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AVALIAÇÃO DO PAPEL DE MACRÓFAGOS MURINOS NA INFECÇÃO POR 
MICOBACTÉRIAS AMBIENTAIS. JULIANA PERRONE BEZERRA DE MENEZES. 
Micobactérias ambientais podem ser encontradas em água, solo, poeira, alimentos e animais. 
A importância do estudo dessas micobactérias tem aumentado nos últimos anos, 
principalmente, devido a predisposição de pacientes com imunodeficiência à infecção por 
essas espécies de micobactéria. Além disso, a exposição a micobactérias ambientais pode 
constituir um dos fatores associados à baixa eficácia da imunização com a vacina BCG. As 
manifestações da doença, assim como a manutenção da infecção micobateriana, dependem da 
interação entre a micobactéria e o sistema imune do hospedeiro. O presente trabalho teve 
como objetivo avaliar a resposta de macrófagos peritoneais de camundongos susceptíveis 
BALB/c infectados com M  intracellulare ou M  fortuitum. Macrófagos peritoneais de 
camundongos BALB/c foram infectados por M  intracellulare ou M  fortuitum  e as diferenças 
entre essas duas espécies quanto à capacidade de infectar e sobreviver no interior de 
macrófagos primários, tratados ou não com IFN-y, e produzir óxido nítrico foram avaliadas. 
Foi observado que os macrófagos infectados com M  fortuitum  apresentam um maior 
percentual de células infectadas que aqueles infectados com M. intracellulare, após 4, 24 e 48 
horas de infecção. Entretanto, tanto M. fortuitum  quanto M  intracellulare são capazes de 
sobreviver no interior de macrófagos peritoneais, pois não há alteração da carga bacilar dessa 
duas espécies de micobactéria ao longo da infecção. Observamos ainda que M. intracellulare 
induziu uma maior produção de óxido nítrico por macrófagos primários infectados e tratados 
por IFN-y que M  fortuitum. No entanto, o pré-tratamento com IFN-y não 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 á diferentes respostas do macrófago e a destinos intracelulares 
distintos. Além disso, mostramos que M  intracellulare e M. fortuitum  são resistentes ao 
óxido nítrico produzido por macrófagos após ativação por IFN-y.
1. Micobactérias ambientais. 2. M  intracellulare. 2>. M. fortuitum. 4. Macrófago.
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EVALUATION OF MICE MACROPHAGE ROLE ON ENVIRONMENTAL 
MYCOBACTERIA INFECTION JULL\.NA 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 o f 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 o f M. fortuitum-xnÍQoXQá cells 
was higher related to M. intracellulare-míecieá 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 thanM  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.
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As micobactérias podem ser classificadas em quatro ou cinco grupos taxonômicos 
gerais de acordo com a patogenicidade para seres humanos e animais, crescimento e efeito da 
luz visível na produção de pigmentos em cultura (Runyon, 1974).

Micobactérias ambientais podem ser encontradas em água, solo, poeira, alimentos e 
animais. A importância do estudo das micobactérias ambientais tem aumentado nos últimos 
anos, principalmente, devido à predisposição de pacientes com imunodeficiência à infecção 
por estas espécies de micobactéria (Wagner et al., 2004). O mecanismo da doença causada 
por essas micobactérias é pouco conhecido, mas a resposta tecidual caracteriza-se por lesões 
granulomatosas semelhantes àquelas produzidas por Mycobacterium tuberculosis (Griffith et 
a l, 2004).

1.1 COMPLEXOM FORTUITUM-CHELONAE

Micobactérias pertencentes ao complexo M. fortuitum-chelonae são bacilos álcool- 
ácido resistentes de crescimento rápido. O complexo M  fortuitum-chelonae agrupa o M  
fortuitum e o M. chelonae, os quais foram divididos em diversas subespécies (Wallace et a l, 
1983). Entretanto, estudos taxonômicos recentes propõem uma classificação mais complexa, 
inclusive com a identificação de novas espécies, como M  abscessus e M  peregrinum 
(Kusunoki et a l ,  1992) e inclusão de novos membros neste grupo de micobactérias, com oM  
mucogenicum (Springer e /a /., 1995).

1. INTRODUÇÃO



1.2 COMPLEXOM AVIUM-INTRACELLULARE

O complexo M. avium-intracellulare (MacMicking et al.) é composto por bacilos 
álcool-ácido resistentes, de crescimento lento, e que podem produzir um pigmento amarelo, o 
qual é intensificado pela exposição fi'eqiiente à luz. MAC é um complexo sorológico de 28 
sorovars de duas espécies, M. avium e M  intracellulare (Wayne et a l ,  1992). Distinções de 
sorovars dentro do MAC são baseadas em uma técnica de soroaglutinação descrita por 
Schaefer (Schaefer, 1979). A especificidade sorológica para micobactérias que compõem o 
MAC é conferida por resíduos de glicopeptidolipídios (GPLs), os quais são constituintes 
integrais da parede e envelope celular da bactéria (Brennan, 1989).

Estudos utilizando sondas de DNA específicas para M. intracellulare e M. avium 
identificaram que as cepas de sorovar 1 a 6 e 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 a l,  1990; 
Yoshimura eí a/., 1988).

1.3 INFECÇÕES MICOBACTERIANAS

1.3.1 Considerações gerais

Embora as micobacterioses sejam conhecidas há séculos, pouco se conhece sobre a 
patogênese dessas doenças. Os seres humanos são susceptíveis às infecções por M. 
tuberculosis e M. leprae. Entretanto, a maioria dos indivíduos expostos a essas micobactérias 
não desenvolve doença clínica, sugerindo o papel protetor do sistema imunológico (Chester et 
a l, 1986).



Micobactérias do complexo M  fortuitum-chelonae são bastante abundantes e estão 
amplamente distribuídas no ambiente (Wolinsky, 1992), tendo sido isoladas tanto do solo 
(Wolinsky e ta l ,  1968), quanto da água (Goslee e ta l ,  1976). Tais micobactérias são capazes 
de causar infecções atípicas tanto no homem como em outros animais (Kushner et a l ,  1957; 
Wolinsky, 1992), no entanto a manifestação da doença é pequena. O comprometimento de 
tecidos moles e ósseas são mais freqüentes em infecções causadas por micobactérias 
pertencentes a este complexo, resuhando da inoculação direta de materiais contaminados via 
injeções, cirurgias e ferimentos profundos (Wolinsky, 1992). Apesar de, inicialmente, o M. 
fortuitum  não ter sido considerado como patógeno humano, diversos estudos relataram 
infecções causadas por esta espécie de micobactéria. Sabe-se que M. fortuitum  pode causar 
abcessos cutâneos após trauma ou punção (Hand et a l ,  1970), infecções pulmonares 
(Wolinsky, 1992) e, mais freqüentemente, infecções pós-cirúrgicas em pacientes submetidos a 
cirurgias cardiotorácicas (Hoffman et a l, 1981), oftalmológicas (Gelender et a l,  2000), 
ortopédicas (Ip et a l ,  1992), abdominais (Matthews et a l , 1999) e estéticas (Haiavy et a l, 
2002; Heistein e ta l ,  2000).

A infecção disseminada pelo M  fortuitum  ocorre geralmente em indivíduos 
imunocomprometidos. Sack (Sack, 1990) relatou o primeiro caso de infecção cutânea 
disseminada, causada por M  fortuitum, em um paciente com AIDS (síndrome da 
imunodeficiência adquirida), mas, atualmente, há casos de meningite (Smith et a l ,  1996), 
osteomielite (Gadre, 1997), linfadenite cervical (Butt, 1998), artrite séptica (Butt et a l ,  1998) 
e infecção disseminada (Corti et a l ,  1999; Crespo et a l,  1999; Smith et a l ,  2001) causadas 
porM  fortuitum  em pacientes com SIDA.

Assim como para o complexo M  fortuitum-chelonae, as micobactérias pertencentes ao 
MAC são capazes de causar doenças tanto em homens como em animais, sendo a incidência



de doença baixa (< 10 casos por 100.000 habitantes) a despeito de evidências das elevadas 
taxas de infecção, detectadas em cerca de 70% (Iseman et a l, 1985; Young et a l,  1986).

Estudos sugerem que o trato intestinal representa a via primária de infecção por MAC 
em pacientes com AIDS (Gray et a l ,  1989) e que o trato respiratório é a porta de entrada 
menos freqüente (Jacobson et a l ,  1991). Dessa forma, a disseminação da infecção nesses 
pacientes é geralmente precedida pela colonização do trato gastrintestinal, como evidenciado 
pela presença de grande número de bacilos na mucosa e submucosa intestinal e freqüência 
alta de positividade das culturas de fezes (Benson et a l,  1990).

A colonização assintomática intestinal e respiratória com MAC pode ser observada em 
individuos sadios, entretanto raramente ocorre o desenvolvimento da doença. Estudos com 
animais mostraram que fatores como acloridria gástrica e o uso de antibióticos orais facilitam 
a colonização por MAC. No entanto, observou-se também variação da virulência dessas 
micobactérias quando inoculadas por via oral (Bermudez et a l ,  1992).

1.3.2 Resposta imune as micobactérias

1.3.2.1 O papel do macrófago

O sucesso na manutenção da infecção micobacteriana depende da capacidade do 
patógeno de inibir a resposta microbicida dos macrófagos, sua principal célula hospedeira. 
Possivelmente, uma das estratégias utilizadas pelas micobactérias para garantir sua 
sobrevivência no hospedeiro seja induzida pela persistência da infecção intracelular, taxa de 
crescimento lento, mesmo para aquelas espécies patogênicas, e inibição de resposta imune 
eficaz, que por fim leva, na maioria dos indivíduos, a infecção latente (Russell, 1994).



A intemalização de M. tuberculosis pelos macrófagos leva a ativação do fator nuclear 
k B  ( N F - k B ) , que induz a transcrição de diversos genes, incluindo genes de citocinas e 
quimiocinas pró-inflamatórias que uma vez produzidas levam ao recrutamento celular para o 
local da infecção (Ehrt et a l,  2001; Ragno et a l,  2001).

Além de serem as principais células hospedeiras na infecção micobacteriana, os 
macrófagos são responsáveis pela secreção de citocinas que desempenham um papel 
importante na resposta imune contra a micobactéria. A produção de interleucina 12 (IL-12) é 
induzida após a fagocitose de micobactéria por macrófagos e células dendríticas, levando à 
produção de interferon gama (IFN-y) por células T e natural killer (NK) (Henderson et a l, 
1997; Ladel et a l ,  1997). BL-12 é uma citocina fundamental no controle da infecção p o rM  
tuberculosis. Flynn e colaboradores (Flynn et a l ,  1995) demonstraram que a administração de 
IL-12 em camundongos BALB/c infectados por M  tuberculosis reduz significativamente o 
número de bacilos e aumento da sobrevida, mas não reduz a mortalidade. Adicionalmente, 
baixas concentrações de IL-12 foram detectadas em indivíduos infectados por MAC 
(Vankayalapati e ta l ,  2001).

Outras citocinas como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e linfotaxina participam 
da resposta protetora contra micobactérias, pois regulam a formação e manutenção dos 
granulomas (Bean et a l , 1999; Flynn et a l, 1995; Mohan et a l,  2001; Roach et a l,  2001). 
Além disso, foi demonstrado que TNF-a recombinante associado ao fator estimulador de 
colônias de monócitos e granulòcitos (GM-CSF) induz atividade micobacteriostática e/ou 
micobactericida em macrófagos infectados porM . avium (Denis, 1991). A importância do 
TNF-a no controle do M. tuberculosis em humanos vem sendo demonstrada por diversos 
trabalhos e recentemente comprovada pela reativação da tuberculose em pacientes com artrite 
reumatóide submetidos à terapia anti-TNF-a (Feldmann et a l ,  2001; Maini et a l,  1999). 

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



deficientes para cadeia p55 do receptor de TNF aumenta a proliferação de micobactérias e 
reduz a produção de óxido nítrico (NO) e formação de granulomas em camundongos 
infectados com M  tuberculosis ou M  bovis BCG (Kindler et a l,  1991; Kindler et a l ,  1989; 
K ruyse/a/., 1992).

A ativação excessiva de macrófagos pode levar à destruição tecidual pela excessiva 
produção de TNF-a e IL-1 com efeitos sistêmicos (Peetermans et a l ,  1994). Diversos 
mecanismos desativadores de macrófagos são propostos, tais como morte dos macrófagos por 
apoptose ou estimulação por moléculas que antagonizam os efeitos de citocinas ativadoras 
(Murray, 1999). IL-10 e fator de transformação e crescimento (TGF-P), citocinas 
desativadoras de macrófagos (Bogdan et a l ,  1991), parecem desempenhar papel importante 
em infecções micobacterianas (Bermudez et a l,  1993). IL-6 também parece desempenhar 
efeito supressor na ativação do macrófago (Bermudez et a l ,  1989; Blanchard et a l ,  1991; 
Denis et a l ,  1990)), sendo essencial na inibição da linfoproliferação na presença de 
macrófagos murinos derivados de medula óssea e infectados com micobactérias 
(VanHeyningen et a l ,  1997). Além desses efeitos, há evidências de que IL-6 estimula 
também o crescimento itracelular de MAC (Shiratsuchi et a l ,  1991).

1.3.2.2 Apresentação de antígenos

A capacidade reduzida de macrófagos infectados pelo M  bovis bacilo de Calmette 
Guérin (BCG) de apresentar antígenos micobacterianos via complexo de histocompatibilidade 
principal (MHC) classe II está relacionada aos bacilos residirem em compartimentos 
privilegiados, no interior dos quais não ocorre processamento ou complexação de antígenos 
micobacterianos com moléculas MHC (Pancholi et a l ,  1993). Para que ocorra apresentação



de antígenos, é necessário que ocorra o encontro do antígenos de micobactérias com vacúolos 
acidificados por proteases (Holsti et a l, 1996).

O M. tuberculosis também é capaz de estimular a apresentação de antígenos via MHC 
classe I (Kaufinann, 1999). Foi sugerido queM  tuberculosis é capaz de perfiarar a membrana 
do fagossoma, tendo acesso a nutrientes citosólicos (Myrvik et a l ,  1984) e que bacilos viáveis 
são capazes de facilitar o trânsito de macromoléculas entre o citosol e o fagossoma 
micobacteriano, interferindo assim na patogenicidade e imunidade (Teitelbaum et a l ,  1999). 
Dessa forma, a presença de antígenos micobacterianos no citosol possibilitaria a apresentação 
via MHC classe I.

Demonstrou-se também, que as micobactérias podem comprometer a capacidade de 
macrófagos infectados em estimular a proliferação de células T (Molloy et a l,  1990; Moreno 
et a l,  1989; Myrvang et a l,  1973), devido à limitação da capacidade de apresentação de 
antígeno pela célula hospedeira (Kwan et a l ,  1992).

1.3.2.3 Resposta típo Thl e Th2

Tanto células T CD4^ quanto CD8^ participam na defesa contra micobactérias. O 
controle de infecções micobacterianas por células T CD4+ é dependente de citocinas 
produzidas por essas células. Células T auxiliadoras antígeno-específicas reconhecem 
antígenos bacterianos e secretam citocinas que ativam macrófagos, a exemplo do IFN-y 
(Murray, 1999). A ativação de macrófagos por citocinas, isoladas ou combinadas, potencializa 
a capacidade antimicobacteriana dessas células, resultando no controle da infecção in vitro 
(Rook, 1986 ; Flesch, 1987;(Appelberg et a l ,  1993)) e in vivo (Cooper et a l , 1993; Flynn et 
a l, 1995). Células T CD4^ específicas são importantes produtoras de IFN-y. Produzida 
durante a infecção micobacteriana também por células CD8^ (Bames et a l ,  1993; Lalvani et



a l ,  1998; Lyadova et a l ,  1998; Orme et a l ,  1992; Orme et a l,  1993; Serbina et a l ,  1999), e 
células NK, IFN-y é a citocina central no controle da infecção micobacteriana.

Estudo recente sobre alterações nos níveis de transcrição gênica de citocinas T 
auxiliadoras 1 e 2 (Thl e Th2), durante a infecção por M  tuberculosis, revela que a 
imunidade é tipo Thl (Jung et a l ,  2002). Estudos anteriores demonstraram que camundongos 
deficientes na produção de IFN-y não são capazes de inibir o crescimento dos bacilos (Cooper 
et a l, 1993; Flynn et a l ,  1993). A secreção de IL-12 por células apresentadoras de antígeno é 
essencial para a indução de resposta Thl, uma vez que a função principal de IL-12 é induzir a 
secreção de IFN-y, em especial por células NK. Além disso, o IFN-y ativa macrófagos 
murinos, inibindo a proliferação de alguns isolados de MAC (Appelberg et a l , 1993), e, IFN- 
y em associação com TNF-a, é capaz de inibir o crescimento de M. bovis e M. tuberculosis 
(Appelberg eí a/., 1993; Denis e /a /., 1990).

Estudos sobre o papel do IFN-y em infecções causadas por micobactérias ambientais 

menos comuns, como M. fortuitum, são escassos na literatura. O pré-tratamento com IFN-y é 
capaz de reduzir o crescimento intracelular em macrófagos murinos infectados por M  
fortuitum  (Sato et a l, 1996). Além disso, foi descrito um caso de infecção disseminada 
causada por M  fortuitum  e MAC em indivíduo portador de mutação gênica para o receptor de 
IFN-y, sugerindo a importância dessa citocina no controle de micobacterioses ambientais 

(Dorman et a l , 1998). Por outro lado, elevados níveis de IFN-y em camundongos infectados 

porM  fortuitum  estão associados à carga bacilar elevada, evidenciando que o papel do IFN-y 
no controle d eM  fortuitum  ainda é controverso (Parti et a l ,  2005).

Evidências apontam para a necessidade de um segundo indutor da expressão da óxido 

nítrico sintetase induzível (iNOS) para que IFN-y exerça a função de controlar o crescimento 
da micobactéria. A expressão de iNOS é regulada transcripcionalmente pela ação sinérgica de 
IFN-y e de um agonista da via do fator nuclear kB (NF-kB) (Aston et a l ,  1998; Bonecini-



Almeida et a l, 1998; Martin et a l ,  1994). IFN-y regula a expressão do fator de transcrição 
IRF-1, que é essencial para a transcrição da iNOS (Kamijo et a l , 1994), enquanto citocinas 
como TNF-a ou IL-1 e lipopolissacarídeo (LPS) regulam a translocação nuclear de NF-kB, 
seguindo a degradação de seu inibidor, IkB. Quando macrófagos são estimulados por LPS e 
IFN-y, simultaneamente, grandes quantidades da enzima iNOS são produzidas, em 

comparação com a estimulação por cada agonista sozinho.
A resposta imuno-inflamatória à infecção por Mycohacterium sp. tem sido estudada 

através da infecção experimental de diferentes linhagens de camundongos (Gangadharam,
1986). A utilização de um modelo in vivo é de fundamental importância para o conhecimento 
dos diversos fatores que favorecem o aparecimento da doença. Apesar de camundongos A/J 
serem utilizados como uma linhagem susceptível a o M  fortuitum  (Tomioka et a l ,  1993), em 
estudo realizado em nosso laboratório, demonstramos que camundongos BALB/c apresentam 
um perfil de susceptibilidade à infecção por M. intracellulare e M. fortuitum  (Bezerra de 
Menezes, 2003).

1.3.2.5 O papel do óxido nítrico

Óxido nítrico é gerado a partir da L-arginina pela oxidação de um nitrogênio terminal 
no grupo guanidino, uma reação catalisada pela enzima NO sintetase. Essa família de enzimas 
compreende pelo menos duas diferentes subfamílias: uma subfamília é dependente de cálcio e 
calmodulina e é expressa constitutivamente em alguns tipos celulares, notadamente no 
endotélio e alguns neurônios. A outra subfamília, que não depende de cálcio ou calmodulina 
como co-fatores, produz grandes quantidades de óxido nítrico por um longo período de tempo 
em macrófagos ativados e muitos outros tipos celulares.



o  processo bioquímico envolvido na síntese de óxido nítrico requer oxigênio 
molecular, dinucleotídeo nicotinamida-adenina fosfato reduzido (NADPH) e flavina ligada à 
enzima iNOS. NO promove a produção de outros intermediários reativos de nitrogênio, 
incluindo peroxinitrito e compostos de nitrosotiol, sendo o nitrito e o nitrato, os produtos 
fínais estáveis e mensuráveis.

A produção elevada de óxido nítrico por macrófagos ativados constitui o principal 
mecanismo microbicida (Chan et a l ,  1999; Fang, 1997; MacMicking et a l ,  1997). IFN-y e 

TNF-a foram identificados como as citocinas-chave responsáveis pela indução desse 
mecanismo antimicrobiano (Ding et a l ,  1988). A importância do óxido nítrico na defesa do 
hospedeiro contra algumas espécies de micobactéria, tanto in vitro como in vivo, está bem 
estabelecida, principalmente no modelo murino (Chan et a l ,  1999; Da Silva et a l,  2002; 
MacMicking e ta l ,  1997; Shiloh e ta l ,  2000).

Estudos anteriores demonstraram que camundongos deficientes para a iNOS não são 
capazes de controlar a infecção por M  tuberculosis (Jung et a l,  2002; MacMicking et a l,  
1997; Scanga et a l ,  2001). A inibição do crescimento de M. tuberculosis e M. bovis 
observada em macrófagos ativados foi atribuída à liberação de óxido nítrico (Flesch et a l,  
1991). Adicionalmente, sabe-se que a inibição do crescimento de M. tuberculosis pode ser 
revertida tanto in vivo em camundongos knockouts, como in vitro pela adição de um inibidor 
da iNOS á cultura de macrófagos estimulados por IFN-y associado ao LPS ou TNF-a (Chan 
e ta l ,  1995; MacMicking eí a/., 1997).

No modelo murino, o óxido nítrico desempenha um papel protetor tanto nas infecções 
persistentes crônicas quanto nas agudas (Flynn et a l , 1998; MacMicking et a l,  1997). Além 
disso, evidências sugerem que o óxido nítrico também desempenha um papel importante na 
defesa contra a tuberculose humana. Estudos anteriores detectaram, por imuno-histoquímica.
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níveis elevados de expressão de iNOS em macrófagos obtidos, a partir de lavagem bronco- 
alveolar, de indivíduos com tuberculose ativa (Nicholson et a l ,  1996; Wang et a l ,  1998).

No entanto, o papel do óxido nítrico no controle de infecções causadas por MAC é 
controverso. Macrófagos humanos tratados com TNF-a e infectados com M  avium avirulenta 
exercem fimção bactericida por um mecanismo dependente de intermediários reativos de 
nitrogênio (Denis, 1991). Além disso, foi demonstrado em estudo utilizando macrófagos 
murinos ativados por IFN-y e infectados com M  avium que existe correlação entre a atividade 
anti-bacteriana destas células e a produção de intermediários reativos de nitrogênio (Sato et 
a l, 1998). Weatherby e colaboradores (Weatherby et a l ,  2003) demonstraram ainda que o 
mecanismo pelo qual a estimulação alfa(2)-adrenérgica leva macrófagos a resistir ao 
crescimento de M. avium é o aumento da produção de peroxinitrito. No entanto, foi 
demonstrado que camundongos deficientes para o gene àe m o  axxmetíio ào
crescimento de M  avium (Doherty et a l ,  1997). Adicionalmente, Gomes e colaboradores 
(Gomes et a l, 1999) demonstraram que o óxido nítrico não participa dos mecanismos 
antimicobacterianos de macrófagos murinos infectados por M. avium e pode contribuir 
agravando a infecção pela supressão da resposta imune ao patógeno, ao inibir a produção de 
IFN-y por células T antígeno-específicas. Além disso, estudos in vitro utilizando macrófagos 
murinos derivados de medula óssea demonstraram que bacilos da maioria das cepas de M  
avium são capazes de sobreviver e se muhiplicar dentro destas células. O tratamento com 
IFN-y e/ou TNF-a inibe o crescimento dos bacilos, contudo não é revertido pela presença de 
inibidor da iNOS, L-NMA (N-monometil-L-arginina) (Appelberg et a l , 1994; Appelberg et 
a l,  1993). Finalmente, foi demonstrado que a produção de óxido nítrico por macrófagos 
alveolares de ratos não inibe o crescimento dos bacilos d eM  intracellulare (Doi et a l , 1993).

Em estudo comparativo com M. intracellulare e M. fortuitum realizado anteriormente 
em nosso laboratório, foi demonstrado que células da linhagem murina J774 infectadas com
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M. intracellulare apresentam uma maior produção de óxido nítrico do que aquelas infectadas 
com M  fortuitum. Apesar do bloqueio do óxido nítrico não alterar a viabilidade dos dois 
bacilos, há uma relação inversa entre a produção do óxido nítrico e a viabilidade apenas d eM  
intracellulare. Esse dado indica que, em células J774, M  intracellulare é mais sensível ao 
estímulo por IFN-y (Da Silva et a l , 2002).

1.4 FAGOCITOSE E MICOBACTÉRIA

Diversos receptores presentes na superfície celular podem participar da ligação e 
fagocitose de micobactérias, incluindo receptores manose, receptores para porção Fc de 
imunoglobulinas (Armstrong et a l ,  1975), receptores scavenger (Zimmerli et a l ,  1996) e 
receptores do complemento, sendo os úhimos os principais receptores envolvidos na 
fagocitose de micobactérias não opsonizadas e opsonizadas (Brown, 1991; Schlesinger, 1996; 
Schorey e ía /., 1997).

A interação entre o ligante na superfície do patógeno e os receptores presentes nas 
células hospedeiras representa uma etapa importante para o tráfego do patógeno para o 
interior destas células. A intemalização de bacilos mediada por receptores Fc leva à ativação 
de uma via de sinalização que contribui para a resposta inflamatória, como a ativação de 
macrófagos (Coso et a l , 1995; Minden et a l ,  1995). Bacilos opsonizados com anticorpos 
específicos contra M. tuberculosis são internalizados via receptores Fcy de macrófagos, 
resultando na completa maturação dos fagossomas micobacterianos (Armstrong e ta l ,  1975).

A fagocitose de micobactérias via receptores do complemento (CR) leva à ativação de 
uma via de sinalização diferente, a qual não resulta na ativação de mecanismos bactericidas 
(Bokoch, 1995; Caron et a l,  1998; Cox et a l ,  1997). A intemalização de M  tuberculosis 
mediada por CR resulta na formação de fagossomas que não fiisionam com lisossomas da
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célula hospedeira (Armstrong et a l ,  1971). Além disso, foi demonstrado que a ligação com 
CR3 parece suprimir seletivamente a produção de IL-12, um modulador importante da 
resposta imune celular contra micobactéria (Marth et a l, 1997; Sutterwala et a l ,  1997).

A presença de colesterol na membrana plasmática parece desempenhar um papel 
importante na intemalização de micobactéria via receptor do complemento, uma vez que a 
fagocitose dos bacilos é inibida após a depleção de colesterol da membrana plasmática dos 
macrófagos (Gatfield et a l , 2000).

Outra classe de receptores importantes na intemalização da micobactéria é a dos 
receptores tipo Toll (TLRs). Estudos demonstraram que, in vitro, TLR2 e TLR4 participam na 
resistência de camundongos contra tuberculose (Means et a l ,  2001; Means et a l ,  1999). O 
papel do TLR4, in vivo, é contraditório. Estudo utilizando camundongos deficientes para 
TLR4, demonstrou que a ausência deste receptor leva à uma redução da resistência e, 
conseqüentemente, uma redução da sobrevida dos animais (Abel et a l , 2002). Entretanto, a 
presença ou ausência de TLR4 não resulta em diferentes respostas à infecção pelo M  
tuberculosis (Kamath et a l, 2003).

L4.1 Trajeto intracelular

Os fagossomas formados pela intemalização de partículas inertes passam por uma 
série de eventos de maturação que refletem os estágios da via endossomal-lisossomal (Pitt et 
a l, 1992). O fagossoma formado sofi ê fusões com lisossomas da célula, constituindo um 
processo complexo de maturação (Desjardins et a l,  1994). Os eventos de fusão são regulados 
por proteínas da família das SNARE’s (receptores solúveis de proteínas de fusão sensíveis a 
N-etilmeleimida) e Rab (Rothman et a l ,  1997). As SNAREs participam do processo de fusão 
pela interação de uma v-SNARE específica (presente na membrana da vesícula) com uma t-
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SNARE (presente na membrana alvo), permitindo assim a especificidade da ligação (Sollner 
et a i, 1993; Whiteheart et a l,  1993). As proteínas Rab são pequenas proteínas G, cujo papel é 
ligar e hidrolisar o GTP, promovendo o ancoramento de vesículas as membranas alvo e ao 
complexo SNARE (Colombo et a l ,  1992; Mayorga et a l ,  1989; Novick et a l , 1997). O ciclo 
de ligação e hidrólise do GTP regula a taxa de fiisão vesicular (Lodish et a l ,  2000). A 
distribuição das proteínas Rab é diferenciada através da via endocitica. Rab5 e Rab7 são 
pequenas GTPases que controlam o tráfego da via endocitica. Rab5 regula o transporte da 
membrana plasmática ao endossoma primário e a fusão homotípica destes compartimentos, 
enquanto Rab7 regula o transporte do endossoma primário ao endossoma tardio (Bucci et a l , 
1992; Feng et a l, 1995; Gorvel et a l ,  1991). Além das proteínas SNARE e Rab, o processo 
de fiisão de vesículas em células de mamíferos requer a participação de fatores citosólicos 
como NSF (proteína de flisão sensível a N-efilmeleimida), cuja fimção é desassociar o 
complexo SNARE formado com a fiisão, permintindo a reciclagem do monômero SNARE e a 
progressão do transporte vesicular, e SNAP (proteína solúvel de ligação à NSF), que se liga 
ao complexo SNARE e, posteriormente, á NSF, estimulando sua função de ATPase (Pryer et 
a l, 1992; Rothman e /a /., 1992; Whiteheart eí a/., 1993).

A partícula fagocitada induz á formação de compartimentos com características de 
endossomas primários, os quais acidificam em pH em tomo de 6 e adquirem marcadores de 
membrana de endossomas primários, como Rab5 e receptor manose. O processo de 
acidificação é mediado pela proton-ATPase, um complexo protéico que se acumula durante a 
biogênese do endossomo (Casciola-Rosen et a l ,  1992; Fuchs et a l , 1989; Maxfield et a l,
1987). Em pH 6,0 alguns ligantes, como a transferrina ligada ao ferro, se dissociam de seus 
receptores que reciclam retomando à superfície da célula (Goldenthal et a l ,  1988).

Uma vez que a maturação do fagossoma é um processo dinâmico, suas características 
continuam a mudar com a aquisição posterior de proteínas transmembranas através da fusão
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com vesículas. A posterior redução do pH para cerca de 5,5, o surgimento de LAMP 
(giicoproteina de membrana associada a iisossomos), catepsina D, Rab7 e receptor manose-6- 
fosfato caracterizam o endossoma tardio. O receptor manose-6-fosfato é responsável pela 
entrega de hidrolases lisossomais da via trans-Golgi para o endossoma tardio. Na maturação 
para lisossoma, o receptor manose-6-fosfato é removido e a concentração de LAMP e 
catepsina D aumenta. O pH do lisossoma varia em tomo de 4,5 a 5,0 (Komfeld et a l , 1989).

Os patógenos intracelulares apresentam diversas estratégias para subverter processos 
fundamentais em células eucarióticas ou converter seus compartimentos subcelulares em 
ambientes favoráveis para seu crescimento, multiplicação e, em alguns casos, sua persistência 
(Finlay et a l , 1997). Patógenos como Listeria, Shigella e Trypanosoma são capazes de 
escapar dos fagossomas por eles induzidos e se multiplicar no citosol, enquanto Leishmania e 
Coxiella parecem resistir às enzimas hidrolíticas dos lisossomas das células do hospedeiro, 
sendo capazes de sobreviver e se multiplicar dentro desses compartimentos (Akporiaye et a l , 
1983; Alexander et a l,  1975; Gaillard et a l ,  1987; Havell, 1986; High et a l ,  1992; Milder et 
a l, 1980).

Outros microorganismos patogênicos, como o Mycobacterium, modulam a maturação 
dos fagossomas nos quais se encontram, por restrição da progressão dos fagossomas a 
fagolisossomas. Desta forma, os vacúolos nos quais esses microrganismos persistem exibem 
flisão limitada com lisossomas (Sturgill-Koszycki et a l ,  1994). Além disso, foi demonstrado, 
recentemente, queM  marinum é capaz de escapar do fagossoma para o citosol (Stamm et a l, 
2003).
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1.4.2 Características do fagossoma induzido por micobactéria

Está bem documentado que fagossomas induzidos por diferentes espécies de 
micobactéria apresentam acidificação reduzida (Crowle etal., 1991; Hackam et a l ,  1998; Oh 
et a l , 1996), o que foi associado ao bloqueio no acúmulo de bombas de próton-ATPase 
nesses compartimentos (Sturgill-Koszycki e ta l ,  1994; Xu e ta l ,  1994). Foi sugerido que esse 
bloqueio pode ser decorrente de um mecanismo seletivo de inibição da flisão de vesículas 
contendo bombas de próton com fagossomas em formação ou à rápida remoção da bombas 
após ter sido entregue ao fagossoma (Russell, 1998).

Apesar dos fagossomas induzidos pelas micobactérias não apresentarem bombas de 
próton na sua membrana, estes íusionam livremente com vesículas contendo LAMP 
(glicoproteínas de membrana associadas a lisossomas) (Sturgill-Koszycki et a l ,  1994). Foi 
demonstrado que fagossomas formados por M. tuberculosis em macrófagos murinos 
derivados de medula óssea apresentam LAMP em suas membranas (Xu et a l ,  1994). Em 
contraste, uma fraca marcação para LAMP foi observada em fagossomas induzidos por M. 
tuberculosis em estudos quantitativos de microscopia eletrônica com monócitos humanos 
(Clemens e ta l ,  1995).

Além da ausência de bombas de prótons na sua membrana, os fagossomas induzidos 
por micobactéria são caracterizados pela persistência de marcadores de endossomos primários 
e aquisição limitada de marcadores de endossomos tardios (Sturgill-Koszycki et a l ,  1996). 
Foi demonstrado que o fagossoma induzido por M. tuberculosis não apresenta receptores de 
manose-6-fosfato, um marcador de endossoma tardio, mas sim receptores para transferrina, 
um marcador de reciclagem endossomal (Clemens et a l,  1995). Estudos prévios mostraram 
que os fagossomas induzidos por M  tuberculosis e M  avium permanecem acessíveis á 
transferrina internalizada (Clemens et a l ,  1996; Sturgill-Koszycki et a l ,  1996). A
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manutenção dessas características de endossoma primário parece requerer atividade 
metabólica presente nos bacilos vivos, uma vez que bacilos mortos são internalizados em 
vacúolos que acidificam e fiisionam livremente com lisossomas (Clemens et al., 1996). O 
bloqueio da maturação de fagossomas contendo micobactéria ocorre entre estágios 
controlados por Rab5 e Rab7 (Via et a l ,  1997). Assim, estes compartimentos adquirem e 
acumulam Rab5, entretanto não adquirem Rab7. Recentemente, foi sugerido que Rab5 
facilitaria a aquisição de ferro pela micobactéria internalizada (Kelley et a l ,  2003) e que 
EEAl (autoantigeno 1 de endossomas primários), molécula efetora de Rab5 que participa do 
processo de fiisão, não é recrutado para o fagossoma induzido pela micobactéria (Fratti et a l ,  
2001).

Outra caracteristica dos fagossomas induzidos por micobactérias que aparentemente 
associa-se á sobrevivência dos bacilos é a presença da proteina TACO (proteína de cobertuta 
contendo triptofano-aspartato). Em estudos utilizando macrófagos murinos da linhagem J774 
Al infectados por M. bovis BCG, foi demonstrado que a proteína TACO, presente em 
macrófagos, é recrutada e retida ativamente em fagossomas contendo micobactéria viva. Os 
autores sugerem que esse seria o mecanismo que previne a fusão de fagossomas 
micobacterianos com lisossomas, favorecendo assim a sobrevivência dos bacilos no interior 
de macrófagos (Ferrari et a l ,  1999).

Em estudo no qual comparamos a resposta da linhagem macrofágica J774 às 
micobactérias ambientais, M  intracellulare e M  fortuitum, avaliamos a capacidade de fiisão 
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 a l ,  2002).
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A tuberculose é a doença infecciosa mais comum em todo o mundo. Com o 
aparecimento da síndrome de imunodeficiência adquirida (AIDS), houve um aumento 
significativo do número de casos novos de tuberculose, principalmente nos países do terceiro 
mundo. Além do M  tuberculosis, micobactérias ambientais são uma causa comum de 
infecções bacterianas disseminadas em pacientes imunocomprometidos, aumentando a 
morbi/mortalidade em indivíduos com imunodeficiência (Horsburgh, 1991; Horsburgh et a i ,  
1989). Além disso, a exposição a micobactérias ambientais pode constituir um dos fatores 
associados à baixa eficácia da imunização com a vacina BCG (Black et a l ,  2002). 
Adicionalmente, foi demonstrado que a sensibilização prévia com micobactérias ambientais 
pode inibir a multiplicação do BCG, prevenindo a indução de uma resposta imune eficaz 
mediada por BCG e proteção contra a tuberculose (Brandt et a i ,  2002). O efeito inibitório de 
micobactérias ambientais na eficácia do BCG depende da extensão do reconhecimento 
cruzado de antígenos compartilhados com a vacina, indicando que a exposição prévia a 
micobactérias ambientais, dependendo da espécie, deve influenciar na resposta à vacinação 
(Demangel et a l ,  2005).

Em estudo in vitro  realizado em nosso laboratório, 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 a l ,  1991). M  fortuitum  induz, in vitro, fagossomas que têm fusão restrita com 
lisossomas, porém os bacilos viáveis de M  intracellulare induzem fagossomas que íusionam 
amplamente com lisossomas. Essa diferença observada in vitro  pode também ocorrer in vivo. 
É provável que, in vivo, essas micobactérias ao infectar macrófagos induzam a formação de
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fagossomas e fagolisossomas, respectivamente. Isso deve influenciar no processamento e 
apresentação de antígenos dessas duas espécies de micobactérias e, consequentemente, na 
resolução do processo infeccioso. No entanto, nos estudos realizados com células de linhagem 
em que avaliamos tempos mais curtos de infecção, não foram observadas diferenças nem no 
percentual de células infectadas, nem na carga bacilar, quando comparados M  intracellulare e 
M  fortuitum. Com as células de linhagem não foi possível realizar estudos em tempos mais 
longos, pois elas arredondavam e se soltavam da placa, evidenciando a característica de 
imaturidade desse tipo celular. Além disso, estudos nos quais utilizam-se macrófagos 
peritoneais inflamatórios observa-se melhor os eventos ocorridos in vivo. Este trabalho 
permitirá avaliar a resposta de macrófagos peritoneais inflamatórios de camundongos 
BALB/c infectados com M  intracellulare ou M  fortuitum, desde a fase inicial até momentos 
mais tardios da infecção por essas micobactérias.

19



3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a interação entre macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c e M. 

fortuitum ou M. intracellulare.

3 2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

3.2.1 Avaliar a capacidade deM  intracellulare e M  fortuitum  de infectar e sobreviver 
no interior de macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c.

3.2.2 Avaliar a capacidade deM  intracellulare eM . fortuitum  de induzir a produção 
de óxido nítrico em macrófagos ativados por IFN-y in vitro.

3.2.3 Caracterizar o compartimento induzido porM intracellulare eM . fortuitum.
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5.1 CULTIVO DE CÉLULAS IN VITRO

Macrófagos peritoneais obtidos do peritôneo de camundongos BALB/c foram 
cultivados a 37°C e 5% CO2 em RPMI (SIGMA) suplementado com 25 mM de HEPES (N-2- 
hidroxetilpiperazina;N’-2-etano ácido sulfônico) (SIGMA) pH 7,4, 2 mM de glutamina 
(SIGMA), 0,02 mg/ml de ciprofloxacina, 2 g/l de bicarbonato de sódio (SIGMA) e 10% de 
soro bovino fetal (GIBCO) -  RPMI completo.

5.2 MICOBACTÉRIAS PARA INFECÇÃO

Colônias de M. intracellulare e de M  fortuitum foram cultivadas em ágar 7H10 
suplementado com 10% de Middlebrook OADC Enrichment (OADC/ BECTON, 
DICKINSON AND COMPANY) a 37°C. Essas cepas de M  intracellulare e M  fortuitum 
foram isoladas, respectivamente, a partir de fígado e baço de camundongos C57BL/6 e 
BALB/c nu/nu infectados e caracterizadas por genotipagem, pela PCR (Reação em Cadeia da 
Polimerase), por Dra. Sylvia Leão (Da Silva et al, 2002). Após 30 dias de infecção com essas 
cepas, os animais foram sacrificados e fragmentos de fígado e baço foram homogeneizados e 
cultivados em meio ágar 7H10 (DIFCO), por 10 dias, a 37°C. As colônias foram então 
expandidas, distribuídas em alíquotas com 20% de glicerol e congeladas a -  70°C. Vinte dias 
antes de cada experimento as micobactérias foram descongeladas e plaqueadas em meio ágar 
7H10 (DIFCO) e as colônias foram coletadas, ressuspensas e diluídas em meio 7H9 (DIFCO) 
para a obtenção da concentração desejada para a infecção, no dia do experimento. Deste 
modo, foram sempre utilizadas nos experimentos micobactérias em primeira passagem.
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A identificação das micobactérias estudadas foi realizada usando a combinação de PCR 
com digestão enzimática dos produtos amplificados, método comumente denominado PCR- 
Restriction Enzyme Analysis (PRA). A técnica PRA-fe/>65 descrita em 1993 por (Telenti et 
ai, 1993) se baseia na amplificação de um fragmento de 441 pb do gene hsp65 e digestão 
com as enzimas BstE n  e Hae III.

As bactérias foram crescidas em meio de cultivo sólido específíco para micobactérias 
7H10-OADC (Middlebrook 7H10 suplementado com ácido oléico, catalase, albumina e 
dextrose -  OADC, BBL do Brasil) e em meios não específícos (meio de Luria Bertani -  
triptona, NaCl, extrato de levedura e Ágar), para observação da velocidade de crescimento, 
pigmentação e capacidade de crescimento em meios não específícos.

Para identifícação molecular, os diferentes tipos de colônias foram isolados e colônias 
com características semelhantes foram reunidas, ressuspensas em 100|iL de TET (Tris-HCI 
lOmM pH 7,5, EDTA ImM, 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 extração do DNA. Para 
cada reação de PCR foram utilizados 10|iL do sobrenadante deste lisado. As condições da 
PCR estão descritas na tabela 1.
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5.2.1 Caracterização das micobactérias
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Tabela 1: Condições da PCR utilizada para amplificar um fragmento do gene hsp65 (PRA)
INICIADORES

REAÇÃO

AMPLIFICAÇÃO

ELETROFORESE
PRODUTO

Tbll 5’ ACCAACGATGGTGTGTCCAT 3’ 
Tbl2 5’ CTTGTCGAACCGCATACCCT 3’
KCI 50mM 
Tris-HCI lOmMpHS 
MgCl2 l,5mM 
dNTPs 200|aM 
Glicerol 10% 
iniciadores 0,5|iM 
Taq DNA Polimerase lU
1 ciclo 
45 ciclos

1 ciclo 
agarose 1% 
441pb

94 °C 
94 °C 
65 T  
72 ”C 
72 X

5 mim 
1 mim 
1 mim 
Imim 
10 mim

lOOV

Após a reação de PCR, metade do volume desse produto de amplificação foi digerido 
com a enzima BsíE II (Promega) a 60 °C por 2 horas e outra alíquota igual foi digerida com a 
enzima Hae III (Invitrogen) a 37 °C por 2 horas. Após as digestões, as amostras foram 
aplicadas em gel de agarose (FMC -  Biologia Molecular do Brasil) a 4%. Após a eletroforese 
a 5V/cm, o gel foi corado com brometo de etídio (Sigma-Aldrich) e visualizado em 
transiluminador sob luz ultra-violeta. Os resuhados foram interpretados por comparação com 
perfis de ^KA-hsp65 publicados (Devallois et a l, 1997; Leão S.C., 2004). Foram observados 
dois tipos de colônias:

1. colônias brancas, grandes, com crescimento visível em poucos dias de cultivo, 
inclusive em meios não específícos para crescimento de micobactérias, caracteristicas de 
micobactérias de crescimento rápido (Figura 1 A).

2. colônias cor creme, pequenas, que cresceram principalmente no meio específico 
para micobactérias 7H10-OADC. Observou-se crescimento incipiente no meio LB somente
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após muitos dias e com poucas colônias, características de micobactérias de crescimento lento 
(Figura IB).

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

Após a realização do método ¥KA-kq>65  ̂ as bactérias das colônias 1 apresentaram 
perfil de digestão com a enzima BstE n  (235 pb -  115 pb -  85 pb) e Hae IH (145 pb -  120 pb 
-  60 pb -  55 pb) característico de M  fortuitum I e as bactérias das colônias 2 apresentaram 
perfil de digestão com a enzima BstE II (235 pb -  115 pb -  100 pb) e Hae IH (145 pb -  130 
pb -  60 pb) característico deM  intracellulare I (Figura 2).
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1 = bactérias das colônias 1
2 = bactérias das colônias 2
M = 50 bp DNA ladder (Invitrogen)

Figura 2 -  Perfil de digestão das colônias com as enzimas BstE II e Hae III. Após a cultura, as 
colônias de micobactéria foram ressuspensas para extração de DNA. Em seguida, foi realizado o 
método PRA-/75/765. As bactérias das colônias 1 apresentaram perfil de digestão com a enzima BstE II (235 pb -  115 pb -  85 pb) e Hae III (145 pb -  120 pb -  60 pb -  55 pb) característico de M fortuitum I 
e as bactérias das colônias 2 apresentaram perfil de digestão com a enzima BstE II (235 pb -  115 pb -  
100 pb) e Hae III (145 pb -  130 pb -  60 pb) característico deM intracellulare I.

5.3 INFECÇÃO DE MACRÓFAGOS

Após os macrófagos peritoneais terem sido cultivados por 24 horas e lavados para 
retirada de células não aderidas, foram incubados na presença ou não de 100 Ul/ml de IFN-y 
(R&D), na concentração de 2x10  ̂ou 10̂  células/ml, em placas de 24 poços (Costar) contendo 
lamínulas de vidro, em triplicata, em RPMI completo sem ciprofloxacina (RPMI para 
infecção). Após 24 horas de incubação a 37°C e 5% CÔ , as células foram infectadas por M



intracellulare opaca ou M  fortuitum transparente na proporção de 10 bacilos por célula e 
reincubadas por 4 horas em RPMI para infecção. Em seguida, as células foram lavadas para 
retirar os bacilos não internalizados e incubadas por 20 ou 44 horas adicionais em meio para 
infecção na presença ou não de IFN-y. O sobrenadante dessas culturas foi colhido para a 
determinação da produção de óxido nítrico (NO). As lamínulas foram retiradas, fixadas com 
glutaraldeído a 2% por 20 minutos e coradas pelo método de Ziehl-Nielsen. A concentração 
de micobactéria utilizada para infecção foi calculada a partir da densidade óptica da suspensão 
de bacilos de 0,400, em DOjso- A suspensão de bacilos foi, então, plaqueada para 
determinação da concentração real de micobactérias usada para infecção.

5.4 DETERMINAÇÃO DO PERCENTUAL DE CÉLULAS INFECTADAS

Após a fixação com glutaraldeído a 2%, as lamínulas foram coradas pelo método de 
Ziehl-Nielsen e, em seguida, montadas em lâminas e observadas ao microscópio óptico 
(magnificação xlOOO). Foram realizados três experimentos e contados um mínimo de 200 
macrófagos por lamínula, em triplicata, para a determinação do percentual de células 
contendo micobactéria.

5.5 AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE INTRACELULAR DE M  intracellulare E M  
fortuitum

Macrófagos peritoneais, após ativação ou não com IFN-y na concentração de 100 
Ul/ml, foram distribuídos em triplicata em placas de 24 poços (Costar) e infectados por 24 
horas, com 10 bacilos por célula, como descrito no item anterior. Em seguida, essas células 
foram lisadas com solução de 0,1% de SDS na presença de 20 ng/ml de inibidor de proteases
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(PMSF, TPCK, TLCK, NPGB). O lisado foi então centrifugado por 3 minutos a 12.000 g e as 
micobactérias livres foram ressuspensas em 1 ml de meio ágar 7H9. As suspensões de 
micobactérias foram, então, submetidas a diluições sucessivas até 10"̂ , espalhadas em placas 
de petri com ágar 7H10 e mantidas por 20 dias em cultura. O número de unidades formadoras 
de colônias (UFC) foi, então, contado e a relação micobactéria por célula determinada.

5 6 DETERMINAÇÃO DA PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO

A produção de óxido nítrico foi determinada através do método de Griess (Ding et a i, 
1988), a partir da quantificação de nitrito presente nos sobrenadantes das culturas. Uma curva 
padrão foi construída para a quantificação de nitrito, a partir de uma solução de nitrito de 
sódio a 200 ^M em RPMI, seguida de diluições seriadas (1:2), distribuídas em triplicatas, em 
placas de 96 poços. A revelação foi feita com a adição de solução à base de sulfanilamida 1% 
e N-1 naftiletilenodiamina (NEED), na proporção de 1:2. A leitura foi feita em 
espectrofotometro, à densidade óptica de 490nm (D O 490) e analisada no programa SOFTmax 
PRO 3.0. Os resultados foram expressos em concentração de nitrito (fjM).

5 7 DETERMINAÇÃO DA FUSÃO DE FAGOSSOMA COM LISOSSOMA ATRAVÉS DE 
MICROSCOPIA ELETRÔNICA

Macrófagos perironeais (5xlO^/ml) foram distribuídos em placas de petri (Costar) e 
incubados com partículas de ouro coloidal (15 nm) conjugadas à albumina bovina (BSA) por 
quatro horas. Após esse período, os macrófagos foram lavados, tratados com 100 Ul/ml de 
IFN-y. Em seguida, as células foram incubadas em RPMI para infecção por 18 horas a 37 "C e 
5% CO2, periodo necessário para o ouro coloidal se acumular apenas em compartimentos
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lisossomais. As células foram, então, infectadas porM intracellulare oüM. fortuitum (Figura 
3). Após 4, 24 e 48 horas, as células foram fixadas em glutaraldeído a 2,5%, pós-fixadas em 
tetróxido de ósmio e, finalmente, em acetato de uranila. As amostras foram desidratadas em 
soluções de acetona e embebidas em resina Epon.

A distribuição de micobactérias por vacúolos foi quantificada pela contagem de 150 a 
200 vacúolos por grupo, A fiisão de fagossomas com lisossomas foi considerada quando pelo 
menos uma partícula de ouro coloidal era visualizada no vacúolo micobacteriano.

Figura 3 -  Desenho experimental do experimento de microscopia eletrônica. As células foram (^das e plaqueadas como descrito anteriormente. Após a lavagm para retirada das células não 
aderidas, os macró&gos foram incubados com partículas de ouro coloidal conjugadas a albumina 
bovina por 4 horas, período necessário para acúmulo do ouro em compartimentos lisossomais. Em 
seguida as células foram tratadas ou não por IFN^ e incubadas por 24 horas. Após a incubação, as 
células foram infectadas por M fortuitum ou M intracellulare e 4, 24 e 48 hcuas após a infecção 
foram fixadas e processadas para microscopia eletrônica.



Para cada avaliação foram realizados três experimentos em triplicata e a comparação 
entre os grupos de células infectadas por M. intracellulare ou M  fortuitum foi realizada 
utilizado-se o teste t de Student (programa GraphPad Prism, versão 4.00 - GraphPad Software 
Incorporated). As diferenças foram consideradas estatisticamente significativas quando o 
valor de p<0,05.
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5.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA



6.1 AVALIAÇÃO DO PERCENTUAL DE CÉLULAS INFECTADAS POR M. 
intracellulare E M. fortuitum

A capacidade de M. intracellulare e M. fortuitum  de infectar macrófagos peritoneais 
de camundongos BALB/c foi avaliada pela determinação do percentual de células infectadas, 
com utilização do microscópio óptico.

M. fortuitum  (n=3) apresenta uma maior capacidade de infectar macrófagos 
peritoneais de camundongos BALB/c que M. intracellulare (n=3), nos tempos de 4, 24 e 48 
horas após a infecção (Figura 4). As diferenças observadas entre M. fortuitum  e M  
intracellulare quanto ao percentual de células infectadas são estatisticamente significantes 
para os tempos de 4 horas, em dois dos três experimentos, e para os tempos de 24 e 48 horas, 
nos três experimentos realizados (Figura 1, anexo I).

6.2 AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE E SOBREVIVÊNCIA INTRACELULAR DE M  
intracellulare E M  fortuitum

A capacidade de M. intracellulare e M  fortuitum  de sobreviver no interior de 
macrófagos peritoneais de camundongos susceptíveis BALB/c foi determinada pela avaliação 
da carga bacilar.

As células foram infectadas e, no tempo de 4 horas, foram lavadas para retirada dos 
bacilos não internalizados e para determinação do número de bacilos internalizados. 
Observamos que, no tempo de 4 horas, o número de bacilos internalizados de M  fortuitum  foi 
estatisticamente maior que o número de bacilos de M  intracellulare (Figura 2, anexo I).
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6. RESULTADOS



Entretanto, a análise das médias dos experimentos não mostrou diferença estatística (Figura 5,
n=3,/?>0,05).

Após a lavagem, foi avaliada a capacidade de sobrevivência e multiplicação dos 
bacilos. Nos tempos de 24 e 48 horas, foi observada uma maior viabilidade de M. fortuitum 
comparada a M  intracellulare (Figura 5, n=3). Apesar dessa diferença não ser 
estatisticamenrte significante (p>0,05), na análise individual de cada experimento em 48 
horas após a infecção, a viabilidade de M  fortuitum  é maior que a de M  intracellulare 
(Figura 2, anexo I), Avaliamos, então, se havia modificação do número de bacilos viáveis ao 
longo do tempo e observamos que nem o número de bacilos de M  intracellulare (r^=0,9938, 
/?=0,0501), nem o de M. fortuitum  (r^=0,0024, /?=0,9687) alterou em relação ao tempo de 
infecção.
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Figura 4 - 0  percentual de macrófagos infectados por M. fortuitum é maior do que o de macrófagos infectados por M. intracellulare. Macrófagos peritoneais (5 x lOVml) foram infectados 
com M intracellulare ou M fortuitum (10 bacilos por célula). Após 4 horas, as células foram lavadas e reincubadas por adicionais 20 e 44 horas de infecção. As células foram fixadas em glutaraldeído e 
coradas pelo método de Ziehl-Nielsen para contagem do número de células contendo micobactérias. 
Os pontos representam a média de cada experimento (n=3) e, devido a grande dispersão entre os experimentos, não foi possível demonstrar diferenças estatisticamente significantes na média dos 
experimentos (p>0,05,).
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■ M. intracellulare 
A M. fortuitum

Figura 5 - M fortuitum apresenta maior viabilidade que M. intracellulare. Macrófagos peritoneais 
não tratados foram infectados como descrito anteriormente. Após 4 horas, as células foram lavadas e reincubadas por adicionais 20 e 44 horas de infecção. As células foram então lisadas e, após diluições 
seriadas até lO '* foram plaqueadas. O número de bacilos por célula foi avaliado pela contagem de 
unidades formadoras de colônias (UFC). Os pontos representam a média de cada experimento (n=3) e, 
devido a grande dispersão entre os experimentos, não foi possível demonstrar diferenças 
estatisticamente significantes na média dos experimentos (p>0,05).



6.3 ESTIMULAÇÃO POR IFN-y E PAPEL DO ÓXIDO NÍTRICO PRODUZIDO POR 
MACRÓFAGOS PERITONEAIS INFECTADOS PORM intracellulare E M  fortuitum

A capacidade de M  intracellulare e M  fortuitum de induzir a produção de óxido 
nítrico em macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c foi avaliada pela técnica de 
Griess, a partir da dosagem de nitrito (Ding et a l, 1988). Após 4, 24 e 48 horas de infecção 
com essas micobactérias, os níveis de óxido nítrico foram medidos nos sobrenadantes das 
culturas de macrófagos peritoneais previamente tratados ou não com 100 Ul/ml de IFN-y.

Os resultados mostram que macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c 
infectados com M  intracellulare ou M  fortuitum respondem de maneira diferente quanto à 
produção de óxido nítrico. Macrófagos peritoneais apenas infectados por uma ou outra 
espécie de micobactéria e não tratados por IFN-y produzem baixos niveis de óxido nítrico em 
todos os tempos estudados, tendo variado de 0 a 4,65 |jM nas células infectadas com M  
intracellulare (n=3) e 0,03 a 5,72 îM nas infectadas com M  fortuitum (n=3). Na figura 6 
observa-se que apesar de IFN-y induzir produção de óxido nítrico em células infectadas pelas 
micobactérias ambientais, nas células infectadas por M  intracellulare (n=3) essa produção é 
superior quando comparada com àquela das células infectadas porM fortuitum (n=3). Apesar 
da análise das médias dos experimentos não apresentar diferença estatística (n=3, p>0,05), a 
análise de cada experimento mostrou que nos tempos de 24 e 48 horas, a infecção por M  
intracellulare induziu uma produção de óxido nítrico estatisticamente maior do que a infecção 
porM fortuitum (Figura 3, anexo I).

Foi avaliado então o papel do IFN-y na infecção por uma ou outra micobactéria em 
macrófagos previamente tratados com 100 Ul/ml de IFN-y. A figura 7 mostra que o 
tratamento com IFN-y não 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 não reduz a infecção de macrófagos pelas duas espécies de micobactérias ambientais.

Para avaliar a capacidade de IFN-y em interferir na viabilidade dos bacilos, as células 
foram tratadas com IFN-y e infectadas como descrito anteriormente. Após 4, 24 e 48 horas de 
infecção, as células foram lisadas e, após diluições seriadas até 10 "̂ foram plaqueadas em 
7H10. Após dez dias, as unidades formadoras de colônias (UFC) foram contadas e o número 
de bacilos por célula foi avaliado. A figura 8 mostra que, após o tratamento das células com 
IFN-y, também não houve alteração na viabilidade intracelular tanto de M  intracellulare {t de 
Student; p>0,05), como de M  fortuitum (t de Student; p>0,05), em todos os tempos 
analisados.

Ainda com o objetivo de avaliar o efeito do tratameno por IFN-y na infecção por essas 
micobactérias, foi determinada a correlação entre o óxido nítrico produzido após o tratamento 
e a carga bacilar. Nossa expectativa é que haveria uma relação inversa entre o óxido nítrico 
produzido e a carga bacilar. Em relação à infecção por M. fortuitum, o óxido nítrico não 
alterou a infecção, indicando que essa espécie de micobactéria não é sensível a diferentes 
concentrações dessa molécula produzida in vitro (r=0,6506, p=Q,Q511). Interessantemente, 
quanto maior o óxido nítrico produzido, maior a carga bacilar de M. intracellulare em 
macrófagos infectados (r=0,8306, /?=0,0056) (Figura 9), mostrando que o óxido nítrico tem 
efeito diverso sobre as duas espécies de micobactérias ambientais.
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Figura 6 - A produção de óxido nítrico é maior nas células infectadas por M. intracellulare. Os
sobrenadantes dos macrógafos peritoneais tratados com IFN-y e infectados porM intracellulare ouM fortuitum foram coletados após 4, 24 e 48 horas de infecção para dosagem dos níveis de nitrito. Os 
pontos representam a média de cada experimento em triplicata e, devido a grande dispersão entre os 
experimentos, não foi possível demonstrar diferenças estatisticamente significantes na média dos 
experimentos {t de Student; /?>0,05).
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Figura 7 - A adição de IFN-y nas culturas in vitro de macrófagos nâo altera o percentual de células infectadas por M intracellulare e M. fortuitum. Macrófagos peritoneais (5 x lOVml), 
tratados ou não por IFN-y, foram infectados com M. intracellulare ou M. fortuitum (10 bacilos por 
célula). Após 4 horas, as células foram lavadas e reincubadas por adicionais 20 e 44 horas de infecção. 
Nos tempos de 4, 24 e 48 horas de infecção, as células foram fixadas em glutaraldeído e coradas pelo 
método de Zielh-Nielsen para contagem do número de células contendo micobactérias. Os pontos representam a média de cada experimento em triplicata {t de Student, /?>0,05).
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Figura 8 -  A adição de IFN-y nas culturas in vitro de macrófagos não altera a viabilidade 
intracelular de M. intracellulare e M fortuitum. Macrófagos peritoneais, tratados ou não com IFN-y, 
foram infectados como descrito anteriormente. Após 4 horas, as células foram lavadas e reincubadas 
por adicionais 20 e 44 horas de infecção. Nos tempos de 4, 24 e 48 horas de infecção, as células foram 
lisadas, diluidas em série até 10“̂ e plaqueadas. O número de bacilos por célula foi avaliado pela 
contagem de imidades formadoras de colônias (UFC). Os pontos representam a média de cada experimento em triplicata {t de Student; p>0,05).
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Figura 9 -  Correlação entre a produção de nitrito e a carga bacilar em macrófagos infectados 
por M intracellulare e M fortuitum. Os quadrados representam médias de 3 experimentos 
independentes. A análise através da correlação indica uma relação direta entre o óxido nítrico 
produzido e a carga bacilar na infecçâb por M. intracellulare (r=0,83, /?=0,006), mas não por M. fortuitum (r=0,65,/?=0,06).



6.4 CARACTERIZAÇÃO DO COMPARTIMENTO INDUZIDO POR M  intracellulare E 
M. fortuitum

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

Para avaliar o papel do IFN-y na fusão dos fagossomas induzidos por uma ou outra 
micobactéria, os macrófagos foram previamente tratados com 100 Ul/ml de IFN-y. Como 
observado anteriormente em nosso laboratório, em células J774 o tratamento com IFN-y não 
alterou o percentual de fiisão de fagossomas induzidos por M  intracellulare. 
Interessantemente, em macrófagos peritoneais o IFN-y aumentou o percentual de fiisão dos 
fagolisossomas contendo M  fortuitum, no tempo inicial de infecção (Figura 11).
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Figura 10 -  Fagossomas induzidos por M. intracellulare e M. fortuitum induzem baixas taxas de 
fusão com lisossomas de macrófagos peritoneais. Macrófagos peritoneais incubados corn ouro 
coloidal por 4 horas foram infectados como descrito anteriormente. Após 4, 24 e 48 horas de infecção, 
as células foram fixadas e processadas para microscopia eletrônica. O percentual de fusão foi 
determinado pela contagem de células contendo micobactéria e ouro coloidal. O resultado corresponde 
a um experimento.
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Figura 11 -  A adição de IFN-y nas culturas in vitro de macrófagos altera o percentual de fusão de fagossomas induzidos apenas por M. fortuitum. Macrófagos peritoneais, tratados ou não com
IFN-y, foram infectados como descrito anteriormente. Após 4, 24 e 48 horas de infecção, as células 
foram fixadas e processadas para microscopia eletrônica. O percentual de flisão foi determinado pela 
contagem de células contendo micobactéria e ouro coloidal. O resultado corresponde a um 
experimento.
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Figura 12 -  Micrografías representando fagossomas induzidos por M. intracellulare e Af. fortuitum, NfocróÊigos peritoneais incubados com ouro coloidal por 4 horas foram infectados como 
descrito anteriormente. Após 4, 24 e 48 horas de infecção, as células foram fixadas e processadas para 
microsc(^ia eletrônica. As micrografías r^resentam um fògossoma típico de M intracellulare (A) e um raro ^olisossoma contendo M fortuitum (B).



O presente trabalho teve como objetivo avaliar a resposta de macrófagos peritoneais 
de camundongos BALB/c infectados com M. intracellulare ou M  fortuitum. Avaliamos 
diferenças entre M. intracellulare e M. fortuitum quanto à capacidade de infectar e sobreviver 
no interior de macrófagos peritoneais. Avaliamos também a capacidade dessas micobactérias 
de induzir a produção de óxido nítrico por macrófagos infectados. No presente estudo, foi 
observado que M  fortuitum apresenta uma maior capacidade de infectar macrófagos 
peritoneais, além de induzir uma menor produção de óxido nítrico pelos mesmos, em 
comparação comM intracellulare.

Embora as micobactérias sejam capazes de infectar outros tipos celulares, os 
macrófagos representam os alvos primários desses patógenos em todas as fases da doença. 
Por outro lado, a capacidade dessa célula em inibir o crescimento ou eliminar as 
micobactérias determina o curso da infecção (Aston et a l, 1998). Em estudo realizado 
anteriormente em nosso laboratório, utilizando células de linhagem J774, avaliando apenas no 
tempo de 24 horas de infecção, a capacidade dessas micobactérias de infectar células J774. A 
capacidade de sobrevivência dessas micobactérias no interior dos macrófagos não foi possível 
de ser avaliada, pois as células J774 são imaturas e se soltam facilmente das placas ao serem 
lavadas. Nesse estudo, não foram observadas diferenças 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 não 
internalizados e reincubação por adicionais 20 e 44 horas. Essa abordagem teve como 
fmalidade avaliar a sobrevivência e multiplicação dos bacilos. Além disso, esse modelo, 
utilizando células inflamatórias, teve como objetivo traçar 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 macrófagos de cultrura primária 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 está relacionada à maior capacidade de infecção e 
não à maior sobrevivência e muliplicação intracelular, pois não houve aumento da carga 
bacilar ao longo do tempo de infecção (dados não mostrados). As diferenças observadas nesse 
trabalho ao se comparar M  intracellulare e M. fortuitum, quanto à capacidade de infecção são 
explicadas pelo fato dessas micobactérias serem de espécies distintas. M. intracellulare é uma 
micobactéria de crescimento lento, podendo ser pigmentada ou não, já M. fortuitum tem 
crescimento rápido e não produz pigmento (Figura IB). Além das diferenças no tempo de 
crescimento e no aspecto morfológico das colônias, as manifestações clínicas da infecção 
causada por M  intracellulare e M. fortuitum apresentam características distintas. Geralmente 
M. intracellulare causa doenças pulmonares crônicas e linfadenites em indivíduos com algum 
grau de imunodeficiência, em especial com AIDS (Katoch e ta l, 2001; Wallace et a l, 1990), 
enquanto M. fortuitum está associado à infecção cutânea localizada e raramente causa doença 
pulmonar crônica (Al Shaalan et a l, 1997; Awe et a l, 1973; Wallace et al, 1985; Wallace et 
al, 1983). Essas diferenças observadas na capacidade de infecção podem estar relacionadas às 
diferenças na composição lipídica da parede dessas micobactérias, permitindo assim que elas 
interajam de forma distinta com a célula hospedeira. Está bem descrito na literatura que a 
presença de glicolipídios, como lipoarabinomanana, e de glicoproteínas na superfície das 
micobactérias está associada à capacidade desses microorganismos de invadir e sobreviver no 
interior de células hospedeiras (Barry, 2001). Sabe-se ainda que diferentes espécies de 
micobactérias apresentam glicolipídeos com estruturas distintas na sua superfície celular, 
podendo assim se ligar a diferentes receptores na superfície da célula hospedeira e induzir

45



diferentes respostas imunes (Nigou et a i, 2003). Adicionalmente, lipoarabinomananas 
isoladas de cepas avirulentas de M  tuberculosis induzem uma maior produção de TNF-a, 
quando comparadas com bacilos virulentos (Chatterjee et al., 1992). Apesar dos estudos 
realizados sobre o papel de diferentes glicolipídeos presentes na superfície celular de M  
tuberculosis e M  bovis, pouco se conhece sobre a natureza e a participação dessas estruturas 
na interação de M. fortuitum e M. intracellulare com macrófagos.

O pré-tratamento com IFN-y induziu um aumento da produção de óxido nítrico pelos 
macrófagos primários infectados tanto por M  intracellulare quanto por M. fortuitum. No 
entanto, essa produção é maior em macrófagos infectados por M. intracellulare, em 
comparação com os infectados porM fortuitum. Esses dados mostram que, como em células 
de linhagem, em macrófagos peritoneais, M  fortuitum e M  intracellulare induzem respostas 
distintas em relação à produção de óxido nítrico (Da Silva et a l , 2002). Apesar da produção 
de óxido nítrico por macrófagos peritoneais inflamatórios infectados e tratados por IFN-y ser 
superior aos valores obtidos por células de linhagem, não foi observada alteração no 
percentual de células infectadas ou na sobrevivência de M  intracellulare e M  fortuitum. 
Esses achados sugerem que as duas espécies de micobactérias sejam resistentes ao óxido 
nítrico produzido por macrófagos peritoneais quando estimulados por IFN-y.

Apesar de estar bem descrita na literatura a importância de reagentes intermediários de 
nitrogênio no controle de infecções micobacterianas, pouco se conhece sobre os mecanismos 
envolvidos na resistência a esses reagentes. Sabe-se que noxRJ, gene originalmente descrito 
de isolados clínicos de M  tuberculosis resistentes ao óxido nítrico in vitro, é capaz de conferir 
proteção ao M  bovis, apesar de não conferir proteção do hospedeiro contra M  tuberculosis 
(Stewart et al, 2000). Em se tratando de M  intracellulare e M  fortuitum, não existem 
estudos na literatura relacionados com a resistência dessas espécies de micobactéria a 
reagentes intermediários de nitrogênio ou os mecanismos envolvidos nesse processo.
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Surpreendentemente, quanto maior o óxido nítrico produzido, maior a carga bacilar de 
M. intracellulare, o que não foi observado para M. fortuitum. Embora não se conheça os 
mecanismos enolvidos nessa relação entre o aumento da produção de óxido nítrico e o 
aumento da viabilidade intracelular, existem relatos na literatura que mostram altas taxas de 
óxido nítrico e IFN-y associadas ao perfil de susceptibilidade de camundongos a outro 
patógeno intracelular, o protozoário Leishmania amazonenisis. Esse estudo evidencia que 
uma resposta predominantemente Thl com alta produção de IFN-y e óxido nítrico pode estar 
associada a respostas não protetoras a um organismo intracelular (Ji et al, 2005).

A capacidade da micobactéria de restringir fusão de fagossomas com lisossomas da 
célula hospedeira já foi bem descrita na literatura (Barker et al, 1997; Clemens et a l, 1995). 
No presente estudo, foi observado que tanto M  intracellulare como M. fortuitum apresentam 
baixas taxas de fusão de fagossomas com lisossomas (Figura 10), em comparação com nosso 
estudo anterior. Apesar disso, observamos que os fagossomas induzidos por M. fortuitum 
fusionam mais com lisossomas da célula hospedeira em relação àqueles induzidos por M  
intracellulare (Figura 10). Anteriormente em nosso laboratório, foi demonstrado em estudo in 
vitro com células J774 que os fagossomas induzidos porM intracellulare flisionam 69% mais 
com lisossomas do que aqueles induzidos por M  fortuitum, nas primeiras 24 horas de 
infecção (Da Silva et a l, 2002). É possível que essas diferenças observadas entre células J774 
e macrófagos peritoneais, em relação à fiisão dos fagossomas induzidos porM fortuitum eM  
intracellulare com lisossomas da célula hospedeira, estejam relacionadas com a imaturidade 
das células de linhagem J774. A constituição diferenciada da camada externa da parede 
bacteriana das duas variantes pode estar determinando destinos intracelulares diferentes, 
através da interação 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 não foi capaz 
de alterar a capacidade de fiisão dos fagossomas induzidos por M. intracellulare, entretanto
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levou a um aumento da fusão de fagossomas induzidos por M. fortuitum com lisossomas da 
célula hospedeira. É possível que uma maior ativação do macrófago pela adição de uma 
segundo sinal, como o TNF-a, leve a uma maior fusão de fagossomas induzidos por essas 
espécies de micobactéria, evidenciando melhor as diferenças observadas e, 
conseqüentemente, levando à redução da viabilidade de M  fortuitum, em relação a M. 
intracellulare. De fato, estudos em andamento em nosso laboratório mostram que 
camundongos BALB/c controlam rapidamente a infecção por M  fortuitum, enquanto que a 
infecção por M  intracellulare é mais expressiva, na fase inicial da infecção. Nas fases mais 
tardias, os animais infectados por M. intracellulare permanecem com a infecção persistente 
(dados não mostrados). É possível que a maior ílisão de fagossomas induzidos por M  
fortuitum em relação à M. intracellulare e seu aumento após 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 óxido nítrico na 
infecção por M. fortuitum e M  intracellulare pelo bloqueio dessa molécula no nosso sistema 
e adição de um doador químico de óxido nítrico, como SNAP (n-nitroso-N-acetyl-DL- 
penicillamine). Realizaremos também uma melhor caracterização do compartimento induzido 
por M  fortuitum e M. intracellulare, avaliando o papel de Rab5 e Rab7, proteínas envolvidas 
no processo de fusão de fagossomas com lisossomas da célula hospedeira, pela super- 
expressão dessas proteínas em células infectadas por M  fortuitum e M  intracellulare. 
Avaliaremos ainda o perfil de citocinas produzidas pelos macrófagos infectados, como IL-10 
e TNF-a. Sabe-se que IL-10 é uma citocina envolvida na modulação da resposta imune e que 
esta desempenha um papel importante nas infecções micobacterianas (Bermudez et a l, 1993; 
Bogdan et a l, 1991). Além disso, está bem descrito na literatura que TNF-a induz resposta 
micobactericida em macrófagos infectados, uma vez que na sua ausência observa-se a
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proliferação de bacilos micobacterianos (Denis, 1991; Kindler et ai, 1991). Diferenças nos 
niveis dessas citocinas, produzidas por macrófagos primários infectados porM intracellulare 
ou M  fortuitum, poderiam explicar as diferenças observadas na capacidade dessas espécies de 
micobactéria de infectar e sobreviver no interior de macrófagos peritoneais inflamatórios.

A utilização de macrófagos de cultura primária permitiu estender os resultados, 
obtidos inicialmente com células de linhagem J774, sobre a interação entre macrófagos e as 
micobactérias ambientais, M  fortuitum e M  intracellulare. Foi possível avaliar a 
sobrevivência dessas duas espécies de micobactérias em tempos mais tardios de infecção, o 
que permitiu traçar um paralelo com os eventos ocorridos in vivo. Em resumo, os dados 
obtidos neste trabalho mostram que, in vitro, M  fortuitum e M  intracellulare interagem de 
forma distinta com macrófagos peritoneais, levando assim a diferentes respostas do 
macrófago. Além disso, foi demonstrado que M  intracellulare e M  fortuitum são resistente 
ao óxido nítrico produzido por macrófagos após a ativação por IFN-y.
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L M  intracellulare e M  fortuitum interagem de forma distinta com o macrófago, levando a 
diferentes respostas e destinos intracelulares, uma vez que apesar de apresentar uma maior 
capacidade de infecção em relação à M  fortuitum, os fagossomas induzidos por M  
intracellulare fusionam mais com lisossomas da célula hospedeira.

2. M  intracellulare e M  fortuitum são resistentes ao óxido nítrico produzido por macrófagos 
após ativação por IFN-y.
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Fig 1 - O percentual de macrófagos infectados por M fortuitum é maior do que o de macrófagos infectadas por M intracellulare. Macrófagos peritoneais (5 x 10̂ /ml) foram infectados com M 
intracellulare ou M fortuitum (10 bacilos por célula). Após 4, 24 e 48 horas de infecção, as células 
foram fixadas em glutaraldeído e coradas pelo método de Zielh-Nielsen para contagem do número de 
células contendo micobactérias. (A) M fortuitum apresenta uma maior capacidade de infectar macrófagos peritoneais queM intracellulare nos tempos dc 4, 24 e 48 horas (t de Student,/t=0,02 18, 
/)=0,0038, /?=0,0374). (B) M. fortuitum apresenta uma maior capacidade de infectar macrófagos 
peritoneais que M intracellulare nos tempos de 4, 24 e 48 horas {t de Student, /><0,0001, /?<0,0001, 
/>=0,0043). (C) M. fortuitum apresenta uma maior capacidade de infectar macrófagos peritoneais que 
M intracellulare nos tempos de 24 e 48 horas {t de Student, /;=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. Macrófagos peritoneais não 
tratados foram infectados como descrito anteriormente. Após 4, 24 e 48 horas de infecção, as células 
foram lisadas e, após diluições seriadas até 10"̂ , plaqueadas. O número de bacilos por célula foi 
avaliado pela contagem de unidades formadoras de colônias (UFC). (A) M fortuitum apresenta uma maior viabilidade no interior de macrófagos peritoneais que M intracellulare nos tempos de 4 e 48 
horas {t de Student, /?=0,0249 e /7=0,0237). (B) M fortuitum apresenta uma maior viabilidade no 
interior de macrófagos peritoneais que M intracellulare nos tempos de 4 e 48 horas {t de Student, 
j!7=0,0162 e /?=0,0166). As barras representam a média ± SD.
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Fig 3 - A produção de óxido nítrico é maior nas células infectadas por M. intracellulare. Os
sobrenadantes dos macrógafos peritoneais tratados com IFN-y e infectados porM intracellulare ouM 
fortuitum foram coletados após 4, 24 e 48 horas de infecção para dosagem dos níveis de nitrito. O 
tratamento com IFN-y induziu a produção de nitrito pelas células. (A) M intracellulare induziu maior produção de nitrito por macrófegos peritoneais que M fortuitum nos tempos de 24 e 48h após a 
infecção (t de Student; />=0,0020 e p=0,0098, respectivamente). (B) M. intracellulare induziu maior 
produção de nitrito por macrófagos peritoneais que M fortuitum nos tempos de 24 e 48h após a 
infecção {t de Student; /xO.OOOl e /?=0,0004, respectivamente). (C)M intracellulare induziu maior 
produção de nitrito por macrófagos peritoneais que M fortuitum nos tempos de 24 e 48h após a 
infecção {t de Student; p=0.0007 e/?=0,0315, respectivamente). As barras representam a média ± SD.
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