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RESUMO

A incidéncia de casos de doenca pulmonar causada por micobactérias néo-
tuberculosas (MNT) em humanos tem aumentado ao longo das décadas e M.
kansasii (Mkan) esta entre as MNT mais patogénicas. Diferentemente da maioria
de MNTs patogénicas, Mkan infecta individuos imunocompetentes induzindo
uma doenca pulmonar semelhante a TB, que leva a patologia cavitaria em casos
mais severos. A auséncia de modelos animais que reproduzam a doenca
pulmonar necrotica em humanos dificulta os estudos de viruléncia e
patogenicidade. Deste modo, estabelecemos novo modelo murino que reproduz
0s principais elementos patologicos da doenca em humanos. Com base nos
resultados de avaliagdo de viruléncia de onze isolados clinicos de Mkan no
modelo de macrofagos infectados in vitro, foram selecionadas cinco cepas,
incluindo as cepas de maior e menor viruléncia em comparacdo a cepa de
referéncia (cepa Mkan 12478, ATCC), e submetidas para analise in vivo. Os
resultados de infecgéo intratraqueal dos camundongos C57BL/6 demonstraram
gue as cepas Mkan de maior viruléncia induziram doenca pulmonar progressiva
em camundongos, formando grandes granulomas caseosos encapsulados em
120-150 dias ap6s a infeccdo, enquanto a cepa de baixa viruléncia foi eliminada
dos pulmbes em 40 dias de infeccdo. Duas cepas demonstraram viruléncia
aumentada, causando morte prematura nos animais infectados, associada a
pneumonia extensa e induzindo uma maior producédo de citocinas e NO no
pulm&o. Todos os isolados de Mkan capazes de induzir a progresséao da doenca
exibiram o morfotipo de colonia rugosa (R), diferentemente das cepas de menor
viruléncia com coldnias lisas (morfotipo S). A analise de sequéncia gendmica dos
isolados de Mkan detectou SNPs em genes que podem ser responsaveis pelas
alteracOes da parede celular associadas ao morfotipo rugoso e pela expresséo
e secrecao de fatores de viruléncia por essas cepas. Estudo da interacdo dessas
cepas com macréfagos em cultura demonstrou que as cepas mais virulentas com
crescimento intracelular mais rapido e elevada indugé&o de morte celular, foram
menos potentes na ativagdo do inflamassoma nestas células, reduzindo seu

potencial microbicida.

Palavras-chaves: M. kansasii, patogenicidade, modelo animal.
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ABSTRACT

The incidence of non-tuberculous mycobacteria (NTM) pulmonary infections in
humans have raised in recent decades, among them M. kansasii (Mkan) is one
of the most pathogenic. Unlike most pathogenic NTMs, Mkan infects
immunocompetent individuals as well, inducing a TB-like lung disease that leads
to cavitary pathology in more severe cases. The lack of animal models that
reproduce human-like lung disease, associated with the necrotic lung pathology,
impairs studies of M. kansasii virulence and pathogenicity. In this work, we
established a new murine model that reproduces the main pathological elements
of the disease in humans. Based on the results of the Mkan virulence evaluation
in the in vitro model of macrophage infection, five strains, including the strains of
higher and lower virulence compared to that of the reference strain (strain Mkan
12478, ATCC), were selected and submitted for analysis in vivo. The results of
intratracheal infection of C57BL/6 mice demonstrate that the Mkan strains of
higher virulence were able to induce a progressive lung disease, leading to the
formation of large encapsulated caseous granulomas in 120-150 days after
infection, while the low virulence strain was cleared from the lungs by day 40.
Two strains demonstrated increased virulence, causing premature death in
infected animals, associated with extensive pneumonia and increased production
of cytokines and NO in the lung. All Mkan isolates that were able to induce
disease progression exhibited the rough colony morphotype (R), unlike the lower
virulence strains displaying smooth S-type colonies. Genomic sequence analysis
of the Mkan isolates detected genetic polymorphisms in genes that can be
responsible for the cell wall changes associated with R morphotype and for the
expression and secretion of virulence factors by mycobacteria. Study of the
interaction of these strains with macrophages in culture showed that the most
virulent strains with faster intracellular growth and higher induction of cell death
were less potent in activating the inflammasome in these cells, reducing their

microbicidal potential.

Keywords: M. kansasii, pathogenicity, animal model.
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1. INTRODUCAO

1.1. Micobactérias

As micobactérias sdo micro-organismos com forma bacilar e com
dimensdes que variam de 0,2 ym a 0,6 ym de largura e 1 ym a 10 ym de
comprimento. Eles sdo bacilos delgados, retos ou ligeiramente curvos,
pleomorficos, aerdbios ou microaerofilos e imoveis. As espécies, em sua maioria,
séo saprofitas, vivem e replicam-se em ambientes naturais, ao passo que uma
pequena parcela adapta-se ao ambiente intracelular, tornando-se patdgenos,
preferencialmente de vertebrados superiores (LEAO et al., 2004).

Embora inicialmente classificadas como gram-positivas, as micobactérias
ndo sdo devidamente coradas pela técnica de Gram, mas pelas técnicas de
Ziehl-Neelsen e de Kinyoun. Ambas as técnicas utilizam a carbol-fucsina que
confere coloracdo vermelha as micobactérias. Por resistirem ao descoloramento
subsequente com solugcdo éalcool-acido, receberam a designagao de “bacilos
alcool-acido resistentes” (BAAR) (WILDNER et al., 2011).

A parede celular micobacteriana € altamente complexa, composta em sua
maioria por alto teor de lipideos o que dificulta a entrada de nutrientes
culminando no crescimento micobacteriano lento, contudo aumenta a resisténcia
a processos de descoloracado e degradacdo enzimatica. A variacao da propor¢ao
dos componentes da parede celular em diferentes espécies de micobactérias
afeta a patogenicidade e a viruléncia, sendo, portanto a parede celular
micobacteriana alvo de varios agentes terapéuticos (GROENEWALD et al.,
2014).

O género Mycobacterium é formado por micobactérias tuberculosas,
espécies pertencentes ao complexo M. tuberculosis (M. tuberculosis, M.
africanum, M. microti, M. bovis, incluindo M. bovis-BCG) e pelas micobactérias
nao-tuberculosas (MNT), que geralmente s&o bactérias oportunistas ou
ambientais (UEKI et al., 2005).

Os primeiros relatos de MNT surgiram logo ap0s a descoberta do M.
tuberculosis por Robert Koch em 1882, principal agente causador da tuberculose
(TB). Robert Koch foi um médico alemao que apos descobrir a existéncia de M.
tuberculosis (Mth), foi capaz de cultiva-lo fora do organismo humano,

conseguindo induzir a doenca em animais se utilizando deste cultivo. Até a
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década de 50, ndo havia muitos estudos acerca dessas micobactérias, e elas
eram classificadas como micobactérias atipicas ou entdo anénimas (SHAO et
al., 2015). Atualmente ja foram descritas mais de 200 espécies de MNT, sendo
140 espécies patogénicas para humanos e animais e 60 espécies
potencialmente patogénicas. Dentre as patogénicas podemos destacar as
micobactérias pertencentes ao complexo M. avium (MAC), M. kansasii, M.
marinum e M. gordonae (MATSUMOTO et al., 2019).

As micobactérias pertencentes ao grupo MNT, podem ser classificadas de
acordo com a patogenicidade, em potencialmente patogénicas e nao-
patogénicas, e também segundo sua taxa de crescimento, crescimento rapido
(antes de 7 dias) ou lento (em sete dias ou mais) (JOHNSON e ODELL, 2014).

As MNT potencialmente patogénicas podem acarretar diversas formas de
doenca, até mesmo a forma disseminada, atingindo os pulmdes, pele, ganglios
e articulacdes (UEKI et al., 2005). As MNT potencialmente patogénica que mais
acometem os seres humanos sao as pertencentes ao complexo M. avium (MAC)
e posteriormente a M. kansasii (MORIMOTO et al., 2014).

Apesar do fato das MNT serem disseminadas no ambiente e a exposi¢cao
a esses organismos ser em sua maioria inevitavel, a doencga pulmonar por MNT
€ relativamente incomum, sugerindo que o0s mecanismos de defesa do
hospedeiro sao suficientes para prevenir o desenvolvimento da infeccéo e que
os individuos que desenvolvem a doenca pulmonar provavelmente apresentam
maior suscetibilidade especifica. Individuos acometidos por doencas que
ocasionam algum tipo de dano aos pulmdes, como a fibrose cistica,
bronquiectasia, discinesia ciliar primaria, doenca pulmonar obstrutiva crénica,
tuberculose prévia e pneumoconiose, sao mais predispostos a doenca pulmonar
por MNT. Fatores como, estado de imunossupresséao relacionado, por exemplo,
a infecgéo pelo virus da imunodeficiéncia humana, transplante ou uso de inibidor
do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), também estdo associados ao maior
acometimento por MNT (KOH, 2017).

O diagnostico das infec¢des causadas por MNT requer a avaliacdo da
presenca de sintomas, anormalidades radiologicas e cultivo microbiologico, em
conjunto com a exclusao da possibilidade da presenca de outro agente etioldgico

e de analises por meio de métodos genéticos e moleculares. Nos casos de



infeccdo disseminada, a cultura do sangue em meios especificos para
micobactérias também é realizada (KHALEDI et al., 2016).

No caso de infec¢cdes pulmonares, a American Thoracic Society (ATS)
juntamente com a Infectious Diseases Society of America (IDSA) padronizaram
um conjunto de critérios para diferenciar um acidental isolamento de MNT de
condi¢cdes ndo mérbidas de uma doenca pulmonar real. A fim de confirmar o
diagnoéstico de doenca pulmonar por MNT, devem ser analisados trés critérios
clinicos: opacidade nodular ou cavitaria na radiografia do tdérax, imagem
multifocal e verificacdo de bronquiectasia com pequenos nodulos multiplos
através de uma tomografia computadorizada de alta resolugdo (TCAR) e
exclus@o de outros diagnodsticos. Em relac@o aos critérios microbiolégicos para
diagnéstico diferencial micobacteriano, deve ser confirmado o cultivo positivo a
partir de pelo menos duas amostras de escarro expectorado ou obter cultivo
positivo de pelo menos uma lavagem brénquica ou bidpsia pulmonar
transbrénquica com caracteristicas histopatoldégicas micobacterianas e cultivo
positivo para MNT (PORVAZNIK et al., 2016).

As MNT podem se organizar em biofilmes, uma estratégia de
sobrevivéncia bem sucedida para estas micobactérias ambientais. A formacao e
adaptacdo ao ambiente do biofilme possibilita a tolerAncia a elevadas
concentracfes de farmacos e a modulagcdo do sistema imune do hospedeiro,
assim como permite a resisténcia ambiental a altas temperaturas e niveis de pH
relativamente baixos (SOUSA et al., 2015).

O tratamento das infec¢Bes causadas por MNT, em geral, é bastante
complexo, e varia de acordo com 0 agente causal e extensdo patolégica da
doenca, sendo utilizadas diferentes combinacdes de antibidticos. A terapia pode
durar anos, em funcdo de diversos fatores, tais como o diagndéstico tardio e
ineficaz, auséncia de identificacdo adequada da espécie de MNT, baixa adesao
e relutdncia do paciente ao tratamento, baixa tolerabilidade a elevadas doses
dos farmacos utilizados, cepas resistentes a farmacos e formacao de biofilmes
pelas MNT. Diante destes fatores, em alguns casos, a cura ndo é possivel
(COWMAN et al., 2012; RYU et al., 2016).

A notificacdo sistematica dos casos diagnosticados de MNT geralmente
ndo € realizada devido a doenca ndo ser classificada como de notificagcao

obrigatéria, o que dificulta os estudos epidemiologicos sobre MNT em todos o0s
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paises. As taxas de infeccdo pulmonar por MNT aumentam com a idade e
diferem consideravelmente entre os varios paises. Muitos estudos sugeriram um
aumento nas taxas de prevaléncia de MNT nas ultimas quatro décadas. Os
dados dos EUA sugerem que a prevaléncia atual de cultura positiva para MNT
varia entre 1,4 e 6,6/100.000 individuos, enquanto os dados do Reino Unido
sugerem que a incidéncia de cultura positiva para MNT aumentou de 4/100.000
para 6,1/100.000 individuos entre 2007 e 2012. Um estudo do Canada relatou
um aumento significativo na prevaléncia de MNT de 29,3 casos/100.000 em
1998-2002 para 41,3/100.000 individuos testados em 2006-2010 (SHARMA e
UPADHYAY, 2020).

Na maioria dos paises em desenvolvimento com prevaléncia elevada de
tuberculose (TB), a identificacdo e registro dos casos de infec¢des provocadas
por MNT entre imunocompetentes estdo subestimados, devido a baixa
realizacdo da rotina de cultivo das espécies a partir de amostras suspeitas e a
dificuldade de obtencéo do diagndstico diferencial da TB (CASSIDY et al., 2009;
DE MELLO et al., 2013). No Brasil, foram realizados alguns estudos clinicos e
epidemioldgicos visando identificar a incidéncia de MNT em algumas regifes do
nosso pais (Tabela 1). No Estado do Rio de Janeiro foi demonstrado que cerca
de 60% dos pacientes diagnosticados com infec¢cdo pulmonar por MNT, entre
1993 e 2011, foram inicialmente diagnosticados e tratados de forma empirica
(sem confirmacdo microbiolégica) para TB, servindo de alerta para as
autoridades de saude (DE MELLO et al., 2013).



Tabela 1 - Estudos clinicos e epidemioldgicos realizados no Brasil entre 1998-2013 acerca
daincidéncia de casos de MNT e de casos de doenga pulmonar vinculados.

Autores Estado Periodo Pacientes, Sexo Média de Espécies Preencheram
brasileiro n masculino, idade, predominantes s critérios
% anos para doenca
pulmonar
por MINT=®
Matos Bahia 1998-2003 19 68,4 48.8 M. chelonae/M. 14 (74,4)
et al. abscessus/
MAC/M. kansasii
Fusco da Para 2010-2011 38 27,6 52 M. 29 (76,3)
Costa massiliense/M.
et al. avium/M.
intracellulare

Lima et al. Rondénia 2008-2010 45 64,5 50 M. abscessus/M. 19 (46,7)

avium/M.

fortuitum
de Mello Rio de 1993-2011 174 72,1 35 M. kansasii/ 101 (58)
et al. Janeiro MAC/M.

abscessus
Presente Rio Grande  2003-2013 100 51,0 54.6 MAC'M. 74 (74,0)
estudo do Sul kansasii/M.

abscessus

MNT: micobactérias ndo tuberculosas; e MAC: Mycobacterium avium complex (complexo M. avium).
2Valores expressos em n (%).

Fonte: CARNEIRO et al., 2018.

1.2. Mycobacterium kansasii

Mycobacterium kansasii (Mkan) é uma micobactéria ndo tuberculosa
(MNT), ambiental, facilmente encontrada em reservatorios de agua e que €
prontamente reconhecida com base em sua fotocromogenicidade caracteristica.
Quando exposto a luz, o bacilo produz um pigmento de coloracdo amarela, em

decorréncia da formagé&o de carotenoides provocados por raios UV (Figura 1).



Figura 1 — Caracteristicas morfologicas de colbnias de M. kansasii e M. tuberculosis em
meio de cultivo sdlido na presencade luz. As colénias de Mkan ficam amareladas na presenca
de raios UVs (Adaptado de WANG et al., 2015).

Buhler e Pollack descreveram pela primeira vez esta micobactéria de
crescimento lento em 1953. Sob microscopia 6ptica, Mkan aparece como
bastonetes retangulares grossos, mais longos que os de Mtbh (AKRAM e RAWLA,
2021).

Similar as demais micobactérias, Mkan sdo organismos aerobicos, nao
moveis e possuem parede celular rica em lipideos e acidos micélicos (JOHNSON
e ODELL, 2014). Uma diferenca da parede celular de Mkan e Mtb é a presenca
de lipooligossacarideos (LOS), Mtb ndo apresenta LOS em sua parede celular
(NATARAJ et al., 2015). Devido a espessura e composicdo de parede celular,
Mkan € um BAAR, resistente a metais pesados, desinfetantes e pirazinamida
(SADAPHAL et al.,, 2008). Os dlicolipideos fendlicos (PGL) podem estar
presentes na parede micobacteriana de acordo com a espécie e ser composto
de um a quatro desoxiacucares O-metilados. Foi descrito que PGLs sé&o
produzidos por M. leprae, M. kansasii, M. bovis e algumas cepas de M.
tuberculosis. Reed et al. (2004) descreveu que a producdo de PGL em Mtb esta
associada ao fendtipo hipervirulento exibido por um subconjunto de isolados

desta cepa pertencente a familia W-Beijing.



M. kansasii € uma micobactéria de crescimento lento com melhor taxa de
crescimento a 32°C, embora também possa ser cultivada a 37°C. O cultivo
micobacteriano pode ser facilmente realizado em varios meios de cultura liquidos
e solidos, incluindo meio Bactec, agar Middlebrook 7H10 e agar Lowenstein-
Jensen, e levar até 6 semanas para alcancar a fase logaritmica. As suspensodes
de Mkan em meio liquido favorecem o seu crescimento em menor tempo,
podendo duplicar a concentracéo inicial de bacilos em poucos dias. Enquanto o
cultivo em meio soélido permite o isolamento e visualizacdo de caracteristicas
morfologicas das colbnias, facilitando a sua diferenciacao de Mtb. As colbnias da
cultura de Mkan podem variar a morfologia entre liso ou rugoso, aspecto umido
e com pigmentacdo amarela quando em contato com raios UVs (JOHNSTON et
al., 2017).

Em contraste com outras MNT, Mkan raramente é isolado de fontes
naturais de 4gua ou do solo. Os principais reservatérios encontrados sédo agua
da torneira, chuveiro e encanamentos. A transmissdo também pode ocorrer por
meio de aspiracdo de conteudo gastrico ou infeccdo localizada na pele
(SEISCENTO et al., 2005). A infeccdo é adquirida provavelmente por meio de
aerossois gerados, com baixa infectividade em regides de endemicidade.
Acredita-se que a transmissao de humano para humano ndo ocorra, apesar da
existéncia de dois relatos de casos de transmissdo entre pessoas da mesma
familia que viviam na mesma residéncia. Esses casos parecem refletir um
ambiente compartilhado, predisposi¢cfes hereditarias ou suscetibilidade, em vez
de transmissao de humano para humano (JOHNSTON et al., 2017).

M. kansasii € a segunda MNT que causa mais doenca em humanos,
antecedida apenas por MNT do complexo Mycobacterium avium (MAC)
(GUTIERREZ e SOMOSKOVI, 2014) e acomete principalmente individuos
imunocomprometidos tais como pacientes com AIDS, insuficiéncia renal,
alcoodlatras, com neoplasias, transplantados com uso crénico de corticosteroides,
TNF-a e leucemia. Além disso, pacientes que apresentam alteracdes estruturais
pulmonares, associadas a doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC),
bronquiectasia, tabagismo, sequelas de TB préevia e fibrose cistica sdo mais
susceptiveis a infeccdo por Mkan (GRIFFITH, 2007). Individuos
imunocompetentes tais como idosos em geral, trabalhadores com maior contato

com fontes de agua ou com o solo (mineiros, individuos do setor agrario e de
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manutencdo de piscinas) que ndo apresentam alteracfes pulmonares também
sdo mais suscetiveis a infeccdo por Mkan (JOHNSTON et al., 2017).

A infeccé@o por Mkan frequentemente se apresenta como uma sindrome
clinica indistinguivel da TB. A maioria dos pacientes apresenta doenca pulmonar
sintomatica por varios meses antes da confirmacéo do diagnostico. Os sintomas
pulmonares mais comuns sdo tosse, dor toracica, hemoptise ndo macica e
dispneia. A doenca disseminada € uma apresentacdo incomum em pacientes
HIV-negativos e geralmente estd associada a imunossupressdo. A doenca
extrapulmonar por Mkan néo é frequente e atinge principalmente os linfonodos,
a pele e os sistemas musculoesquelético e geniturinario (JOHNSTON et al.,
2017). Em individuos imunocompetentes suscetiveis, 0 bacilo causa doenca
pulmonar crénica similar a TB, resultando em cavitagdo em mais de 70% dos
casos (MATVEYCHUK et al., 2012).

O diagnostico da infeccdo por Mkan, deve ser diferenciado da TB,
requerendo o isolamento da cultura bacteriana e identificacdo da micobactéria,
embora os testes mais utilizados, a baciloscopia e o exame de raio X pulmonar
nao discriminem essas doencas. Testes bioquimicos especificos podem ser
utilizados para identificacdo do bacilo isolado, como a técnica de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), que possibilita a deteccdo e identificacdo da
micobactéria tanto na cultura, quanto no escarro do paciente (KOIRALA, 2020).
O diagnéstico diferencial entre infeccbes causadas por Mkan e Mtb é
fundamental para que o tratamento seja adequado, uma vez que os farmacos
anti-TB e protocolos do tratamento sao distintos para ambas as infecgdes (LIM
et al., 2013).

A American Thoracic Society/ Infectious Diseases Society of America
(ATS/IDSA) orienta a utilizacao de rifampicina, etambutol, isoniazida e piridoxina
até o resultado da cultura de escarro ser negativo por 12 meses, demonstrando
gue o tratamento de infec¢des por Mkan se apresenta como maior desafio que
o tratamento da TB que ocorre em geral por 6 meses. Em casos de infec¢ao por
Mkan resistentes a rifampicina, a substituicdo da mesma ocorre dependendo da
susceptibilidade in vitro por claritromicina, azitromicina, moxifloxacina,
sulfametoxazol ou estreptomicina (KOIRALA, 2020).

Estudos genéticos de isolados clinicos e ambientais de Mkan

demonstraram heterogeneidade em relacdo a espécie que pode ser dividida em
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seis subtipos geneticamente distintos (I-VI) por genotipagem. Analises
gendmicas comparativas recentes mostraram que esses subtipos sé&o
representados com mais precisdo como subespécies intimamente relacionadas:
M. kansasii (I), M. persicum (IlI), M. pseudokansasii (lll), M. ostraviense (IV), M.
innocens (V) e M. attenuatum (VI); juntamente com M. gastri formando o
complexo M. kansasii (Figura 2). Os isolados clinicos obtidos de pacientes com
doenca pulmonar em distintas regides geograficas do mundo sdo compostos
guase exclusivamente por cepas do subtipo I, atualmente consideradas Mkan
em sentido estrito, sugerindo melhor adaptacdo ao hospedeiro e apresentam
maior viruléncia que os demais subtipos (JAGIELSKI et al., 2020).

M. attenuatum

(N1, Karsasil e 1) M. pseudokansasii

(M. kansasii type I11)

M. ostraviense .,.—.'.
(M. kansasii type IV) M
M. gastrii
./. . M. innocens
{znsasﬁ type V)

M. intracellulare M. kansasii type |

M. riyadhense
@ MTB complex

>

M. conspicuum.

M. avium

M. persicum M. marinum
o (M. kansasii type 1) .

A

M. szulgai w

Figura 2 — Classificagéo de cepas de M. kansasii do subtipo | ao VI. Classificacdo baseada
no método Microbial Species Identifier (MiSI). Cada cor representa uma espécie, enquanto cada
circulo representa um genoma dessa espécie (JAGIELSKI et al., 2020).

1.3.  Mycobacterium tuberculosis

Em 2020, a tuberculose (TB) foi a segunda causa de mortalidade entre as
doencas infecciosas em todo o mundo, s6 atras da COVID-19, presente
principalmente em paises em desenvolvimento. Foram estimados 10 milhdes de

novos casos e 1,3 milhdo de mortes em 2020 (WHO, 2021). O aparecimento de



cepas Mtb multidroga-resistentes (MDR-TB) ameaca o controle da TB
favorecendo a rapida progressao e transmisséao da doenca (ZUMLA et al., 2015).

Cepas de Mtb hipervirulentas promovem severa patologia pulmonar com
presenca de alta carga bacilar (AMARAL et al., 2014), desenvolvimento de
necrose caseosa (Figura 3) e formacdo de cavernas que geram danos
permanentes no pulmdo e culminam na incapacidade funcional do o6rgéo
(ZUMLA et al., 2015). A morte necrética favorece a disseminagdo micobacteriana
para novas células permissiveis, induzindo novos ciclos de replicacéo, sugerindo
uma vantagem intrinseca em termos de resisténcia a farmacos, na
transmissibilidade, progressao da TB latente para ativa, e cronicidade da doenca
(MOKROUSOV, 2013).

Figura 3 — Fotomicrografia de uma lamina de bidpsia de pulmao de paciente com necrose
caseosa. Corte histoldgico de bidpsia de paciente com tuberculose onde é possivel ver a
presenca de necrose caseosa (seta preta) dentro do granuloma (Adaptado de AL SHAMMARI et
al., 2015).

O Mtb possui crescimento lento e colonias densas e compactas, com
coloracdo esbranquicada e aspecto rugoso (MURPHY et al., 2017). As cepas de
Mtb podem ser agrupadas em familias epidemiologicamente importantes
segundo o0s padrées de spoligotipagem (tipagem de espacadores
oligonucleotideos), um método que detecta sequéncias de DNA espacadoras na
regido DR do genoma das cepas de Mtb. As sete linhagens de Mtb s&o: Beijing,
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Haarlem, S, T, X, East African-Indian (EAI) e Latin American-Mediterranean
(LAM) (KATO-MAEDA et al., 2011).

A familia LAM esta presente nos cinco continentes, tendo grande
incidéncia na América do Sul e Brasil (cerca de 50% das cepas presentes) e 58%
no Estado do Rio de Janeiro (LAZZARINI et al., 2007). A familia Beijing é
atualmente mais prevalente nos paises asiaticos e Russia e tem demonstrado
aumento de sua prevaléncia em vérias regides do mundo. Frequentemente estas
cepas estdo associadas com resisténcia a farmacos anti-TB (RAMAZANZADEH
e SAYHEMIRI, 2014).

A OMS preconiza 6 meses de tratamento para os casos de TB sensivel
aos farmacos rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol. Nos casos de
desenvolvimento de resisténcia, as taxas de sucesso do tratamento e de cura
sdo muito baixas, envolvem a utilizacdo de farmacos de segunda linha, incluindo
antibiéticos injetaveis, mais caros e toxicos, além da duracao da terapia ser de
pelo menos 18 a 24 meses (KOLLOLI e SUBBIAN, 2017).

1.4. Respostaimune contra M. kansasii

A resposta imune contra Mkan ainda ndo esta totalmente descrita, mas foi
sugerido que em um hospedeiro sadio a resposta imune inata na maioria das
vezes controla o crescimento bacilar ou mesmo eliminar o bacilo de menor
viruléncia. Em individuos suscetiveis a microbactérias, a infeccao por Mkan induz
resposta imune adquirida com varias semelhancas a resposta imune induzida
pelo Mtb (WIELAND et al., 2006a).

A micobactéria infecta o ser humano por meio das vias aéreas, sendo a
propria mucosa respiratoria que reveste as vias aéreas a primeira linha de defesa
contra a micobactéria. Essa primeira linha de defesa consiste no proprio epitélio,
uma camada de células epiteliais das vias aéreas (AECs) que formam uma
barreira para impedir a invaséo do tecido; a lamina prépria, que € constituida por
tecido conjuntivo e células imunes (linfocitos e macrofagos); e por fim, pelo
liquido de superficie das vias aéreas, que é composto por muco, imunoglobulina
A, e por inumeros fatores imunes inatos na superficie luminal. Também sé&o

encontrados ao longo da via aérea, tecidos linfoides associados ao brénquio ou
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nasofaringe (B/NALTS) que tem papel fundamental na apresentacao antigénica
e ativacao da imunidade adaptativa (LERNER et al., 2015).

A familia de receptores Toll-like (TLRS) e proteinas surfactantes (SPs) de
AECs tem papel importante no reconhecimento e na adesédo do patdgeno as
células epiteliais durante a infeccdo por micobactérias. Outros receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs) podem estar envolvidos no reconhecimento
micobacteriano, sendo eles: NOD2, Dectin-1, receptores de lectina tipo ¢ (CLPS),
receptor de manose e DC-SIGN (LI et al.,, 2012). As AECs apresentam o
antigeno para as ceélulas T invariantes de mucosa (MAITs), estimulando a
producdo de IFN-y, TNF-a e granzimas. As células MAITs, rapidamente
respondem a infeccdo, providenciando uma producdo inicial de IFN-y
possibilitando a ativagdo dos macréfagos (LERNER et al., 2015).

As micobactérias que evadem esta primeira barreira de defesa, nas vias
aéreas, alcancam os alvéolos pulmonares. Os alvéolos pulmonares séao
constituidos por um revestimento fino de células epiteliais do tipo | e I,
macrofagos alveolares (AMs), células dendriticas (DCs) e neutrdfilos. As células
epiteliais do tipo | estéo relacionadas com a formacéo da parede dos alvéolos e
sdo importantes na troca gasosa. Enquanto as células epiteliais do tipo lI
produzem substancias antimicrobianas, surfactantes pulmonares e enzimas
hidrolases no revestimento do pulmédo (LERNER et al., 2015). As hidrolases
alteram a conformacdo da parede micobacteriana, diminuindo a capacidade
desta de interagir e crescer dentro dos macréfagos alveolares (ORME et al.,
2015).

Existem cerca de dez AMs em cada alvéolo e em humanos o tempo médio
de vida é de aproximadamente trés meses. Os AMs possuem uma gama de
mecanismos celulares antimicrobianos, contudo a micobactéria pode evadir
desta defesa, dependendo da sua viruléncia (LERNER et al., 2015).

Ao serem estimulados pela micobactéria, os macrofagos e neutrofilos
secretam quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias, levando a ativacao de outras
células imunes (TAN et al., 2006). Os macréfagos sédo as principais células da
defesa imune inata do hospedeiro a interagir com a micobactéria, sendo
estimuladas a produzir uma variedade de mediadores inflamatorios (NO, IL-18,
TNF-a e IL-12) (ORME et al., 2015). O 6xido nitrico (NO), um radical livre
produzido por macrofagos e outras células, exerce funcéo antimicrobiana. Existe
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uma linha ténue entre a protecao decorrente do recrutamento de células e efeito
microbicida e a promoc¢ao de danos teciduais (BODGAN, 2001). Neste contexto,
0 recrutamento massivo de neutréfilos para o pulmdo conduz a liberacdo de
produtos microbicidas e citotoxicos (mieloperoxidases, oxigénio reativo,
metaloproteinases, entre outros) secretados ou liberados durante a morte celular
contribuindo mais com o desenvolvimento de patologia tecidual do que com a
protecdo contra os bacilos que séo altamente resistentes (TAN et al., 2006).

As células NK séo recrutadas para o local da infeccdo e reconhecem os
macrofagos infectados por micobactérias através dos receptores NKp44, NKp26
e NKG2D, para sua posterior eliminacdo. Além disso, constituem uma importante
fonte inicial de IFN-y, essencial para a ativacdo dos macréfagos e DCs e
produzem citocinas que induzem o aumento das populactes de células TCD8*
e células T NK (NKTs) responsaveis pelo reconhecimento de antigenos lipidicos
apresentados através da proteina CDl1la. Um subgrupo de células T que esta
presente nos alvéolos sdo as células T yd, que auxiliam no reconhecimento de
micobactérias e na eliminacdo de macroéfagos infectados através da liberacao de
granulos citotéxicos (VANKAYALAPATI e BARNES, 2009).

Dentre as células do sistema imune inato, as DCs (Figura 4) sao
fundamentais para inducao da resposta imune especifica, uma vez que apos a
fagocitose da micobactéria, as DCs maduras apresentardo os antigenos
processados via MHC de classe | e Il para as células T CD4* e T CD8*, migrando
dos pulmdes para os ganglios linfaticos do mediastino (CHADHA et al., 2015).
Este evento culmina no influxo de células T especificas contra o bacilo para o
pulmdo (RAO et al., 2015), onde as células T CD4 desempenham um papel
critico na eliminacdo ou contencdo da micobactéria dentro dos granulomas
(ESSER et al., 2003; WINSLOW et al., 2008).
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Figura 4 — Representacéo esquemaética da migracdo de células dendriticas e seu papel na
ativagd@o e migracao de células Thl para o pulmé&o em resposta a infeccdo micobacteriana
(Adaptado de KUMAR et al., 2020).

Com a infeccdo estabelecida pela micobactéria nas vias aéreas e no
parénquima pulmonar, macréfagos alveolares que fagocitaram bacilos sdo
circundados com o passar do tempo por um agregado de células compactas
formadas por macrofagos infectados e intercalados com neutrdfilos, células
dendriticas, células NK, células B, células TCD4* e TCD8* rodeados por
fibroblastos e capsula fibrética (Figura 5). Inicialmente, a estrutura do granuloma
era considerada apenas uma forma de defesa do hospedeiro contra
micobactérias para controle da disseminacéo do bacilo, porém, recentes estudos
vém demonstrando que as micobactérias podem sobreviver entrando em
laténcia e posteriormente se utilizar dessa estrutura para subverter a resposta
imune, recrutando células permissiveis (mondcitos, neutrofilos) para sua
replicagéo e posterior disseminagdo para outros locais dentro do hospedeiro
(BOZZANO et al., 2014).
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Figura 5 — Representacdo esquemética da constituicdo e organizacdo do granuloma.
(Adaptado de EHLERS e SCHAIBLE, 2013).

A autofagia colabora como mecanismo de defesa inata e também no
controle e eliminagcdo da micobactéria, embora cepas de Mtb tenham
desenvolvido mecanismos de evasdo, como a Iinibicdo da fusdo do
autofagossomo com o lisossomo em macrofagos e DCs e a ativacdo do sistema
de secrecdo ESX-1 responsavel pela secrecdo do antigeno ESAT-6
(ROMAGNOLI et al., 2012).

A partir da ativagédo das células TCD4* e consequente diferenciagdo no
subtipo Thl, elevada producéo de IFN-y é observada em resposta a antigenos
micobacterianos culminando na ativacao classica dos macréfagos e indugéao da
autofagia nas células infectadas. Estes mecanismos sao fundamentais para

eliminacdo da micobactéria por macréfagos. Entretanto, as micobactérias podem
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inibir este efeito microbicida. A proteina ESAT-6 secretada por Mtbh e o
glicolipideo lipoarabinomanana (LAM), encontrado na parede celular das
micobactérias podem inibir a ativacéo da transcricdo de genes induziveis para a
producao de IFN-y em linhagens celulares de macréfagos humanos (LERNER et
al., 2015).

Wieland et al (2006b) descreveu que durante a infec¢ao in vivo por Mkan
ocorre menor producao de IFN-y comparado ao observado em infecgdes por Mtb;
e os camundongos KO IFN-y 7 ndo foram mais suscetiveis a Mkan em
comparacao com a linhagem dos camundongos WT (tipo selvagem). Estes fatos
sugeriram que a resposta imune protetora contra a infeccéo pulmonar por Mkan
depende menos da presenca de células TCD4* ou da producao de IFN-y.

Em relacdo a imunidade humoral, no pulmdo as células B podem
contribuir na apresentacdo de antigenos e indugéo precoce de resposta efetiva
de células T, assim como na producdo de anticorpos especificos contra a
micobactéria. Alguns subgrupos de células B efetoras inflamatérias, incluindo as
células B inatas, podem promover o desenvolvimento de respostas Thl através
da producéo de IL-12e TNF-a (CHAN et al., 2014; RAO et al., 2015).

O tipo de morte da célula hospedeira apos a infec¢ao pela micobactéria é
crucial para a patogenia da doenca. Cepas de Mtb patogénicas induzem morte
necrética nos macrofagos infectados que é um tipo de morte onde ocorre
degradacdo desordenada da célula, lise celular e liberacdo das bactérias apds
sua replicacdo intracelular, o que inibe a apoptose. A apoptose resulta na
degradacdo ordenada do conteudo celular e na formacdo de vesiculas
apoptoéticas contendo bactérias sequestradas e posteriormente estas vesiculas
podem ser fagocitadas por células ativadas, o que contribuiu para a protecéo
contra micobactérias (BUTLER et al., 2012; LERNER et al., 2015). Entretanto,
as células apoptéticas que ndo forem fagocitadas sofrem posteriormente
necrose secundaria das membranas celulares, levando a liberacdo das
micobactérias (BUTLER et al., 2012).

Micobactérias virulentas modulam a apoptose em células do hospedeiro,
criando um nicho de prote¢ao dentro da célula. Cepas mais patogénicas induzem
niveis mais baixos de apoptose no hospedeiro do que as menos patogénicas. A

resposta apoptotica contra a micobactéria é dependente do balanco na producéo
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de citocinas, em que TNF-a tem mostrado conduzir a apoptose induzida por
micobactéria, enquanto a IL-10 regula negativamente a apoptose em
macrofagos (HASAN et al., 2006).

Cepas de Mkan assim como cepas de Mtb expressam o sistema de
secrecdo ESX-1 responsavel pela secrecao de importantes fatores de viruléncia,
como a proteina ESAT-6, que podem contribuir para a formacgéo de poros na
membrana celular, facilitando o escape da micobactéria do fagossomo,
ocasionando efluxo de potassio e induzindo ativacdo do inflamassoma no
citoplasma dos macrofagos infectados. Micobactérias sédo capazes de ativar as
cascatas de sinalizacdo que levam a ativagdo do inflamassoma nos macrofagos
infectados. O inflamassoma é um complexo multiproteico intracelular que atua
na ativacao de enzimas da familia cisteina-aspartato proteases (caspases), uma
estrutura essencial para a regulacdo da imunidade em condicdes fisiologicas e
no reconhecimento de sinais de dano (PAMP/DAMP). O NO limita a atividade do
inflamassoma NLRP3, requerida para a resposta inflamatoéria inata mediada por
IL-18. A IL-1B é uma citocina muito importante para ativacdo autocrina dos
macréfagos e para protecdo contra micobactéria. Camundongos KO IL-1B7- ou
IL-1B-R - sdo altamente suscetiveis a infecgdo por Mtb (MA et al., 2021). De
outro lado, a producao excessiva da IL-13 contribui a patologia.

CHEN et al (2012) descreveram que em macréfagos infectados por Mkan
ocorre ativacao do inflamassoma NLRP3/ASC dependente de ESX-1 ou ESAT-
6, com consequente ativacao da caspase-1, que promove a secrecao de IL-1p.
Isto resulta em efluxo de potassio, acidificacdo do lisossoma, producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e catepsina B, contribuindo em eliminacéo
de Mkan pelo hospedeiro. A ativagdo de inflamassoma em macréfagos
infectados foi sugerida como uma forma de contencdo de Mkan (CHEN et al.,
2012).

A funcao da IL-1 como um mediador da infamacg&o prejudicial se contrasta
com a sua funcédo na inducgao da producgéo de PGE: (Figura 6) e no controle do
crescimento micobacteriano, destacando a importancia crucial do equilibrio entre
a protecao e a imunopatologia no resultado da infec¢céo por micobactéria (ORME
et al., 2015).
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1.5. Viruléncia micobacteriana

A viruléncia pode ser definida como a capacidade de um agente
patogénico se multiplicar e causar danos em seu hospedeiro, evadindo assim,
das defesas do sistema imune do hospedeiro e induzindo a doenca que pode
levar a morte. A viruléncia € determinada geneticamente pelos genes que
codificam fatores de viruléncia, incluindo varios lipideos e proteinas da parede
celular micobacteriana, enzimas, proteinas transportadoras entre outros. Estes
fatores auxiliam a micobactéria no processo de infeccdo e replicagdo no
hospedeiro, a fim de superar as respostas imunes desenvolvidas pelo mesmo
(POULIN e COMBES, 1999).

Varios fatores de viruléncia podem ser encontrados na parede celular
micobacteriana que possui constituicdo Unica e contém uma camada de
arabinogalactanos gque esta covalentemente ligada a uma grande quantidade de

acidos graxos de cadeia longa chamados &cidos micdlicos. Esta camada de
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acidos micolicos forma a parte interna da membrana externa micobacteriana,
enquanto varios lipideos complexos, incluindo glicolipidios (ex. PDIM, PGL),
formam a parte externa desta. Juntos formam uma barreira hidrofobica espessa
que dificulta a entrada de substancias por abordagens padréo (Figura 7). Essa
caracteristica das micobactérias € um fator que contribui para a ineficacia de
muitos antibidticos contra esse género e contribui para a viruléncia entre as
espécies (LY e LIU, 2020). Além dos lipideos e glicolipideos, varias proteinas
(ESX, PE, PPE) que formam poros e sdo essenciais para o transporte de varias
moléculas, incluindo fatores de viruléncia da micobactéria, podem ser

encontradas na parede celular (Figura 7).
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Figura 7 — Imagem ilustrativa de fatores de viruléncia de micobactérias associados a
parede celular. Trés sistemas de secrecao do tipo VII - sistema de secrecdo-1 ESAT-6 (ESX-1),
ESX-3 e ESX-5 secretam proteinas através da membrana interna. Os canais seletivos de
pequenas moléculas Pro-Glu (PE)/Pro-Pro-Glu (PPE) transportam nutrientes e proteinas através
da membrana externa. Varios lipidios da parede celular micobacteriana sao descritos na camada
externa da membrana interna. Membrana interna (Ml); peptidoglicano (PG); membrana externa
(ME). (Adaptado de LY e LIU, 2020).

Os dimicocerosatos de fitiocerol (PDIMs) e os glicolipidios fendlicos
(PGLs) séo lipidios complexos estruturalmente relacionados na membrana
externa das micobactérias que demonstraram serem criticos para a viruléncia
das micobactérias. Os PDIMs medeiam a fagocitose de Mtb, contribuem para a
barreira de permeabilidade da parede celular e protegem o bacilo contra a acéo

de ROS produzidos por macrofagos ativados. Posteriormente, foi demonstrado
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gue os PDIMs também contribuem para o escape da célula hospedeira e necrose
desta (ONWUEME et al., 2005). Os PGLs também séo restritos a micobactérias
patogénicas e foram implicados no diminui¢éo da inducao da resposta imune do
hospedeiro pela inibicdo da liberacao de citocinas pro-inflamatorias, que tem sido
associada a um fendtipo hipervirulento de certos isolados clinicos de Mtb (REED
et al., 2004).

Os sulfolipidios expostos a superficie (SLs) representam uma familia de
acil trealoses sulfatadas em micobactérias as quais foram atribuidas
propriedades virulentas por estudos in vitro e in vivo. Os SLs foram descritos pela
primeira vez como um fator de viruléncia por sua capacidade de inibir a fusao e
acidificacdo do fagolisossoma em macrofagos murinos infectados.
Posteriormente foi descoberto que os SLs podem atuar como antagonistas
competitivos de TLR2 para inibir a formacéo de heterodimeros TLR2/TLR1 ou
TLR2/TLR6 para suprimir a ativacao de macréfagos, conduzindo a uma resposta
imune inata atenuada (BLANC et al., 2017).

A Figura 8 mostra outros glicolipideos expostos na membrana externa de
micobactérias, que incluem fosfatidilinositol (PIM), lipomanana (LM) e
lipoarabinomanana (LAM), glicolipideos fendlicos (PGL) e uma variedade de
glicolipideos que contém trealose, incluindo lipooligossacarideos (LOS), trealose
6,6'-dimicolato (TDM) e trealose 6-monomicolato (TMM).
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Figura 8 — Representacdo esquematica dos lipideos presentes na membrana externa da
parede celular das micobactérias (Adaptado de TRAN et al., 2019). Os lipooligossacarideos
(LOS) sao expressados na superficie de varias MNTSs, incluindo M. kansasii, mas ausentes em
M. tuberculosis. LOS esta marcado com um circulo vermelho.
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Ressalta-se que Mkan expressa na sua parede celular quase todos os
lipideos que séo importantes fatores de viruléncia de Mtb (LAM, PIM, TDM, PGL,
PDIM), e também expressa lipideos que Mtb ndo mais o faz (como os
lipooligossacarideos- LOS), embora algumas espécies menos virulentas do
complexo de M. tuberculosis, como M. canetti, expressem LOS. M. kansasii
produz sete subclasses de LOS, todas as quais compartilham um nudcleo de
tetraglicose comum: 3-D-Glcp (1 — 3) - B-D-Glcp (1 — 4) - a-D-Glcp (1 — 1) - a-
D-Glcp onde Glcp € uma glucopiranose. As cepas de Mkan que apresentam
morfotipo de colbnias S (lisas) expressam antigenos de superficie LOS,
enquanto cepas rugosas (morfotipo R) sdo desprovidas de tais antigenos de
superficie (BELISLE e BRENNAN, 1989). Estudos em camundongos
demonstraram que cepas Mkan do morfotipo R, deficiente em LOS, sobrevivem
mais tempo e causam doenca pulmonar crénica em comparacdo com cepas S
produtoras de LOS (BELISLE e BRENNAN, 1989). Um estudo in vitro
demonstrou que o LOS estimula a expressdo de proteinas na superficie dos
macrofagos para formar granulomas maduros e restringir o crescimento
bacteriano (ROMBOUTS et. al., 2009). Deste modo, o LOS pode atuar como um
fator antiviruléncia que reveste ou “mascara” outros glicolipideos que contribuem
para a viruléncia de Mkan, como LAM ou PDIM (NOBRE et al., 2014).

As proteinas PE/PPE (Figura 7 especificas do
género Mycobacterium compartiiham motivos N-terminais conservados que
incluem residuos Pro-Glu (PE) ou Pro-Pro-Glu (PPE) e um C-terminal altamente
variavel, muitos dos quais sédo secretados pela secre¢éo de sistemas do tipo VII
e estdo presentes principalmente em micobactérias patogénica, onde acredita-
se que desempenhem um papel na interagdo com o sistema imunoldgico do
hospedeiro (DELOGU et al., 2017). A secrecdo de proteinas desempenha um
papel importante na capacidade das bactérias se adaptarem a diferentes
ambientes. Muitas bactérias requerem a translocacdo de enzimas, proteinas e
toxinas através de sua membrana, principalmente as Vvirulentas. As
micobactérias usam uma via de secrecao geral essencial chamada sistema de
secrecdo Sec para translocar proteinas desdobradas com uma sequéncia de
sinal N-terminal através da membrana interna. Além desse sistema de secrecéo,
Mtb e outras micobactérias patogénicas relacionadas codificam cinco sistemas

de secrecéo tipo VII, designados sistema de secrecdo EsxA-1 (ESX-1) até ESX-
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5. Trés deles, ESX-1, ESX-3 e ESX-5, sdo necessarios para a viruléncia
observados Mtb (e possivelmente de Mkan), enquanto as funcdes de ESX-2 e
ESX-4 permanecem desconhecidas (LY e LIU, 2020).

A regido RD-1 esta presente no genoma micobacteriano, sendo
responsavel por codificar fatores intrinsecos a viruléncia micobacteriana. Essa
regido é importante por codificar as proteinas ESAT-6 (EsxA) e CFP-10 (EsxB).
Alguns estudos envolvendo mutagdes nos genes que codificam para ESAT-6 e
CFP-10 mostraram a auséncia de inducéo da resposta especifica de células T e
reducdo drastica da viruléncia da micobactéria (GANGULY et al., 2008).

Na avaliacdo in vitro, um dos principais parametros a ser quantificado € o
crescimento intracelular micobacteriano dentro de macréfagos infectados, que
demonstra a capacidade da micobactéria se adaptar a um ambiente
desfavoravel e inibir os efeitos bactericidas das células fagocitarias, onde é
conhecido que micobactérias virulentas crescem mais rapido que as avirulentas.
E importante quantificar também in vitro a capacidade das micobactérias
virulentas e avirulentas de induzirem a morte celular em macrofagos por necrose
ou apoptose (citotoxidade). Micobactérias virulentas inibem a apoptose em
células do hospedeiro, criando um nicho para sua replicacdo. A inducao de
necrose nas células infectadas favorece a liberacdo de contetdo celular,
incluindo componentes micobacterianos e moléculas intracelulares (ATP,
proteinas de estresse) que atuam como sinais de alerta — danger signals
(DAMPSs) - para o hospedeiro. A liberacdo dos DAMPs induz o recrutamento para
o local da infeccdo de novos fagocitos que podem ser utilizados pelas
micobactérias como células permissiveis para sua propagacdo, aumentando a
carga bacteriana (KEANE e REMOLD, 2000).

Outro fator que pode ser avaliado e complementar a avaliacdo de
viruléncia de micobatérias através da infeccdo in vitro é capacidade de
modulacdo da ativacdo inata dos macrofagos pela micobactéria. Esta Ativagédo
€ induzida através do reconhecimento da micobactéria por TLRs (Toll-like
receptors) e pode ser observada na forma de producdo das citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, IL-12, IL-6, IL-1B) pelo macrofago ativado, que contribuem
para ativacdo autocrina do proprio macréfago. Foi demonstrado que

micobactérias mais virulentas induzem menos TNF-a e IL-12 que as avirulentas,
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o que diminui a capacidade do hospedeiro de eliminar a micobactéria e reduz a
resposta efetora de macréfagos e células T para o patdégeno (REED et al., 2008).

A infeccdo dos animais de experimentacao in vivo € o teste de “padrao de
ouro” para avaliagao da viruléncia (FLYNN, 2006). Para a andlise in vivo séo
utilizados principalmente camundongos devido ao melhor custo-beneficio. Os
animais sdo infectados pela micobactéria através das vias respiratorias (via
natural de infeccdo) e posteriormente sdo analisados os parametros de
morbidade (perda do peso, histopatologia) e mortalidade induzida pela cepa
micobacteriana. Os modelos animais permitem a analise do percentual de morte
causada pela cepa e o periodo de tempo para que o animal seja levado a ébito.
Também pode ser quantificado o nimero de micobactérias encontradas no
hospedeiro apos a infeccédo inicial (crescimento de bactéria no pulmao) e testes
para avaliacdo da resposta imune e inflamacao, ativacdo do inflamassoma em
macréfagos, quantificacdo de citocinas e das subpopulacdes celulares dos
leucocitos recrutados para local da infec¢éo (SMITH, 2003).

Estudos mostraram que camundongos infectados com baixas doses de
Mkan sdo capazes de controlar a infeccdo e até mesmo eliminar o bacilo do
organismo. Para o procedimento de infeccao animal por Mkan é recomendada a
utilizacdo de altas doses de bactéria, variando de 10* (WANG et al., 2015) a 108
CFU/mL (WIELAND et al., 2006b). Entretanto, nenhum modelo animal utilizado
nos estudos de Mkan até o presente momento, reproduziu a doenca crbnica

pulmonar com a patologia tipica para a doenca em humanos.

1.6. Sequenciamento completo do genoma e genotipagem de espécies
de M. tuberculosis e M. kansasii relacionados a doencga pulmonar

No final da década passada surgiram os primeiros estudos comparando
os isolados clinicos de Mtb pelo sequenciamento completo do genoma (Whole
Genome Sequencing-WGS). A técnica de WGS permite a deteccdo de SNPs,
supressoes, insercbes e rearranjos de sequéncias de DNA sdo a base de
eventos pods-genéticos, como a transmissibilidade, resisténcia aos farmacos e
viruléncia. A analise do transcriptoma, proteoma, metaboloma e lipidoma, pode
completar as informacdes obtidas por WGS (MEEHAN et al., 2019).
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Tém sido identificados cerca de 200 genes de viruléncia em potencial para
Mtb (5 classes principais de genes que codificam: proteinas PE/PPE, sistema de
secrecdo ESX, proteinas Mce, enzimas envolvidas na producdo de &acidos
micolicos, DIM ou envolvidos no transporte ou metabolismo de ions inorganicos
e hidratos de carbono, necessarios para o crescimento in vivo, especialmente
nos macrofagos do hospedeiro (BOTTAI et al., 2014).

A identificacdo de tais fatores, genes e polimorfismos genéticos podem
contribuir para uma melhor compreensao da interacdo entre micobactérias
patogénicas e seus hospedeiros e no desenvolvimento de novos tratamentos e
vacinas que previnam ou controlem a TB e infec¢bes pulmonares por Mkan. Em
adicéo, a genotipagem e o WGS possibilitaram que diferentes sublinhagens de
Mkan e Mtb pudessem ser associadas a diferentes fendtipos patologicos e
clinicos e entender como estas diferencas influenciam na transmissibilidade de
determinadas linhagens de Mkan e Mtb em popula¢cbes humanas. Poucos dados
estdo disponiveis sobre os fatores de viruléncia de MNT, sendo um estudo
recente a fornecer os primeiros dados sobre a distribuicdo de alguns genes de
viruléncia em grupos MNT, incluindo Mkan (FEDRIZZI et al., 2017).

Machado et al (2018) mostrou a variabilidade genética dentro do genatipo
1 de Mkan isoladas de pacientes de diferentes regides do Brasil, evidenciando
trés grupos genéticos que sdo separados pela presenca de grande numero de
SNPs em todo o genoma e pelo padrdo de delecdes (Figura 9). Um grupo de
cepas do Rio de Janeiro foi muito semelhante a cepa de referéncia Mkan ATCC
Hauduroy (< 100 SNPs) que foi isolada ha mais de 70 anos nos Estados Unidos.
Um segundo grupo de isolados clinicos do Rio de Janeiro e Pernambuco
apresentou uma diferenca de mais de 10.000 SNPs quando comparado a cepa
ATCC. Também foi verificado uma associacdo entre genotipos e origem
geografica dos isolados, separando aqueles dos estados do Rio de Janeiro,
Pernambuco e Santa Catarina, o que permitiu presumir que haja diferencas

consideraveis de viruléncia in vitro e in vivo para essas cepas.
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Figura 9 — Arvore filogenética de 12 isolados clinicos brasileiros de M. kansasii a partir da
prospeccdo de SNPs pelo método de distadncia de Neighbour-Joining em relacdo a
similaridade gen6mica com a cepa de referéncia ATCC 12478 (MACHADO et al., 2018).
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2. JUSTIFICTIVA

A incidéncia de infec¢des pulmonares em humanos por MNTs mostrou
crescimento de 2 a 8 vezes em diferentes regides geograficas do mundo, o que
representa uma ameaca crescente a salde publica (GOPALASWAMY et al.,
2020). O aumento na incidéncia de MNT é multifatorial e pode estar associada
com o rapido crescimento de populacbes suscetiveis associado ao
envelhecimento de populagdo mundial. A suscetibilidade ao Mkan e outras MNT
pode aumentar ainda mais devido a sindrome po6s-COVID-19 associada a
sequelas pulmonares (NALBANDIAN et al., 2021).

O Brasil apresenta aumento dos casos de infec¢cbes pulmonares
provocadas por MNT, incluindo Mkan (DA COSTA et al., 2010). Diferentemente
da maioria das MNTs patogénicas, que sao oportunistas, Mkan pode causar
doenca pulmonar similar a TB (incluindo TB cavitaria em mais de 70% dos casos)
em individuos sem imunodeficiéncias (CHEN et al., 2012). Além disso, Mkan
expressam varios fatores de viruléncia de Mtb, sugerindo que ambas as doencas
possam apresentar mecanismos patogenéticos similares. Ainda nédo foi
estabelecido se isolados clinicos de Mkan variam no grau de viruléncia e qual é
o impacto dessa variabilidade na severidade da doenca pulmonar do hospedeiro.

De Mello et al (2013) mostraram que cepas de Mkan foram as mais
frequentes (33,9%) entre as MNTSs isoladas dos pacientes com doenga pulmonar
em pacientes no Estado do Rio de Janeiro, com propor¢do mais elevada entre
os isolados de MNTs quando comparadas com outras regiées no Brasil (LEITE
et al., 1995; MARTINS et al., 2005) ou em outras partes do mundo, como nos
Estados Unidos e Australia, aonde o complexo M. avium é mais prevalente
(PREVOTS et al., 2010; CDC, 2013).

Esses dados sugerem alta viruléncia de cepas Mkan isoladas em nosso
meio e a importancia da caracterizagdo da viruléncia destes. Para isso é
fundamental estabelecer modelos animais de infeccdo que reproduzam a
infec¢@o crbnica e patologia similar a doenca humana. Os fatores genéticos e
fenotipicos que determinam a viruléncia de cepas Mkan ainda devem ser
estabelecidos. Este trabalho visa aprofundar no entendimento dos mecanismos
imunopatoldgicos que podem agravar a doenca pulmonar causada por estas

cepas, possibilitando assim, um melhor diagndstico e tratamento dos pacientes.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Caracterizar cepas de Mycobacterium kansasii isoladas de pacientes
brasileiros com doenca pulmonar quanto & viruléncia micobacteriana e
imunopatogenia induzida pela micobactéria em camundongos C57BL/6

infectados por via intratraqueal.

3.2. Objetivos especificos
> Avaliar as caracteristicas morfolégicas das colénias de Mkan em meio

Middlebrook 7H10 quanto ao aspecto das colbnias;

> Avaliar a capacidade de crescimento intracelular e inducdo de morte em

macréfagos murinos infectados por isolados clinicos de Mkan;

> Avaliar os isolados clinicos de Mkan quanto a capacidade de ativacéo do

complexo inflamassoma e ativagao de caspase-1 in vitro;

> Estabelecer um modelo animal para infeccdo por Mkan clinicamente
relevante.
> Determinar o perfil de viruléncia micobacteriana e imunopatogenia

induzida em camundongos C57BL/6 infectados intratraquealmente pelas cepas
Mkan através de:
» Determinagdo da curva de sobrevivéncia dos animais e avaliagao
semanal do percentual de peso corporal dos animais;
= Avaliagcdo do crescimento micobacteriano pulmonar por quantificagéo de
CFU;
» Analise macroscopica e histologica pulmonar;
» Quantificacdo da producao de mediadores inflamatorios produzidos pelas

células pulmonares ex vivo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Cultura celular

Macréfagos murinos J774A.1 e RAW 264.7 foram cultivados em meio
Dulbecco’s Modified Medium F-12 (DMEM/F12) (Gibco BRL), suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco BRL), 50 pg/mL de gentamicina (Gibco
BRL), 25 pg/mL de anfotericina B (Sigma-Aldrich). Para o cultivo celular dos
macrofagos J774A.1 foi adicionado ao meio de cultura acima 2mM de L-
Glutamina (Sigma-Aldrich) e 1mM de piruvato de sodio (Sigma-Aldrich). Ambas
as culturas celulares foram cultivadas em estufa a 37°C e 5% de CO2. Quando
em experimentacéao, as células RAW 264.7 (5x10° células/mL) foram plaqueadas
em placa de 96 pocos e as células J774A.1 (1x106 células/mL) foram plaqueadas
em placas de 6 pogos, ambas com DMEM-F12 suplementado com 2% de SFB
e incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO:2 por 24 h antes da infecg&o da cultura

com as cepas de Mkan.

4.2. Obtencéo e preparo da cultura estoque e do cultivo micobacteriano
Dez cepas de Mkan isoladas de pacientes brasileiros com a doenca
pulmonar (cédigos 1580, 3657, 4404, 6849, 7439, 7287, 8835, 8837, 8839 e
10953) e a cepa padréo ATCC 12478 foram genotipadas e gentilmente cedidas
pelo Dr. Philip Suffys do Instituto Oswaldo Cruz-RJ. As culturas micobacterianas
estoque de Mkan foram recebidas em meio de cultura sélido, Lowenshtein-
Jensen (LJ) (Difco), com suplemento a base de ovo de galinha e mantidas a 2-
4°C. Para o preparo da cultura estoque de cada cepa de Mkan, 1/4 das colonias
micobacterianas presentes no meio LJ foram removidas com auxilio de uma alca
microbiolégica e colocadas em um tubo de 50 mL contendo dez esferas de vidro
estéreis (2 mm de diametro), sem liquido, para agitacdo vigorosa em vortex
(Biomotic). Posteriormente, foram adicionados a cada tubo 6 mL de meio de
cultura Middlebrook 7H9 (DIFCO, Detroit) acrescido de 0,05% glicerol e de 10%
de ADC (albumina, dextrose, catalase - BD BBL) e novo ciclo de agitacdo no
vortex e banho de ultrassom (Ultronic USC1400) foi realizado para dispersao de
grumos e obtencdo de uma suspensado homogénea. A partir desta suspensao,

100 pL foram repassados para duas placas contendo meio de cultura solido
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Middlebrook 7H10 suplementado com 10% de glicerol e 10% de OADC (&cido
oléico, albumina, dextrose e catalase — BD BBL) e incubadas a 37°C em estufa
e apos o crescimento micobacteriano foram mantidas como estoque a 2-4°C
enquanto aliquotas de 1 mL (107 a 108 bactérias/mL) foram adicionadas para
tubos criogénicos e estocadas em freezer -70°C.

Para iniciar os experimentos, um criotubo de cada cepa foi retirado do
freezer -70°C, descongelado e a suspensao bacteriana adicionada em meio de
cultura Middlebrook 7H9 acrescido de 0,05% glicerol e de 10% de ADC, sendo
esta incubada por 5 dias em estufa a 37°C. A padronizacdo e ajuste da
concentragdo bacteriana foi realizada através de leitura prévia a 600 nm da
densidade otica (D.O) da suspensdo em espectrofotdmetro (Biochrom, modelo
Libra s6), subtraindo-se a densidade o6ptica do meio de cultura 7H9
suplementado com glicerol e ADC. A diluicdo da suspensdo bacteriana
obedeceu o critério de relacdo da densidade 6ptica versus numero de bacilos.
Apos quantificacdo da D.O. da suspensédo bacteriana, foi realizada a diluicdo
para a D.O. 0,200 e a concentracdo bacteriana correspondente foi determinada
por diluicdo seriada e plaqueamento em agar Middlebrook 7H10 suplementado.
ApOs 10 dias, foi realizada a contagem das unidades formadoras de colonias
(CFU) para cada cepa de Mkan foi obtida a relagéo entre CFU e D.O. 0,200,

utilizada para os experimentos posteriores.

4.3. Avaliacdo das cepas M. kansasii quanto a secrecédo da proteina ESAT-
6 em cultura bacteriana por Western blotting

As cepas de Mkan selecionadas com base nos resultados de avaliacéo
de viruléncia e a cepa Mth (M299, alta viruléncia) foram cultivadas em meio
liquido Sauton (DIFCO, Detroit) suplementado com ADC por 5 dias. O
sobrenadante de cultura foi coletado, filtrado em membrana de nylon estéril 0,22
um (Corning Inc., PA, USA) e 20 pL foram submetidos ao gel de 15% SDS-
poliacrilamida, no sistema MiniVE Vertical Eletrophoresis System
(GEHealthcare). ApGs a eletroforese, as proteinas devidamente separadas no
gel foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Amersham Hybond-
ECL, GE), utilizando tampao fosfato A membrana de nitrocelulose foi entdo
blogueada com 2,5% de albumina sérica bovina (BSA) dissolvida em TBS

acrescido de Tween 0,05% (TBST), overnight a 4°C. Em seguida, a membrana
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foi lavada 3 vezes com TBST e incubadas com anticorpo de coelho anti-ESAT-6
(Abcam AB45073) diluido em TBS acrescido de 1% de leite desnatado na
proporcdo de 1:500 por 2 horas, a temperatura ambiente. Posteriormente, a
membrana foi lavada com TBST e incubadas com anticorpo secundario anti- Ig
de coelho-peroxidase diluido em TBS na proporcdo de 1:5000 por 1 h em
temperatura ambiente. As membranas foram entdo lavadas extensivamente com
TBST e reveladas com solucao de 3,3'-diaminobenzidine (DAB, Sigma Aldrich)
50 mM em Tris HCI, pH 7,5 e 0,03% de peroxido de hidrogénio. O peso molecular
das bandas foi comparado ao peso molecular padréo (Full Range Rainbow - GE-
Healthcare). As bandas proteicas reveladas foram digitalizadas utilizando
scanner de alta resolugdo. A densitometria foi realizada através do software
Image J (NIH, Bethesda, MD). O valor obtido para a banda proteica de Mkan
ATCC 12478 foi inserido como 1 e as outras condicfes foram calculadas em

correlacdo a este parametro.

4.4. Morfologia das coldnias

Para determinar a morfologia das colbnias, todas as cepas de Mkan e a
cepa de Mtb M299 foram cultivadas em agar Middlebrook 7H10 suplementado
por 3 a 4 semanas. As coldnias foram examinadas quanto as caracteristicas das
colénias com o auxilio de um estereomicroscépio (ampliacdo de x 4 a x 20;
modelo 569; American Optical Corp, Buffalo, N.Y.) e uma fonte de luz externa, e
as imagens foram capturadas pela camera Sansung Zoom Lens. As cepas de

Mkan apresentaram morfologia rugosa ou lisa.

4.5. Infeccdo da cultura de macrofagos

Macréfagos RAW 264.7 foram plaqueados (5x10° células/mL) em placas
de 96 pocos com meio DMEM-F12 sem antibiético e suplementado com 10%
SFB, 24 h antes da infeccao micobacteriana. Apos este periodo, a cultura celular
foi infectada separadamente com a suspenséao de cada cepa, a qual foi agitada
conforme item 4.2 ea D.O. ajustada para 0,200. A cultura de macréfagos foi
infectada, separadamente, com cada cepa, em diferentes proporcdoes de
multiplicidade da infeccdo (MOI): 1:1 (bactéria/macrofago) para andlise do
crescimento micobacteriano e 10:1 para analise da indugcdo de morte celular
provocada pela micobactéria por meio da dosagem da enzima citoplasmatica
lactato desidrogenase no sobrenadante da cultura. Pelo menos 8 pogos foram
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utilizados para cada tipo de avaliacdo. O tempo de exposi¢cao da cultura celular
a suspensdo bacteriana para fagocitose foi de 3 horas, e logo apos, as
micobactérias extracelulares foram removidas por lavagens com PBS 1X.
Posteriormente, o meio de cultura DMEM-F12 suplementado com 2% de SFB foi
acrescido a cultura infectada (DIA 0). As células infectadas foram mantidas em
estufa a 37°C e 5% de CO: durante 4 dias para avaliacdo dos parametros
discriminados acima.

Para a avaliacdo dos isolados clinicos quanto a capacidade de induzir a
producdo de IL-1B foi utilizado a cultura de macréfagos J774A.1 plaqueados
(1x10° células/mL) em placas de 6 pogcos com meio DMEM-F12 sem antibiético
e suplementado com 10% SFB, 24 h antes da infec¢cdo micobacteriana. A cultura
celular foi infectada na razdo MOI 10:1 com cada cepa de Mkan separadamente
e o0 tempo de exposicado, remocdo de bacilos extracelulares e adicdo de meio
DMEM-F12 foram conduzidos conforme descrito para a cultura de macrofagos
RAW 264.7. Os sobrenadantes da cultura foram coletados em 24 h (Dia 1) e 72
h (Dia 3) e a quantificacdo da producéo de IL-1b ocorreu através do ensaio de
ELISA sanduiche utilizando kit correspondente (R&D systems, MN, USA).

4.6. Quantificagdo do crescimento intracelular micobacteriano

A quantificacdo do crescimento micobacteriano intracelular foi realizado
para os macrofagos infectados na proporcdo MOI 1:1 através da semeadura em
agar Midllebrook 7H10 suplementado com glicerol e OADC e posterior contagem
de CFU. A cultura de macrofagos infectados por cada cepa foi lisada nos dias 0
e 4 apos infeccao, utilizando solucdo de saponina a 0,1% por 20 min. O lisado
da cultura foi agitado, sonicado em banho de ultrassom e a diluicdo seriada foi
realizada em PBS 1X estéril nas diluicdes de 102, 102 e 10“. Aliguotas de 50
pL da diluicdo foram semeadas em agar Middlebrook 7H10 suplementado. As
placas foram incubadas por 10 dias a 37°C, e as coldnias foram quantificadas.
O numero de coldnias quantificadas foi utilizado para célculo da concentracédo
CFU/mL e os valores expressos em Logl0. A capacidade de crescimento
intracelular de cada cepa foi expressa através da subtracdo das médias do CFU
dia 4 e dia 0 (CFU dia4 — CFU dia0).
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4.7. Avaliacado da capacidade de inducao de morte celular nos macroéfagos
infectados por isolados clinicos de M. kansasii

A avaliacdo da capacidade de inducdo de morte celular das cepas de
Mkan foi realizada na razdo MOI 10:1 para aprofundar as informacdes obtidas a
partir das infec¢cdes em alta dose (MOI 50:1) e detalhar os intervalos de tempo
em relacdo a capacidade de inducdo de morte para cada cepa testada.

Para isto, a liberacdo da enzima citoplasméatica lactato desidrogenase
(LDH) foi avaliada no sobrenadante de cultura infectada, utilizando o Kit
comercial Labrax (GO, Brasil). O sobrenadante da cultura infectada na proporcéo
de MOI 10:1 foi coletado em 24 h (Dia 1) e 72 h (Dia 3) p6s infecgéo, filtrado em
filtro de acetato de celulose de poro 0,22 um. Cinquenta microlitros de cada
sobrenadante coletado foram acrescidos de 100 pL da solucdo de alumen férrico
e substrato e incubado em estufa a 37°C por 3 min. Logo apos, foram
acrescentados 100 pL da solucdo de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD)
e fenasina metasulfato, realizando nova incubagéo a 37°C por mais 5 min de
acordo com o protocolo do fabricante. A leitura foi realizada em espectofotémetro
de placa a 492 nm (Epoch UV-Vis, Biotek, USA). Para obtencao do percentual
de inibicao foi calculado o percentual de liberacdo de LDH = 100 x (liberacdo de
LDH amostra - liberacdo espontédnea) / (méximo da liberacdo - liberacdo
espontanea). Como controle positivo, para 0 maximo de liberacdo de LDH
(minimo de viabilidade) foram utilizadas cultura de macréfagos estimuladas
acrescidas de 1% (v/v) Triton X-100 (Sigma Aldrich) e para a liberacéo
espontanea de LDH (maximo de viabilidade) foram utilizadas cultura de

macrofagos somente acrescida do estimulo celular pela micobactéria.

4.8. Obtencdo do Ranking de viruléncia entre os isolados clinicos
estudados

Para obtencéo do ranking de viruléncia entre a cepa padrdo ATCC 12478
e os isolados clinicos avaliados, foram considerados dois parametros: 1) o
crescimento intracelular das cepas de Mkan em macréfagos RAW 264.7 e 2) a
capacidade destas cepas induzirem morte celular nos macrofagos infectados
(percentual de liberagéo de LDH, MOI 10:1).

Inicialmente, foram obtidas as médias de crescimento intracelular no dia

4 subtraido do dia 0, para cada cepa Mkan, e comparado aos da cepa ATCC
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padrdo 12478 determinada com o valor 1.0. Posteriormente, foram obtidos os
percentuais de induc¢do de morte celular para cada cepa Mkan, através do teste
de LDH e a média dos valores percentuais obtidos em 72 h pos-infeccao foram
comparados ao apresentado pela cepa padrao e determinado com o valor 1.0. A
meédia entre os valores relativos obtidos para cada cepa Mkan nos quesitos
capacidade de crescimento intracelular (Index A) e indugédo de morte celular
(Index B) foi denominada taxa de viruléncia relativa (Index A + Index B/2).

4.9. Avaliacao da ativacdo de capase-1 em macrofagos infectados pelas
cepas M. kansasii por Western blotting

Macréfagos murinos J774.A1 foram plaqueados (1x108 células/mL) em
placas de 6 pocos com meio DMEM-F12 sem antibiético e suplementado com
10% SFB, 24 h antes da infec¢cdo micobacteriana. Apos 24 h, a cultura celular
foi infectadoa na proporcdo MOI 10:1 e os procedimentos de infeccdo in vitro
foram descritos no item 4.5. Apds 24 h e 72 h de infeccao, a células foram lisados
com tampao de lise (10% SDS, 20% glicerol, 5% 2-mercaptoetanol, 2% azul de
bromofenol e 1 M Tris HCI, pH 6.8, contendo inibidor de proteases — Sigma
Aldrich) e a concentracdo de proteinas estimada pelo método de Bradford. Vinte
microlitros do lisado celular foram submetidos ao gel de 12% SDS-poliacrilamida
e apods a eletroforese, as proteinas devidamente separadas no gel foram
submetidas ao Western blotting. A execucédo experimental da eletroforese,
western blotting e tratamento da membrana de nitrocelulose ocorreu conforme
descrito no item 4.3. O anticorpo de coelho anti-caspase-1 p20 (PA5-78915,
Thermo Fisher) foi utilizado na 1:1000 e o anticorpo secundario anti-lg de coelho-
peroxidase diluido na porpor¢éo (1:5000) As bandas proteicas reveladas foram

digitalizadas utilizando scanner de alta resolugéo.

4.10. Animais

Para a realizacao dos testes in vivo foram utilizados camundongos fémeas
C57BL/6 livres de germes, com a idade entre 6 e 8 semanas, adquiridos do
Biotério Central Thereza Liberman Kipnis da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF — Campos/RJ). Os animais foram infectados e
mantidos em microisoladores, distribuidos organizadamente em estantes

ventiladas no biotério de Biosseguranca nivel Il do Laboratério de Biologia do
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Reconhecer (CBB/UENF), sob responsabilidade da Profe. Dr2 Elena
Lassounskaia. O modelo de infecgédo intratraqueal dos camundongos foi
aprovado pela Comisséo de Etica em Uso Animal, CEUA, da UENF (protocolo
n° 350 em 28/03/2017).

4.11. Infecgcao experimental dos camundongos

A infeccdo dos animais foi realizada segundo o modelo descrito por
RIBEIRO et al. (2014). Camundongos C57BIl/6 foram anestesiados por via
intraperitoneal (i.p.), pela aplicacdo de numa aliquota de 90-120 pyL da mistura
de Anazedan (xilazina, 15 mg/kg, Vetbrands) e Dopalen (ketamina, 110 mg/kg,
Vetbrands) diluidos em tampéao fosfato de sédio (PBS) estéril. Para certificacéo
da eficacia da analgesia nos animais, estes foram submetidos a testes de padrao
de reflexo de acordo com as normas de bioética de experimentacéo animal.

Apo6s a verificagdo da analgesia, os camundongos foram infectados
separadamente com a suspensao de cada cepa de Mkan selecionada (ATCC
12478, 6849, 4404, 10953 e 8835), atraveés de uma incisédo transversal de 0,5
cm na pele da regido do pescoco do animal para exposi¢ao da traqueia, onde foi
injetado o volume de 50 uL (~5x10* bacilos) entre os anéis cartilaginosos mais
proeminentes, com auxilio de uma seringa hipodérmica 0,3 mL (Terumo, SP,
Brasil). Os animais controle receberam 50 yL de PBS estéril. Logo apds a
infeccdo intratraqueal (i.t.), a incisdo foi suturada. Os animais infectados foram
separados em cinco grupos com oito animais cada e supervisionados
diariamente quanto aos sinais vitais e eutanasiados (inalacdo de CO32), se
requerido, seguindo o protocolo de bioética animal, quando observado 20% de
perda de peso corporal, auséncia de mobilidade e dificuldade de respiracéo, a
fim de minimizar o sofrimento.

Apoés os periodos de 28, 40, 60, 120 e 150 dias, os animais foram
sacrificados por exposicdo em camara de CO:2 e 0s seguintes parametros
averiguados: carga bacilar por meio do CFU no pulmao, alteractes teciduais e
celulares no pulméo (macropatologia e histopatologia), relagéo entre o peso dos
pulmdes e o numero de células contabilizadas.

Durante todo o periodo experimental, os animais infectados para cada
cepa, assim como os animais controle, foram pesados em balanca de preciséo

e 0 percentual de peso corporal obtido. Foram observados diariamente sinais

34



clinicos e quantificado o periodo de tempo no qual as cepas de Mkan infectantes

conduziam ao desfecho da doenca.

4.12. Obtencéao de células do pulméo

Para a obtencédo das células pulmonares foi coletado o l6bulo esquerdo
dos pulmbes dos camundongos infectados ou n&o, o qual foi pesado e
adicionado a placas de Petri (JProlab, 21 cm?) com 3 mL de meio de cultura
RPMI (Gibco/Invitrogen, NY, USA). Com o auxilio de pincas curvas, o 6rgao foi
macerado e mantido acondicionado no gelo. A seguir foram adicionados 3 mL
de solucéo de digestao tecidual (1pug/mL de liberase Blendzyme 2 (Roche) e 0,1
pg/mL de DNAse de pancreas bovino (Sigma Aldrich) e incubadas a 37 °C e 5%
de COz, por 40 min sob agitacéo.

ApoOs este periodo, os 6rgdos imersos na solucdo de digestdo foram
dissociados utilizando seringas de 10 mL por 10 ciclos de homogeneizacao e os
homogenatos obtidos filtrados em cell strainer com poro de 40 um (BD
Bioscience, CA, USA). O homogenato isento de matriz tecidual foi destinado a
quantificacdo micobacteriana através da diluicho decimal seriada e
plaqueamento meio sélido 7H10 suplementado. As placas foram lacradas e
incubadas em estufa bacteriolégica a 37 °C e 5% CO2 por 10 a 20 dias e o CFU
qguantificado. O restante do homogenato foi processado para obtencdo de
células. As hemacias foram removidas através da deplecdo com tampdo de lise
ACK (Ammonium Chloride Potassium) (0,144 M NH4Cl, 0,0169M TRIS base, pH
7,4) & 37 °C e 5% de CO:2 por 4 min. A lise de hemécias foi interrompida com o
acréscimo de PBS 1X suplementado com 10% SFB. Os tubos contendo
homogenato pulmonar de cada animal foram centrifugados a 300g, por 5 min e
0 sobrenadante descartado. O pellet de células foi ressuspendido
proporcionalmente em RPMI suplementado com 10% SFB e 50 pg/mL de
gentamicina. As células foram quantificadas e plaqueadas em placas de 96
pocos (5 x 10° células/mL). As placas com a cultura celular foram lacradas e
incubadas por 48 h em estufa bacteriologica a 37 °C e 5% de CO2. O
sobrenadante da cultura ex vivo foi coletado para analises posteriores de

quantificacdo de mediadores inflamatorios.
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4.13. Analise macroscopica e histolégica dos pulmdes

A avaliagdo da macro e micropatologia foram realizadas para o pulmao
nos dias 28, 40, 60, 120 e 150 apos a infecgdo. O I6bulo superior direito foi
selecionado para a analise histologica sendo fixado por no minimo 96 h em
formol 10% tamponado. A macropatologia foi avaliada através da pesagem dos
pulmdes dos animais, comparando os valores com o peso do pulméo entre os
animais ndo infectados. Apés a fixacdo, o l6bulo superior direito do pulméo de
cada animal foi fotografado com escala em centimetros, para a avaliacéo
macroscopica das mudancas morfolégicas do 6rgdo. A massa relativa foi
calculada pela razéo entre o peso do pulméao de cada animal infectado e a média
do peso do pulmdo dos animais controle. Os estudos histopatolégicos para
avaliar a micropatologia foram realizados nos cortes dos tecidos, a partir da
coloracdo com hematoxilina-eosina (HE) para a visualizacdo das alteracdes
teciduais, pelo método de Ziehl-Nielsen (ZN) para deteccdo da presenca de
bacilos alcool-acidos resistentes (BAAR) e Tricobmico de Masson para analisar a
presenca de fibras de colageno.

O processamento histolégico ocorreu apos a fixacdo do pulméo em formol
10% tamponado, e as seccdes foram lavadas com agua destilada por 30 min e
conduzidas por banhos crescentes de alcool etilico (70%, 80%, 90%, 100%) por
1 h em cada concentracdo. Em seguida, as sec¢des pulmonares passaram por
dois banhos de xilol por 1 h cada. Ao final desse processo foi realizada a incluséo
em parafina por 30 min. Apés este procedimento de fixagdo e clarificacdo
(Histotec), as pecgas emblocadas em parafina foram acondicionadas em gelo. Os
blocos contendo as secc0es rigidas foram clivadas no micr6tomo (Leica) numa
espessura de 5 um. Os cortes foram banhados em duas baterias de xilol por 3
min cada e depois banhadas em alcool (100%, 90%, 80%, 70%) por 1 min em
cada concentracdo. Apos foram coradas com hematoxilina por 3 min e eosina
por 50 segundos. Logo apds, foram banhadas novamente em alcool (100%,
90%, 80%, 70%) por 1 min em cada concentracao e depois em xilol por 3 min.
Em seguida, os cortes foram fixados permanentemente com Permount.

Para a coloracdo com a técnica de Ziehl-Neelsen, as laminas lavadas
foram imersas em solucdo aquecida de carbol-fuscina por 30 min. Em seguida,
as laminas foram lavadas em agua corrente e tratadas com alcool-acido 1% até

atingir a tonalidade résea. Os tecidos foram lavados novamente em &gua
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corrente por 8 min, com posterior imersdo em azul de metileno (10 mL da solucdo
estoque (4 mM de azul de metileno em &lcool etilico 95%) acrescido de 90 mL
de agua destilada). Apds esse processo os cortes foram fixados com Permount
e analisados por microscopia Optica (microscépio Zeiss-Axioplan).

Para a realizacdo da coloracdo com Tricrdmico de Masson foi aplicada
sobre os cortes a solucao de Bourin e deixado overnight. Apds este periodo, os
cortes foram lavados em agua corrente por 1 h até retirar a cor amarela na
amostra. Em seguida foram corados com hematoxilina férrica de Weigert por
10 min e lavados novamente em agua corrente por 10 min e colorados com
solucéo de Escarlate de Biebrich por 5 min. Foi realizada mais uma lavagem com
agua destilada e uma nova coloragcdo com solucdo de Acido Fosfotlingstico-
Fosfomolibdico por 10 a 15 min. Em seguida, foi realizada uma lavagem com
agua destilada e aplicada solugdo de Azul de Anilina durante 5 a 10 min. As
amostras foram lavadas 1 x e dispostas em solu¢cdo de 1% de &cido acético
glacial por 3 a 5 min. Apds nova lavagem com agua destilada, os cortes foram
banhados em alcool (70%, 80%, 90% e 100%) por 1 min em cada concentracdo
e em xilol por 3 min. Os cortes entdo foram fixados permanentemente com
Permount. Finalizada a técnica, as fibras de colageno adquiriram coloracdo
azulada. As técnicas de coloracdo com HE, Ziehl Neelsen e Tricbmico de
Masson foram realizadas em colaboragéo com o prof. Dr. Euldgio Carlos Queiroz
de Carvalho, Patologista Clinico do Laboratério de Sanidade Animal, do Hospital

Veterinério da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.

4.14. Quantificacéo de citocinas e mediadores inflamatorios

A gquantificacdo dos mediadores inflamatérios foi realizada a partir do
sobrenadante da cultura das células pulmonares cultivadas ex vivo e da cultura
de macréfagos infectados in vitro.

As citocinas presentes nos sobrenadantes foram quantificadas através do
ensaio de ELISA sanduiche, utilizando os kits correspondentes (Opteia/BD
Biosciences, CA, USA) para TNF-q, IL-1B e IL-10, de acordo com o protocolo do
fabricante.

O 6xido nitrico (NO) produzido no sobrenadante da cultura ex vivo foi
quantificado através do método de Griess (ZHANG et al., 2002). 50uL do
sobrenadante da cultura foi acrescido de 50uL de reagente de Griess (p-
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aminobenzenosulfonamida 1% + diidrocloreto de naftilenodiamino 0,1% em 5%
de &cido fosférico (Sigma Aldrich). Ap6s 10 min, a absorbancia, a 570 nm, foi
medida em espectrofotdmetro de placa (Epoch UV-Vis, Biotek, USA). A
concentracao de nitrito no sobrenadante foi determinada em yM usando como

referéncia uma curva padrao de nitrito de sédio (200 uM a 1,56 uM).

4.15. Anélises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism
4 (GraphPad, EUA) e as diferencas entre 0os grupos experimentais foram
consideradas significativas quando p < 0,05 (5%). Para comparar multiplos
grupos, utilizou-se o teste ANOVA unidirecional seguido do teste de comparacéo
multipla de Tukey para avaliar os efeitos de um Unico parametro. As curvas de

sobrevivéncia dos animais foram analisadas com o método de Kaplan-Meier.

4.16. Conduta de trabalho

Todo trabalho experimental para a realizacéo desta pesquisa foi realizado
em area de biosseguranca nivel 2 e 3. Para a manipulacdo das culturas
micobacterianas foram utilizados equipamentos de protecéo individual (EPIs)
para minimizacao do risco de contaminacéo do individuo. A manipulacéo de todo
material infectado por Mkan foi realizado em cabine de biosseguranca 2 nos
Biotérios de NB3/ LBR/UENF.

Apbés a realizacdo dos experimentos, todo residuo e material
contaminado por Mkan foi coletado em sacos de autoclave dentro da cabine de
biosseguranc¢a ou imersos em solucéo de hipoclorito de sédio 4%, e conduzidos

para a descontaminacdao em autoclave a 121°C por 40 min.

4.17. Modelo de pesquisa
A Figura 10 mostra o fluxograma das atividades de cultura celular e
infecgdes in vitro com os isolados clinicos de Mkan assim como a avaliagdo

destes em modelo murino realizadas neste estudo.
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Avaliagdo da morte celular por dosagem de
LDH no sobrenadante da cultura de
macrofagos RAW 264.7 infectados

Cultura Celular
Utilizagdo de macréfagos RAW
264.7 e de J774A.1

Cultura Micobacteriana
Cepas de Mkan e Mth foram

Avaliagdo do crescimento micobacteriano
intracelular em macrofagos RAW 264.7
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Quantificagdo de citocinas e NO

Figura 10 — Fluxograma da sequéncia experimental.
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5. RESULTADOS

5.1. Morfologia das colénias de M. kansasii

A morfologia das colénias de onze isolados clinicos de Mkan foram
comparadas com a da cepa de referéncia Mkan 12478 ATCC. Dez dos onze
isolados exibiram coldnias circulares rugosas com textura seca e margens
onduladas, como a cepa de referéncia ATCC 12478, sendo classificadas como
rough/rugosa (cepas R), exceto o isolado 6849 que exibiu colbnias lisas e
umidas, classificado como smooth / liso (cepa S). A forma das cepas R
assemelhava-se a da cepa Mtb M299 (Figura 11 A); no entanto, em contraste
com as col6nias de cor esbranquicadas exibidas por Mtb, todos os isolados de
Mkan apresentaram colénias com capacidade fotocromogénica, produzindo

pigmento amarelo sob exposicao a luz (Figura 11 B).

M. kansasii M. tuberculosis M. kansasii
| “ 5 ey T

A

Figura 11 — Variagcdo da morfologia das col6nias de M. kansasii em comparagdo a cepa
Mycobacterium tuberculosis M299. As cepas foram cultivadas em agar Middlebrook 7H10 por
21 dias (Mkan) e 28 dias (Mtb). Apds este periodo as fotomicrografias das coldnias foram
realizadas com auxilio de um estereomicroscépio na ampliacdo de x 4 a x 20 para as cepas 8835,
4404, 10953, 6849, a cepa de referéncia Mkan 12478 e para a cepa de Mtb M299. (B) Imagem
representativa das colbnias de Mkan cultivadas em &gar exibindo coloragdo amarela sob
exposi¢do a luz. Abreviaturas R- rough (rugoso) e S-smooth (liso).
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5.2. Selecédo das cepas M. kansasii para avaliacado da viruléncia no modelo
in vivo

A capacidade de crescimento intracelular acelerado assim como a
capacidade de induzir a morte dos macrofagos infectados foram previamente
associados a viruléncia em micobactérias patogénicas (LASUNSKAIA et al.,
2010; SOHN et al., 2010). Em nosso trabalho anterior, avaliamos ambos o0s
parametros para os isolados clinicos de Mkan obtidos de pacientes brasileiros
com a doenca pulmonar (MUSSI, 2017). Com base nestes resultados em cultura
de macrofagos RAW 264.7 infectados in vitro foi possivel determinar o nivel de
viruléncia dos isolados clinicos de Mkan pertencentes a nossa cole¢éo de cepas.
Essa classificacao foi realizada quanto a capacidade de crescimento intracelular
(Index A) e capacidade de inducdo de morte celular nos macréfagos (Index B)
comparado a cepa de referéncia ATCC 12478 e a média destes dois index foi
calculada para cada isolado clinico de Mkan [(index A + index B) / 2] e utilizada
como indice de viruléncia relativa (Tabela 2). As cepas 8835, 8839, 8837 e
10953 apresentaram indice de viruléncia relativa pelo menos 2,5 vezes maior
gue a viruléncia da cepa de referéncia 12478 (index 1,0) e foram consideradas
cepas de alta viruléncia classificadas como padréao I. A cepa 6849 mostrou um
indice de viruléncia relativa 2,5 vezes menor do que a cepa de referéncia 12478
e foi considerada de baixa viruléncia classificada como padréo Ill. Enquanto
outras cepas de Mkan (4404, 1580, 3657, 7287, 7439) exibiram viruléncia
intermediaria, com indice de viruléncia relativa de 1,2 a 2,3 vezes maior do que
a cepa de referéncia 12478, sendo inclusos juntamente com a cepa de referéncia
no padrdo Il. Para testes in vivo, selecionamos cinco isolados clinicos: duas
cepas de viruléncia intermediaria (cepa 4404 e cepa de referéncia 12478,
ATCC), uma cepa de baixa viruléncia (cepa 6849) e duas cepas de alta viruléncia
(cepas 8835 e 10953).

Tabela 2 - indice de viruléncia relativa dos isolados clinicos de M. kansasii em
comparacdo a cepa de referéncia 12478 (ATCC) avaliado no modelo de macrofagos
infectados in vitro.
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Capacidade relativa Capacidade Index de

de crescimento relativa para viruléncia Padrao de
Cepa intracelular em induzir morte relativa viruléncia*
macrofagos (Index necrética (Index (Index A + In vitro
A) B) Index B/ 2)
Cepa de

referéncia 1,0 1,0 1,0 I
12478
1580 3,0 11 2,05 1|
3657 1,0 0,9 0,95 1
4404 3,0 1,6 2,3 1|
7287 1,6 15 1,55 |
7439 1,6 0,8 1,2 1|
6849 0,1 0,7 0,4 Il
8835 3,6 2,5 3,05 |
8837 4,0 1,7 2,85 |
8839 4,0 2,8 3,4 |
10953 4,0 2,2 3,1 |

* viruléncia preditiva

Padré&o Ill (baixa viruléncia) - taxa de viruléncia relativa < 0,4; Padrao Il (viruléncia intermediaria)
— taxa de viruléncia relativa 0,41 < x < 2,49; Padrao | (viruléncia aumentada) — taxa de viruléncia
relativa- 2 2,5

5.3. Avaliacdo da morbidade e mortalidade de camundongos C57BL/6
infectados com as cepas de M. kansasii

Os animais foram infectados por via intratraqueal com 5 x 104 bacilos e
monitorados em relagcéo aos sinais e sintomas da doenca (imobilizacéo, falta de
apetite e emagrecimento). Os animais infectados foram pesados semanalmente
para verificar a alteracéo do peso corporal, sendo a perda de peso utilizada como
indicador de morbidade.

Camundongos infectados com a cepa menos Vvirulenta (6849)
apresentaram ganho de peso corporal a partir do dia 40 p.i., enquanto os animais
de outros grupos infectados (12478, 4404, 10953) mantiveram os valores de
peso corporal inalterados ou exibiram perda de peso significativa (8835), a partir
do dia 28 p.i. (Figura 12 A). As analises de sobrevivéncia demonstraram a morte
prematura dos camundongos infectados com a cepa de alta viruléncia 8835 no
dia 40 p.i., e 60% de letalidade no grupo de animais infectados com a cepa 10953
no dia 120 p.i., enquanto nos demais grupos, 0s animais sobreviveram até o final

do experimento (Figura 12 B).
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A andlise das cargas bacterianas pulmonares demonstrou que todas as
cepas, incluindo a cepa menos virulenta 6849, foram capazes de crescer nos
pulmdes dos animais até o dia 28 p.i. (Figura 12 C). A cepa 8835, mais virulenta,
induziu carga bacteriana mais alta (logio 8,0) até o dia 40 p.i., coincidindo com a
deterioracdo dos animais deste grupo que atingiram o estado moribundo e em
vista disso foram eutanasiados. Em contraste, as cargas bacterianas pulmonares
em outros grupos comecaram a diminuir apos o dia 28, demonstrando apenas
uma ligeira reducéo nos camundongos infectados com as cepas 10953 e 12478,
e mais de 2 log de reducao no grupo 4404, no dia 60, enquanto em camundongos
infectados com a cepa 6849 de baixa viruléncia, as bactérias foram eliminadas
dos pulmdes no dia 40 pi. Nos grupos de animais que desenvolveram infec¢éo
cronica, as cargas bacterianas nos pulmdes comecaram a aumentar novamente

apos o dia 60 atingindo o nivel logio 8,0-9,0 no dia 150 pi.
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Figura 12 — Morbidade e mortalidade de camundongos apés infeccdo com cepas de M.
kansasii. Camundongos C57BL/6 foram infectados por via intratraqueal com 5 x 10* bacilos de
cada cepa separadamente e a progressdo da doenca foi estudada em um periodo de 150
dias. (A) A perda de peso corporal foi utilizada como indicador de morbidade. Os dados foram
apresentados em relacdo ao porcentagem do peso corporal inicial de cada animal antes da
infeccdo. Os valores foram relatados como média + desvio padrdo, DP, e as diferencas foram
consideradas significativas de acordo com *** P < 0,001; ** P < 0,01; e * P < 0,05. (B) Curva de
sobrevivéncia dos animais infectados. Os dados foram obtidos em trés experimentos
independentes com 10 camundongos em cada grupo. Curvas de Kaplan-Meier e teste log-rank
foram usados para avaliar a significancia estatistica. Diferengas estatisticamente significativas
entre cada grupo infectado com o isolado clinico individual e o grupo infectado com a cepa de
referéncia 12478 sdo apresentadas pelo simbolo ## P < 0,001. (C) As cargas bacterianas nos
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pulmdes foram avaliadas pelo ensaio CFU. Os dados foram obtidos em trés experimentos
independentes com 12 a 15 camundongos em cada grupo: 2 a 3 animais por ponto. Os valores
foram relatados como média £ DP. Os valores médios que foram significativamente diferentes
do valor médio do grupo infectado pela cepa de referéncia 12478 séo indicados por asteriscos
como segue: *** P< 0,001 e ** P < 0,01. Diferencas significativas entre os valores obtidos para
cada grupo em diferentes momentos séo indicadas pelo simbolo ## P < 0,001.

5.4. Avaliacdo macroscopica e histolégica dos pulmdes

A patologia nos pulmdes foi monitorada durante 150 dias p.i. para avaliar
a progressao de marcas patolédgicas induzidas pelas cepas de Mkan. No dia 28
p.i., pequenos nédulos brancos uniformemente distribuidos no tecido pulmonar
pulmdes foram observados em todos o0s animais infectados, exceto nos
camundongos infectados com a cepa altamente virulenta 8835, que exibiram
uma consolidacao lobular difusa (Figura 13 A). Neste grupo, 0os animais exibiram
sinais de doenca grave e foram eutanasiados no dia 40 p.i. As lesdes pulmonares
em outros grupos (4404, 12478 e 10953) continuaram a se expandir e finalmente
se fundiram, formando grandes ndédulos bem demarcados nos estagios
posteriores da infeccdo ou continuaram sem alteracdes morfoldgicas
significativas (cepa 6849). No dia 150 p.i., os nddulos patolégicos nos pulmdes
de alguns animais infectados com a cepa 10953 apresentaram alteracfes na
superficie ulcerada, sugerindo derrame pleural (Figura 13 A). Também foi
realizado o calculo da massa relativa pulmonar (Figura 13 B) de cada pulméo
para comparar o tamanho dos l6bulos apresentados na Fig. 12A. Os pulmdes
dos animais infectados com as cepas mais virulentas possuiram a massa relativa
pulmonar maior do que observado para os animais sem infeccéo (CTL) e para

0s animais infectados com a cepa de referéncia ATCC 12478.

28 DIAS 40 DIAS 60 DIAS 120 DIAS 150 DIAS

CTL | 6849 12478 4404 10953 8835| 6849 12478 4404 10953 8835 | 6849 12478 4404 10953 8835 6849 12478 4404 10953 8835 | 6849 12478 4404 10953 8835
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Figura 13 — Alterag6es macropatolégicas nos pulmdes de camundongos infectados
com cepas de M. kansasii. Os camundongos C57BL/6 foram infectados conforme indicado na
legenda da Figura 12 e os pulmdes foram examinados nos dias 0, 28, 40, 60, 120 e 150
pi. (A) Imagens representativas do l6bulo superior do pulmé&o direito de um animal de cada grupo
infectado por periodo de infeccdo demonstrando a patologia macroscdépica, observado como
numerosas e grandes lesdes inflamatdrias (n6dulos brancos de tamanhos diferentes). (B) A
massa pulmonar relativa em diferentes grupos infectados foi determinada pela razdo do peso
médio do pulm&o dos animais de cada grupo em relagdo ao peso médio do pulmao dos animais
controle (CTL) (1,0). ND, ndo demonstrado; X-morte prematura dos animais.

Nos testes histopatoldgicos, trés cenarios diferentes de desenvolvimento
de patologia nos pulmdes foram observados nos animais de diferentes grupos
de infecg&o. A cepa de baixa viruléncia 6849 induziu pequenos granulomas no
dia 28 p.i., posteriormente, o desenvolvimento dessas lesfes pulmonares néo
evoluiu (Figuras 14 A, B). Em contraste, as lesbes pulmonares em
camundongos infectados com a cepa 8835 se desenvolveram mais rapidamente
do que em outros grupos e foram caracterizadas por extensa inflamacéo
granulomatosa, levando a pneumonia lobular no dia 28 p.i., com consolidacéo

guase completa do tecido pulmonar no dia 40 (Figuras 14 C-F).
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Figura 14 — Alterac8es histopatoldgicas nos pulm&es de camundongos infectados com a
cepa 6849 de baixa viruléncia e cepa 8835 de alta viruléncia. Camundongos C57BL/6 foram
infectados com a cepa 6849 (A, B) ou cepa 8835 (C-F) e os pulmdes foram examinados no dia
28 (A, C, E) e no dia 40 p.i. (B, D, F). As laminas séo representativas do pulméo de animais de
cada um dos grupos acima citados, que foram coradas com hematoxilina e eosina (H&E). (A, B)
Poucos granulomas e de tamanho pequeno marcados com setas vermelhas (C—F) Pneumonia
extensa: infiltracao difusa de tecido com macréfagos, com concentracgao de linfécitos ao redor de
bronquiolos e vasos. (E) Acumulo de exsudatos nos bronquiolos respiratérios no dia 28 p.i., (F)
congestionamento sanguineo nos vasos e morte celular necrética difusa no parénquima
pulmonar no dia 40 p.i.. Barras, 1.000 pm (A-D), 200 ym (E, F).
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O terceiro cenario de desenvolvimento de lesdes pulmonares,
caracterizado por uma progresséao lenta e permanente dos granulomas iniciais,
foi observado em animais infectados com as cepas 12478, 4404 e 10953.
Alteracfes histopatoldgicas nos pulmdes desses animais foram demonstradas
para a cepa 10953, como representativo para estes trés grupos infectados
(Figura 15). Nesses animais, pequenos granulomas iniciais aumentaram
gradualmente e, no dia 60, varios focos de necrose intragranulomatosa foram
observados (Figura 15 D-F), composto por macréfagos e numerosos BAAR
intra- e extra-celulares, circundados por linfocitos. A progressao posterior levou
ao desenvolvimento de grandes granulomas caseosos (Figura 15
D), contornados por uma capsula fibrosa (revelada pela coloragédo de Masson),
com grande namero de neutroéfilos nas regides subcapsulares (Figura 15 E) e a
area central com necrose caseosa (Figura 15 I). No dia 150 p.i. (Figura 15 J-L),
a necrose tecidual conduziu a destruicdo da estrutura pulmonar tipica, com
deslocamento do material necrético amorfo (quadrado preto inferior), oclusédo
das vias aéreas bréonquicas (setas com contorno preto em J) e derrame pleural.
Fibrose intersticial significativa com muitas células espumosas contribuiu para a
consolidagdo do tecido pulmonar circundante. A expansdo das lesdes nos
animais infectados com as cepas 12478 e 4404 foi mais retardada em relacao
aos animais infectados com a cepa 10953. O desenvolvimento dos granulomas
caseosos ho grupo de animais infectados pela cepa 10953 foi observado em 4
meses de infeccéo (120 dias p.i.), € nos grupos anteriores foi observado somente
apos 5 meses de infec¢do (150 dias p.i.), coincidindo com a melhor sobrevida

dos animais nestes grupos.
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Figura 15 — Alterac8es histopatoldgicas nos pulmdes de camundongos infectados com a
cepa 10953 de M. kansasii altamente virulenta. Camundongos C57BL/6 foram infectados e a
patologia pulmonar foi examinada durante um periodo de 150 dias, no dia 0 (A), 28 (B), 40 (C),
60 (D—F), 120 (G-I) e 150 (J-L). Laminas de pulmao representativas coradas por H&E (A-E, G,
H, J), Ziehl-Neelsen (F) ou métodos Tricromico de Masson (I, K, L) sdo mostradas. Pequenos
granulomas observados no dia 28 (B), aumentaram no dia 40 (C) e progrediram para pneumonia
granulomatosa extensa no dia 60 (D). A area de necrose intragranulomatosa inicial, marcada
pelo quadrado preto no painel (D), é ampliada nos painéis (E, F), demonstrando grande nimero
de células morrendo (E) e BAAR (F). No painel (D), uma sec¢éo do figado (I) eventualmente esta
localizada ao lado da secdo do pulméo; as setas brancas indicam varios granulomas no
figado. No dia 120, as lesbes necroéticas progrediram para grandes granulomas caseosos
marcados por quadrados pretos (G). Os quadrados superior e inferior referem-se as areas de
maior ampliacdo no painel (H) (area periférica composta por infiltrados de células com
predominancia de neutréfilos) e (I) (area central ocupada por necrose caseosa),
respectivamente. Observe uma capsula fibrética circundando a leséo necrética (). No dia 150 (J),
a necrose leva a destruicdo da estrutura pulmonar normal (simbolo *) com facil deslocamento do
material necrético amorfo [quadrado preto inferior ampliado no painel (L)] e sua presenca em
vias aéreas brdonquicas ocluidas [setas pretas no painel (J)]. A &rea marcada pelo quadrado
superior no painel (J), ampliada no painel (K), demonstra fibrose intersticial significativa do
pulmao. Barras, 1.000 ym (A-D, G, J), 100 um (E, F, H, I, K).

A andlise morfométrica da area ocupada pela pneumonia demonstrou que
a infecgdo com cepas mais virulentas de Mkan (8835 e 10953) conduziu ao
comprometimento de 90% do tecido pulmonar no estagio final pré-letal da
infeccdo, embora a duracdo da doenca antes da morte tenha variado de acordo
com a viruléncia da bactéria causadora (Figura 16). Para a cepa menos virulenta
(6849), a area de pneumonia nos pulmdes dos animais foi de apenas 20% do
tecido pulmonar em todos os estagios da doenca avaliados. Enquanto para a
cepa de referéncia 12478, o comprometimento pulmonar foi de 36% em 28 dias
p.i. com aumento da area comprometida nos estagios posteriores até 80% de
aréa de pneumonia em 150 dias p.i., embora a progressdo da area de pneumonia
tenha ocorrido de forma retardada comparado as cepas de maior viruléncia, 0

gue também foi observado para a cepa 4404 (Figura 16).
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Figura 16 — Analise morfométrica da patologia pulmonar em animais infectados com cepas
de Mkan. Para determinacdo morfométrica da area inflamatdria ocupada nos pulmdes por
exsudatos celulares ou liquidos (area de pneumonia), imagens de dez cortes pulmonares de
cada grupo de animais foram capturadas e analisadas no programa Image J. As diferencas
estatisticamente significativas entre cada grupo infectado com o isolado clinico individual e o
respectivo grupo infectado com a cepa de referéncia 12478 sao apresentadas por asteriscos
como segue: ** P < 0,001 e ** P < 0,01.

5.5. Anélise da producdo de citocinas e 6xido nitrico pelas células dos
pulmdes dos animais infectados com cepa de M. kansasii

O perfil de mediadores inflamatorios produzidos pelas células pulmonares
dos animais infectados por Mycobacterium esta associado ao nivel de ativacao
das subpopulagbes celulares presentes no foco inflamatério granulomatoso.
Deste modo, avaliamos inicialmente a producdo de citocinas produzidas pelas
células pulmonares, a partir do sobrenadante da cultura ex vivo das células do
pulm@o por 48 h. Foi quantificada a producdo de trés citocinas importantes
envolvidas na resposta inflamatéria e na indugédo da resposta imune protetora,
IL-18 e TNF-a (citocinas pro-inflamatdrias) e IL-10 (citocina anti-inflamatéria)
através do ensaio de ELISA sanduiche.

Na Figura 17 pode ser observado que houve producdo de todas as
citocinas em estudo apos 28 dias de infec¢do para todas as cepas avaliadas em
comparagao aos animais nao infectados.

Ao analisarmos a producdo de IL-1B pelas células pulmonares dos
animais infectados, foi observado que em animais infectados pela cepa 6849, de
baixa viruléncia, como esperado, houve diminuicdo da producéo de IL-13 apds
28 dias de infeccéo, atingindo menor nivel no dia 150 p.i. (p< 0,001). A inducéo

50



da producdo de TNF-a por esta cepa foi menor comparada com as demais no
dia 28 p.i., principalmente comparado com as cepas 4404 e 10953, e baixos
niveis de producédo desta citocina foram mantidos nestes animais durante todo
periodo de observacao. A inducdo da producédo de IL-10 se mostrou similar até
40 dias p.i. as demais cepas avaliadas, sendo menor posteriormente ao longo
do periodo acompanhado (Figura 17), mostrando uma tendéncia de controle da
infecgao pelos animais ou mesmo eliminag&o dessa cepa.

A producéo das citocinas pelas células dos animais infectados pela cepa
8835, caracterizada pela maior letalidade, no dia 28 p.i. foi similar ao observado
para as demais cepas. No dia 40 p.i., quando animais apresentaram sinais de
doenca fatal, a producao da IL-1f foi mantida no mesmo nivel, e a producao das
citocinas TNF-a e IL-10 sofreu uma reducéo (p < 0.05).

As demais cepas de Mkan, que foram capazes de induzir em
camundongos infec¢cdo progressiva cronica, induziram niveis similares de IL-13
no dia 28 p.i., que foram mantidos com pequena variacdo até dia 120 p.i.,
demonstrando um aumento no dia 150 p.i. nos animais infectados pelas cepas
mais virulentas (cepas 10953 e 4404) comparado ao nivel exibido pela cepa
12478 no mesmo periodo. As cepas 10953 e 4404 apresentaram tendéncia ao
aumento na inducdo de TNF-a e IL-10 a partir do dia 60 p.i. Entretanto, niveis
maiores na producéo dessas citocinas foram mantidos até dia 150 p.i. somente
nos animais infectados pela cepa 10953 (Figura 17) que apresentaram o

desenvolvimento acelerado da patologia no pulméo e maior letalidade.
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Figura 17 — Analise da producdo de citocinas no sobrenadante da cultura ex vivo de
células dos pulm@es dos animais infectados com cepa de M. kansasii. Os sobrenadantes
da cultura ex vivo do homogenato pulmonar foram coletados 48 h ap6s a abertura dos animais e
utilizados para quantificacao de citocinas (IL-1B8, TNF-a e IL-10) através de ELISA sanduiche
utilizando kits especificos. Os animais ndo infectados foram utilizados como controle negativo
(CTL). Os valores referentes a cada uma das cepas foram comparados com 0s respectivos
valores da cepa padréo 12478, e as diferencas significativas estéo indicadas, p< 0,05 (), p< 0,01
(™) e p< 0,001 (™).

Além da quantificagdo dos niveis de citocinas produzidos pelas células
pulmonares dos animais infectados, outro mediador inflamatério foi avaliado no
sobrenadante ex vivo, o 6xido nitrico (NO). Na Figura 18 é possivel verificar a
inducao exacerbada de NO pela cepa 8835 em 28 dias de infec¢do, que diminuiu
no dia 40 p.i.,, o que foi associado com maior nivel de severidade da doenca
nestes animais. Outras cepas foram capazes de induzir niveis intermediarios de
NO no dia 28d p.i., & excecdo da cepa 6849 cuja inducdo foi muita baixa, se
houve quando comparado ao controle negativo (animais néo infectados). Em
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relacdo a cepa 10953, o pico de producédo de NO foi atingido no dia 60 p.i., com
posterior diminuicdo nos demais periodos avaliados. A producdo de niveis
intermediarios de NO foi observada na cultura de células pulmonares dos
animais infectados pela cepa de referéncia 12478 ao longo dos 120 dias, com
tendéncia de diminuicdo em 150 dias p.i.. Um aumento na producao de NO foi

observado na infecgéo pela cepa 4404 em 120 dias p.i (Figura 18).
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Figura 18 — Anélise da producéo de NO no sobrenadante da cultura ex vivo de células dos
pulmdes dos animais infectados com cepa de M. kansasii. Os sobrenadantes foram
coletados 48 h apds a abertura dos animais e utilizados para quantificagdo de NO através da
reacdo de Griess. Os animais ndo infectados foram utilizados como controle negativo (CTL). A
concentracao de nitrito no sobrenadante foi determinada em uM usando como referéncia uma
curva de nitrito de sédio, decrescida do valor obtido com os aditivos sem células. Os valores
foram calculados e depois reportados como média + desvio padrao, Os valores referentes a cada
uma das cepas foram comparados com 0s respectivos valores da cepa padrdo 12478, e as
diferencas significativas estéo indicadas, p< 0,05 (*), p< 0,01 (**) e p< 0,001 (***).

5.6. Estudo da producédo de IL-1B8 e ativagcao de inflamassoma em
macrofagos infectados in vitro

A fim de verificar os possiveis mecanismos patogenéticos que podem
contribuir para maior ou menor viruléncia das cepas de Mkan, avaliamos a
capacidade das cepas Mkan em ativar a producdo da citocina pré-inflamatoria
IL-1B nos macrofagos infectados uma vez que a ativagdo de inflamassoma
depende pelo menos parcialmente da secrecéo de IL-1.

A cultura de macrofagos foi infectada separadamente em diferentes
proporcdes de infeccao pelas cinco cepas Mkan em estudo, e a producéo da IL-
1B foi quantificada nos sobrenadantes de cultura (Figura 19 A). Em paralelo, a
capacidade de crescimento intracelular micobacteriano também foi avaliada
(Figura 19 B) assim como a capacidade de induzir morte celular necrotica
(Figura 19 C).
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Os resultados demonstraram que a inducdo de IL-1B pelas cepas mais
virulentas (cepas 8835 e 10953) em 24 h e 72 h de infecc¢ao foi significativamente
menor em comparagdo com as cepas de viruléncia intermediaria (cepas ATCC
12478 e 4404) no mesmo intervalo de tempo; e a cepa 6849 nao induziu
producado de IL-1B nos macroéfagos infectados em 24 h ou 72 h (Figura 19 A).
Os dados confirmaram que a capacidade das cepas 8835 e 10953 de crescer
nos macrofagos e induzir morte necrotica foi significativamente maior em 24h e
72 h que o observado para as demais cepas, confirmando maior viruléncia

apresentada por essas cepas (Figura 19 B e C).
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Figura 19 — Avaliacdo da producéo de IL-1B em macrofagos infectados pelas cepas de M.
kansasii. (A) Os macrofagos J774A.1 foram infectados com MOI 10:1 e os sobrenadantes de
cultura foram coletados em 24 h e 72 h p.i. para avaliacdo da producdo de IL-1B. (B) Os
macrofagos RAW 264.7 foram infectados na propor¢do 1:1 para avaliagdo do crescimento
intracelular durante 4 dias através da contagem de CFU e (C) na propor¢do MOI 10:1 para avaliar
a morte celular necrética por meio de quantificagcdo da liberagédo da enzima LDH no sobrenadante
de cultura. Os valores estdo apresentados como média + desvio padrdo. Os valores referentes
a cada uma das cepas foram comparados com 0s respectivos valores da cepa de referéncia
12478, e as diferencas significativas estéo indicadas, p< 0,05 (*), p< 0,01 (**) e p< 0,001 (***).
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A IL-1B é uma citocina produzida principalmente através da ativagédo do
inflamassoma, que culmina na ativacao da caspase-1 que, por sua vez, atua na
clivagem da pro- IL-1B formando a citocina IL-13 madura. Assim, verificamos a
modulacdo da ativacdo da caspase-1 no interior dos macréfagos infectados
pelas cepas de Mkan. Os macréfagos infectados foram lisados e estes entdo
submetidos a eletroforese e Western blotting (Figura 20). O anticorpo anti-
caspase 1 utilizado marcou a banda de 45 kDa correspondentes a pro-caspase
1, as quais foram observadas para todas as amostras. As bandas de menor peso
molecular, correspondentes aos fragmentos da caspase 1 ativada (p20 e p10),
foram observadas somente para a cultura de macréfagos infectada pelas cepas
12478, 6849 e 4404, e com menor intensidade de marcacdo. Os quadrados
vermelhos marcam posi¢cdo dessas bandas. Nao foi observada a presenca de
bandas da proteina caspase-1 clivada nas amostras das cepas 8835, 10953 e

na amostra de controle ndo infectado (CTL).

1. CTL 12478 6849 4404 8835 10953
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Figura 20 — Expresséo de caspase-1 nos macréfagos J774A.1 infectados pelas cepas de
M. kansasii. Os macrofagos J774.A1 foram infectados com as cepas de Mkan na proporcao de
10:1. Ap6s 72 h de infecgéo, as células foram lisadas e o lisado celular submetido a eletroforese
e Western Blotting. As membranas foram tratadas com o anticorpo anti-caspase 1 p20. Os
fragmentos da clivagem correspondentes a forma ativa da caspase-1 (p20 e pl0) estdo
marcados pelos quadrados vermelhos. O controle corresponde a cultura de macréfagos ndo
infectada.

E conhecido que a ativacdo do inflamassoma NRLP3 em macrofagos
infectados por micobactérias é induzida pelo menos em parte pela proteina
ESAT-6 secretada pela micobactéria. Deste modo, comparamos a capacidade

das cepas de Mkan em estudo de secretar ESAT-6 no sobrenadante da cultura
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bacteriana cultivada em meio liquido (Figura 21). O sobrenadante da cultura de
cada cepa de Mkan e da cepa Mtb M299, utilizada como controle positivo, foram
coletados e submetidos a eletroforese e Western blotting. As membranas foram
tratadas com anticorpo anti-ESAT6. Os resultados apresentados na Figura 21
mostraram que a cepa Mtb produziu significativamente mais ESAT-6 que cepas
de Mkan. Além disso, entre as cepas de Mkan foi observado que a cepa 6849,
com morfologia lisa e considerada de baixa viruléncia foi a que mais induziu a
producdo de ESAT-6, juntamente com o controle positivo (Mtb M299). Enquanto
as cepas que mostraram ser mais virulentas (8835, 10953) nao induziram

grandes quantidades de ESAT-6.

Mtb Mkan Mkan Mkan Mkan Mkan
M299 12478 6849 4404 8835 10953

ESAT-6
[
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Figura 21 - Capacidade das cepas de M. kansasii secretar ESAT-6 durante cultivo
bacteriano em meio liquido. As cepas de Mkan e Mtb (M299) foram cultivadas em meio Sauton
por 5 dias. O sobrenadante da cultura devidamente filtrado foi submetido a eletroforese e
Western blotting para a deteccdo da proteina ESAT-6 secretada pela micobactéria. As bandas
da proteina nas amostras de Mkan foram comparadas com a banda de cepa Mth M99 através
da analise densitométrica e os resultados foram dispostos na parte inferior da imagem.
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho, verificamos a hipétese de que a infeccdo de camundongos
da linhagem C57BL/6, considerada resistente a micobactérias, com dose bacilar
elevada dos isolados clinicos de Mkan altamente virulentos, por inoculacéo
intratraqueal, pode resultar em doenca pulmonar mais grave do que a
normalmente observada em modelos murinos de infeccéo por Mkan, infectados
com a cepa de referéncia (cepa 12478 ATCC). Para selecionar as cepas com
alto grau de viruléncia, avaliamos em nossa cole¢cdo de isolados clinicos de
Mkan, as cepas disponiveis quanto as caracteristicas associadas a viruléncia no
modelo de infeccdo de macroéfagos.

Com base nos resultados obtidos in vitro, cinco cepas, exibindo grau
distinto de viruléncia in vitro, incluindo cepas de maior e menor viruléncia em
comparacao com a cepa de referéncia 12478, foram utilizados para infec¢ao dos
camundongos C57BL/6. Os resultados mostraram que cepas virulentas
de Mkan, incluindo a cepa ATCC 12478, foram capazes de causar infeccao
produtiva e cronicamente progressiva em camundongos, reproduzindo sinais de
patologia pulmonar necrética observados em pacientes humanos
imunocompetentes, como granulomas caseosos encapsulados, oclusao de vias
aéreas brénquicas com massas necraoticas e fibrose intersticial.

Importante ressaltar que o0s granulomas necréticos encapsulados
observados nos pulmdes de camundongos infectados por Mkan neste modelo
nao foram detectados em nenhum outro modelo de infecgdo por Mkan ou no
modelo C57BL/6 de infeccdo com Mtb. Granulomas pulmonares sélidos, e ndo
necroticos, sdo uma manifestacdo patoldgica tipica da TB experimental em
camundongos C57BL/6 causada pela infeccdo por aerossol de baixa dose de
Mtb. Micobacterias nao-tuberculosas em geral, e M. kansasii especificamente,
sao menos virulentas que Mtb, e na maioria das vezes sao eliminadas dos
pulmbes dos camundongos (wild type) ndo modificados para induzir
imunodeficiéncia. A utilizacdo de doses bacilares elevadas de Mkan (107-108
bacilos) para infeccdo intranasal foi necessaria para induzir pequenos
granulomas solidos em camundongos desta linhagem (WIELAND et al.,

2006b). Nesses modelos prévios ndo foram observados patologia pulmonar
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necrotica, granulomas necréticos ou formacéo de cavidades, que sao tipicas na
doenca pulmonar causada por Mkan em humanos.

Varios fatores podem contribuir para o agravamento da doenca induzida
no nosso modelo apesar da utilizacdo de uma dose menor de Mkan (5 x 104
bacilos).

Em nosso modelo, a infeccdo foi realizada através de inoculagéo
intratraqueal da suspens&o micobacteriana. Possivelmente, o uso das vias
intratraqueal ou intranasal para acessar a via respiratoria em pequenos roedores
aumenta a gravidade da doenca induzida, uma vez que essas técnicas, ao
contrario da inalacdo de aerossol, ndo excluem a administracdo de pequenos
aglomerados de bactérias que podem aumentar a aptiddo das bactérias
inoculadas, apesar de apresentar o mesmo numero de unidades formadoras de
colénias na dose inoculada e na dose inalada. Nos trabalhos anteriores do nosso
grupo, o uso de isolados clinicos altamente virulentos por via intratraqueal para
administracdo de micobactérias em baixa dose de infeccdo possibilitou o
aumento da gravidade de TB em camundongos C57BL/6, com extensa
pneumonia necrosante (RIBEIRO et al., 2014; ALMEIDA et al., 2017; BOMFIM
et al., 2021), ndo observada nos modelos de infeccdo por aerossol, utilizando a
mesma linhagem de camundongos.

A viruléncia das cepas de Mkan foi outro fator determinante em relacéo a
gravidade da doenca em nosso modelo, uma vez que a cepa 6849, de baixa
viruléncia, ndo conseguiu causar infeccao persistente e foi eliminada ap6s 40
dias. Assim, duas cepas com maior viruléncia (8835 e 10953) induziram
progressdo mais rapida da doenca, levando a morte prematura em uma
propor¢cdo dos animais infectados. A taxa de letalidade foi um critério para
discriminacéo de cepas de Mkan altamente virulentas e aquelas com um nivel
intermediario de viruléncia (Tabela 2).

No geral, observamos uma boa correlagdo entre a viruléncia de Mkan
determinada com modelos in vitro e in vivo. Anteriormente, a avaliagcao in vitro da
capacidade de sobrevivéncia e citotoxidade de micobactérias em cultura de
macroéfagos foi mostrada como um bom preditor de viruléncia de isolados de Mtb
(PARK et al., 2006; LASUNSKAIA et al., 2010). Nos experimentos com Mkan foi
demonstrado que cepas que exibiram maior capacidade de crescimento

intracelular nos macréfagos RAW 264.7 e elevada inducdo de morte celular
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necrotica destas células in vitro, no modelo de infeccdo in vivo utilizando
camundongos C57BI/6 apresentaram progressdo mais rapida no
desenvolvimento de lesdes necréticas e destruigdo do tecido pulmonar, incluindo
para uma das cepas de alta viruléncia avaliada (8835), a morte prematura dos
animais.

A semelhanca no comportamento de Mtb e Mkan na infec¢do dos
macrofagos in vitro pode estar relacionada aos importantes fatores de viruléncia
compartilhadas por ambas as espécies. No estagio inicial da infeccéo, tanto Mtb
quanto Mkan utilizam um sistema de secrecéo tipo VII, codificado pelos genes
ESX-1, para secretar fatores de viruléncia essenciais, como ESAT-6 e CFP-
10. Essas proteinas estdo envolvidas no escape fagossémico de micobactérias
e na regulacdo da viabilidade e ativacdo de macréfagos (HOUBEN et al.,
2012; WANG et al.,, 2015; JANKUTE et al.,, 2017; JAGIELSKI et al., 2020),
contribuindo para a patogenicidade bacteriana.

No entanto, in vivo, Mtb geralmente apresenta maior viruléncia e melhor
adaptacdo ao hospedeiro humano do que Mkan. Portanto, doses maiores de
Mkan, em comparacao com Mtb, sdo necessarias para inducao de uma infeccao
persistente em camundongos e provavelmente também em humanos. A dose
exata de Mkan que pode causar infeccdo pulmonar nos humanos é
desconhecida, mas esta deve ser muito maior que a dose infecciosa de Mtbh
(entre 1 e 200 bacilos). No entanto, devido a capacidade de Mkan crescer em
baixos niveis de nutrientes e formar biofilmes que promovem sua sobrevivéncia
e disseminacdo em sistemas de distribuicdo de agua potavel, (FALKINHAM,
1996), as situacbes em que os individuos entram em contato com uma dose alta
dessas bactérias em aerossol pode ser mais comum do que o imaginado. A
exposicao a uma alta dose de infeccdo com cepa de Mkan altamente virulenta
pode aumentar a probabilidade de desenvolvimento da doenca nos individuos
suscetiveis infectados.

Observamos que todos os isolados de Mkan altamente virulentos exibiram
a morfologia rugosa das colonias (R), enquanto a cepa 6849 menos virulenta
exibiu colénias lisas do tipo S. Embora um pequeno numero de cepas
de Mkan tenha sido estudado neste trabalho, incluindo apenas um isolado do
tipo S, nossos resultados complementam observacgdes anteriores estabelecendo

maior importancia clinica de cepas de MNT do tipo R, que estdo mais
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frequentemente envolvidas em infec¢des graves e persistentes em comparacéo
as do tipo S.

Foi demonstrado que, em contraste com o tipo liso, o tipo R de Mkan
exibiu alteracdes nos lipidios da membrana externa, reduzindo a expressao de
lipooligossacarideos hidrofilicos polares (LOS), aumentando assim a proporcao
de glicolipideos menos polares, como PDIMs, LAM, TDM e outros, que de outra
forma eram “mascarados” ou revestidos por LOS (NOBRE et. al., 2014), levando
a um aumento da hidrofobicidade geral, viruléncia e probabilidade de
transmissao bacteriana em aerossol (BELISLE e BRENNAN, 1989; JANKUTE et
al., 2017).

Outro fator que pode contribuir para o aumento da viruléncia
micobacteriana € a capacidade da bactéria alterar a resposta imune, seja ela
inata e/ou adaptativa. No inicio da infeccdo, macrofagos alveolares, que
fagocitam micobactérias, sdo as primeiras células que podem eliminar o micro-
organismo se ativadas adequadamente para producao dos fatores bactericidas
e citocinas inflamatdrias. A Interleucina-1B8, uma citocina pré-inflamatéria
produzida por macrofagos infectados, depende do processamento da pré-
citocina pelas caspases IL-1 ou IL-11, cuja ativacdo nos macréfagos depende da
ativacao do inflamassoma NLRP3/ASC pelas micobactérias, tanto Mtb (MISHRA
et al., 2010) quanto Mkan (CHEN et al., 2012). Por meio do ensaio de ELISA
para quantificar a producdo de citocinas, demonstramos que em macréfagos
infectados in vitro pelas cepas relativamente menos virulentas (cepas 12478 e
4404) ocorreu secrecao significativamente maior de IL-13 em comparagdo com
macrofagos infectados com cepas mais virulentas (cepas 8835 e 10953).

A menor producédo de IL-1[ foi associada com menor nivel de ativacdo da
caspase-1 nos macrofagos infectados pelas cepas 8835 e 10953, como
demonstrado por Western blotting. A partir destes dados, observamos que a
clivagem da pro-caspase-1 nas subunidades diméricas p20 e pl0, um pré-
requisito para a formacao da forma ativa da caspase-1, foi observado somente
para as amostras de células infectadas pelas cepas 12478, 4404 e 6849.

A ativacdo da caspase-1 e a secrecao da IL-1 nos macréfagos infectados
por Mtb foram relacionadas a producéo da proteina ESAT-6 pela micobactéria,
como importante indutor de inflamassoma NLRP3 (MISHRA et al., 2010). Para

verificar se as diferencas na ativacdo da caspase-1 observada em nossos
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experimentos poderiam ser relacionadas a diferenca na producéoo de ESAT-6
pelas diferentes cepas de Mkan, quantificamos o nivel de secrecdo dessa
proteina no sobrenadante das culturas bacterianas de cada cepa em estudo por
Western blotting. Os resultados demonstraram que as cepas mais virulentas
(cepas 8835 e 10953) secretaram menos ESAT-6 que as demais cepas. Estes
dados sugerem que uma maior resisténcia das cepas mais virulentas de Mkan
em macrofagos pode ser relacionada a baixa capacidade dessas bactérias, que
secretam menos ESAT-6, de ativar o complexo inflamassoma e assim induzir a
producdo de IL-1B, uma citocina que de maneira autécrina contribui para a
ativacdo bactericida e pré-inflamatéria dessas células. Esta hip6tese ainda
necessita ser verificada em experimentos futuros.

A natureza de menor viruléncia da cepa 6849 também deve ser
investigada mais profundamente. A cepa 6849 foi a menos virulenta, e embora
produza altas concentracdes de ESAT-6 e ative o inflamassoma, induziu baixa
producdo de IL-1B nos experimentos in vitro e in vivo, 0 que provavelmente
decorre da baixa capacidade de crescer em macrofagos associada com o
morfotipo S dessa bactéria.

Realizamos andlise dos dados genéticos obtidos no sequenciamento
completo do genoma das cepas de Mkan em estudo pelos nossos colaboradores
da Fiocruz (MUSSI et al.,, 2021). Os dados apresentados nas Figuras
suplementares dessa publicacdo descreveram a presenca de pelo menos duas
mutacdes missense em dois genes que codificam as enzimas de biossintese
LOS em cepas com o morfotipo R: no gene MKAN_27485, que codifica a
policetideo sintase pks5 (cepas 1580, 3657, 4404, 8835, 8837 e 8839) e no gene
MKAN_ 27535, codificante da aciltransferase papA4 (cepas 1580, 3657, 8837 e
8839). Trabalhos anteriores mostraram que ambos 0s genes estado envolvidos
no biossintese de LOS, cuja alteracdo pode levar a transformac&o da morfologia
da colbnia do tipo S para R em uma variedade de MNT (VAN DER WOUDE et
al., 2012), incluindo Mkan (LUO et al.,, 2020). Entretanto, ainda deve ser
determinado se as alteracfes genéticas observadas podem resultar em perda
de funcdo. Aléem disso, uma vez que a expressdo de LOS na superficie
bacteriana pode ser alterada por varios fatores que regulam a transativacéo dos
genes LOS, sintese de lipideos, grau de glicosilacdo e eventual transporte para

a superficie celular (BURGUIERE et al., 2005), é crucial estabelecer o contetido
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lipidico da parede celular e composicao de proteinas associadas a viruléncia
secretadas durante a infeccdo por Mkan, o que planejamos fazer nos futuros
experimentos.

Além disso, de acordo com observacBes anteriores (WANG et al.,
2015; TAGINI et al., 2021), nossa analise mostrou a presenca de todos os
principais genes do sistema de secre¢do ESX-1 na regido RD1, responsaveis
pela secrecdo de ESAT-6 e CFP-10 nos genomas de Mkan. Apesar de estes
genes estarem conservados em todos os genomas de Mkan estudados, em
alguns dos isolados clinicos foi observada uma heterogeneidade no niumero de
cOpias e numerosos SNPs nestes genes. Assim, foram observados SNPs
idénticos no gene MKAN_07615, que codifica a proteina EspG associada a
secrecdo de ESX, em varios isolados, incluindo a cepa 8835 (MACHADO et al.,
2018). As alteracdes nestes genes pode interferir no fenétipo de secrecao de
ESAT-6, observado nos nossos experimentos em cepas mais virulentas, onde
0s genes Rv0503c e Rv3223c, que codificam os fatores de viruléncia cmaA2 e
sigH, respectivamente, tém um impacto conhecido na viruléncia de Mtb, o que
nos permitiu hipotetizar que mutacdes observadas nos respectivos ortélogos
MKAN 18440 (cmaA2) e MKAN_21605 (sigH) possam ter impacto no perfil de
viruléncia da cepa 10953, uma vez que apenas este isolado carrega mutacoes
nao sinbnimas nestes loci.

Embora estes genes estejam conservados em todos os genomas de Mkan
estudados, foi observada uma heterogeneidade no ndmero de copias e
numerosos SNPs nestes genes. No entanto, foi observado SNPs idénticos no
gene MKAN_07615, que codifica a proteina EspG associada a secrecdo de ESX,
em varios isolados geograficamente distantes, como para as cepas isoladas de
pacientes do Estado de Pernambuco (cepas 8835, 8837 e 8839) e do Rio de
Janeiro (cepas 1580, 3657 e 4404) (MACHADO et al., 2018). Além da possivel
influéncia da presenca ou auséncia, o numero de copias de genes especificos,
a presenca de SNPs também pode interferir no fenétipo de viruléncia. No
entanto, experimentos de transfeccdo sdo necessarios para fornecer evidéncias
experimentais para a real contribuicdo dos elementos genéticos propostos para

a viruléncia de Mkan.
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7. CONCLUSOES

e Os isolados clinicos de Mkan obtidos de pacientes com doenca

pulmonar no Brasil apresentaram grande variedade na sua viruléncia.

e Pelo menos dois isolados clinicos (cepas 8835 e 10953) apresentaram
maior grau de viruléncia em experimentos in vitro e in vivo em comparagéo com
a cepa de referéncia ATCC 12478.

e Propomos a infeccao intratraqueal de camundongos C57BL/6 como um
novo modelo confidvel de reproducdo de patologia pulmonar necrotica
semelhante a humana, adequado para investigar a viruléncia e patogenicidade
de Mkan.

e As cepas Mkan com o morfotipo R de colbnias foram mais virulentas
gue a cepa com morfotipo de coldnias lisas S.

e A maior viruléncia de algumas cepas Mkan pode estar associada as
alteracdes em genes e seus produtos funcionais, responsaveis pela composicao
da parede celular e expressdo de importantes fatores de viruléncia, que
aumentam a capacidade da micobactéria de crescer em macréfagos e induzir a

morte dessas células.
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9. ANEXOS

Anexo 1 Certificado de autorizagdo para o uso experimental de animais durante o
desenvolvimento doprojeto de pesquisa.

Reitoria
Comissao de Etica no Uso de Animais-CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 350, intitulado “Estudo de viruléncia das cepas de Mycobacterium
tubercuiosis e novas abordagens terapéuticas para ¢ tratamento adjuvénte da tubercuiose pulmonar no
modelo murino” sob a responsabilidace da Dra. Eiena Lassounskaia, Centro de Biociéncias e Biotecnologia
da Universidade Estadual do Norte Fluminense, esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentacao
Animal adotado pela Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de Laboratério/Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (SBCAL/CCOBEA) bem como a lei federal 11. 794 e foi aprovado pela COMISSAQ DE
ETICA DE USO DE ANIMAIS (CEUA - UENF) em reunido ocorrida em 28/03/2017. Este programa esta
iicenciado na presente formatagéo e tem validade ate 28/03/2021. '

Campos dos Goytacazes, 28 de marco de 2017.
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Cloyis de Paula Santos
Presidente da C¢misséc de Etica de usg/de Animgis

Presidente CEUA/ UENF

Av. Alberto Lamego, 2000 - Parque Califérnia - Campos dos Goytatazes/ R) - 28013-602
Tej.: (22) 2739-7180 - Fax: (22) 2739-9178 - correio ¢letronico: ceua@uenf.br
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Anexo 2 — Artigo publicado a partir dos resultados obtidos neste projeto de pesquisa.
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