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RESUMO

Micobactérias de crescimento rapido (MCR) tém sido frequentemente descritas
em surtos de infecgcdes em seres humanos. Mycobacterium abscessus subsp.
massiliense € uma MCR que foi descrita pela primeira vez em 2004, e desde
entdo, 10 trabalhos identificando essa espécie em surtos e casos clinicos
esporadicos sdo os relatos presentes na literatura. Assim, a interagcdo M.
abscessus subsp. massiliense-hospedeiro foi o objetivo principal deste
trabalho. Para isso, variantes de colonia lisa e rugosa de um isolado do surto
gue ocorreu em Belém, entre 2004 e 2005 (B7 L e R), e de 2 isolados néo
relacionados a surtos (B67 (L) e MG3-6 (R)) foram utilizadas em infeccdes
intraperitoneal e endovenosa de camundongos e ex vivo em macréfagos
peritoneais e células epitelidides-like. No que tange a resposta imunolégica
apos a infeccao intraperitoneal, o nivel de citocinas foi semelhante para os 4
isolados. Entretanto, apos 14 dias da infec¢do os bagos dos animais infectados
pelos isolados B7 R e MG3-6 apresentavam um aumento significativo de peso
em relacdo aos demais grupos. Apos 90 dias, esta diferenca se manteve
apenas para o grupo infectado com B7 R. A histologia dos bacos destes
animais mostrou que a resposta proliferativa nos foliculos linféides foi mais
pronunciada para a infec¢do por B7 R, levando a necrose central dos mesmos
apos 14 dias. Nestes, bacilos alcool-4cido resistentes foram encontrados
penetrando a zona perifolicular, e também em vasos de maior calibre,
sugerindo disseminacdo via corrente sanguinea. A infeccdo endovenosa
corroborou os resultados obtidos para a infeccao intraperitoneal. Apos 2 dias
de infeccéo, a recuperacao de unidades formadoras de colénia (UFCs) do bago
foi significativamente maior para os animais infectados por B7 R. Entretanto, a
infeccdo foi igualmente controlada em todos os grupos, semelhantemente a
infecgdo intraperitoneal. A infeccdo de culturas de macrofagos e CEs-like
corrobou os achados in vivo, pois B7 R foi capaz de se proliferar no interior de
macrofagos e, apenas para este isolado, houve o aumento na porcentagem de
CEs-like infectadas. Adicionalmente, o isolado B7 R estimulou uma producéo
menor de TGF-B nas culturas quando comparado ao isolado de fendétipo liso.
CEs-like ndo foram capazes de conter a infeccdo causada pelo isolado B7 R,
talvez pela interacdo micobactéria-CEs-like resultar em menor producdo de
TGF-B.Tomados em conjunto, os resultados apresentados sugerem que
micobactérias formadoras de colbnias rugosas associadas a surtos sdo mais
patogénicas que as de fendtipo liso e que aquelas presentes no ambiente. Os
mecanismos subjacentes responsaveis por estes achados estdo sendo
estudados.
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1. INTRODUCAO




1.1. Género Mycobacterium

Micobactérias séo bactérias aerdbias, &lcool-acido resistentes,
pertencentes a familia Mycobacteriaceae (Pitulle e cols. 1992; Shinnick e Good
1994). Além da resisténcia a alcool-acido, evidenciada nos meétodos de
coloracdo, as espécies do género Mycobacterium possuem DNA com alto
contetdo G-C (61-71%) e acidos micélicos em sua parede celular (Shinnick e

Good 1994).

Atualmente ja foram descritas mais de 140 espécies (J. P. Euzéby)
gue sdo usualmente classificadas em 2 grandes grupos segundo o0 tempo
necessario para a formacgéo de colbnias visiveis em meio solido. Espécies cujo
tempo de aparecimento de colbnias é superior a 7 dias séo classificadas como
micobactérias de crescimento lento (MCL); enquanto aquelas cujo tempo de

aparecimento de colbnias € inferior a 7 dias sao classificadas como

micobactérias de crescimento rapido (MCR) (Shinnick e Good, 1994).

O género Mycobacterium pode ser dividido, também, em 3 grupos
de acordo com a significancia clinica. O primeiro grupo inclui patégenos
obrigatérios para animais e o homem, como as espécies do complexo
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae, Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis e Mycobacterium lepraemurium. O segundo inclui
micobactérias que sdo potencialmente patogénicas para o homem e animais.
Essas espécies foram isoladas de diversas fontes em ambientes terrestres e
aquaticos, e podem causar doenca em certas circunstancias pré-existentes,
como lesdes de pele, imunodeficiéncias e doencgas cronicas, como no caso das

espécies do complexo Mycobacterium avium. O terceiro grupo consiste de



espécies saprofiticas que nao sao consideradas patogénicas, ou 0 sdo apenas

em casos excepcionais (Vaerewijck e cols. 2005).

Espécies de crescimento lento, ndo incluidas no complexo M.
tuberculosis, juntamente com todas as MCR s&o comumente denominadas
micobactérias nao-tuberculosas (Non-tuberculous mycobacteria - NTM), MOTT
(Mycobacteria Other Than Tuberculosis) ou micobactérias atipicas e séo
incluidas no segundo e terceiro grupos quanto a relevancia clinica (Falkinham

1996; Vaerewijck e cols. 2005).

Micobactérias nao-tuberculosas estdo amplamente distribuidas na
natureza, em especial no solo e ambientes aquaticos. Podem contaminar o ser
humano pela ingestdo, inalagdo ou inoculacdo de bacilos advindos de fontes
ambientais (Falkinham, 1996), sendo que varios autores ja demonstraram a
presenca de NTMs em sistemas publicos de distribuicdo de agua e em
hospitais (Mankiewicz e Majdaniw 1982; Havelaar e cols. 1985; Carson e cols.

1988; Covert e cols. 1999; Falkinham e cols. 2001; Hussein e cols. 2009).

Dentre as MCR, as principais espécies relacionadas a infec¢cdes em
humanos pertencem aos grupos Mycobacterium chelonae-abscessus e
Mycobacterium fortuitum (Brown-Elliott e Wallace 2002). Além destas espécies,
outras apresentam riscos menores de infeccdo e novos estudos tém
contribuido para o aumento do nimero de espécies conhecidas com potencial

patogénico (Howard e Byrd 2000; Primm e cols. 2004; Tortoli 2006).

Por serem bactérias ubiquas, capazes de formar biofilmes (Hall-
Stoodley e Lappin-Scott 1998; Hall-Stoodley e Stoodley 2005) e resistentes aos

desinfetantes comumente usados (Wallace e cols. 1998), MCRs podem causar



infecgbes iatrogénicas e nosocomiais, que estdo se tornando mais frequentes
nos ultimos anos (Nagore e cols. 2001; Meyers e cols. 2002; Woo e cols. 2002;

Tiwari e cols. 2003).

A contaminacdo de equipamentos hospitalares e reagentes por
MCRs tem sido associada a surtos e pseudo-surtos de infecgcdes em casos de
implantes cirargicos, procedimentos estéticos e cirurgias oftalmoldgicas
(Wallace e cols. 1998; Wilson e cols. 2001; Sampaio e cols. 2006; Padoveze e
cols. 2007; Chroneou e cols. 2008; Carbonne e cols. 2009; Del-Castillo e cols.
2009). A identificacdo rapida e precisa da espécie causadora € fundamental
para o direcionamento do tratamento e de medidas de controle, uma vez que
MCRs apresentam diferengcas na susceptibilidade a antimicrobianos (Brown-

Elliott e Wallace 2002).

1.2. Identificacdo molecular de micobactérias

A identificagdo molecular tem como base a detecgéo, dentro do
genoma, de regibes altamente conservadas que possuam sequéncias
hipervariaveis, nas quais estejam presentes delecdes, inser¢cdes ou

substituicdes de nucleotideos de forma espécie-especifica (Tortoli 2003).

Durante muitos anos, o gene que codifica 0 RNA ribossomal 16S foi
o alvo primério em estudos de classificagdo e identificagdo de micobactérias
(Tortoli 2003). Entretanto, no género Mycobacterium a similaridade inter-
espécies deste alvo molecular varia de 94 a 100%, e assim, algumas espécies
possuem alto grau de similaridade ou possuem sequéncias idénticas, como
Mycobacterium kansasii e Mycobacterium gastri, M. chelonae e M. abscessus,

4



Mycobacterium marinum e Mycobacterium ulcerans, entre outras (Adekambi e
cols. 2004; Devulder e cols. 2005; Adekambi e cols. 2006), dificultando ou

mesmo impedindo a distingdo entre as mesmas usando este alvo molecular.

Considerando que a andlise do gene RNAr 16S ndo é capaz de
discriminar espécies de micobactérias geneticamente préximas, e que
resultados ambiguos podem ser obtidos devido a possivel presenca de duas
copias do gene RNAr 16S com sequéncias distintas (Ninet e cols. 1996;
Reischl e cols. 1998; Adekambi e Drancourt 2004), outros alvos moleculares
para identificagdo de NTMs estdo sendo estudados, como ferramenta para
aumentar o poder discriminatério entre espécies altamente relacionadas, como
recA (Blackwood e cols. 2000), rpoB (Gingeras e cols. 1998; Kim e cols. 1999;
Adekambi e cols. 2006), ITS (Roth e cols. 1998), hsp65 (Telenti e cols. 1993;
Brunello e cols. 2001), sod (Zolg e Philippi-Schulz 1994) e gyrB (Kasai e cols.

2000).

O método denominado PRA (PCR-Restriction Enzyme Analysis)
(Telenti e cols. 1993) é rapido e acessivel para identificacdo de micobactérias.
Consiste na amplificacdo de 441 pb do gene da proteina de choque-térmico de
65kD (hsp65), seguida da andlise do perfil de fragmentos obtidos pela restri¢cdo
da regido amplificada com Bst Ell e Hae lll. A identificagdo € baseada na

comparacao com perfis depositados em bancos de dados como o PRAsite

(http://app.chuv.ch/prasite/index.html), sendo que o perfil de 113 espécies esta

disponivel neste banco.

O sequenciamento parcial do gene rpoB, que codifica a subunidade

B da RNA polimerase bacteriana, tem sido utilizado como uma ferramenta



complementar ao sequenciamento do gene RNAr 16S, e da utilizacdo do PRA-
hsp65 (Gingeras e cols. 1998; Kim e cols. 1999; Adekambi e Drancourt 2004;
Adekambi e cols. 2006). A regido V do gene rpoB é a regido de escolha para o
sequenciamento por ser mais polimérfica. A divergéncia inter-espécies
proposta para essa regido é >3%, e isolados com menos que 1,7% de
divergéncia de sequéncia sdo considerados da mesma espécie (Adekambi e

cols. 2003; Adekambi e cols. 2006).

Abordagens utilizando o sequenciamento de varios alvos genéticos
aumentam a sensibilidade da andlise, permitindo a identificacdo mais precisa,
principalmente de espécies que foram recentemente descritas (Adekambi e
Drancourt 2004; Devulder e cols. 2005; Adekambi e cols. 2006; Rahav e cols.

2006; Gomila e cols. 2007; Viana-Niero e cols. 2008; Zelazny e cols. 2009).

1.3.Mycobacterium abscessus subsp. massiliense

A utilizagcdo do sequenciamento de genes como rpoB propiciou a
descricdo de novas espécies de micobactérias. Em 2004 uma nova espécie de
MCR pertencente ao grupo M. chelonae-abscessus foi descrita, e denominada
M. massiliense (Adekambi e cols. 2004; Euzeby 2006). Pela analise da
sequéncia parcial de rpoB, esta nova espécie apresentou 96% de similaridade
com M. abscessus, porém a sequéncia do gene RNAr 16S das duas espécies
apresentou 100% de identidade, além de ambas apresentarem perfis

fenotipicos semelhantes (Adekambi e cols. 2004).

M. massiliense foi identificada pela primeira vez em uma paciente
com quadro prolongado de bronquiectasia e hemoptise, que durante 2 anos

6



recebeu tratamento de corticosterbides, e que apresentava lesdes
micronodulares no lobo superior do pulmao direito, fungdo pulmonar
prejudicada e nédulos no antebragco. O exame de amostras de escarro e lavado
brénquico levou a caracterizacdo fenotipica da espécie como sendo bacilo
estritamente aerdbio, sem motilidade, incapaz de formar esporos, gram-positivo
e alcool-4cido resistente. Outras caracteristicas sdo a formacgéo colénias ndo-
fotocromdgenas cujo fenétipo € intermediario entre liso e rugoso. Testes de
susceptibilidade a drogas revelaram que a cepa foi resistente a amicacina (MIC

32ug/ml), mas foi sensivel a claritromicina (MIC 0,064 pg/ml), minociclina (MIC

4 ug/ml) e doxiciclina (MIC 0,75 ug/ml) (Adekambi e cols. 2004).

Apés sua descricdo, M. massiliense foi identificada em casos de
surtos de infecgbes associadas a inje¢cdes intramusculares (Kim e cols. 2007);
surtos de infec¢cbes pos-cirurgias laparoscoOpicas ou artroscopicas e
procedimentos cosméticos (Cardoso e cols. 2008; Viana-Niero e cols. 2008;
Duarte e cols. 2009); em um caso de micobacteriose cutanea em gato (Albini e
cols. 2007) e na sepse letal de um paciente na Italia (Tortoli e cols. 2008). Além
disso, grupos identificaram esta nova espécies em isolados anteriormente
identificados como M. chelonae ou M. abscessus usando sequenciamento de

rpoB (Simmon e cols. 2007; Kim e cols. 2008; Zelazny e cols. 2009).

Recentemente foi realizado um estudo mais detalhado e utilizando
diversas ferramentas fenotipicas e moleculares a fim de melhor caracterizar as
diferencas entre as espécies pertencentes ao grupo M. chelonae-abscessus.
Neste estudo, foram utilizadas cepas de referéncia de M. abscessus, M.
chelonae, M. immunogenum, M. massiliense e M. bolleti e isolados

provenientes do surto de infecgbes relacionadas a procedimentos cirlrgicos
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que vem ocorrendo no Brasil desde 2004. Utilizando a técnica de hibridizagéo
DNA-DNA, considerada padréo ouro no delineamento de espécies bacterianas,
o trabalho demonstrou que duas espécies recentemente descritas, M.
massiliense e M. bolletii, ndo sdo geneticamente diferentes de M. abscessus.
Esta conclusao foi corroborada pelos resultados obtidos com testes fenotipicos
e genotipicos de identificacdo. Desta forma, ambas as espécies foram
agrupadas em uma subespécie, M. abscessus subsp. massiliense, que difere
de M. abscessus subsp. abscessus por possuir um padréo de bandas de PRA

distinto e por diferengas nas sequéncias de rpoB e hsp65. (Leao e cols. 2009).

1.4.InfecgOes causadas por MCRs

Os tipos de infecgbes causadas por MCRs séo diversos, sendo
mais comuns as infec¢cbes cutdneas e de tecidos moles e infeccdes
pulmonares, disseminadas ou entdo relacionadas a presenca de cateteres
(Brown-Elliott e Wallace 2002; Schinsky e cols. 2004; Colombo e Olivier 2008).
As infeccbes sao frequentemente caracterizadas por uma inflamacao

granulomatosa progressiva, podendo evoluir para a forma caseosa (Rodriguez

e cols. 1997; Bartralot e cols. 2000; De Groote e Huitt 2006).

Os casos descritos de infecgcbes por M. abscessus subsp.
massiliense foram caracterizados por hiperemia local, formacéo de abscesso
acompanhado de reacao inflamatéria aguda de evolucao ulcerativa ou crénica,
fistulagdo com secrecéo, dificuldade de cicatrizacdo e auséncia de resposta a
tratamentos convencionais para infec¢cées cutaneas (Cardoso e cols. 2008;

Viana-Niero e cols. 2008).



1.5.Biologia das infec¢gbes por MCRs

No que tange as MCRs, a literatura é rica em trabalhos envolvendo
aspectos clinicos e epidemiolégicos (Falkinham 1996; Tortoli 2006), mas ha
uma caréncia inquestionavel de trabalhos que investiguem a biologia da

infecgdo causada por essas micobacteérias.

Os trabalhos existentes que exploram a infecgcdo ex vivo e in vivo
por MCRs se concentram em 3 espécies principais: M. abscessus, M. chelonae
e M. fortuitum. Encontram-se apenas 9 trabalhos publicados até o momento,
nos quais a infeccdo por M. abscessus foi estudada em modelos animais e
ensaios ex vivo (Saito e Tasaka 1969; Byrd e Lyons 1999; Howard e cols.
2006; Catherinot e cols. 2007; Chan e cols. 2007; Rottman e cols. 2007,

Oberley-Deegan e cols. 2008; Ordway e cols. 2008; Shin e cols. 2008).

Em 1999, Byrd e Lyons observaram que a variante rugosa de um
isolado clinico de M. abscessus causava infeccdo pulmonar persistente em
modelo murino de animal imunodeficiente, enquanto a variante lisa era
rapidamente eliminada dos pulmdes. Além disso, apenas a variante rugosa foi
capaz de se disseminar para o bagco destes animais. Em paralelo, em ensaio
de crescimento desta subespécie em mondcitos humanos, a variante rugosa foi
capaz de infectar e se multiplicar na cultura, enquanto que a lisa néo infectou

as células humanas.

O estudo posterior do mesmo grupo mostrou que, apos passagens
sucessivas da variante lisa em cultura soélida, um morfotipo rugoso revertente
foi obtido, o qual readquiriu a habilidade de causar uma infecgéo persistente
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em mondcitos humanos e em pulmdes de camundongos imunodeficientes
(Howard e cols. 2006). Este trabalho indica que a habilidade de variar entre os
morfotipos liso e rugoso pode permitir que M. abscessus transite entre um

fendtipo apenas colonizante e uma forma mais virulenta e invasiva.

Mais recentemente, o estudo realizado por Catherinot e cols, 2007,
demonstrou que uma variante rugosa de M. abscessus foi letal quando injetada
endovenosamente em camundongos knock-out, em funcdo de ser forte
indutora da producgédo de TNF-a por macrofagos murinos, sugerindo associacao

entre o fendtipo rugoso e patogenicidade.

Esse mesmo grupo estudou mais detalhadamente a resposta imune
desencadeada e necesséria para a contencdo da infeccdo por M. abscessus.
Utilizando animais knock-out para células T e B, IFN-y e TNF, foi demonstrado
gue esses componentes da resposta imune desempenham papel fundamental
no controle da infeccdo no baco e figado dos animais infectados (Rottman e
cols. 2007). O aparecimento de coldnias rugosas em camundongos knock-out
para a cadeiap de imuneglobulina sugere que o0s glicopeptidolipidios,
presentes apenas na parede de micobactérias que formam colbnia lisa
(Howard e cols. 2006), sédo o alvo principal da imunidade mediada por células B

contra M. abscessus.

1.6.0 granuloma na infec¢@o por micobactérias

Quando a infeccdo micobacteriana se estabelece, sua principal
representagcdo anatomo-patolégica € a lesdo granulomatosa (Davis e

Ramakrishnan 2009). Granulomas séo lesfes inflamatodrias crénicas focais,
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sendo um importante componente das respostas imunes desencadeadas por
patégenos tais como micobactérias, fungos, parasitas e helmintos. Além disso,
esse tipo de reacao inflamatodria pode também se desenvolver pela exposicao a
particulas inertes, como a silica (Adams 1976; Williams e Williams 1983).

O granuloma formado diante da infeccdo por micobactérias, em
especial por M. tuberculosis, comeca com o recrutamento de mondcitos para
um sitio de infec¢do periférica, onde eles internalizam os bacilos e migram para
tecidos mais profundos. H& entdo a agregacdo de macrofagos e outras células
do sistema imune com as células infectadas formando a estrutura

granulomatosa. (Clay e cols., 2007; Wolf e cols., 2007)

A formacéo do granuloma € tida também como um mecanismo de
defesa do hospedeiro. Entretanto, a visualizagdo da formagéo de granulomas
em modelo de larvas de zebrafish infectadas com M. marinum revelou que o
granuloma inicial é utilizado pela bactéria para sua expansdo e evasao dos
mecanismos do sistema imune (Volkman e cols., 2004; Davis e Ramakrishnan,
20009).

Com o objetivo de estudar melhor a capacidade de apresentacéo de
antigenos de CEs, Cipriano e colaboradores descreveram em 2003 um modelo
para a geracdo in vitro de CEs-like. Resumidamente, macréfagos murinos
residentes de peritbnio cultivados na presenca de riL-4 (recombinant
Interleukin-4) por 7 dias assumem caracteristicas morfolégicas e funcionais
semelhantes as anteriormente descritas para CEs encontradas em granulomas
(Cipriano e cols. 2003). A disponibilidade desse modelo permitiu demonstrar a
capacidade de apresentacdo de antigenos de CEs-like, corroborando que essa

possa ser uma funcao relevante de CEs em granulomas.
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Posteriormente foi avaliada a interagcdo de CEs-like com M. avium,
sempre em comparacdo com macrofagos residentes de peritbnio (Chinen e
cols. 2006). M. avium é uma micobactéria de crescimento lento que pode ser
patogénica para o ser humano e que induz a formacao de granulomas (Pierce
2009). Utilizando esta micobactéria como modelo, foi verificado que enquanto
macroéfagos residentes de peritdnio permitiram a replicacdo bacilar, as CEs-like
a impediram. Além disso, grande parte dos macr6fagos morreu quando
infectada (reducéo da cultura em aproximadamente 36% do numero inicial de
macroéfagos, depois de 72 h de infeccdo), enquanto o nimero de CEs-like
permaneceu constante. Vale ressaltar que o nivel de infeccdo inicial (nUmero
de bacilos interiorizados por célula) foi o mesmo para as duas culturas
celulares.

O envolvimento de citocinas no comportamento distinto da infec¢éo
nas culturas foi estudado e, corroborando dados da literatura, observou-se o
aumento da liberacdo de TNF-a pelos macrofagos peritoneais durante as 96
horas de infecgcédo (Furney e cols. 1992; Ehlers e cols. 1999; Roach e Schorey
2002), enquanto que CEs-like mantiveram os niveis de liberacdo desta citocina
constantes. Entretanto, CEs-like apresentaram um aumento da liberacdo de
TGF-B no decorrer das 96 horas, sendo que o mesmo nao foi observado nas
culturas de macrofagos controle. A explicagdo sugerida foi que os macréfagos
controle tenham entrado em apoptose pela acdo de TNF-a, cuja concentragéo
foi aumentando no sobrenadante das culturas ao longo da infecgéo, o que nao
foi observado com CEs-like. Em contrapartida, TGF-$3 produzido em grande
guantidade pelas CEs-like pode ter desempenhado um papel na diminuicdo da

producdo de TNF-o e, muito provavelmente, na sua sobrevivéncia frente a
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infecgdo. Diante disso concluiu-se que CEs-like sédo capazes de albergar M.
avium, embora inibam sua replicagdo, enquanto macréfagos ndo modificados
pela rlL-4 permitem a multiplicagéo bacilar e morrem.

Sendo M. abscessus subsp. massiliense uma subespécie
recentemente descrita, ndo ha na literatura, até o momento, trabalhos que
abordem o0s aspectos imunobiologicos da infeccdo por ela causada.
Juntamente com a escassez de trabalhos abordando a biologia da infec¢ao por
MCRs, h& o fato de que ndo hd um modelo estabelecido para tal investigacao.
Os trabalhos existentes divergem quanto a forma de inoculacdo in vivo, a
linhagem de camundongos mais apropriada, assim como nos modelos de

infeccao de culturas celulares, ex vivo.

Os relatos associando M. abscessus subsp. massiliense a surtos
sao sugestivos de que cepas ambientais possam ter sofrido pressao seletiva e
se tornado mais patogénicas. Considerando 0 exposto, é pertinente a
comparacao da infeccado por M. abscessus subsp. massiliense no modelo de
CEs-like e em modelo in vivo, a fim de elucidar aspectos de viruléncia e

patogenicidade de isolados relacionados a surto e ambientais.
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2. OBJETIVOS




Objetivo geral:

O objetivo deste trabalho foi avaliar a patogenicidade e viruléncia de
isolados de M. abscessus subsp. massiliense relacionados ou ndo a surtos em

modelos de infecgao in vivo e ex vivo.

Objetivos especificos:

1. Isolar col6nias lisas e rugosas de isolados de M. abscessus

subsp. massiliense relacionados ou nédo a surtos;

2. Analisar a progresséo da infeccao pelos isolados selecionados em
camundongos com relacdo a producgdo de citocinas e a cinética

de eliminag&o dos bacilos ou estabelecimento da infecgéo.

3. Avaliar a evolucao da infeccdo de macrofagos e de CEs-like pelos
isolados de colGnias lisas e rugosas assim como a producdo de

citocinas nessas culturas.
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3. MATERIAIS E METODOS




3.1. Animais

Foram utilizados camundongos Balb/c machos com 8 a 12
semanas de idade, obtidos do CEDEME da UNIFESP e mantidos no biotério da

Disciplina de Imunologia, com &gua e racéo ad libitum.

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

UNIFESP-EPM sob o niimero 0924/07.

3.2. Lavagem das laminulas para cultivo de macréfa  gos

O cultivo de macrofagos peritoneais murinos foi feito sobre
laminulas de vidro de 13 mm de diametro (Glasstécnica®, Brasil), previamente
higienizadas pela manutenc&o por 30 minutos em detergente Extran® (MERCK,
Alemanha) diluido 2000 vezes em agua destilada. Foram feitas 10 lavagens
com agua destilada, com intervalo de 30 minutos entre cada, e mais duas, com
agua Milli-Q® (Millipore). As laminulas foram secas com lenco de papel e

autoclavadas.

3.3. Obtencéo e cultivo de macréfagos peritoneais murinos e CEs- like

Apos o sacrificio dos camundongos em camara de CO,, macréfagos
residentes foram coletados da cavidade peritoneal pela injecao de
aproximadamente 6 ml de meio de cultura RPMI-1640 (Cultilab, Campinas-SP)
gelado e estéril, com o auxilio de seringa e agulha. O numero de células
recuperadas foi estimado pela contagem em camara de Neubauer (Inlab,

Brasil) e o tubo contendo o lavado foi centrifugado por 6 minutos a 250 x g (LS-
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3, CELM, Brasil). As células foram ressuspendidas em meio RPMI-1640 em
volume necesséario para uma concentracdo final de células igual a 2 x 10°

células/ml.

Subsequentemente 5 x 10° células foram plaqueadas sobre
laminulas de vidro de 13 mm de diametro (Glasstécnica®, Brasil) acomodadas
em placas de 24 orificios (Costar, EUA). Foram colocados 250 pl da suspenséao
de células sobre cada laminula, de forma a ndo permitir aderéncia dos

macrofagos fora dos limites da mesma.

As placas contendo os macréfagos foram levadas a estufa a 37C e
5% de CO, por 30 minutos, para que os macrofagos aderissem as laminulas.
Apés este tempo, foi feita a lavagem dos orificios com solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS) 3 vezes, para a retirada das células néo

aderentes.

A metade da placa contendo as laminulas foram adicionados 500
ul/poco de meio RPMI-1640 suplementado com 5% (v/v) de soro fetal bovino
(SFB) (Cultilab, Campinas) e L-glutamina 2 mM (Sigma Chemical Co, EUA) por
nés denominado R-5, e a outra metade, o mesmo volume de solugéo de riL-4
(PeproTech Inc., EUA) 50 ng/ml em R-5. As placas foram mantidas por sete
dias em estufa a 37C e 5% de CO,. Os macréfagos, cultivados em meio
completo (R-5) e sem adicdo de rliL-4, foram utilizados como controles dos

experimentos.

As mudancgas morfologicas foram monitoradas diariamente usando

microscopio invertido de contraste de fase (Axiovert S100, ZEISS, Germany).
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3.4. Isolamento de variantes lisas e rugosas de  Mycobacterium

abscessus subsp. massiliense

Foram selecionados cinco isolados de M. abscessus subsp.
massiliense do surto que ocorreu em Belém-PA (2004-2005), aleatoriamente.
Destes, 4 eram provenientes de cirurgia laparoscopica (isolados B47, B7, 735 e

B41) e um de mamoplastia (isolado B22) (Viana-Niero e cols., 2008).

As bactérias foram plagueadas em meio Luria-Bertani (LB),
acrescido de 1,5% de Agar (Becton, Dickinson e Cia, EUA), e mantidas a 37°C

até que formassem colbnias visiveis.

Isolados que apresentavam col6nias com morfologia lisa e rugosa
misturadas foram escolhidos. Colbnias das diferentes morfologias foram
isoladas e cultivadas em meio sélido por 10 passagens, a fim de observar a
manutenc¢do do fendtipo. As bactérias das passagens iniciais foram mantidas a

-80°C em meio LB acrescido de 15% de glicerol, para utilizagdo posterior.

Em paralelo, os isolados de ambiente disponiveis no laboratorio
D16R27, D16Q19, D16Q13, D16Q14, D16Q16, D16Q20, D16R24 e D17A2
(gentiimente cedidos pela Profa. Francoise Portaels do Instituto de Medicina
Tropical Principe Leopoldo, Antuérpia, Bélgica); um isolado de esgoto tratado,
proveniente de Vitéria-ES (isolado MG3-6); e um isolado de paciente nédo
relacionado a nenhum surto (isolado B67) foram descongelados e plaqueados
em meio LB-agar. As culturas foram mantidas a 37°C ou a temperatura
ambiente. As culturas com colonias de fendtipo liso ou rugoso foram

congeladas em meio LB acrescido de 15% de glicerol, para uso posterior.
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3.5. Identificagdo bacteriana

A identificacdo das bactérias foi realizada usando o método
molecular de identificacdo denominado PRA-hsp65 (PCR-Restriction Enzyme
Analysis) conforme descrito por Le&do e cols., 2005. Em resumo, foi feita a
amplificagdo do gene hsp65 e a digestdo do produto da reagcdo com as
enzimas Bst Ell (Promega, EUA) e Hae Il (Invitrogen Life Technologies, EUA).
Os fragmentos obtidos foram separados por eletroforese em gel de agarose 4%
(Bioamerica Inc, EUA), e o perfil de bandas obtido foi comparado ao algoritmo

de PRA-hsp65 do PRAsite (http://app.chuv.ch/prasite/ index.html). Os isolados

foram também genotipados por Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) como

descrito por Viana-Niero e cols., 2008.

3.6. Curva de crescimento das micobactérias de cre  scimento rapido

Uma coldnia individualizada de cada variante fenotipica dos isolados
B47, B7, MG3-6 e B67 foi colocada em 1 ml de meio LB liquido juntamente
com pérolas de vidro (para o rompimento dos grumos de bactérias), e este pré-
in6culo foi cultivado a 37°C sob agitacdo (TE420, Tecnal, Brasil). No dia
seguinte, foram acrescentados mais 9 ml de meio LB e feita a leitura da
densidade optica a 560 nm (D.O.s60) em espectrofotdmetro UV1601 (Shimadzu,
Japdo). Cem microlitros do indculo foram diluidos seriadamente e as ultimas
diluicbes plaqueadas em meio LB-agar. As culturas foram mantidas a 37°C até
a formacédo de colbnias visiveis para contagem das unidades formadoras de

colénia (UFCs). A leitura da densidade Optica e o plaqueamento das diluigbes
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foram feitos em intervalos de 24 h, e o grafico relacionando o numero de

bactérias/ml x D.O.ssonm foi feito com base na contagem das UFCs.

3.7. Ensaio de infecgdo intraperitoneal

O pré-inéculo de bactérias e a determinacdo da concentragdo foram
feitos da mesma forma que no item 3.6. Camundongos Balb/c machos, de
aproximadamente oito semanas, foram infectados intraperitonealmente com 1 x
10’ bactérias/500 pl de solucdo fisiolégica estéril e livre de pirégenos. Apds 1,
2, 4,7, 14 e 90 dias, foi coletado sangue dos animais pelo plexo ocular, e o
soro foi separado e armazenado a -20°C. Em seguida os animais foram
sacrificados em camara de CO,. Foi feito o lavado peritoneal de cada animal
com meio RPMI-1640. As células recuperadas foram contadas, e o lavado foi
diluido seriadamente e semeado sobre meio LB solido. Também, 1 ml do
lavado foi centrifugado a 90 x g por 5 minutos, e o sedimento ressuspendido
em H,O MilliQ® para a lise das células. Amostras dos sobrenadantes dos tubos
foram plagueadas para que se assegurasse a inexisténcia de bactérias livres.
O baco dos animais foi retirado assepticamente, pesado, macerado e diluicoes
da suspenséo obtida foram plaqueadas em meio LB sdlido. Bagos escolhidos
aleatoriamente foram fixados em solucéo de formaldeido 10% (Quimex, Brasil)

para posterior analise histopatoldgica.

Como controle, camundongos Balb/c de aproximadamente oito
semanas foram inoculados com 500 ml de solucdo fisiolégica por via

intraperitoneal.
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As colbnias recuperadas do lavado peritoneal e do bac¢o dos animais

infectados foram identificadas por PRA-hsp65 para confirmacéo da espécie.

3.8. Ensaio de infec¢do endovenosa

A fim de melhor avaliar a infecgéo in vivo dos isolados utilizados,
experimentos adicionais foram realizados. Para tal, 4-5 camundongos Balb/c de
aproximadamente oito semanas foram infectados pela veia lateral da cauda,
com aproximadamente 1 x 10" bacilos/200 pul de soluco fisiolégica estéril e
livre de pirébgenos. Apos 1, 2, 7 e 14 dias, o sangue dos animais foi coletado do
plexo ocular, e o soro separado e armazenado a -20°C para posterior dosagem
de citocinas. Em seguida, os animais foram sacrificados em camara de CO,, e
0s bacos e os figados foram removidos assepticamente. O macerado dos
orgaos foi diluido seriadamente e plaqgueado em meio LB-agar, para

guantificacdo das UFCs.

Como controles, foram utilizados camundongos Balb/c de
aproximadamente oito semanas, inoculados com 200 ul de solucéo fisiolégica

pela veia lateral da cauda.

3.9. Ensaio de infecgdo ex vivo

Para os experimentos de infec¢éo, os isolados B7 (L e R), MG3-6 e
B67 foram escolhidos. Bactérias da segunda passagem em meio sdlido,
descongeladas previamente, foram utilizadas em todos os experimentos. Apos

aproximadamente seis dias em cultura, uma colbnia individualizada de cada
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isolado foi cultivada por 24 h em 1 ml de meio LB liquido contendo pérolas de
vidro. Entdo, foram adicionados 9 ml de meio liquido, e o pré-indculo foi
mantido por mais 2 dias a 37°C sob agitacao (TE420, Tecnal, Brasil). No dia da
infeccdo foi feita a leitura da D.O.se0, € @ concentracéo de bactérias do pré-
in6culo foi estimada de acordo com a equacdo obtida a partir da curva de
crescimento de cada variante. As culturas de macrofagos e CEs-like foram co-
cultivadas com as variantes de micobactéria na proporgédo de 10:1, 5:1 e 0,5:1
bactérias por célula, em meio RPMI-1640 sem antibiético por 1 ou 4 h. Em
seguida, as culturas foram lavadas 4 vezes com PBS, e meio R-5 contendo
amicacina (30 pg/ml) (Eurofarma, Brasil) foi adicionado. As células foram
fixadas com metanol (Quimex, Brasil), a 4°C por 5 minutos, logo apds o tempo
de co-cultura, assim como depois de 24 e 48 h as laminulas foram coradas
pelo método de Ziehl-Neelsen, e observadas sob microscopia 6ptica de luz, no
aumento de 1000x. Nesses mesmos tempos, foi coletado sobrenadante das

culturas para posterior dosagem de citocinas.

Concomitantemente a infec¢do, 100 pul do pré-indculo foram diluidos
seriadamente, e 50 ul das ultimas diluicbes foram semeados sobre placas de
LB-agar em triplicata, para confirmacdo da concentracdo de bactérias viaveis

do pré-inéculo utilizado.

A quantificacdo da infeccdo foi feita com base na contagem da
porcentagem de células infectadas, e o numero de bacilos presentes em, no

minimo, 100 células por laminula.
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3.10. Dosagem de citocinas pro-inflamatorias

Foi utilizado o kit comercial BD™ Cytometric Bead Array (CBA) —
Mouse Inflammation Kit (BD Biosciences, EUA), conforme especificacbes do
fabricante, para dosar a produgao de TNF-a, IL-12p70, IFN-y, MCP-1, IL-10 e

IL-6.

Brevemente, o padrdo foi reconstituido e diluido em série. Em
seguida, 10 ml de cada suspensao de pérolas fluoresceinadas (distintas umas
das outras pela intensidade de fluorescéncia emitida) e adsorvidas com
anticorpos para captura das diferentes citocinas foram misturadas em um tubo
de ensaio. Na sequéncia, 50 ml dessa mistura foram transferidos para cada
tubo contendo a amostra a ser analisada. Apds, o reagente de deteccdo
composto por anticorpos de detecgdo conjugados a fluoresceina ou ficoeritrina
(50 ml/tubo) foi adicionado. Os tubos foram incubados por 2 h a temperatura
ambiente, protegidos da luz. As pérolas foram entdo lavadas com 1 ml de
tampao de lavagem (fornecido pelo fabricante) e centrifugadas a 200 x g por 5
minutos (Sorval® RT6000D). Os sobrenadantes foram cuidadosamente
aspirados e descartados. As pérolas foram ressuspensas em 300 ml de tampéo
de lavagem e a reacéo foi lida em citdmetro, segundo orientacéo do fabricante

(Becton Dickinson FACSCalibur, BD Bioscience, EUA).

3.11. Dosagem de TGF- 3

A concentracdo de TGF-f produzida apds as infecc¢des in vivo e ex
vivo foi dosada utilizando o kit comercial DuoSet® ELISA (R&D Systems, EUA)

para dosagem de TGF-f1, conforme especificacbes do fabricante. Brevemente,
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placas de poliestireno para ensaios de ELISA (Costar, EUA) foram
sensibilizadas com o anticorpo de captura (2,0 ug/ml). Todas as etapas
subsequentes foram precedidas de 3 lavagens das placas com tampao de
lavagem (Tween®20 0,05% em PBS, pH 7,2-7,4) (Sigma Chemical Co., EUA).
Os sitios inespecificos foram blogueados com uma solucdo de 5% de

Tween®20 em PBS contendo 0,05% de NaNs (Sigma Chemical Co., EUA).

Para as amostras de soro, uma diluicdo prévia de 20 vezes foi
realizada. As amostras foram incubadas por 2 h a temperatura ambiente, e um
anticorpo de galinha anti-TGFB1 biotinilado (300 ng/ml) foi utilizado.
Posteriormente foi adicionada estreptavidina-HRP por 20 minutos, seguida da
adicdo do substrato cromogénico OPD (orto-fenilenodiamina; 3 pg/mL) na
presenca de perdxido de hidrogénio a 0,03 % (v/v) em tampdao citrato de sédio
4N. A quantificacdo da reacgéo foi feita pela da leitura espectrofotométrica da

absorbancia a 492nm de comprimento de onda.

A curva padrdo foi confeccionada com o auxilio do programa
computacional GraphPad Prism® utilizando uma curva de 4 parametros
logisticos, e as concentracdes correspondentes aos valores de leitura obtidos

foram calculados por interpolacao.

3.12. Andlise histopatoldgica

Os bacgos dos animais infectados por via intraperitoneal foram
fixados com formaldeido 10% (Nuclear, Brasil) e processados para analise
histologica. Cortes sequenciais foram feitos e corados com hematoxilina-eosina

e Ziehl-Neelsen. A analise foi realizada em colaboragcdo com a patologista Dra.
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Maria da Gléria Mattosinho de Castro Ferraz, do Departamento de Patologia da

UNIFESP.

3.13. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdao da
média. Para determinacdo das diferencas estatisticas entre duas médias, foi
aplicado o teste “t” de Student. Para determinacdo das diferencas estatisticas
entre 3 ou mais médias, foi aplicada a analise de variancia (ANOVA) de duas
vias, seguida do teste de Bonferroni. As analises foram realizadas no programa
computacional GraphPad Prism® para Windows (versdo 5.01). O nivel de
significancia para a rejeicdo da hipotese de nulidade foi fixado em 5%

(p < 0,05).
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4. RESULTADOS




4.1. Isolamento de variantes lisas e rugosas de  Mycobacterium

abscessus subsp. massiliense

Dentre os cinco isolados do surto de Belém testados, apenas 0s
isolados B47 e B7 apresentaram no primeiro plagueamento uma mistura de
colbnias lisas e rugosas, sendo que havia predominancia de coldnias lisas em
ambos. Entretanto, o isolado MG3-6, proveniente de amostra de esgoto de
Vitéria-ES, assim como o obtido de abscesso pos-injecdo B67, apresentavam
colbnias rugosas ou lisas, respectivamente, ndo apresentando colonias de
diferentes fenotipos misturadas. Todos os isolados provenientes da Bélgica
foram identificados como M. chelonae e, portanto, descartados da nossa

amostragem.

As colbnias foram separadas e mantiveram seu fenétipo apds 10
passagens em meio sélido. Foram consideradas lisas, as colénias com borda
bem definida e superficie iumida e lisa; e rugosas, as colénias com borda
irregular, superficie seca e enrugada (Figura 1). Além disso, apés o
congelamento das bactérias e posterior descongelamento e cultivo, ndo houve

reversao da morfologia da colénia de nenhum isolado.

Foi feita a identificacdo de ambas as variantes de colonia dos
isolados B47 e B7, e dos isolados B67 e MG3-6 pelo método de PRA-hsp65,
tanto na primeira, quanto na décima passagem, e a analise mostrou que tanto
as colbnias lisas quanto as rugosas mantiveram o perfil de M. abscessus 2
(Figura 2), e portanto a diferengca na morfologia das col6nias ndo era devido a

possivel mistura de diferentes espécies.
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Figura 1 — Morfologia das coldnias dos isolados B47 e B7 de Mycobacterium
abscessus subsp. massiliense do surto de Belém 2003-2004. Colbnias isoladas apos
10 passagens em meio sélido. A. Colbnia lisa, com borda definida e superficie Umida e

lisa. B. Colbnia rugosa, com borda irregular e superficie seca e enrugada. Aumento de
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Figura 2 — Identificagdo dos isolados de Mycobacterium abscessus subs. massiliense
por PRA-hsp65. Ap6s 10 passagens em meio solido, os isolados B47 (1) e B7(2),
ambos do surto de Belém 2004-2005; B67 (3), de abscesso pos-inje¢cdo de um
paciente; e MG3-6 (4), de amostra de esgoto tratado de Vitéria, apresentaram o perfil
de M. abscessus 2, ndo havendo diferenca de identificacdo para as bactérias de

colbnia lisa (1a, 2a e 3) ou as de colbnia rugosa (1b, 2b e 4).
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Todos os isolados do surto de Belém e o isolado B67 foram
analisados por Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) e por analise da
sequéncia do gene rpoB. Os resultados mostraram que os 2 isolados do surto
pertenciam a uma mesma cepa e que o isolado B67 pertencia a uma cepa
distinta (Viana-Niero e cols, 2008). Posteriormente, o isolado MG3-6 foi
analisado pela pés-doutoranda Cristina Viana-Niero (Bolsa FAPESP de PD
proc. n® 04/07394-5) pela mesma metodologia e também apresentou perfil de
bandas de PFGE distinto, mostrando que esta cepa é distinta daquela do surto

de Belém (Figura 3).

PFGE
L 2 | Belém,PA  B7
' L R " v Belém, PA B47
. “ i) 8 ‘ Belém, PA* B67
SR Vitéria, ES * MG3-6

Figura 3 — Pulsed-Field Gel Eletrophoresis (PFGE) - Genotipagem dos isolados do

surto de Belém, B67, e MG3-6. * isolados nao relacionados ao surto.

Desta forma, neste trabalho utilizamos 4 isolados, correspondendo a
3 cepas diferentes, sendo uma cepa relacionada ao surto de Belém, e duas

cepas distintas e néo relacionadas ao surto.
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4.2. Curvas de crescimento

Uma vez que nos experimentos de infec¢ao in vivo e ex vivo foram
utilizados indculos de bactéria fresca, foi feita a curva de crescimento dos
isolados B47 (liso e rugoso) e B7 (liso e rugoso), MG3-6 e B67. Os resultados
dos experimentos foram analisados com base na leitura da absorbancia dos

in6culos a 560 nm e na contagem das UFCs das diluicdes plaqueadas.

Ao relacionar a densidade 6ptica com o tempo decorrido do inicio do
cultivo em meio liquido (tempo 0), foi observado que os in6culos de bactéria de
colbnia rugosa levaram mais tempo (aproximadamente 150 h) que aqueles das
lisas (cerca de 80 h) para alcancar a fase estaciondria de crescimento. Além
disso, o platb era alcancado em densidades 6pticas distintas, lidas a 560 nm de
comprimento de onda, sendo aproximadamente 1,5 o maximo alcancado pelos
in6culos de bactérias lisas, e 0,5 pelas rugosas. Devido a essas diferengas, a
curva de crescimento das bactérias lisas foi feita em cinco dias, e a das

rugosas, em nove dias (Figuras 4, 5 e 6).

As curvas de crescimento obtidas utilizando o isolado B7 tiveram o
valor de R? mais préximo de 1 (Figura 5, A e B), ou seja, o grau de correlacéo
entre as variaveis € positivo e alto. Biologicamente, isso indica que este isolado
apresentou um crescimento mais homogéneo em meio liquido, de forma que,
ao utilizarmos inéculos frescos destas bactérias poderiamos estimar o nimero
de bacilos/ml pela leitura da sua densidade Optica. Assim, utilizamos este
isolado como representante do surto de Belém, assim como os isolados B67 e

MG3-6 para os experimentos de infec¢ao in vivo e ex vivo.
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Figura 4 — Relacédo entre D.O. s¢0 € UFCs do isolado B47: coldnias lisas (A) e rugosas

(B). Os graficos representam os resultados obtidos em 2 experimentos independentes

feitos em duplicatas. A equacédo da reta foi obtida pela média das retas de cada

experimento. R* quadrado do coeficiente de correlacéo de Pearson.
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Figura 5 — Relagéo entre D.O. 550 € UFCs do isolado B7: colbnias lisas (A) e rugosas
(B). Os graficos representam os resultados obtidos em 2 experimentos independentes
feitos em duplicatas. A equacdo da reta foi obtida pela média das retas de cada

experimento. R quadrado do coeficiente de correlacéo de Pearson.
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Figura 6 — Relacdo entre D.O. 540 € UFCs dos isolados: B67 (A) e MG3-6 (B). Os
gréficos representam os resultados obtidos em um experimento feito em duplicatas. A

equacdo da reta foi obtida pela média das retas. R quadrado do coeficiente de
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4.3. Ensaio de infecgao intraperitoneal

Alguns dos trabalhos existentes na literatura, que envolvem a
inoculacdo de micobactéria por via intraperitoneal, utilizam desde 10° UFCs até
5 x 10’ UFCs/ animal (Hogan e cols, 2001; Ghosh e cols, 2004; Viegas e cols,
2007; Biketov e cols, 2007). Em nossos experimentos, utilizamos sempre 10’

UFCs/animal.

Um dia apdés a infeccdo houve o aumento significativo da
concentracdo de células obtidas pela lavagem da cavidade peritoneal dos
animais (p<0,001) quando comparada a concentracdo de células do grupo
controle, porém nédo houve diferenca estatistica entre os isolados (B7 L, B7 R,
B67 e MG3-6). Durante os 13 dias subsequentes estudados, a concentracao de

células peritoneais manteve-se estatisticamente igual & concentracdo de

células do grupo controle (Figura 7 A).

Para quantificar as bactérias livres no peritbnio, e também aquelas
que foram internalizadas por células residentes, foi feita lise celular do
precipitado obtido pela centrifugacdo do lavado peritoneal. Os resultados
obtidos quando os animais foram infectados com B7 L, B7 R e MG3-6 foram
estatisticamente iguais, e diferiram daqueles obtidos com B67, apenas apos 1 e
2 dias da infeccdo (p<0,001). Observamos também que apds 14 dias da
infeccdo o numero de bacilos presentes no peritbnio, livres ou no interior de
células, foi muito inferior a 10® UFCs/ml de lisado celular para todos os grupos

(Figura 7 B).
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Figura 7 — Quantificacdo do infiltrado celular peritoneal e cinética de eliminagéo das
micobactérias no peritdnio de animais infectados via intraperitoneal. Camundongos
Balb/c foram infectados com os isolados B7 L e R, do surto de Belém; B67 de
abscesso poés-injecdo; e MG3-6 de esgoto pés-tratamento (n=7). (A) Concentragdo
celular no lavado peritoneal dos animais infectados e do grupo controle. (B) Numero
de bactérias viaveis recuperadas do lisado do lavado peritoneal dos animais
infectados. Os resultados foram analisados por ANOVA de duas vias, seguido do pés-

teste de Bonferroni e representam a média + desvio padrdo (***p<0,001).
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A principio, tinhamos como objetivo apenas observar a cinética de
eliminagdo das bactérias presentes no peritbnio, e a resposta imune estimulada
frente a infecgc@o por analise de citocinas. Entretanto, no 7° dia do primeiro
experimento, o bago do animal infectado com o isolado B7 R era
significativamente maior que o do animal infectado com o isolado B7 L. Assim,
nos experimentos seguintes também analisamos a infeccdo no baco dos

animais.

Apenas apo0s 14 dias de infeccdo observamos uma diferenca
estatisticamente significativa no tamanho dos bagos quando os animais foram
infectados com os isolados B7 R e MG3-6, com relagdo ao controle (p<0,01)
(Figura 8 A). Animais infectados com B7 R por 90 dias apresentaram bacos
maiores (peso médio de 0,1629g, p<0,001) que os demais grupos, sendo esta

diferenca significante.

Apds este tempo ndo foram recuperados bacilos vidveis do bago e
do figado dos animais infectados, mostrando que, apesar das diferencas
observadas nos tempos iniciais estudados, em longo prazo, todos 0s grupos

foram capazes de eliminar as bactérias.

Apés a infeccdo peritoneal de camundongos Balb/c com M.
abscessus subsp. massiliense, as bactérias migraram para o baco, onde
permaneceram vivas por pelo menos 14 dias, embora poucos bacilos fossem
viaveis neste periodo. No dia seguinte ao da infeccdo, a quantidade de bacilos
viaveis recuperados dos bacos dos animais infectados com B7 R e B67 foi
estatisticamente diferente daquela recuperada dos animais infectados por B7 L

e MG3-6 (p<0,001) (Figura 8 B).
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Figura 8 — Analise da infeccdo intraperitoneal no baco dos animais. (A) Peso dos

bacos dos animais infectados. (B) Quantificacdo da presenca de bacilos viaveis no

baco dos animais infectados. Os resultados foram analisados por ANOVA de duas

vias, seguido do pés-teste de Bonferroni e representam a média + desvio padréo.

(*p<0,01; **p<0,001)
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A analise histologica dos bacos mostrou que logo apdés um dia da
infeccdo, os foliculos linféides apresentavam uma hipertrofia evidente, a qual
se manteve durante os 14 dias estudados para todos os grupos. Apés 14 dias
da infecgéo, os animais infectados com o isolado B7 R apresentavam necrose
folicular central aguda, sendo que o mesmo nao foi observado para os demais

grupos (Figura 9).

A maior diferenca observada foi quanto a localizagcédo dos bacilos,
gue ficaram restritos a regido da polpa vermelha para os animais infectados
pelos isolados B7 L, B67 e MG3-6, sendo que se espalharam para a zona
perifolicular apos 4 dias de infec¢cdo pelo isolado B7 R, atingindo vasos de

maior calibre apés 14 dias (Figura 10).

Para alguns animais infectados com os isolados B7 L e B67, houve a

recuperacdo de micobactérias de fenotipo rugoso apos 14 dias da infeccgéo.

A dosagem de citocinas dos soros dos camundongos infectados por
via intraperitoneal mostrou que a resposta estimulada foi, do ponto de vista das
citocinas analisadas, a mesma (Figura 11). Adicionalmente, a produgéo de
TGF-f ndo foi estimulada diferentemente pela infeccdo por nenhum dos

isolados.
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Figura 9 — Analise histologica dos bacos dos animais infectados via intraperitoneal

pelos isolados B7L e R. Coloracdo por HE para visualizacdo das estruturas do tecido.
Apés 14 dias de infec¢do, os bacos dos animais infectados com o isolado B7 R
apresentam necrose folicular aguda (setas). Os animais infectados com os isolados

B67 e MG3-6 apresentaram mesma evolucao da infeccao observada para B7 L.
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Figura 10 — Analise histologica dos bacos dos animais infectados via intraperitoneal
pelos isolados B7 L e R, utilizando coloragdo de Ziehl-Neelsen para evidenciacdo da
presenca de bacilos no 6rgao. Bacilos localizados na polpa vermelha (setas pretas),
zona perifolicular (setas verdes) e em vasos de maior calibre (seta vermelha). Para

B67 e MG3-6 foram obtidas imagens semelhantes as obtidas para B7 L.
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Figura 11 — Dosagem de citocinas pro-inflamatérias nos soros de camundongos
Balb/c infectados via intraperitoneal pelos isolados B7 L, B7 R, B67 e MG3-6. Como
controle, solugdo fisioldégica foi injetada por via intraperitoneal em camundongos
Balb/c. Os resultados foram analisados por ANOVA de duas vias, seguido do pos-teste

de Bonferroni e representam a média + desvio padréo.
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4.4. Ensaio de infec¢do endovenosa

Considerando os trabalhos que abordaram o estudo da infecgcéo de
M. abscessus em camundongos por via endovenosa, foram realizados
experimentos com delineamento experimental semelhante, utilizando 1 x 10’

bactérias/animal.

Utilizando camundongos Balb/c, apds 14 dias da infeccdo o nimero
de bacilos recuperados do baco e do figado dos animais foi semelhante.
Apenas apés 2 dias da infeccdo foi observada diferenca significante para os
animais infectados com o isolado B7 R, dos quais foi recuperado um nuamero

estatisticamente maior de bacilos viaveis (Figura 12 A).

A mudanca de estratégia de infeccdo mostrou que nos tempos
iniciais, os animais infectados pelos isolados B7 L, B67 e MG3-6 apresentavam
concentracbes séricas de TGF-B significativamente menores, quando
comparadas com as apresentadas pelo controle. Ap6s os 14 dias observados,
as concentragfes desta citocina retomaram 0s niveis observados para animais

nao infectados (Figura 13).

Interessantemente, coldnias rugosas foram recuperadas de bacos e
figados de animais infectados pelos isolados B7 L e B67 apés 14 dias da
infecgdo, assim como observado para a infecgéo intraperitoneal (Figura 14),

lembrando que este fenbmeno nao foi observado in vitro apds 10 passagens.
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Figura 12 — Andlise da infec¢cdo endovenosa de camundongos Balb/c pelos isolados
B7 L, B7 R, B67 e MG3-6 (n=5). Como controle, solugéo fisiolégica foi injetada pela
veia lateral da cauda de camundongos Balb/c. Os resultados foram analisados por
ANOVA de duas vias, seguido do poOs-teste de Bonferroni e representam a média +

desvio padréo. (p<0,05)
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Figura 13 — Dosagem de TGF-B produzido em resposta a infec¢cdo endovenosa de
camundongos Balb/c pelos isolados B7 L, B7 R, B67 e MG3-6. Os resultados obtidos
foram analisados comparando com a concentracdo de TGF-3 em animais controle,
gue receberam injecdo de salina e foram mantidos nas mesmas condigbes que 0s
grupos experimentais. O grafico representa a média + desvio padrdo dos resultados
obtidos da dosagem do soro de 4-5 animais, e foram analisados pelo teste “t” de

Student. (*p<0,05)

Figura 14 — Imagem representativa da recuperagdo de colbnias rugosas (setas) de
animais infectados com os isolados de fendtipo liso. Colénias recuperadas de bagos e
figados de animais infectados pelos isolados B7 L e B67, ap6s 14 dias da inoculagéo
intraperitoneal e/ou endovenosa de bacilos.
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4.5.  Experimento de infeccdo ex vivo

Nos experimentos de infec¢do de culturas de macréfagos e de CEs-
like com M. abscessus subsp. massiliense onde foram utilizadas as
proporgbes 10:1 e 2:1, com co-incubacdo de 4 h, grande parte das células
infectadas continha um ndamero incontdvel de bacilos em seu interior.
Consequentemente, o0s resultados foram analisados apenas quanto a
porcentagem de células contendo numero mensuravel (% contaveis) e

incomensuravel (% incontéveis) de bacilos.

Nas infecgbes com B7 R e MG3-6, a 10 bacilos/célula, houve o
aumento da porcentagem de macrofagos com namero incontavel de bacilos em
seu interior ao longo do tempo de infeccdo estudado. O mesmo nao foi
observado para a infeccao de culturas de CEs-like por estes mesmos isolados.
Além disso, a infeccdo de macrofagos e CEs-like, nesta proporgdo, por
isolados de fendtipo liso ndo mostrou nenhuma diferenca estatistica apos as 48

h de estudo (Figuras 15 e 16).

A diminuicdo da proporcado para 2 bacilos/célula, com co-incubacéo
de 4h, mostrou que macrofagos permitem a multiplicagdo das variantes do
isolado de surto B7 e do isolado MG3-6 e que CEs-like mantém estavel a
infecgédo por B7 L, B67 e MG3-6 durante o tempo estudado. Essa abordagem
experimental nos permitiu concluir que diante dos 4 isolados aqui testados,
CEs-like sao incapazes de controlar apenas a infeccdo pelo isolado B7 R

(Figuras 17 e 18).
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Figura 15 — Analise da infeccéo ex vivo por B7 L e R, utilizando 10 bacilos/célula, e
tempo de co-incubacdo de 4 horas. Os gréficos representam a porcentagem de
infeccdo de macrofagos peritoneais murinos e CEs-like pelo isolado B7 de M.
abscessus subsp. massiliense de fendtipo de col6nia liso (B7 L) e rugoso (B7 R). As
barras indicam a porcentagem de células contendo numero quantificavel (% contéveis)
ou ndo (% incontaveis) de bacilos. Os gréficos representam os resultados das médias

+ desvio padréo obtidos em 2 experimentos feitos em duplicatas. (* p<0,05)
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Figura 16 — Analise da infeccdo ex vivo por B67 e MG3-6, utilizando 10 bacilos/célula,
e tempo de co-incubacdo de 4 horas. Os gréficos representam a porcentagem de
infeccdo de macrofagos peritoneais murinos e CEs-like pelo isolado B67 e MG3-6 de
M. abscessus subsp. massiliense. As barras indicam a porcentagem de células
contendo numero quantificavel (% contaveis) ou ndo (% incontaveis) de bacilos. Os

gréficos representam os resultados das médias + desvio padrdo obtidos em 2
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Figura 17 — Analise da infec¢do ex vivo por B7 L e R, utilizando 2 bacilos/célula, e
tempo de co-incubacdo de 4 horas. Os gréficos representam a porcentagem de
infeccdo de macrofagos peritoneais murinos e CEs-like pelo isolado B7 de M.
abscessus subsp. massiliense de fenotipo de col6nia liso (B7 L) e rugoso (B7 R). As
barras indicam a porcentagem de células contendo numero quantificavel (% contéveis)
ou ndo de bacilos (% incontéveis). Os gréficos representam os resultados das médias

+ desvio padréo obtidos em 2 experimentos feitos em duplicatas. (*p<0,05; **p<0,01)
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Figura 18 — Analise da infeccdo ex vivo por B67 e MG3-6, utilizando 2 bacilos/célula, e

tempo de co-incubacdo de 4 horas. Os gréficos representam a porcentagem de

infeccdo de macréfagos peritoneais murinos e CEs-like pelos isolados B67 e MG3-6

ndo relacionados a surtos. As barras indicam a porcentagem de células contendo

namero quantificavel (% contaveis) ou ndo de bacilos (% incontaveis). Os graficos

representam os resultados das médias + desvio padrdo obtidos em 2 experimentos

feitos em duplicatas. (**p<0,01)
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A quantificacdo mais precisa da infeccdo s6 foi possivel apds a
diminuicdo do tempo de co-incubacdo para 1 h e da propor¢do para 0,5
bacilo/célula, sendo possivel avaliar a porcentagem de células infectadas (%
infeccdo) e o numero médio de bacilos presentes em cada célula (B/C). Nestas
condicdes, observamos que a % infeccdo e o numero de B/C ndo aumentou
durante as 48 h da infeccdo de culturas de macréfagos e CEs-like pelos

isolados néo relacionados ao surto, B67 e MG3-6, e pelo isolado B7 L.

Diferentemente, a porcentagem de células infectadas pelo isolado
B7 R aumentou significativamente, tanto nas culturas de macréfagos quanto
nas de CEs-like. A relacdo B/C também aumentou significativamente nos
macroéfagos infectados por B7 R, havendo um leve aumento nas culturas de

CEs-like, o qual néo teve significancia estatistica (Figura 19).

A infecgao pelos isolados B7 L e B7 R inibiu a producao de TGF-
pelas culturas de CEs-like, quando comparada aos niveis de producdo basal
(149 £ 4,3 pg/ml). O mesmo foi observado para a infeccdo das culturas de
macroéfagos pelos isolados de surto (B7 L e B7 R), assim como com o isolado

B67 (producéo basal de 84,2 £ 5,8 pg/ml) (Tabela 1).

Para as demais citocinas analisadas, a infecgdo nao induziu uma

diferenca no padréo de producao por nenhum dos 2 tipos celulares.
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Figura 19 — Quantificacdo da infec¢do de macrofagos peritoneais murinos e CEs-like
pelos isolados B7 L, B7 R, B67 e MG3-6, utilizando 0,5 bacilo/célula, e tempo de co-
incubacdo de 1 hora. A porcentagem de células infectadas nas culturas (A), e a
relagédo entre o numero de bacilos/célula infectada (B) foram analisadas. Os gréaficos
representam os resultados das médias + desvio padrao obtidos em 2 experimentos

feitos em duplicatas. (*p<0,05; **p<0,01)
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Tabela 1 — Dosagem de TGF-3 nos sobrenadantes das culturas de macrofagos e CEs-

like apds a infeccdo com M. abscessus subsp. massiliense

Cuturas SEs-fike Macicfades
lsolalos Z4h 45h Z4h 45h
ETL 24782 T EE e G5,19+4 5547 Beed L83 T 185
BE7 R PG L N DR 452770007 Bl 0,58 £ 007 vy
Ba7 114,55 + 253,68 165,24 = 51 00 408 1325 498351 1,27 47
F53-5 4322180008 143,84 £ 261 35,20 & 11 5400 144,62 2 33,33

% resultados estatisticamente diferentes daqueles obtidos para B67 no mesmo tempo

Presultados estatisticamente diferentes daqueles obtidos para MG3-6 no mesmo
tempo

‘diferenca estatistica entre os resultados de 24h e 48h para 0 mesmo isolado
*diferenca estatistica & concentracdo basal de TGF-g produzida por CEs-like
“diferenca estatistica a concentracdo basal de TGF-4 produzida por macréfagos
Nd: concentracbes ndo detectadas

A tabela representa a dosagem de TGF-f nos sobrenadantes das culturas de
macroéfagos e CEs-like apds a infecgdo pelos isolados B7 L, R, B67 e MG3-6 , com co-
incubacdo de 1h e utlizando 0,5 bacilo/célula. Os resultados séo expressos como
média + desvio padrdo dos resultados obtidos em 2 experimentos feitos em duplicatas.
Concentracdo basal de TGF-B produzida em culturas de macréfagos (84,2 + 5,8 pg/ml)

e CEs-like (149 + 4,3 pg/ml). (p<0,01)
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5. DISCUSSAO




7

Mycobacterium abscessus subsp. massiliense é uma espécie
recentemente descrita cujos relatos tém se restringido a sua identificagdo em
casos clinicos independentes e em surtos (Albini e cols. 2007; Cardoso e cols.

2008; Kim e cols. 2008; Viana-Niero e cols. 2008; Duarte e cols. 2009).

M. abscessus € uma espécie frequentemente associada a infecgdes
pulmonares crbénicas e surtos relacionados a procedimentos cirlrgicos
(Colombo e Olivier 2008), tornando-se objeto de estudos voltados para a
compreensao da infeccao por ela causada (Rottman e cols. 2007; Oberley-
Deegan e cols. 2008; Shin e cols. 2008). Até 0 momento, ndo ha na literatura
trabalhos que estudem o comportamento de M. abscessus subsp. massiliense
em estudos in vivo e ex vivo. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi estudar
a interacdo dessa subespécie com o hospedeiro, comparando os resultados
aqueles ja descritos para M. abscessus, além de investigar diferencas de

patogenicidade entre isolados relacionados ou nao a surto.

De Fevereiro de 2004 a Junho de 2005, em Belém — PA, foram
notificados 311 casos de pacientes que passaram por cirurgias envolvendo o
uso de laparoscopios ou por outros procedimentos invasivos. Isolados obtidos
de 59 destes pacientes foram identificados como M. abscessus subsp.
massiliense (Viana-Niero e cols. 2008; Ledo e cols. 2009). No presente
trabalho, 5 isolados foram escolhidos aleatoriamente, sendo que, na primeira
passagem em meio solido, 2 apresentaram coldnias de fendtipo liso e rugoso
misturadas, com predominancia de colbnias lisas. Também foram utilizados
nesse trabalho outros 2 isolados nao-relacionados ao surto, B67 e MG3-6, que

apresentavam col6nias lisas e rugosas respectivamente. Dos isolados
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utilizados neste trabalho (B7, B67 e MG3-6), apenas o isolados MG3-6 nao foi

isolado de espécimes humano, sendo este advindo de esgoto apds tratamento.

Dentre as caracteristicas fenotipicas de M. abscessus subsp.
massiliense descritas por Adékambi em 2004, estava o fendtipo intermediério
entre liso e rugoso. Possivelmente, o isolado descrito apresentava uma mistura
de bactérias formadoras de col6nias lisas e rugosas, como observado nos

resultados de plagueamento dos isolados B47 e B7 do surto de Belém.

J4 estd descrito na literatura que M. avium, Mycobacterium
smegmatis e M. abscessus com colbnias de morfologias lisa e rugosa estao
associadas com a presenca e auséncia, respectivamente, de
glicopeptidolipideos (GPLs) na parede celular (Billman-Jacobe e cols. 1999;

Eckstein e cols. 2000; Howard e cols. 2006).

A mudanca de fenétipo de colénia € um fendmeno ja descrito para
M. abscessus, e 0 controle da expressdo de GPL por essa espécie parece
estar associado a uma forma de evaséo do sistema imune do hospedeiro. Isso
se deve ao fato de que bactérias formadoras de coldnias rugosas foram
recuperadas em o6rgdos de animais infectados por isolado de col6nias lisas
(Rottman e cols. 2007). Os GPLs presentes na parede celular de isolados com
fendtipo de colbnia liso poderiam ser considerados como o principal alvo de
células B no desenvolvimento da resposta humoral contra a infeccéo,
justificando a mudanca de fendtipo das bactérias apdés um tempo mais
prolongado de infecgcdo. A mudanca de fendtipo também foi observada em

nossos resultados, corroborando dados descritos na literatura.
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A utilizagdo de um modelo de infeccdo onde o0s animais né&o
apresentavam nenhuma deficiéncia imunolégica mostrou que, nas condi¢cdes
estudadas, M. abscessus subsp. massiliense n&o causa infecgéo persistente
guando inoculada no peritdnio ou endovenosamente. Entretanto, ficou claro,
pela diferenca do peso e no quadro histolégico dos bacos dos animais
infectados por via intraperitoneal, que a resposta estimulada pelo isolado B7 R,
relacionado a surto, induziu a proliferagdo mais intensa dos linfécitos presentes

nos foliculos esplénicos.

Os resultados de plaqgueamento do macerado dos bacos dos
animais infectados por via intraperitoneal mostraram que, para todos os
isolados utilizados, houve uma migracdo de bacilos vivos da cavidade
peritoneal para este 6rgdo, seja via carreamento por células que internalizaram
bacilos, ou via migracdo de bacilos livres. Mesmo apo6s 14 dias da infec¢éo
observamos um ndmero maior que 10° UFCs/animal, significando que os
bacilos, apesar de serem eliminados do peritbnio dos animais, permaneceram
vivos no bago. Este resultado é também mais um indicativo de que estas
micobactérias sdo possivelmente resistentes aos mecanismos de eliminagdo
de patogenos do sistema imune, como a degradacédo pela via endocitica. Sabe-
se que micobactérias patogénicas, como M. tuberculosis e M. avium séo
capazes de subverter o sistema imune por impedir a maturacédo de fagossomos
(apud Koul e cols, 2004). Talvez este seja também um mecanismo de evaséo

de M. abscessus subsp. massiliense.

A recuperacédo de colbnias rugosas do macerado de bacos e figados
de animais infectados pelos isolados de fenétipo liso indica, como sugerido por

Rottman e Catherinot, 2007, que a supressao da expressédo de GPL na parede
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celular micobacteriana faz parte da selecdo de bactérias resistentes aos

mecanismos efetores da resposta imunoldgica a patégenos.

Diferencas de resposta imune a infeccbes podem ser detectadas
pelo padrdo de citocinas produzidas frente ao estimulo. Uma citocina
importante envolvida na resposta contra micobactérias patogénicas € o IFN-
vy (Houben e cols. 2006). Esta molécula é capaz de modular diversos
mecanismos imunologicos, e é descrito que individuos com altera¢cdes no gene
gue a codifica apresentam alta susceptibilidade a infecgcbes micobacterianas

(Gutierrez e cols. 2004; Rottman e cols. 2007).

No modelo de infecg&o intraperitoneal, as diferengas observadas na
histologia do baco dos animais e a mudanca de fenétipo observada apos 14
dias da infeccdo ndo se refletiram em uma menor producédo de IFN-y nestes
grupos de animais. A concentracdo das demais citocinas analisadas nao
mostrou diferenca significativa em comparagcdo ao grupo controle,
demonstrando que na infeccéo por esta via os isolados rugosos aparentemente
nao modulam a resposta imune de forma distinta dos isolados de colonia lisa, e
gue aqueles relacionados a surto também apresentam, do ponto de vista das

citocinas estudadas, estimulacdo semelhante.

Por outro lado, a inoculagdo das bactérias por via endovenosa
induziu diferencas na estimulacdo da producdo de TGF-f. Animais infectados
pelos isolados B7 L, B67 e MG3-6 produziram significativamente menos TGF-f3
gue os animais controle 2 dias apds a infec¢do. Neste tempo, houve o aumento
significativo no niumero de bacilos recuperados do ba¢o dos animais infectados

com B7 R, em relacdo ao primeiro dia pds-infeccdo. Para este grupo, os niveis
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de TGF-B produzidos se igualavam aqueles detectados para o grupo controle.
O papel de TGF-$ na patogénese de infec¢cdes micobacterianas causadas por
M. tuberculosis e M. avium ja tem sido descrito. Para estas duas espécies de
micobactérias de crescimento lento, a presenca de TGF-p é fundamental para
a progressao da infecgao in vivo e ex vivo. Experimentos in vivo mostraram que
a infeccdo de animais com M. avium, seguida da injecdo de TGF- exdgeno
leva ao aumento significativo da carga bacteriana (Denis e Ghadirian 1991).
Assim como observado para M. avium, a maior producdo de TGF-$ frente a
infeccdo pelo isolado B7 R, quando comparada com o0s outros isolados
testados, pode ter propiciado sua maior proliferacdo, evidenciada pela
contagem de UFCs no bago, nos tempos iniciais da infec¢cdo. Contudo, esta
citocina ndo parece determinar o curso da infecgcdo em longo prazo em animais
imunocompetentes, pois, apés 14 dias de observacdo, todos os grupos de
animais injetados com os 4 isolados em estudo foram capazes de controlar a

infecgéo.

No modelo ex vivo, a infecgdo utilizando a mesma proporcao de
bacilos/célula descrita por outros em trabalhos com M. abscessus foi incapaz
de sugerir quaisquer evidéncias de distingcao entre os isolados analisados (Byrd
e Lyons 1999; Howard e cols. 2006; Catherinot e cols. 2007). A sensibilidade
necessaria so6 foi obtida apos a diminuicdo do numero de bacilos por célula em
cultura e do tempo de co-incubacdo. Este fato isoladamente sugere que M.
abscessus subsp. massiliense é mais virulenta que M. abscessus subsp.
abscessus, pelo menos ex vivo, devido a sua grande capacidade de infectar as

culturas de macréfagos observada neste trabalho.
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Em culturas celulares, a neutralizacdo de TGF-$ leva a diminuicédo
da replicacdo de M. tuberculosis em mondcitos humanos; a adicdo de TGF-
B exdgeno resulta no aumento da replicacdo de M. tuberculosis (Hirsch e cols.
1994) e a infec¢do de macrofagos humanos com M. avium leva a producao de
TGF-p ativo, além da auséncia de resposta da cultura infectada aos efeitos de
IFN-y e TNF (Champsi e cols. 1995). Estes dados sugerem que TGF- € uma
citocina facilitadora da multiplicacdo bacilar de micobactérias de crescimento

lento ou rdpido em cultura.

Chinen e cols. (2006) demonstraram que CEs-like sdo capazes de
conter a infeccdo por M. avium, impedindo a multiplicagcdo dos bacilos
internalizados. A infecg&o ex vivo pelos isolados B7 L, B67 e MG3-6 mostrou
que CEs-like sdo capazes de controlar a infeccdo pelos mesmos, a
semelhanca do que foi observado para M. avium. Contudo, os resultados
obtidos no presente trabalho mostraram que CEs-like ndo exercem o mesmo
controle frente a infeccdo pelo isolado B7 R de M. abscessus subsp.
massiliense, reforcando a suposicdo de que o isolado rugoso relacionado a
surto seria mais patogénico que os demais estudados, e que, portanto, os
surtos relacionados a essa cepa se deram em parte pela selecdo de bactérias

mais resistentes diante dos mecanismos de defesa do hospedeiro.

Além de controlar a infeccdo por M. avium, CEs-like produzem altas
concentracbes de TGF-B. Diferentemente, macréfagos permitiram a replicacao
dos bacilos e liberaram baixas concentracdes desta citocina em estimulo a
infecgcéo (Chinen e cols., 2006). Os resultados do trabalho atual mostraram que

CEs-like ndo séo capazes de controlar a infeccdo por B7 R, sendo que este
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isolado, juntamente com B7 L, inibiram a producdo de TGF- quando
comparados com os isolados n&o relacionados a surtos. Adicionalmente, o
sobrenadante das culturas co-cultivadas com o isolado MG3-6, proveniente do
esgoto tratado, apresentou as maiores concentracdoes de TGF-f, sugerindo que
a passagem in vivo possa modificar a relacdo de M. abscessus subsp.
massiliense com a célula hospedeira (macréfagos e células epitelidides
presentes nas lesfes granulomatosas). A partir dos resultados é possivel
especular que apOs passagens sucessivas in vivo, essas micobactérias
poderiam apresentar potencial patogénico semelhante aquele observado para

os isolados relacionados a surto.

Em conjunto, estes resultados sugerem que TGF-B no modelo de
CEs-like pode desempenhar papel importante no controle da infecgdo por
micobactérias ex vivo, podendo diferir entre isolados de surtos e isolados que
nao tiveram passagem in vivo. Estes dados diferem daquele observado para
infeccdo de macrofagos com M. tuberculosis onde a baixa concentracéo de
TGF-B esta associada a diminuicdo da replicagdo dos bacilos (Hirsch e cols.

1994) Os mecanismos subjacentes a este fendmeno estao sendo investigados.

Finalizando, neste trabalho, mostramos que o isolado B7 R,
relacionado ao surto de cirurgias laparoscoépicas de Belém (2004-2005) é mais
virulento e patogénico que o isolado de fenétipo de colbénia lisa, da mesma
cepa. Além disso, o isolado MG3-6, também de fendtipo rugoso, mas
proveniente do meio ambiente, ndo apresentou 0 mesmo comportamento que o
do surto nos ensaios in vivo e ex vivo. Essas observagbes sugerem que 0O

fendtipo de coldnia (liso ou rugoso) esta relacionado a maior patogenicidade
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apenas quando se avaliam cepas causadoras de casos clinicos, mas ndo as

ambientais.
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6. CONCLUSOES




6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

Em conjunto, os resultados aqui apresentados demonstraram que:

Foram isoladas colbnias lisas e rugosas da cepa B7 do surto de Bélem
(2004-2005), cujos fendtipos foram mantidos apds 10 passagens in vitro,
assim como as duas cepas néao relacionadas a surto, MG3-6 (rugosa) e
B67 (lisa). Entretanto, ap6s uma passagem in vivo, ambas as cepas lisas
apresentaram colbnias tanto lisas quanto rugosas quando cultivadas em

meio solido;

As infecgbes pelas vias intraperitoneal e endovenosa de camundongos
Balb/c pelos isolados de M. abscessus subsp. massiliense estudados B7
L, B7 R, B67 e MG3-6 foram igualmente controladas, ndo havendo

recuperacdo de bacilos viaveis apés 90 dias da injecao;

O isolado de surto B7 R estimulou maior proliferagéo de células presentes
nos foliculos linféides quando comparado com os outros 3 estudados. Os
bacilos foram capazes de penetrar na regido perifolicular ap6s inoculacdo
intraperitoneal em camundongos Balb/c, sugerindo que este isolado é

mais virulento que os demais;

CEs-like e macrofagos ndo foram capazes de controlar apenas a infec¢éo
ex vivo pelo isolado B7 R. Esse isolado juntamente com B7 L estimulou
producdo menor de TGF-B, quando comparado aos isolados nao
relacionados a surtos. As maiores concentragdes dessa citocina foram
detectadas nas culturas infectadas com o isolado de esgoto tratado, MG3-
6, Unico que nao teve passagem in vivo. Os dados sugerem que TGF-$
tem papel importante no controle da infeccdo de micobactérias de

crescimento rapido capazes de estabelecer infec¢do ex vivo.
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ABSTRACT

Rapidly growing mycobacteria (RGMs) have been frequently identified in
outbreaks of human infections. Mycobacterium abscessus subsp. massiliense is
an RGM which was first described in 2004, and since then 10 publications
identifying this species in outbreaks and sporadic clinical cases have been
reported. The interaction between M. abscessus subsp. massiliense and host
was the main objective of this work. Therefore, variants of smooth and rough
colonies (B7 S and B7 R), isolated from an outbreak which took place in Belém,
from 2004 to 2005, and two non-related isolates [B67 (S) and MG3-6 (R)] were
used to produce intraperitoneal and intravenous infections in mice, and ex vivo
infection in peritoneal macrophages and epithelioid-like cells. In terms of
immune response following intraperitoneal infection cytokine levels were similar
for the four isolates. However, after 14 days, the spleens of animals infected
with B7 R and MG3-6 showed a significant increase in comparison to the
spleens of animals infected with the other two isolates. After 90 days, this
difference was maintained only for the group infected with B7 R. The
histological analysis of the spleens showed that the proliferative response in
lymphoid follicles was more evident in animals infected with B7 R, leading to
central necrosis after 14 days. Acid-fast bacilli were found penetrating the peri-
follicular zone of these spleens, and also large blood vessels, suggesting blood
dissemination. The intravenous infection corroborated the results obtained for
intraperitoneal infections. After two days of infection, the recovery of colony
forming units (CFUs) from spleen was significantly larger in animals infected
with B7 R. Nevertheless, the infection was likewise controlled by all groups,
similarly to the intraperitoneal infection. In the intravenous infection model,
animals infected with B7 L, B67 and MG3-6 showed low production of TGF-3 in
early time points. The infection of macrophages and epithelioid-like cells
corroborated the in vivo findings, and B7 R was capable of proliferating inside
macrophages and only for this isolate there was an increase in the percentage
of infection in epithelioid-like cells. Furthermore, B7 R and B7 S stimulated a
modest production of TGF-f in these cultures when compared to the non-
related isolates. Contrary to what was observed previously for M. avium,
epithelioid-like cells were not able to restrain the infection caused by B7 R.
Taken together, the results suggest that rough colony forming mycobacteria
associated to outbreaks are more pathogenic than bacteria of smooth
phenotype and those present in the environment, maybe because of the lower
levels of TGF- upon mycobacteria-infected cells interaction. The underlying
mechanisms are under investigation.
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