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RESUMO 

Infecções pulmonares causadas por micobactérias não tuberculosas (NTM), 

incluindo Mycobacterium kansasii (Mkan), demonstram prevalência crescente no 

Brasil. Os sinais clínicos da doença causada por Mkan são similares aos da 

tuberculose, sugerindo elevada virulência destas bactérias. O objetivo deste 

estudo foi avaliar a virulência de dez cepas Mkan isoladas no Brasil de pacientes 

com doença pulmonar em comparação com a cepa Mkan de referência ATCC 

12478. A aptidão bacteriana em meio de cultura foi avaliada pelo monitoramento 

do crescimento em meio Middlebrook 7H9. A capacidade da micobactéria de 

crescimento intracelular e a indução de morte necrótica nos macrófagos 

infectados foram avaliadas pela infecção das células RAW 264,7. Além disso, 

avaliamos a ativação dos macrófagos induzida por micobactérias através da 

quantificação de citocinas (TNF-α, IL-1β e IL-10) e óxido nítrico no sobrenadante 

da cultura por ELISA e ensaio de Griess, respectivamente. As cepas 8835, 8839 

e 10953 exibiram alto nível de crescimento em macrófagos e foram capazes de 

induzir morte por necrose em células infectadas em MOI (Multiplicidade de 

infecção) 10:1, sendo consideradas altamente virulentas. Em contrapartida, as 

cepas 3657, 7287 e 7439 mostraram baixa toxicidade em culturas de macrófagos 

infectadas em alta dose de infecção, MOI 50:1, sugerindo baixa virulência. 

Outras cepas, incluindo a cepa de referência, exibiram níveis intermediários de 

virulência. Para validar os resultados dos testes in vitro, o grau de virulência de 

três cepas (8835, 4404 e 12478) foi avaliado adicionalmente in vivo, utilizando 

camundongos C57BL/6 infectados intratraquealmente com 50.000 CFU/animal. 

Como esperado, a cepa 8835 exibiu maior virulência, sendo capaz de induzir 

doença fatal associada a inflamação pulmonar granulomatosa extensiva, 

levando à morte dos animais em 40 dias após a infecção. A inflamação induzida 

pelas cepas 4404 e 12478 foi melhor controlada e causou à doença crônica em 

ambos os grupos de animais. Entretanto, a virulência da cepa 12478 foi maior, 

sendo que a carga bacteriana dessa cepa nos pulmões foi estável durante 60 

dias de observação, diferentemente da carga da cepa 4404 que apresentou 

tendência de redução. Os resultados demonstram considerável diferença na 

virulência dos isolados clínicos de Mkan, sendo que a maioria dos isolados exibiu 

maior virulência que a cepa de referência. 

 

 

Palavras-chaves: Mycobacterium kansasii, infecção, virulência. 
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ABSTRACT 

Pulmonary infections due to nontuberculous mycobacteria (NTM), including 

those caused by Mycobacterium kansasii (Mkan), demonstrate increasing 

prevalence in Brazil. Clinical signs of the disease caused by Mkan are similar to 

those in tuberculosis, suggesting increased virulence of these bacteria. The aim 

of this study was to evaluate virulence of ten Mkan strains isolated in Brazil from 

patients with lung disease in comparison with the reference Mkan ATCC strain 

12478. Bacterial fitness in culture medium was evaluated by monitoring of Mkan 

growth in the 7H9 Middlebrook broth. Ability of mycobacteria to intracellular 

growth and induction of necrotic death in macrophages was evaluated by 

infection of RAW 264.7 cells. Additionally, we studied mycobacteria-induced 

macrophage activation through the quantification of cytokines (TNF-α, IL-1β and 

IL-10) and nitric oxide in the cell culture supernatants by sandwich ELISA and 

Griess assay, respectively. The strains 8835, 8839 and 10953 exhibited the 

highest levels of growth in macrophages and were able to induce necrotic death 

in cells infected at a multiplicity of infection, MOI, of 10:1, were considered highly 

virulent. In contrast, the strains 3657, 7287 and 7439 showed low levels of cell 

toxicity in macrophage cultures infected either in low dose (MOI 10:1) or high 

dose of infection (MOI 50:1), suggesting low virulence. Other strains, including 

the reference Mkan strain 12478, exhibited intermediate levels of virulence. To 

validate the results of in vitro testing, the virulence of selected Mkan strains (8835, 

4404 and 12478) was additionally evaluated in C57BL/6 mice infected 

intratracheally with 50.000 bacteria/mice. As expected, virulence of the strain 

8835 was significantly higher, being able to induce rapidly progressive disease 

associated with extensive granulomatous lung inflammation leading to animal 

death within 40 days after infection. The inflammation induced by the strains 4404 

and 12478 was better controlled and caused the chronic disease in both groups 

of animals. However, the virulence of the 12478 strain was greater, and the 

bacterial burden of this strain in the lungs was stable during 60 days of 

observation, unlike the cargo of 4404 strain which presented a reduction trend. 

The results demonstrate considerable difference in the virulence of the clinical 

isolates of Mkan, and most of the isolates exhibited greater virulence than the 

reference strain. 

 

Keywords: Mycobacterium kansasii, infection, virulence. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Micobactérias não tuberculosas 

 

O gênero Mycobacterium é constituído por micobactérias tuberculosas, 

pertencentes ao complexo M. tuberculosis (MTBC - M. tuberculosis (Mtb), M. 

microti, M. bovis, incluindo M. bovis BCG entre outras) e pelas micobactérias não 

tuberculosas (MNT), que comumente são oportunistas e ambientais. As 

micobactérias pertencentes ao grupo MNT, podem ser classificadas de acordo 

com a patogenicidade, em potencialmente patogênicas e não-patogênicas, e 

também segundo sua taxa de crescimento, crescimento rápido (antes de 7 dias) 

ou lento (em sete dias ou mais) (JOHNSON e ODELL, 2014).  

Já foram descritas mais de 172 espécies de MNT, dentre elas destacam-

se as micobactérias pertencentes ao complexo M. avium (MAC) incluindo M. 

avium e M. intracellulare, como também M. kansasii, M. abscessus, M. marinum 

e M. gordonae (FARIA et al., 2015). 

Os primeiros relatos de MNT ocorreram em 1882, logo após a descoberta 

de M. tuberculosis, principal agente causador da tuberculose (TB), por Robert 

Koch. Até a década de 1950, pouco se conhecia a respeito das MNT, sendo 

inicialmente denominadas como micobactérias atípicas ou anônimas (SHAO et 

al., 2015). 

As MNT potencialmente patogênicas podem acometer humanos e 

animais, sendo as espécies pertencentes ao complexo MAC e a M. kansasii as 

mais comuns em infecções em humanos (MORIMOTO et al., 2014). 

Nos humanos, as manifestações clínicas vão desde a ausência de 

sintomas até a doença cavitária. Os sintomas clínicos da infecção pulmonar 

variam em alcance e intensidade, contudo é comum a tosse crônica com 

presença de escarro purulento. Os sintomas sistêmicos incluem mal-estar, 

fadiga e perda de peso (JOHNSON e ODELL, 2014). 

As MNT de crescimento lento são frequentemente responsáveis pelo 

desenvolvimento da doença pulmonar ou linfadenite, enquanto MNT de 

crescimento rápido podem afetar a cútis, tecidos moles, ossos e articulações. 

Além disso, formas disseminadas da doença são observadas em pessoas 

imunocomprometidos (KHALEDI et al., 2016). Contudo, indivíduos com mais de 
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50 anos, apresentando predisposição a condições pulmonares obstrutivas 

também podem desenvolver infecção por MNT.  

Os critérios microbiológicos e clínicos para o diagnóstico de infecções 

pulmonares ocasionadas por MNT requerem a avaliação da presença de 

sintomas, anormalidades radiológicas e cultivo microbiológico, em conjunto com 

a exclusão da possibilidade da presença de outro agente etiológico. Nos casos 

de infecção disseminada, a cultura do sangue em meios específicos para 

micobactérias também é realizada (KHALEDI et al., 2016). 

As MNT podem se organizar em biofilmes, uma estratégia de 

sobrevivência bem sucedida para estas micobactérias ambientais. A formação e 

adaptação ao ambiente do biofilme possibilita a tolerância a elevadas 

concentrações de fármacos e a modulação do sistema imune do hospedeiro, 

assim como permite a resistência ambiental a altas temperaturas e valores de 

pH relativamente baixos (SOUSA et al., 2015). 

O tratamento das infecções causadas por MNT, em geral, é bastante 

complexo, e varia de acordo com o agente causal e extensão patológica da 

doença, sendo utilizadas diferentes combinações de antibióticos. A terapia pode 

durar anos, em função de diversos fatores, tais como o diagnóstico tardio e 

ineficaz, ausência de identificação adequada da espécie de MNT, baixa adesão 

e relutância do paciente ao tratamento, devido a mal tolerabilidade a elevadas 

doses dos medicamentos utilizados, alta resistência a fármacos e formação de 

biofilmes pelas MNT. Em alguns casos, a cura não é possível (COWMAN et al., 

2012; RYU et al., 2016). 

Observa-se aumento da prevalência de doenças pulmonares causadas 

por MNT em várias partes do mundo, principalmente em países industrializados 

da América do Norte, Europa e na Austrália (CASSIDY et al., 2009; PREVOTS 

et al., 2010). No leste da Ásia, destacando o Japão, Coréia do Sul e Taiwan, a 

taxa de prevalência de infecções por MNT também apresentou aumento, o que 

reforça o alerta de vigilância para outros países (PREVOTS e MARRAS, 2015). 

A estimativa é de aproximadamente 6 casos/100.000 habitantes nos 

Estados Unidos da América. Em muitos países em desenvolvimento com 

prevalência elevada de TB, a identificação e registro dos casos de infecções 

provocadas por MNT entre imunocompetentes estão subestimados, devido à 

baixa realização da rotina de cultivo das espécies a partir de amostras suspeitas 
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e a dificuldade de obtenção do diagnóstico diferencial da TB (CASSIDY et al., 

2009; DE MELLO et al., 2013).   

Foi demonstrado que cerca de 60% dos pacientes diagnosticados com 

infecção pulmonar por MNT no Estado do Rio de Janeiro, entre 1993 e 2011, 

foram inicialmente diagnosticados e tratados de forma empírica (sem 

confirmação microbiológica) para TB (DE MELLO et al., 2013). 

 

1.2. Mycobacterium kansasii 

 

M. kansasii (Mkan) é uma das mais importantes MNT isoladas de 

espécimes clínicos, e responsável por grande parte das infecções destas 

micobactérias na população humana, sendo a segunda MNT mais comum e 

potencialmente patogênica, precedida apenas pelas espécies do MAC. 

Similar às demais micobactérias, Mkan são organismos aeróbicos, não 

móveis e possuem parede celular rica em lipídeos e principalmente em ácidos 

micólicos (JOHNSON e ODELL, 2014). Devido à espessura e composição de 

parede celular, Mkan é resistente a metais pesados, desinfetantes e 

pirazinamida, sendo classificada como bacilo álcool-ácido-resistente (BAAR). 

Esta característica está relacionada ao fato da micobactéria, quando tratada com 

fucsina fenicada, resistir à descoloração por uma solução de álcool-ácido, 

permanecendo corada em vermelho (SADAPHAL et al., 2008).  

Os glicolípideos fenólicos (PGL) podem estar presentes na parede 

micobacteriana de acordo com a espécie e ser composto de um a quatro 

desoxiaçúcares O-metilados. Foi descrito que PGLs são produzidos por M. 

leprae, M. kansasii, M. bovis e algumas cepas de M. tuberculosis. Reed et al. 

(2004) descreveu que a produção de PGL em Mtb está associada ao fenótipo 

hipervirulento exibido por um subconjunto de isolados desta cepa pertencente à 

família W-Beijing (REED et al., 2004). 

A fotocromogenicidade (Figura 1) é uma das principais propriedades 

apresentadas por Mkan. Quando exposto à luz, o bacilo produz um pigmento de 

coloração amarela, em decorrência da formação de carotenoides provocados 

por raios UV (JOHNSTON et al., 2017).  
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O cultivo bacteriano de Mkan, em geral, pode ser facilmente obtido em 

meio de cultura líquido e sólido. As suspensões de Mkan em meio líquido 

favorecem maior crescimento em menor tempo, podendo duplicar a 

concentração inicial de bacilos em poucos dias. Enquanto o cultivo em meio 

sólido permite o isolamento e visualização de características morfológicas das 

colônias (JOHNSON e ODELL, 2014). 

O crescimento micobacteriano de Mkan é considerado lento comparado a 

outras MNT, embora seja mais rápido do que o crescimento observado para as 

cepas de Mtb, ocorrendo em torno de duas a quatro semanas em meio de cultura 

sólido (SEISCENTO et al., 2005). As colônias de Mkan em meio sólido 

apresentam forma arredondada, superfície rugosa e úmidas (POLLAK e 

BUHLER, 1955). 

 Diferentemente da TB, a rota de transmissão do M. kansasii não é bem 

definida, contudo MNT podem ser ingeridas ou inaladas. A transmissão de Mkan 

entre humanos é incomum (RICKETTS et al., 2014) e não foi convincentemente 

demonstrada. Embora animais possam configurar um reservatório para Mkan, a 

transmissão animal-humano não é presumida (KANKYA et al., 2011). No 

entanto, o compartilhamento de sistemas de água com animais pode ser fonte 

de transmissão desta micobactéria, tendo em vista a principal forma de 

contaminação por Mkan estar relacionada ao contato ou consumo de água, 

Figura 1 – Diferença morfológica entre colônias de M. kansasii e M. tuberculosis em meio 

de cultivo sólido na presença de luz. (Adaptado de WANG et al., 2015). 
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independente da mesma ser proveniente de fonte natural ou tratada (KANKYA 

et al., 2011).  

 Estudos sobre a capacidade de transmissão de Mkan entre humanos pela 

via respiratória, como ocorre na TB, ainda devem ser efetuados. Os principais 

fatores de risco para a infecção por Mkan incluem a doença pulmonar crônica, 

tabagismo e alcoolismo, sendo a doença pulmonar a manifestação clínica mais 

comum (MATVEYCHUK et al., 2012). 

Mkan acomete principalmente indivíduos imunocomprometidos tais como 

pacientes com AIDS, insuficiência renal, transplantados com uso crônico de 

corticosteroides, TNF-α e leucemia. Além disso, pacientes que apresentam 

alterações estruturais pulmonares, associados à doença pulmonar obstrutiva 

crônica (DPOC), bronquiectasia, sequelas de TB prévia e fibrose cística são mais 

susceptíveis a infecção por Mkan (GRIFFITH, 2007). 

Após a infecção pulmonar por Mkan, o desenvolvimento da doença é lento 

e pode desencadear sinais clínicos semelhantes aos da TB, incluindo febre, dor 

no peito, tosse com ou sem hemoptise, suores noturnos e perda de peso, nos 

estágios mais avançados e severos da doença. Apresentações radiográficas do 

comprometimento pulmonar por MNT podem exibir lesão fibrocavitária, 

bronquiectasia nodular, nódulo solitário ou pneumonite por hipersensibilidade, 

ou pode ser representado por lesões cavitárias ou não cavitárias (SEISCENTO 

et al., 2005). A infecção extrapulmonar por Mkan pode causar gastroenterite, 

linfadenite, osteomielite, sinovite, celulite, empiema ou pericardite (CHEN et al., 

2012). 

O diagnóstico para Mkan requer o isolamento da micobactéria. Os testes 

mais utilizados são a baciloscopia e a cultura do escarro de pacientes, contudo 

outros testes podem ser utilizados para confirmação do diagnóstico, como a 

técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR), cultura de sangue (em casos 

de suspeita de bacteremia) e a prova tuberculínica (PPD – Derivado proteico 

purificado), que é um teste inespecífico (KOIRALA et al., 2017). 

O diagnóstico diferencial entre as infecções ocasionadas por Mkan e Mtb 

é complexo, mas essencial para que o tratamento seja adequado, uma vez que 
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os fármacos anti-TB não são amplamente eficazes contra Mkan e outros 

antibióticos e esquemas terapêuticos devem ser adicionados (LIM et al., 2013). 

A ATS/IDSA (American Thoracic Society/ Infectious Diseases Society of 

America) indica a utilização de dois regimes de tratamento para os casos de 

infecção pulmonar causada por Mkan. Inicialmente, é recomendado o regime 

terapêutico utilizando rifampicina, etambutol e isoniazida, por 12 a 18 meses e 

pelo menos 12 meses de cultura de escarro negativa. O regime alternativo 

incluindo rifampicina, isoniazida e etambutol, complementado com 

estreptomicina durante os primeiros 2-3 meses foi descrito com baixa taxa de 

recidiva no período de tratamento de 12 meses. Nos casos de resistência a 

isoniazida e de acordo com os testes de susceptibilidade in vitro, macrolídeos 

como a claritromicina ou azitromicina e a moxifloxacina (fluoroquinolona de 

quarta geração) demonstraram ser uma alternativa, podendo ser incluso também 

o sulfametoxazol (KOIRALA et al., 2017). 

Mkan pode ser divido em 5 grupos geneticamente distintos (MKA-I, MKA-

II, MKA-III, MKA-IV e MKA-V) com base na genotipagem da região espaçadora 

intergênica 16S-23S, que está localizada entre os genes que codificam os genes 

do RNA ribossomal 16S e 23S (AREND et al., 2005). 

 Estudos anteriores mostraram que dois grupos genéticos estão 

diretamente relacionados a doença em humanos. O grupo MKA-I foi encontrado 

com maior frequência nas amostras dos isolados clínico dos pacientes, enquanto 

o grupo MKA-II foi encontrado com menor frequência. Os isolados ambientais 

eram predominantemente dos grupos MKA-II, MKA-III, MKAIV ou MKA-V. O 

genótipo MKA-II foi associado a infecção em pacientes imunocomprometidos 

refletindo em um potencial patogênico inferior ao genótipo MKA-I. Essa 

dicotomia parcialmente sobreposta sugere a presença de diferenças 

geneticamente baseadas na virulência entre cepas clínicas e ambientais de 

Mkan (TAILLARDI, et al., 2003). 
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1.3.  Resposta imune contra micobactérias 

 

A aerossolização de pequenas gotículas, como ocorre nos chuveiros 

domésticos e borrifadores de plantas com água contaminad, possibilitam Mkan 

adentrar nos alvéolos pulmonares, sendo a via provável de aquisição de doença 

nos pulmões (RICKETTS et al., 2014; JOHNSON e ODELL, 2014). 

Ao infectar o organismo, a primeira barreira encontrada pelo patógeno é 

o sistema imune, embora pouco seja conhecido sobre a resposta imune inata 

contra Mkan (CHEN et al., 2012). A própria mucosa respiratória fornece defesa 

contra a micobactéria. Esta consiste de uma camada de células epiteliais das 

vias aéreas (CEVAs), a lâmina própria (constituída por tecido conjuntivo e células 

Figura 2 – Árvore filogenética derivada de sequências intergênicas do gene do rRNA 16S-
23S mostrando as relações dos tipos de Mkan com outras micobactérias. (Adaptado de 
TAILLARDI, et al., 2003). 
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imunes) e pelo líquido de superfície das vias aéreas (LSVAs), composto por 

muco, imunoglobulina A (IgA) e por inúmeros fatores imunes inatos na superfície 

luminal (LERNER et al., 2015). 

Além da produção de proteínas surfactantes, as CEVAs apresentam em 

sua superfície celular, receptores Toll-like (TLRs) que se destacam no 

reconhecimento e interação com componentes micobacterianos durante a 

infecção. Outros receptores de reconhecimento padrão (PRR) estão envolvidos 

no reconhecimento de micobactérias e medeiam a produção de citocinas e 

moléculas efetoras, tais como: NOD2, Dectina-1, receptores de lectina tipo C 

(CLP), receptor de manose e DC-SIGN (LI et al., 2012). 

As CEVAs apresentam o antígeno as células T invariantes associadas à 

mucosa (CTIAMs), que são estimuladas a produzirem IFN-γ, TNF-α e granzimas. 

As células CTIAMs, rapidamente respondem à infecção, providenciando um 

aumento na produção de IFN-γ e maior ativação dos macrófagos (LERNER et 

al., 2015). 

Os bacilos podem ser eliminados pelas células do sistema imune ou 

desencadear uma infecção produtiva evoluindo para uma doença ativa e 

disseminação bacilar. Embora a resposta imune desenvolvida contra Mkan e Mtb 

exibam similaridades, acredita-se que um hospedeiro sadio seja capaz de 

controlar o crescimento bacilar de Mkan, ou mesmo eliminar o bacilo através da 

resposta imune inata (WIELAND et al., 2006a). 

Ao evadirem à defesa primária das vias aéreas, as micobactérias 

alcançam os alvéolos pulmonares constituídos por células epiteliais do tipo I e II, 

macrófagos alveolares (MAs), neutrófilos e células dendríticas (CDs) (LERNER 

et al., 2015).  

Os macrófagos são as principais células da defesa imune do hospedeiro 

a interagir com a micobactéria, sendo estimuladas a produzir de uma gama de 

mediadores químicos (NO, IL-1β, TNF-α, IL-12). Existem cerca de dez MAs em 

cada alvéolo, e estes possuem mecanismos celulares antimicrobianos 

autônomos, embora a micobactéria possa evadir ou tolerar tais mecanismos 

dependendo da virulência e dose de infecção (ORME et al., 2015). O óxido nítrico 

(NO) é um radical livre gasoso produzido por macrófagos e outras células, 

exercendo função antimicrobiana. Contudo existe uma linha tênue entre a 
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proteção decorrente do recrutamento de células e efeito microbicida e a 

promoção de danos teciduais (BODGAN, 2001). 

Os neutrófilos recrutados contribuem com a liberação de ampla variedade 

de produtos microbicidas e citotóxicos (mieloperoxidases, oxigênio reativo, 

metaloproteinases, entre outros) secretados ou liberados durante a morte celular 

(TAN et al., 2006). 

Células NK recrutadas para o local da infecção reconhecem macrófagos 

infectados por micobactérias através dos receptores NKp44, NKp26 e NKG2D, 

desencadeando a lise destas células. Além disso, células NK produzem IFN-γ e 

outras citocinas responsáveis pelo aumento no número de células TCD8+ e 

células T NK (NKTs) (VANKAYALAPATI e BARNES, 2009). 

As CDs destacam-se pela indução da resposta imune específica. Após a 

fagocitose dos bacilos, estas células apresentadoras de antígenos profissionais 

(APCs), se deslocam do local da infecção nos pulmões para os órgãos linfoides 

secundários na região torácica superior, apresentando via MHC de classe I e II, 

os antígenos micobacterianos para as células T CD4+ e T CD8+. Após o 

reconhecimento e ativação dos linfócitos, ocorre um influxo de células T 

específicas para o foco infeccioso (RAO et al., 2015; CHADHA et al., 2015). 

Durante o desenvolvimento da resposta imune adaptativa à 

micobactérias, são observados a presença de linfócitos T auxiliares (TCD4+) e T 

citolíticos (TCD8+). As células T auxiliares são responsáveis por organizar e 

conduzir a resposta imune adaptativa, à medida que as linfócitos T citotóxicos 

atuam na lise das células infectadas. Estes tipos de linfócitos T desempenham 

papel crítico na eliminação ou controle de infecções micobacterianas crônicas 

(ESSER et al., 2003).  

Células TCD4+ do tipo Th1 são necessárias na imunidade celular contra 

Mtb e na contenção micobacteriana no interior dos granulomas (WINSLOW et 

al., 2008). O IFN-y produzido pelas células TCD4+ do tipo Th1 em resposta a 

antígenos micobacterianos é uma das principais citocinas responsáveis pela 

ativação clássica dos macrófagos e indução da autofagia nas células infectadas. 

Estes mecanismos são fundamentais para eliminação da micobactéria pelos 

macrófagos. Entretanto, algumas micobactérias podem inibir seu efeito 

microbicida. Um exemplo de mecanismo de inibição da produção de IFN-γ pelas 

células T é o desencadeado pelo sistema de secreção ESX-1 no Mtb. O sistema 
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de secreção ESX-1 é necessário à virulência de micobactérias patogênicas e o 

locus ESX-1 codifica uma série de genes necessários à secreção de fatores de 

virulência como as proteínas ESAT-6 e CFP10. A lipoarabinomana (LAM), 

antígeno glicolipídico encontrado na parede celular micobacteriana, também 

pode bloquear a ativação da transcrição de genes induzíveis pela IFN-γ em 

linhagens celulares de macrófagos humanos (LERNER et al., 2015).  

WIELAND et al (2006b) descreveu que durante a infecção in vivo por 

Mkan ocorre menor produção de IFN-γ comparado ao observado em infecções 

por Mtb. Sugeriu-se então que a resposta imune protetora contra a infecção 

pulmonar por Mkan independe da presença de células TCD4+ ou da produção 

de IFN-γ. 

A atuação da imunidade humoral pode alterar o desfecho da resposta 

imune a micobactérias (NIKI et al., 2015). Foi descrito que folículos linfoides 

periféricos junto ao granuloma nos pulmões dos pacientes com TB, são sítios de 

iniciação de células imunes, cujos folículos compreendem agregados de células 

B, intercalados com células T e macrófagos infectados por Mtb (KUMAR et al., 

2015). Células B podem contribuir para a proteção e indução precoce de uma 

resposta efetiva de células TCD4+ na TB, podendo se envolver na apresentação 

de antígenos às células T e na produção de citocinas e de anticorpos específicos 

contra micobactérias (RAO et al., 2015). Alguns subgrupos de células B efetoras, 

podem promover o desenvolvimento de respostas Th1 através da produção de 

IL-12, IFN-γ e TNF-α (KOZAKIEWICZ et al., 2013). A produção de anticorpos 

específicos contra Mtb pode ter efeitos clinicamente relevantes nas respostas 

imunes adaptativas, em adição à resposta imune mediada por células na TB 

(ZHANG et al., 2012). 

Ao longo do curso da infecção, as células quimioatraídas vão se 

acumulando e reunindo-se para a formação de um agregado de células 

compactas formados por macrófagos, neutrófilos, células dendríticas, células B, 

células TCD4+ e TCD8+ rodeados por fibroblastos para contenção da 

disseminação bacilar (Figura 3). O granuloma, principal característica da 

resposta imune a TB, era descrito apenas como uma forma de defesa do 

hospedeiro contra micobactérias, porém, recentes estudos demonstraram que 

as micobactérias podem se utilizar desta estrutura para subverter a resposta 
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imune, recrutando células permissíveis (monócitos, neutrófilos) para sua 

replicação, possibilitando sua disseminação para outros locais no interior do 

hospedeiro (BOZZANO et al., 2014). 

 

 

 

 

 

O tipo de morte celular induzido após infecção da célula hospedeira pela 

micobactéria é crucial para o desfecho da doença. A autofagia é um mecanismo 

de defesa inato e possui papel importante no controle e eliminação 

micobacteriana. Contudo, Mtb consegue evadir esta defesa através da inibição 

da fusão do fagossomo ao lisossomo pela atuação do sistema de secreção de 

ESX-1 (ROMAGNOLI et al., 2012).  Cepas de Mkan também expressam o 

sistema de secreção ESX-1 e podem formar poros na membrana celular, 

ocasionando efluxo de potássio e consequente ativação do inflamassoma 

(CHEN et al., 2012). 

A replicação acelerada de micobactérias virulentas em macrófagos induz 

morte necrótica promovendo liberação do bacilo. A necrose dos macrófagos 

favorece a disseminação da bactéria e a infecção de novas células permissíveis, 

induzindo novos ciclos de replicação (LERNER et al., 2015). 

Figura 3 – Representação esquemática da constituição e organização do granuloma. 
(Adaptado de RAMAKRISHNAN, 2012). 
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Durante a infecção por micobactérias patogênicas, há a formação e 

ativação do inflamassoma NLRP3 que resulta na ativação da caspase-1 e 

secreção de IL-1β. A ativação da caspase-1 medeia a sobrevivência ou a morte 

de células, além de regular a secreção não convencional de proteínas. CHEN et 

al (2012) descreveram que em macrófagos infectados por Mkan ocorre ativação 

do inflamassoma NLRP3/ASC dependente de ESX-1 ou ESAT-6, com 

consequente ativação da caspase-1 e secreção de IL-1β. Isto resulta em efluxo 

de potássio, acidificação do lisossoma, produção de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) e catepsina B, sugerindo uma forma de contenção e eliminação 

de Mkan pelo hospedeiro.  

Cepas virulentas de Mtb, em contraste do descrito para Mkan, utilizam 

deste mecanismo para evadir a resposta imune. A indução acelerada de morte 

necrótica nos macrófagos infectados por Mtb conduz a uma cascata de 

sinalização que ativa a formação do complexo multiprotéico do inflamassoma, 

promovendo a produção de IL-1β e exarcebando a inflamação pulmonar. O 

núcleo necrótico possibilita um local de sobrevivência para o bacilo e dificulta a 

ação de fármacos antimicobacterianos (ORME e BARSARABA, 2014). 

O NO produzido limita o acúmulo de células T diferenciadas no granuloma 

micobacteriano e a atividade do inflamassoma NLRP3, requerida para a resposta 

inflamatória inata mediada por IL-1β. O IFN do tipo I limita a produção de IL-1β 

bioativo, enquanto a IL-1β também limita o IFN de tipo 1. A IL-1β é necessária 

para o controle do crescimento bacteriano por conduzir a produção de PGE2 

(Figura 4). A PGE2 atua no controle do crescimento bacteriano por macrófagos, 

provavelmente promovendo a apoptose nestas células.  A função da IL-1β, 

regulada pelo NO, mediando a inflamação prejudicial, se contrasta com sua 

função no estímulo à produção de prostaglandina E2 (PGE2) para o controle do 

crescimento micobacteriano, o que destaca a importância crucial no equilíbrio 

entre a resposta imune protetora e imunopatologia no desfecho da infecção por 

micobactérias (ORME et al., 2015).  
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1.4.  Virulência micobacteriana 

 

A virulência pode ser definida como a capacidade de um agente 

patogênico se multiplicar e causar danos em seu hospedeiro, evadindo assim, 

das defesas do sistema imune do hospedeiro e induzindo a doença que pode 

levar a morte. A virulência é determinada geneticamente pelos genes que 

codificam fatores de virulência, como enzimas de várias vias lipídicas, proteínas 

de superfície celular, proteínas reguladoras, proteínas de sistemas de 

transdução de sinal, toxinas entre outros. Estes fatores auxiliam a micobactéria 

no processo de infecção e reprodução no hospedeiro, a fim de superar as 

respostas imunes desenvolvidas pelo mesmo (POULIN e COMBES, 1999).  

As micobactérias carecem de fatores de virulência clássicos, como 

toxinas, típicos de outros patógenos bacterianos.  Contudo, muitos dos genes de 

virulência das espécies do MTBC são conservados em micobactérias não 

patogênicas, sugerindo que espécies patogênicas adaptaram seus genomas 

Figura 4 – Representação esquemática da influência dos fatores regulatórios no 

aparecimento de infecções bacterianas. (Adaptado de ORME et al., 2015). 
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para sobrevivência no ambiente intracelular, com aquisição mínima de genes de 

virulência exclusivos (FORRELLAD et al., 2013). 

Fenotipicamente, o nível da virulência de um patógeno está diretamente 

associado ao nível de expressão de fatores de virulência nas diferentes etapas 

de sua interação com o hospedeiro (SMITH, 2003). 

Avanços consistentes no entendimento das bases moleculares da 

patogenicidade, virulência e persistência de micobactérias têm sido obtidos, com 

contribuição fundamental na identificação de genes de virulência de 

micobacterianos essenciais. Em particular, a identificação de genes de virulência 

têm sido realizada através da utilização de bibliotecas de transposons mutantes 

em combinação com diferentes métodos e modelos de estudo, o que colabora 

com a elucidação de mecanismos que os bacilos utilizam para sobreviver e 

persistir nos hospedeiros (FORRELLAD et al., 2013).  

Existe uma variedade de parâmetros para caracterizar a virulência e ainda 

não há uma definição específica e universalmente aceita sobre o que constitui 

um gene de virulência. A existência de patógenos oportunistas e indivíduos 

altamente suscetíveis dificulta a obtenção de definições precisas (KEANE et al., 

2000).  É fundamental caracterizar a virulência do patógeno e sua relação de 

interação e sobrevivência do hospedeiro, visto que a ausência de fatores de 

virulência atenua a ação do microrganismo em modelos in vivo (SMITH, 2003). 

 A virulência micobacteriana pode ser caracterizada quanto ao perfil 

imunológico utilizando modelos de infecção in vitro, nos quais os hospedeiros 

são linhagens celulares, e in vivo, em que os hospedeiros são animais de 

experimentação (FORRELLAD et al., 2013).  

O teste de infecção in vitro em macrófagos permite avaliar as primeiras 

etapas de interação intracelular do patógeno com a célula hospedeira. Podem 

ser utilizadas como células-alvo para infecção por micobactéria: macrófagos 

humanos ou murinos, células dendríticas e/ou pneumócitos. Geralmente, as 

células mais utilizadas para infecção são macrófagos de diferentes linhagens 

celulares humanas (ex. THP-1) ou murinas (ex. RAW 267.4) ou células 

provenientes de culturas primárias obtidas através de precursores 

hematopoiéticos derivados da medula óssea e diferenciados em macrófagos in 

vitro (MAULÉN, 2011). Contudo, as células obtidas de diferentes doadores 

possuem características imunogenéticas variáveis que podem contribuir para o 
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caráter da resposta dos macrófagos contra a micobactéria, por esse motivo, se 

faz necessário a padronização dos testes (RIENDEAU e KORNFELD, 2003).  

Os principais parâmetros analisados in vitro são o crescimento intracelular 

micobacteriano nos macrófagos infectados, que avalia a capacidade da 

micobactéria em se adaptar a um ambiente desfavorável, e os possíveis 

mecanismos de inibição dos efeitos bactericidas das células fagocitárias. Neste 

sentido, é conhecido que micobactérias virulentas crescem mais rápido que 

cepas avirulentas, sendo esta uma forma de evadir a defesa imune (KEANE et 

al., 2000).  

Também é possível avaliar in vitro a capacidade das micobactérias 

virulentas e avirulentas de induzirem a morte celular em macrófagos 

(citotoxidade) e o tipo de morte (necrose ou apoptose). Micobactérias virulentas 

inibem o mecanismo de indução de apoptose em células do hospedeiro, criando 

um nicho para sua replicação. A indução da necrose nas células infectadas 

favorece a liberação de conteúdo celular, incluindo as próprias micobactérias e 

vários componentes intracelulares como ATP (adenosina trifosfato) e proteínas 

de estresse que funcionam como sinais de perigo – danger signals (DAMPs) - 

para o hospedeiro. A liberação dos DAMPs induz o recrutamento celular de 

novos fagócitos para o local da infecção para serem utilizados pelas 

micobactérias como células permissíveis para sua propagação (BUTLER et al., 

2012).  

A utilização do modelo de infecção in vitro permite avaliar a ativação inata 

dos macrófagos pela micobactéria, induzida através de TLRs, e a de produção 

das citocinas pro-inflamatórias (TNF-α, IL-12, IL-6, IL-1β). Foi demonstrado que 

micobactérias virulentas induzem menos TNF-α e IL-12 do que cepas 

avirulentas, o que diminui a capacidade do hospedeiro de eliminar a 

micobactéria, reduzindo a resposta efetora de macrófagos e células T contra o 

patógeno (REED et al., 2008). 

A utilização de modelos de infecção in vivo para avaliação da virulência e 

perfil imunológico desencadeado pelo patógeno ao interagir com o hospedeiro é 

o teste “padrão ouro” (FLYNN, 2006). Para a análise in vivo são utilizados 

principalmente camundongos, devido à maior relação custo/benefício. Os 

animais são infectados pela micobactéria através das vias respiratórias (via 

natural de infecção) e posteriormente são analisados a morbidade, perda do 
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peso, histopatologia e mortalidade induzida pela cepa micobacteriana. Nestes 

modelos podem ser estudados o percentual de morte ocasionado pela cepa 

infectante e o período de tempo em que ocorre a morte do animal. Também é 

realizada a quantificação do número de micobactérias (CFU- Colony forming 

unit) encontradas no pulmão do hospedeiro após a infecção inicial e a avaliação 

da resposta imune desencadeada, com a quantificação de mediadores 

inflamatórios e subpopulações celulares dos leucócitos recrutados para local da 

infecção (SMITH, 2003).  

Estudos mostraram que camundongos infectados com baixas doses de 

Mkan são capazes de controlar a infecção e até mesmo eliminar o bacilo do 

organismo. Para o procedimento de infecção animal por Mkan é recomendada a 

utilização de altas doses de bactéria, variando de 104 (WANG et al., 2015) a 106 

CFU/mL (WIELAND et al., 2006b). 

Embora estudos in vivo sejam considerados “padrão ouro”, estes 

demandam maior período de tempo e apresentam maior custo comparado aos 

estudos in vitro. Outro aspecto importante a ser considerado é o número de 

cepas a serem avaliadas e distinções relacionadas à compreensão da doença 

em humanos. 
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2. JUSTIFICATIVA 

No mundo, M. kansasii é a micobactéria não tuberculosa (MNT) mais 

comum e com maior potencial patogênico entre as bactérias oportunistas, 

precedida apenas pelas bactérias do complexo M. avium (MAC). Pode causar 

infecções pulmonares com sinais clínicos da doença similar a TB, acometendo 

principalmente indivíduos imunocomprometidos, devido à baixa imunidade e 

pacientes que apresentam alterações das vias respiratórias (CHEN et al., 2012).  

No Brasil, existe alta prevalência de TB e os dados registrados sobre a 

prevalência de pacientes com doença pulmonar decorrente de infecção por 

MNTs não são precisos, evidenciando a dificuldade do diagnóstico diferencial da 

doença pulmonar proveniente de infecção por TB e MNT. Apesar desta limitação, 

nos últimos anos  foram registrados no Brasil um aumento significante de relatos 

de doenças pulmonares tendo como agente etiológico MNT (DA COSTA et al., 

2010).   

Estudos contemporâneos realizados por DE MELLO et al. (2013) em 

pacientes no Estado do Rio de Janeiro, demonstraram que cepas de Mkan foram 

mais frequentes entre as MNT isoladas de pacientes (33,9%) com doença 

pulmonar, seguido pelas espécies do complexo M. avium (30,4%) e M. 

abscessus (13,2%). Em particular, Mkan apresentou proporção muito maior 

entre os isolados de MNT comparado aos dados obtidos em outras regiões no 

Brasil (LEITE et al., 1995, MARTINS et al., 2005) ou em outras partes do mundo, 

como nos Estados Unidos e na Austrália (PREVOTS et al., 2010, CDC 2017).  
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Estes dados sugerem um aumento na virulência das cepas de Mkan que 

circulam no Brasil e no Estado do Rio de Janeiro e demonstram a importância 

dos estudos de virulência destes isolados em comparação com as cepas 

(padrão) bem caracterizadas. Além disso, corrobora a importância em se 

determinar a relevância clínica dos isolados e o entendimento dos mecanismos 

de patogenia, possibilitando um melhor diagnóstico e tratamento dos pacientes.  

 

 

 

 

 

Figura 5 – Distribuição mundial de Micobacterium kansasii em amostras pulmonares em 

2008. (Adaptado de HOEFSLOOT et al., 2013). 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

Caracterizar cepas de Mycobacterium kansasii provenientes de isolados 

clínicos de pacientes brasileiros com transtorno respiratório, com relação à 

virulência micobacteriana e o caráter da resposta imune induzida pela 

micobactéria, utilizando modelos de infecção in vitro e in vivo.  

 

3.2. Objetivos específicos 

 Avaliar a capacidade de crescimento dos diferentes isolados clínicos de M. 

kansasii em cultivo em meio líquido; 

 Caracterizar os isolados clínicos de M. kansasii em modelo in vitro de 

infecção de macrófagos murinos, segundo a: 

 Capacidade de crescimento intracelular e a indução de morte celular 

na cultura infectada por estas cepas; 

 Capacidade de produção de citocinas pró e anti-inflamatórias pelos 

macrófagos infectados pelas cepas de M. kansasii; 

 Determinar o perfil de virulência micobacteriana e avaliar o caráter da 

resposta imune anti-micobacteriana em um modelo de infecção 

intratraqueal in vivo através da:  

 Avaliação semanal do percentual de peso corporal dos animais; 

 Avaliação do crescimento micobacteriano pulmonar por quantificação 

de CFU; 

 Análise macroscópica e histológica pulmonar; 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

20 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. TESTES IN VITRO 

 

4.1.1. Cultura celular 

A linhagem murina de macrófagos peritoneais RAW 264.7, obtida da 

ATCC – American Culture Collection (VA, USA), foi cultivada em garrafas de 25 

e 75 cm2 (Corning), utilizando meio de cultura DMEM-F12 suplementado com 

10% de soro fetal bovino (SFB) e gentamicina (20 µg/mL) (Gibco/Invitrogen, NY, 

USA), a 37°C e 5% de CO2. Quando em experimentação, as células RAW 264.7 

(5x105 células/mL) foram plaqueadas em placa de 96 poços com DMEM-F12 

suplementado com 2% de SFB, 24 h antes da infecção da cultura com as cepas 

de Mkan, e incubadas a 37°C e 5% de CO2. 

 

4.1.2. Obtenção e preparo da cultura estoque e do cultivo micobacteriano 

 

Dez cepas de Mkan foram utilizadas no estudo: a cepa padrão ATCC 12478, 

e os isolados clínicos de pacientes (1580, 3657, 4404, 7439, 7287, 8835, 8837, 

8839 e 10953), que foram genotipadas e gentilmente cedidas pelo Dr. Philip 

Suffys do Instituto Oswaldo Cruz-RJ. As culturas micobacterianas estoque de 

Mkan foram mantidas em meio de cultura sólido Middlebrook 7H10 (DIFCO, 

Detroit) suplementado com 10% de glicerol e 10% de OADC (ácido oléico, 

albumina, dextrose e catalase – BD BBL). Para o preparo da suspensão estoque, 

duas alçadas de colônias micobacterianas foram retiradas do meio sólido e 

colocadas em um tubo com tampa de rosca contendo esferas de plástico, e 

agitado no vórtex (Biomotic). Após a agitação, foi adicionado 1 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 agitado novamente no vortex. 

A partir desta suspensão, foram semeadas 3 alças de cultura para o meio sólido 

7H10 fresco e alíquotas de 1 mL foram distribuídas em criotubos (107 a 108 

bactérias/ml) e estocadas em freezer -70 ºC. 

A padronização e ajuste da concentração bacteriana utilizada nos 

experimentos foi realizada através da leitura prévia da densidade ótica (D.O) da 
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suspensão das culturas, a 600 nm, em espectrofotômetro (Biochrom, modelo 

Libra s6), subtraindo-se a densidade óptica do meio de cultura 7H9 

suplementado com glicerol e ADC. A diluição da suspensão bacteriana 

obedeceu ao critério de relação da densidade óptica versus número de bacilos. 

Após quantificação da D.O. da suspensão bacteriana, foi realizada a diluição 

para a D.O. 0,200 e plaqueamento em ágar Middlebrook 7H10 suplementado. 

Após 10 dias, foi realizada a contagem das unidades formadoras de colônias 

(CFU) para cada cepa e então obtida a relação entre CFU e D.O. 0,200, a qual 

foi utilizada para os experimentos posteriores.  

 

4.1.3. Avaliação do crescimento micobacteriano em meio líquido  

Todas as cepas de Mkan foram previamente descongeladas em meio 7H9 

suplementado com glicerol e 10% de ADC, permanecendo cinco dias em 

suspensão. Após este período, a D.O. das cepas foi mensurado em 

espectrofotômetro a 600 nm, conforme descrito no item 4.1.2. O valor obtido foi 

ajustado para a D.O. 0,050 e disposto para um tubo contendo o volume total de 

8 mL. As suspensões bacterianas de cada cepa foram incubadas na estufa a 37 

°C e a densidade óptica mensurada a 600 nm, em dias alternados (dia 0, 2, 4, 6, 

8 e 10) para cada cepa Mkan estudada. 

 

4.1.4. Infecção da cultura de macrófagos  

 

Macrófagos RAW 264.7 foram plaqueados (5x105 células/mL) em placas de 

96 poços com meio DMEM-F12 sem antibiótico e suplementado com 10% SFB, 

24 h antes da infecção micobacteriana. Após esse período, a suspensão de cada 

cepa foi agitada conforme item 4.1.2 e a densidade óptica ajustada para 0,200. 

A cultura de macrófagos foi infectada, separadamente, com cada cepa, em 

diferentes proporções de multiplicidade da infecção (MOI): 1:1 

(bactéria/macrófago) para análise do crescimento micobacteriano; 10:1 para 

análise do perfil de citocinas pró e anti-inflamatórias secretadas pelos 

macrófagos infectados; 50:1 para avaliação da indução de morte celular 

provocada pela micobactéria. Pelo menos 8 poços foram utilizados para cada 
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tipo de avaliação. O tempo de exposição foi de 3 horas, e logo após, as 

micobactérias extracelulares foram removidas por lavagens com PBS 1X. 

Posteriormente, o meio de cultura DMEM-F12 suplementado com 2% de SFB foi 

acrescido à cultura infectada (DIA 0). As células infectadas foram mantidas em 

estufa à 37°C e 5% de CO2 durante 4 dias para avaliação dos parâmetros 

discriminados acima. 

 

4.1.5. Quantificação do crescimento intracelular micobacteriano 

 

A quantificação do crescimento micobacteriano intracelular foi realizado nos 

macrófagos infectados na proporção MOI 1:1 através da semeadura em ágar 

Midllebrook 7H10 suplementado com glicerol e OADC e posterior contagem de 

CFU. A cultura de macrófagos infectados por cada cepa foi lisada nos dias 0 e 4 

após infecção, utilizando solução de saponina a 0,1% por 20 min. O lisado da 

cultura foi agitado, sonicado em ultrassom de banho, e diluído em PBS nas 

diluições de 10-2, 10-3 e 10-4. Alíquotas de 50µL da diluição foram semeadas em 

ágar Middlebrook 7H10 suplementado. As placas foram incubadas por 10 dias à 

37°C, e as colônias foram quantificadas. O número de colônias quantificadas 

foram ajustadas para CFU/mL e os valores expressos em Log10. A capacidade 

de crescimento intracelular de cada cepa foi expressa através da subtração das 

médias do CFU dia 4 e dia 0 (CFUdia4 - CFUdia0). 

 

4.1.6. Avaliação da capacidade de indução de morte celular nos 

macrófagos infectados por isolados clínicos de Mkan 

 

PARK et al. (2006) evidenciaram que a infecção de macrófagos por 

micobactérias patogênicas em altas doses de infecção (50 bactérias/macrófago) 

induz necrose nestas células. Para comparar a capacidade dos diferentes 

isolados de Mkan induzirem necrose nos macrófagos, as células foram 

infectadas na razão de MOI 50:1.  

A cultura de macrófagos infectados foi mantida por um período de 4 dias. 

Nos dias 1, 2, 3 e 4 de infecção, a viabilidade dos macrófagos foi avaliada através 

da utilização do corante azul de tripan. Este corante penetra somente nas células 
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mortas, corando-as de azul, o que possibilita a quantificação através de 

microscopia óptica (Microscópio invertido Nikon, 400x). O resultado obtido foi 

expresso em percentual de células azul de tripan positivas. A avaliação da 

capacidade de indução de morte celular também foi realizada na razão MOI 10:1 

para aprofundar as informações obtidas nas infecções em altas doses e detalhar 

os intervalos de morte induzido por cada cepa testada. 

Para isto, a liberação da enzima citoplasmática lactato desidrogenase (LDH) 

foi avaliada no sobrenadante de cultura infectada, utilizando o Kit comercial 

Labrax (GO, Brasil). O sobrenadante da cultura infectada na proporção de MOI 

10:1 foi coletado em 24 h (Dia 1) e 72 h (Dia 3) de infecção, filtrado em filtro 

acetato de celulose de poro 0,22µm. Cinquenta microlitros do sobrenadante da 

cultura infectada por cada cepa no período de tempo mencionado, foram 

acrescidos de 100 µL da solução de alumen férrico e substrato, mantendo-se à 

37ºC por 3 min. Logo após, foram acrescentados 100 µL da solução de 

nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD) e fenasina metasulfato, mantendo-se 

à 37ºC por mais 5 min. A leitura foi realizada em espectofotômetro de placa a 

492 nm (Dinatech MR5000). Para obtenção do percentual de inibição foi 

calculado o percentual de liberação de LDH = 100 × (liberação LDH amostra - 

liberação espontânea)/(máximo da liberação - liberação espontânea). Como 

controle positivo, para o máximo de liberação de LDH (mínimo de viabilidade) 

foram utilizadas cultura de macrófagos estimuladas, acrescidas de 1% (v/v) 

Triton X-100 (Sigma Aldrich) e para a liberação espontânea de LDH (máximo de 

viabilidade) foram utilizadas cultura de macrófagos somente acrescida do 

estímulo celular pela micobactéria. 

 

4.1.7. Quantificação de citocinas e mediadores inflamatórios na cultura de 

macrófagos infectados por isolados clínicos de Mkan 

 

Para quantificação dos mediadores inflamatórios presentes no 

sobrenadante das culturas de macrófagos infectados pelos isolados clínicos de 

Mkan, foi utilizada a cultura de macrófagos infectados na proporção de MOI 10:1 

e os sobrenadantes coletados em 24 h (Dia 1) e 72 h (Dia 3).  As citocinas 

presentes nos sobrenadantes foram quantificadas através do ensaio de ELISA 
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sandwich, utilizando os kits correspondentes (BD Biosciences, CA, USA) para 

TNF-α, IL-1β e IL-10, de acordo com o protocolo do fabricante.  

O NO produzido no sobrenadante das culturas infectadas pelos isolados 

clínicos de Mkan foi quantificado através do método de Griess (ZHANG et al., 

2002). Cinquenta microlitros do sobrenadante da cultura foi acrescido de 50µL 

de reagente de Griess (p-aminobenzenosulfonamida 1% + diidrocloreto de 

naftilenodiamino 0,1% em 5% de ácido fosfórico (Sigma Aldrich). Após 10 min, a 

absorbância, a 570 nm, foi medida em espectrofotômetro de placa (Dynatech 

MR5000). A concentração de nitrito no sobrenadante foi determinada em μM 

usando como referência uma curva padrão de nitrito de sódio (200 µM a 1,56 

µM).  

 

4.1.8. Obtenção do ranking de virulência entre os isolados clínicos 

estudados 

 

Para obtenção do ranking de virulência entre a cepa padrão ATCC 12478 e 

os isolados clínicos avaliados, foram considerados dois parâmetros: 1) o 

crescimento intracelular da cepas Mkan em macrófagos RAW 264.7 e 2) a 

capacidade destas cepas induzirem morte celular nos macrófagos infectados. 

Neste último, foram considerados para os cálculos do ranking, a avaliação de 

morte celular através da contagem de células azul de tripan positivas (MOI 50:1) 

e o percentual de liberação de LDH (MOI 10:1).  

Inicialmente, foram obtidas as médias de crescimento intracelular no dia 4 

subtraído do dia 0, para cada cepa Mkan, e comparado ao da cepa ATCC padrão 

12478 determinada com o valor 1.0. Posteriormente, foram obtidos os 

percentuais de indução de morte celular para cada cepa Mkan, através do teste 

de azul de tripan e do teste de LDH. Neste caso, foi realizada a média entre os 

valores percentuais obtidos para cada método e também comparado à cepa 

padrão como mencionado anteriormente. Por fim, foi realizada a média entre os 

valores relativos obtidos para cada cepa Mkan nos quesitos capacidade de 

crescimento intracelular e indução de morte celular. 
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4.1.9. Modelo de estudo in vitro 

A figura 6 mostra o fluxograma das atividades in vitro. 

 

 

 

 

4.2. TESTES IN VIVO 

4.2.1.  Animais 

Para a realização dos testes in vivo foram utilizados camundongos 

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 micro-isoladores, distribuídos organizadamente em estantes 

ventiladas no biotério de Biossegurança nível III do Laboratório de Biologia do 

Reconhecer (CBB/ UENF), sob responsabilidade da Profª. Drª. Elena 

Lassounskaia. O modelo de infecção dos camundongos foi aprovado pela 

Comissão de Ética em Uso Animal, CEUA, da UENF (protocolo nº 350 em 

28/03/2017).  

Figura 6 – Fluxograma da sequência experimental in vitro. 
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4.2.2. Infecção experimental dos camundongos  

 

A infecção dos animais foi realizada segundo o modelo descrito por 

RIBEIRO et al. (2014). Camundongos C57Bl/6 foram anestesiados por via 

intraperitoneal (i.p.), pela aplicação de numa alíquota de 90-120 μL da mistura 

de Anazedan (xilazina, 15 mg/kg, Vetbrands) e Dopalen (ketamina, 110 mg/kg, 

Vetbrands) diluídos em tampão fosfato de sódio (PBS) estéril. Para certificação 

da eficácia da analgesia nos animais, estes foram submetidos a testes de padrão 

de reflexo de acordo com as normas de bioética de experimentação animal.  

Após a verificação da analgesia, os camundongos foram infectados com 

suspensão das cepas de Mkan ATCC 12478, 4404 e 8835, através de uma 

incisão transversal de 0,5 cm na pele da região do pescoço do animal para 

exposição da traqueia, onde foi injetado o volume de 60 μL (~5X104 bacilos) 

entre os anéis cartilaginosos mais proeminentes, com auxílio de uma seringa 

hipodérmica 0,3 mL (Terumo, SP, Brasil).   Os animais controle receberam 60 μL 

de PBS estéril. Logo após a infecção intratraqueal (i.t.), a incisão foi suturada. 

Os animais infectados foram separados em quatro grupos com oito animais cada 

e supervisionados diariamente quanto aos sinais vitais e eutanasiados (inalação 

de CO2), se requerido, seguindo o protocolo de bioética animal, quando 

observado perda de peso, ausência de mobilidade e dificuldade de respiração, 

a fim de minimizar o sofrimento. 

Após os períodos de 28, 40 e 60 dias, os animais foram sacrificados por 

exposição em câmara de CO2 e os seguintes parâmetros averiguados: carga 

bacilar por meio do CFU no pulmão, alterações teciduais e celulares no pulmão 

(macropatologia e histopatologia), relação entre o peso dos pulmões e o número 

de células contabilizadas. 

Durante todo o período experimental, os animais infectados para cada 

cepa, assim como os animais controle, foram pesados em balança de precisão 

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

clínicos, como perda de peso, ausência de mobilidade e dificuldade de 

respiração nos animais infectados para minimização do sofrimento e 

quantificação do período de tempo no qual as cepas de Mkan infectantes 

conduziam ao desfecho da doença.  
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4.2.3. Obtenção de células do pulmão e dos bacilos 

 

Para a obtenção das células pulmonares foi coletado o lóbulo esquerdo 

dos pulmões dos camundongos infectados ou não, os quais foram pesados e 

adicionados à placas de Petri (JProlab, 21 cm2) com 3 mL de meio de cultura 

RPMI (Gibco/Invitrogen, NY, USA). Com o auxílio de pinças curvas, o órgão foi 

macerado e mantido acondicionado no gelo. A seguir foram adicionados 3 mL 

de solução de digestão tecidual (1µg/mL de liberase Blendzyme 2 (Roche) e 0,1 

µg/mL de DNAse de pâncreas bovino (Sigma Aldrich)) e incubadas a 37 ºC e 5% 

de CO2, por 40 min sob agitação.  

Após este período, os órgãos imersos na solução de digestão foram 

dissociados utilizando seringas de 10mL por 10 ciclos de homogeneização e os 

homogenatos obtidos filtrados em cell strainer com poro de 40 μm (BD 

Bioscience, CA, USA). O homogenato isento de matriz tecidual foi destinado à 

quantificação micobacteriana através da diluição decimal seriada e 

plaqueamento meio sólido 7H10 suplementado. As placas foram lacradas e 

incubadas em estufa bacteriológica a 37 ºC e 5% CO2 por 10 a 15 dias e o CFU 

quantificado. O restante do homogenato foi processado para obtenção de 

células. As hemácias foram removidas através da depleção com tampão de lise 

ACK (Ammonium Chloride Potassium) (0,144 M NH4Cl, 0,0169M TRIS base, pH 

7,4) à 37 °C e 5% de CO2 por 4 min. A lise de hemácias foi interrompida com o 

acréscimo de PBS 1X suplementado com 10% SFB. Os tubos contendo 

homogenato pulmonar de cada animal foram centrifugados a 1200 rpm, por 5 

min e o sobrenadante descartado. O pellet de células foi ressuspendido 

proporcionalmente em RPMI suplementado com 10% SFB e 20 µg/mL de 

gentamicina. As células foram quantificadas e plaqueadas em placas de 96 

poços (5 x 105 células/mL). As placas com a cultura celular foram lacradas e 

incubadas por 48 h em estufa bacteriológica a 37 °C e 5% de CO2.). O 

sobrenadante da cultura ex vivo foi coletado para análises posteriores de 

quantificação de mediadores inflamatórios. 
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4.2.4. Análise macroscópica e histológica dos pulmões 

 

A avaliação da macro e micropatologia foi realizada para o pulmão nos 

dias 28, 40 e 60 após a infecção. O lóbulo superior direito, foi selecionado para 

a análise histológica sendo fixado por no mínimo 96 h em formol 10% 

tamponado. A macropatologia foi avaliada através da pesagem dos pulmões dos 

animais, comparando os valores com o peso do pulmão entre os animais não 

infectados. Após a fixação, o lóbulo superior direito do pulmão de cada animal 

foi fotografado com escala em centímetros, para a avaliação macroscópica das 

mudanças morfológicas do órgão. A massa relativa foi calculada pela razão entre 

o peso do pulmão de cada animal infectado e a média do peso do pulmão dos 

animais controle. Os estudos histopatológicos para avaliar a micropatologia 

foram realizados nos cortes dos tecidos, a partir da coloração com hematoxilina-

eosina (HE) para a visualização das alterações teciduais e pelo método de Ziehl-

Nielsen (ZN) para detecção da presença de bacilos álcool-ácidos resistentes 

(BAAR). 

O processamento histológico decorreu após a fixação do pulmão em 

formol 10% tamponado, e as seções foram lavadas com água destilada por 30 

min e conduzidas por banhos crescentes de álcool (70%, 80%, 90%, 100%) por 

1 h em cada concentração. Em seguida, as secções pulmonares passaram por 

dois banhos de xilol por 1 h cada. Ao final desse processo, foi realizado a 

inclusão em parafina por 30 min. 

Após este procedimento de fixação e clarificação (Histotec), as peças 

emblocadas em parafina foram acondicionadas em gelo. Os blocos contendo as 

secções rígidas foram clivadas no micrótomo (Leica) numa espessura de 5 µm. 

 Os cortes foram banhados em duas baterias de xilol por 3 min cada e 

depois banhadas em álcool (100%, 90%, 80%, 70%) por 1 min em cada 

concentração. Após foram coradas com hematoxilina por 3 min e eosina por 50 

segundos. Logo após, foram banhadas novamente em álcool (100%, 90%, 80%, 

70%) por 1 min em cada concentração e depois em xilol por 3 min. Em seguida, 

os cortes foram fixados permanentemente com Permount. 

 Para a coloração com a técnica de Ziehl-Neelsen, as lâminas lavadas 

foram imersas em solução aquecida de carboxifuscina por 30 min. Em seguida, 

as lâminas foram lavadas em água corrente e tratada com álcool-ácido 1% até 
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atingir a tonalidade rósea. Os tecidos foram lavados novamente em água 

corrente por 8 min, com posterior imersão em azul de metileno (10 mL da solução 

estoque (4 mM de azul de metileno em álcool etílico 95%) acrescido de 90 mL 

de água destilada). Após esse processo os cortes foram fixados com Permount 

e analisados por microscopia óptica (microscópio Zeiss-Axioplan). 

As técnicas de coloração com HE e Ziehl Neelsen foram realizadas em 

colaboração com o prof. Dr. Eulógio Carlos Queiroz de Carvalho, Patologista 

Clínico do Laboratório de Sanidade Animal, do Hospital Veterinário da 

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. 

 

4.2.5. Análises estatísticas 

 

As análises estatísticas foram realizadas com o software GraphPad Prism 4 

(GraphPad, EUA) e as diferenças entre os grupos experimentais foram 

consideradas significativas quando p < 0.05 (5%). Os efeitos simultâneos de dois 

fatores foram analisados por ANOVA e pelo teste de Bonferroni One-way 

ANOVA e o teste de Tukey foram utilizados para avaliar os efeitos de um único 

parâmetro.  

 

 

4.2.6. Conduta de trabalho  

 

Todo trabalho experimental para a realização desta pesquisa foi realizado 

em área de biossegurança nível 2 e 3. Para a manipulação das cultura 

micobacteriana foram utilizados equipamentos de proteção individual, EPIs para 

minimização do risco de contaminação do indivíduo. A manipulação de todo 

material infectado por Mkan foi realizado em cabine de biossegurança 2 nos 

Biotérios de NB3/ LBR/UENF. 

 Após a realização dos experimentos, todo resíduo e material contaminado 

por Mkan foi coletado em sacos de autoclave dentro da cabine de biossegurança 

ou imersos em solução de hipoclorito de sódio 4%, e conduzidos para a 

descontaminação em autoclave a 121ºC por 30 min.  
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4.2.7.  Modelo de pesquisa in vivo 

A figura 4 mostra o fluxograma das atividades in vivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 – Fluxograma da sequência experimental in vivo. 
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5. RESULTADOS 

5.1. Avaliação do crescimento micobacteriano em meio de cultura líquido 

 

As bactérias foram cultivadas em meio líquido Middlebrook 7H9 

suplementado com glicerol e 10% ADC para definir os perfis de crescimento de 

cada uma. O crescimento da população de bactérias foi monitorado durante 10 

dias pela medida da densidade óptica de cultura medida pela 

espectrofotometria, utilizando o comprimento de onda de 600 nm (D.O.600). As 

suspenções de todas as cepas bacterianas foram ajustadas à D.O. inicial de 

0.050. Na Figura 8, podemos observar a curva de crescimento de cada uma 

das dez cepas. A D.O. da cultura da cepa padrão 12478 (ATCC) aumentou 10 

vezes. Três cepas se destacaram crescendo significativamente mais rápido 

comparado com a cepa 12478 (cepas 8837, 8839 e 10953). Duas cepas 

cresceram menos que cepa 12478 (cepas 4404 e 3657).    

A cepa 7287 cresceu menos que a cepa padrão apenas nos dias 6 e 8 

de cultivo, no dia 10, ela equiparou o seu crescimento ao da cepa padrão. As 

demais cepas testadas tiveram o crescimento em 10 dias semelhante à cepa 

padrão.  
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5.2.  Avaliação do crescimento intracelular de Mkan em macrófagos 

infectados 

 

Foi avaliado o crescimento intracelular de micobactérias em células RAW 

264.7 (macrófagos murinos).  Após a infecção das células por micobactéria, na 

proporção 1:1 (bactéria:macrófago), as culturas dos macrófagos foram lavadas 

3 vezes, para eliminar as micobactérias não fagocitadas, e cultivadas por 4 dias 

a 37 º C. Para avaliar o crescimento intracelular da bactéria, as células foram 

lisadas no dia 0 e no dia 4 após infecção, e o número de bactérias foi 

determinado através do plaqueamento do lisado celular em meio sólido 7H10 

(ensaio de CFU).  

Após 10 dias de incubação, as colônias foram quantificadas (em CFU/mL) 

e os valores expressos em Log10. O crescimento intracelular de cada cepa foi 

expresso como média no aumento do número de bactérias intracelulares entre 
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Figura 8 – Avaliação do crescimento micobacteriano em meio Middlebrook 7H9. As 
suspensões de dez cepas de Mycobacterium kansasii foram ajustadas em meio 7H9 a D.O. 
0.050 e incubadas a 37 °C e 5% de CO2. Nos dias 2, 4, 6, 8 e 10, a densidade óptica da 
suspensão foi medida através de espectrofotometria, com comprimento de onda 600nm. Os 
valores foram reportados como média ± desvio padrão. Os valores referentes a cada uma 
das cepas foram comparados com os respectivos valores da cepa padrão 12478, e as 
diferenças significativas estão indicadas, p< 0,001 (***).  
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o dia 0 e o dia 4 após infecção (Log10CFUdia4 – Log10CFUdia0), conforme 

mostrado na Figura 9A. O perfil de crescimento de bactéria no meio solido foi 

avaliado e demonstrado na Figura 9B. 

 

 

As cepas 1580, 8835, 8837, 8839 e 10953 mostraram maior capacidade 

da replicação intracelular quando comparadas à da  cepa padrão ATCC 12478. 

Os resultados mostraram que quatro dessas cepas (cepas 8835, 8837, 8839 e 

10953) cresceram três vezes mais que a cepa padrão testada. 

Figura 9 – Avaliação do crescimento de M. kansasii em macrófagos RAW 264.7 infectados 
(A) e no meio sólido 7H10 (B). As células foram infectadas na proporção 1:1 e cultivadas por 
4 dias. As células foram lisadas no dia 0 e 4 de infecção e depois plaqueadas em meio 
Middlebrook 7H10 (teste CFU). Após 10 dias de cultivo a 37o C, os números de colônias que 
cresceram em meio sólido foram quantificados e apresentados em log10 CFU, como a diferença 
entre os números de bactéria intracelular no dia 4 e no dia 0 de infecção (A). Os valores estão 
reportados como média ± desvio padrão. Os valores referentes a cada uma das cepas foram 
comparados com os respectivos valores da cepa padrão 12478, e as diferenças significativas 
estão indicadas, p< 0,01 (**). Perfil de crescimento de colônias de M. kansasii no meio 7H10 (B).  
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O crescimento intracelular das cepas 3657, 4404, 7439 e 7287 foi similar 

à cepa padrão. Durante 4 dias de incubação, a população intracelular dessas 

cepas aumentou cerca de log10 0,25.  

Todas as dez cepas testadas apresentaram o mesmo aspecto em suas 

colônias, sendo capazes de crescer em meio de cultura sólido em 10 dias de 

cultivo e apresentando coloração amarela quando expostas à luz, característica 

marcante das colônias de M. kansasii. 

 
 

  

5.3.  Avaliação da morte celular dos macrófagos infectados com diferentes 

cepas de Mkan 

 

  Para avaliar a capacidade da micobactéria induzir a morte celular dos 

macrófagos, as células RAW 264.7 foram infectadas com maior dose de infecção 

(MOI), na proporção 50:1 e 10:1. A morte dos macrófagos foi avaliada pelo 

método de coloração por azul de tripan e pelo método de liberação da enzima 

intracelular lactato desidrogenase (LDH).  

 O azul de tripan é um corante que penetra nas células que sofreram 

permeabilização da membrana celular, levando-as à necrose celular. Desta 

forma, as células coradas em azul estão mortas. As células que possuem a 

membrana intacta não são coradas por este corante (STROBER, 2015).  

 Para induzir à morte necrótica, os macrófagos foram infectados em alta dose 

de infeção, MOI 50:1 (50 bactérias/ 1 macrófago). Os resultados estão 

apresentados na Figura 10. 
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 As cepas 4404 e 10953 foram mais citotóxicas que as demais cepas, 

sendo que foram capazes de matar a maioria dos macrófagos em 48 h de 

infecção. Neste caso, grande número de bactérias foi liberado para o meio 

extracelular, devido a indução da necrose nos macrófagos em poucas horas de 

infecção.  

 As cepas 1580, 8835 e 8839 foram capazes de matar 80% das células em 

72 h, também demonstrando citotoxicidade elevada em comparação com as 

demais cepas. Menor taxa de morte celular foi observada nos macrófagos 

infectados pelas cepas 3657 e a cepa padrão 12478.  

  Como algumas cepas de M. kansasii induziram uma alta taxa de morte 

celular já em 48 h da infecção, decidimos reduzir a dose de infecção para 10:1 

(10 bactérias / 1 macrófago) e repetir o ensaio (Figura 11). 

 Como esperado, a redução da taxa bacteriana foi associada ao aumento 

da sobrevivência dos macrófagos: 80% das células nas culturas infectadas 

estavam vivas até 48 h de infecção. As cepas 4404, 8839 e 10953 confirmaram 
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Figura 10 – Avaliação da morte celular dos macrófagos infectados por M. kansasii na 
proporção 50:1 por meio do teste com azul de tripan. As células RAW 264.7 foram 
infectadas e incubadas por 96 h. O número das células mortas na cultura foi monitorado 
através do teste de coloração por azul de tripan. As células coradas em azul (mortas) e não 
coradas (vivas) foram contadas através de microscopia óptica e os resultados foram 
expressos em porcentagem das células mortas (azul de tripan-positivas). Os valores foram 
reportados como média ± desvio padrão. Os valores referentes a cada uma das cepas foram 
comparados com os respectivos valores da cepa padrão 12478 e as diferenças significativas 
estão indicadas, p< 0,05 (*) e p< 0,001 (***).   
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sua maior citotoxicidade, induzindo maior taxa de morte necrótica, em cerca de 

40% das células, em 72 h de infecção.  

 As taxas de morte em culturas infectadas pelas cepas 1580, 8835 e 8837 

também foram elevadas, sendo que essas cepas, junto com as cepas 4404, 

8839 e 10953, foram responsáveis pela morte de 70-90% dos macrófagos no 

final do período de observação de 96 h. A cepa padrão 12478 ficou entre as 

menos citotóxicas, sendo capaz de induzir apenas a morte em 

aproximadamente 40% dos macrófagos após 96 h da infecção.  

  

 

Além da contagem de células mortas coradas com azul de tripan, as 

culturas dos macrófagos infectados por cepas M. kansasii na proporção 10:1 

foram submetidas à dosagem da enzima lactato desidrogenase (LDH) presente 

no sobrenadante da cultura em 24 e 72 h de infecção (Figura 12). Os 

sobrenadantes das culturas dos macrófagos RAW 264.7 não infectados foram 

utilizados como controle negativo. Já como controle positivo, foi utilizado cultura 

de macrófagos estimulados acrescida de 1% (v/v) Triton X-100. 

A LDH é uma enzima importante da rota metabólica celular que atua 

convertendo o ácido lático em ácido pirúvico, levando à produção de ATP 
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Figura 11 – Avaliação da morte celular dos macrófagos infectados por M. kansasii na 
proporção 10:1 por meio do teste com azul de tripan. As células RAW 264.7 foram 
infectadas e incubadas por 96 h. A morte celular foi avaliada como apresentado na legenda 
da Figura 10.   
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(BALLS e CLOTHIER, 1992). Por se tratar de uma enzima intracelular, a sua 

presença no sobrenadante indica que ocorreu lise na membrana plasmática 

celular. Sendo assim, as cepas mais virulentas apresentam uma maior 

quantidade dessa enzima em seu sobrenadante, decorrente da maior indução 

de necrose nos macrófagos infectados. 

As cepas 8835, 8839 e 10953 foram mais citotóxicas e somente essas 

cepas foram capazes de induzir a necrose dos macrófagos, que levou ao 

aumento considerável da enzima lactato desidrogenase no sobrenadante de 

cultura, já em 24 h após infecção. 

Após 72 h da infecção, os níveis de lactato desidrogenase no 

sobrenadante aumentaram em todas as culturas infectadas, sendo que os 

maiores valores foram observados em culturas infectadas pelas cepas 8835, 

8839 e 10953, seguidas pelas cepas 4404 e 8837. A cepa padrão 12478 e as 

cepas 7439 e 3657 foram as menos citotóxicas, confirmando os resultados da 

avaliação de citotoxicidade obtidos no primeiro teste (teste de exclusão de azul 

de tripan).  
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Figura 12 – Avaliação da morte celular dos macrófagos infectados por M. kansasii na 
proporção 10:1 por meio do teste de LDH. As células RAW 264.7 foram infectadas e 
incubadas por 24 e 72 h. O número das células mortas na cultura foi monitorado através do 
teste de LDH. A leitura foi realizada em espectrofotômetro de placa a 490 nm. Os valores 
foram reportados como média ± desvio padrão. Os valores referentes a cada uma das cepas 
foram comparados com os respectivos valores da cepa padrão 12478, e as diferenças 
significativas estão indicadas, p< 0,05 (#) e p< 0,001 (###), ou com o valor obtido em cultura 
das células de controle, não infectados, p< 0,001 (***).   
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5.4. Avaliação da produção de citocinas e mediadores inflamatórios pelos 

macrófagos infectados com diferentes cepas de Mkan 

 

Foi quantificada a produção de três citocinas importantes para a 

inflamação e indução da resposta imune protetora, IL-1β e TNF-α, que são 

citocinas pró-inflamatórias, e IL-10, que é anti-inflamatória. A dosagem dessas 

citocinas é importante para definir o caráter da resposta inicial dos macrófagos 

às micobactérias. 

Para análise, o sobrenadante das culturas de macrófagos infectados 

foram coletados em 24 e 72 h de infecção, congelados e armazenados a -70o C 

até a utilização.  Após o descongelamento, as amostras foram submetidas ao 

ensaio de ELISA sandwich para dosagem de cada uma dessas citocinas (Figura 

13).  

Ao analisarmos a produção de IL-1β podemos perceber que nem todas 

as cepas foram capazes de induzir a secreção dessa citocina pelos macrófagos. 

Das dez cepas analisadas, seis induziram IL-1β (cepa padrão 12478 e cepas 

1580, 4404, 7287, 8837, 8839) e quatro cepas (3657, 7439, 8835 e 10953) não 

induziram. Os maiores produtores foram macrófagos infectados pelas cepas 

8837 e 8839, que produziram significativamente mais IL-1β em comparação com 

macrófagos infectados pela cepa padrão.   

 Todas as cepas M. kansasii foram capazes de induzir a citocina TNF-α 

pelos macrófagos. Entretanto, a cepa padrão 12478 induziu baixo nível da 

produção, que foi menor entre todas as cepas testadas. O aumento da 

quantidade de TNF-α no sobrenadante da cultura infectada pela cepa 12478, 

não foi significativo em comparação com o sobrenadante das células RAW 264.7 

não infectadas, que também produziram baixa quantidade dessa citocina.  

Maiores níveis de produção de TNF-α foram observados nas cepas 10953, 8835 

e 1580, que foram 7, 4 e 2,5 vezes maior, respectivamente, em comparação com 

a quantidade dessa citocina produzida na cultura infectada pela cepa 12478 após 

72 h de infecção.   

A produção de IL-10 nas células infectadas por M. kansasii foi baixa. 

Apenas as cepas 4404, 8837 e 8839 foram capazes de induzir sua produção, 

que foi cerca de duas vezes maior em comparação com as culturas não 
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infectadas. A produção da IL-10 foi temporária, sendo observada diminuição em 

72 h, em relação ao valor obtido em 24 h. 

 

 

Figura 13 – Análise da produção de citocinas pelos macrófagos RAW 264.7 infectados 
pelas cepas de M. kansasii na proporção 10:1. Os sobrenadantes das culturas celulares 
foram coletados em 24 e 72 h de infecção e utilizados para quantificação de citocinas (IL-1β, 
TNF-α e IL-10) através de ELISA sandwich utilizando kits específicos. Os macrófagos RAW 
264.7 não infectados foram utilizados como controle negativo (CTL). Os valores referentes a 
cada uma das cepas foram comparados com os respectivos valores da cepa padrão 12478, 
e as diferenças significativas estão indicadas, p< 0,05 (#) e p< 0,001 (###), ou com o valor 
obtido em cultura das células de controle, não infectados, p< 0,05 (*) e p< 0,001 (***).   
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 Além das citocinas, outro mediador inflamatório avaliado em cultura dos 

macrófagos infectados foi o óxido nítrico (NO).  

 A Figura 14 demonstra que todas as cepas foram capazes de induzir a 

produção de NO, dentre elas, as cepas 1580, 8835, 8839 e 10953 foram as que 

apresentaram maior nível de produção de NO. A cepa 8839 foi que induziu a 

maior produção de NO, cerca de 100 µM de nitrito. Já comparando com o nível 

da produção induzida pela cepa padrão 12478, apenas quatro cepas (1580, 

8835, 8839 e 10953) induziram maiores quantidade de NO.  
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Figura 14 – Análise da produção de NO pelos macrófagos RAW 264.7 infectados por cepas 
de M. kansasii na proporção 10:1. Os sobrenadantes das culturas celulares foram coletados 
em 24 e 72 h de infecção e utilizados para quantificação de NO através da reação de Griess, 
que estima a produção de NO indiretamente medindo as concentrações de nitrito Os macrófagos 
RAW 264.7 não infectados foram utilizados como controle negativo (CTL). A concentração de 
nitrito no sobrenadante foi determinada em μM usando como referência uma curva de nitrito de 
sódio, decrescida do valor obtido com os aditivos sem células. Os valores foram calculados e 
depois reportados como média ± desvio padrão, Os valores referentes a cada uma das cepas 
foram comparados com os respectivos valores da cepa padrão 12478, e as diferenças 
significativas estão indicadas, p< 0,05 (#), p< 0,01 (##) e p< 0,001 (###), ou com o valor obtido em 
cultura das células de controle, não infectados, p< 0,01 (**) e p< 0,001 (***).  
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5.5. Quantificação da taxa de virulência relativa das cepas Mkan avaliadas 

em testes in vitro 

 

Para comparar o grau de virulência das cepas estudadas, nós analisamos 

os dados referentes às duas principais propriedades associadas à virulência de 

micobactéria: 1) a capacidade de replicação em macrófagos e 2) indução da 

morte necrótica nas células infectadas, que foram apresentados nos itens 5.2 e 

5.3. 

Os valores referentes ao crescimento dos isolados clínicos de M. kansasii 

em macrófagos quantificados como diferença entre log10 CFU dia 4 e log10 CFU 

dia 0 (Figura 9A) foram comparados com o respectivo valor referente a cepa 

padrão 12478, e uma taxa relativa de crescimento de cada isolado em relação 

da taxa do crescimento da cepa 12478 (estabelecida como 1.0) foi calculada em 

proporção e nomeada taxa A (taxa de crescimento intracelular do isolado). 

Dos dois valores referentes à indução da morte necrótica nos macrófagos 

infectados por M. kansasii, a porcentagem de células azul tripan–positivas em 

cultura dos macrófagos infectados na proporção 50:1, 72 h pós infecção (Figura 

10) e a liberação de LDH na cultura dos macrófagos infectados na proporção 

10:1, 72 h pós infecção (Figura 12), foram comparados com os respectivos 

valores referentes à cepa padrão 12478, e as taxas relativas de citotoxicidade 

dos isolados em relação à citotoxicidade da cepa 12478 (estabelecidos como 

1.0) foram calculadas em proporção. A média dessas duas taxas foi quantificada 

para cada isolado, e o valor obtido foi nomeado taxa B (taxa de citotoxicidade do 

isolado). 

A taxa de virulência relativa foi quantificada como a média de taxas A e B 

(taxa A+ taxa B / 2) e os resultados são apresentados na Tabela 1.  
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Os resultados demonstram que o grau de virulência da cepa padrão 12478 

pode ser considerado baixo, sendo que a virulência da maioria dos isolados 

clínicos foi maior. Quatro isolados clínicos (cepas 8839, 10953, 8835 e 8837) 

apresentaram grau de virulência elevado, apresentando uma taxa de virulência 

média cerca de 2.5 vezes maior que a virulência da cepa padrão.   A virulência 

de dois isolados (cepas 3657 e 7439) foi baixa, similar à cepa padrão. As cepas 

1580, 4404 e 7287 apresentaram grau de virulência intermediário. 

Estes dados foram obtidos em experimentos de infecção dos macrófagos 

por micobactérias in vitro. Este modelo reproduz apenas o que seria a fase inicial 

da infecção in vivo e não permite avaliar o comportamento de bactéria frente à 

resposta imune adquirida, bem como outros fatores de defesa do organismo 

hospedeiro que também são importantes para avaliação de virulência.   

Para validar o ranking de virulência estabelecido no modelo de infecção 

in vitro, nós verificamos virulência de alguns isolados em testes in vivo, utilizando 

o modelo de infecção intratraqueal dos camundongos C57BL/6 estabelecido no 

nosso laboratório (AMARAL et al, 2011; RIBEIRO et al., 2014). Para testes in 
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vivo foram selecionadas três cepas: com grau de virulência elevado (cepa 8835), 

intermediário (cepa 4404) e baixo (cepa padrão 12478).  

 

 

5.6. Avaliação do crescimento de Mkan nos pulmões de camundongos 

infectados 

 

 Para avaliar a replicação de micobactérias in vivo, nos pulmões dos 

camundongos infectados, nós realizamos infecção intratraqueal dos 

camundongos C57BL/6 utilizando uma dose elevada de bactéria. Foi realizado 

o ensaio de CFU, em que os camundongos foram sacrificados, o pulmão 

macerado e plaqueado em meio sólido para contagem das colônias. 

 Na figura 15, podemos ver que em 28 e 40 dias de infecção as cepas 

12478 e 4404 não apresentaram diferença no CFU, indicando que o número de 

bactérias no pulmão não se alterou. Já ao compararmos a cepa de referência 

ATCC 12478 com a cepa 8835, podemos verificar um aumento significativo do 

número de bactérias nos camundongos infectados com a cepa 8835, mostrando 

que essa cepa teve maior capacidade de “driblar” o sistema imune e se 

multiplicar nos pulmões. 

 Quando comparamos a cepa de referência com a cepa 4404, em 60 

dias de infecção, podemos perceber que a cepa 4404 teve diminuição 

significativa do número de bactérias, evidenciando sua menor capacidade de 

crescimento in vivo e o estado de cronicidade da doença. Esse estado de 

cronicidade apresentado em camundongos infectados pela cepa 4404 pode ser 

visualizado na Figura 15 através da diminuição significativa de bactérias no 

pulmão do dia 40 para o dia 60 de infecção. 

 Com relação a cepa 8835, não foi possível analisar o número de 

bactérias presentes nos pulmões em 60 dias de infecção devido ao fato de 

nenhum animal infectado com essa cepa ter conseguido sobreviver até o 

sexagésimo dia de infecção. 
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5.7. Patologia dos pulmões de camundongos infectados com cepas de 

Mkan 

 

 Para avaliar a progressão da patologia induzida por cepas de M. kansasii, 

foi realizada a análise da patologia pulmonar dos animais infectados. Os 

camundongos foram infectados na dose 5.104 CFU/animal por via intratraqueal. 

 Os animais foram abertos em três momentos distintos (28, 40 e 60 dias) 

para avaliar o grau da patologia induzida. Foi fotografado o lóbulo pulmonar 

direito representativo de cada dia de abertura, para comparação da 

macropatologia induzida (Figura 16A). A massa relativa de cada órgão (Figura 

16B) foi calculada em relação ao peso em gramas (Figura 16C) do pulmão do 

animal controle. 
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Figura 15 – Crescimento de bactérias no pulmão de animais infectados com cepas de M. 
kansasii em 28, 40 e 60 dias de infecção. Camundongos C57Bl/6 foram infectados 
intratraquealmente com 5.104 CFU/camundongo (12 animais por cada grupo de cepas) e a carga 
bacteriana no pulmão foi avaliada em 28, 40 e 60 dias de infecção (3 animais por ponto) através 
do ensaio de CFU. Experimentos foram repetidos 3 vezes.  A carga bacteriana foi quantificada 
em Log10 do número de CFUs/g de pulmão. Os valores foram reportados como média ± desvio 
padrão, e os grupos diferentes foram considerados significantes de acordo com p< 0,001 (***), 
p< 0,01 (**) e p< 0,05 (*), comparando os grupos infectados com a cepa de referência ATCC 
12478 e com p< 0,001 (###) para mostrar a diferença de crescimento da cepa 4404 em diferentes 
dia de infecção. 
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 Na Figura 16A, podemos observar que os pulmões dos animais 

infectados aumentaram consideravelmente de tamanho se comparado ao 

pulmão do grupo controle (não infectado). Macroscopicamente, os pulmões dos 

animais infectados apresentaram grandes lesões inflamatórias, onde pode-se 

observar a presença de nódulos difusos com coloração esbranquiçada de 

diferentes tamanhos, característicos de granulomas. A cepa 8835, de maior 

virulência, causou maior dano no pulmão devido ao grande infiltrado celular 

gerado, o que fez com que o seu tamanho ficasse maior do que os outros 

pulmões infectados com outras cepas. 

 Esse resultado associa-se com o aumento do peso e da massa relativa 

pulmonar observado no dia 28 de infecção, que foi 3,3 vezes maior que nos 

animais controles (Figuras 16B e C). No quadragésimo dia de infecção, o peso 

e a massa relativa pulmonar dos animais infectados tiveram um leve aumento 

(Figuras 16 B e C). Já no sexagésimo dia de infecção, o peso e a massa relativa 

dos pulmões dos animais infectados pelas cepas 12478 e 4404 não teve muita 

variação, indicando o estado crônico da doença (Figuras 16 B e C).  

 Somente os animais infectados pelas cepas ATCC 12478 e 4404 

conseguiram sobreviver até o sexagésimo dia de infeção, já os animais 

infectados com a cepa 8835 tiveram que ser sacrificados com quarenta dias de 

infecção devido à fragilidade dos animais.  

 Ao compararmos a cepa 8835, que é a mais virulenta, com o controle 

(animais não infectados) e a cepa de referência ATCC 12478, podemos observar 

que além desta induzir macroscopicamente maior lesão pulmonar que as demais 

cepas, o peso e a massa relativa pulmonar nos animais infectados por esta cepa 

foi significativamente maior que a do grupo controle e da cepa de referência (p< 

0,001). 
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Figura 16 – Patologia pulmonar induzida em pulmões de camundongos C57BL/6 
infectados por M. kansasii. Camundongos C57BL/6 foram infectados intratraquealmente na 
dose 5.104 CFU/animal. Dois animais de cada grupo foram abertos em 28, 40 e 60 dias para 
análise da patologia. A macropatologia pulmonar foi avaliada qualitativamente através da 
imagem do lóbulo direito pulmonar fotografado em um animal representativo de cada grupo 
experimental (A) e pelo peso pulmonar aferido em balança de precisão expresso em gramas 
(C). A massa relativa pulmonar foi determinada através da razão entre a média do peso 
pulmonar dos animais de cada grupo pela média do peso pulmonar dos animais controles (B). 
Os valores foram calculados e depois reportados como média ± desvio padrão, e os grupos 
diferentes foram considerados significantes de acordo com p< 0,001 (***) para o grupo controle 
(CTL) e com p< 0,001 (###) e p< 0,05 (#) para a comparação com a cepa padrão ATCC 12478. 
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 Além de analisar a patologia induzida no pulmão de camundongos 

C57Bl/6 infectados com as cepas de M. kansasii verificando a lesão causada nos 

pulmões, formação de granuloma e infiltrado celular, também foi analisada a 

morbidade dos animais através da cinética do peso corporal dos animais 

infectados (Figura 17). 

 Ao analisarmos o percentual do peso corporal de animais infectados 

em relação ao seu peso corporal inicial podemos perceber que não houve 

diferença significativa de peso doa animais infectados com as cepa 12478 e 

4404. 

 Os animais infectados com as cepas 12478 e 4404 mantiveram o seu 

peso durante os 60 dias de infecção. Além disso, os animais infectados com 

essas duas cepas não vieram a óbito, sendo que ao sexágesimo dia de infecção, 

os camundongos estavam com suas funções motoras e comportamentais 

normais. 

 Já os camundongos infectados com a cepa 8835, tiveram perda de 

peso significativamente maior que os demais. Ao quadragésimo dia de infecção, 

os camundongos infectados por essa cepa perderam um terço de seu peso. 

Além disso, mudança comportamental. Devido ao quadro clínico e patológico 

induzido pela cepa 8835, os animais não conseguiram sobreviver até o 

sexagésimo dia de infecção, tendo que ser sacrificados no quadragésimo dia de 

infecção, o que evidenciou uma maior virulência dessa cepa. 
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5.8.     Avaliação da histopatologia do pulmão de animais infectados com 

cepas de Mkan 

 

 Para avaliar a histopatologia induzida por cepas de M. kansasii nos 

pulmões dos animais infectados, foram realizadas sessões dos pulmões que 

foram coradas por hematoxilina-eosina (HE) e Ziehl-Nielsen (ZN). O grupo 

controle foi constituído por animais não infectados. 

      A cepa 8835, comparada com as demais cepas utilizadas, foi a que mais 

induziu patologia. Os pulmões dos animais infectados com a cepa 8835 

apresentaram formação de infiltrado celular granulomatoso difuso, que tomava 

maior parte do parênquima pulmonar já no vigésimo oitavo dia de infecção, 

aumentando ainda mais no dia 40, o que pode ser observado nas imagens 

obtidas utilizando objetiva 2.5x (Figura 18). O infiltrado foi composto 

principalmente por macrófagos e linfócitos, sendo que os compactos 

conglomerados dos linfócitos foram vistos ao redor dos vasos e bronquíolos. As 

vias aéreas destes animais foram parcialmente obstruídas pelo exsudato seroso 

ou celular (Figura 18).  Após 40 dias da infecção, os animais do grupo infectado 
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Figura 17 -  Morbidade de camundongos C57BL/6 inoculados com cepas de M. kansasii. 
Camundongos C57BL/6 foram infectados intratraquealmente na dose 5.104 CFU/animal. Os 
animais infectados foram pesados em balança de precisão em diferentes semanas de infecção 
(1°, 2°, 3°, 4°, 5°, 6°,7° e 8° semanas) para verificar a cinética da alteração do peso corporal de 
camundongos após a infecção, sendo que a perda de peso foi usada como um indicador de 
morbidade. Os dados foram apresentados como a percentagem do peso corporal inicial de cada 
animal antes da infecção. Os valores foram reportados como média ± desvio padrão, e os grupos 
diferentes foram considerados significantes de acordo com p< 0,001 (***), p< 0,01 (**) e p< 0,05 
(*). 
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com cepa 8835 apresentaram características de estado moribundo e foram 

eutanasiados.  Já as cepas 12478 e 4404 induziram formação dos granulomas 

compostos por macrófagos e linfócitos, que foram observados ao redor dos 

vasos e bronquíolos (Figura 18). Em todos os dias de observação, os animais 

infectados pela cepa 12478 apresentaram um número de granulomas 

aparentemente maior que nos animais infectados pela cepa 4404, e o tamanho 

dos granulomas cresceu no período entre dias 28 e 60. No dia 60 de infecção, 

foi observado aumento das áreas compostas pelos macrófagos espumosos, 

como resultado do acúmulo dos lipídeos nos vacúolos dessas células (Figura 18 

e Figura 19). Foram observadas também as células gigantes (macrófagos 

multinucleares) e os granulomas secundários, compactos e bem definidos, 

compostos por linfócitos (Figura 19).  
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Figura 18 -  Histopatologia do pulmão de camundongos C57BL/6 infectados por M. 
kansasii. O tecido do lóbulo superior do pulmão esquerdo de camundongos foi processado para 
análises histológicas em 28, 40 e 60 dias de infecção. O grupo controle foi formado por 
camundongos não infectados. As lâminas foram coradas com HE) e as imagens foram obtidas 
através do microscópio Axioplan (Zeiss) por meio do câmara fotográfica e programa Axion 
Vision, utilizando as objetivas de 2,5x e 10x (as barras de escala correspondem à 500 µm e 200 
µm, respectivamente). 
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Para visualisar as micobactérias, as lâminas foram coradas pelo método 

de Ziehl-Nielsen (Figura 20). Os bacilos álcool-ácidos resistentes (BAAR) foram 

corados na cor vermelha. Nos pulmões dos animais infectados pela cepa 8835, 

o número de BAAR foi maior em comparação com demais cepas. As bactérias 

foram localizadas em macrófagos (Figura 20, setas amarelas). Alguns 

bronquíolos foram obstruídos pelo infiltrado celular com BAAR intracelulares.  
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Figura 19 -  Histopatologia do pulmão de camundongos C57BL/6 no dia 60 após infecção por cepa 
padrão 12478. Os pulmões dos camundongos foram obtidos no dia 60 de infecção, processados para 
histologia, e as lâminas foram coradas pelo HE. As setas vermelhas (A e B) demonstram áreas dominadas 
pelos macrófagos espumosos. As cabeças de setas pretas apontam nos compactos granulomas compostos 
por linfócitos (A).  As setas pretas demonstram as células gigantes (B). As barras de escala correspondem 

à 200 m (A) e 100 m (B). 
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Figura 20 -  Bacilos álcool-ácidos resistentes (BAAR) no pulmão de camundongos C57BL/6 
infectados pelas cepas de M. kansasii. Os pulmões dos camundongos foram obtidos no dia 40 de 
infecção, processados para histologia, e as lâminas foram coradas pelo método de ZN. Os BAAR estão 
sinalizados pelas setas amarelas. Os bacilos estão localizados em macrófagos. Alguns bronquíolos 
estão obstruídos pelo infiltrado celular com BAAR intracelulares (imagem direita inferior). As imagens 
foram obtidas através do microscópio Axioplan (Zeiss), utilizando objetiva 20x (as barras de escala 

correspondem à 100 m.) 
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6. DISCUSSÃO 

 

O número de casos de doença pulmonar causada por MNTs vem 

aumentando consideravelmente em todo Brasil (DA COSTA et al., 2011). Em 

alguns estados, como no Estado do Rio de Janeiro, a espécie Mycobacterium 

kansasii está entre as causas mais comuns deste grupo de doenças (DE MELLO 

et al., 2013), o que ressalta a importância de estudo dos isolados clínicos dessa 

micobactéria e sua virulência, que é uma medida da capacidade da bactéria 

causar infecção e progressão da doença. 

Neste trabalho, nós caracterizamos a virulência de dez cepas de 

Mycobacterium kansasii disponibilizadas para estudo pelo Dr. Philip Suffys 

(Fiocruz, Rio de Janeiro). Nove dessas cepas foram isoladas de pacientes no 

Brasil com doença pulmonar não-tuberculosa e uma cepa, isolada em 1955 do 

paciente falecido (cepa M. kansasii 12478 Hauduroy, ATCC), foi utilizada como 

referência para comparação, pelo fato dela já ter sido genotipada e possuir 

alguns trabalhos sobre ela na literatura. 

As bactérias foram cultivadas no meio Middlebrook líquido (meio 7H9) e 

sólido (meio 7H10) e apresentaram características de crescimento típicas para 

Mkan. No meio sólido, as colônias de bactéria foram arredondadas, com a 

superfície rugosa, úmidas, e amareladas na presença de luz, comprovando ser 

fotocromógenas (POLLAK e BUHLER, 1955). Os bacilos apresentaram 

resistência a álcool e ácido durante a coloração pelo método de Ziehl-Nielsen, e 

sua morfologia foi típica para espécie Mkan, sendo que o comprimento do bacilo 

foi maior em comparação com Mtb. 

Inicialmente, foi comparada a capacidade de adaptação (fitness) do 

crescimento de cada cepa bacteriana em meio Middlebrook 7H9 completo, 

durante dez dias. Nossos resultados demonstraram que a metade das cepas 

apresentou o crescimento similar a cepa 12478. Três cepas foram capazes de 

crescer significativamente mais rápido que a cepa de referência e duas cepas 

(3657 e 4404) tiveram crescimento baixo. Como a fitness de bactéria está 

avaliada no meio de cultura, in vitro, essa característica, isoladamente, não 

permite avaliar a virulência, mas pode ser utilizada como um dado complementar 

para caracterizar a capacidade de adaptação da bactéria.  
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O teste de infecção in vitro, utilizando macrófagos, nos permite analisar o 

contato inicial do patógeno com a célula hospedeira, sendo este teste importante 

pois permite comparar grande quantidade das cepas devido da sua praticidade 

(MAULÉN, 2011). Neste trabalho, foi avaliado o crescimento intracelular de 10 

cepas diferentes. Os macrófagos RAW 264.7 foram infectados com baixa dose 

de infecção (MOI 1:1), permitindo avaliar melhor a capacidade da bactéria se 

reproduzir dentro de uma célula fagocítica em um ambiente hostil, sem alterar a 

viabilidade no macrófago (ZHANG et al., 1998). 

As cepas 1580, 8835, 8837, 8839 e 10953 mostraram maior capacidade 

da replicação intracelular quando comparadas à cepa padrão 12478. 

Comparando a capacidade de crescimento da população bacteriana em meio de 

cultura líquido com a capacidade de crescimento intracelular, podemos perceber 

que 3 cepas que apresentaram maior fitness (8837, 8839 e 10953) também 

foram capazes de crescer mais rápido em macrófagos.   

Entretanto, algumas cepas com a taxa de fitness intermediária, como as 

cepas 1580 e 8835, demonstraram maior capacidade de crescimento 

intracelular, similar às cepas 8837, 8839 e 10953. De acordo com dados 

anteriores, alta capacidade da micobactéria crescer em macrófagos pode 

surgerir um sinal de elevada virulência (KEANE et al., 2000).  

Outro fator que pode contribuir com a virulência da micobactéria é a sua 

capacidade de induzir a morte necrótica dos macrófagos infectados (ZHANG et 

al., 1998). 

O crescimento de Mkan em macrófagos murinos foi relacionado com a 

indução de morte por necrose ou apoptose. Já sabemos que bactérias mais 

virulentas são capazes de induzir mais necrose que bactérias avirulentas 

(KEANE et al., 2000). Foi demonstrado que cepas de Mkan com alta capacidade 

de crescimento intracelular em macrófagos induzem à morte dos mesmos por 

necrose (SOHN et al., 2010). 

Analisando a citotoxidade das cepas Mkan em culturas dos macrófagos 

infectados com dose elevada de bactéria (MOI 10:1 ou 50:1 bactéria/macrófago), 

percebemos que as cepas 8835, 8837, 8839 e 10953 foram mais citotóxicas, 

sendo que apresentaram maiores taxas de morte celular em dois testes 

utilizados para quantificar a morte necrótica dos macrófagos (teste de coloração 

pelo corante azul tripan e teste de liberação de lactato desidrogenase, LDH). 
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Importante, que essas cepas também apresentaram maiores taxas de 

crescimento em macrófagos, o que fortemente sugere a virulência elevada 

dessas micobactérias.    

Outro fator que pode contribuir para o aumento da virulência 

micobacteriana é a capacidade de bactéria alterar a resposta imune, seja ela 

inata e/ou adaptativa. A indução nos macrófagos da produção das citocinas pró-

inflamatórias, como as IL-1β e TNF-α, pode contribuir com a imunidade protetora 

contra micobactéria, sendo a produção da citocina IL-10 um fator de 

imunossupressão (MURPHY, 2014). A produção dessas citocinas pelos 

macrófagos foi verificada no nosso modelo de infecção das células RAW 264.7. 

A maioria das cepas de Mkan (cepas 1580, 4404, 7287, 8837, 8839 e 

12478) foi capaz de induzir elevados níveis de secreção da IL-1β, sendo que 

quatro cepas (3657, 7439, 8835 e 10953) não induziram a produção dessa 

citocina pelos macrófagos. A secreção da IL-1β depende do processamento da 

pro-citocina pelas caspases IL-1 ou IL-11, cuja ativação nos macrófagos 

infectados pelas cepas de M. kansasii depende da ativação do inflamassoma 

NLRP3/ASC (CHEN et al., 2012). Neste trabalho foi demonstrado que a ativação 

do inflamassoma por Mkan (foi utilizada cepa padrão 12478) é importante fator 

na proteção contra essa micobactéria. Os resultados obtidos em nossos 

experimentos, demonstram que algumas cepas de M. kansasii, diferentemente 

da cepa 12748, não induzem a produção da IL-1β pelos macrófagos, sugere-se 

que essas cepas não ativam o inflamassoma como estratégia de escapar contra 

a resposta protetora do hospedeiro. Entretanto, a confirmação dessa hipótese 

exige estudos adicionais.  

A secreção da TNF-α também foi dosada em sobrenadante de cultura de 

macrófagos infectados. Todas as cepas foram capazes de induzir a produção 

dessa citocina, sendo que 3 cepas (1580, 8835 e 10953) induziram 

significativamente mais citocina que a cepa 12478. Os níveis da TNF-α induzidos 

pelas cepas 8835 e 10953 (as mais virulentas de acordo com os testes in vitro) 

foram particularmente altos. A TNF-α é uma citocina pró-inflamatória importante 

para resposta imune contra micobactéria. Entretanto, altos níveis dessa citocina, 

e outras citocinas pró-inflamatórias no pulmão, podem contribuir com a 

exacerbação da inflamação e imunopatologia. Neste sentido, alta indução da 

TNF-α por algumas micobactérias pode contribuir para a progressão da doença, 
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sinalizando a virulência elevada. De acordo com esta hipótese, as cepas de M. 

kansasii que crescem mais rápido em macrófagos infectados induziram, maiores 

níveis de TNF-α e foram mais virulentas (SOHN et al., 2010). 

Interleucina-10 é uma citocina anti-inflamatória produzida por macrófagos 

e linfócitos que atua inibindo a expressão de citocinas pró-inflamatórias, assim 

como IL-1β e TNF-α. Bactérias podem induzir a produção dessa citocina como 

forma de diminuição da resposta imune do hospedeiro, evitando assim sua 

eliminação. Essa citocina também tem a capacidade de modular a resposta 

imune o que é importante para evitar imunopatologia (MURPHY, 2014).  

A dosagem da IL-10 no sobrenadante de cultura de macrófagos 

infectados por Mkan demonstrou que apenas as cepas 4404, 8837 e 8839 foram 

capazes de induzir a produção dessa citocina.  Para cepas mais virulentas e que 

induzem altos níveis da produção das citocinas pró-inflamatórias, como as cepas 

8837 e 8839, a capacidade de induzir IL-10 pode ajudar a equilibrar a inflamação, 

reduzindo o impacto na imunopatologia. Ao contrário, as cepas de alta virulência 

que induzem altos níveis da TNF-α (com as cepas 8835 e 10953), mas não 

induzem citocinas regulatórias, incluindo a IL-10, podem provocar maior 

imunopatologia. 

O NO é uma substância produzida pelos macrófagos, decorrentes da 

ativação dos mesmos pelas micobactérias (BODGAN, 2001). Cepas que 

induzem a produção de grandes concentrações de NO no sobrenadante da 

cultura de infecção tendem a ser mais virulentas que as cepas que não induzem 

produção de NO em macrófagos. As cepas 1580, 8835, 8839 e 10953 induziram 

elevados níveis de NO, que comparados aos resultados dos testes anteriores, 

indicam maior virulência dessas cepas. 

Análise de todos os nossos dados obtidos em testes in vitro permitiu 

discriminar as cepas de M. kansasii em 3 grupos, de acordo com sua virulência: 

grupo I, de alta virulência (cepas 8839, 10953, 8835 e 8837), destacando as 

cepas 8835 e 10953, que provavelmente podem ser mais competitivas in vivo; 

grupo II, de virulência intermediária (cepas 1580, 4404 e 7287); e grupo III, de 

baixa virulência (cepas 3657, 7439 e cepa padrão 12478). 

Para validar o ranking de virulência sugerido, nós selecionamos 3 cepas 

(uma cepa de cada grupo do ranking de virulência): a cepa 8835 (grupo I), cepa 

4404 (grupo II) e cepa padrão 12478 (grupo III). 
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Para podermos confirmar a taxa de virulência de cada uma das cepas, 

utilizamos um modelo de infecção intratraqueal dos camundongos C57BL/6 já 

estabelecido em nosso laboratório (Amaral et al., 2011; Ribeiro et al., 2014). Os 

animais foram infectados com alta dose de infecção (5 x 104), a fim de induzir 

um quadro patológico, podendo então ser analisados a morbidade e a 

mortalidade causada por essas cepas (SMITH, 2003). 

Ao analisarmos o peso dos camundongos, a macropatologia e 

histopatologia do pulmão, o número de bactérias (CFU) presentes nos pulmões 

dos animais infectados, além da mortalidade, a cepa 8835 apresentou o maior 

nível de virulência em todos os testes realizados.  Esta foi a única cepa que 

induziu a doença fatal, levando os animais ao estado moribundo já no dia 40 de 

infecção, quando foi realizada a eutanásia, para evitar o sofrimento animal. Essa 

cepa induziu a patologia extensa no pulmão através de infiltração difusa do 

parênquima pelos macrófagos e linfócitos (pneumonia granulomatosa), 

obstruindo parcialmente as vias respiratórias, o que pode ser a causa da morte.   

Em trabalhos anteriores, a patologia pulmonar similar, apesar de ser muito 

menos extensa, foi observada somente nos camundongos “knock-out” 

deficientes na expressão do gene de IL-1R. Infecção intranasal pela cepa de M. 

kansasii (5 x 104 bacilo/animal) induziu infiltrado celular no pulmão, constituído 

principalmente por células mononucleares (macrófagos em sua maioria e 

também linfócitos), o que gerou uma inflamação intersticial difusa, agravada pela 

pleurite, o que, entretanto, não alterou a sobrevivência dos animais no período 

de 8 semanas pós infecção  (WIELAND et al., 2006b). Aparentemente, a cepa 

usada no referido trabalho foi menos virulenta que a cepa 8835. 

Os animais infectados com a cepa de referência 12478 e cepa 4404 

apresentaram menor virulência em comparação com a cepa 8835. Esses 

animais não apresentaram perda de peso corporal, ou outros sinais de 

morbidade, durante os 60 dias de infecção.  Os pulmões apresentavam formação 

de granulomas, compostos por macrófagos e linfócitos, em volta dos vasos e 

bronquíolos, sem diferença óbvia no número dos granulomas. O pulmão 

aumentou de tamanho, houve também aumento da massa relativa pulmonar e 

do peso do pulmão nos animais de ambos os grupos. Entretanto, o peso médio 

de pulmão no grupo dos camundongos infectados pela cepa 12478 foi 
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significativamente maior em comparação com o grupo de cepa 4404 no dia 40 

de infecção. Outra diferença foi observada na curva de crescimento de bactérias 

no pulmão. Apesar do perfil similar do crescimento dessas cepas no pulmão 

durante os primeiros 40 dias, no dia 60, o número de micobactérias recuperadas 

do pulmão foi cerca de 2 log maior nos animais infectados pela cepa 12478, 

demonstrando resistência dessas bactérias frente à resposta imune do 

hospedeiro, ao contrário da cepa 4404 que apresentou a tendência de 

eliminação. 

Estes dados demonstram que a cepa 12478, que apresentou menor 

virulência em comparação com a cepa 4404 nos testes de infecção in vitro, foi 

mais competitiva in vivo, principalmente, na fase crônica da infecção, o que 

demonstra sua maior virulência.  

Os dados obtidos neste trabalho demonstram uma significativa diferença 

em virulência dos isolados clínicos obtidos dos pacientes com doença pulmonar 

no Brasil, o que já foi observado em trabalho semelhante de pesquisadores da 

Coréia do Sul (SOHN et al., 2010). Entretanto, nossos dados demonstram, pela 

primeira vez, um isolado clínico de M. kansasii que pode ser considerado 

hipervirulento, devido a sua capacidade de induzir uma doença pulmonar fatal, 

que provocou morte dos camundongos da linhagem C57BL/6, 

imunocompetentes e resistentes à infecção micobacteriana. Pelo menos mais 

um isolado de Mkan (cepa 10953), apresentou em testes in vitro, as propriedades 

associadas à virulência elevada similares a essas propriedades da cepa 8835, o 

que seria interessante confirmar em testes in vivo.   

A base genética que determina as diferenças em virulência das diferentes 

cepas de Mkan ainda não foi estabelecida. A colaboração estabelecida com 

pesquisadores do Instituto Oswaldo Cruz visa realização da genotipagem e 

sequenciamento do genoma das cepas utilizadas neste trabalho.  Estes dados 

devem aprofundar o nosso conhecimento sobre a relação entre genética do 

patógeno, suas características fenotípicas que determinam a virulência e 

patogenia da doença pulmonar causada por M. kansasii.  
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7. CONCLUSÕES 

 

 Os isolados clínicos de M. kansasii obtidos dos pacientes com doença 

pulmonar no Brasil apresentam grande variedade na sua virulência. 

 

  A maioria dos isolados clínicos apresentam maior grau de virulência 

em comparação com a cepa de M. kansasii padrão 12478 (ATCC) isolada do 

paciente em 1955.  

 

 Avaliação da capacidade micobacteriana de crescimento intracelular 

em macrófagos e da indução da morte necrótica dessas células em testes in 

vitro, permitiu estabelecer o grau de virulência das cepas de M. kansasii, que foi 

confirmado em testes in vivo de infecção intratraqueal dos camundongos 

C57BL/6. 

 

 A cepa 8835 apresentou a virulência elevada em testes in vitro e in vivo 

em comparação com demais cepas de M. kansasii testadas. Essa cepa pode ser 

considerada hipervirulenta, sendo capaz de induzir uma doença pulmonar fatal, 

associada a extensa pneumonia granulomatosa, que levou animais ao óbito 

após 40 dias de infecção.   
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