinos da linhagem J774
Al infectados por M. bovis BCG, foi demonstrado que a proteina TACO, presente em
macrofagos, € recrutada e retida ativamente em fagossomas contendo micobactéria viva. Os
autores sugerem que esse seria o mecanismo que previne a fusio de fagossomas
micobacterianos com lisossomas, favorecendo assim a sobrevivéncia dos bacilos no interior
de macrofagos (Ferrari ef al., 1999).

Em estudo no qual comparamos a resposta da linhagem macrofagica J774 as
micobactérias ambientais, M. intracellulare e M. fortuitum, avaliamos a capacidade de fusdo
de fagossomas de Mycobacterium sp. com lisossomas e demonstramos que os fagossomas
induzidos por M. intracellulare fusionam 69% mais que aqueles induzidos por M. fortuitum,
indicando que espécies diferentes de micobactérias ambientais interagem de forma distinta

com a célula hospedeira (Da Silva et al., 2002).
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2. JUSTIFICATIVA

A tuberculose é a doenga infecciosa mais comum em todo o mundo. Com o
aparecimento da sindrome de imunodeficiéncia adquirida (AIDS), houve um aumento
significativo do niimero de casos novos de tuberculose, principalmente nos paises do terceiro
mundo. Além do M. tuberculosis, micobactérias ambientais sdo uma causa comum de
infecgdes bacterianas disseminadas em pacientes imunocomprometidos, aumentando a
morbi/mortalidade em individuos com imunodeficiéncia (Horsburgh, 1991; Horsburgh et al.,
1989). Além disso, a exposigdo a micobactérias ambientais pode constituir um dos fatores
associados a baixa eficacia da imunizagdo com a vacina BCG (Black et al, 2002).
Adicionalmente, foi demonstrado que a sensibilizagdo prévia com micobactérias ambientais
pode inibir a muitiplicagdo do BCG, prevenindo a indugdo de uma resposta imune eficaz
micobactérias ambientais na eficacia do BCG depende da extensdo do reconhecimento
cruzado de antigenos compartilhados com a vacina, indicando que a exposi¢do prévia a
micobactérias ambientais, dependendo da espécie, deve influenciar na resposta a vacinagéo
(Demangel et al., 2005).

Em estudo in vitro realizado em nosso laboratorio, foi demonstrado que M.
intracellulare e M. fortuitum induzem diferentes respostas em células de linhagem
estimuladas por IFN-y. Sabe-se que a natureza dos compartimentos nos quais os
microorganismos se instalam influencia na sobrevida dos mesmos no interior da célula
(Crowle et al., 1991). M. fortuitum induz, in vitro, fagossomas que tém fusdo restrita com
lisossomas, porém os bacilos viaveis de M. intracellulare induzem fagossomas que fusionam
amplamente com lisossomas. Essa diferenga observada in vitro pode também ocorrer in vivo.

E provavel que, in vivo, essas micobactérias ao infectar macrofagos induzam a formagio de
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fagossomas e fagolisossomas, respectivamente. Isso deve influenciar no processamento e
apresentagdo de antigenos dessas duas espécies de micobactérias e, consequentemente, na
resolugdo do processo infeccioso. No entanto, nos estudos realizados com células de linhagem
em que avaliamos tempos mais curtos de infecgdo, ndo foram observadas diferengas nem no
percentual de células infectadas, nem na carga bacilar, quando comparados M. intracellulare e
M. fortuitum. Com as células de linhagem nio foi possivel realizar estudos em tempos mais
longos, pois elas arredondavam e se soltavam da placa, evidenciando a caracteristica de
imaturidade desse tipo celular. Além disso, estudos nos quais utilizam-se macrofagos
peritoneais inflamatorios observa-se melhor os eventos ocorridos in vivo. Este trabalho
permitira avaliar a resposta de macrofagos peritoneais inflamatorios de camundongos
BALB/c infectados com M. intracellulare ou M. fortuitum, desde a fase inicial até momentos

mais tardios da infecg@o por essas micobactérias.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a interagdo entre macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c e M.

fortuitum ou M. intracellulare.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Avaliar a capacidade de M. intracellulare e M. fortuitum de infectar e sobreviver

no interior de macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c.

3.2.2 Avaliar a capacidade de M. intracellulare e M. fortuitum de induzir a produg@do

de 6xido nitrico em macréfagos ativados por IFN-y in vitro.

3.2.3 Caracterizar o compartimento induzido por M. intracellulare e M. fortuitum.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 CULTIVO DE CELULAS IN VITRO

Macrofagos peritoneais obtidos do peritdneo de camundongos BALB/c foram
cultivados a 37°C e 5% CO, em RPMI (SIGMA) suplementado com 25 mM de HEPES (N-2-
hidroxetilpiperazina:N’-2-etano acido sulfonico) (SIGMA) pH 7,4, 2 mM de glutamina
(SIGMA), 0,02 mg/ml de ciprofloxacina, 2 g/l de bicarbonato de soédio (SIGMA) e 10% de

soro bovino fetal (GIBCO) — RPMI completo.

5.2 MICOBACTERIAS PARA INFECCAO

Colonias de M. intracellulare e de M. fortuitum foram cultivadas em agar 7H10
suplementado com 10% de Middlebrook OADC Enrichment (OADC/ BECTON,
DICKINSON AND COMPANY) a 37°C. Essas cepas de M. ihtracellulare e M. fortuitum
foram isoladas, respectivamente, a partir de figado e bago de camundongos C57BL/6 e
BALB/c nu/nu infectados e caracterizadas por genotipagem, pela PCR (Reagdo em Cadeia da
Polimerase), por Dra. Sylvia Ledo (Da Silva et al., 2002). Apos 30 dias de infecgdo com essas
cepas, os animais foram sacrificados e fragmentos de figado e bago foram homogeneizados e
cultivados em meio agar 7H10 (DIFCO), por 10 dias, a 37°C. As col6nias foram entio
expandidas, distribuidas em aliquotas com 20% de glicerol e congeladas a — 70°C. Vinte dias
antes de cada experimento as micobactérias foram descongeladas e plaqueadas em meio agar
TH10 (DIFCO) e as colonias foram coletadas, ressuspensas e diluidas em meio 7H9 (DIFCO)
para a obtengdo da concentragdo desejada para a infecg¢do, no dia do experimento. Deste

modo, foram sempre utilizadas nos experimentos micobactérias em primeira passagem.
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5.2.1 Caracterizacio das micobactérias

A identificagdo das micobactérias estudadas foi realizada usando a combinagdo de PCR
com digestdo enzimatica dos produtos amplificados, método comumente denominado PCR-
Restriction Enzyme Analysis (PRA). A técnica PRA-Asp65 descrita em 1993 por (Telenti et
al., 1993) se baseia na amplificagio de um fragmento de 441 pb do gene Asp65 e digestdo
com as enzimas BsfE Il e Hae 111.

As bactérias foram crescidas em meio de cultivo sélido especifico para micobactérias
7H10-OADC (Middlebrook 7H10 suplementado com acido oléico, catalase, albumina e
dextrose — OADC, BBL do Brasil) e em meios ndo especificos (meio de Luria Bertani —
triptona, NaCl, extrato de levedura e Agar), para observagio da velocidade de crescimento,
pigmentagdo e capacidade de crescimento em meios ndo especificos.

Para identiﬁcég:ﬁo molecular, os diferentes tipos de coldnias foram isolados e coldnias
com caracteristicas semelhantes foram reunidas, ressuspensas em 100uL de TET (Tris-HCI
10mM pH 7,5, EDTA 1mM, Triton X-100 1%) e esta mistura foi submetida a 3 ciclos de
fervura e congelamento a —20 °C, por 10 minutos cada etapa, para extragdo do DNA. Para
cada rea¢do de PCR foram utilizados 10uL do sobrenadante deste lisado. As condi¢des da

PCR estido descritas na tabela 1.
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Tabela 1: Condi¢des da PCR utilizada para amplificar um fragmento do gene Asp65 (PRA)

INICIADORES Tb11 5> ACCAACGATGGTGTGTCCAT 3’

Tb12 5 CTTGTCGAACCGCATACCCT 3’
REACAO KCl 50mM

Tris-HCI 10mM pH8

MgClz 1,5mM

dNTPs 200uM

Glicerol 10%

iniciadores 0,5uM

Taq DNA Polimerase 1U
AMPLIFICACAO 1 ciclo 94 °C 5 mim

45 ciclos 94 °C 1 mim

65 °C 1 mim
72 °C Imim
1 ciclo 72 °C 10 mim

ELETROFORESE agarose 1% 100V
PRODUTO 441pb

Apos a reagdo de PCR, metade do volume desse produto de amplificagédo foi digerido
com a enzima Bs?E II (Promega) a 60 °C por 2 horas e outra aliquota igual foi digerida com a
enzima Hae III (Invitrogen) a 37 °C por 2 horas. Apos as digestdes, as amostras foram
aplicadas em gel de agarose (FMC — Biologia Molecular do Brasil) a 4%. Apos a eletroforese
a S5V/cm, o gel foi corado com brometo de etidio (Sigma-Aldrich) e visualizado em
transiluminador sob luz ultra-violeta. Os resultados foram interpretados por comparagdo com
perfis de PRA-Asp65 publicados (Devallois et al., 1997; Ledo S.C., 2004). Foram observados
dois tipos de coldnias:

1. colonias brancas, grandes, com crescimento visivel em poucos dias de cultivo,
inclusive em meios ndo especificos para crescimento de micobactérias, caracteristicas de
micobactérias de crescimento rapido (Figura 1A).

2. colbnias cor creme, pequenas, que cresceram principalmente no meio especifico

para micobactérias 7H10-OADC. Observou-se crescimento incipiente no meio LB somente
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ap6s muitos dias e com poucas col6nias, caracteristicas de micobactérias de crescimento lento

(Figura 1B).

Figura 1 — Colénias formadas por M. intracellulare (A) e por M. fortuitum (B) em meio 7H10.

Apos a realizagio do método PRA-Asp65, as bactérias das colonias 1 apresentaram
perfil de digestdo com a enzima Bs?E II (235 pb — 115 pb — 85 pb) e Hae III (145 pb — 120 pb
— 60 pb — 55 pb) caracteristico de M. fortuitum 1 e as bactérias das colOnias 2 apresentaram
perfil de digestdo com a enzima BsfE II (235 pb — 115 pb — 100 pb) e Hae III (145 pb — 130

pb — 60 pb) caracteristico de M. intracellulare 1 (Figura 2).
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1 = bactérias das colonias 1
2 = bactérias das colonias 2
M = 50 bp DNA ladder (Invitrogen)

BsfE 11 Hae 111

Figura 2 — Perfil de digestdo das colonias com as enzimas BsfE 11 e Hae 111. Apoés a cultura, as
colénias de micobactéria foram ressuspensas para extragdo de DNA. Em seguida, foi realizado o
método PRA-hsp65. As bactérias das colonias 1 apresentaram perfil de digestdo com a enzima Bs?E 11
(235 pb — 115 pb — 85 pb) e Hae I1I (145 pb — 120 pb — 60 pb — 55 pb) caracteristico de M. fortuitum 1
¢ as bactérias das col6nias 2 apresentaram perfil de digestdo com a enzima BsfE II (235 pb— 115 pb -
100 pb) e Hae 111 (145 pb — 130 pb — 60 pb) caracteristico de M. intracellulare 1.

5.3 INFECCAO DE MACROFAGOS

Apbs os macrofagos peritoneais terem sido cultivados por 24 horas e lavados para
retirada de células ndo aderidas, foram incubados na presenga ou ndo de 100 UI/ml de IFN-y
(R&D), na concentragio de 2x10° ou 10° células/ml, em placas de 24 pogos (Costar) contendo
laminulas de vidro, em triplicata, em RPMI completo sem ciprofloxacina (RPMI para

infecgdo). Apos 24 horas de incubagdo a 37°C e 5% CO?, as células foram infectadas por M.
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intracellulare opaca ou M. fortuitum transparente na propor¢do de 10 bacilos por célula e
reincubadas por 4 horas em RPMI para infec¢do. Em seguida, as células foram lavadas para
retirar os bacilos n3o internalizados e incubadas por 20 ou 44 horas adicionais em meio para
infecgdo na presenca ou ndo de IFN-y. O sobrenadante dessas culturas foi colhido para a
determinagdo da produgdo de 6xido nitrico (NO). As laminulas foram retiradas, fixadas com
glutaraldeido a 2% por 20 minutos e coradas pelo método de Ziehl-Nielsen. A concentragio
de micobactéria utilizada para infecg@o foi calculada a partir da densidade Optica da suspensdo
de bacilos de 0,400, em DOsg. A suspensio de bacilos foi, entdo, plaqueada para

determinagdo da concentragdo real de micobactérias usada para infecc¢io.

5.4 DETERMINACAO DO PERCENTUAL DE CELULAS INFECTADAS

Apos a fixagdo com glutaraldeido a 2%, as laminulas foram coradas pelo método de
Ziehl-Nielsen e, em seguida, montadas em laminas e observadas ao microscopio Optico
(magnificagdo x1000). Foram realizados trés experimentos e contados um minimo de 200
macrofagos por laminula, em triplicata, para a determinagdo do percentual de células

contendo micobactéria.

5.5 AVALIACAO DA VIABILIDADE INTRACELULAR DE M. intracellulare E M.

Sfortuitum

Macroéfagos peritoneais, apos ativagdo ou ndo com IFN-y na concentragdo de 100
Ul/ml, foram distribuidos em triplicata em placas de 24 pogos (Costar) e infectados por 24
horas, com 10 bacilos por célula, como descrito no item anterior. Em seguida, essas células

foram lisadas com solugdo de 0,1% de SDS na presenga de 20 pg/ml de inibidor de proteases
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(PMSF, TPCK, TLCK, NPGB). O lisado foi entdo centrifugado por 3 minutos a 12.000 g e as
micobactérias livres foram ressuspensas em 1 ml de meio agar 7H9. As suspensdes de
micobactérias foram, entdo, submetidas a diluigdes sucessivas até 107, espalhadas em placas
de petri com agar 7H10 e mantidas por 20 dias em cultura. O nimero de unidades formadoras

de coldnias (UFC) foi, ent3o, contado e a relagdo micobactéria por célula determinada.

5.6 DETERMINACAO DA PRODUCAO DE OXIDO NITRICO

A produgdo de 6xido nitrico foi determinada através do método de Griess (Ding ez al.,
1988), a partir da quantificagdo de nitrito presente nos sobrenadantes das culturas. Uma curva
padrdo foi construida para a quantificagdo de nitrito, a partir de uma solug@o de nitrito de
sddio a 200 uM em RPMI, seguida de diluigdes seriadas (1:2), distribuidas em triplicatas, em
placas de 96 pocos. A revelagdo foi feita com a adi¢@o de solugdo a base de sulfanilamida 1%
e N-1 naftiletilenodiamina (NEED), na propor¢gdo de 1:2. A leitura foi feita em
espectrofotometro, a densidade optica de 490nm (DQ490) € analisada no programa SOFTmax

PRO 3.0. Os resultados foram expressos em concentragido de nitrito (UM).

5.7 DETERMINACAO DA FUSAO DE FAGOSSOMA COM LISOSSOMA ATRAVES DE

MICROSCOPIA ELETRONICA

Macrofagos perironeais (5x10°/ml) foram distribuidos em placas de petri (Costar) e
incubados com particulas de ouro coloidal (15 nm) conjugadas a albumina bovina (BSA) por
quatro horas. Apoés esse periodo, os macrofagos foram lavados, tratados com 100 UU/ml de
IFN-y. Em seguida, as células foram incubadas em RPMI para infecg¢do por 18 horas a 37 °C e

5% CO,, periodo necessario para o ouro coloidal se acumular apenas em compartimentos
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lisossomais. As células foram, entdo, infectadas por M. intracellulare ou M. fortuitum (Figura
3). Ap6s 4, 24 e 48 horas, as células foram fixadas em glutaraldeido a 2,5%, pos-fixadas em
tetroxido de dsmio e, finalmente, em acetato de uranila. As amostras foram desidratadas em
solugdes de acetona e embebidas em resina Epon.

A distribui¢io de micobactérias por vaciiolos foi quantificada pela contagem de 150 a
200 vacuolos por grupo. A fusdo de fagossomas com lisossomas foi considerada quando pelo

menos uma particula de ouro coloidal era visualizada no vaciiolo micobacteriano.

AwBSA (4h)

+/- IFN-g 100ULl/ml (24h)

Infeccio

Microscopia eletronica
4,24e48h

Figura 3 — Desenho experimental do experimento de microscopia eletrdnica. As células foram
obtidas ¢ plaqueadas como descrito anteriormente. Apés a lavagem para retirada das células nio
aderidas, os macroéfagos foram incubados com particulas de ouro coloidal conjugadas a albumina
bovina por 4 horas, periodo necessario para acimulo do ouro em compartimentos lisossomais. Em
seguida as células foram tratadas ou ndo por IFN-y e incubadas por 24 horas. Apds a incubagdo, as
células foram infectadas por M. fortuitum ou M. intracellulare ¢ 4, 24 ¢ 48 horas apés a infecgio
foram fixadas e processadas para microscopia eletronica.
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5.8 ANALISE ESTATISTICA

Para cada avaliagido foram realizados trés experimentos em triplicata e a comparagéo
entre os grupos de células infectadas por M. intracellulare ou M. fortuitum foi realizada
utilizado-se o teste 7 de Student (programa GraphPad Prism, versido 4.00 - GraphPad Software
Incorporated). As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando o

valor de p<0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 AVALIACAO DO PERCENTUAL DE CELULAS INFECTADAS POR M.

intracellulare E M. fortuitum

A capacidade de M. intracellulare e M. fortuitum de infectar macrofagos peritoneais
de camundongos BALB/c foi avaliada pela determinagdo do percentual de células infectadas,
com utilizagdo do microscopio optico.

M. fortuitum (n=3) apresenta uma maior capacidade de infectar macrofagos
peritoneais de camundongos BALB/c que M. intracellulare (n=3), nos tempos de 4, 24 e 48
horas apoés a infecgdo (Figura 4). As diferengas observadas entre M. fortuitum e M.
intracellulare quanto ao percentual de células infectadas sdo estatisticamente significantes
para os tempos de 4 horas, em dois dos trés experimentos, e para os tempos de 24 ¢ 48 horas,

nos trés experimentos realizados (Figura 1, anexo I).

6.2 AVALIACAO DA VIABILIDADE E SOBREVIVENCIA INTRACELULAR DE M.

intracellulare E M. fortuitum

A capacidade de M. intracellulare e M. fortuitum de sobreviver no interior de
macrofagos peritoneais de camundongos susceptiveis BALB/c foi determinada pela avaliagdo
da carga bacilar.

As células foram infectadas e, no tempo de 4 horas, foram lavadas para retirada dos
bacilos ndo internalizados e para determinagdo do numero de bacilos internalizados.
Observamos que, no tempo de 4 horas, o numero de bacilos internalizados de M. fortuitum foi

estatisticamente maior que o numero de bacilos de M. intracellulare (Figura 2, anexo I).
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Entretanto, a analise das médias dos experimentos ndo mostrou diferenca estatistica (Figura S,
n=3, p>0,05).

Apés a lavagem, foi avaliada a capacidade de sobrevivéncia e multiplicagdo dos
bacilos. Nos tempos de 24 e 48 horas, foi observada uma maior viabilidade de M. fortuitum
comparada a M. imtracellulare (Figura 5, n=3). Apesar dessa diferenca ndo ser
estatisticamenrte significante (p>0,05), na analise individual de cada experimento em 48
horas apos a infecgdo, a viabilidade de M. fortuitum é maior que a de M. intracellulare
(Figura 2, anexo I). Avaliamos, entdo, se havia modificagdo do numero de bacilos viaveis ao
longo do tempo e observamos que nem o numero de bacilos de M. intracellulare (r*=0,9938,
p=0,0501), nem o de M. fortuitum (r*=0,0024, p=0,9687) alterou em relagio ao tempo de

infecgéo.
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Figura 4 - O percentual de macréfagos infectados por M. fortuitum é maior do que o de
macréfagos infectados por M. intracellulare. Macréfagos peritoneais (5 x 10°/ml) foram infectados
com M. intracellulare ou M. fortuitum (10 bacilos por célula). Apos 4 horas, as células foram lavadas
e reincubadas por adicionais 20 e 44 horas de infecgdo. As células foram fixadas em glutaraldeido e
coradas pelo método de Ziehl-Nielsen para contagem do numero de células contendo micobactérias.
Os pontos representam a média de cada experimento (n=3) e, devido a grande dispersdo entre os
experimentos, ndo foi possivel demonstrar diferencgas estatisticamente significantes na média dos
experimentos (p>0,05,).
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Figura 5 - M. fortuitum apresenta maior viabilidade que M. intracellulare. Macréfagos peritoneais
ndo tratados foram infectados como descrito anteriormente. Apos 4 horas, as células foram lavadas e
reincubadas por adicionais 20 € 44 horas de infecgdo. As células foram entdo lisadas e, apos diluigdes
seriadas até 10 foram plaqueadas. O nimero de bacilos por célula foi avaliado pela contagem de
unidades formadoras de colonias (UFC). Os pontos representam a média de cada experimento (n=3) e,
devido a grande dispersdo entre os experimentos, ndo foi possivel demonstrar diferengas
estatisticamente significantes na média dos experimentos (p>0,05).
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6.3 ESTIMULACAO POR IFN-y E PAPEL DO OXIDO NiTRICO PRODUZIDO POR

MACROFAGOS PERITONEAIS INFECTADOS POR M. intracellulare E M. fortuitum

A capacidade de M. intracellulare e M. fortuitum de induzir a produgdo de oxido
nitrico em macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c foi avaliada pela técnica de
Griess, a partir da dosagem de nitrito (Ding ef al., 1988). Apés 4, 24 e 48 horas de infecgdo
com essas micobactérias, os niveis de Oxido nitrico foram medidos nos sobrenadantes das
culturas de macrofagos peritoneais previamente tratados ou ndo com 100 UI/ml de IFN-y.

Os resultados mostram que macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c
infectados com M. intracellulare ou M. fortuitum respondem de maneira diferente quanto a
produgdo de oxido nitrico. Macrofagos peritoneais apenas infectados por uma ou outra
espécie de micobactéria e ndo tratados por IFN-y produzem baixos niveis de 6xido nitrico em
todos os tempos estudados, tendo variado de 0 a 4,65 uM nas células infectadas com M.
intracellulare (n=3) e 0,03 a 5,72 uM nas infectadas com M. fortuitum (n=3). Na figura 6
observa-se que apesar de I[FN-y induzir produgdo de 6xido nitrico em células infectadas pelas
micobactérias ambientais, nas células infectadas por M. intracellulare (n=3) essa produgéo ¢
superior quando comparada com aquela das células infectadas por M. fortuitum (n=3). Apesar
da analise das médias dos experimentos ndo apresentar diferenga estatistica (n=3, p>0,05), a
analise de cada experimento mostrou que nos tempos de 24 e 48 horas, a infecgdo por M.
intracellulare induziu uma produgdo de oxido nitrico estatisticamente maior do que a infec¢do
por M. fortuitum (Figura 3, anexo I).

Foi avaliado entdo o papel do IFN-y na infec¢do por uma ou outra micobactéria em
macrofagos previamente tratados com 100 UI/ml de IFN-y. A figura 7 mostra que o

tratamento com IFN-y ndo alterou o percentual de células infectadas, em nenhum dos tempos
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analisados, para ambas as espécies de micobactérias. Esse dado indica que o tratamento por
IFN-y ndo reduz a infecgdo de macrofagos pelas duas espécies de micobactérias ambientais.

Para avaliar a capacidade de IFN-y em interferir na viabilidade dos bacilos, as c€lulas
foram tratadas com IFN-y e infectadas como descrito anteriormente. Apos 4, 24 e 48 horas de
infecgdo, as células foram lisadas e, apds diluigdes seriadas até 10 foram plaqueadas em
TH10. Apés dez dias, as unidades formadoras de colonias (UFC) foram contadas € o nimero
de bacilos por célula foi avaliado. A figura 8 mostra que, apos o tratamento das células com
IFN-y, também nd3o houve alterag@o na viabilidade intracelular tanto de M. intracellulare (¢ de
Student; p>0,05), como de M. fortuitum (¢ de Student, p>0,05), em todos os tempos
analisados.

Ainda com o objetivo de avaliar o efeito do tratameno por IFN-y na infecgdo por essas
micobactérias, foi determinada a correlagio entre o oxido nitrico produzido apds o tratamento
e a carga bacilar. Nossa expectativa € que haveria uma relagdo inversa entre o 6xido nitrico
produzido e a carga bacilar. Em relagdo a infec¢do por M. fortuitum, o 6xido nitrico ndo
alterou a infeccdo, indicando que essa espécie de micobacteria ndo € sensivel a diferentes
concentragdes dessa molécula produzida in vitro (=0,6506, p=0,0577). Interessantemente,
quanto maior o Oxido nitrico produzido, maior a carga bacilar de M. intracellulare em
macrofagos infectados (r=0,8306, p=0,0056) (Figura 9), mostrando que o 6xido nitrico tem

efeito diverso sobre as duas espécies de micobacterias ambientais.
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Figura 6 - A produgio de 6xido nitrico é maior nas células infectadas por M. intracellulare. Os
sobrenadantes dos macrdgafos peritoneais tratados com IFN-y e infectados por M. intracellulare ou M.
Jfortuitum foram coletados apos 4, 24 e 48 horas de infecgdo para dosagem dos niveis de nitrito. Os
pontos representam a média de cada experimento em triplicata e, devido a grande dispersdo entre os
experimentos, nio foi possivel demonstrar diferencas estatisticamente significantes na média dos
experimentos (¢ de Student ; p>0,05).
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Figura 7 - A adicio de IFN-y nas culturas in vitro de macrofagos niio altera o percentual de
células infectadas por M. intracellulare e M. fortuitum. Macrofagos peritoneais (5 x 10°/ml),
tratados ou ndo por IFN-y, foram infectados com M. intracellulare ou M. fortuitum (10 bacilos por
célula). Apos 4 horas, as células foram lavadas e reincubadas por adicionais 20 e 44 horas de infecgio.
Nos tempos de 4, 24 ¢ 48 horas de infecgdo, as células foram fixadas em glutaraldeido e coradas pelo
método de Zielh-Nielsen para contagem do numero de células contendo micobactérias. Os pontos
representam a média de cada experimento em triplicata (¢ de Student, p>0,05).
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Figura 8 — A adicido de IFN-y nas culturas in vitro de macrofagos niio altera a viabilidade
intracelular de M. intracellulare e M. fortuitum. Macrofagos peritoneais, tratados ou ndo com IFN-y,
foram infectados como descrito anteriormente. Apos 4 horas, as células foram lavadas e reincubadas
por adicionais 20 ¢ 44 horas de infecgdo. Nos tempos de 4, 24 ¢ 48 horas de infecgdo, as células foram
lisadas, diluidas em série até 10* ¢ plaqueadas. O niimero de bacilos por célula foi avaliado pela
contagem de unidades formadoras de coldonias (UFC). Os pontos representam a média de cada
experimento em triplicata (¢ de Student; p>0,05).
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Figura 9 — Correlagéo entre a produgio de nitrito e a carga bacilar em macrofagos infectados
por M. intracellulare e M. fortuitum. Os quadrados representam médias de 3 experimentos
independentes. A analise através da correlagdo indica uma relagdo direta entre o Oxido nitrico
produzido e a carga bacilar na infec¢do por M. intracellulare (r=0,83, p=0,006), mas ndo por M.
Sfortuitum (r=0,65, p=0,06).
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6.4 CARACTERIZACAO DO COMPARTIMENTO INDUZIDO POR M. intracellulare E

M. fortuitum

A caracterizag¢do do compartimento induzido por M. intracellulare e M. fortuitum em
macro6fagos peritoneais de camundongos BALB/c foi realizada por microscopia eletronica,
nos tempos de 4, 24 e 48 horas apos a infecgdo. A figura 10 mostra que tanto os fagossomas
induzidos por M. fortuitum quanto por M. intracellulare apresentam baixas taxas de fusdo
com lisossomas da célula hospedeira. Observamos ainda que, apesar das baixas taxas de
fusdo, os fagossomas induzidos por M. fortuitum fusionam mais com lisossomas de
macrofagos peritoneais que aqueles induzidos por M. intracellulare. A figura 12 representa
um fagossoma contendo de M. intracellulare (A) e um raro fagolisossoma contendo M.
Sfortuitum (B).

Para avaliar o papel do IFN-y na fusdo dos fagossomas induzidos por uma ou outra
micobactéria, os macrofagos foram previamente tratados com 100 Ul/ml de IFN-y. Como
observado anteriormente em nosso laboratério, em células J774 o tratamento com IFN-y ndo
alterou o percentual de fusdo de fagossomas induzidos por M. intracellulare.
Interessantemente, em macréfagos peritoneais o IFN-y aumentou o percentual de fusdo dos

fagolisossomas contendo M. fortuitum, no tempo inicial de infec¢ao (Figura 11).
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Figura 10 — Fagossomas induzidos por M. intracellulare e M. fortuitum induzem baixas taxas de
fusdo com lisossomas de macréfagos peritoneais. Macrofagos peritoncais incubados com ouro
coloidal por 4 horas foram infectados como descrito anteriormente. Apds 4, 24 € 48 horas de infecgéo,
as células foram fixadas e processadas para microscopia eletronica. O percentual de fusdo foi
determinado pela contagem de células contendo micobactéria e ouro coloidal. O resultado corresponde
a um experimento.



42

(5]

§ 1001 = M. intracellulare

@ 757 mEM M. intracellulare + IFN-y

2 50

(lﬂ 25_

£ 1

@ 10T

(/)]

Q

o))

& 5l

o

w0

2 N

= 0 T T T
2 4h 24h 48h

1009 —y 51 fortuitum

751 W M. fortuitum + IFN-y
50

25

10

. I ml B
4h 48h

4h 2

% fusao fagossoma-lisossoma
N
g

Figura 11 — A adigiio de IFN-y nas culturas in vitro de macréfagos altera o percentual de fusio
de fagossomas induzidos apenas por M. fortuitum. Macrofagos peritoneais, tratados ou ndo com
IFN-y, foram infectados como descrito anteriormente. Apos 4, 24 ¢ 48 horas de infecgdo, as células
foram fixadas e processadas para microscopia eletrénica. O percentual de fusdo foi determinado pela
contagem de células contendo micobactéria e ouro coloidal. O resultado corresponde a um
experimento.



Figura 12 - Micrografias representando fagossomas induzidos por M. intracellulare e M.
Jortuitum, Macrofagos peritoneais

incubados com ouro coloidal por 4 horas foram infectados como
descrito anteriormente. Apésfl, 24 ¢ 48 horas de infecgdo, as células foram fixadas e processadas para

microscopia eletrénica. As micrografias representam um fagossoma tipico de M. intracellulare (A) ¢
um raro fagolisossoma contendo M. fortuitum (B).
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7. DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a resposta de macrofagos peritoneais
de camundongos BALB/c infectados com M. intracellulare ou M. fortuitum. Avaliamos
diferengas entre M. intracellulare e M. fortuitum quanto a capacidade de infectar e sobreviver
no interior de macrofagos peritoneais. Avaliamos também a capacidade dessas micobactérias
de induzir a produgdo de oxido nitrico por macrofagos infectados. No presente estudo, foi
observado que M. fortuitum apresenta uma maior capacidade de infectar macrofagos
peritoneais, além de induzir uma menor produgdo de oOxido nitrico pelos mesmos, em
comparag@o com M. intracellulare.

Embora as micobactérias sejam capazes de infectar outros tipos celulares, os
macrofagos representam os alvos primarios desses patogenos em todas as fases da doenga.
Por outro lado, a capacidade dessa c€lula em inibir o crescimento ou eliminar as
micobactérias determina o curso da infeccdo (Aston ef al., 1998). Em estudo realizado
anteriormente em nosso laboratorio, utilizando células de linhagem J774, avaliando apenas no
tempo de 24 horas de infec¢@o, a capacidade dessas micobactérias de infectar células J774. A
capacidade de sobrevivéncia dessas micobactérias no interior dos macrofagos ndo foi possivel
de ser avaliada, pois as células J774 sdo imaturas e se soltam facilmente das placas ao serem
lavadas. Nesse estudo, ndo foram observadas diferengas nem no percentual de células
infectadas, nem na carga bacilar, quando comparados M. intracellulare e M. fortuitum (Da
Silva et al., 2002). No presente trabalho as culturas foram lavadas para retirada de bacilos ndo
internalizados e reincubagdo por adicionais 20 e 44 horas. Essa abordagem teve como
finalidade avaliar a sobrevivéncia e multiplicagdo dos bacilos. Além disso, esse modelo,
utilizando células inflamatorias, teve como objetivo tragar um paralelo com os eventos

ocorridos in vivo.
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Os resultados aqui apresentados mostram que M. fortuitum apresenta maior
capacidade de infectar e maior viabilidade no interior de macrofagos de cultrura primaria que
M. intracellulare, pois no tempo de 4 horas, foram detectados maior percentual de células
infectadas e carga bacilar para essa espécie de micobactéria (Figuras 4 e 5). A maior
viabilidade observada para M. fortutium esta relacionada & maior capacidade de infecgdo e
ndo a maior sobrevivéncia e muliplicagdo intracelular, pois ndo houve aumento da carga
bacilar ao longo do tempo de infecgio (dados ndo mostrados). As diferengas observadas nesse
trabalho ao se comparar M. intracellulare e M. fortuitum, quanto a capacidade de infecgdo sdo
explicadas pelo fato dessas micobactérias serem de espécies distintas. M. intracellulare ¢ uma
micobactéria de crescimento lento, podendo ser pigmentada ou ndo, ja M. fortuitum tem
crescimento rapido e ndo produz pigmento (Figura 1B). Além das diferengas no tempo de
crescimento € no aspecto morfologico das colonias, as manifestagdes clinicas da infecgdo
causada por M. intracellulare e M. fortuitum apresentam caracteristicas distintas. Geralmente
M. intracellulare causa doengas pulmonares cronicas e linfadenites em individuos com algum
grau de imunodeficiéncia, em especial com AIDS (Katoch et al., 2001; Wallace et al., 1990),
enquanto M. fortuitum estéa associado a infecgdo cutdnea localizada e raramente causa doenga
pulmonar cronica (Al Shaalan ef al., 1997, Awe et al., 1973, Wallace et al., 1985; Wallace et
al., 1983). Essas diferengas observadas na capacidade de infec¢do podem estar relacionadas as
diferencas na composigéo lipidica da parede dessas micobactérias, permitindo assim que elas
interajam de forma distinta com a célula hospedeira. Esta bem descrito na literatura que a
presenga de glicolipidios, como lipoarabinomanana, e de glicoproteinas na superficie das
micobactérias esta associada a capacidade desses microorganismos de invadir e sobreviver no
interior de células hospedeiras (Barry, 2001). Sabe-se ainda que diferentes espécies de
micobactérias apresentam glicolipideos com estruturas distintas na sua superficie celular,

podendo assim se ligar a diferentes receptores na superficie da célula hospedeira e induzir
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diferentes respostas imunes (Nigou er al, 2003). Adicionalmente, lipoarabinomananas
isoladas de cepas avirulentas de M. tuberculosis induzem uma maior produgdo de TNF-a,
quando comparadas com bacilos virulentos (Chatterjee e al., 1992). Apesar dos estudos
realizados sobre o papel de diferentes glicolipideos presentes na superficie celular de M.
tuberculosis e M. bovis, pouco se conhece sobre a natureza e a participa¢do dessas estruturas
na interagdo de M. fortuitum e M. intracellulare com macrofagos.

O pré-tratamento com IFN-y induziu um aumento da produg@o de oxido nitrico pelos
macrofagos primarios infectados tanto por M. intracellulare quanto por M. fortuitum. No
entanto, essa produgdio ¢ maior em macrofagos infectados por M. intracellulare, em
comparag¢do com os infectados por M. fortuitum. Esses dados mostram que, como em células
de linhagem, em macrofagos peritoneais, M. fortuitum e M. intracellulare induzem respostas
distintas em relag¢@o a producdo de 6xido nitrico (Da Silva ef al., 2002). Apesar da produgéo
de oxido nitrico por macrofagos peritoneais inflamatorios infectados e tratados por IFN-y ser
superior aos valores obtidos por células de linhagem, ndo foi observada alteragdo no
percentual de células infectadas ou na sobrevivéncia de M. intracellulare e M. fortuitum.
Esses achados sugerem que as duas espécies de micobactérias sejam resistentes ao oxido
nitrico produzido por macrofagos peritoneais quando estimulados por IFN-y.

Apesar de estar bem descrita na literatura a importéncia de reagentes intermediarios de
nitrogénio no controle de infecgdes micobacterianas, pouco se conhece sobre os mecanismos
envolvidos na resisténcia a esses reagentes. Sabe-se que noxR/, gene originalmente descrito
de isolados clinicos de M. tuberculosis resistentes ao 6xido nitrico in vitro, € capaz de conferir
protecdo ao M. bovis, apesar de ndo conferir prote¢do do hospedeiro contra M. tuberculosis
(Stewart ef al., 2000). Em se tratando de M. intracellulare e M. fortuitum, ndo existem
estudos na literatura relacionados com a resisténcia dessas espécies de micobactéria a

reagentes intermediarios de nitrogénio ou os mecanismos envolvidos nesse processo.
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Surpreendentemente, quanto maior o 6xido nitrico produzido, maior a carga bacilar de
M. intracellulare, o que ndo foi observado para M. fortuitum. Embora ndo se conhega os
mecanismos enolvidos nessa relagdo entre o aumento da producdo de oxido nitrico € o
aumento da viabilidade intracelular, existem relatos na literatura que mostram altas taxas de
6xido nitrico e IFN-y associadas ao perfil de susceptibilidade de camundongos a outro
patogeno intracelular, o protozoario Leishmania amazonenisis. Esse estudo evidencia que
uma resposta predominantemente Thl com alta produg@o de IFN-y e oxido nitrico pode estar
associada a respostas ndo protetoras a um organismo intracelular (Ji e al., 2005).

A capacidade da micobactéria de restringir fusdo de fagossomas com lisossomas da
célula hospedeira ja foi bem descrita na literatura (Barker ef al., 1997, Clemens et al., 1995).
No presente estudo, foi observado que tanto M. intracellulare como M. fortuitum apresentam
baixas taxas de fusdo de fagossomas com lisossomas (Figura 10), em comparagdo com nosso
estudo anterior. Apesar disso, observamos que os fagossomas induzidos por M. fortuitum
fusionam mais com lisossomas da célula hospedeira em relagdo aqueles induzidos por M.
intracellulare (Figura 10). Anteriormente em nosso laboratorio, foi demonstrado em estudo in
vitro com células J774 que os fagossomas induzidos por M. intracellulare fusionam 69% mais
com lisossomas do que aqueles induzidos por M. fortuitum, nas primeiras 24 horas de
infecgio (Da Silva et al., 2002). E possivel que essas diferencas observadas entre células J774
e macrofagos peritoneais, em relag@o a fusdo dos fagossomas induzidos por M. fortuitum e M.
intracellulare com lisossomas da célula hospedeira, estejam relacionadas com a imaturidade
das células de linhagem J774. A constituigdo diferenciada da camada externa da parede
bacteriana das duas variantes pode estar determinando destinos intracelulares diferentes,
através da interag@o de seus ligantes com receptores distintos da célula hospedeira (Malik et
al., 2000). Os nossos resultados mostram ainda que o pré-tratamento com IFN-y ndo foi capaz

de alterar a capacidade de fusdo dos fagossomas induzidos por M. intracellulare, entretanto
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levou a um aumento da fusdo de fagossomas induzidos por M. fortuitum com lisossomas da
célula hospedeira. E possivel que uma maior ativagdo do macrofago pela adigdo de uma
segundo sinal, como o TNF-a, leve a uma maior fusio de fagossomas induzidos por essas
espécies de micobactéria, evidenciando melhor as diferencas observadas e,
conseqiientemente, levando a redugdo da viabilidade de M. fortuitum, em relagdo a M.
intracellulare. De fato, estudos em andamento em nosso laboratorio mostram que
camundongos BALB/c controlam rapidamente a infec¢@o por M. fortuitum, enquanto que a
infecgdo por M. intracellulare é mais expressiva, na fase inicial da infec¢do. Nas fases mais
tardias, os animais infectados por M. intracellulare permanecem com a infecgdo persistente
(dados n3o mostrados). E possivel que a maior fusdo de fagossomas induzidos por M.
Sfortuitum em relagdo a M. intracellulare e seu aumento apos o tratamento por IFN-y estejam
relacionados com o comportamento observado nos estudos in vivo (Bezerra de Menezes,
2003).

Como perspectivas, no presente trabalho avaliaremos o papel do 6xido nitrico na
infecgio por M. fortuitum e M. intracellulare pelo bloqueio dessa molécula no nosso sistema
e adigdo de um doador quimico de Oxido nitrico, como SNAP (n-nitroso-N-acetyl-DL-
penicillamine). Realizaremos também uma melhor caracterizagdo do compartimento induzido
por M. fortuitum e M. intracellulare, avaliando o papel de Rab5 e Rab7, proteinas envolvidas
no processo de fusdo de fagossomas com lisossomas da célula hospedeira, pela super-
expressdo dessas proteinas em células infectadas por M. fortuitum e M. intracellulare.
Avaliaremos ainda o perfil de citocinas produzidas pelos macrofagos infectados, como IL-10
e TNF-a.. Sabe-se que IL-10 € uma citocina envolvida na modulagio da resposta imune e que
esta desempenha um papel importante nas infec¢des micobacterianas (Bermudez et al., 1993;
Bogdan ef al., 1991). Além disso, estd bem descrito na literatura que TNF-a induz resposta

micobactericida em macréfagos infectados, uma vez que na sua auséncia observa-se a
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proliferacdo de bacilos micobacterianos (Denis, 1991; Kindler ef al., 1991). Diferengas nos
niveis dessas citocinas, produzidas por macrofagos primarios infectados por M. intracellulare
ou M. fortuitum, poderiam explicar as diferengas observadas na capacidade dessas espécies de
micobactéria de infectar e sobreviver no interior de macrofagos peritoneais inflamatorios.

A utilizagdo de macrofagos de cultura primaria permitiu estender os resultados,
obtidos inicialmente com células de linhagem J774, sobre a interagdo entre macrofagos e as
micobactérias ambientais, M. fortuitum e M. intracellulare. Foi possivel avaliar a
sobrevivéncia dessas duas espécies de micobactérias em tempos mais tardios de infecgdo, o
que permitiu tragar um paralelo com os eventos ocorridos in vivo. Em resumo, os dados
obtidos neste trabalho mostram que, in vitro, M. fortuitum e M. infracellulare interagem de
forma distinta com macrofagos peritoneais, levando assim a diferentes respostas do
macrofago. Além disso, foi demonstrado que M. intracellulare e M. fortuitum sdo resistente

a0 oxido nitrico produzido por macrofagos apos a ativagdo por [IFN-y.
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8. CONCLUSAO

1. M. intracellulare e M. fortuitum interagem de forma distinta com o macréfago, levando a
diferentes respostas e destinos intracelulares, uma vez que apesar de apresentar uma maior
capacidade de infecgdo em relagdo a M. fortuitum, os fagossomas induzidos por M.

intracellulare fusionam mais com lisossomas da célula hospedeira.

2. M. intracellulare e M. fortuitum sdo resistentes ao Oxido nitrico produzido por macrofagos

apos ativagdo por IFN-y.
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Fig 1 - O percentual de macréfagos infectados por M. fortuitum é maior do que o de macréfagos
infectadas por M. intracellulare. Macrofagos peritoneais (5 x 10°/ml) foram infectados com M.
intracellulare ou M. fortuitum (10 bacilos por célula). Apds 4, 24 e 48 horas de infecgdo, as células
foram fixadas em glutaraldeido e coradas pelo método de Zielh-Nielsen para contagem do numero de
células contendo micobactérias. (A) M. fortuitum apresenta uma maior capacidade de infectar
macréfagos peritoneais que M. intracellulare nos tempos de 4, 24 ¢ 48 horas (¢ de Student, p=0,0218,
p=0,0038, p=0,0374). (B) M. fortuitum apresenta uma maior capacidade de infectar macrofagos
peritoneais que M. intracellulare nos tempos de 4, 24 ¢ 48 horas (f de Student, p<0,0001, p<0,0001,
p=0,0043). (C) M. fortuitum apresenta uma maior capacidade de infectar macréfagos peritoneais que
M. intracellulare nos tempos de 24 ¢ 48 horas (¢ de Student, p=0,0129, p=0,0004, respectivamente).
As barras representam a média + SD.
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Fig 2 - M. fortuitum apresenta maior viabilidade que M. intracellulare. Macrofagos peritoneais ndo
tratados foram infectados como descrito anteriormente. Apos 4, 24 ¢ 48 horas de infecgdo, as células
foram lisadas e, ap6s diluigSes seriadas até 10, plaqueadas. O numero de bacilos por célula foi
avaliado pela contagem de unidades formadoras de colonias (UFC). (A) M. fortuitum apresenta uma
maior viabilidade no interior de macréfagos peritoneais que M. intracellulare nos tempos de 4 ¢ 48
horas (¢ de Student, p=0,0249 ¢ p=0,0237). (B) M. fortuitum apresenta uma maior viabilidade no
interior de macrofagos peritoneais que M. infracellulare nos tempos de 4 ¢ 48 horas (¢ de Student,
p=0,0162 ¢ p=0,0166). As barras representam a média + SD.
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Fig 3 - A produgdo de é6xido nitrico é maior nas células infectadas por M. intracellulare. Os
sobrenadantes dos macrogafos peritoneais tratados com IFN-y e infectados por M. intracellulare ou M.
fortuitum foram coletados apos 4, 24 ¢ 48 horas de infecgdo para dosagem dos niveis de nitrito. O
tratamento com IFN-y induziu a produgéo de nitrito pelas células. (A) M. intracellulare induziu maior
produgdo de nitrito por macréfagos peritoneais que M. fortuitum nos tempos de 24 e 48h apos a
infecgdo (¢ de Student; p=0,0020 e p=0,0098, respectivamente). (B) M. intracellulare induziu maior
produgdo de nitrito por macrofagos peritoneais que M. fortuitum nos tempos de 24 e 48h apds a
infecgio (f de Student; p<0.0001 e p=0,0004, respectivamente). (C) M. intracellulare induziu maior
produgdo de nitrito por macréfagos peritoneais que M. fortuitum nos tempos de 24 e 48h apds a
infecgio (¢ de Student; p=0.0007 e p=0,0315, respectivamente). As barras representam a média + SD.
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