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ABREVIATURAS

Optou-se, na maioria dos casos, por manter as abreviaturas dos termos em lingua

Inglesa dado a maioria destas ter j4 uma expansdo que lhes permite serem facilmente

identificdveis.

ATP - ("adenosine triphosphate") trifosfato de adenosina

APC - ("antigen presenting cell") célula apresentadora de
antigénio

BMM@ - ("bone marrow-derived macrophages") macréfagos
derivados da medula 6ssea

CR - ("complement receptor") receptor do complemento

CSF - ("colony-stimulating factor") factor estimulador de col6nias

G-CSF - ("granulocyte colony-stimulating factor") factor

estimulador de col6énias granulociticas
GM-CSF - ("granulocyte-macophage colony-stimulating factor")
factor estimulador de colénias granulociticas-macrofégicas

GPL - ("glycopeptidolipid") glicopeptidolipido

IFN-y - ("interferon-gamma") interferdo-gama

Ig - imunoglobulina

1L - ("interleukin") interleucina

LAM - ("lipoarabinomannan") lipoarabinomanano

LPS - ("lipopolysaccharide") lipopolissacarideo

MAC - ("Mycobacterium avium complex") complexo
Mycobacterium avium

M-CSF - ("macrophage colony-stimulating factor") factor
estimulador de col6nias macrofdgicas

MDT - ("multidrug therapy") terapia com muiltiplas drogas

MHC - ("major histocompatibility complex") complexo maior de
histocompatibilidade

MIP - ("macrophage inflammatory protein") proteina

inflamatéria do macréfago
MPO - ("myeloperoxidase") mieloperoxidase



NADPH - ("nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-reduced")
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reduzido

NK - ("natural killer") [célula] matadora natural

Nramp - ("natural resistance associated membrane protein")
proteina de membrana associada a resisténcia natural

ONS - 6xido nitrico sintetase

PGE - ("prostaglandin") prostaglandina

PGL - ("phenolic glycolipid") glicolipido fendlico

PMA - ("phorbol myristate acetate") acetato miristico de forbol

Rg - ("rough") rugosa

RNI - ("reactive nitrogen intermediates") radicais de azoto

ROI - ("reactive oxygen intermediates") radicais de oxigénio

RPM@ - ("resident peritoneal macrophages") macréfagos residentes
peritoneais

SCID - ("severe combined immunodeficiency") imunodeficiéncia
severa combinada

SIDA - sindroma de imunodeficiéncia adquirida

SmOp - ("smooth opaque") lisa opaca

SmTr - ("smooth transparent") lisa transparente

SOD - ("superoxide dismutase") superéxido dismutase

TCR - ("T cell receptor") receptor da célula T

TGF-B - (" transforming growth factor-beta") factor de crescimento
transformador-beta

TNF-a - ("tumor necrosis factor-alpha") factor de necrose tumoral

alfa
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RESUMO

O Mycobacterium avium é uma micobactéria de importincia crescente nos nossos
dias, uma vez que tem-se vindo a verificar um aumento significativo do nimero de casos de
infecgdo por este agente microbiano, associado ao aumento do niimero de casos de SIDA. E,
assim, de importincia fundamental o conhecimento dos mecanismos microbianos e do
hospedeiro envolvidos na infecgdo, para que medidas eficazes para o combate a essa infecgao
possam ser desenvolvidas.

Sendo o M. avium um parasita intracelular, no organismo do hospedeiro € no interior
do macréfago que a bactéria vai proliferar ou vai ter o seu crescimento controlado. O
macréfago possui mecanismos que, ao serem despoletados, podem contribuir para que a
proliferagdo bacilar seja impedida. A viruléncia da micobactéria vai depender da sua
capacidade de sobreviver e multiplicar-se no ambiente hostil com que vai deparar no interior
dos macréfagos.

O principal objectivo do presente trabalho consistiu em analisar alguns aspectos da
interacgdo M. avium/macréfago, na tentativa de identificar mecanismos de viruléncia da
micobactéria e, também, mecanismos macrofdgicos relacionados com a resisténcia inata do
hospedeiro a esta infecgdo.

Primeiramente foram avaliadas as bases da resisténcia inata do ratinho, dividindo sete
estirpes murinas em dois grupos, com base na sua resisténcia a infecgéo por M. avium. As
quatro estirpes susceptiveis estudadas expressavam o alelo Bcgs, e as trés resistentes, o alelo
Bcg'. Confirmou-se que o gene Bcg € o principal determinante da resisténcia contra M.
avium na infec¢do murina, através do estudo da infecgéo em ratinhos congénicos BALB/c
(BcgS) e BALB/c.Bcg™ (C.D2). A presenga do segmento do cromossoma 1 contendo o gene
Bcg" tornou os ratinhos BALB/c resistentes a infecgdo. A capacidade inata dos ratinhos C.D2

para restringir o crescimento de M. avium demonstrou ser independente do TNF-o, uma vez



que a neutralizagio desta citocina néo afectou o crescimento bacteriano nestes ratinhos. Ndo
foram encontradas diferengas no nivel de resisténcia ndo-especifica contra Listeria entre
ratinhos Beg® e Bcg', nem de produgdo de nitritos entre macréfagos peritoneais de ratinhos
Bcg$ e Begt infectados por M. avium ; por outro lado a produgdo de per6xido de hidrogénio
por macréfagos peritoneais aos 30 dias de infecgdo intraperitoneal por M. avium foi superior
nos ratinhos Bcg$ comparativamente aos ratinhos Bcg’. Estas observagdes sugeriram a
existéncia de um defeito no macréfago Bcg$ que impediria o controlo da infecgéo por M.
avium, defeito que seria independente da produgdo de peréxido de hidrogénio (ou de radicais
de oxigénio), dos factores que controlam o crescimento de Listeria, e da produgdo de nitritos.

Uma vez que tem sido sugerido por vérios autores que a capacidade de indugéo pela
micobactéria infectante da produgdo de TNF-a. no macréfago poderd constituir um
importante factor de viruléncia, foram estudados dois morfotipos coloniais da estirpe M.
avium 2.151 (SmTr ¢ SmOp), que exibem marcadas diferengas de viruléncia, quanto &
capacidade de induzir a produgdo de TNF-a em ratinhos e culturas de macréfagos murinos
derivados da medula 6ssea. Tanto em ratinhos como em macréfagos isolados, o morfotipo
SmTr apresentou grande proliferagdo, enquanto que o morfotipo SmOp néo proliferou. /n
vitro, nenhuma das estirpes foi capaz de induzir TNF- e a neutralizagdo de TNF-o. ndo teve
qualquer efeito no crescimento de ambos 0s morfotipos. In vivo, o morfotipo SmTr foi capaz
de induzir melhor "priming" para a produgdo de TNF-a do que o morfotipo SmOp, € a
proliferagio daquele morfotipo aumentou apés neutralizagdo de TNF-t, passadas as duas
primeiras semanas de infecgdo em ratinhos BALB/c. Estes resultados sugerem que apés a
resposta imune desenvolvida na infecgdo pelo morfotipo SmTr, pode ter sido aumentada a
produgdo de TNF-q, e assim esta molécula ter desempenhado um papel na restrigdo do
crescimento desse morfotipo. Pode-se também concluir dos resultados que a néo viruléncia
da variante SmOp ndo se deve A capacidade desta variante estimular a secre¢do de TNF-a,

mas sim, provdvelmente, ao facto deste morfotipo ser susceptivel aos mecanismos anti-

microbianos expressos constitutivamente no macréfago, sem necessitarem de activagdo.




Foi também estudada a capacidade de indug@o de produgdo de TNF-a. e os efeitos da
sua neutralizagdo in vivo e in vitro na infecgdo por duas outras estirpes de M. avium
diferindo na viruléncia: as estirpes 25291 e 1983. A estirpe 1983, de baixa viruléncia,
induziu elevada produgio de TNF-a, enquanto que a estirpe 25291, de alta viruléncia,
induziu baixa produgdo desta molécula em macréfagos residentes peritoneais infectados in
vitro. A neutralizagio do TNF- in vitro permitiu que a estirpe 1983 proliferasse em niveis
semelhantes aos observados para a estirpe 25291. In vivo, em ratinhos BALB/c, a
neutralizagio de TNF-o. durante a infecgdo por 1983 impediu a eliminagdo bacteriana no
figado e a bacteriostase no bago, sugerindo a existéncia de uma actividade anti-micobacteriana
TNF-o.-dependente contra a estirpe 1983, nestes orgdos. A neutralizagdo do TNF-a em
ratinhos BALB/c infectados com a estirpe de alta viruléncia demonstrou apenas um efeito
tardio no seu crescimento, quando a estimulagdo do macréfago para a produgdo de TNF-a
por mediadores da resposta imune (como, por exemplo, IFN-Y) teria, com certeza, ocorrido.
Assim, destes resultados pode-se concluir que a baixa viruléncia da estirpe 1983 in vitro €
dependente da indugdo, pela micobactéria, da secregdo de TNF-a, e do efeito desta molécula
nos macréfagos residentes peritoneais; esse efeito pode ser autécrino ou pardcrino uma vez
que esta citocina pode actuar quer na célula que a produziu, quer nas células circundantes.
Nos ratinhos BALB/c, o controlo do crescimento de 1983 serd, pelo menos em parte,
dependente da presenga de TNF-a,, cuja produgdo poderd ser induzida pela prépria bactéria,
de maneira andloga ao observado in vitro.

De seguida, interessou-nos estudar que mecanismo(s) anti-microbiano(s) do
macréfago estaria(m) envolvido(s) na bacteriostase da estirpe 1983, dependente do TNF-a.
O TNF-a induzido pela estirpe 1983 nos macréfagos estimulou a produgdo de superéxido de
modo autécrino/pardcrino. Por outro lado, a estirpe 25291, fraca indutora da sintese de TNF-
o pelos macréfagos, induziu baixos niveis de secregao de superéxido. A adigdo de catalase

aos macréfagos infectados com M. avium 1983 mostrou que esta estirpe € susceptivel ao

peréxido de hidrogénio produzido pelo fagocito. Pode-se, assim, concluir destes resultados



que a estirpe 1983, de baixa viruléncia, induziu a produgdo de TNF-o nos macréfagos, o
qual actuou como um forte estimulador para a produgdo de radicais de oxigénio por estas
células. Esta estirpe demonstrou ser susceptivel a ac¢do do peréxido de hidrogénio produzido
por aqueles fagocitos, sendo assim explicada a restri¢gdo do seu crescimento.

Em resumo, mostrdmos que o gene Bcg desempenha um papel fundamental na
resisténcia 3 infecgdo por M. avium no ratinho, confirmando resultados referidos na
literatura. Esse papel demonstrou ser independente da presenga de TNF-a e dependente de
uma fungdo macrofdgica. Enquanto que a diferenga da viruléncia entre os morfotipos SmTr e
SmOp da estirpe 2.151 parece depender do facto do morfotipo SmOp ser susceptivel aos
mecanismos anti-micobacterianos expressos constitutivamente no macréfago, a diferenga de
viruléncia entre duas outras estirpes de M. avium (as estirpes 25291 e 1983, ambas SmTr), €
dependente da capacidade de indugdo da produgdo de TNF-a nos macréfagos, o qual vai
actuar autécrina ou paracrinamente, tornando o macréfago mais activado nos seus

mecanismos anti-micobacterianos.



SUMMARY

Mpycobacterium avium is an intracellular pathogen of emerging importance in human
disease, generaly associated with AIDS cases. It is of fundamental importance to increase our
knowledge of microbial and host mechanisms involved in this infection, so that efficient
ways to attack it can be developed.

As an intracellular pathogen, M. avium, when it enters a host, resides mainly inside
the macrophage, which will permit or restrain bacterial growth. As the macrophage is
equipped with antimicrobial mechanisms, mycobacterial virulence will depend on its capacity
to survive and multiply in the hostile environment which will be found inside macrophages.

The main purpose of the present work was to study several aspects of M. avium
/macrophage interaction in an attempt to identify virulence mechanisms of the pathogen as
well as macrophage mechanisms responsible for the innate resistance of the host to this
infection.

First, we evaluated the basis of mice innate resistance, using mice that could be
separated into two groups, based on their resistance to M. avium infection. The four
susceptible strains studied expressed the Bcgs allele, and the three resistant strains expressed
the Bcg” allele. Data obtained aftcrlthc infection of the congenic strains BALB/c (BcgS) and
BALB/c.Bcg" (C.D2) confirmed that the Bcg gene is the main determinant of resistance
against M. avium mouse infection. The presence of chromosome 1 segment containing the
allele Bcg™ conferred resistance to the susceptible BALB/c mice. The innate ability of C.D2
mice to restrain M. avium growth was shown to be independent of TNF-a., according to
data obtained in cytokine neutralization experiments. We found no differences in non-specific
Listeria resistance or nitrite production between Bcg® and Bcg" M. avium-infected mice; on
the other hand, hydrogen peroxide production by peritoneal macrophages at day 30 of
intraperitoneal infection was higher in Bcgs mice as compared to Bcg" mice. These

observations suggested the existence of a defect in the Bcg$ macrophage, different from



oxygen radical or nitrite production, and not involved in the control of Listeria growth,
rendering that macrophage susceptible to M. avium infection.

It has been suggested that the induction of TNF-a production in the macrophage by
the infecting mycobacteria is an important bacterial virulence factor. We then tested two
colonial morphotypes of M. avium 2.151 (SmTr and SmOp), exhibiting marked differences
in virulence, in their capacity to induce TNF-a production in mice and in mouse bone
marrow-derived macrophages. The SmTr morphotype proliferated to a great extent both in
mice and in cultured macrophages; on the contrary, the SmOp variant was not able to
proliferate. None of the morphotypes tested induced TNF-a. production in vitro, and
neutralization of this cytokine had no effect on the growth of both morphotypes. However,
the SmTr variant was a better in vivo priming agent for TNF-a production than the SmOp
and neutralization of this cytokine caused an increase in proliferation of the SmTr
morphotype after the first two weeks of infection in BALB/c mice. These results suggest that
the immune response developed by mice infected with the SmTr morphotype probably led to
increased TNF-o production, which in turn could play a role in controlling to some extent the
growth of this morphotype. We can also conclude from these results that the basis of the lack
of virulence of the SmOp variant does not relate to the induction of TNF-o production but
may rather depend on the innaté susceptibility of this morphotype to antimicrobial
mechanisms of the macrophage expressed constitutively with no need for activation by
cytokines.

We also studied two other M. avium strains differing in virulence for mice (strains
25291 and 1983) in their capacity of inducing TNF-o. production and the effects of TNF-a
neutralization in in vivo and in vitro infection by these strains. M. avium 1983, a low
virulence strain, induced high levels of TNF-a and strain 25291, a highly virulent strain,
induced production of low levels of this cytokine by resident peritoneal macrophages infected
in vitro. In vitro neutralization of TNF-a enhanced the growth of strain 1983 to an extent

similar to that of strain 25291, but had no effect on the growth of the latter strain. /n vivo,




TNF-o neutralization in BALB/c mice infected with M. avium 1983 abrogated bacterial
clearance in the liver and bacteriostasis in the spleen, suggesting the existence of a TNF-a-
dependent antimycobacterial activity against strain 1983 in those organs. Neutralization of
TNF-o. in BALB/c mice infected with the highly virulent strain showed minor effects on its
growth, effects which were observed later in infection, when macrophage priming for TNF-
o secretion is expected to have occurred. These data suggest that the low virulence of 1983
strain observed in vitro is dependent on the induction, by the mycobacteria, of TNF-a
secretion and on the effect of this molecule on resident peritoneal macrophages; such an effect
could be autocrine or paracrine, because TNF- can activate both the producer cell and the
cells around it. In BALB/c mice the growth of 1983 strain is, at least partly, dependent on the
presence of TNF-a; the production of this cytokine can be induced by strain 1983, as
observed in vitro.

Next, we were interested in studying the macrophage antimicrobial mechanism(s)
involved in the TNF-o. dependent bacteriostasis of strain 1983. TNF-a induced by strain
1983 in macrophages autocrinaly/paracrinaly stimulated the production of superoxide by
these cells. On the other hand, strain 25291, a weak inducer of TNF-a secretion by the
macrophages, induced low levels of superoxide secretion. Catalase addition to the
macrophages infected with M. avium 1983 revealed this strain to be susceptible to the
hydrogen peroxide produced by the phagocyte. These results suggest that M. avium 1983,
a low virulence strain, induced TNF-a production in the macrophages, which acted by
stimulating reactive oxygen radical production by these cells. This strain was susceptible to
the hydrogen peroxide produced by those phagocytes, and thus its growth was restricted.

In summary, we showed that the Bcg gene plays an important role in the resistance
of mice to M. avium infection, confirming previous results. This role is independent of
TNF-a and dependent on a macrophage function. The difference in virulence observed

between SmTr and SmOp morphotypes of M. avium 2.151 seems to depend on the fact that

SmOp variant is susceptible to the anti-mycobacterial mechanisms constitutively expressed by




the macrophage; on the other hand, the difference in virulence observed between two other
M. avium strains (25291 and 1983 strains), both from SmTr colonial morphotype, is
dependent on the capacity of induction of TNF-a secretion by macrophages, which will play

a role in activating the anti-mycobacterial mechanisms of these cells



RESUME

Le Mycobacterium avium est une mycobactérie d'importance croissante A nos jours,
car une augmentation significative du nombre de cas d'infection par cet agent microbien se
trouve associée a l'augmentation du nombre de cas de SIDA. C'est pourquoi la connaissance
des mécanismes microbiens et du hote impliqués dans l'infection, est d'importance
fondamentale pour le développement de mesures efficaces de lutte contre I'infection.

Vu que M. avium est un parasite intracellulaire, dans l'organisme du hdte, c'est a
l'interieur du macrophage que la bactérie va proliférer ou avoir sa croissance contrdlée. Le
macrophage posséde des mécanismes qui, une fois activés, peuvent contribuer a
I'empéchement de la prolifération bacillaire. La virulence de la mycobactérie dépend de sa
capacité de survivre et de se multiplier dans un milieu hostile, comme celui des macrophages.

L'objectif principal de ce travail a été 1'analyse de quelques aspects de l'interaction M.
avium/macrophage qui permettraient de comprendre les mécanismes de virulence de la
mycobactérie et de la résistance inné liée aux macrophages du hote.

Premigrement on a évalué les mecanismes de résistance innée de souris, en
répartissant sept lignées murines en deux groupes, en fonction de leur résistance a l'infection
par M. avium. Les quatres lignées éusceptibles étudiées exprimaient 1'allele Bcgs et les trois
résistantes, 1'allele Bcg™. On a confirmé A partir de 1'étude de l'infection des souris
congénéres BALB/c (BcgS) et BALB/c.Bcg' (C.D2), que le géne Bcg est le géne le plus
important dans la détermination de la résistance contre M. avium a l'infection murine. A
cause de la présence du segment du chromosome 1, qui contient le géne Bcg', les souris ont
développer une résistance a l'infection. La capacité innée des souris C.D2 de restreindre la
croissance de M. avium s'est révélée indépendante du TNF-a., vu que la neutralization de
cette cytokine n'a pas affecté la croissance bactérienne dans ces souris. On n'a trouvé ni de
différences au niveau de la résistance non spécifique contre Listeria entre les souris Bcgs et

Bcg”, ni de production de nitrite entre macrophages péritonéaux des souris Bcgs et Beg®
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infectés de M. avium; par contre, la production de peroxyde d'hydrogéne par des
macrophages péritonéaux aprés 30 jours d'infection intrapéritoneale par M. avium a été
supérieure dans les souris Bcgs en comparaison avec les souris Bcg". Ces observations ont
suggeré l'existence d'un défaut dans le macrophage BcgS qui empécherait le controle de
l'infection par M. avium. Ce defaut serait indépendant de la production du peroxyde
d'hydrogeéne (ou des radicaux d'oxygene), des facteurs qui contrdlent la croissance de
Listeria et de la production de nitrites.

Certains auteurs ont suggéré que la production du TNF-a. par les macrophages en
réponse 2 l'infection par la mycobactérie pourrait constituer un facteur important de virulence.
On a alors étudié deux morphotypes coloniaux de la lignée M. avium 2.151 (SmTr et
SmOp), qui montrent des différences notoires de virulence, dans la capacité d'induire la
production de TNF-a. dans des souris et cultures de macrophages murins derivés de la moelle
osseuse. Dans les deux cas, le morphotype SmTr a presenté une grande prolifération, alors
que le morphotype SmOp n'a pas proliféré. In vitro, aucune des lignées n'a €t€ capable
d'induire le TNF-o et la neutralization de TNF-o n'a eu aucun effet sur la croissance des
deux morphotypes. In vivo, le morphotype SmTr a été capable d'induire un meilleur
"priming" dans la production de TNF-a que le morphotype SmOp et la prolifération de ce
morphotype-1a a augmenté aprés la neutralisation de TNF-o, deux semaines aprés l'infection
des souris BALB/c. Les résultats suggerent qu'aprés la réponse immune développée suite a
l'infection par le morphotype SmTr, la production de TNF-o aurait augmenté et cette
augmentation aurait limité la croissance de ce morphotype. On peut aussi conclure & partir des
résultats, que la non virulence de la variante SmOp n'est pas due 2 la capacité de cette variante
a stimuler la sécrétion de TNF-a mais, probablement, au fait de la susceptibilité de ce
morphotype aux mécanismes anti-microbiens d'expression constitutive dans le macrophage.

On a aussi étudié la capacité d'induction de la production de TNF-a et les effets de sa
neutralisation in vivo et in vitro dans l'infection par deux autres lignées de M. avium

différentes en ce qui concerne la virulence: les lignées 25291 et 1983. La lignée 1983, de
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basse virulence, a induit une production élevée de TNF-c, pendant que la lignée 25291, de
haute virulence, a induit une basse production de cette molécule par les macrophages
péritoneaux résidents infectés in vitro. La neutralisation du TNF-o in vitro a permis la
prolifération de la lignée 1983 a des niveaux semblables a ceux qui ont €té observés dans la
lignée 25291. In vivo, dans des souris BALB/c, la neutralisation de TNF-a. pendant
l'infection par la lignée 1983 a empéché 1'élimination bactérienne dans le foie et la
bactériostase dans la rate, suggérant l'existence d'une activité anti-mycobactérienne TNF-o-
dépendante contre la lignée 1983, dans ces organes. La neutralisation du TNF-a dans des
souris infectés par la lignée de haute virulence a seulement démontré un effet tardif sur sa
croissance, au moment ol la stimulation du macrophage a produire le TNF-a par les
médiateurs de la réponse immune (comme, par exemple, IFN-7) aurait, certainement, eu lieu.
Ainsi, 2 partir de ces résultats on peut conclure que la faible virulence de la lignée 1983 in
vitro est dépendante de l'induction, par la mycobactérie, de la sécrétion par le macrophage du
TNF-q, et de l'effet de cette molécule dans les macrophages péritoneaux résident; cet effet
pourrait &tre autocrine ou paracrine, une fois que cette molécule peut agir soit dans la cellule
qui I'a produite, soit dans les cellules circonvenantes. Dans les souris BALB/c, le contrble de
la croissance de la lignée 1983 serait, au moins partiellement, dépendant de la présence de
TNEF-0,, dont la production pourrait étre induite par la bactérie elle méme, de fagon analogue a
ce qu'on observe in vitro.

Ensuite, on a voulu étudier le ou les mécanisme(s) anti-microbien(s) du macrophage
qui seraient impliqués dans la bactériostase de la lignée 1983, dépendante du TNF-o.. Le
TNF-a. induit par la lignée 1983 dans les macrophages a stimulé la production de superoxyde
de fagon autocrine/paracrine. Par contre, la lignée 25291, faible inductrice de la synthése de
TNF-o. par les macrophages, a induit un niveau bas de sécrétion de superoxyde. L'addition
de catalase aux macrophages infectés par M. avium 1983 a montré que cette lignée est
sensible au peroxyde d'hydrogeéne produit par le phagocyte. On peut, ainsi, conclure, & partir

de ces résultats, que la lignée 1983, de basse virulence, a induit la production de TNF-a par
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les macrophages, lequel a agit comme un stimulateur puissant de la production de radicaux
d'oxygene par ces cellules. Cette lignée a demontré sa susceptibilité a I'action du peroxyde
d'hydrogéne produit par les phagocytes, et la restriction de sa croissance est ainsi expliquée.
En résumé, on a montré que le géne Bcg joue un role fondamental dans la résistance
a l'infection par M. avium chez la souris, confirmant des résultats cités dans la littérature. Ce
role est indépendant de la présence du TNF- et dépendant de la fonction macrophagique.
Alors que la différence de la virulence entre les morphotypes SmTr et SmOp de la lignée
2.151 semble dépendre de la susceptibilité du morphotype SmOp aux mécanismes anti-
mycobacteriénnes d'expression constitutive dans le macrophage, la différence de virulence
entre deux autres lignées de M. avium (les lignées 25291 et 1983, les deux SmTr), est
dépendante de la capacité d'induction de la production de TNF-o par les macrophages, lequel
va agir par voie autocrine ou paracrine, rendant le macrophage encore plus activé dans ses

méchanismes anti-mycobacteriénnes.
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INTRODUCAO
1. Epidemiologi tologia d icol ,

1.1. Género Mycobacterium

O género Mycobacterium € constituido por mais de 50 espécies, incluindo as
causadoras das micobacterioses mais comuns no homem: Mycobacterium tuberculosis,
agente da tuberculose e M. leprae, agente da lepra. Embora estas duas espécies sejam
parasitas intracelulares obrigatérios, e sobrevivam apenas no interior das células do
hospedeiro, a maioria das micobactérias vivem livremente no ambiente, particularmente em
locais himidos como péntanos, estudrios, rios e canalizagdes de dgua. Algumas destas
espécies ambientais podem também causar doenga nos animais e no homem (Grange e Yates,
1986; Collins, 1988; Wolinsky, 1992).

Sob o ponto de vista clinico, as micobactérias dividem-se em trés grupos (Grange e

Yates, 1986):

A. Espécies ambientais sapréfitas (nunca, ou raramente, causam doenga).

Das micobactérias inclufdas neste grupo podemos referir: M. smegmatis, M. gastri, M.
flavescens, complexo M. terrae (compreende as espécies M. terrae, M. nonchromogenicum
e M. triviale, encontrando-se no solo (Wayne, 1985)) e M. gordonae (que se encontra em
abundéncia no ambiente (Wolinsky, 1992; Good, 1985). Estdo, no entanto, descritos alguns
casos de infecgio provocados por micobactérias deste grupo (Wolinsky, 1979; Wayne, 1985;
Collins, 1988).
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B. Espécies ambientais causadoras de doenga (micobactérias ditas "atfpicas”.

Enquanto que M. kansasii e M. ulcerans podem causar doenga em adultos normais, a
maioria das outras micobactérias incluidas neste grupo induz infecgdo sistémica apenas

quando existem condigdes no hospedeiro que predispdem a infecgdo):

- M. marinum, M. ulcerans, M. haemophilum, causam doengas da pele.

- M. avium, M. intracellulare, M. scrofulaceum, M. kansasii, M. xenopi, M. simiae,
M. asiaticum, M. shimoidei, M. malmoense, M. szulgai, M. simiae, M. chelonei e M.
fortuitum, provocam lesdes semelhantes a tuberculose (Grange e Yates, 1986; Wolinsky,
1992; Wayne, 1985).

Na maioria dos casos existe um factor no hospedeiro que predispde a infecgdo
pulmonar, embora mais raramente também sejam infectados individuos aparentemente saos.
Estas micobactérias podem também causar doenga ndo pulmonar, semelhante & provocada
por M. tuberculosis, tal como lesdes nos ossos, tracto urindrio, sistema nervoso central,
ginglios linf4ticos, pele, e em muitos outros sistemas e orgdos (Grange e Yates, 1986;

Wolinsky, 1992).

As micobactérias atipicas sdo, por vezes responsdveis pelo aparecimento de doenga
disseminada, com bacilos colonizando quase todo o organismo. Neste caso, a resposta imune
protectora a infecgdo é prdticamente nula. A infecgdo disseminada ocorre geralmente
associada a uma situagdo de imunodeficiéncia congénita ou adquirida, como a resultante da
terapéutica imunossupressora apés transplante, € como a existente nos doentes com sindroma
de imunodeficiéncia adquirida (SIDA). M. avium, M. intracellulare, M. chelonei,e M.
kansasii sio as espécies causadoras da maioria dos casos de infecgdo disseminada (Grange e

Yates, 1986; Wolinsky, 1992).
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C. Agentes da tuberculose (incluindo M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum), € da

lepra (M. leprae).

Os agentes da tuberculose no homem, causam uma doenga muito grave. O orgdo mais
vulgarmente afectado € o pulmdo, embora possa também afectar qualquer outra parte do
corpo. O contdgio ocorre quase exclusivamente pelo ar respirado: a inalagdo de goticulas
emitidas pela tosse de doentes pode conduzir & infecgdo por M. tuberculosis. A amplitude do
"reservatério” (populagdo infectada) é bastante varidvel em diferentes zonas do mundo: de
cerca de 7% nos Estados Unidos até a quase totalidade da populagdo adulta em alguns paises
da Asia, Africa e América do Sul (Chaparas, 1982). A tuberculose é, ainda, uma das
infecgdes sérias mais comuns, sendo a mais comum, da humanidade, com 8 milhges de
novos casos e 3 milhdes de mortes por ano, segundo relatérios da Organizagdo Mundial de
Saide (OMS). Cerca de um tergo da populagdo mundial, ou seja, 1-2 bilides, poderd estar
infectada com o bacilo, existindo cerca de 60 milhdes de doentes com tuberculose em todo o
mundo (Collins, 1993; Kaufmann et al, 1992; Snider, 1989).

A tuberculose pulmonar foi a principal causa de morte na Europa e Estados Unidos
durante séculos. Com a descoberta da estreptomicina em 1944 e da isoniazida em 1952, a
tuberculose tornou-se uma doenga clurével. A introdugio da rifampicina no final da década de
60, tornou os regimes de tratamento mais potentes € bem tolerados e aumentou a esperanga
de que a tuberculose fosse completamente eliminada num futuro préximo (Peloquin e
Berning, 1994). No entanto, nos Estados Unidos, a partir de 1985 a incidéncia de casos de
tuberculose tem vindo a aumentar (Rom e Zhang, 1993; Collins,1993; Pitchenik e Fertel,
1992), além de terem vindo a aparecer estirpes multi-resistentes aos quimioterdpicos. O
aumento na incidéncia da tuberculose tem vindo a verificar-se devido a degradagdo das
condigdes de vida e, principalmente, devido ao aumento do nimero de casos de SIDA
(Peloguin e Berning, 1994; Neville et al, 1994; Rom e Zhang, 1993; Pitchenik e Fertel,
1992; Ehlers et al, 1994).
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A tuberculose em Portugal tem vindo a decrescer lentamente desde 1958. No nosso
pafs a tuberculose é a doenga micobacteriana mais comum entre os doentes com SIDA,
contrariando o que acontece em outros pafses desenvolvidos em que as micobactérias mais
comuns a infectar estes doentes sdo as do complexo M. avium (MAC). Isto acontece,
provévelmente, devido ao facto de Portugal ser uma zona endémica da tuberculose. Uma vez
que esta doenga tem ainda grande prevaléncia em Portugal, o aumento do niimero de casos de

SIDA vai, certamente, agravar a incidéncia da tuberculose no nosso pafs (Antunes, 1993).

A lepra é uma doenga ancestral, que nos nossos dias ainda afecta cerca de 15 milhdes
de individuos (Lagrange, 1987; de Vries et al, 1984). Esta doenga atinge uma importéncia
considerdvel nos paises em desenvolvimento da Asia, Africa e América Latina (Noordeen,
1991). Ultimamente tem vindo a ocorrer uma redugdo significativa do niimeros de casos de
lepra, o que em parte se deve 4 implementagdo da terapia com miiltiplas drogas (MDT), ao
cumprimento dos regimes de tratamento por parte dos doentes e & melhoria das condigdes de
vida (Yoder, 1993; Nordeen, 1991).

Aparentemente, a maioria dos individuos expostos ou infectados com M. leprae €
capaz de montar uma resposta imune eficaz, ndo chegando a desenvolver doenga. No
entanto, uma minoria apresenta, ac facto, sintomas clinicos os quais mostram grande
variabilidade de individuo para individuo. Dependendo dos individuos, a expressdo da
doenga pode variar entre dois polos (Ridley e Jopling, 1966). O polo lepromatoso €
caracterizado por doenga crénica, onde as lesdes se encontram normalmente espalhadas por
todo o corpo. Ocorre elevada produgdo de anticorpos especificos, e hd auséncia total de
resposta imune celular especifica, in vitro e in vivo. O polo tuberculéide € caracterizado por
uma forma limitada da doenga e pela ocorréncia de uma vigorosa resposta celular. Nas
lesdes, restritamente localizadas, formam-se granulomas epiteliGides, onde a resposta celular
¢ intensa encontrando-se raros bacilos. Tanto no polo lepromatoso como no polo

tuberculoide ocorrem lesdes nos nervos, contribuindo para as deformidades encontradas em
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cerca de 30% dos doentes. Existem também formas intermédias da doenga, chamadas
"borderline", que podem evoluir para o polo tuberculéide ("borderline” tubercul6ide) ou
lepromatoso ("borderline" lepromatoso) (Ridley e Jopling, 1966; de Vries et al, 1984; Bloom
e Mehra, 1984; Lagrange, 1987; Kaplan e Cohn, 1991). Hoje em dia pensa-se que a maior
ou menor susceptibilidade individual 2 lepra, além de depender de factores ambientais, €
controlada genéticamente (de Vries et al, 1984; Lagrange, 1987).

A lepra e a SIDA nio parecem estar associadas nos pafses que néo constituem zonas
endémicas da lepra (Yoder, 1993). No entanto, nos pafses em que ambas as infecgdes sdo
endémicas podem ocorrer associadas. Nestes pafses, o colapso no sistema imunitdrio

observado na SIDA conduz ficilmente ao polo lepromatoso (Kennedy et al, 1990).
1.2. Mycobacterium avium

M. avium foi identificado em 1890 como o agente responsdvel por uma doenga nas
galinhas, de importantes consequéncias econémicas. Em 1967, foi dado o nome M.
intracellulare a um bacilo que tinha sido isolado alguns anos antes a partir de expectoragio de
doentes de um sanatério na Georgia, EUA (Battey State Hospital), tendo sido, nessa altura,
denominado "bacilo de Battey" (Wolinsky, 1979; Wolinsky, 1992). No passado havia
dificuldade em distinguir M. avium de M. intracellulare, excepto por seroaglutinagdo, sendo
comum referi-las como M. avium - intracellulare, ou MAI Nos dias de hoje, com base em
antigénios glicolipidicos, sdo reconhecidos 28 serotipos neste complexo (Wolinsky, 1992;
Inderlied et al, 1993). Utilizando sondas de DNA € possivel identificar os serotipos 1 a 6, 8 a
11 e 21 como M. avium e os serotipos 7, 12 a 20 e 25 como M. intracellulare. A
classificagdo dos serotipos 22 a 24 e 26 a 28 ainda ndo esté estabelecida. Estas duas espécies
de micobactérias e algumas outras estirpes ainda ndo caracterizadas e que poderdo ser
classificadas cor-no uma nova espécie, constituem o complexo M. avium (MAC). As

micobactérias deste complexo estdo largamente distribufdas na natureza, podendo ser
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encontradas em vérios animais, solo, poeira e 4gua salgada ou doce (Wolinsky, 1992). M.
scrofulaceum apresenta algumas caracteristicas genéticas comuns com MAC, tendo sido, no
passado, inclufdo neste complexo. No entanto, dados de serologia e biologia molecular
mostraram que M. scrofulaceum é taxonémicamente bastante diferente de M. avium, devendo
assim serem consideradas espécies distintas uma da outra (Wolinsky, 1979; Wolinsky, 1992;
Wayne, 1985).

Com o aparecimento da epidemia de SIDA, a doenga causada pelo MAC, e
principalmente a forma disseminada, tornou-se muito comum nos Estados Unidos, sendo
diagnosticada, em vida, em 14% a 30% de doentes com SIDA (Pitchenik e Fertel, 1992;
Good, 1985; Masur et al, 1993; Peloquin, 1993b) e sendo descrita em mais de 50% das
autépsias realizadas nestes doentes (Pitchenik e Fertel, 1992). Nos Estados Unidos e outros
pafses desenvolvidos as micobactérias do MAC sdo as micobactérias mais comuns isoladas
de doentes com SIDA e causam uma das mais frequentes infecgdes oportunistas descritas
nestes doentes (Pitchenik e Fertel, 1992; Collins, 1986). Em paises em vias de
desenvolvimento, por exemplo Portugal, M. tuberculosis € isolado mais frequentemente em
individuos com SIDA (Pitchenik e Fertel, 1992; Good, 1985; Antunes, 1993). A infecgdo
por MAC ocorre caracteristicamente nos doentes em que o nimero de linfécitos T CD4+ ¢
baixo (<100 células/mm?3), ou seja, éuando a infecgdo por HIV estd em fase avangada (Masur
et al, 1993; Peloguin, 1993b; Horsburgh, 1991) e a infecgdo disseminada causada por
agentes do MAC contribui grandemente para a morbilidade e mortalidade nestes doentes
(Benson e Ellner, 1993).

Os sintomas da doenga localizada associada as micobactérias do MAC incluem adenite
cervical, pneumonite, disfungdo hepética, lesdes cutineas, endoftalmite ¢ abcessos. Quanto
aos sintomas de doenga disseminada, pode-se referir a febre, perda de peso, suores
noturnos, diarreia, dor abdominal, anemia, e uma elevada concentragio sérica de fosfatase
alcalina. Muitas vezes os doentes também apresentam linfadenopatia intra-abdominal ou

hepatosplenomegalia (Masur et al, 1993; Horsburgh, 1991; Young, 1988a).
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Ao contrério da tuberculose, pensa-se que a doenga causada pelos agentes do MAC
ndo € contraida pelo contacto pessoal mas sim de fontes ambientais. Vdrias evidéncias apoiam
esta interpretagio, nomeadamente a infecgdo gastrointestinal ser bastante mais frequente do
que a infecgdo pulmonar entre os doentes com SIDA e, também nestes doentes, a prevaléncia
da doenga por micobactérias do MAC ser semelhante em todos os grupos de risco,

independentemente do nivel sécio-econémico, do sexo e da raga (Pitchenik e Fertel, 1992).

E provével que, uma vez que as estirpes pertencentes a0 MAC estdo largamente
distribuidas na natureza, a colonizagdo pulmonar e intestinal em humanos seja frequente
(Collins, 1986). Apesar de apenas uma minoria dos individuos saud4veis colonizados chegar
a desenvolver doenga activa, tem-se vindo a verificar um aumento do nimero de casos de
infecgdo por agentes do MAC em individuos ndo infectados pelo HIV, o que tanto se poderd
dever a uma maior incidéncia, como a existirem presentemente melhores métodos de detecgao
de micobactéras do MAC em laboratérios de bacteriologia (Pedrosa et al, 1994). No entanto,
a infecgdo pelas micobactérias do MAC em individuos ndo doentes com SIDA € rara e
consiste cldssicamente numa doenga pulmonar com fibrocavidades, crénica e lentamente
progressiva. Ocorre principalmente em pessoas de meia idade e muitas vezes do meio rural,
com predisposi¢do pulmonar, gcraimcntc com baixa capacidade de drenagem dos pulmdes
(ex: bronquite crénica e enfisema, bronquiectasias e pneumoconioses). A doenga extra-
pulmonar em individuos ndo doentes com SIDA ocorre principalmente sob a forma de
linfadenite em criancas em idade pré-escolar e a ocorréncia de doenga disseminada € muito
rara, mesmo entre doentes imunodeprimidos (Pitchenik e Fertel, 1992; Masur, 1993).
Porém, nos tltimos tempos tem vindo a aumentar a incidéncia de infecgdo por MAC também
em individuos "normais”, ou seja, aparentemente sem condi¢des de predisposigdo.
Evidéncias apontam para o facto de estes individuos (apesar de aparentarem normalidade)

apresentarem uma vulnerabilidade aumentada devido a terem herdado uma possfvel

deficiéncia do tecido conjuntivo (Iseman, 1989).
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As estirpes de MAC apresentam um largo espectro de susceptibilidade as
drogas. Porém, na generalidade, a isoniazida (droga "chave" no tratamento da tuberculose)
ndo é adequada para o tratamento destas infecgdes. Outras drogas implicadas na inibigdo da
sintese da parede celular parecem ter um efeito mais positivo na infec¢do por MAC, como os
inibidores da sintese de dcidos micélicos. Dentre estes, a tiacetazona €, talvez, uma das
drogas mais activas contra MAC (Peloquin, 1993a). As drogas usadas em regimes de
tratamento sdo a rifampicina, azitromicina, sparfloxacina, clofazimina, etambutol, rifabutina,
ciprofloxacina e amicacina (Pitchenik e Fertel, 1992; Masur et al, 1993; Benson, 1994).
Assim como no caso da tuberculose e da lepra, os regimes de tratamento incluindo duas ou

mais drogas terdo maiores probabilidades de sucesso (Masur et al, 1993; Benson, 1994).

2. A e & Haonteicn a8 micabactict

As micobactérias sdo bacilos Gram-positivo, contendo uma parede celular espessa e
abundantemente lipidica (portanto, hidrofébica). A parede celular confere a este género
bacteriano a sua &lcool-4cido resisténcia caracteristica. Ela é composta por uma série de
proteinas soldveis, carbohidratos e lipidos e, bdsicamente, por trés componentes
macromoleculares insoldveis: arébinogalactano, peptidoglicano e dcidos micélicos. O
peptidoglicano hidrofilico - semelhante ao de muitas outras bactérias - estd ligado
covalentemente ao arabinogalactano estando, por sua vez, este complexo ligado, também
covalentemente, a uma quantidade aprecidvel de residuos esterifcados de d4cido micélico, de
alto peso molecular e altamente hidrofébicos (Goren e Brennan, 1979). Estes residuos estdo
orientados para o exterior da camada de peptidoglicano, formando vérias camadas. No seu
conjunto, os trés componentes insoliveis constituem o nicleo
micolilarabinogalactanopeptidoglicano, da parede celular, ou seja, um dos dois

lipopolissacarideos (LPS) comuns a todas as micobactérias. No MAC, este nicleo encontra-

se frequentemente rodeado por glicopeptidolipidos (GPL) que lhe sdo especificos. Todas as
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micobactérias possuem um segundo LPS na sua parede, especificamente, um
lipoarabinomanano (LAM), que se encontra ancorado na membrana plasmatica. 0O
micolilarabinogalactanopeptidoglicano, o LAM ¢ os GPLs do MAC sdo altamente
imunogénicos, com propriedades semelhantes as dos LPS de outras bactérias (Inderlied et al,
1993).

Os serotipos do MAC distinguem-se por diferengas antigénicas dos oligossacarideos
constituintes dos GPL, antigamente referidos como C-micosfdeos ou antigénios de Shaefer
(Inderlied et al, 1993). Estes antigénios formam um estrutura protectora em torno da
micobactéria, particularmente espessa quando esta € internalizada por uma célula fagocitica.
Ao microscépio electrénico de transmissdo, essa estrutura corresponde a uma zona
transparente ao feixe electrénico (Barrow et al, 1980).

Quando uma estirpe de M. avium é cultivada em meio de cultura sélido sintético,
poderdo ser identificadas pelo menos trés variantes coloniais: lisa opaca (SmOp), lisa
transparente (SmTr) e rugosa (Rg). Ao nivel macroscépico as colénias SmOp sdo himidas,
lisas, circulares, elevadas e opacas; as SmTr também sio caracteristicamente himidas, lisas
ou enrugadas, circulares, achatadas e transparentes; as Rg sdo secas, enrugadas, com forma
irregular, elevadas e opacas. A base molecular destas diferengas morfol6gicas constitui,
ainda, assunto de controvérsia, embora se considere que poderdo estar envolvidos
glicolipidos (Belisle and Brennan, 1989) e proteinas (Prinzis et al, 1994).

Os antigénios da parede celular das micobactérias podem estar envolvidos em
fenémenos caracteristicos da patogenicidade de certos organismos deste grupo, como por
exemplo, a inibigdo da fusdo fagossoma-lisossoma. A perturbagdo causada no macréfago
pelos antigénios de superficie de micobactérias patogénicas poderd ter um efeito importante
no processamento e apresentagdo de antigénios pertencentes as micobactérias intactas
(Young, 1988b). De facto, o sobrenadante de cultura de macréfagos peritoneais de ratinho
tratados com GPL de M. avium demonstrou ter um efeito inibidor da linfoproliferagao de

linfécitos esplénicos (Pourshafie et al, 1993). O fragmento lipopeptidico obtido a partir do
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GPL demonstrou ter um efeito na inibigdo da blastogénese induzida por mitogénios em
células esplénicas de ratinho (Tassell et al, 1992).

A indugdo de uma resposta imune protectora na infecgdio micobacteriana em modelos
animais requer, na generalidade, que a imunizagdo seja realizada com organismos vivos.
Uma das explicagdes possiveis para este facto pode dever-se & importancia da secregdo de
antigénios protectores especificos pelo microrganismo. Vérias protefnas existentes no filtrado
de cultura de M. bovis BCG foram identificadas e caracterizadas. Estes antigénios sao
especificos nas diferentes espécies de micobactérias, existindo também, entre estas espécies
diferengas quantitativas na sua secregdo. Ndo se sabe, porém, se o padrdo de secregdo de
proteinas de micobactérias em meios de cultura sintéticos serd compardvel ao padrdo
secretado por micobactérias crescendo no interior de uma célula fagocitica (Young, 1988b).

Quando uma micobactéria entra numa célula fagocitica, muito provdvelmente ela serd
sujeita 2 privagdo de nutrientes e limitagdo de ides metélicos, para além de se encontrar
exposta a enzimas degradativas e radicais téxicos de oxigénio. A adaptagdo a estas novas
condigdes de sobrevivéncia poderd envolver uma alteragdo significativa do metabolismo
bacteriano e da sintese proteica, comparando com o observado durante o seu crescimento em
meio de cultura sintético. Vdrios dos antigénios proteicos micobacterianos identificados por
anticorpos monoclonais séo, de' facto, homélogos de protefnas de "stress". Assim,
evidéncias apontam para o facto de o reconhecimento de proteinas de "stress" desempenhar
um papel importante na resposta imune as micobactérias (Young, 1988b; Young e Mehlert,

1989).
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3. Int 10 micobactéria-l fei

3.1. Primeira linha de defesa do hospedeiro a infecgao:

barreiras naturais

O hospedeiro contém um nimero de defesas que fazem parte integrante da sua
anatomia e fisiologia. Estas defesas podem ser fisicas ou quimicas (Talaro e Talaro, 1993;
Brock e Madigan, 1991). No entanto, apesar de todas estas barreiras fisicas e quimicas,
muitos microrganismos patogénicos para o homem conseguem produzir infecggo, tendo para
isso desenvolvido adaptagdes estratégicas. De facto, os mecanismos de defesa do hospedeiro
sdo desenhados para negar o acesso a microrganismos; o aparelho genético dos micrébios foi
selecionado para ultrapassar essas defesas. A estratégia seguida por um agente patogénico
para evitar, subverter ou anular as defesas existentes num hospedeiro €, provdvelmente, a sua
caracteristica mais especifica. A probabilidade de desenvolvimento de doenga como
consequéncia da interacgdo entre microrganismo ¢ hospedeiro € um reflexo do balango entre
as caracterfsticas microbianas que lhe permitirdo ultrapassar as defesas do hospedeiro, e a

capacidade do hospedeiro limitar a proliferagdo microbiana (Bliska et al, 1993).
3.2. Variabilidade na viruléncia das estirpes de M. avium

A espécie M. avium € constituida por um elevado nimero de estirpes que podem ser
isoladas de diversas fontes. A viruléncia destas estirpes apresenta uma grande variabilidade.
Assim, as estirpes de M. avium isoladas de doentes com SIDA sio diferentes das isoladas de
doentes sem SIDA e das estirpes isoladas do ambiente ou de animais infectados (Crowle et
al, 1986; Horsburgh, 1991; Pedrosa et al, 1994). No nosso laboratério, foi realizado um
estudo comparativo da viruléncia, para o ratinho BALB/c, susceptivel ao M. avium, de

estirpes isoladas de animais, de doentes sem SIDA, de doentes com SIDA e do ambiente
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(Pedrosa et al, 1994). As estirpes isoladas de animais infectados apresentaram maior
viruléncia para o ratinho, as estirpes isoladas de doentes com SIDA apresentaram viruléncia
intermédia, as isoladas de doentes sem SIDA demonstraram viruléncia varidvel, dependendo
da estirpe (desde alta viruléncia até aviruléncia) e as isoladas de fontes ambientais ndo
apresentaram viruléncia para o ratinho. Nos animais poderdo ter sido seleccionadas as
estirpes mais virulentas, uma vez que estas estirpes encontraram hospedeiros saudédveis, sem
qualquer defeito na imunidade, enquanto que as estirpes isoladas de doentes com SIDA ndo
necessitam de ser tio virulentas uma vez que infectam hospedeiros imunodeprimidos. A
grande heterogeneidade encontrada entre as estipes isoladas de doentes sem SIDA poderd
sugerir uma heterogeneidade no estado de imunidade entre os individuos infectados. O facto
de as estipes ambientais ndo apresentarem viruléncia para o ratinho sugere que estas se
adaptaram a crescer fora de células animais, podendo apenas infectar hospedeiros
imunodeprimidos (Pedrosa et al, 1994).

Para além da variabilidade na viruléncia encontrada entre diferentes estirpes de M.
avium, uma sé estirpe pode também apresentar diferentes viruléncias, dependendo do seu
morfotipo colonial. Assim, para algumas estirpes o morfotipo SmTr € altamente virulento
para a galinha e o ratinho, o morfotipo SmOp é geralmente ndo virulento (Moehring e
Solotorovsky, 1965; Schaefer et él, 1970; Pattyn e Hermans-Boveroulle, 1970; Anz e
Meissner, 1972), e o morfotipo Rg j4 foi caracterizado como ndo-virulento (Moehring e
Solotorovsky, 1965; Pattyn ¢ Hermans-Boveroulle, 1970) e como altamente virulento
(Moehring e Solotorovsky, 1965; Schaefer et al, 1970). Na infecgdo in vitro de macréfagos
por uma dada estirpe de M. avium, o morfotipo SmOp parece induzir maior produgdo de
determinadas citocinas pelo macréfago do que o morfotipo SmTr, o que poderd estar
relacionado com a sua menor viruléncia (Michelini-Norris et al, 1992; Shiratsuchi et al,
1993). A maioria das estirpes isoladas de animais ou de individuos doentes apresentam o
morfotipo SmTr, mas podem reverter para o morfotipo SmOp se forem cultivadas in vitro

durante um longo periodo de tempo (Shiratsuchi et al, 1993).
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Neste momento ainda nfio se conhecem com rigor as diferengas bioqufmicas que

caracterizam as diferentes estirpes ou os diferentes morfotipos.

3.3. Resisténcia ou susceptibilidade do hospedeiro a

infeccdo por M. avium

A capacidade de resisténcia de um hospedeiro as infecgdes provocadas por uma
grande variedade de virus, bactérias ou parasitas, é fortemente influenciada por factores
genéticos. Com efeito, nas 4reas endémicas de tuberculose e de lepra tém-se observado claras
diferengas na susceptibilidade & infecgédo entre a populagdo humana (Vidal et al, 1993). Para
além desta constatagdo, estudos realizados sugerem que a raga negra € mais susceptivel a
tuberculose do que a raga caucasiana, e que a base para essa diferenga genética reside numa
capacidade bacteriostitica diferencial nos macréfagos dos hospedeiros (Crowle e Elkins,
1990).

No ratinho, a resisténcia inata a infecg@io por espécies micobacterianas como M.
lepraemurium (Brown et al, 1982), M. bovis BCG (Gros et al, 1983), M. intracellulare
(Goto et al, 1984) e M. avium (ver artigos n°1 e n%3, e Stokes et al, 1986) estd também sob
controlo genético. O controlo dé resisténcia inata, que é encontrada na fase inicial da
infecgdo, depende da expressdo de um gene dominante localizado no cromossoma 1,
designado por Bcg , embora haja evidéncias de estarem também envolvidos outros genes, 0
que sugere que o controlo da resisténcia natural as micobactérias € mais complexo do que o
previsto inicialmente (Orme et al, 1986).

O gene Bcg pode estar presente em duas formas alélicas nas estirpes "inbred": o alelo
Bcg T (confere resisténcia € é dominante) e o alelo Bcg § (confere susceptibilidade e €
recessivo). O locus Bcg € idéntico a dois outros genes designados por /ty e Lsh que
controlam a resisténcia natural a infecgdo por Salmonella typhimurium (Plant e Glynn, 1976)

¢ Leishmania donovani (Bradley et al, 1979), respectivamente. O tipo celular responsével
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pela expressdo fenotipica do gene € derivado da medula 6ssea, € relativamente resistente a
radiagdo, podendo ser inactivado por exposigdo crénica a sflica, a qual € nefasta para o
macréfago (Gros et al, 1983). Para além destes dados, macréfagos isolados de ratinhos Bcg®
e Bcgs, apresentam uma capacidade diferencial de restrigdo do crescimento de BCG (Stach et
al, 1984), M. intracellulare (Goto et al, 1989), M. smegmatis (Denis et al, 1990), M. avium
(Stokes et al, 1986; artigo n? 1), S. typhimurium (Lissner et al, 1983) e L. donovani
(Crocker et al, 1984), o que indica que este tipo celular expressa a diferenga genética. O
mecanismo pelo qual os macréfagos Bcg' exercem maior actividade bacteriostitica ou
bactericida ndo estd ainda esclarecido, embora estes macréfagos sejam superiores aos Bcg$
no respeitante  expressio do antigénio Ia e apresentagdo de antigénios (Denis et al, 1988a), e
3 produgio de radicais téxicos de oxigénio e azoto (Denis et al, 1988b; Blackwell et al,
1991).

Vidal et al isolaram um gene no cromossoma 1 do ratinho que, com grande
probabilidade, corresponde ao gene Bcg, designando-o Nramp (Vidal et al, 1993). A
expressdo de Nramp estd restrita, na generalidade, ao sistema reticulo-endotelial e, em
particular, aos macréfagos tecidulares. Este gene codifica uma protefna de 484 aminodcidos
com um peso molecular previsto de cerca de 53 kDa, que apresenta, na sua sequéncia
primdria, homologia com uma van'e;dadc de proteinas de transporte bacterianas e eucariéticas
e, particularmente, com uma protefna transportadora de nitrato. A andlise dos niveis de
RNAm em macréfagos controlo e infectados revelou que o nivel de expressdo do gene
Nramp era semelhante nos ratinhos Bcg e Bcg$, ndo se alterando significativamente durante
a infecgdo in vivo. No entanto, verificou-se que as estirpes de ratinhos resistentes
apresentavam, no nucleétido 783, uma guanina, enquanto que as estirpes susceptiveis, nesse
mesmo nucleétido, apresentavam uma adenina. Esta mutagéo pontual provoca a substituigéo
do amino4cido glicina pelo aminodcido 4cido aspdrtico na posigdo 105 dum dominio
transmembranar da proteina, o que poder4 afectar a orientagdo, insergdo ou estabilidade desse

dominio na bicamada lipidica. Deste modo, a fungdo da protefna transportadora codificada
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por Nramp estaria comprometida nos macréfagos de ratinhos Bcgs. Os autores deste
trabalho especulam que a proteina Nramp poderé funcionar como um transportador de nitrito
ou nitrato para o fagossoma, ou outras substincias que tenham também um efeito nefasto
para os bacilos no interior do fagossoma.

Como j4 foi referido acima, o controlo genético da infecgdo por micobactérias ndo
depender4 exclusivamente do gene Bcg, mas serd multifactorial. No modelo experimental do
ratinho a influéncia de diferentes genes depende da via de inoculagéo, da dose do inéculo, da
fase da infecgdo e do parmetro particular da resposta do hospedeiro estudado (Brett et al,
1992). Assim como o gene Bcg influencia o controlo da infecgdo micobacteriana por via
intravenosa em fase inicial (mas ndo por via respiratéria), outros genes pertencentes, ou no,
ao complexo maior de histocompatibilidade do ratinho (sistema H-2), foram implicados em
vérias outras respostas do hospedeiro as micobactérias (Schrier et al, 1982; Brett e Ivanyi,

1990; Brett et al, 1992).
3.4. O macroéfago

Os macréfagos sio uma populagdo de fagdcitos mononucleares largamente
distribufdos no organismo dos mamiferos, sendo responsdveis por nuMErosos processos
homeostiticos, imunolégicos e inflamatérios. A sua enorme distribuigdo nos tecidos, faz com
que estas células desempenhem um papel importante na defesa imediata contra elementos
externos, antes que ocorra migragdo leucocitdria. Os monécitos circulantes constituem uma
fonte permanente de células macrofdgicas funcionalmente competentes, capazes de infiltrar os
tecidos. Uma vez que os macréfagos participam na imunidade especifica, via apresentagdo de
antigénio e produgio de interleucinas que induzem e regulam a actividade das c€lulas T, e na
imunidade ndo especifica contra bactérias, virus, fungos e células neopldsicas, ndo € de
estranhar que os macréfagos possuam um elevado nimero de diferentes fenétipos, quer do

ponto de vista funcional, quer do ponto de vista morfol6gico (Rutherford et al, 1993).
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a) Mielopoiese e diferenciacdo

Conhecem-se onze factores de crescimento que controlam o processo da
hematopoiese (Dorshkind, 1990). Trés destas glicoprotefnas iniciam a diferenciagéo dos
macré6fagos a partir de células progenitoras uni e bipotenciais na medula 6ssea. A progressao
de uma célula pluripotencial para uma célula progenitora restritamente miel6ide € controlada
pela IL-3, que gera a progenia diferenciada de todas as linhas celulares miel6ides. A medida
que os progenitores macrofégicos se diferenciam sob o controlo da IL-3, tornam-se sensiveis
a acgdio de dois factores de crescimento implicados na diferenciagio de progenitores
restritamente pertencentes 2 linha monocitica-macrofégica: "factor estimulador de col6nias
granulociticas-macrofégicas” (GM-CSF) e "factor estimulador de col6nias macrofdgicas" (M-
CSF). Apé6s este compromisso definitivo com a sua linhagem, as c€lulas tornam-se
dependentes destes factores de crescimento para continuarem a proliferar e se manterem
vidveis. Outra citocina, o factor de necrose tumoral-alfa (TNF-at), tem sido implicado na
regulagdo da proliferagdo dos precursores macrofégicos (Guilbert et al, 1993). A expressio
de TNF-o pelas células da medula 6ssea parece ser um acontecimento tardio necessdrio para
a diferenciagdo final dos macréfagols. A IL-6 tem um papel importante para a manutengdo das
células hematopoiéticas primitivas, particularmente das células da linhagem granulocitica-
macrofigica. Alguns agentes inibem a sintese de DNA por progenitores miel6ides, ndo
promovendo a sua diferenciag@o, como por exemplo, as prostaglandinas da série E (PGEs),
principalmente PGE, interferdo-gama (IFN-Y) e factor de crescimento transformador-beta
(TGF-B) (Rutherford, 1993).

Diferenciagdo € o processo de desenvolvimento ao longo de uma linhagem celular
progressivamente mais restrita. Este acontecimento é normalmente irreversivel e ¢
influenciado por factores de crescimento. Uma vez que, na diferenciagdo dos macréfagos,

ndo ocorrem os rearranjos genémicos que definem o desenvolvimento linfocitdrio, a
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definigdo da diferenciagdo do macréfago depende, largamente, da anélise de caracteristicas
fisicas ou funcionais, como modo identificativo dos estados de desenvolvimento (Rutherford
et al, 1993). Com efeito, durante a diferenciagdo dos macréfagos, aparecem a superficie da
célula determinados antigénios que estavam ausentes em fases anteriores de
desenvolvimento, assim como desaparecem outros antigénios de superficie presentes nos
precurssores do macréfago (Terstappen et al, 1992; Gessani et al, 1993), o mesmo
fenémeno acontecendo com a expressdo de certos genes (Rutherford et al, 1993). A
diferenciagdo de mondcitos para macréfagos pode também corresponder a uma capacidade de

produgdo diferencial de citocinas (Gessani et al, 1993).

b) Heterogeneidade

Em primeiro lugar, ao discutir o problema da heterogeneidade, é necessdrio focar que
os macréfagos diferem de espécie para espécie e de estirpe para estirpe, dentro da mesma
espécie animal. Assim, ndo se podem fazer extrapolagdes directas para a espécie humana, a
partir de resultados obtidos com macréfagos de ratinho, nem considerar que os resultados
obtidos para uma dada estirpe de ratinho serdo os mesmos para todas as estirpes. No entanto,
mesmo se considerarmos um mcsﬁ}o individuo de uma determinada espécie e estirpe, 0s
macréfagos isolados de diferentes localizagdes anatémicas possuem uma diversidade de
fenétipos e capacidades. Uma vez que a fungdo macrofdgica depende, em parte, de sinais
recebidos do microambiente onde a célula se encontra, foi sugerido que a heterogeneidade
das populagdes macrofdgicas se deve as condigbes tnicas encontradas em cada tecido. De
facto, cada tecido determina o fenétipo da sua populagdo de macréfagos residentes
(Rutherford et al, 1993). Assim, é sabido que qualquer concluséo retirada de um trabalho
realizado com uma populagdo de macréfagos isolados de um determinado tecido, ndo se
aplica necessédriamente a outra populagéo isolada de um outro tecido do mesmo animal. Esta

heterogeneidade é ndo s6 morfol6gica, como também funcional: estudos realizados em
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macréfagos de rato utilizando anticorpos monoclonais, demonstraram que macréfagos
isolados de diferentes tecidos apresentavam diferengas na expressdo dos seus epitopes,
diferengas essas existentes mesmo entre macréfagos provenientes de diversas regides de um
determinado tecido (Damoiseaux et al, 1989; Gordon et al, 1992); numerosos estudos
demonstram também a diversidade funcional existente entre macréfagos de diferentes tecidos,
nomeadamente na secregdo de TNF-o. (Tachibana et al, 1992), produgdo de IL-1b (Wewers e
Herzyk, 1989) e metabolismo do 4cido araquidénico (Wu et al, 1989).

A heterogeneidade dos macréfagos ndo se deve apenas a influéncia do microambiente
encontrado nos diferentes tecidos. Com efeito, os macréfagos isolados de um determinado
tecido podem ser também heterogénios. Por exemplo, apenas uma baixa percentagem dos
macréfagos peritoneais residentes de ratinho expressam nfveis baixos da enzima 5'-
nucleotidase; no entanto, apés estimulagdo da cavidade peritoneal, encontram-se nesta
cavidade predominantemente macréfagos com baixa actividade daquela enzima (Rutherford et
al, 1993), presumivelmente devido ao influxo de mondcitos. Parece, entdo, ser vidvel a
hip6tese de que a diferenciagdo e senescéncia do macréfago sdo acompanhadas da expressao
transitéria de fenétipos bem definidos. Assim sendo, a heterogeneidade funcional pode

resultar da diversidade de estados de maturag@o encontrados entre os macréfagos de uma

dada populagdo, ndo s6 devido ao influxo de monécitos, como também a proliferagdo local

de precursores macrofdgicos. De facto, a proliferagdo local de progenitores de macréfagos €,
provdvelmente, suficiente para a renovagdo e manutengdo das populagdes de macréfagos
residentes dos diversos tecidos (Alliot et al, 1991; Metcalf et al, 1992).

Finalmente, a heterogeneidade macrofdgica pode também dever-se a proliferagdo de
diferentes tipos de células progenitoras. Com efeito, os mondcitos circulantes apresentam
heterogeneidade (Campbell et al, 1989), apesar de todos eles estarem sujeitos a0 mesmo
microambiente e de, provdvelmente, ndo passarem tempo suficiente no sangue para gerar
uma variedade de estados de maturagao; estd também descrito que colénias de macréfagos

derivados da medula 6ssea podem ser divididas em subtipos, expressando diferentes
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fenétipos moleculares (Rutherford et al, 1993). Hé4, também que distinguir entre
hematopoiese normal e hematopoiese na presenga de agentes inflamatérios ou infecciosos. De
facto, parecem existir diferengas nos precursores da medula éssea encontrados durante uma
resposta inflamatéria, o que se poderd dever as diferentes combinagdes de factores de
crescimento no microambiente hematopoiético, que vdo determinar a heterogeneidade das

populagdes de macréfagos (Rutherford et al, 1993).
c) Interaccfo micobactéria-macréfago

Os microrganismos parasitas intracelulares residem num determinado local do
hospedeiro onde podem sobreviver e multiplicar-se, apesar da acgdo de mecanismos de
defesa celular e humoral existentes.

A entrada dum microrganismo nas células do hospedeiro realiza-se pela invasdo de
células ndo fagociticas, ou pela fagocitose desse microrganismo por fagécitos profissionais
(Drevets et al, 1993). No primeiro mecanismo o microrganismo liga-se a célula alvo e
seguidamente induz a sua prépria internalizagdo. Uma vez dentro de uma célula que ndo € um
fagécito profissional, o microrganismo prolifera mais facilmente. No segundo mecanismo, a
internalizagdo do microrganismo é dirigida pela célula do hospedeiro, uma vez que ela €
iniciada quando receptores do fagécito profissional se ligam a ligandos especificos no
microrganismo; outro aspecto importante deste mecanismo consiste na capacidade
microbicida potente do fagécito, que os microrganismos tém de alterar ou evitar para
conseguirem sobreviver e multiplicar-se. Até hd alguns anos atrds, era aceite que a capacidade
bactericida do macréfago activado ndo era especifica para cada espécie ou género bacteriano,
mas sim que os macréfagos activados teriam a capacidade de eliminar todos os tipos de
microrganismos mais eficientemente. No entanto, numerosas experiéncias vieram demonstrar
que a activagdo do macréfago poderd corresponder a uma maior actividade bactericida contra

certos géneros ou espécies bacterianos, mas ndo contra outros (Van Dissel et al, 1987; Van
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Furth, 1990). Isto deve-se, provdvelmente, ao facto da activagdo do macréfago ser um
fenémeno muito heterogéneo e também ao facto de diferentes bactérias possufrem diversos
mecanismos para ultrapassar essa mesma activagdo.

As micobactérias que atingem o interior do organismo de um hospedeiro, vdo ser
internalizadas através do segundo mecanismo, indo residir no interior dos macréfagos (M.
leprae pode ser também internalizada através do primeiro mecanismo, sendo por isso
frequentemente encontrados bacilos em células normalmente ndo fagociticas, como c€lulas de
Schwann e células de Langerhans - Birdi e Antia, 1989). Assim, o primeiro evento
necess4rio ao estabelecimento de uma infecgio micobacteriana € a internalizagdo dos bacilos
por células fagociticas.

Estudos realizados por diversos investigadores mostraram que os receptores do
complemento tipol (CR1 ou CD35), tipo 3 (CR3 ou CD11b/CD18) ou tipo 4 (CR4 ou
CD11¢/CD18) estdio envolvidos na fagocitose pelos macréfagos de bactérias parasitas
intracelulares como Legionella pneumophila (Payne e Horwitz, 1987), L. monocytogenes
(Drevets e Campbell, 1991), MAC (Bermudez et al, 1991), M. leprae (Schlesinger e
Horwitz, 1991), M. tuberculosis (Schlesinger et al, 1990), e algumas espécies de
Salmonella (Ishibashi e Arai, 1990). Vdérias espécies de micobactérias incluindo M. leprae,
M. tuberculosis € M. bovis ligam—lsc também 2 fibronectina sérica através dum receptor de
peso molecular 30 kDa e sdo posteriormente internalizadas pelos macréfagos através do
receptor para a fibronectina (Inderlied et al, 1993).

A fagocitose de M. avium por monécitos e macréfagos parece ocorrer através de
diferentes mecanismos. Na presenga de soro, a ligagdo ao CR3 (ap6s ligagdo da bactéria ao
factor do complemento C3bi) e 2 fibronectina sérica parece constituir a forma preferencial de
invasio (Bermudez et al, 1991). No entanto, formas alternativas de fagocitose podem
ocorrer, através da ligagdo do microrganismo ao receptor de manose dos macréfagos e

também ao CR3, mesmo sem a prévia ligagdo da bactéria a factores do complemento

(Bermudez et al, 1991). Estd, no entanto, descrito que a fagocitose de MAC por mondécitos
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isolados de sangue periférico humano é fortemente favorecida pela presenga de soro, sendo o
complemento o factor sérico mais importante nesse evento (Swartz et al, 1988). Este efeito €,
porém, mais evidente durante as primeiras 2 horas de incubagéo dos macréfagos com os
bacilos, uma vez que ap6s 24 horas de incubagdo, macréfagos em presenga ou auséncia de
soro e incubados com M. avium, foram capazes de ingerir um nimero compardvel de
micobactérias (Bermudez e Young, 1987).

A internalizagdo do microrganismo através de diferentes receptores pode influenciar e
até dirigir o destino dos parasitas apés a fagocitose. Esta hip6tese €, de facto, apoiada por
vérios resultados descritos na literatura: (i) a utilizagdo de uma via independente do receptor
Fc para a internalizagdo pode trazer vantagens para a bactéria, pois a fagocitose realizada
através dos receptores Fc, mas no através dos receptores do complemento, ocorre associada
a produgdo de anido superéxido pelas células fagociticas (Wright e Silverstein, 1983); (ii)
estd descrito que, apesar de CR1 e CR3 desempenharem um papel importante na fagocitose
por macréfagos humanos de estirpes virulentas (Erdman e H37Rv) e de uma estirpe nao
virulenta (H37Ra) de M. tuberculosis, o receptor de manose no macréfago € importante
apenas para a internalizagdo das estirpes virulentas, ndo estando envolvido na internalizagdo
da estirpe avirulenta testada (Schlesinger, 1993); (iii) a internalizagdo via CR3 parece ser
necessdria para a actividade listeﬁ(;ida de macréfagos peritoneais de ratinho (Drevets et al,
1993), uma vez que ap6s bloqueio desse receptor utilizando um anticorpo monoclonal, esses
macréfagos perderam a sua capacidade listericida; (iv) Salmonella typhimurium e Salmonella
typhi parecem ser internalizadas pelos receptores CR1 e CR3, respectivamente, ¢ a
internalizagdo via CR3, mas ndo via CR1, promove a subsequente fuséo fagolisossomal em
macréfagos peritoneais de ratinho (Ishibashi e Arai, 1990). Todos estes dados sugerem que
diferengas nas vias de internalizagdo dos bacilos poderdo influenciar a sua sobrevivéncia
intracelular.

Uma vez completada a internalizagdo da bactéria pelo macréfago, € nesta célula que

vai ser decidido o destino dos microrganismos. Assim, pode ocorrer a multiplicagdo dos
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bacilos ou uma situagdo de estase e até de morte bacilar, se o macréfago estiver com os
mecanismos antimicobacterianos activados ou se a micobactéria infectante for de baixa
viruléncia.

Actualmente ndo existem dividas de que os macréfagos activados desempenham uma
importante fungdo antimicobacteriana (Bermudez e Young, 1987). A activagéo do macréfago
consiste no exarcerbamento de determinadas fungdes macrofdgicas que permitem a
potenciagio da actividade microbiostitica/microbicida ou da actividade anti-tumoral destas
células. Nesta dissertagio irdo ser focados especialmente aspectos da activagdo do macréfago
relacionados com a actividade antimicobacteriana, dando particular énfase a infecgéio por M.
avium.

Os mecanismos macrofigicos que podem estar envolvidos na actividade
antimicobacteriana destas c€lulas, compreendem a acgdo dos lisossomas, o pH fagossomal, a
actividade dos radicais téxicos de oxigénio (ROI) e de azoto (RNI), a produgdo de outros

compostos téxicos pelas células e a limitagdo de nutrientes (Lowrie € Andrew, 1988).

Embora durante a activagdo do macréfago aumente a concentragdo de enzimas
lisossomais, este aumento ndo terd provdvelmente consequéncias na actividade
antimicobacteriana desta célula. De facto, a maioria das micobactérias patogénicas sio
altamente resistentes 2 digestdo pelas enzimas lisossomais do macr6fago, mesmo quando
mortas (Andrew et al, 1985), e componentes da parede micobacteriana podem inibir algumas
das enzimas lisossomais. No entanto, o lisossoma possui ambiente acidico, que ndo €
favordvel a2 multiplicagdo dos microrganismos, além de potenciar a toxicidade de outros
factores, como ROI (Lowrie, 1983). Assim, alguns parasitas intracelulares, nomeadamente
algumas micobactérias, desenvolveram formas de evitar a exposigdo ao conteiido lisossomal.
Para cada espécie micobacteriana a forma particular de evasdo ao contetido lisossomal €
influenciada por varidveis como a viruléncia bacteriana, a espécie do hospedeiro e o estado de

activagdo do macréfago (Lowrie e Andrew, 1988).
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Estd descrito que tanto M. avium (Frehel et al, 1986) como M. tuberculosis
(Armstrong e D'Arcy Hart, 1971), M. leprae (Sibley et al, 1987) e M. microti (D'Arcy Hart
et al, 1987), sdo capazes de inibir a fusdo fagossoma-lisossoma em certa extensao.
Macréfagos derivados da medula 6ssea (BMM®@) isolados de ratinhos Bcg™ infectados por
uma estirpe virulenta de M. avium (a estirpe TMC 724, que é a mesma que a estirpe ATCC
25291 utilizada no presente trabalho) conseguem restringir o crescimento dessa estirpe, o
mesmo nio acontecendo com BMMG@ provenientes de ratinhos Bcg® (De Chastellier et al,
1993). Nos macréfagos Bcg', foi observada o dobro da percentagem de fusdes fagossoma-
lisossoma comparativamente aos macréfagos Bcgs, o que indica que a fusdo fagossoma-
lisossoma poderd desempenhar um papel importante no controlo do crescimento intracelular
do M. avium (De Chastellier et al, 1993). Nesta situagdo, os macréfagos Bcg$ terdo sido
mais susceptiveis a inibigdo da fusdo induzida por M. avium.

Os mecanismos pelos quais as micobactérias interferem com a fusdo fagolisossomal
normal ainda ndo estdo esclarecidos. Poder4 estar envolvida uma associagdo directa entre os
lipidos da superficie bacteriana e os lipidos da membrana do fagossoma (Lowrie e Andrew,
1988), o que foi sugerido por Fréhel e Rastogi, uma vez que, apds ligagdo de anticorpos a
M. leprae, ¢ impedida a inibi¢do da fusdo fagolisossomal (Fréhel e Rastogi, 1987). Esta
observagdo sugere um papel dos féctores humorais na protecgdo do hospedeiro. Resultado
contraditério €, no entanto, apresentado por Sibley et al (Sibley et al, 1987) que, trabalhando
em macréfagos residentes peritoneais de ratinho, ndo encontraram qualquer aumento da
capacidade de fusdo fagolisossomal apés tratamento de M. leprae vidvel com soro humano
rico em anticorpos especificos para o antigénio de superficie glicolfpido fenélico.

Outros mecanismos podem estar envolvidos na inibigdo da fusdo fagossoma-
lisossoma, como por exemplo, a inibigdo dos movimentos saltatérios dos lisossomas
(D'Arcy Hart et al 1983), através da libertagdo, pela micobactéria, de lipidos acidicos, aménia

e nucleétidos ciclicos (Lowrie, 1983). Devido a redugdo dos movimentos lisossomais, a

possibilidade de contacto entre o fagossoma e o lisossoma ficaria reduzida.
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M. avium pode também perturbar a fusdo de pinossomas com lisossomas e
fagolisossomas (Fréhel et al, 1986), o que poderd interferir ndo s6 com a normal
apresentagdo de antigénios, mas também com o transporte de drogas antimicobacterianas para
o compartimento celular onde os bacilos se encontram.

Algumas bactérias intracelulares conseguem escapar do fagossoma, impedindo assim
a exposi¢do do microrganismo ao ambiente desfavordvel do lisossoma que ocorreria ap6s a
fusdo. Sdo exemplos destas bactérias L. monocytogenes (De Chastellier e Berche, 1994), e
M. leprae (Lowrie e Andrew, 1988; Birdi e Antia, 1989).

Outros microrganismos conseguiram adaptar-se, sobrevivendo e multiplicando-se
expostos ao conteiido lisossomal, no fagolisossoma, como € o caso de M. lepraemurium
(Lowrie € Andrew, 1988). Como M. avium inibe a fusdo do fagossoma com o lisossoma
apenas parcialmente, esta micobactéria é também capaz de sobreviver no ambiente

fagolisossomal hidrolitico (Frehel et al, 1986).

E hoje conhecido que o abaixamento do pH no fagossoma ndo é necessdriamente
consequéncia da sua fusdo com o lisossoma, podendo ocorrer préviamente a fusdo, embora a
acidificagdo seja precedida por uma répida e passageira alcalinizagdo do interior fagossomal
ap6s a fagocitose (Segal et al, 1951). E provivel que o abaixamento do pH observado se
deva: (i) & existéncia no fagossoma de uma bomba de protdes adenosina trifosfatase
(ATPase), semelhante A encontrada em vesfculas endociticas (Mellman et al, 1986); (ii) &
actividade da enzima NADPH-oxidase, interveniente no metabolismo oxidativo do
macréfago, que forma anido superéxido e liberta ides H* para o fagossoma (Sibley et al,
1985).

A acidifica¢do do compartimento intracelular onde o parasita se encontra poderd ter
consequéncias muito importantes para o controlo do crescimento de vérios microrganismos

pelos macréfagos. A ndo acidificagdo do fagossoma pode aumentar a sobrevivéncia dos

microrganismos, devido aos factores seguintes, entre outros: (i) diminuigdo na actividade
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hidrolitica das enzimas lisossomais; (ii) deficiéncias na actividade fusiogénica do fagossoma
e/ou lisossoma; (iii) deficiente transporte de drogas antimicrobianas para o compartimento
celular onde o microrganismo se encontra, por alteragdo da normal capacidade de fusdo do
fagossoma com vesfculas pinociticas; (iv) deficiente processamento antigénico; (V)
impossibilidade de formagdo de ROI com toxicidade aumentada, como por exemplo, o 4cido
conjugado do anido superéxido (Eissenberg et al, 1993; Klebanoff, 1985).

Com efeito, estd descrito que v4rios microrganismos impedem a acidificagdo do
fagossoma, designadamente Nocardia asteroides (Black et al, 1986), H istoplasma
capsulatum (Eissenberg et al, 1993), Toxoplasma gondii e Legionella pneumophila vidveis
(Sibley et al, 1985; Horwitz e Maxfield, 1984), M. tuberculosis e M. avium vidveis e
virulentos (Crowle et al, 1991). Appelberg e Orme demonstraram existir uma correlagao entre
a actividade micobacteriostdtica induzida pelo IFN-y e a acidificagdo fagossomal (Appelberg e
Orme,1993). Ainda ndo estd esclarecido o processo pelo qual estes microrganismos
interferem com a acidificagdo normal do fagossoma, embora muito provévelmente eles
alterem a actividade normal da bomba de protdes ATPase ou da enzima nicotinamida adenina
dinucle6tido fosfato reduzido (NADPH) oxidase (Sibley et al, 1985; Eissenberg et al, 1993).

A citocina IFN-y promove a acidificagdo de fagolisossomas, aumentando assim a
actividade microbicida contra a leveﬁura Candida albicans (Watanabe et al, 1991).

No entanto, outros microrganismos existem que conseguem sobreviver e multiplicar-
se no interior fagolisossomal acidificado como € o caso do protozodrio Leishmania
amazonensis (Antoine et al, 1990), da bactéria Coxiella burnetti (Hackstadt e Williams,

1981) e da micobactéria M. lepraemurium (D'Arcy Hart et al, 1972).

Dos vérios pardmetros que podem ser estudados na activagdo do macréfago, a
secregdo de ROI e de RNI tem merecido especial atengdo na literatura, uma vez que estes

compostos estdo implicados na actividade microbiostitica/microbicida contra variados
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microrganismos (Haidaris e Bonventre, 1982; Murray et al, 1985; Langermans et al, 1992;
Boockvar et al, 1994).

A secregio de ROI pode ocorrer em macréfagos ou em granulécitos neutréfilos, tendo
sido descrita nos granulécitos em primeiro lugar (Homan-Miiller et al, 1975; DeChatelet et al,
1975). Os acontecimentos do metabolismo oxidativo que conduzem a secregdo dos ROI pelos
fagécitos, iniciam-se ap6s o contacto do microrganismo com a célula do hospedeiro. A
ocupagdo de receptores da membrana plasmdtica do fagécito fornece o estimulo iniciador
deste processo (Forman e Thomas, 1986). Ap6s a ocupagio de receptores ocorre uma
despolarizagdo da membrana plasmética, que poderd estar relacionada com um influxo de ides
Na*, o qual despoletard um subsequente influxo de Ca2*. O aumento da concentragio de
Ca2* intracelular pode iniciar o ciclo do inositol fosfato e ser responsdvel pela fosforilagao de
proteinas através da activagdo da proteina cinase. Apés activagdo das células fagociticas por
acetato mirfstico de forbol (PMA), ocorre uma activagdo directa da proteina cinase C,
aumentando a afinidade da enzima para o Ca2*. Assim, a activagdo desta proteina cinase
pode ser o ponto comum da estimulagdo do metabolismo oxidativo por vdrios agentes
(Forman e Thomas, 1986). Em consequéncia destas reac¢des intracelulares, € activada uma
oxidase que transfere electrdes da ﬁolécula de NADPH para o O,. Os fagécitos produzem,
entdo, anido superéxido (0;7). A formagdo de anido superéxido seguir-se-4, muito
provédvelmente, a sua dismutagdo em peréxido de hidrogénio e oxigénio. Esta reacgio €
catalizada pela enzima superéxido dismutase (SOD). Existem diferentes enzimas SOD que
diferem no seu componente metélico: cobre-zinco, manganésio ou ferro. Os procariontes
possuem SOD contendo ferro ou manganésio, e os eucariontes possuem SOD contendo
cobre-zinco no citoplasma e manganésio nas mitocondrias. A redugdo subsequente do
peréxido de hidrogénio resulta na formagao do radical hidroxilo, o qual € altamente reactivo.

O mecanismo desta reacgdo foi proposto por Haber e Weiss em 1934. No metabolismo

oxidativo pode também ocorrer sintese de oxigénio singleto (10;), quando a absorgio de
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energia muda um dos electrdes desemparelhados do oxigénio para uma orbital de energia
superior, com inversdo de spin. O mecanismo cl4ssico para a formagdo do oxigénio singleto
¢ a interacgdo de hipoclorito e peréxido de hidrogénio em pH alcalino. No entanto, outras
reacgdes de formagdio de oxigénio singleto podem ocorrer, como sejam dismutagdo
espontinea, reacgdo com OH’, reacgdo com diacilperéxidos, e reacgdo com peréxido de
hidrogénio (Hughes, 1988; Klebanoff, 1985).

Todos estes intermedidrios podem reagir com moléculas biolégicas. O anido
superéxido e o seu 4cido conjugado (HO2) reagem com vdrias moléculas biologicamente
importantes, sendo 0 HO, bastante mais reactivo do que a sua base conjugada, O;". Entre as
moléculas biolégicas que reagem com estes radicais contam-se a cistefna, o dcido ascérbico,
o NADH ligado a enzimas e 4cidos gordos polinsaturados (Forman e Thomas, 1986). O
peréxido de hidrogénio que se forma por dismutagdo do superéxido pode ser directamente
bactericida ou ser convertido num oxidante mais potente (hipohaleto), reagindo com um
haleto. Uma vez que nas células se encontra CI~ em abundéncia, geralmente ocorre a
formagéo de hipoclorito a partir de cloreto. No neutréfilo e no monécito, esta reacgdo €

catalizada pela enzima mieloperoxidase (MPO):
CI" + H,Og ------- > 0OCI” + H;O

O macréfago, onde a MPO estd ausente, pode obter esta enzima fagocitando o
neutréfilo no local da inflamagdo (Silva et al, 1989); alternativamente, a enzima catalase
existente nos macréfagos pode actuar como peroxidase, catalizando a reac¢do do haleto com
o peréxido de hidrogénio (Klebanoff, 1985). O hipoclorito, reagindo com grupos amina,
leva a formagio de cloraminas, as quais s3o agentes bactericidas de vida longa, podendo esta
actividade dever-se a oxidagdo de grupos SH da bactéria. O radical hidréxilo pode estar
envolvido em reacgdes de peroxidagdo lipidica, despolimerizagdo de proteinas e degradagdo

de DNA (Forman e Thomas, 1986).
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Embora esteja bem estabelecida a importéincia dos ROI na actividade microbicida dos
macréfagos para vérios microrganismos (Haidaris e Bonventre, 1982; Murray et al, 1985;
Nathan et al, 1979; Sasada e Johnston, 1980), a sua importdncia na actividade
micobacteriostdtica, € varidvel. De facto, M. microti é susceptivel ao peréxido de hidrogénio
(Walker e Lowrie, 1981) o qual desempenha um papel importante na actividade microbicida
de macréfagos peritoneais de ratinho para esta bactéria (Walker e Lowrie, 1981). Os ROI
também estiio envolvidos no controlo do crescimento de M. bovis BCG, estirpe Pasteur, por
macréfagos alveolares de cobaios préviamente infectados com esta micobactéria (Lagranderie
et al, 1991). Porém, os radicais de oxigénio ndo parecem estar envolvidos na restri¢do do
crescimento de outras espécies como M. bovis € M. tuberculosis, dentro de macréfagos de
ratinho (Flesch e Kaufmann, 1988; Chan et al, 1992; Jackett et al, 1980). Na capacidade de
macréfagos derivados da medula 6ssea (BMM®) de ratinho controlarem o crescimento de M.
bovis (estirpe Phibbs), ndo parece que os ROI tenham um papel importante, uma vez que a
adi¢do de inibidores destes radicais a culturas de BMM@ ndo afectou a capacidade
micobacteriostdtica induzida pelo IFN-y (Kaufmann e Flesch, 1990). Existe evidéncia de que
M. tuberculosis e M. leprae podem impedir a geragdo do metabolismo oxidativo do
macréfago por realizar a sua entrada nestes fagécitos via receptores de complemento (Wright
e Silverstein, 1983; Birdi e Antiﬁ, 1989). Alguns glicolipidos micobacterianos podem
interferir com o metabolismo oxidativo do macréfago (Chan et al, 1989), como por exemplo,
o glicolipido fenélico-1 (PGL-1), pertencente a M. leprae (Birdi e Antia, 1989).

Os radicais de oxigénio ndo parecem desempenhar um papel importante na
bacteriostase de M. avium virulento induzida pelo IFN-y em BMM@ (Appelberg e Orme,
1993). No entanto, estd descrito na literatura que, para vdrias estirpes de M. avium testadas,
a variante SmOp (de baixa viruléncia) induz uma maior intensidade de quimioluminiscéncia
(um indicador do metabolismo oxidativo do macréfago) do que a variante SmTr (de alta
viruléncia), em macréfagos de ratinho infectados in vitro (Saito e Tomioka, 1990; Tomioka e

Saito, 1993). Nesta capacidade aumentada de induzir a produgdo de ROI da variante SmOp,
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pode estar envolvido um componente de natureza lipidica e proteica, e também glicidos
contendo ligagdes glicosidicas a-1,4 ou B-1,4. Também estd descrito que estirpes menos
virulentas de M. intracellulare induzem uma maior produgdo de superéxido do que estirpes
mais virulentas, sugerindo que os ROI podem estar envolvidos na restrigdo do crescimento

de estirpes de baixa viruléncia (Gangadharam e Edwards III, 1984).

Até héd poucos anos, o Gnico mecanismo bioqufmico indutivel que explicava a
citotoxicidade dos macréfagos activados era a sintese de ROI pela enzima NADPH oxidase.
Em 1987, foi descrita a produgdo de 6xido nitrico (NO) e citrulina a partir do aminodcido L-
arginina por uma enzima denominada 6xido nitrico sintetase (ONS) (Hibbs et al, 1987,
Iyengar et al, 1987). A biossintese de NO pode levar a produgio de outros radicais de azoto
(RNI), incluindo ides nitrosénio (NOT) e nitroxilo (NO7), di6éxido de azoto (NOy),
peroxinitrito (ONOO"), nitrito, nitrato e S-nitrosotiéis (Bastian e Hibbs, 1994; Stamler et al,
1992). Por sua vez, o aminodcido citrulina pode ser convertido em L-arginina por
macréfagos activados, aumentando a disponibilidade deste aminodcido nas células e
favorecendo a produgdo aumentada de NO pelos macréfagos (Wu e Brosnan, 1992; Norris et
al, 1995).

Existem trés isoformas gc;néticamentc distintas da enzima ONS: uma isoforma
constitutiva, de baixo rendimento, presente em células endoteliais que regula o tono vascular,
uma isoforma constitutiva, de baixo rendimento, presente nos neurénios € que modula a
plasticidade sindptica e uma isoforma indutivel por mecanismos imunes e inflamatérios, de
alto rendimento, que funciona como um componente efector da resposta imune celular
(Bastian e Hibbs, 1994). A ONS imune/inflamatéria pode ser induzida por citocinas em
quase todas as células somdticas nucleadas, incluindo hepatécitos, células endoteliais,
fibroblastos, células do tecido vascular liso e células efectoras envolvidas na resposta imune

celular.
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O NO pode reagir com o oxigénio ou com o superéxido, e forma com facilidade
complexos com ides metdlicos de transi¢do, incluindo os normalmente encontrados em
metaloprotefnas contendo um grupo heme, como a hemoglobina, podendo também reagir
com grupos ferro-enxofre presentes em certas protefnas como as envolvidas na cadeia
respiratdria e existentes na mitocondria, ou algumas enzimas como a aconitase (Stamler et al,
1992). O NO* € reactivo com compostos aromdticos e bases, incluindo peréxido de
hidrogénio. O NO™ reage com ides metdlicos e grupos sulfidrilo (Stamler et al, 1992).

Os RNI estiio envolvidos em mecanismos de citotoxicidade como a lise ndo especifica
de células tumorais (Hibbs et al, 1987), a indugdo da apoptose em macréfagos (Albina et al,
1993), e também a capacidade microbiostdtica/microbicida do macréfago de ratinho contra
vdrios parasitas, como Schistosoma mansoni (James e Glaven, 1989), Trypanosoma cruzi
(Norris et al, 1995), Plasmodium falciparum (Rockett et al, 1991), Leishmania sp. (Mauél et
al, 1991), Toxoplasma gondii (Langermans et al, 1992), bactérias como Francisella
tularensis (Fortier et al, 1992) e Listeria monocytogenes (Bermudez, 1993b), e fungos
como Cryptococcus neoformans (Cameron et al, 1990). Algumas referéncias encontradas na
literatura indicam que macréfagos humanos ndo produzem quantidades aprecidveis de RNIs
nem estes radicais parecem estar envolvidos na actividade antimicrobiana de macréfagos
humanos (Bermudez, 1993b; Cam‘cron et al,1990). Porém, hd também dados contrdrios a
estes que demonstram a produgdo de NO nessas células (Denis, 1991a; Dumarey, 1994).

Os RNI parecem desempenhar um papel antimicobacteriano importante contra
algumas micobactérias, embora o crescimento de outras ndo seja afectado por estas
moléculas. Assim, os RNI estdo envolvidos na restrigdo do crescimento, em macréfagos
murinos, de M. tuberculosis, estirpe Erdman (Chan et al, 1992), e de M. bovis BCG,
estirpe Phipps (Flesch e Kaufmann, 1991). No entanto, os RNI ndo parecem ter importancia
fundamental na bacteriostase de macr6fagos murinos peritoneais para M. fortuitum
(Nibbering et al, 1994) e em relagdo ao M. avium, aparecem na literatura referéncias

contraditérias. De facto, ap6s o estudo de trés estirpes pertencentes ao MAC, Doi et al
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verificaram que a estirpe de M. avium estudada (estirpe Mino) era sensivel ao NO produzido
por macréfagos de rato, enquanto que as outras duas estirpes de M. intracellulare eram
resistentes. Além disso, uma estirpe de M. intracellulare era boa estimuladora da produgédo
de NO, e esta molécula, ndo limitando o seu crescimento, demonstrou suprimir a sua
fagocitose, o que poderd contribuir ainda mais para a disseminagdo extracelular desta
micobactéria (Doi et al, 1993). Denis, estudando o crescimento de duas estirpes de M.
avium, uma virulenta e outra ndo virulenta, em macréfagos humanos, verificou que a
acividade bactericida destes macréfagos em relagdo a estirpe avirulenta era dependente da
produgdo de RNI, mas estes radicais ndo afectavam a bacteriostase observada nos
macréfagos em relagdo 2 estirpe virulenta, apés tratamento com TNF-a (Denis, 1991a).
Ainda em relagio a infecgdo em macréfagos humanos, estd também descrito que bacilos
vivos de uma estirpe virulenta de M. avium sio capazes de induzir a formagdo de NO nestas
células; no entanto, adicionando aos macréfagos infectados um inibidor da produgdo de NO,
ndo se verificou um aumento significativo do crescimento bacteriano intramacrofdgico
(Dumarey et al, 1994). Em trabalho realizado no nosso laboratério, também ficou
demonstrada a falta de associagdo entre a viruléncia de duas variantes pertencentes a estirpe
de M. avium estudada e a sua capacidade de induzir a produgdo de RNI em BMM®@ de
ratinho (Appelberg e Orme, 1993),.assim como foi demonstrado que os RNI ndo participam
na bacteriostase induzida pelo IFN-y, de uma estirpe virulenta (estirpe 25291, também
utilizada no presente trabalho de Doutoramento) (Appelberg e Orme, 1993).

Tomando todos estes dados em conjunto, poderei sugerir que os RNI ndo parecem
estar envolvidos na restrigdo do crescimento de estirpes virulentas de M. avium, néo ficando

de parte a hipétese de estarem envolvidos na eliminagdo de estirpes avirulentas.

Numerosas proteinas, péptidos e 4cidos orginicos com actividade antimicobacteriana
tém sido isolados de tecidos e fluidos corporais ndo sendo, no entanto, certa a sua relevéncia

para o destino das micobactérias no interior dos macréfagos (Lowrie, 1983). As protefnas e




44

lipidos antimicobacterianos tendem a ser de cardcter bdsico e a adsorverem a grupos acidicos
na superficie bacteriana onde, presumivelmente, interferem com o transporte de metabolitos.
O 4cido lactico € letal para as micobactérias e a sua acumulagdo como produto do
metabolismo mesmo em macréfagos em meio aer6bio em condigdes de estimulagdo crénica,
pode contribuir para a morte dos bacilos. Os 4cidos gordos tanto podem ser utilizados como
nutrientes, como serem potencialmente téxicos, dependendo do comprimento da cadeia

carbonada, grau de insaturagdo e pH (Lowrie ¢ Andrew, 1988).

Compostos presentes na parede celular de algumas espécies de micobactérias parecem
inibir a capacidade microbicida do macréfago. De facto, o LAM, para além de ser altamente
imunogénico como foi referido atrds, interage directamente com células do sistema imune
possivelmente modificando a expressdo da resisténcia adquirida 2 infecgdo micobacteriana.
Essas modificagdes envolvem a inibigdo da blastogénese de linfécitos T (Kaplan et al, 1987;
Moreno et al, 1988), provdvelmente como resultado da secregdo de grandes quantidades de
TNF pelos macréfagos (Moreno et al, 1989; Wallis et al, 1990), a interferéncia na activagao
do macréfago mediada pelo IFN-y (Sibley et al, 1988) e a inibigdo dos ROI produzidos pelos
macréfagos infectados (Chan et al, 1989). Foi também descrito que o0 LAM de uma estirpe
avirulenta de M. tuberculosis (a e‘stirpe H37Ra) demonstrou ser 100 vezes mais potente a
induzir a secregdo de TNF-a. de BMM@ de ratinho do que uma estirpe virulenta (a estirpe
Erdman) (Chatterjee et al, 1992). Este resultado implica que a capacidade do LAM produzido
por uma dada estirpe de M. tuberculosis para induzir a secregio de TNF-o pelo macréfago
infectado pode influenciar directamente a sobrevivéncia e multiplicagdo do microrganismo no
interior dessa célula do hospedeiro.

Outros componentes das micobactérias sdo capazes de interferir com as fungoes
macrofégicas. De facto, uma glicoproteina de 25-kDa isolada de M. tuberculosis € capaz de
inibir a capacidade microbicida de monécitos humanos contra Staphylococcus aureus, assim

como a fusdo fagolisossomal, a secregdo de lisozima, e a produgio de ROI, em monécitos e
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granulécitos humanos (Wadee e Clara, 1989; Wadee, 1990). IFN-y e clofazimina (uma droga
anti-lepra conhecida pela sua capacidade de activar o macréfago) adicionados antes ou
simultdneamente a glicoproteina (mas ndo ap6s), demonstraram ser capazes de reverter o
efeito referido. Também o PGL-1 pertencente a M. leprae actua como inibidor dos ROI,
podendo assim proteger a micobactéria no interior da célula fagocitica (Neill e Klebanoff,
1988).

Glicopeptidolipidos pertencentes a0 MAC podem causar imunossupressdo e inibir a
proliferagdo de linf6citos murinos (Brownback e Barrow, 1988). Os mecanismos pelos quais

estes componentes actuam sdo ainda desconhecidos.

3.5. As citocinas na infec¢cio por M. avium

Citocinas sdo glicoprotefnas de baixo peso molecular que podem ter a sua origem em
diferentes tipos de células e que sdo responsdveis pela concretizagio de vdrias fungdes, como
o controlo da acgdo das células do sistema imune (ex: linfocinas), a activagdo da defesa imune
e das actividades citotxicas (ex: interferdos) e a diferenciagdo e crescimento de células
hematopoiéticas, epiteliais ou mesenquimatosas (ex: factores de crescimento) (Wardle,
1993). De certa forma, as citocinas podem ser consideradas como palavras na comunicagdo
intercelular, constituindo, no seu conjunto, parte da linguagem do sistema imunolégico
(Nacy et al, 1990). Todas as citocinas partilham quatro propriedades importantes: sdo
pleiotrépicas (uma citocina pode desempenhar diferentes fungdes), sdo redundantes
(diferentes citocinas sdo capazes de partilhar uma mesma fungdo), apresentam efeitos
sinergisticos entre si (a actividade de uma citocina é aumentada pela presenga de uma segunda
citocina), € cooperam entre si (em muitas situagdes, uma citocina ndo exerce o seu efeito se

ndo se encontrar na presenga de outras) (Nacy et al, 1990).
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Nesta dissertagdo serdo apenas focados aspectos relacionados com as citocinas
envolvidas no controlo da infecgio por micobactérias e, fundamentalmente, no controlo da

infecgdo por M. avium.

a) Factor de necrose tumoral-alfa (TNF-q))

O TNF-o € uma citocina produzida principalmente por macréfagos e mondcitos,
podendo ser, também, secretada por outras células incluindo células B, células T, células
NK, células da glia e adipécitos (Tracey e Cerami, 1993). Esta citocina interfere com a
funcdo de muitos tipos celulares, e é um mediador da inflamagéo e da resposta imune celular

(Bonta et al, 1991; Kindler et al, 1989; Ohmori et al, 1993; Tracey e Cerami, 1993).

O TNF-o. desempenha um importante papel na regulagdo da actividade microbicida
dos macréfagos contra vdrios microrganismos, como Toxoplasma gondii (Langermans et al,
1992), Listeria monocytogenes (Rothe et al, 1993), Pneumocystis carinii (Chen et al, 1992)
e Salmonella typhimurium (Tite et al, 1991). Na infecgdo por micobactérias o TNF-a €,
também, importante: (i) pode contribuir para uma resposta imune protectora na infecgio
humana por M. leprae, embora, quando produzido em excesso, possa também ter efeitos
indesejdveis, como no eritema nodoso leproso (Barnes et al, 1992); (ii) a infusdo de TNF-o
em ratinhos infectados com M. tuberculosis H37Rv aumenta a sua resisténcia a infecgdo,
durante a fase inata, ou seja, quando ainda ndo ocorreu uma resposta T-dependente (Denis,
1991b); (iii) o tratamento de ratinhos com anti-TNF-a na infecgdo por M. tuberculosis
H37Rv, diminui considerdvelmente a capacidade de sobrevivéncia dos animais, estando esta
capacidade também diminuida se a infec¢do for estabelecida em ratinhos "knock out" para o

gene codificante do receptor de TNF-a de 55 kDa (Flynn et al, 1995); (iv) a presenga de
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TNF-a no figado de ratinhos infectados com M. bovis BCG induz o aparecimento e

manutengdo de granulomas capazes de actividade bactericida (Kindler et al, 1989).

O TNF-o € uma citocina com uma importante actividade no controlo da infecgdo por
M. avium, quer in vitro, quer in vivo. De facto, macréfagos alveolares humanos tratados
com TNF-o. apresentaram actividade bacteriostdtica contra uma estirpe de M. intracellulare,
membro do MAC (Suzuki et al, 1994). O tratamento com TNF-o de macréfagos derivados
do sangue periférico humano diminuiu substancialmente o crescimento de uma estirpe
virulenta M. avium nestas células (Denis e Gregg, 1990), e induziu actividade bactericida
para duas estirpes de viruléncia diferente (M. avium 101 e M. avium 100) (Bermudez e
Young, 1988). Bermudez demonstrou também a importincia do tratamento com TNF-o (e
IL-2) de ratinhos infectados in vivo com M. avium 101, no controlo desta infecgéo
(Bermudez et al, 1989). Denis realizou experiéncias de cinética de crescimento in vivo de
uma estirpe de M. avium virulenta (TMC 702) em ratinhos susceptiveis, e demonstrou que a
adigdio de anticorpo anti-TNF-a potenciou a infecgdo, enquanto que a adigdo de TNF-a
recombinante (rTNF-a) originou uma diminui¢do do nimero de unidades formadoras de
colénias quer no figado quer no bago dos ratinhos (Denis, 1991c¢). Estes efeitos foram
evidentes dos 20 aos 100 dias de infecgdo. Appelberg et al demonstraram a importéncia do
TNF-o na resisténcia inata a infecgdo in vivo por M. avium 2447 no ratinho, e que TNF-a

e IFN-y actuam de forma sinergistica ou aditiva (Appelberg et al, 1994).

Existem referéncias na literatura sobre a indugfo da produgdo de TNF-a no
macréfago por micobactérias. Com efeito, estd descrito que M. leprae induz a produgao
desta citocina em células mononucleares do sangue periférico de doentes com lepra (Barnes et
al, 1992), e que o LAM de M. ruberculosis induz a secre¢do de TNF-a. por macréfagos
peritoneais inflamatérios de ratinho, obtidos ap6s injecgdo de caseina, ¢ de BMM® murinos
(Chatterjee et al, 1992). Foi também descrito que diferentes estirpes de M. avium estimulam,

a diferentes niveis, a produgdo de TNF-a por BMM@ murinos (Furney et al, 1992) e
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macréfagos humanos (Fattorini et al, 1994). Os responsdveis por esta indugdo poderdo ser 0s
antigénios GPL ou, como sugerido por Furney et al, as moléculas de LAM, as quais estdo

também presentes no M. avium (Furney et al, 1992).

Os mecanismos pelos quais o TNF-a exerce a sua acgdo
micobacteriostitica/micobactericida, ndo sdo ainda claros. Assim, para as micobactérias,
nomeadamente na infecgdo de macréfagos in vitro por M. avium, poderdo estar envolvidos
diferentes mecanismos, que dependem da espécie ou estirpe infectante: (i) a restrigdo do
crescimento de M. avium 7497 (estirpe virulenta) e a destruigdo dos bacilos M. avium LR
149 (estirpe ndo virulenta) por macréfagos estimulados por TNF-a e GM-CSF sdo
dependentes da produgdo de RNI (Denis, 1991a); (ii) Bermudez, trabalhando com a estirpe
M. avium 101, demonstrou que o efeito micobacteriostdtico induzido pelas citocinas TNF-a,
GM-CSF e IFN-y era independente da produgéo de RNI (Bermudez, 1993b); (iii) no nosso
laboratério, também ndo se encontrou associagio da acgdo do TNF-a ao papel dos RNI, para
as estirpes estudadas (M. avium 25291 e 1983) (Appelberg e Orme, 1993; artigo 4, desta
dissertagdo); (iv) embora Bermudez (Bermudez e Young, 1988) e Denis (Denis, 1991a)
refiram que a bacteriostase dependente do TNF-o € independente da produgdo de ROI, o

mesmo ndo acontece com estirpes diferentes (artigo 4, desta dissertagio).

Algumas citocinas potenciam os efeitos do TNF-a ou induzem a sua sintese,
enquanto que outras tém um efeito contrério. No primeiro grupo incluem-se a interleucina-1
(IL-1) e o IFN-y (Tracey e Cerami, 1993). De facto, a produgdo de IL-1 € induzida pelo
TNF-a, e aquela citocina apresenta propriedades pré-inflamatérias semelhantes ao TNF-a
(Bonta et al, 1991). Est4 também descrito que a injec¢do de IL-1 e TNF-a,, conjuntamente,
em ratinhos infectados com M. avium resultou num efeito bactericida aumentado, no bago e
no figado, comparativamente 2 injecgdo de apenas TNF-a (Denis, 1991c). O IFN-y actua
sinergisticamente com o TNF-a na indugdo de actividade micobacteriostdtica contra M.

tuberculosis (Flesch e Kaufmann, 1990), e M. avium (Appelberg e Orme, 1993) e na
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produgido de RNI (Drapier et al, 1988; Appelberg e Orme, 1993). Também a interleucina-2

(IL-2) demonstrou um sinergismo com TNF-o na indugdo de resisténcia a infecgéo in vivo

por M. avium em ratinhos susceptiveis (Bermudez et al, 1989).

Pelo contrério, a incubag@o com interleucina-10 (IL-10) (Moore et al, 1993), ou com
interleucina-4 (IL-4) (Sone et al, 1992), inibe a subsequente secre¢do de TNF-o por
macréfagos, e a interleucina-6 (IL-6), que pode ser induzida nos macréfagos por IL-1 e
TNF-a, impede a activagio macrofdgica pelo TNF-a., possivelmente por causar uma redugao
da expressdo dos receptores para esta citocina na membrana daqueles fagécitos (Bermudez et
al, 1992). O TGF-p suprime a produgdo de TNF-a em macréfagos e impede a activagao
destas células por citocinas como o IFN-y e o TNF-o (Bermudez, 1993a). Esté descrito que
a infecgdo in vitro por M. avium induz a secregdo de IL-6 ¢ TGF- nos macréfagos
(Bermudez et al, 1992; Bermudez, 1993a), o que poderd ter como consequéncia uma menor
capacidade de activagdo dos macréfagos infectados. Em trabalho mais recente, foi
demonstrada a indugdo da sintese destas citocinas durante a infecgdo in vivo de ratinhos com
M. avium, e a inibigdo da expressdo de receptores para o TNF-a. ao longo da infecgéo, o que

poder4 estar relacionado com a indugdo precoce de TGF- (Champsi et al, 1995).

b) Interferdo-gama (IFN-y)

O IFN-y é uma linfocina produzida fundamentalmente por células T e NK, cuja
produgdo pode ser induzida ap6s exposigdo das células a mitogénios ou a antigénios
microbianos. Esta citocina constitui um mediador importante da activagdo macrofdgica na
infecgdo por muitos microrganismos parasitas intracelulares, como Listeria monocytogenes

(Denis e Gregg, 1991), Francisella tularensis (Anthony et al, 1992), Toxoplasma gondii

(Beaman et al, 1992), Leishmania major e Leishmania donovani (Bogdan et al, 1993).
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Na infecg@o por micobactérias, o IFN-y desempenha também um importante papel.
De facto, esta citocina induz a micobacteriostase de M. tuberculosis, estirpe H37Rv, quando
adicionada a macréfagos de ratinho antes da sua infecgdo (Flesch e Kaufmann, 1987; Rook et
al, 1986a). O IFN-vy apresenta também um efeito micobacteriostdtico importante na infecgdo
murina in vitro por M. bovis BCG, se adicionado a macréfagos residentes peritoneais
(Sypek et al, 1993), ou a BMM@ (Flesch e Kaufmann, 1990), préviamente & infecgdo. Em
trabalho mais recente desenvolvido por dois grupos trabalhando com animais "knock-out”
para o gene que codifica o IFN-y (GKO), foi demonstrado que esta citocina estd também
envolvida no controlo da infecgdo in vivo por M. tuberculosis , estirpe Erdman, no ratinho
(Flynn et al, 1993; Cooper et al, 1993). No entanto, surgem também na literatura dados
contraditérios: (i) Douvas et al, trabalhando com M. tuberculosis estirpe Erdman, referem
que, quando IFN-y é adicionado a macréfagos humanos do sangue periférico cultivados in
vitro, hd uma potenciagio do crescimento bacteriano, sendo este efeito dependente da dose
(Douvas et al, 1985); (ii) o IFN-y demonstrou ser bacteriostdtico quando adicionado a
macréfagos residentes peritonreais (RPM@) de ratinho, mas ndo a monécitos ou macréfagos
derivados do sangue periférico humano, quando infectados com M. tuberculosis H37Rv
(Rook et al, 1986a); (iii) o crescimento de M. tuberculosis Middelburg em BMM@ murinos
ndo € afectado pela incubagio destes macréfagos com IFN-y (Flesch e Kaufmann, 1987).

Assim, pode-se sugerir que os macr6fagos humanos ndo parecem responder tao
eficazmente ao IFN-y como os macréfagos murinos e também que diferentes estirpes de M.
tuberculosis apresentam diferente sensibilidade aos efeitos produzidos no macréfagos por
esta citocina.

O papel do IFN-y na infec¢do por M. avium apresenta-se, também, algo
contraditério. De facto, Denis e Gregg, trabalhando com uma estirpe virulenta de M. avium,

referem que esta apresenta um crescimento in vitro semelhante quer na auséncia quer na

presenga de IFN-y, quando este € adicionado 6 horas antes da infecgdo a RPM@ de ratinho

(Denis e Gregg, 1991). No entanto, ap6s adigdo de indometacina aos macréfagos infectados,
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estes ganham alguma capacidade bacteriostdtica, sugerindo que as prostaglandinas podem

estar envolvidas na auséncia de resposta ao IFN-y. Toba et al também demonstram que o
IFN-y ndo estd envolvido na bacteriostase de vdrias estirpes de M. avium por mondcitos do
sangue periférico humano (Toba et al, 1989). Noutro trabalho, utilizando monécitos do
sangue periférico humano, o IFN-y, quando adicionado 2 dias antes da infecgdo, diminuiu a
fagocitose das 4 estirpes de M. avium estudadas (2 delas isoladas de doentes com SIDA),
mas quando esta citocina foi adicionada logo ap6s a infecgdo, foi evidente um ligeiro efeito
bacteriostdtico (Shiratsuchi et al, 1990).

Em trabalho realizado no nosso laboratério, foi constatada grande variagdo na
capacidade do IFN-vy induzir bacteriostase em BMM@ de ratinho, infectados por diferentes
estirpes de M. avium, encontrando-se estirpes resistentes a acg¢do daquela citocina, e estirpes
susceptiveis (Appelberg e Orme, 1993). No entanto, esta citocina, adicionada logo apés a
infecgdo (assim como TNF-o e GM-CSF), induziu uma marcada bacteriostase para uma das
estirpes estudadas (estirpe 25291). Em outro trabalho realizado por Appelberg et al foi
demonstrado que na infecgdo in vivo de ratinhos susceptiveis com M. avium 2447, tanto
IFN-y como TNF-o desempenham um importante papel na resposta inata e que o IFN-y €
também importante na resposta imune adquirida (Appelberg et al, 1994). Denis obteve
resultados idénticos, estudando a‘infccgﬁo murina por M. tuberculosis H37Rv (Denis,
1991b). Castro et al, também referem a importancia da produgdo de IFN-y no controlo da
infecgdo in vivo por M. avium, uma vez que a produgdo desta citocina aumentou mais em
ratinhos infectados com a estirpe de baixa viruléncia estudada (estirpe 2447), do que em
ratinhos infectados com a estirpe de alta viruléncia (estirpe 25291) (Castro et al, 1995a).

A bacteriostase induzida pelo IFN-y nos macréfagos infectados com M. avium pode
depender de vérios factores, nomeadamente a populagdo de macréfagos, o tempo da adigdo

da citocina e a estirpe bacteriana. O facto de o IFN-y ndo induzir bacteriostase para todas as

estirpes de M. avium pode dever-se & capacidade de algumas estirpes de M. avium
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induzirem nos macréfagos a produgdo de TGF-B, o qual é um inibidor da activagdo do

macréfago por outras citocinas (Bermudez, 1993a).

Embora o papel do IFN-y na actividade antitumoral e antimicrobiana seja bem
reconhecido desde hd alguns anos, os mecanismos pelos quais ele actua ndo se encontram
ainda totalmente esclarecidos. Com efeito, ao activar os macréfagos, esta citocina induz um
certo niimero de possiveis vias antimicrobianas, como o aumento da secregdo de ROI
(Hughes, 1988) e a secre¢do de RNI (Green et al, 1990). Para algumas infecgdes, a(s) via(s)
responsével(eis) pela actividade antimicrobiana do IFN-y foram identificadas; porém, para
outras, 0 mecanismo exacto de actuagdo da citocina ndo é ainda claro. Trabalho realizado
utilizando M. bovis BCG demonstrou que a bacteriostase induzida pelo IFN-y em BMM@
murinos era independente da produgdo de ROI (Flesch e Kaufmann, 1988). Estes mesmos
autores relacionam a bacteriostase para M. bovs BCG dependente do IFN-y com a produgio

de RNI (Flesch e Kaufmann, 1991).

Na infecgdo por M. avium 25291, Appelberg ¢ Orme demonstraram que a
bacteriostase devida ao IFN-y ndo depende da produgdo de ROI nem da produgdo de RN,
mas parece estar associada com um,controlb da acidificagdo fagossomal (Appelberg e Orme,
1993). Também Bermudez ndo encontrou associagdo entre o controlo do crescimento
bacteriano de M. avium 101 induzido pelo IFN-y e a produgdo de RNI (Bermudez, 1993b).
No entanto, Doi, trabalhando com trés estirpes de MAC (uma de M. avium e duas de M.
intracellulare), verificou que a bacteriostase dependente do IFN-y em macréfagos alveolares
de rato para a estirpe de M. avium (estirpe Mino) era dependente da produgdo de RNI (Do,
1993).
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¢) Outras citocinas

Um niimero cada vez mais crescente de citocinas tem vindo a ser identificado nos
Gltimos anos, sendo estas moléculas implicadas em diferentes processos inflamatérios e
imunitdrios. Neste subcapftulo referirei alguns dados sobre outras citocinas, além das
referidas acima, que desempenham um papel importante na infecgdo por M. avium, quer esse

papel seja exacerbador ou controlador desta mesma infecgdo.

A interleucina-1 (IL-1) é uma citocina secretada por uma grande variedade de células,
incluindo monécitos ou macréfagos, células NK, células endoteliais, neutréfilos e c€lulas T
(Stevens, 1995). E um importante mediador da inflamagdo, lesdo tecidular e reacgdes
imunolégicas (van der Meer e Vogels, 1991). Existem duas formas, IL-1a (geralmente
associada 2 membrana) e IL-1b (geralmente secretada), que partilham o mesmo receptor. Na
infecgdo in vitro de mondcitos humanos por M. avium, a IL-1b estd referida como uma
citocina exacerbadora do crescimento de uma estirpe virulenta (M. avium TMC 7479)
(Denis, 1991d). Pelo contrério, em trabalho posterior com uma estirpe diferente de M. avium
(estirpe B101), a qual € virulenta in vitro, apresentando viruléncia intermédia in vivo, o
mesmo autor descreve que embora a IL-1b ndo apresente nenhum efeito na infecgao in vitro
de macréfagos residentes peritoneais, esta citocina estd envolvida na resisténcia & infecgéo
murina in vivo. Com efeito, a produgéo de IL-1 (a e b) demonstrou ser elevada durante a
infecgdo por M. avium nos orgdos estudados (bago, figado e pulmdo), apresentando o
pulmio os valores mais altos. A injecgdo de ratinhos com o antagonista do receptor da IL-1
(IL-1ra), um inibidor competitivo da IL-1, provocou um aumento do crescimento de M.

avium, em todos os orgdos estudados (Denis e Ghadirian, 1994). No pulmdo, onde o efeito
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do IL-1ra foi mais evidente, o maior crescimento bacteriano observado foi relacionado com

uma diminui¢io considerdvel do nimero de neutréfilos (Denis e Ghadirian, 1994).

A interleucina-2 (IL-2) é sintetizada por células T pouco tempo apés ligagdo de um
antigénio processado ao receptor do linfécito T. Esta citocina pode ser produzida por células
CD4+ ou CD8+, embora as primeiras a produzam em maior quantidade (Stevens, 1995). A
IL-2 vai estimular autocrinamente o crescimento e proliferagdo de linfécitos T especificos e
vai estimular a sintese de outras citocinas por estas células, como IFN-y e linfotoxina,

estimulando também o crescimento de linfécitos B e de células NK (Stevens, 1995).

Macréfagos esplénicos provenientes de ratinhos infectados in vivo com M. avium
(TMC 724) e cultivados in vitro na presenga de células T autélogas estimuladas e,
conjuntamente, na presenga de IL-2 recombinante, sdo capazes de actividade micobactericida
(Hubbard e Collins, 1991). Se aqueles macréfagos forem cultivados apenas em presenga dos
linfécitos T ou apenas em presenga de IL-2 o efeito micobactericida jd ndo se verifica, o que
representa um argumento contra a possibilidade de um efeito directo da IL-2 na actividade
macrofégica anti-M. avium (Hubbard e Collins, 1991). Castro et al descrevem uma secregao
aumentada de IL-2 em ratinhos Bcgr e Bcgs infectados com M. avium de baixa viruléncia
(estirpe 2447), comparativamente ao observado em ratinhos infectados com uma estirpe de
alta viruléncia (estirpe 25291) (Castro et al, 1995a). A neutralizagdo de IL-2 durante a
infec¢do in vivo levou a um aumento do crescimento de M. avium, principalmente em
ratinhos BcgS (Castro et al, 1995a). Assim, esta citocina parece ser importante na resisténcia
a infecgd@o por M. avium, € embora o seu modo de actuagdo ndo seja ainda bem conhecido

nesta infecgdo, € provdvel que ela seja necesséria a diferenciagio de linfécitos T.
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A Interleucina-4 (IL-4) é predominantemente produzida por linfécitos T "helper” do
tipo 2 (ver adiante). Esta citocina tem efeitos variados, incluindo a indug@o da diferenciagdo
de monécitos em macréfagos, o aumento da expressdo de CR3 nestas células, o aumento da
expressio de antigénios da classe II do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) em
células B, monécitos e algumas populagdes de macréfagos, a indugdo de actividade anti-
tumoral de macréfagos para algumas linhas celulares, a inibigdo da expressdo de citocinas
inflamatérias produzidas por macréfagos como IL-1, TNF-«, IL-8, G-CSF (factor
estimulador de colénias granulociticas) € GM-CSF, e indugdo de quimiotaxia de macréfagos
residentes peritoneais (Te Velde et al, 1988; Stein et al, 1992; Hiester et al, 1992; Hamilton et
al, 1992). Para além do acima referido, a IL-4 ainda é capaz de bloquear a proliferagdo de
células T humanas dependente de IL-2 por inibigdo da expressdo dos receptores para a IL-2,
de inibir a activagdo do macréfago causada pelo IFN-ye de bloquear a sintese de RNI e ROI

por estas células (Modlin e Nutman, 1993).

Castro et al, estudando a infecg@o in vivo de ratinhos Bcg” ou Bcg$ por duas
diferentes estirpes de M. avium j4 referidas acima (estirpes 2447 e 25291), verificaram o ndo
envolvimento da IL-4 quer no progresso, quer no controlo da infecgdo (Castro et al, 1995a).
Também Appelberg e Orme testaram o efeito da adigdo de IL-4 a culturas de BMM@ murinos
infectados com M. avium 25291 (virulenta) e esta adi¢do ndo causou qualquer efeito no
desenvolvimento da infecgdo in vitro (Appelberg e Orme, 1993). Por outro lado, em trabalho
realizado com macréfagos peritoneais residentes de ratinho infectados in vitro com M. avium
TMC 702 (virulenta), Denis e Gregg demonstraram que a adigdo de IL-4 as culturas de
macréfagos teve um efeito limitador do crescimento bacilar e a IL-4 apresentou um

sinergismo com o IFN-y na indugdo de bacteriostase (Denis e Gregg, 1991).

A interleucina-6 (IL-6), é produzida por células T, mondcitos, macréfagos,

fibroblastos, células endoteliais e células neoplésicas (Stevens, 1995). A IL-6 € uma citocina
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pré-inflamatéria, com actividade ndo sé no sistema imunolégico (activagdo de células T e
diferenciagdo de células B), como também noutros sistemas (indugdo da resposta de fase

aguda, hematopoiese, fisiologia do sistema nervoso central (van Snick, 1990).

A IL-6 ndo demonstrou estar envolvida na bacteriostase de M. avium 25291 por
BMM@ murinos cultivados in vitro (Appelberg e Orme, 1993). Denis e Gregg, trabalhando
com macréfagos humanos do sangue periférico infectados in vitro com M. avium TMC 7497
(virulenta), demonstraram que a adigdo de IL-6 as culturas, préviamente 2 infecgéo, provocou
um aumento significativo do crescimento bacteriano (Denis e Gregg, 1990). Porém, ratinhos
susceptiveis infectados in vivo com M. avium 2447 e incubados com anticorpo monoclonal
anti-IL-6 permitiram um crescimento bacteriano acentuado nos orgéos estudados (bago e
figado), comparativamente aos ratinhos em que o anticorpo ndo tinha sido adicionado
(Appelberg et al, 1994). No mesmo trabalho foram também estudados ratinhos imunizados
com M. bovis BCG e infectados, dois meses mais tarde, com M. avium. A administragdo de
anti-IL-6 durante a vacinagdo reduziu a protec¢do conferida pelo BCG, o que sugere que
células T protectoras surgem durante a infecgdo por M. avium em ratinhos, apés

diferenciag@o na presenga de IL-6.

Enquanto que, in vitro, os efeitos exacerbadores da IL-6 na infecgdo se possam
dever, pelo menos em parte, 2 inibigdo da activagdo macrofégica induzida pelo TNF-a (ver
acima), in vivo outros factores poderdo estar em jogo que reduzam a importéncia desta

inibigdo.

A interleucina-10 (IL-10) é sintetizada principalmente por células T do subtipo Th2
(ver adiante) e macréfagos, em resposta a certos estimulos (ex: LPS) (Stevens, 1995). A
estimulagdo da sintese de IL-10 pelo LPS em macréfagos parece depender da produgdo de

TNF-o. por estas células (Wanidworanum e Strober, 1993). A sua sintese € inibida pela IL-4.
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Por sua vez, a IL-10 inibe a sintese de TNF-o., IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, IL-12, GM-CSF e
IFN-y (Moore et al, 1993). Para além destes efeitos, esta citocina também causa uma
diminuigdo da expressdo dos antigénios MHC de classe II em macréfagos, a inibigdo da
morte intra e extracelular de parasitas e da produgdo de ROI por macréfagos, podendo
também alterar a resposta T através da inibigdo do TNF-a, o qual é também um factor de
crescimento e diferenciagdo de linfécitos T (Stevens, 1995). O efeito inibidor da IL-10 na
diferenciagdo de células T (Thl em particular) parece dever-se aos seus efeitos sobre a
secregdo de IL-12 e A sua capacidade de inibi¢éo da expressdo ou fungdo do antigénio co-

estimulador B7, na superficie de células apresentadoras de antigénio (Moore et al, 1993).

Esté4 descrito que a infecgdo de ratinhos susceptiveis com M. avium 101 (virulenta)
induziu a secregdo de IL-10 (Bermudez e Champsi, 1993). O tratamento com IL-10 de
macréfagos peritoneais infectados in vitro com M. avium suprimiu a bacteriostase induzida
pelo TNF-0. ¢ pelo GM-CSF, e a administragéo de anticorpo monoclonal anti-IL-10 em
ratinhos infectados conferiu maior resisténcia 2 infecgdo, o que sugere que a IL-10 possa ter
um papel na patogénese da infecgdo por M. avium (Bermudez e Champsi, 1993). Denis
também observou um aumento da bacteriostase ap6s adi¢@o de anti-IL-10 quer a macréfagos
peritoneais infectados in vitro, quer a ratinhos susceptiveis infectados in vivo, além de
aumentada sintese de IL-10 em ratinhos infectados (Denis e Ghadirian, 1993). Por outro
lado, Appelberg refere que IL-10 em dose alta induziu alguma bacteriostase na infecgdo in
vitro de BMM®@ com M. avium 25291, embora tenha inibido a bacteriostase induzida pelo

IFN-y (Appelberg, 1995).

A interleucina-12 (IL-12), é produzida por macréfagos e linfécitos B em resposta a
infecgdo por uma variedade de bactérias e parasitas (Stevens, 1995). A sua fungdo principal
parece ser a de regular as fungdes das células NK e dos linfécitos T, e o seu papel €

fundamental na construgdo de uma resposta imune protectora do hospedeiro contra
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microrganismos patogénicos intracelulares e infecgdes parasitdrias, como por exemplo,
Leishmania major e Toxoplasma gondii. A IL-12 promove o desenvolvimento das células

Thl, in vitro e invivo (Stevens, 1995).

Na infecgdo por M. avium a IL-12 parece desempenhar um papel importante. De
facto, o sobrenadante de cultura de células NK tratadas com IL-12 apresentou um efeito
bacteriostdtico no crescimento de M. avium 101 em macréfagos derivados de mondécitos
humanos (Bermudez et al, 1995). Este efeito da IL-12 demonstrou ser dependente da
produgdo, pelas células NK, de TNF-o ¢ GM-CSF, mas néo de IFN-y, tendo sido inibido
pela adigdo prévia de TGF-B ou IL-10 s culturas de células NK (Bermudez et al, 1995). A
deplegio de IL-12 endégena através da administragio de anticorpo monoclonal anti-IL-12 em
ratinhos infectados por via intra-nasal com uma estirpe virulenta de M. avium, causou um
aumento considerdvel no nimero de bactérias no pulmao, bago e figado, 10 semanas ap6s a
infecgdo (Saunders et al, 1995). A administragdo deste anticorpo também inibiu a sintese de
IFN-v por células esplénicas estimuladas por M. avium, e causou um decréscimo acentuado
no nimero de células inflamatérias no pulmio, durante a infecgdo (Saunders et al, 1995).
Castro et al demonstraram que a neutralizago de IL-12 na infecgdo de ratinhos susceptiveis
por M. avium 2447 (de viruléncia intermédia) bloqueou a indugdo de células T protectoras
durante a infecgdo, indicando o envolvimento da IL-12 na indugéo destas c€lulas (Castro et
al, 1995b). Aquela citocina também conferiu alguma protecgio durante a infec¢do de ratinhos
SCID (com imunodeficiéncia severa combinada) por M. avium 2447, o que sugere que a IL-
12 estd também envolvida na imunidade inata, uma vez que os ratinhos SCID ndo possuem
células T (Castro et al, 1995b). As células NK serdo, provavelmente, o alvo da activagdo pela

IL-12.

Os factores estimuladores de colénias (CSFs) estimulam a expansio e diferenciagio

de células progenitoras da medula 6ssea. Algumas destas moléculas provocam a proliferagdo
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das células progenitoras nas linhas celulares eritréide, miel6ide, monocitica e megacariocitica.
Os principais componentes deste grupo incluem: a IL-3, também denominada multi-CSF, que
actua nas células precursoras mais imaturas; o G-CSF, que regula a produgdo de neutréfilos
na medula 6ssea; o M-CSF, ou CSF-1, que estimula as células da linha monocitica-
macrofdgica; e o GM-CSF, o qual estimula a produgdo tanto de monécitos como de
granulécitos da medula 6ssea (Stevens, 1995; Hogan e Vogel, 1988). O GM-CSF pode ser
produzido por macréfagos e desempenha um papel importante na actividade destas células,
nomeadamente na indugdo da actividade microbiost4tica/microbicida de macréfagos para

parasitas intracelulares (Hogan e Vogel, 1988).

Na infecgdo por M. avium, 0 GM-CSF desempenha um importante papel na indugdo
de actividade anti-micobacteriana, quer em macréfagos do sangue periférico humano
(Bermudez e Young, 1990), quer em BMM@ murinos (Appelberg e Orme, 1993). Esta
actividade pode ser potenciada pela adigdo de TNF-o. (Bermudez e Young, 1990; Denis,
1991b), mas inibida pela adigdo de IFN-y (Bermudez € Young, 1990). Porém, em outro
trabalho, Denis descreve que a infusdo de vérios CSFs durante a infecgdo por M. avium 702,
conduz a um efeito bacteriostdtico nos ratinhos resistentes, exacerbando a infecgido nos
ratinhos susceptiveis. Na infecgdo in vitro de macréfagos residentes peritoneais de ratinhos
resistentes € susceptiveis, apenas 0 GM-CSF causou um ligeiro efeito bacteriostdtico em
ambas as populagdes de células, tendo os outros CSFs causado um aumento da proliferago
bacteriana (Denis, 1991¢). Porém, a neutralizagdo de GM-CSF durante a infecgdo murina
com M. avium 2447, ndo exerceu qualquer efeito na proliferagdo bacteriana no figado e bago
dos animais (Appelberg et al, 1994). Uma vez que a indugdo de bacteriostase pelo GM-CSF
depende da estirpe de M. avium utilizada (Appelberg e Orme, 1993), a aparente contradi¢do
dos resultados pode ndo s6 depender da origem e populagdo de macréfagos estudada, como

também da estirpe de M. avium.
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Est4 descrito que as vitaminas D3 e A conferem actividade micobacteriostitica a
células da linha celular J-774 contra M. tuberculosis H37Rv e M. avium ATCC 15769 e que
a bacteriostase provocada pela adigdo de IFN-y é potenciada quando este mediador é
adicionado conjuntamente com as vitaminas referidas (Rastogi, 1990). O efeito
bacteriostitico resultante da adigdo das vitaminas D3 e A foi também verificado em mondcitos
humanos infectados com M. tuberculosis da estirpe Erdman, por Crowle (Crowle et al,
1987; Crowle, 1990), e infectados com M. tuberculosis da estirpe H37Rv, por Rook et al
(Rook et al, 1986b; Rook et al, 1987). A vitamina D3 estd também envolvida na actividade
anti-micobacteriana contra M. avium : de facto, a adigdo de vitamina D3 a macréfagos
humanos infectados com M. avium 101 induziu actividade antibacteriana, e potenciou a
produgido de TNF-a e GM-CSF pelos macréfagos. A adigdo de anticorpos anti-TNF-o e
anti-GM-CSF as culturas tratadas com vitamina D3, sugeriu o envolvimento destas citocinas

na acgdo da vitamina sobre os macréfagos (Bermudez et al, 1990b).

3.6. Participacdo de granulécitos neutréfilos, células NK e linfocitos,

na resposta do hospedeiro a infeccao por M. avium

A maior parcela do trabalho que constitui a base experimental para esta dissertagdo
contemplou a interacgdo micobactéria/macréfago; dai que a maior énfase desta dissertagdo
seja dada a esse fag6cito. No entanto, também outras células desempenham um papel
fundamental na infec¢@o do hospedeiro por M. avium, e devam ser aqui convenientemente

referidas. Porém, citarei apenas alguns aspectos fundamentais do envolvimento de outras

células, para além do macréfago, na infecgdo por esta micobactéria.
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3.6.1. O neutroéfilo

O granulécito neutréfilo é uma fagéeito que tem sido muitas vezes considerado apenas
uma célula efectora, participante na resposta inflamatéria e na morte de vérios
microrganismos. Pensou-se, inclusivamente, que esta célula seria incapaz de sintese proteica,
devido ao seu baixo nimero de ribossomas e a escassez de reticulo endoplasmitico. Porém,
o neutréfilo € capaz de sintetizar proteinas envolvidas na sua fungio efectora, como actina,
CR1, CR3, FcR (receptor Fc) e activador de plasminogénio (Lloyd e Oppenheim, 1992).
Para além destas protefnas, o neutréfilo também produz citocinas como IL-1b, TNF-a,, GM-
CSF, M-CSF, IL-6, IL-8 e IL-12, embora em baixa quantidade, o que o torna
potencialmente capaz de influenciar a resposta imune celular e humoral (Lloyd e Oppenheim,
1992). Uma vez que no local da inflamagdo o nimero de neutréfilos pode ser elevado, a

importancia fisiolégica da produgao destas citocinas pelos neutréfilos ndo € de desprezar.

Os neutréfilos desempenham um papel importante nas infecgdes bacterianas,
acorrendo ao local da infecgdo primeiro que os mondcitos e fagocitando as bactérias que
tenham escapado aos macréfagos residentes. A sua actividade e quimiotaxia pode ser
modulada por citocinas produzidas quer pelos préprios neutréfilos, quer por outras células,
envolvidas na resposta imune celular (Ferrante et al, 1993; Perussia et al, 1987). Porém, uma
vez que os neutr6filos sdo células de vida curta, o estudo do seu papel na infecgdo por
micobactérias tem sido, de certa forma, menosprezado devido a possibilidade de as
micobactérias patogénicas lhes sobreviverem. No entanto, é reconhecido que os neutréfilos
estdo envolvidos na infec¢do por micobactérias (Silva et al, 1989), quer colaborando com o

macréfago, quer independentemente, sendo capazes de eliminar M. tuberculosis virulento ou
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avirulento quando infectados in vitro (Brown et al, 1987; Jones et al, 1990). Ap6s activagdo
por IFN-y ou IL-8, sdo também capazes de exercer actividade bactericida contra M. Sfortuitum
(Geertsma et al, 1990; Nibbering et al, 1993). Na infecgdo peritoneal crénica por vdrias
micobactérias incluindo M. bovis BCG e M. avium em ratinhos, ocorre uma neutrofilia
peritoneal persistente, que se mantém durante os trés meses estudados da infecgdo (Silva et
al, 1989, e que é dependente da presenga de células T CD4+ e CD8+ (Appelberg e Silva,
1989; Appelberg, 1992a), e é mediada directamente pela produgdo das linfocinas Proteina
Inflamatéria do Macréfago-1 (MIP-1), e MIP-2 (Appelberg, 1992b), podendo também estar
envolvidas outras citocinas, como IFN-y (Appelberg, 1992c). A actividade dos neutréfilos
parece ser importante na resisténcia a infecgdo por M. avium, uma vez que a maior
proliferagdo bacilar encontrada em ratinhos beige estd relacionada com uma deficiéncia
naquela actividade (Appelberg et al, 1995). De facto, a actividade antimicobacteriana de
macréfagos peritoneais de ratinho contra M. avium ou M. microti aumentou ap6s ingestao,
pelos macréfagos, de material granulocitico, podendo ser bastante importante a colaboragao

entre o neutréfilo e o macréfago no local da infecgéo (Silva et al, 1989).

3.6.2. A célula "Naturai Killer" (NK)

As células NK sdo uma subpopulagdo de linfécitos derivados da medula 6ssea,
geralmente possuindo granulos relativamente volumosos, tendo sido inicialmente
caracterizadas pela capacidade de lise de células tumorais, independentemente do MHC
(Bancroft, 1993). Estas células ndo possuem receptor da célula T (TCR), o ou yd, nem
expressam imunoglobulinas (Igs) & sua superficie. Sdo capazes de secregdo de vdrias
citocinas, como IFN-y, TNF-a, IL-1b, GM-CSF, e TGF-f, e lisam células do hospedeiro

infectadas com agentes patogénicos intracelulares, desempenhando assim um importante
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papel na defesa do hospedeiro contra as infecgdes (Bancroft, 1993). Estas células encontram-
se largamente distribuidas no organismo, tendo sido identificadas no sangue, bago, nédulos

linf4ticos, timo, pulmio, figado e intestino (Greenberg, 1989).

Para a compreensdo da actividade anti-bacteriana das células NK contribuiu
largamente o estudo realizado na infecgdo de ratinhos possuindo a mutagéo SCID, os quais
ndo possuem células que expressem receptores TCR e Igs, mas possuem células NK com
actividade normal. Foi demonstrado que ratinhos SCID infectados com a bactéria Listeria
monocytogenes, conseguem efectuar um certo controlo da infecgdo, e que os seus
macréfagos se encontram activados (Bancroft et al, 1986). Essa activagdo € conseguida
através da secregio de IFN-y por células NK, ap6s serem estimuladas por TNF-a (Bancroft
et al, 1987; Bancroft et al, 1989). A produgdo desta citocina serd induzida nos macréfagos
infectados pelas bactérias e serd necessdria a presenga de um componente bacteriano ou de
uma outra citocina co-estimulante para que a sintese de IFN-y ocorra a niveis Optimos
(Wherry et al, 1991). A IL-12 parece ser um forte candidato, uma vez que apresenta um

sinergismo com TNF-o. para a indugdo de IFN-y na auséncia de microrganismos (Tripp et al,

1993).

Na infecgdo por M. avium, ;as células NK desempenham um importante papel. Com
efeito, estd descrito que a administragdo de anticorpo anti-NK em ratinhos infectados com
esta micobactéria, causa um significativo aumento do crescimento bacteriano ap6s quatro
semanas (Harshan e Gangadharam, 1991). Células NK murinas activadas in vitro com IL-2
ou in vivo durante a infecgio com M. avium 101, sdo capazes de activar macréfagos de
ratinho para a eliminagfo dos bacilos apés infecgdo in vitro com M. avium (Bermudez et al,
1990a). Est4 também descrito que mondcitos humanos incubados com sobrenadante de
cultura de células NK activadas por IL-2 apresentam actividade micobactericida contra M.
avium 101, sendo esta actividade parcialmente dependente da presenga de TNF-ot nesses

sobrenadantes (Bermudez e Young, 1991).
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3.6.3. O linfécito B

Os linfécitos B sdo células especializadas no fabrico de anticorpos, ou seja, as
imunoglobulinas. Estas moléculas podem ser secretadas, ou também ser expressas a
superficie da célula, constituindo o receptor para o antigénio das células B. Quando uma
célula B é estimulada por ligagdo de um determinado antigénio ao seu receptor Ig, o qual €
especifico para um certo epitope antigénico, essa célula vai proliferar, dando origem a um
clone de células B activadas, os plasmdcitos, com a mesma especificidade da celula
precursora. Esta proliferagdo e activagdo é controlada pela acgdo de linfocinas, como IL-2,

IL-4, IL-5, IFN-y, produzidas pelas células T (Kincaid e Gimble, 1993).

A resposta humoral € importante na resisténcia do hospedeiro a variadas infecgdes
causadas por parasitas extracelulares, ndo tendo sido dada importéncia a este tipo de resposta
no caso de infecg¢des por parasitas intracellulares obrigat6rios. Porém, a produgio excessiva
de anticorpos pode levar a uma resposta imune celular diminuida e aumentar a
susceptibilidade do hospedeiro 2 infecgdo (D'Império-Lima et al, 1985; Arala-Chaves et al,
1986; Ferreira et al, 1991). Em individuos com lepra lepromatosa, foram encontrados niveis
altos de anticorpos IgG e IgM especificos para o antigénio micobacteriano PGL-1, anticorpos
esses raramente detectados em doentes com lepra tuberculoide (David, 1990). Embora na
tuberculose a relagdo entre os niveis de anticorpos especificos e a evolugdo da doenga né@o
seja tdo clara, David postula que poderd haver um equilibrio fundamental entre a resposta
imune celular ¢ humoral, de tal forma que a resposta humoral atinja o seu mdximo na
auséncia de imunidade celular, decresga 2 medida que esta é estabelecida e desaparega quando

a imunidade celular atinge, por sua vez, o seu maximo (David, 1990). Também na infecgado
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por M. avium em ratinhos foi encontrada uma correlagdo entre o elevado nivel de anticorpos
especificos e ndo-especificos na estirpe hospedeira e a susceptibilidade desta a infecgéo
(Ferreira et al, 1991). Em trabalho mais recente, foi avaliado o progresso da infecg¢do murina
por M. avium em duas estirpes congénicas para o gene Bcg (Xu et al, 1995). Verificou-se
que na fase tardia da infecg¢do, o nimero de células T CD4+ decresceu dramdticamente € 0s
niveis séricos de IgG e IgM aumentaram considerdvelmente na estirpe Bcg S (a qual permitiu
uma proliferagdo acentuada dos bacilos) comparativamente a estirpe Bcg T (na qual o
crescimento bacilar foi controlado) (Xu et al, 1995). Estes resultados sugerem um possivel
envolvimento da activagdo policlonal B no estabelecimento de imunossupressdo, a qual

poder4 contribuir para uma proliferagdo micobacteriana acentuada.

3.6.4. O linfocito T

Enquanto que as células B sdo as responsdveis pela resposta imune humoral, as
células T controlam a imunidade celular, como certos tipos de lise celular, hipersensibilidade
retardada e reacgdes decorrentes .da transplantagdo, desempenhando também um papel
fundamental na resposta humoral a antigénios T-dependentes. O controlo das duas iltimas
fungdes referidas € efectuado via produgéo de mediadores, ou seja, as linfocinas. Na sua
maioria, as células T expressam um receptor especifico para o antigénio composto de cadeias
polipeptidicas o e 3, embora uma minoria expresse um tipo diferente de receptor, composto
de cadeias ye 8. As células T aff reconhecem o antigénio s6 apds apresentagdo no contexto
do MHC, por uma célula apresentadora de antigénio (APC). O reconhecimento do antigénio
induz os linf6citos T a proliferarem e diferenciarem-se em células activadas, expressando
variadas fungdes efectoras. Por sua vez, as células T a3 podem ser subdivididas em CD4+

ou CD8+, conforme expressem um ou outro antigénio a sua superficie. As células CD8+,
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estimuladas no contexto do MHC classe I, tornam-se citotéxicas apés activagdo destruindo,
por contacto, células alvo que expressem o antigénio para o qual sdo especificas. As células
CD4+, estimuladas no contexto do MHC classe II, por outro lado, geralmente expressam
sinais positivos, como "ajuda" & diferenciagdo das células B, ou activagio do macréfago,
embora em certas situagdes, possam também ter actividade citotéxica. Os linfécitos T ¥&
tipicos sio CD4- e CD8-, embora uma pequena proporgdo seja CD8+. As células ¥ sdo
relativamente raras em humanos e em ratinhos, sendo, porém abundantes em aves, ovelhas e
gado. Em todas as espécies estudadas, estas células existem em menor niimero nos tecidos
linféides, mas em grande nimero nos tecidos epiteliais, como a pele, intestino e aparelho
genitourindrio. E provével que o reconhecimento do antigénio pela maioria das células T Y0
nio se processe da mesma forma que o das células af, ou seja, no contexto do MHC da

APC; no entanto, este assunto carece de estudos mais aprofundados (Sprent, 1993).

As células T CD4+, também denominadas T "helper", dividem-se, no ratinho, em
dois subtipos distintos correspondendo, a cada um deles, a sintese de um determinado perfil
de linfocinas: as células Th1, sintetizam IL-2, IFN-y e TNF-a, mas ndo IL-4, IL-5, IL-6, IL-
9, IL-10 e IL-13 as quais sdo sintetizadas pelas células Th2 (Heinzel, 1995). Existe também
evidéncia de se encontrarem ambos os subtipos em humanos (Romagnani, 1991). Ambos os
tipos parecem derivar de uma populagdo precursora (Th0), a qual terd o potencial de produzir
toda a gama de linfocinas. A diferenciagdo das células ThO em Thl ou Th2 pode ser
influenciada por diferentes factores, como o tipo de antigénio utilizado para a imunizagéo, a
via de imunizagdo, o tipo de célula apresentadora de antigénio, e as caracteristicas genéticas
do animal. A orientagdo para a diferenciagdo se desenrolar num ou noutro sentido €, no
entanto, controlada por citocinas. Para que as células ThO se diferenciem em Th2, parece ser
necessdrio o contacto com IL-4, enquanto que a diferenciagdo no sentido Thl parece

necessitar do contacto com IFN-y (Sprent, 1993) e IL-12 (Hsieh et al, 1993).
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Devido ao diferente perfil de citocinas secretadas, as fungdes das c€lulas Thl e Th2
sdo distintas. Assim, a secregdo de IFN-y torna as células Thl principalmente responsiveis
pelas reacgdes de hipersensibilidade retardada, e pela activagdo do macréfago no sentido de
destruir patogénios intra e extracelulares. Por outro lado, as fungdes das c€lulas Th2 sdo uma
consequéncia da sintese de IL-4 e IL-5, as quais sdo factores de crescimento e diferenciagéo
de linfécitos B. Por esse motivo, as células Th2 estimulam a colaboragdo célula T/célula B,
podendo também causar eosinofilia (por exemplo, nas infecgdes por parasitas), devido 2

secregdo de IL-5 (Sprent, 1993).

Algumas linfocinas produzidas pelos subtipos Thl e Th2 sdo inibitérias para o
subtipo oposto. Assim, a IL-4 e a IL-10 produzidas pelas células Th2 vio suprimir a fungéo
das células Th1, enquanto que o IFN-v libertado pelas células Th1 € inibitério para as células
Th2 (Sprent, 1993).

As células T yd parecem estar envolvidas na resposta do hospedeiro a patogénios,
como Listeria monocytogenes (Mombaerts et al, 1993) e outras infecgdes, incluindo
bactérias, virus e parasitas (Kronenberg, 1994). Existem também evidéncias de que as
células T yd participam na resposta imune a micobactérias, tanto em humanos como em
outros modelos animais. Com efeitc;, existem na literatura dados referentes a esta participacdo
na infecgdo murina por M. bovis BCG (Izzo e North, 1992), e na infecgdo murina e humana
por M. tuberculosis (Griffin et al, 1991; Orme et al,1993). As células T ¥, ap6s estimulagdo
com micobactérias, produzem vdrias linfocinas ¢ podem expressar actividade citolitica tendo,
assim, uma fungdo semelhante s células T off. Uma vez que as células T yd sdo activadas
primeiro que as células T af, elas poderdo participar na activagdo macrofégica precoce,

anterior ao estabelecimento da resposta T af (Kaufmann, 1993).

Os linfécitos T CD8+ também parecem desempenhar um papel importante nas
infec¢des por micobactérias, uma vez que ratinhos incapazes de produzir células T CD8+

dado possuirem um MHC classe I defeituoso, quando recebem uma dose sub-letal de
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M tuberculosis, para ratinhos normais, morrem apés doenga progressiva (Flynn et al, 1992).
Hubbard et al, estudando a infecgdo murina por M. avium TMC 724, uma estirpe virulenta,
verificaram que a deplegdo de células CD4+ ou CD8+ isoladamente néo alterou a resisténcia
transmitida a ratinhos recipientes apds transferéncia adoptiva (Hubbard et al, 1992); porém, a
deplegio de ambos os tipos celulares eliminou completamente a transferéncia de resisténcia, o
que sugeriu a importincia conjunta das células CD4+ e CD8+ nesta infecgdo (Hubbard et al,
1992). Para além de produzirem IFN-y, embora em doses baixas, as células CD8+ podem
desempenhar o seu papel lisando os macréfagos infectados e permitindo a subsequente
destruigdo das bactérias por monéeitos recém-chegados, ou lisando células fagociticas "ndo-
profissionais”" (como fibroblastos, as quais podem internalizar micobactérias em certas
condigdes), libertando assim as micobactérias para os fagécitos profissionais (Orme, 1993).
No entanto, resultados obtidos por Appelberg et al ndo sugerem uma participagdo das c€lulas
CD8+ no controlo da infecgdo murina por M. avium 2447, de viruléncia intermédia, uma vez
que no trabalho realizado por estes autores apenas a neutralizagio de células CD4+ durante a
infecgdo permitiu maior proliferagdo bacteriana, ndo se observando o mesmo apés
neutralizagéo de células CD8+ (Appelberg et al, 1994). Na lepra lepromatosa a populagdo T
CD8+ predomina sobre a populagdo CD4+, enquanto que esta predomina na lepra
tubercul6ide, o que poderd fazer cr;:r que uma maior populagdo CD8+ estd associada a uma

maior susceptibilidade 2 infecgdo (Modlin e Nutman, 1993).

A grande maioria do trabalho sobre o papel das células T na infecgdo por
micobactérias tem sido orientado para o estudo das células CD4+, devido ao seu perfil de
produgdo de linfocinas controlando toda a imunidade celular. A resposta celular do tipo Thl
parece ser a associada com maior resisténcia na lepra, uma vez que doentes que expressam
niveis elevados de IFN-y, IL-2 e TNF-o apresentam lesdes tubercul6ides, enquanto que
doentes que expressem niveis elevados de IL-4, IL-5, e IL-10 apresentam lesoes
lepromatosas (Orme, 1993; Modlin e Nutman, 1993). Dados contraditérios aparecem,

porém, na literatura, uma vez que Mutis et al referem que a infecgdo por M. leprae em
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humanos induz preferencialmente a formag#o de células Th1 em todo o espectro da doenga;
referem também que, embora algumas células T de doentes com lepra lepromatosa secretem,
além de IFN-y, IL-4 efou IL-10, estas citocinas ndo estdo associadas a falta de resposta das
células T especificas observada na lepra lepromatosa (Mutis et al, 1993). No entanto, em
trabalho mais recente, Sieling et al demonstraram que os doentes com lepra lepromatosa
apresentam uma sintese deficiente de IL-12, devido a secretarem niveis elevados de IL-4 ¢
IL-10, as quais tém uma acgdo inibitéria no macréfago; estas linfocinas néo sdo, porém,
secretadas por células CD4+ Th2, mas sim por células CD8+ com caracteristicas secretérias
de Th2. Sendo administrada a esses doentes IL-12 recombinante, € estabelecida uma resposta
do tipo Thl, e a doenga evolui para a forma tubercul6ide (Sieling et al, 1994). Na
tuberculose, a associagdo da gravidade da doenga com uma resposta Th1l ou Th2 ndo € tio
nftida, uma vez que embora muitos clones especificos para o M. tuberculosis sejam
classificados como Th1, outros estudos indicam um perfil de produgdo de citocinas mais

heterogéneo, talvez do tipo ThO (Modlin e Nutman, 1993; Boom et al, 1991).

Na infecgdo por M. avium, também os dados existentes ndo sio muito claros. Stokes
e Collins verificaram que em ratinhos susceptiveis infectados com uma estirpe virulenta de
M. avium (estirpe TMC 702) ocorreu indugdo de células T protectoras, as quais conferiram
resisténcia em ratinhos recipientes ap6s transferéncia adoptiva. Nos ratinhos resistentes onde
esta estirpe de M. avium ndo proliferou, ndo houve indugdo de imunidade protectora (Stokes
e Collins, 1990). Denis, trabalhando com a mesma estirpe de M. avium mas uma estirpe
diferente de ratinhos susceptiveis, isolou 10 clones T a partir do bago 2 quarta semana de
infecgdo: seis clones CD4+ Thl, dois clones CD4+ Th2 e dois clones CD8+. De todos estes,
apenas um clone Th2 foi capaz de transferir protecgdo para ratinhos recipientes, ndo sendo
possivel identificar que caracteristicas celulares foram as responsdveis por esta protecgao
(Denis, 1992). Porém, Castro et al, mostraram que em ratinhos infectados com uma estirpe
de M. avium de baixa viruléncia (estirpe 2447) era induzida uma resposta do tipo Thl,

enquanto que em ratinhos infectados com uma estirpe de alta viruléncia (estirpe 25291) essa
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resposta ndo ocorria, ndo sendo, porém clara a indugéo de uma resposta Th2 nestes ratinhos
(Castro et al, 1995a). Assim, poderd haver também para a infecgdo por M. avium uma
associagdo entre a indugdo de uma resposta Thl e uma resisténcia aumentada 2 infecg@o.

Porém, todos estes dados necessitam de confirmagdo.

ek k

Na infecgdo de um hospedeiro por micobactérias estdo envolvidos numerosos tipos
celulares e uma grande diversidade de mecanismos. A interacgdo de todos estes factores
decidir4 qual o destino dessa infecgdo e quem vencerd a "guerra” estabelecida: a micobactéria
ou o hospedeiro. E, pois, de importincia fundamental o conhecimento cada vez mais
detalhado e preciso de todos os aspectos envolvidos no controlo ou exarcebamento da
infecgdo, uma vez que a aplicagdo desse conhecimento poderd permitir ao hospedeiro da
espécie humana assegurar a sua sobrevivéncia quando infectado com o agente patogénico

micobacteriano.
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OBJECTIVOS:

O objectivo do trabalho incluido na presente dissertagdo consistiu, fundamentalmente,
em identificar alguns mecanismos da imunidade inata do ratinho 2 infecgdo por M. avium,

nomeadamente:

1. Papel do gene Bcg na infecgdo por M. avium no ratinho e da fungdo macrofégica Bcg-

dependente associada a resisténcia/susceptibilidade.

2. Envolvimento do TNF-a na viruléncia dos morfotipos SmTr e SmOp de M. avium 2.151.

3. Envolvimento do TNF-o na viruléncia das estirpes 25291 e 1983, e na diferenga de

crescimento bacilar encontrado em ratinhos Bcg® e Beg”.

4. Identificagdo do mecanismo responsével pela bacteriostase TNF-a-dependente observada

in vitro para a estirpe 1983. Estudo de possiveis bases da viruléncia da estirpe 25291,



72

TRABALHO EXPERIMENTAL

1. Appelberg,R., Sarmento,A.M.. 1990. The role of macrophage activation and of Bcg-
encoded macrophage function(s) in the control of Mycobacterium avium infection in mice.

Clin.Exp.Immunol. 80:324-331

2. Appelberg,R., Sarmento,A., Castro,A.G. 1995. Tumor necrosis factor-alpha (TNF-at)

in the host resistance to mycobacteria of distinct virulence. Clin.Exp.Immunol. 101:308-313

3. Sarmento,A.M., Appelberg,R. 1995. Relationship between virulence of
Mpycobacterium avium strains and induction of tumor necrosis factor alpha production in

infected mice and in in vitro-cultured mouse macophages. Infect.Immun. 63:3759-3764

4. Sarmento,A., Appelberg,R. 1996. Involvement of reactive oxygen intermediates in the
tumor necrosis factor alpha-dependent bacteriostasis of Mycobacterium avium.

Infect.Immun. in press.



Artigo n® 1



Clin. exp. Immunol. (1990) 80, 324-331

The role of macrophage activation and of Bcg-encoded macrophage
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SUMMARY

Following the intraperitoneal inoculation of 2-5 x 10 colony-forming units of Mycobacterium avium
strain ATCC 25291. there was bacillary growth in the liver, spleen and peritoneal cavity of C57BL/6,
C57BL/10. DBA/I and BALB/c mice whereas DBA/2, C3H/He. CBA/Ca and CD-1 mice controlled
the infection showing constant or slightly decreasing numbers of viable bacteria in the liver and spleen
and effective clearance of the bacilli from the peritoneal cavities. The acquisition of non-specific
resistance (NSR) to Listeria monocytogenes during the infection by M. arvium was high in C57BL/6.
BALB/c and C3H/He mice and negligible in DBA/2 and CD-l mice. The magnitude of the
acquisition of NSR was reduced in T cell-deficient mice and was directly proportional to the dose of
the inoculum of M. avium. The production of hydrogen peroxide by phorbol myristate acetate-
stimulated peritoneal macrophages of M. avium-infected mice was higher in C57BL/6 and BALB/c
mice than in CD-1. DBA/2 and C3H/He animals. BALB/c. Beg' (C.D2) mice. unlike their congenic
strain BALB/c. restricted bacterial growth following the intravenous inoculation of 2:5 x 10* CFU of
M. avium as efficiently as DBA/2 mice. C.D2 and BALB/c peritoneal macrophages from infected
mice produced similar amounts of H>O, but BALB/c mice developed higher levels of NSR 1o listeria
than C.D2 mice. The production of nitrite by peritoneal macrophages from infected mice was found
to be enhanced in DBA/2 and C3H/He but not in BALB/c, C57BL:6. CD-1 and C.D2 mice. Resident
peritoneal macrophages from C.D2 mice were more bacteriostatic in vitro for M. avium than
macrophages from BALB/c mice. The same relative differences between the two macrophage
populations were observed when the cells were activated with lymphokines. The results show that the
resistance to M. avium infection in mice is under the control of the Beg gene and that susceptibility
may be due to some defect in macrophage antibacterial function not compietely overcome by the
activation of this phagocyte in the susceptible strains of mice.

Keywords mycobacteria macrophage activation

INTRODUCTION

In recent years. the importance of Mycobacteriun avium has
been increasing due to the high incidence of infections by this
pathogen in immunocompromised patients. namely those with
AIDS (Grange & Yates. 1986). 1t was found that M. avium-
infected individuals are anergic to the homologous antigens and
that their mononuclear cells do not produce interleukin-2 after
anugenic stimulation (Tsuyuguchi er al.. 1988). In the mousc.
non-specific immunosuppression has been described in heavily
infected animals (Watson & Collins. 1980, 1981). On the other
hand. it has also been shown that. despite the occurrence of
unresponsiveness. a strong immune response o the imfection
may occur (Appelberg e af.. 1989: Orme. 1988 Orme & Collins.
1984).

Different strains of mice vary in their relative susceptibilities
10 M. artr (Orme. Stokes & Collins. 1986: Stokes, Orme &
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Collins 1986) and to M. intracellulare. a closely related species
(Goto er al.. 1984). A polygenic control of resistance 1o
M. avium has been shown by Orme er al. (1986). However. with
M. intracellularce. the resistance to infection has been shown 1o
be associated with the Beg gene. We decided 1o address this
problem further using a M. arium strain that had shown
distinct growth behaviour in resistant and susceptible strams of
mice (Appelberg ef af.. 1989). Furthermore. we looked at the
acquisition of macrophuage activation during the imfecton n
resistiant and susceptible strins of mice, sinee this problem has
not been thoroughly studied (Orme er al., 19861, In fact. i that
study. only two mouse struns were studied. looking at one
parameter of macrophage actuvatuon, and the emphasis was
given 1o the study of the survival of M. arnen in achvated
macrophages (Orme & Collins, 19¥3: Stokes eral. 19860 Stokes
& Collins 19850, Finally . we assessed the parnicipation ol T eells
in the activation of the mononuclear phagoeytes andits relanon
to the mycobacteritl load, We show here that resistance 1o
infection s related to the expression ol the Begt peneand that the
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susceptibility of the Bcg®* mice was not associated with a deficient
macrophage activation. On the contrary, although macrophage
activation did not strictly correlate with resistance/susceptibility
to M. avium, it tended to be higher in the susceptible mouse
strains. Both T dependent and T independent mechanisms of
macrophage activation seemed to occur.

MATERIALS AND METHODS

Mice

CD-1 and C57BL/6 mice were purchased from Instituto
Gulbenkian de Ciéncia (Oeiras, Portugal); BALB/c, C3H/He,
DBA/2{ CBA/Ca and C57BL/10 were from Bantin and
Kingman (Hull, UK) and DBA/] from Harlan Olac (Bicester,
U'K). BALB/c. Bc¢g' (C.D2) mice were bred at our facilities from
parent mice generously given by Dr E. Skamene. The animals
were kept under standard hygiene conditions, fed commercial
chow and given acidified drinking water ad libitum. They were
used within 6-8 weeks of age. Athymic nude mice (CS7BL/6 nu/
nu) and euthymic C57BL/6 nu/+ mice were purchased from
Bommia (Ry, Denmark) and kept in sterilized housing and
given sterile food and water. T cell depleted mice were obtained
from adult BALB/c mice which were thymectomized at 8 weeks
of age, irradiated (750 rad of X-radiation) and given 2 x 10%
bone marrow cells that were pre-treated in vitro with anti Thy
1:2 monoclonal antibody (1/100 dilution of culture supernatant
from hybridoma HO-13-14) plus 1:10 dilution of guinea-pig
serum.

Bacteria

M. avium ATCC 25291 was grown in Middlebrook 7H9
medium (DIFCO, Detroit, MI) for two weeks. The bacteria
were collected by centrifugation and were suspended in a small
volume of saline with 0:04% Tween 80 (T80) (Sigma, St Louis,
MO), briefly sonicated (15 sec, at 50 W) with a Branson sonifier
to disrupt bacterial clumps and diluted in the same medium to
an ODgy of 0-48 being then frozen at —70°C. When needed,
aliquots were thawed at 37°C, diluted to the desired concentra-
tion and inoculated. Listeria monocytogenes CCM 5576 was
cultured in antibiotic 3 medium (DIFCO) for 36 h and aliquots
were frozen at —70°C until use being then diluted in saline to the
appropriate concentration before inoculation.

Evaluation of bacillary growth

The number of CFU of M. avium in the spleen and liver of
infected mice was determined by serial diluting and plating the
tissue homogenates onto 7HI10 agar medium (DIFCO). The
CFU numbers in the peritoneal cavitics were determined in the
same way as wilh the tissuc homogenates using an aliquot of the
collected lavage fluid which was treated with 01 saponin
(Sigma) to lyse the cells.

Sty of the non-specific resistance to Listeria monocylogencs

Al different times of M. arium infection, mice were intraven-
ously inoculated with -5 x 10* CFFU ol L. monocyiogenes and
the index of immunity (11) was calculated at 4% h as desceribed
previously (Appelberg er al., 1989). 1t is equal 1o the difference
between the log,, of the Listeria CFU in the control (M. arium-
non-inlected) mice and the logw of the CFU ol Listeria in the
M. arinm-infected mice. Since we did not find any significant
dilferences in the CIFU numbers of Listeria in contrals of the six

strains infected for 48 h with the same inoculum dose used to
assess NSR (data not shown), we assume that no other loci in
addition to the Beg gene (e.g. the Hc locus) are affecting the
acquisition of such parameters of macrophage activation. The
results are expressed as a difference between two means.
Therefore, no data are presented for a s.d. value. However, the
s.d. of the geometric mean of the CFU for each group was
smaller than 5% of the mean.

Study of hydrogen peroxide production by peritoneal macro-
phages

The peritoneal exudate of intraperitoneally infected mice was
collected with Hanks' balanced salt solution (HBSS) (Gisco,
Grand Island, NY) and centrifuged over 55% Percoll (Sigma).
The overlying ring of cells devoid of granulocytes was collected,
extensively washed with cold HBSS and the cell suspension was
counted; 1 x10° cells in RPMI 1640 medium (Gipco) were
added to each well of 24-well tissue culture plates (Nunc,
Roskilde, Denmark) and incubated for 1:5-2 h at 37°C in
humidified atmosphere with 5% CO,. Non-adherent cells were
removed by washing with warm phenol red-free HBSS and H;0,
production was evaluated as described by Ruch, Copper &
Baggiolini (1983). After the reaction, the supernatant was
collected for fluorimetric analysis and the protein content of the
cell monolayer was determined. Results are expressed as nmol
H;0; ug of protein/60 min.

Study of nitrite production by peritoneal cells

Peritoneal cells were collected as described above and plated
(1 x10° cells/well) in 24-well plates in 0-4 ml of RPMI 1640
medium. After removing the non-adherent cells, the monolayer
was incubated in RPMI 1640 medium supplemented with 10%
of fetal calf serum (FCS) (GiBco) at 37°C in 5% CO, as above,
either in the absence or presence of 10 ng of lipopolysaccharide
from Escherichia coli (LPS) (Sigma)/ml. The nitrite content of
the supernatant was determined at 24 h of culture using the
Griess reagent (Green er al., 1982) as described by Stuehr &
Marletta (1985).

In vitro infection of macrophage monolayers

Resident peritoneal cells were collected with HBSS. washed.
counted and plated in 24-well plates (3 x 10 cells per well). After
removal of non-adherent cells. 200 il of RPMI 1640 medium
with 3x10* CFU of M. avium were added per well and
incubated for 4 h. The non-phagocytozed bucilli were removed
by extensive washing of the wells with warm HBSS. A group of
wells were then lysed with saponin 0:1% (Sigmu) and serial
dilutions were seeded onto Middlebrook 7TH 10 medium with
OADC supplement for CFU counts (1 =0). The other wells were
added 400 ul of RPMI 1640 medium with 10% FCS and
incubated for different periods of ume. Cells were then lysed s
described and CFU counts were muade. To some wells, 100 11 of
lymphokinc-containing medium were added dinly. This medium
wits obtained from supernitants of spleen cell cultures (50 = 10°
cells in 20 ml RPMIL medium with 104 FCS 10 em diameter
tissue culture dishes) stimulated for 48 b with 4 e of concanivi-
lin A/ml, atter comcubation with Sephadex G5O (Pharmacia,
Uppsula, Sweden) (1: 1)
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Fig. 1. Colony-forming units (CFU) numbers in the spleen (a), liver (b), and peritoneal cavity (c) of mice inoculated intraperitoneally
with 2:5 x 10* CFU of M. avium. CFU counts were performed at different times of infection up to 90 days. Each value represents the
mean of four to eight mice of the following strains: C57BL/6 (0), C57BL/10 (O), DBA/I (a), BALB/c (%), CD-1 (@), DBA/2 (a),
C3H/He (¥ ) and CBA/Ca (®). The s.d. of the geometric mean of CFU was smaller than 5% of the mean [or any time point and was not

depicted for sake of clarity.

RESULTS

A roughly constant number of CFU was detected in the
spleen and liver of CD-1, C3H/He, DBA/2 and CBA/Ca mice
inoculated IP with 2-5 x 10®* CFU of M. avium throughout the
3 months of the study (Fig. la, b). These resistant strains
showed a progressive clearance of the inoculum in the peritoneal
cavity along the time of the infection (Fig. 1¢). They did not
show any detectable signs of disease. On the contrary, C57BL/6,
C57BL/10, DBA/l and BALB/c mice showed progressive
bacterial proliferation in the spleen and liver (Fig. la, b) whiie
the initial clearance of the peritoneal inoculum was substituted
after the first 15 to 30 days post-inoculation by a progressive
bacillary multiplication plateauing at about 106 to 10’ CFU per
peritoneal cavity (Fig. 1c). These susceptible mice died from the
infection in 3—4 months showing signs of cachexia (weight loss,
muscle and subcutaneous tissue atrophy, ruffled fur) and
massive hepatomegaly and splenomegaly with loss of the
normal red colour of these organs which appeared pale and
upon histologic examination exhibited extensive infiltration by
heavily infected foamy macrophages (not shown).

The development of NSR to a heterologous bacterial
challenge was studied. This parameter is an in vive measure of
systemic macrophage activation (North, 1974; North & Spi-
talny, 1981).

M. avium-resistant CD-1 and DBA/2 mice did not develop
any significant levels of NSR to a Listeria challenge during
90 days of infection by 2-5 x 10* CFU of M. avium (Fig. 2). On
the other hand, M. avium-susceptible C57BL/6 and BALB/c
mice and M. avium-resistant C3H/He mice developed high levels
of NSR peaking at 15 days of M. avium infection (Fig. 2). The
development of NSR during M. avium infection was reduced in
nu/nu as compared with nu/+ C57BL/6 mice (Fig. 3a).
Similarly, T cell depletion of adult BALB/c mice led 1o a
reduction in their ability to develop NSR during M. avium
infection (Fig. 3b). The levels of NSR acquired at 15 days of
M. avium infection varied with the mycobacterial inoculum
dosc and between the different mouse strains (Fig. 4). Thus,
C57BL/6 and BALB/c mice showed enhanced levels of NSR for
the lower inocula tested (6 x 10* and 6 x 107 CFU) while NSR

Doys

Fig. 2. Development of non-specific resistance to Listeria monocytogenes
expressed as the Index of Immunity (I11) in mice infected with 2:5 x 10*
CFU of M. avium up to 90 days of infection. Each point represents the
mean of three or four mice of the following strains: CD-1 (m), DBA/2
(®). C3H/He (a), C57BL/6 (O) and BALB/c (O).

was not detected for such inoculum doses in infected CD-1,
C3H/He and DBA/2 mice (Fig. 4). With infections by 6 x 10*
CFU of M. avium, C3H/He already exhibited high levels of
NSR, similar to those found in C57BL/6 and BALB/c mice.
Only with the higher inocula (6 x 10° CFU) were the levels of
NSR high in the CD-1 and DBA/2 mice.

Since immunologicully activated macrophages produce
enhanced levels of hydrogen peroxide (Adams & Hamilion,
1984), this purameter was also studicd for comparison with the
previous results. The amount of H,O; produced by peritoncal
macrophages from M. avium-infected mice (15 and 30 days of
intraperitoncal infection) was higher in the susceptible C57BL/6
and BALB/c struins than in the resistant CD-1, C3H/He and
DBA/2 strains (Fig. 5).
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Fig. 3. Development of non-specific resistance to Listeria in C57BL/6
nu/nu (O) or nu/+ (@) mice (a) and in T-cell depleted (O) or control (®)
BALB/c mice (b) intravenously infected for up to 30 days with 25 x 10°
CFU of M. avium.
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Fig. 4. Development of non-specific resistance 1o Listeria in C57BL/6
(0). BALB/c (0). CD-1 (®). DBA/2 (W) and C3H/He (a) micc
intravenously infected for 15 days with various inoculum doses of
M. avium.
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Fig. 5. Production of H,0: by peritoneal macrophages of C57BL/6 (B6),
BALB/c (Bc), CD-1, C3H/He (C3) and DBA/2 (D2) mice intraperito-
neally infected with 2:5 x 10* CFU of M. avium for 15 (closed columns)
or 30 (open columns) days. Each value represents the mean of four pools
of two mice. Data are expressed as nmol of H;0/ug of adherent cell
protein/60 min.

The study of the susceptibility to M. avium infection among
the seven inbred strains of mice shown above suggested a role
for the Bcg gene in the regulation of such susceptibility. This was
further tested by studying the susceptibility of a BALB/c
congenic strain that has received a segment of chromosome 1
from DBA/2 mice that contains the Bcg' allele. This mouse
strain, BALB/c.Bcg® (C.D2), did not allow the proliferation of
M. avium in their spleens and liver unlike the congenic BALB/c
which exhibited extensive bacterial multiplication in those
organs following the intravenous inoculation with 2 x 108 CFU
of M. avium (Fig. 6). In fact, C.D2 mice were as resistant as the
donor strain DBA /2. The peritoneal macrophages from infected
C.D2 and BALB/c mice produced similar amounts of H,O, at
15 and 30 days of intraperitoneal infection (macrophages from
C.D2 mice produced 52:3 + 195 and 986 + 274 nmol
H:0:/mg protein at days 15 and 30, respectively and macro-
phages from BALB/c mice produced 382+ 221 and 126-8+
20:1 nmol H,0,/mg protein at the same times of infection). The
development of NSR was higher in BALB/c than in C.D2 mice
(Fig. 7).

Immunological activation of macrophages has been shown
to lead to enhanced secretion of reactive nitrogen intermediates
including nitrite (Ding, Nathan & Stuehr, 1988; Stuehr &
Marletta, 1985). Peritoneal macrophages from infected mice
were cultured in virro for 24 h and the nitrite content of the
culture supernatants was evaluated. Only the cells from infecied
DBA/2 and C3H/He mice produced nitrite amounts that were
significantly higher than those produced by resident peritoneal
macrophages from uninfecied mice (Fig. 8a). The presence of
LPS in the culiure medium led to a general increase in the
amounts of nitrite produced including those secreted by resident
peritoncal cclls (from 0:070 + 0:004 1o 0112 4+ 0:028 nmol/ug
of protein/60 min.). Again, DBA/2 and C3H/Hc cclls produced
enhunced levels of nitrite as compared with resident cells
(Fig. 8b). C57BL/6 mice at 15 days of infection also showed



328 R. Appelberg & A. M. Sarmento

6 (4q)

CFU (log,g)

2 1 1 ]
30 60 90

Days
Fig. 6. CFU counts in the spleen (a) and liver (b) of BALB/c (®),
BALB/c.Bcg" (C.D2) (0), and DBA/2 (O) mice intravenously infected
with 2 x 10" CFU of M. avium. Each point represents the mean of four
mice. The s.d. of the geometric mean of CFU was smaller than 5% of the
mean for any time point and was not depicted (or sake of clarity.

such enhancement in nitrite production by their peritoncal
mucrophges in the presence of LPS (Fig. 8b).

Resident peritoneal macrophages (rom uninfected BALB/c
and C.D2 mice were cultured in vitro at high density ol adherent
cells (resulting in confluent macrophage monolayers) and
infected with M. wvium giving an inlection ratio ol about |
bucterium : 2 macrophages. This protocol avoided the problem
ol extracellular growth of the bacilli which did not oceur in the
96 ol the ussay. The slight differences in the imitial C1°U counts
were also not important since there were never inlection ratios

v
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Fig. 7. Development of non-specific resistance to listeria in BALB/c (®)
and C.D2 (O) mice intravenously infected with 2:5x 10® CFU of
M. avium.

above 1:1. BALB/c macrophages allowed bacterial growth
resulting in a 2:5-fold increase in the CFU counts in 96 h of the
infection (Fig. 9a). Macrophages from C.D2 were more bacter-
lostatic than those from BALB/c allowing for only a 1-6-fold
increase in the CFU counts (Fig. 9b). The daily addition of
spleen cell-conditioned medium containing macrophage acti-
vation factors led to an increase in the bacteriostatic capacities
of the macrophages from both mouse strains (Fig. 9a. b).
However, the relative differences between the two strains were
still maintained, BALB/c macrophages allowing a 1-7-fold
increase in CFU counts compared with a 1-2-fold increase with
C.D2 macrophages.

DISCUSSION

Mycobacteria arc intracellular parasites residing inside the
macrophages of the infected host (Edwards & Kirkpatrick.
1986). The protection against these bacleria appears to depend
upon mechanisms of cell-mediated immunity involving the
recognition of bacterial antigens by T cells and the activation of
the phagocytes by T cell-derived lymphokines (Edwards &
Kirkpatrick., 1986; Gaugas & Rcees 1968: Muckaness, 1964:
Putterson & Youmuns, 1970; Rook ¢ al.. 1985). In addition 1o
these immune pathwiys, innate resistance traits are able 10
affect the iniual growth of these bacteria before the development
ol the acquired phase of immunity (Buschman o af., 1988). The
best studied ol these traits s under the regulation of a gene
located in the mouse chromosome 1, named Bee (Forget er al.,
1981 Grosc Skamene & Forget, 1983), that probably is the same
as those named Ll (Bradley eral.. 1979) and 1v (Plant & Glvnn
1979). The ey pene controls some as yet unidenttied macro-
phage function that s manilested by the ann-mycobacterial
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Fig. 8. Production of nitrite by peritoneal macrophages from C57BL/6
(B6), BALB/c (Bc), C3H/He (C3), DBA/2 (D2), CD-1 and C.D2 mice
intraperitoneally infected with 2-5 x 108 CFU of M. avium for 15 (closed
columns) or 30 (open columns) days. Nitrite was detected in the culture
supernatants of adherent cells incubated for 24 h in RPMI medium plus
10% FCS in the absence (a) or presence (b) of M ng of LPS/ml. Each
column represents the mean value for three mice. Comparison between
infected and non-infected mice: statistically significant *P<0-01,
tP <0-05; Mann-Whitney U-test.

(Stach er al., 1984) and oxidative activity (Denis er al., 1988c) of
resident macrophages as well as by effects on the immune
response (Buschman & Skamene, 1988; Denis et al., 1988a, b).

We show here that two groups of mouse strains can be
distinguished based on the resistance to M. avium infection. The
susceptible animals allowed a progressive bacterial growth
leading to the death of the animals whereas the resistant mice
controlled the infection by inhibiting bacterial growth and
showed no signs of disease. Of the seven inbred strains of mice
that we studied, the four M. avium-susceptible strains bore the
Beg® allele whereas the three resistant strains were Beg'. These
results extend the data obtained by other authors with M. avium
(Orme et ul., 1986, Stokes er al., 1986) and M. intracellulare
(Goto er al., 1984). namely by showing that the Beg gene is the
major determinant of resistance against M. arium in the control
of the infection using the pair of congenic mouse strains,
BALB/cand BALB ¢.Bcg' (C.D2)mice (Pottereral., 1983). The
presence of the chromosome 1 segment bearing the Beg' gene
rendercd BALB/c mice as resistan to the infection as the donor
DBA/2 strain. However, other genes may still play a role in
resistance (o these bacteria (Orme er al., 1986). Unlike in the
BCG modecl (Forget er al., 1981 Gros er al.. 1983), where the
Beg allele is associated with bactenial growth only in the initial
phase of the infection, we found that the effects of the Beg® pene
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Fig. 9. CFU counts of M. avium in infected macrophage monolayers
from BALB/c(a) or C.D2 (b) mice, cultured up to 96 h in RPMI medium
plus 10% FCS in the absence (O) or the presence (®) of 25% of
conditioned medium. Each value represents the mean + | s.d. of three
determinations. The experiment was repeated three times piving
reproducible results. Differences in the numbers of CFU at r=0in the
two mouse strains did not account for the differences in the growth rate
since they were also observed when CFU numbers were the same at /=0
(other experiments).

allowing M. avium proliferation were observed both in the intial
phase of infection where the innate resistance mechanisms are
important and at later periods of infection after the acquisition
of CMLI

We looked at the level of macrophage activation during the
M. avium infection since this parameter is thought to be the
effector mechanism in resistance to mycobacterial infection
(Patterson & Youmans, 1970; Rook er al., 1985; Edwards &
Kirkpatrick, 1986) and because it reflects the degree of immune
response that takes place in the infected host (North 1974). We
studied three parameters of macrophage activation in infected
mice of six strains including the congenic pair, BALB/c and
CD-2. Our results showed that the levels of macrophage
activation for non-specific antibacterial acuvity and H,O;
production were as high or even higher among susceplible
strains as they were in strains resistant to M. avium thus showing
that susceplibility to these mycobacteria was not due to a lack of
macrophage activation. The secrction of reactive nitrogen
intermediates. which has been reported Lo be enhanced follow-
ing immunological activation of macrophages (Ding et al., 1988,
Stuchr & Marletta, 1985), was not associated with iny pallern
of resistance/susceptibility 1o infection by M. arium. 1 is thus
apparent that this bacterium is quite resistant to the antibacter-
ul activity of the activated macrophage as was also found by
others (Orme & Collins 1983, Stokes & Collins 1988). It must be
siressed. however, that any of the three paramelers of macro-
phage actvation studied represent markers of such functional
macrophuge alterations but may not represent the molecular
mechanisms of antimycobacterial activity. Indeed, it has been
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suggested that reactive oxygen intermediates arc not involved in
the macrophage control of mycobacterial growth (Flesch &
Kaufmann 1988). As for thc NO, ions, there arc no duata
concerning their action on mycobacteria even though they were
shown o be active against fungi (Granger er al., 1988).
Moreover, there are numerous reports on the dissociation of the
paramcters of macrophage activation. Thus, it has been shown
that tumoricidal and listericidal activities are independently
regulated in exudate peritoneal macrophages of mice (Campbell
et al., 1988) and that antibacterial activities against different
species of bacteria are dissociated (van Dissel er al., 1987). It
must also been taken into account that we measured macro-
phage activation of a population of cells that had a minority of
infected macrophages. Thus, it cannot be excluded that the
infected cells might not exhibit the same general pattern of
macrophage activation.

We showed that congenitally athymic C57BL/6 nude mice
and T cell-depleted BALB/c mice developed a smaller degree of
NSR to listeria compared with normal littermates, suggesting
that at least partially, macrophage activation involves T cell-
dependent mechanisms in agreement with previous reports
(North, 1974). This would argue in favour of the hypothesis that
susceptibility to M. avium is not due to the lack of an efficient
immune response leading to macrophage activation. The sus-
ceptibility to infection could be due to either a defective
macrophage antimicrobial function or to the resistance of M.
avium to the antibacterial activity of the macrophages as
suggested before. Likewise, the lack of growth of M. avium in
resistant mice could be explained by the presence of an efficient
antibacterial function in Becg" macrophages or by the lack of a
suitable environment for bacterial growth.

Our observation that the macrophage activation is directly
proportional to the bacterial load in the infected mice prompts
us to speculate that in the presence of higher amounts of antigen
or when innate susceptibility allows bacterial proliferation, the
T cells are more active in the regulation of the macrophage
functions, or mycobacterial products by themselves directly
activate macrophages.

The differences in resistance to M. avium between mice were,
at least partially, mimicked in vitro using cultures of resident
peritoneal macrophages. Unlike Stokes & Collins (1988), we
found that Con A-induced lymphokines could activate myco-
bacteriostatic activity in resident peritoneal macrophages of
distinct innate resistance to mycobacteria. Interestingly, the
differences between resistant and susceptible animals were
maintained after in vitro activation by spleen cell-derived
lymphokines. Since the activating stimulus in the macrophage
culture was the same for the two cell populations, this result
supports the notion that the susceptibility is indeed due to some
defective antibacterial function of Beg® macrophages that
cannot be completely overcome by immunc-mediated acti-
vation. Such function could be related either directly to an
effector molecule or to the triggering of the antimicrobial
mechanisms.

In conclusion we have shown that the Beg gene plays an
important role in the control of the resistance 1o M. avium
infection in mice and we hypothesize that this resistance depends
on macrophage functions rather than on the immune response
and that the activaton of these phagocytes cannot completely
overcome, as happens with the BCG bacilli, the inability ol Beg®
macrophages (o control bacterial proliferation.
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Tumour necrosis factor-alpha (TNF-a) in the host resistance to mycobacteria
of distinct virulence
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SUMMARY

The relative virulence of different isolates of Mycobacterium avium has been linked to their
capacity to trigger the secretion of TNF from the macrophages they infect. Smooth opaque
(SmOp) variants of Myco. avium have been shown to trigger higher expression of TNF-a by
macrophages in vitro than the smooth transparent (SmTr) variants. To analyse the role of TNF in
resistance to infection by Myco. avium, we studied the infection by two different morphotypes of
strain 2.151 of Myco. avium both in vitro and in vivo in the presence or absence of neutralizing
antibodies to TNF. No effects were found in vitro regarding the growth of either isolate of Myco.
avium. In vivo, only the virulent SmTr morphotype showed enhanced growth in the presence of the
neutralizing antibodies. This enhancement occurred relatively late when priming for TNF
secretion in vive was evident. Among four isolates of Myco. avium, three virulent ones induced
a marked priming for TNF release and one avirulent strain did not. Mycobacierium tuberculosis
H37Ra, which is very active in inducing TNF release due to its lipoarabinomannan moiety, was
used to compare with the previous results. The growth of H37Ra in macrophages was increased in
vitro by the neutralization of TNF and neutralization of either TNF and/or interferon-gamma
(IFN-v) enhanced the in vive proliferation of this microbe in the spleen and liver of infected
animals, whereas only the combination of both anti-TNF and anti-IFN-v enhanced bacterial
proliferation in the lung. We conclude that resistance to the avirulent strains of Myco. avium did
not involve TNF, but rather antimicrobial mechanisms expressed consitutively in the mononuclear
phagocytes. In contrast, TNF plays an important role in the control of Mvco. tuberculosis H37Ra
infection.

Keywords tumour necrosis factor-alpha Mycobacterium avium — Mycobacterium
tuberculosis macrophages innate resistance

INTRODUCTION with Myco. avium of intermediate virulence [3,4,6-9]. Thus,
while avirulent strains are equally eliminated from Bcg® and
Beg" strains and, furthermore, are not dependent on an intact
immune systemn for elimination, virulent strains show differ-
ences in their control among mouse strains, and depend on T
cells for their control [4,6-9). Similar variation in virulence
among strains has been found in Myco. tuberculosis, one of the
most virulent species for man and many experimental animals.
In the 1940s, avirulent strains of Myeo. tuberculosis were
isolated from clinical isolates, such as the case of the strain
H37Ra [10]. The basis of the lack of virulence has recently
begun to be understood [11,12].

The colonial morphology types of Myco. avium are associ-
ated with the presence of particular glycolipds exposed on the
outer surface of the cell wall of the bacteria [13-15]). Mycobac-

The virulence of mycobacteria is very variable, depending not
only on the mycobacterial species but also on the strains or
colonial morphotypes of a given species. Mycobacterium avium
is an opportunistic infectious agent in humans, infecting mainly
AIDS patients [1]. Many strains are able to proliferate in
animals to a great extent, whereas others are slowly eliminated
[2.3]. In the mouse model of infection. the growth of Myco.
avium depends on the host genetic background and on the
bacterial strain and colonial form. Mice expressing the Bcg'
allele are naturally resistant to infection by Myeo. avium [4,5).
Naturally susceptible mice harboring the Beg® allele may still
eliminate avirulent strains of Myco. avium, namely the smooth
opaque (SmOp) morphotypes, but become progressively

infected with highly virulent strains, or chronically infected
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terium tuberculosis also expresses different glycolipids that
differ according to the strains under study. Thus, virulent
strains have different lipoarabinomannan molecules compared
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with the aviculent HI7Ra stean [T 2] 1 has been shown that
these dilferences in glveolipid structure are associated with
diflferences i the triggerng ol TNE-0 seerchon following
mlection of the macrophage [11.12.16]. On the basis of these
latter observations. it has been speculated that the virulenee of
a particular mycobacterium depends on its abihty to avoid the
triggering o TNF seerction when anfecting o mononuclear
phugocyte.

The morphotypic variation from  smooth transparent
(SmTr) 1o SmOp 15 most often assoctated with loss of virulence
[3]). Thus, we chose to study two isogenic morphotype variants,
and tested the hypothesis that avirulent SmOp M yeo. avium are
eliminated tfrom the host because of their ability to trigger
TNF-a secretion to a greater cxtent than virulent SmTr
organisms. We also studied an avirulent strain of Myco.
tuberculosis to look at another example where such an hypo-
thesis has been put forward.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Female BALB/c mice were purchased from the Gulbenkian
Institute (Oeiras. Portugal), kept under conventional housing,
given commercial chow and acidified water ad libitum, and used
at 8—12 weeks of age.

Bacteria

Mycobacterium avium 2.151, an AIDS-derived isolate, was
obtained from Dr John Belisle (Colorado State University,
Fort Collins. CO) in two colonial forms, SmTr and SmOp.
Mycobacterium ruberculosis H37Ra was provided by Dr F.
Portaels (Institute of Tropical Medicine. Antwerp, Belgium).
Bacteria were grown in 7H9 medium supplemented with ADC
(Difco, Detroit, MI) until mid-log phase, harvested by centri-
fugation. suspended in saline/0-04% Tween 80 (Sigma. St Leuis,
MO,). briefly sonicated to disperse bacterial clumps (15 s at 50 W
in a Branson sonifier), and frozen in aliquots until use.

Reagents and antibodies

Tissue culture medium was from Gibco (Paisley, UK). Macro-
phage culture medium consisted of Dulbecco’s modified Eagle's
medium (DMEM) supplemented with 10% fetal calf serum
(FCS) and 10 mm HEPES buffer (complete DMEM). No
antibiotics were used in any step. The MP6-XT22 and
XMGI1.2 hvbridomas were grown in ascites in HSD nude
mice and antibodies were purified by affinity chromatography
using an EconoPuac lg column (BioRad. Richmond, CA)
or by ammonium sulphate precipitation. The GL113 isotype
control (IgG1) MoAb with an irrelevant specificity (anti-/3-
galactosidase) was used to control for the administration of
xenogencic molecules. :

Stuev of the infection in vivo

Mice were infected intravenously with 10° colony-forming units
(CFU) of cach strain of Myco. avium, and the infection was
monitored for 30 days by counting viable bacteria in the spleens
and livers of infected animals. For this purpose, groups of four
mice were killed by cervical dislocation, their organs were
aseptically collected, pround in a 0-04% Tween 80 solution in
water, serially diluted and plated onto 7HI10 agar plates in
duplicate. The number of colonies were counted 10-15 days

later after mcubating the plates at 37 €. Mice were given 2 my

cof cither anti-TNE (MPG-XT22) or isotype control (GLTT3)

antibodies on davs 0 and 15 of infection. Previous work has
shown that antibodics with rrrelevant specificities do not alter
the course of the mfection even when given every 2 weeks for 3
months in doses up to 4 merammal.

Mycobacterivm tubercidosis H37Ra was inoculated intra-
venously into mice at doses of 10° or 10" C1PU/animal. Mice
were treated intraperitoncally with 2 mg of anti-TNFE and/or
anti-IFN-v antibodics or the isotype control at days O and 15 of
infection. Bacterial growth was monitored as described for
Muyco. avium.

Study of the infection in cultured macrophages

Macrophages were cultured from bone marrow cclls of
BALB/c mice in the prescnce of L929 cell-conditioned medium
as described [17]. Macrophages were infected on day 10 of
culture with the bacteria, incubated for 2 h and washed
extensively to remove extracellular bacteria. Infection was
followed for up to 7 days as described [17]. Each well contained
1 ml of medium with or without 50 ug of antibody/well. This
amount of antibody was shown to block all TNF bioactivity.

In vitro secretion of TNF

Bone marrow-derived macrophages were infected with 10°
CFU (multiplicity of infection = 2:1) and the supernatants
(1 ml/well from 24-well plates) were collected 4 days later and
analysed for TNF bioactivity as described below.

In vivo secretion of TNF

To measure the priming of the macrophages in vivo for the
secretion of TNF, infected mice were inoculated for 2 h with
50 ug of Escherichia coli endotoxin (026:B6 serotype; Sigma)
and killed by exsanguination. Sera from each mouse was
diluted 1:10 in complete DMEM, sterilized by filtration and
used to assess the amount of biologically active TNF using the
1929 lysis assay. Cells were incubated in 96-well flat-bottomed
plates with serial dilution of each sample in the presence of 1 ug
of actinomycin D/ml. and cell viability was measured 24 h later
by incubating the monolayers with MTT. One unit of TNF
corresponds to the amount of TNF required to produce a 50%
reduction in the amount of MTT reduction.

Statistical anlvsis

In vivo infection data are means of the results from four mice
per time point. Data from in vitro culture are means from four
wells. Data were compared using Student’s r-test.

RESULTS

The secretion of TNF-a was studied in bone marrow-derived
macrophages infected with two colomal morphotypes of strain
2.151 as well as another avirulent strain of Myco. avium (strain
1983) or the avirulent H37Ra strain of Myco. niberculosis,
Macrophages were infected with 10° CFU of the different
mycobucteria and the amount of biologically active TNF
present in the supernatants of the macrophages was tested at
day 4 of infection. Neither variant of strain 2,151 induced
sceretion of TNF 1o detectable levels (sensiivity himit of
10U/ml) compared with H37Ra (30-0£14-1 U/ml) or the
avirulent strain of Myco. avium, strain 1983 (60-0£34:6 U/ml).
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Fig. 1. Growth of Mycobacterium avium 2.151 in vitro in bone marrow-
derived macrophages. Smooth transparent (SmTr) and smooth opaque
(SmOp) variants were used to infect macrophage monolayers, and
infection was monitored for up to 7 days in the presence of anti-TNF
antibodies (<€), isotype control immunoglobulin (O) or nil (O). Each
time point represents the mean+s.d. of three wells. There were no
statistically significant differences between groups. CFU, Colony-
forming unit.

Since we were unable to detect TNF which still could be
having an autocrine effect on the macrophage, we then analysed
in vitro the effects of the neutralization of TNF on proliferation
of the two morphotypes of the 2.151 strain of Myco. avium
growing inside bone marrow-derived macrophages.- As pre-
viously reported [17], the virulent SmTr variant grew progres-
sively in the macrophages, whereas the avirulent SmOp did not
grow during the initial 4 days of infection and proliferated to a
limited extent afterwards (Fig.1). Neither the growth of the
SmTr nor of the SmOp morphotypes was affected by co-
incubation of the cells with anti-TNF antibodies or the isotype
control MoAb (Fig.1).

Table 1. Amounts of biologically active TNF (log), units of

TNF/ml ol serum) in the sera of endotoxin-treated mice

infected intravenously with 10° colony-forming units (CFU)

ol Mycobacterivm avium or Myco. tubercudosiy H3TRa for 2
or 4 wecks

Strain 2 weeks 4 weeks

Avea, aviem 2447 SmTr 411 =037 545 £ 007
Myvea, avium 23291 SmTr 411 =000 534 £:25
Myeo, avium 2,151 Sm'T'r 401 =030 4950017
Myeosavium 2151 SmOp 366 015 280 L0
My, tuberculosis HITRa 469+ 015 401 024

Sl Smooth ransparent: Smop, smooth opague.

2,151 SmTr
— Liver

9 — Spleen

log,q CFU

0 0 20 30 40 0 10 20 30 40

2.151 SmOp
7 — Spleen — Liver
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EI— -
]
&
e B ~
o
°
4 —
3 1 I 1 J 1 [ 1 I 1 I 1 1 1 l L l

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Time of infection (days)

Fig. 2. Growth of Mycobacteriunt avium 2,151 in vive in the spleen and
liver of BALB /¢ ammals infected with 10" colony-forming units (CFU)
ol either the smooth transparent (SmTr) or the smooth opague (SmOp)
varint. Mice were treated intraperitoneally every 2 weehs with 2 mg of
cither anti-TNF (%) or isotype control (C) antibodies. Each time point
represents the geometrie mean of the CEU values from tour mice = s.d.
Statisucally sienilicant diflerences: */2 < 0005, **£ < 001

When mice were inlected intravenoush with 10" CFU of
cither variant ol the 200151 strum. there was an extensive
prohiferation of the SmTr varant and a slow ehmination of
the SmOp solite (Fig, 200 Whereas the neutralizaton of TNE
durmg the course ol imlection by the SmOp varant did not
altect chmmation of the hacteri, there wis o statistically
signtficant  enhancement ol

hacternal prohleranon ol the
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Fig. 3. Growth of Mycobacterium tuberculosis H3TRa in vitro in bone
marrow-derived macrophages. Infection was monitored for up to 7
days in the presence of anti-TNF antibodies (W), or isotype control
immunoglobulin (O). Each time point represents the mean £ s.d. from
three wells. Statistically significant differences: *P < 001. CFU,
Colony-forming units.

SmTr morphotype after day 10 in theg spleen and liver of
infected animals (Fig. 2).

To look for in vive priming for TNF secretion in mice
infected with the different mycobacteria, mice were infected
with the SmTr and SmOp colonial variants of strain 2.151 of
Myco. avium, two other virulent strains of Myco. avium (strain
25291. highly virulent for mice, and strain 2447, of intermediate
virulence for mice) and the avirulent H37Ra strain of Myco.
tuberculosis. At 2 and 4 weeks of infection, the animals were
treated intraperitoneally with 50 ug of endotoxin, and sera were
collected 2 h later and analysed for the bioactivity of TNF. As
shown in Table 1, animals infected with the SmTr variants of
Myco. avium had higher levels of TNF in their post-endotoxin
sera than animals infected with the avirulent SmOp variant.

Since the H37Ra strain of Myco. ruberculosis has been
shown to be a powerful trigger of TNF expression and
secretion [11,12], we decided to analyse the effect of TNF
neutralization to check the negative results obtained with the
avirulent strain of Myco. avium. In contrast to the 2.151 SmOp
strain. in vitro ncutralization of TNF led 1o a slight enhance-
ment of growth of the bacilli in treated macrophages (statist-
ically significant at day 7) (Fig. 3). In vivo. Myco. ruberculosis
H37Ra was able to proliferate to some extent in the spleen,
hver. and lung of infecled mice (Figs 4 and 5). showing that this
stratn is not completely devoid of virulence for BALB/c
animals. TNF neutralization during the i vive infection led
to an increase of bacterial proliferation of H37Ra that was
obvious at day 20 of infection, at a time when some climination
ol the mycobacteria was already starting to occur in control
animals (Fig. 4).

To dctermine whether TNF production during H37Ra
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Fig. 4. Growth of Mycobacterium tuberculosis H37Ra in vivo in the
spleen and liver of BALB/c animals infected with 10° colony-forming
units (CFU) of the bacteria. Mice were treated intraperitoneally every 2
weeks with 2 mg of either anti-TNF (@) or isotype control (O)
antibodies. Each time point represents the geometric mean of the
CFU values from four mice +s.d. Statistically significant differences:
*P < 001

infection was associated with innate mechanisms of protec-
tion, or was occurring after immune priming of macrophages
for TNF secretion [7], we tested H37Ra-infected mice for TNF
production /n vive after an endotoxin challenge [7]. We found
that infection by H37Ra also led to important priming at 2 and
4 weeks of infection (Table 1).

Finally, we evaluated whether the enhancement of growth

T Liver — Spleen — Lung

2 55 § -

(&) C

e

‘_g‘ 4 ¢ -
3+ - -

2 | | | J | | | J | | | |
0 10 20 30 40 0O 10 20 30 40 0O 10 20 30 40
Time (days)

Fig. 5. Growth of Mycobacterium wubercudosis H37Ra an vive i the
spleen. liver, and lung of BALB/c animals infected with § = 107 colony-
forming units (CFU) of the bacteria. Mice were treated intraperiton-
cally every 2 weeks with 2 mg of esther anti-TNF (4), anti-1FN-5 (O),
both antibodics (@) or isotype control antibodies (3). Each me poimt
represents the peometric mean of the CFU values from four mice £ s.d.
Statistical analysis is presented in the text.
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by unti-TNF antibodies was [urther increased by the neutral-
ization of [FN-y in view ol the fuct that the latter cytokine is
involved in priming for TNF sceretion [7]. As shown in Fig. 5.
there was @ cooperation between TNF and 1FN-v in the
induction of killing of H37Ra in the liver and. albeit to a
lesser degree, in the spleen of infected mice. Anti-IFN-v
antibodics. with or without anti-TNF antibodies, significantly
enhuanced bucterial proliferation in the liver (£ < 0-01 at days
15 and 30) and in the spleen (P < 0:01 atday 15and P < 0-05
at day 30). Anti-TNF antibodies alone enhanced bacterial
proliferation in the liver (P < 0-01 at days 15 and 30). Single
antibody treatments did not affect H37Ra growth in the lung,
but combined administration of both antibodies was able to
enhance bacterial proliferation more than 10-fold at day 30 of
infection (P < 0-01).

DISCUSSION

As previously shown, the two morphotypes of strain 2.151
behaved differently after infecting mice or isolated macro-
phages. Infection by SmOp variants of Myco. avium was
controlled very early, even before the bacteria were able to
proliferate. This fact would support a role for a macrophage
product triggered very early (i.e. before the onset of an immune
response to the infectious organism) by the avirulent SmOp
variant, namely TNF-a. However, in vitro, neither the avirulent
variant nor the more virulent SmTr variants triggered TNF-a
secretion, thus conflicting with the data obtained previously
using an ELISA technique to detect secreted cytokine [16]. It
was still possible that TNF was being produced and acted in an
autocrine loop on the infected macrophages. We therefore
tested the hypothesis that the early secretion of TNF by
macrophages infected with avirulent strains of Myco. avium
might be able to induce control of the bacterial proliferation
from the beginning of the infection. We were unable to enhance
the growth of the SmOp strains either in vitro or in vivo by
neutralizing TNF-«. We thus found no evidence to substantiate
the hypothesis raised previously. The neutralization of TNF-a
in cultures of macrophages infected with the virulent SmTr
morphotype did not affect its growth either. However. the in
vivo proliferation of this latter isolate was enhanced by neutral-
ization of the endogenously produced TNF-a. This enhance-
ment was evident after the first 2 weeks of infection, suggesting
that TNF production needed to be primed before detectable
levels of this cytokine were evident and able to induce some
bacteriostasis. When we analysed the in vive ability to secrete
TNF-«v after stimulation with a potent agonist of TNF-«
secretion, endotoxin. we found that only the virulent strains
ol Myeo. avium were able to induce such priming. We showed
celsewhere [7] that the priming of the macrophages that oceurs in
vive depends on the endogenous production of interferon-
gamma (IFN-%). We therefore propose that, in the presence
ol proliferating bacteria, immune cells (T cells or natural killer
(NK) cells) are induced to seerete 1FN-5 and, in that way,
prime the macrophages. The ability to secrete TNIT then
increases and that evtokine exerts. i an aulocrine or paricrine
wity, its anumicrobial function,

Preliminary results comparing two other strains of Mico,
avitnnr have, however, shown that carly. TNIT production
mduced by avirulent strains may. at least partly, account for
the Tower virulence exhibited by some strams ol Myeo. aviin

R. Appelberg, A. Sarmento & A. G. Castro

(A. Sarmento and R. Appelberg, manuseript in preparation).
Thus, the hypothesis raised clsewhere [10]. relating avirulence
to enhunced TNF triggering, still applics to some situations ol
Myco. avium infection. We have Lo consider that, in addition to
that explanation. other mechanisms still operate dictating the
outcome of the interaction between that microbe and its host.
Thus. the basis of the luck of virulence of the particular SmOp
strain studied here does not relate to the induction of TNF. but
may rather depend. in our view. on the innalte susceptibility of
these strains to antimicrobial mechanisms of the macrophage
expressed constitutively with no need for activation by cyto-
kines. Further work should thus be focused on the microbio-
logy of these strains, to test which is the busis of the lack of
virulence. In this respect, it has been shown that SmOp strains
are better at inducing the respiratory burst [18.19] and. accord-
ing to those results, we may speculate that virulence evolved
with the ability to avoid the triggering of the oxidative effector
mechanisms of the macrophage. However. the role of oxygen
radicals in the bacteriostasis and killing of Myco. avium is still
not yet clear. Whereas virulent strains are not restricted in vitro
by activated macrophages through the production of reactive
oxygen intermediates [17,20], less is known about SmOp
strains. On the other hand, reactive nitrogen intermediates
are not involved in bacteriostasis of either SmOp or SmTr
strains [17].

To analyse in greater detail the role of TNF in resistance to
mycobacterial infection with a mycobacteria known to be a
good inducer of TNF secretion, we examined the role played by
this cytokine in controlling the course of infection by Myco.
tuberculosis strain H37Ra. Although considered avirulent
compared with the H37Rv strain [10], we found here that
H37Ra was able to proliferate during the first 2 weeks of
infection in BALB/c mice. In contrast with the avirulent
Myco. avium strain, anti-TNF antibodies promoted H37Ra
infection. Furthermore, the ability of the macrophage to
produce TNF increased during the first 2 weeks of infection.
probably under the influence of IFN-v. Thus when both
cytokines were neutralized. the promotion of the infection
was higher than when single cytokines were targeted. It is
difficult to judge from our results whether the ability of
H37Ra to trigger TNF early during the infection (before
macrophage priming by the immune system) is associated
with some innate control of the infection. We found that such
priming for TNF secretion occurs when TNF was shown to be
protective. On the other hund, in virro neutralization of TNF
led to some enhancement of bacterial growth, suggesting that
TNF may act independently of the T cells and their cytokines
(e.g. IFN-%). I vivo,itis likely that TNF is ucting mostly as one
of the cytokines associuted with the immune response rather
than an carly protective cvtokine associated with the innate
immunity o this Myco. wherculosis struin. The number of
bacteria also inlluence the relatuve importance of the role
played by TNI- in resistance. namely 1in the spleen. When
comparing the two experiments shown i Figs 4 and 5. it is
apparent that a 20-Told reduction in the noculum dose led to a
smudler importance of TNE in resistance in the spleen. This may
reflect the amount of trnggering ol the cytokine by a variable
number ol bacilli. These organ-related differences are also
apparent in the lung, where sinple neutralization  studies
showed no sipmlicant dilferences. Thus, the importance ol
different cytokimes may also depend on the organ that s
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being considered. Fmally, even i the absence of TNEL mice

were able 1o exert some control ol the infecton, sugpesting that
other evtokines may compensate Tor the Tack of the former
cvtokine.

In conclusion. we showed that TNF may. in some situ-

ations. mediate the control of inlection by microbes that are
potent agonists of its seeretion. However. in other cases. loss ol
virulence. namely in Moyeo. aviem, is not assocated with an
increased ability to induce TNF scerction [16), but its basis
must be sought at other levels. by looking either at other
cytokines produced by the macrophages, or at the level of an
increased sensitivity of the bacilli to the antimicrobial arma-
mentarium of the non-uctivated mucrophage.
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We studied the ability of two Mycobacterium avium strains with different virulences to induce tumor necrosis
factor alpha (TNF) synthesis by mouse resident peritoneal macrophages (RPMd) in vitro in an experiment to
look for a possible correlation between virulence and this TNF-inducing capacity. The low-virulence strain.
1983, induced significantly higher production of TNF by RPMd than did the high-virulence strain, ATCC
25291. TNF neutralization during culture of infected RPMd resulted in enhancement of growth of strain 1983
and had no effect on growth of strain ATCC 25291; TNF treatment of strain ATCC 25291-infected macrophages
had no effect on mycobacterial growth. The extent of M. avium growth and the amount of TNF synthesis were
independent of the presence of contaminating T cells or NK cells in the macrophage monolayers. Intraperi-
toneal administration of anti-TNF monoclonal antibodies to BALB/c mice infected intravenously with M. avium
1983 abrogated the elimination of the bacteria in the liver and caused a slight increase in bacterial growth in
the spleen. Neutralization of TNF led to a minor increase in the proliferation of M. avium ATCC 25291 in the
liver and spleen of BALB/c mice late in infection. Anti-TNF treatment did not affect the growth of the two M.
avium strains in BALB/c.Bcg" (C.D2) mice, suggesting that restriction of M. avium growth in these mycobac-
terium-resistant mice is TNF independent. In conclusion, the capacity of certain avirulent M. avium strains to

induce TNF production by macrophages may limit their ability to proliferate both in vitro and in vivo.

2

Mycobacterium avium is a facultative intracellular pathogen
of emerging importance in human disease, causing opportu-
nistic infection in elderly individuals and in AIDS patients (29).
These infections pose difficult problems for their management
because of the resistance of M. avium to conventional antibi-
otics and antituberculous drugs.

Tumor necrosis factor alpha (TNF) is a cytokine that is
produced mainly by macrophages/monocytes but is also se-
creted by other cells including B cells, T cells, NK cells, glial
cells, and adipocytes (35). It affects the function of many cell
types and is a mediator of inflammation and cellular immune
responses (9. 22, 26, 34. 35).

TNF has been shown to play an important role in regulating
the microbicidal activity of macrophages against several micro-
organisms (24, 32, 33). including M. avium (7, 13) and other
mycobacteria (12, 22). In fact, TNF was reported to be in-
volved in growth restriction of M. avium, both in vitro (7, 14,
I7) and in vivo, during T-cell-independent and -dependent
phases of M. avium infection (1, 3. 13). [nduction of TNF
production by mycobacteria has also been described (4, 11, 15,
17.31). In fact, M. leprae induced TNF production in periph-
eril blood mononuclear cells from leprosy patients (4), and
lipoarabinomannan from M. twherculosis induced TNF seere-
tion by mouse cascin-clicited peritoneal and hone murrow-
derived macrophages (BMMd) (11, Tt was also reported that
different strains of M. avium stimulated TNE production by
mouse BMMd (17) and human macrophages (15).

Different ML avann strains, living in different environments.,
may differ in virulence for mice (28). Furney et al. (17), work-
ing with two sets of AL i strains, some able 1o prolilerate

" Corresponding author, Naaling address: Centro de Citologin -
permental da biniversidade do Porto, Rua do Campa Alegre, 823,
ATOO Porto, Portugal. Phone: 351-2-0000154, Fax: 331- 20099157,

in in vitro-cultured macrophages and others unable to do so,
showed that the nonvirulent strains induced earlier TNF pro-
duction by BMM¢ in vitro than did virulent strains. They also
found that TNF addition to the infected macrophage cultures
restricted the growth of the virulent strains of M. avium. These
authors concluded that the capacity to induce early TNF pro-
duction by macrophages may be relevant for determining the
virulence of M. avium strains.

Another level of mouse innate resistance to mvcobacteria
depends on the expression of the Begilnv Lsh gene. This gene
controls natural resistance or susceptibility of mice to infection
by M. bovis BCG (19), Salmonella typhimurium (30). and Leish-
mania donovani (10), It also seems to playv a role in resistance
to M. avium infection (18), although evidence exists that other
genes may also be involved (27). The Beg gene is expressed by
macrophages (20, 25). Earlier studies with L. donovan showed
a differential expression of TNF by Lsh™ and L:h’-primed
BMMd: the authors found a correlation between TNF produc-
tion and leishmanicidul activity (8).

In previous work, we investigated whether the ability 1o
trigeer TNF seeretion could account for the difference in vir-
ulence observed between two isogenic morphotype warants of
M. aviem 2-151 (smooth-transparent [SmTr| and <mouth-
opaque [SmOp|) (3). Although we could not show @ relation-
ship between virulence of these morphotspes and capacity 10
induce TNI seeretion, we Tound that one avirulent M. aviom
stranin (stradn TO83Y) was able 1o induce hieh TNIE seerenon in
vitro (whereas strain 2-1510 SmOp and Sm Ut were non, and so
avirulence of this strain could be related ity cepacity 10
trigaer the seerction o TNEFTaoest this hypothesis turther, we
used two Mo avitan steiins diflering i virulence lor mice. strain
ATCC 25291 (high virulenee) and strun 1983 (low rvlence).
hath with an S Er morphotype, o mfect mouse residen| peri-
toneal macraphages (RPM) trom mycobacterinm-suseoptible
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BALB/¢c mice. We studied TNT production in vitro by infected
macrophages and the effeets of recombinant TNI- or anti-TNEF
antibody addition 1o RPMd on AL avium intracellular growth,
To find out about the existence of a relationship between
natural resistance and TN production in the in vivo infection,
we studied the eflicet of anti-TNE treatment on the in vivo
growth of M. aviumt ATCC 25291 or 1983 in mice naturally
resistant (Beg') or susceptible (Beg®) to M. aviam infections.

MATERIALS AND METHODS

Mice. Female BAEB/C mice, K 10 12 weeks old. were purchased from the
Instituto Gulbenkian de Ciencia, Oviras, Portugal. BALB/e Beg' (C.D2) mice
were bred at our facilivies from parent mice generously domined by E. Skamenc.
Animals were kept under standard hygiene conditions, led commercial chow. and
given acidified drinking water ad libitum.

Reagents. Tween 80, 3-(4.5-dimethylthinzol-2-yh)-2.5-diphenyltetrazoliuvm bro-
mide (MTT), and saponin were purchased from Sigma, 5S¢ Louis. Mo. Middle-
brook 7HY and 7H10 media were obtained from Difco, Detroit, Mich. Hanks
balanced salt solution, Dulbecco’s modified Eagle's medium, AN-2-hydroxyeth-
ylpiperazine-N'-2-ethunesulfonic acid (HEPES) bufler, and heat-inactivated fe-
tal calf serum were purchased from Gibeo, Paisley, United Kingdom. Recombi-
nant mouse TNF was obtained from Genzyme, Cambridge, Mass. Lyophilized
rabbit complement was purchased from Serotec, Oxford, England. All other
reagents were purchased from Merck. Darmstadt, Germany.

Hybridomas and antibodies. The following hvbridomas were used: 2.43, anti-
Lyt 2.2 (ATCC TIB 210): GK 1.5, anti-L3T4 (ATCC TIB 207): PK 136, anti-NK
1.1; and MP6-XT22, monoclonal rat anti-mouse TNF (kindly donated by Paulo
Vieira. DNAX Research Institute, Palo Alto, Calif.). All hybridomas were cul-
tured until reaching exponential growth in Dulbecco’s modified Eagle's medium
containing 10 mM HEPES buffer and 10% fetal calf serum. and supernatants of
243, GK 1.5. and PK 136 were collected after culture centrifugation at 100 X g
for 10 min. Anti-TNF was obtained from the ascites fluid of HSD nude mice,
inoculated with the hybridoma MP6-XT22 from exponential growth culture, by
protein G-agarose affinity chromatography. GL 113 anti-B-galactosidase immu-
noglobulin G1 was kindly donated by P. Vieira and used as an isotype control.
Fluorescein isothiocyanate-conjugated rat anti-mouse CD4 or CD8 and phyco-
erythrin-conjugated hamster anti-mouse CD3-¢ monoclonal antibodies were pur-
chased from Pharmingen, San Diego. Calif.

Mycobacteria. M. avium ATCC 25291 (high virulence for mice [28]) and 1983
(low virulence for mice [28]), both of the SmTr colony morphotype, were grown
in Middlebrook 7H9 medium containing 0.04% Tween 80 at 37°C until mid-log
phase. The bacteria were harvested by centrifugation and resuspended in a small
volume of saline containing 0.04% Tween 80. The suspension was briefly soni-
cated (15 s at 50 W) with a Branson sonifier to disrupt bacterial clumps, diluted,
and frozen in aliquots at —70°C until use. The bacterial aliquots were thawed at
37°C and diluted 10 the desired concentration before being used for inoculation.

Macrophage culture. The peritoneal cells were collected from untreated
BALB/c mice by washing the peritoneal cavity with Hanks balanced salt solution.
The cells were centrifuged at 100 X g for 10 min, counted, and suspended at 3 X
10° cells per ml in Dulbecco’s modified Eagle’s medium containing 10 mM
HEPES buffer and 10% fetal calf serum. A 1-ml volume of the cell suspension
was placed in each well of 24-well tissue culture plates, and the plates were
incubated for 2 h at 37°C in a humidified atmosphere containing 7% COa-.
Nonadherent cells were removed by washing with warm Hanks balanced sall
solution. and the adherent cells were further incubated in Dulbecco’s modified
Euple’s medium containing HEPES buffer and fetal calf serum.

In one experiment. the peritoneal exudate cells were incubated with culture
supernatants of the hybridomas GK 1.5. 2.43. and PK 136 in the presence of
complement for 45 min and then washed twice before being used for adhesion.

In vitro infection. After removal of the nonadherent cells, the macrophage-
enriched monolayers were inoculated with 107 CFU of M. avitm ATCC 25291 or
1983 per well: the plates were centrifuged at 100 X g for 10 nun and incubated
for 2 h under the conditions described for macrophage adherence. For some
wells, the supernatant was collected and TNF concentrations were immediately
quimtitated by the LY29 bioassay. The extracellular bacteria were washed out,
and the contents of o group of wells were then lvsed with (0L1% saponin. Serial
dilunions were seeded omo Middiebrook 7HI0 mediom with OADC supplement
tor CFU counts (time zero). The infeeted cells were maintained in culture for 7
davs, and the same assays were performed alter 3 and/or 7 davs of infection, In
some experiments, 5,000 ncutralizing units of MPo-XT22 rabbit anti-mouse TNF
or the same prowein content of isotype control was added 10 the cultore wells
alter removal of the nonphagoceytosed bacteria. In other experiments, 500 U ol
recombinant mouse TNF per milwas added to the macrophage cultures cach day,

Bioassay for TNF determination. TNF activiy in culture supernatants from
uninfeeted and infected RPMO wis determined by an L929 biological cytotos-
ity assay (10). Brictly, 0.1 mbof LY29 cell suspension (3 % 107 cells per ml) wis
seeded per well of Yo-well culture plates. Atier overmght incubation, 100-pl
portions of serial dilutions from culture supernatants from uninfecied, strim
1983aintected, and st ATCC 25291 -infected RPMd were added 1o the plies
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FIG. 1. Growth kinetics of M. avium ATCC 25291 (squares) and 1983 (dia-
monds) in RPMa cultured in vitro. The results shown are from a typical exper-
iment. *+ P < 0.010.

in the presence of 1 pg of actinomycin D per ml. Cell viability was measured 24
h later by incubating the monolayers with MTT. One unit of TNF corresponds Lo
the amount of TNF required to produce a 50% reduction in the amount of
formazan produced.

NK cell depletion and cytotoxicity assay. Peritoneal exudate cells were treated
or not treated with the supernatants of GK 1.5 (anti-L3T4), 2.43 (anti-Lyt 2.2)
and PK 136 (anti-NK cell) in the presence of complement, and NK cell acuvity
was determined in an aliquot of each cell suspension by measuring the cyvtotoxic
activity of the peritoneal cells against target YAC-1 cells, as described elsewhere
(23). and quantitating the release of *'Cr from the target cells after coincubation
(4 h) at different target/effector cell ratios.

T-cell depletion and fluorescence-activated cell sorter (FACS) analysis. After
treatment of peritoneal exudate cells with the supernatants of GK 1.5, 2.43, and
PK 136 in the presence of complement, an aliquot of each cell suspension,
treated and untreated, was stained with fluorescein isothiocyanate-conjugated rat
anti-mouse CD4 or CDB8 and/or phycoerythrin-conjugated hamster anti-mouse
CD3-e monoclonal antibody. After being stained, cells were analyzed in a FAC-
Scan apparatus (Becton-Dickinson). Among treated cells, the percentage of
CD4" T cells was less than 0.5% and the percentage of CDB™ T cells was less
than 0.6%. The antibodies used for lysis were distinct from the ones used in the
flow cytometric studies.

In vivo infection. Mice were intravenously infected with 10° CFU of M. avium
ATCC 25291 or 1983. At 5 h after the inoculation and every 15 days throughout
the experiment, anti-TNF antibodies were administered by intraperitoneal n-
jection 10 a group of mice infected with each M. avium strain at a dose of 2 mg
of antibody per mouse. At days 30 and 60 after infection. the spleen and liver of
the mice were collected and the number of CFU was determined by serial
dilution and by plating the tissue homogenales onto 7TH10 medium (Difco).

Statistical analysis. The Student ¢ test was used to compare pairs of data

RESULTS

In vitro growth kinetics of M. avium ATCC 25291 and 1983
in mouse RPMd. The growth kinetics of the two M. avium
strains in RPMd are shown in Fig. 1" RPMd monolayers were
infected with either strain ATCC 25291 or strain 1983, and the
growth of the bacteria inside the macrophages was studied for
7 days. Strain ATCC 25291 proliferated to a greater extent
than did strain 1983 (5.39-fold at day 3, compared with 1.61-
fold: 14.0-fold at day 7. compared with 5.13-fold), confirming
our previous results on the characterization of the relative
virulence of the two strains (28). Although the macrophage
monolavers were infected with equal numbers of bacteria,
strain ATCC 25291 was phagocviosed o a greater extent than
was strain 1983,

Pattern of .in vitro TNF production during the infection
period. TNF activity present in the culture supernatants of
uninfected or infected RPMd was determined at several time
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FIG. 2. TNF production by RPMd infected in vitro with M. avium ATCC
25291 or 1983 or left uninfected. TNF activity was measured in the supernatants
by the L929 bioassay. ND, not detected (the assay sensitivity is 10 U/ml). =+, P
< 0.010; *, P < 0.050.

points (Fig. 2). Time zero activity was assessed immediately
after the extracellular bacteria were washed out. Supernatants
from M. avium 1983-infected RPMd¢ showed higher TNF ac-
tivity than did supernatants from M. avium ATCC 25291-in-
fected or uninfected RPMd¢ at all time points tested. Infection
by strain 25291 led to a small but statistically significant in-
crease in TNF secretion by RPMd up to 3 days postinfection as
compared with untreated macrophages.

TNF production and M. avium growth in T-cell- and NK-
cell-depleted RPM cultures. To test the possible involvement
of cytokines produced by T cells or NK cells that might be
contaminating the macrophage cultures in the TNF production
observed, we treated peritoneal cells, prior to adhesion, with
anti-CD8, anti-CD4, and anti-NK cell antibodies in the pres-
ence of complement. The antibody treatment substantially de-
creased the numbers of CD4™ and CD8™ T cells present in the
cell suspension as measured by FACS analysis (results not
shown). NK-cell activity in the peritoneal cell suspension was
undetectable either before or after the anti-NK-cell antibody
treatment, as assayed by the YAC-1 cytotoxicity test (results
not shown).

T-cell und NK-cell depletion of RPMd cultures did not
change TNF production at day 7 (Fig. 3A). suggesting the
existence of a direet stimulation of macrophages tor TNF pro-
duction by the bacteria. M. aviwm growth was also not altered
by T-cell and NK-cell depletion (Fig. 3B).

TNF and anti-TNF treatment of RPMd infected in vitro
with M. avium. When RPMd were treated with 5,000 neutral-
izing units of anti-TNF antibodies, strain 1983 growth in-
creased o alevel similar to that of strain ATCC 25291 but the
growth ol strain ATCC 25291 was unallected (Fig. 4). Because
Mooaviem NTCC 25291 induced low TNF production by
RPMb, we treated ATCC 25291 -infected RPMdb with 500 U of
TNE per day 1o test whether we could reduce the erowth of this
virulent strain by supplving the eviokine exogenously, We
found that TNEF treatment of ATCC 25291 -infected RPMd did
not interfere with bacillary growth (g, 5).

Elleets of anti-TNF teeatment in in vivo ML avium infection.
Mot ATCC 25291 prolilerated progressively in the organs
ol untreated BALB/e nuce: after o smadl amount ol growth
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FIG. 3. Effects of T-cell depletion on in vitro TNF production by RPMd at
day 7 postinoculation (A) and M. avium growth in in vitro-cultured RPMd (B).
White columns, untreated adherent peritoneal exudate cells: haiched columns,
peritoneal exudate cells treated with anti-CD4 and anti-CDS8 antibodies before
adhesion. in the presence of complement: black columns, pentoneal exudate
cells treated only with complement before adhesion. The results shown are from
a typical experiment: cach column represents the mean of three wells. ND. not
detectable. +», P << 0.010: =, P < 0.050.

observed until day 30 of infection in the liver and spleen. strain
1983 was slowly climinated in the liver and its growth was
arrested in the spleen. Both strains were slowly eliminated in
the liver of untreated C.D2 mice, although strain 1983 was
eliminated faster than strain ATCC 25291 strain ATCC 25291
was able to show a small amount of growth in the spleen of
these mice, and strain 1983 was very slowly eliminated.

Neutralization of TNF in BALB/c mice infected with strain
1983 abrogated the elearance of the bacteria in the liver and
causced a slight but significant increase in bacillary growth in
the spleen at 30 and 60 days of infection. The same treatment
in BALB/c mice infected with strain ATCC 25291 resulied in a
minor. albeit signilicant, increase in mycobacterial growth only
at bl days ol infection (Fig. 6). Such treatment in C.D2 mice
had no cficet on the growth of either st 1983 or strain
ATCC 25291 (Fig, o).

DISCUSSION

The data presented here extended the results reported by
Furney et ale (17 and our own results (3) on the mvalvement
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FIG. 4. Effect of anti-TNF treatment of in vitro-cultured RPMdé on the
growth of M. avium ATCC 25291 (left panel) and 1983 (right panel). At day 0 of
infection. 5.000 neutralizing units of anti-TNF was added to each well. These
results are from a typical experiment. *, P < 0.050 compared with the isotype
control.

of TNF in the early control of M. avium infection by mouse
macrophages. We found that the induction of TNF secretion
by macrophages in vitro by M. avium was higher with a strain
of Jow virulence than with one of high virulence. This is in
agreement with a general trend fohind among different myco-
bacteria correlating virulence with lack of induction of TNF
(11, 15. 17). These authors used different macrophage popu-
lations such as BMMd¢, casein-elicited peritoneal macro-
phages, and human macrophages. To focus on the relation-
ships between the mycobacteria and the macrophages in the

W untreated

[ TNF treated

log 10 CFU/well

5 - !
0 7

time (days)

FIG. 3 Efieet of TNF treatment of RPMdon the growth of M. aviaun ATCC
252090 TNFE reaiment consisted of daily addition of 500 U of recombinant
murine TNE perwell throughout the experiment. The results represent a typical
L‘"PCI'I!TIUTH
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FIG. 6. Effect of anti-TNF treatment on the growth of M. avium ATCC
25291 or 1983 in vivo, in intravenously infected BALB/c (naturally susceptible) or
C.D2 (naturally resistant) mice. Mice were given 2 mg of anti-TNF intraperito-
neally at day 0 and every 2 weeks during infection. Squares. untreated mice
infected with ATCC 25291; diamonds, anti-TNF-treated mice infected with
ATCC 25291; circles, untreated mice infected with 1983; triangles, anti-TNF-

" treated mice infected with 1983, ==, P < 0.010; =, P < 0.050.

initial period of infection, we chose to study macrophages
collected from the peritoneal cavity of untreated mice, since
this macrophage population represents a resident macrophage
population and is therefore the first population to make con-
tact with the pathogen in vivo.

In our system, TNF production by macrophages was most
probably not dependent on stimulation by other cytokines,
such as gamma interferon, produced by small numbers of con-
taminating T cells or NK cells since depletion of CD4", CD8™,
and NK1.17 cells did not affect TNF secretion. Although we
cannot formally exclude that in vivo production of gamma
interferon has not taken place in the peritoneal cavity of donor
mice, it is rather unlikely that such a response had occurred in
mice from our colony, which have never shown signs of natural
infection. On the other hand, the results presented by Furney
et al. (17) were obtained from BMMd, in which no contami-
nation by nonmacrophage cell types has been reported. but
nevertheless, TNF triggering by M. aviion was proven,

The studies mentioned above (11, 15, 17) have not evaluated
the actual role of the TNF produced after infection of the
maucrophages. Indeed, the hypothesis that avirulent strains
were not able to grow because of the carly production of TNF
wits based only on the observirtion of an association between
virulence and lack of TN seercetion. We tested this hypothesis
with neutralizing antibodics both in vitro and in vivo. Neutral-
ization of TNF during infection of RPMd with strain 1983 in
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vitro enhanced the growth ot this low-virulence strain to a level
similar to that of strain ATCC 25291 but had no cffect on the
growth of the latter strain. Thus, by inducing the synthesis of
TNF by RPMd, strain 1983 was prevented from growing in the
macrophages.

We also found that when TNF was exogenously added to the
cultures, the growth of strain 25291 was not affected. This is in
contrast to previous findings that showed that TNF alone in-
duced bacteriostasis of M. avium ATCC 25291 in BMMd (2).
We suggest that RPMd are less responsive to TNF than
BMMd or that other cytokines might be involved in the induc-
tion of bacteriostasis. Conversely, strain ATCC 25291 could
be inducing the unresponsiveness to TNF in RPMdo. In this
respect, it has been shown that a 33-kDa M. avium surface
protein interferes with the regulation of transcription in mac-
rophages, influencing the response of macrophages to stimu-
lation with TNF (5, 21). Furthermore, interleukin-6 (6) was
shown to down-regulate the expression of TNF receptors in the
macrophage. :

In vivo, TNF neutralization in BALB/c-mice infected with
M. avium 1983 abrogated bacterial clearance in the liver and
bacteriostasis in the spleen, suggesting the existence of a TNF-
dependent antimycobacterial activity against strain 1983 in
those organs. Neutralization of TNF in BALB/c mice infected
with the highly virulent strain showed minor effects on its
growth, which were observed later in infection when macro-
phage priming for TNF secretion is expected to have occurred
(1). These data suggest that the early induction of macrophage
TNF production by strain 1983 in vivo may be relevant in
restraining the growth of this strain, when T-cell-dependent
immunity is not yet established. However, TNF is probably not
the only factor responsible for the low proliferation of strain
1983 in vivo, because this strain grew poorly compared with
strain ATCC 25291 even in TNF-depleted mice.

The innate ability of C.D2 mice to restrict the growth of M.
avium was independent of TNF, since the neutralization of this
cytokine did not significantly affect the growth of both M.
avium strains in these mice. This is in contrast to what has been
postulated as the basis of the resistance to Leishmania major
infection in Bcg" (Lsh") animals reported by Blackwell et al.
(8): in their model, BMM4d from Lsh" mouse strains released
larger amounts of TNF in response to lipopolysaccharide and
gamma interferon than did BMMd from Lsh® mouse strains,
correlating with higher leishmanicidal activity of Lsh" macro-
phages. We suggest that the Bcg gene may essentially affect the
antimycobacterial mechanisms of macrophages or their re-
sponse 1o the cytokines rather than the autocrine regulation of
the function of macrophages through cytokine release.

[n conclusion, induction of TNF production by a low-viru-
lence strain of M. avitun (strain 1983) in resident macrophages
seems Lo be relevant to the limiting of bacterial growth in vitro.
In vivo, the capacity of strain 1983 to induce TNF production
might be relevant for growth restriction of this strain, prior o
the establishment of the T-cell response. On the other hand. a
highly virulent strain (ATCC 25291) induces little, it any, TN
production in resident macrophages and TNF seems to play a
role in growth restriction in vivo only after a T-cell response is
established: either high doses of TNF are required and stim-
ulate primed macrophages. or synergism with T-cell eytokines,
like gamma interferon, is needed for TNF 1o be effective in
limiting the growth of M. avium ATCC 25291, The relationship
between avirwence and o TNF-dependent innate mechanism
ol resistance should not, however, be generalized 1o all isolates
ol M. wvaan. Suseeptibility of different isolates ot M. aviton 1o
the INF-induced macrophage antimyeobacterial mechanisms
was previously shown (o viry (2). Most importantly, other
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avirulent strains of M. avium have been shown 1o be eliminated
by TNF-independent mechanisms (3). More extensive studics
involving larger numbers of isolates are surcly warranted.
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ABSTRACT

Here we studied the involvement of reactive oxygen intermediates and reactive nitrogen
intermediates in the bacteriostasis of two M. avium strains differing in virulence by resident
peritoneal macrophages. We found that both the highly virulent (strain 25291) and the low
virulence (strain 1983) M. avium induced superoxide production but inhibited nitrite
production by in vitro. This inhibition was due to the production of superoxide, a nitric oxide
scavenger. The stimulation of superoxide production was 2-5-fold higher in strain 1983-
infected as compared to strain 25291-infected resident peritoneal macrophages and was
independent of contaminating T cells or NK cells. Superoxide secretion was dependent on
the tumor necrosis factor (TNF) produced endogenously by the macrophages. This was also
true when macrophages were isolated from infected mice. Addition of TNF to the infected
resident peritoneal macrophages caused only a slight, albeit significant, increase in
superoxide production by strain 25291-infected macrophages. Incubation of resident
peritoneal macrophages with different scavengers of reactive oxygen intermediates showed
that strain 1983 was susceptible to hydrogen peroxide produced by resident peritoneal
macrophages. Strain 25291 was shown to decrease superoxide secretion inside heavily
infected bone marrow-derived macrophages. This strain was also shown to be a better trigger
for reactive oxygen intermediates production than strain 1983. In summary, strain 1983
induced high TNF synthesis that acted in an autocrine fashion to stimulate reactive oxygen
intermediates production by macrophages leading to growth restriction mediated by hydrogen
peroxide. The highly virulent strain 25291 induced low TNF synthesis and, therefore, low
reactive oxygen intermediate production and, in addition, could also inhibit superoxide
production by the infected macrophages.




INTRODUCTION

Mycobacterium avium bacilli grow intracellularly inside macrophage phagosomes
[20], circumventing the antimicrobial mechanisms of this phagocyte. However, macrophages
can be activated to increase their microbiostatic/microbicidal capacity against M. avium. This
activation may occur by T cell-dependent [2, 28, 46, 47] as well as, possibly, by T cell-
independent mechanisms, such as those involving NK cells [5, 18, 27, 42] or direct
macrophage activation by microbial products [11, 26, 30, 41, 53]. Among other
mechanisms, there are two metabolic pathways involved in the microbicidal activity of
macrophages: production of reactive oxygen intermediates (ROI) and of reactive nitrogen
intermediates (RNT). ROI are microbicidal against several different microorganisms [25, 34-
39, 44, 48]. Their role in antimycobacterial activity of mononuclear phagocytes is still not
completely understood. Thus, M. microti was shown to be susceptible to hydrogen peroxide
produced by activated macrophages [52] but ROI were found not to be involved in growth
restriction of M. bovis and M. tuberculosis inside macrophages [13, 19]. We have found that
IFN-y-induced growth restriction of virulent M. avium in bone marrow-derived macrophages
was not dependent on ROI generation [3]. However, low virulence strains of M. avium and
M. intracellulare seem to trigger higher superoxide production by macrophages than highly
virulent strains, suggesting that ROI may act to restrict the growth of low virulence strains
[21, 49]. A similar association between virulence and susceptibility to macrophage-derived
ROI was found by Bermudez and Young [9].

In mouse macrophages, RNI play an essential role in the microbicidal activity against
various microorganisms such as the protozoa Leishmania [24, 32], Toxoplasma [1, 31],
Trypanosoma (22, 50, 51] and Plasmodium [40], the bacterium Listeria monocylogenes (6,
7, 10}, and the fungi Cryptococcus [23] and Candida [12]. RNI also seem to be involved in
the IFN-y-induced growth restriction of M. tuberculosis in macrophages [13]. However,

conflicting data were reported in the literature concerning M. avium susceptibility against




RNI. Both our group [3] and that of Bermudez [7] showed that inhibition of nitric oxide
synthesis had no effect on M. avium growth in activated human or murine macrophages. In a
study comprising 72 strains of M. avium, Sato et al. reported that most of those strains were
resistant to sodium nitrite in vitro [45]. On the other hand, some M. avium strains were
found to be susceptible to RNI [14, 17].

In a previous work, we studied two M. avium strains, differing in virulence for mice,
in their ability to induce TNF secretion by resident peritoneal macrophages cultured in vitro.
We found that the low virulence strain (strain 1983) could induce secretion of higher levels of
TNEF as compared to the highly virulent strain (strain ATCC 25291) and that neutralization of
TNF, both in vitro and in vivo, led to enhanced growth of M. avium strain 1983 [43]. To
further extend these results, we studied the involvement of ROI and RNI in M. avium growth
inside resident peritoneal macrophages, and the role of these intermediates in the TNE-
dependent bacteriostatic activity of resident peritoneal macrophages against 1983, in vifro.
We also studied the importance of the interaction of ROI and RNI metabolic pathways in the

control of M. avium intracellular growth.

MATERIALS AND METHODS

Mice: Female BALB/c (M. avium -susceptible) mice were purchased from the
Instituto Gulbenkian de Ciéncia (Oeiras, Portugal) and used at 8-12 weeks of age. Animals
were kept under standard hygiene conditions, fed commercial chow and given acidified
drinking water ad libitum.

Reagents: Tween 80, saponin, phorbol myristate acetate (PMA), cytochrome ¢, nitroblue
tetrazolium (NBT), latex beads (1.09 pm), Percoll, N—(l—naphtyl)—ethylene—diamino
dihydrochloride), and sulfanilamide were purchased from Sigma (St.Louis, MO). Middlebrook

7HO9 and 7H10 media were obtained from DIFCO (Detroit, MI). Hank's Balanced Salt Solution




(HBSS), Dulbecco's Modified Eagle medium (DMEM), HEPES buffer and heat inactivated
Foetal Calf Serum (FCS), were purchased from GIBCO (Paisley, U.K.). Recombinant mouse
(rm) TNF-a. was obtained from GENZYME (Cambridge, MA). Lyophilized rabbit complement
was purchased from SEROTEC (Oxford, England). N-monomethyl L-arginine (NMMA) was
from Chem Biochem Research (Salt Lake City, UT). All other reagents were purchased from
MERCK (Darmstadt, Germany).

Hybridomas and antibodies: The following hybridomas were used: 2.43, rat anti-
Lyt 2.2/CD8 (ATCC TIB 210); GK 1.5, rat anti-L3T4/CD4 (ATCC TIB 207); MP6-XT22,
monoclonal rat anti-mouse TNF-a (kindly provided by Paulo Vieira, DNAX Research
Institute). All hybridomas were cultured in DMEM containing 10 mM HEPES buffer and
10% FCS, until exponential growth, and supernatants of 2.43 and GK 1.5 were collected
after culture centrifugation at 100xg for 10 min. Anti-TNF antibody was obtained from the
ascitic fluid of HSD nude mice inoculated with the hybridoma MP6-XT22, following protein
G-agarose affinity chromatography. GL 113 anti-B-galactosidase IgG1 was kindly provided

by P. Vieira (DNAX Research Institute) and used as an isotype control.

Mycobacteria: Mycobacterium avium ATCC 25291 (highly virulent for mice) and
1983 (with low virulence for mice), were grown in Middlebrook 7H9 broth containing
0.04% of Tween 80 at 37°C until mid-log phase. The bacteria were collected by
centrifugation and resuspended in a small volume of saline containing 0.04% Tween 80. The
suspension was briefly sonicated (15 sec, at 50 W) with a Branson sonifier to disrupt
bacterial clumps, diluted and frozen in aliquots at _70°C until use. They were thawed at 37°C

and diluted to the desired concentration before inoculation.

Resident peritoneal macrophage culture: The peritoneal exudate was collected

from untreated BALB/c mice by washing the peritoneal cavity with 5ml of HBSS. The cells




were centrifuged at 100xg for 10 min, counted and suspended at the concentration 3x106
cel/ml in DMEM containing 10 mM HEPES buffer and 10% FCS. One ml of the cell
suspension was placed in each well of 24-well tissue culture plates and the plates were
incubated for 2 hours at 37°C in a humidified atmosphere containing 7% CO2. Non-adherent
cells were removed by washing with warm HBSS and the adherent cells were further
incubated in DMEM.

In one experiment, the peritoneal exudate cells were depleted of T cells. For that
purpose, 50x105 peritoneal cells were incubated with 10 ml of culture supernatants of the
hybridomas GK 1.5 and 2.43 (1:1), in the presence of rabbit complement (1:30 dilution) for

45 min., followed by two washes, before adhesion.

Bone marrow-derived macrophage culture: Bone marrow macrophages were
obtained by culturing bone marrow cells for 10 days with L929 cell line-conditioned medium

as previously described [3]. The monolayers were inoculated as described below.

In vitro infection: After removal of the non-adherent cells, the macrophage-
enriched monolayers were inoculated with 1x107 CFU/well of M. avium 25291, or M.
avium 1983; in one experiment, some wells were incubated with 2x10 or 2x107 CFU of M.
avium 25291/well. In another experiment, at the time of inoculation, macrophage cultures
were incubated with each of several scavengers of ROI: catalase (0.01 or 0.1 mg/ml),
superoxide dismutase (150 or 1500 U/ml), histidine (0.3 or 3 mg/ml) and mannitol (1 or 10
mg/ml). The plates were centrifuged at 100xg for 10 min, and incubated for 2 hours in the
conditions described for macrophage adherence. The extracellular bacteria were washed out
and O, or NO;" production was immediately assessed (time 0); in some experiments, cells
were lysed at time 0 with 0.1% saponin and serial dilutions were seeded onto Middlebrook
7H10 agar medium with OADC supplement for CFU counts. The infected cells were

maintained in culture for 7 days and the same assays were performed at 3 and/or 7 days. In



one experiment, 5000 Neutralizing Units (NU) of MP6-XT22 rat anti-mouse TNF-a
monoclonal antibody, or the same protein content of isotype control monoclonal antibody,
were added to a group of culture wells after removal of the non-phagocytosed bacteria. In
another experiment, 500 U/ml of recombinant mouse TNF-a were added daily to the

macrophage cultures.

In vivo infection: Mice were intraperitoneally (i.p.) infected with 2x108 CFU of
M. avium 25291 or 1983, or injected with inoculum vehicle (saline with 0.04% tween 80).
Three hours after the infection, groups of mice were intravenously (i.v.) injected with 2 mg
of MP6-XT22 anti-TNF monoclonal antibody. At day 7 after infection the peritoneal exudate
was collected and centrifuged over 55% isotonic Percoll. The cells in the interface
(mononuclear cells) were collected, counted, resuspended in DMEM and plated in a 24-well
tissue culture plate at a concentration of 3x106 cells/well. After a 2 hours incubation at 37°C
in a humidified atmosphere containing 7% of COz, non-adherent cells were washed out and

0, production was assayed immediately.

Assay of O~ production: The Oy production was assessed by the O, -dependent
reduction of ferricytochrome c, as described [29]. After the reaction time (90 minutes), the
supernatants were collected and spectrophotometric measurements were made. The protein
content of the cell monolayers was determined by the method of Lowry et al. [33], and
results were expressed as nmol of O27/mg protein/90 min. In most assays PMA was added as
a triggering agent in the reaction mixture, at a concentration of 0.81uM. In a few
experiments, M.avium bacilli were used as the triggering stimulus at the doses indicated in

the figure legends.

Assay of NO2~ production: Aliquots of the supemnatants of the macrophage

cultures, infected or not with M. avium, were collected and the amount of nitrite present in




these supernatants was quantified by a colorimetric assay using the Griess reagent as

described elsewhere [16].

NBT reduction: In some experiments, macrophage adhesion was performed over
glass coverslips for NBT reduction assays. At the infection times studied, cells were
incubated with a 0.2% solution of NBT in PBS for 30 min. After this time the coverslips in
each well were removed and washed in warm PBS. The cells were then fixed in a mixture of
formol-ethanol 1:1, stained for acid fast bacilli and counterstained in a 2% solution of
malaquite green. The coverslip was attached to a slide with Entellan (Merck) and the
percentage of formazan-positive (superoxide-producing) and formazan-negative (superoxide

nonproducing) cells was determined.

Statistical analysis: The student? test was used to compare pairs of data.

RESULTS

Superoxide and nitrite production during resident peritoneal macrophage
infection with M. avium strain 25291 or strain 1983: Resident peritoneal
macrophages were infected in vitro with M. a@vium strain 25291 or strain 1983, as described
in Materials and Methods, or left uninfected. At time 0 (immediately after washing off the
extracellular bacteria), day 3 and day 7 after infection (or culture), the amounts of superoxide
(Fig.1A) and nitrite (Fig.1B) produced were evaluated. Results were compared to the values
obtained with uninfected cells. M. avium-infected macrophages produced significantly higher
amounts of PMA-triggered superoxide than uninfected macrophages at 3 and 7 days after

infection and the highest values were obtained for strain 1983-infected macrophages, at 7

days after infection (Fig.1A). In contrast, M. avium-infected resident peritoneal macrophages



produced lower levels of nitrite than uninfected macrophages at all times studied (Fig. 1B).
No significant differences were found between strain 25291- and strain 1983-infected
macrophages as regards nitrite secretion. The addition of 1500 U of SOD to macrophages
infected with either of the two strains led to a 6 to 8-fold increase in nitrite levels (not shown)
showing that superoxide was scavenging nitric oxide. The enhancement in nitrite secretion
was abrogated by NMMA showing that it was being produced through the pitric oxide

synthase pathway (not shown).

Effect of T cell depletion on superoxide production by resident
peritoneal macrophages in vitro: To test whether T cells present in the macrophage
monolayer could be involved in the stimulation of superoxide production observed in infected
resident peritoneal macrophages, the peritoneal cells were treated, prior to adhesion, with
anti-CD4 and anti-CD8 antibodies in the presence of complement. This treatment eliminated
the T cell population, as determined by FACS analysis (results not shown). Superoxide
production was assayed at day 7 after 25291 or 1983 infection in macrophages left untreated,
treated with the antibodies and complement, and treated with complement alone. No
differences were observed between the different treatments (not shown). Furthermore, no
NK cell activity could be detected in the peritoneal washouts as determined by a YAC-1
cytotoxicity assay (not shown) suggesting that NK cell-mediated macrophage activation was
not occurring. Previous experiments using NK cell-depleting antibodies have shown no
differences in the macrophage activation induced by the infection with these two M. avium

strains [43].

Effect of anti-TNF antibody or rmTNF addition on superoxide
production by resident peritoneal macrophages: We tested whether TNF produced
by macrophages in culture was responsible for the observed stimulation of superoxide

production. Both uninfected and M. avium-infected macrophage cultures were exposed to the
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MP6-XT22 anti-TNF monoclonal antibody or an isotype control, immediately after washing
the extracellular mycobacteria and throughout the infection period. Anti-TNF significantly
inhibited superoxide production by 25291- and 1983-infected macrophages at day 7 after
infection, as compared to the isotype control monoclonal antibody-trated  infected
macrophages (Fig. 2A). This was most marked in the macrophage cultures infected with
strain 1983 which showed the highest superoxide secretion in the control cultures and a
reduction to levels comparable to those found in strain 25291-infected macrophages
following TNF neutralization.

To extend the results described above, we assessed the effect of adding 50 or 500
U/day of rmTNF on superoxide production by resident peritoneal macrophages cultures
infected or not with M. avium. TNF treatment significantly increased superoxide production
by uninfected macrophages in a dose-dependent way (Fig. 2B). However, addition of 500
Ulday caused only a slight, althouth significant, increase in 25291-infected macrophages,
and neither dose of TNF added showed any effect on 1983-infected macrophages (Fig. 2B).

Superoxide production by peritoneal macrophages isolated from M.
avium-infected mice treated or not with anti-TNF: We studied superoxide
production by peritoneal macrophages isolated from M. avium-infected mice, or mice injected
with the inoculum vehicle, at day 7 after ip. inoculation. The MP6-XT22 anti-TNF
monoclonal antibody was injected i.v. 3 hours after i.p. infection to a group of mice (2
mg/mouse). Although there were no differences observed in superoxide producion between
macrophages from 25291- and 1983-infected mice, macrophages from anti-TNF-treated mice
showed decreased superoxide production as compared to macrophages from untreated,
infected mice (Fig. 3).

Effects of ROI scavengers on M. avium growth in resident peritoneal

macrophages in vitro: The results presented here as well as those already published [43]
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show that strain 1983 induces a higher secretion of TNF-a responsible for a higher secretion
of ROI in infected macrophages as compared to strain 25291, leading to the restriction of
growth of strain 1983. It was also shown that TNF neutralization promoted the proliferation
of strain 1983 in in vitro cultured macrophages and in vivo in BALB/c mice [43]. These data
prompted us to assess the role of ROI in growth restriction of strain 1983 in this pathway of
autocrine/paracrine macrophage activation. We thus studied the effect of the addition of
catalase or SOD (scavengers of hydrogen peroxide and superoxide anion, respectively),
histidine or mannitol (scavengers of the hydroxil radical) on the growth of M. avium 25291
and 1983 inside resident peritoneal macrophages. All scavengers were added to the
macrophage cultures at the same time as the infecting mycobacteria, so that they could be
internalized with the bacilli. Catalase caused a statistically significant increase in the growth
of strain 1983 (Fig.4). Boiled catalase did not show this effect (results not shown). Neither
SOD nor mannitol addition affected bacterial growth and histidine had only a slight
bacteriostatic effect at 3mg/ml. None of the scavengers used affected the growth of strain

25291 (not shown).

Triggering ability of both M. avium strains for superoxide production
by resident peritoneal macrophages: The resistance of M. avium 25291 to ROI could
depend on its inability to trigger superoxide secretion rather than or in addition to its deficient
priming activity on ROI metabolism of infected macrophages. To study the capacity of strains
1983 and 25291 to trigger a respiratory burst response on the macrophages, resident
peritoneal macrophages were infected or not with either M. avium strain and cultured for 7
days. At this timepoint, the mycobacteria were added to the culture wells to trigger the
oxidative response. As shown in table 1, when strain 1983 was used as a trigger for
macrophages infected with M. avium 1983 there was a higher secretion of superoxide than
when strain 25291 was used as a trigger for macrophages infected with M. avium 25291

(P<0.05 at the two inoculum doses tested). However, when the priming for ROI secretion
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was the same for both triggers (2 days with 500 U/ml of rmTNF) strain 25291 was shown to
be a better trigger than strain 1983 (Fig. 5).

Growth of M. avium 25291 on superoxide producing and nonproducing
bone marrow-derived macrophages: In addition to being a poor inducer of TNF and,
therefore, leading to a minimal priming for ROI secretion, strain 25291 appeared to make
macrophages insensitive to TNF-mediated priming for superoxide release (Fig. 2B). To test
whether infection by M. avium 25291 affected the superoxide-producing capacity of the
macrophages, we incubated strain 25291-infected bone marrow-derived macrophages with
an NBT solution at time 0, 3 and 7 days after infection, and counted the number of acid-fast
bacilli in formazan-positive (superoxide-producing) and formazan-negative (superoxide-
nonproducing) macrophages (Fig. 6). We found that, at day 7 after infection, the
macrophages containing higher numbers of 25291 were formazan-negative. To extend these
latter results, we inoculated in vitro-cultured bone marrow-derived macrophages with strain
75291 at 3 different inoculum concentrations for 24 hours, to test which effects had
increasing numbers of inoculated bacteria on the capacity of infected macrophages to produce
superoxide anion (Table 2). There was a dose-dependent decrease in the percentage of

formazan-positive cells, which suggested an inhibition of macrophage superoxide

production by high numbers of 25291 bacilli.
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DISCUSSION

In a previous work we found that a low virulence strain of M. avium (strain 1983)
stimulated TNF production by resident peritoneal macrophages cultured in vitro which, in an
autocrine way, increased the bacteriostatic capacity of these cells for that M. avium strain
[43]. That was not found with another strain of M. avium with high virulence for mice.
Although RNI and ROI are known to participate in the growth restriction of several
microorganisms, little is known about their involvement in the bacteriostasis of macrophages
against low virulence M. avium strains. For this reason and since TNF-a. is involved in the
priming of both ROI and RNI production, we investigated here whether these effector
mechanisms of the macrophages participated in the TNE-dependent bacteriostasis against
strain 1983 in vitro and compared the results obtained with that strain with the ones obtained
with the highly virulent strain 25291, to analyse the basis of the virulence of this latter strain.

Both M. avium strains were found to prime for ROI secretion by macrophages in the
absence of T cells and NK cells, or their products. Strain 1983 stimulated the production of 2
to 5-fold more superoxide anion than strain 25291, depending on the experiments. On the
contrary, neither strain stimulated nitrite production; in fact, infected macrophages showed a
decrease in nitrite secretion as compared to uninfected macrophages. The increase of nitrite
production observed with the addition of SOD to the macrophage cultures showed that the
superoxide produced by the M. avium-infected cells was acting as a scavenger of nitric
oxide. These results as well as previous ones [3] led us not to test further the role of RNI.

The TNF synthesis induced by strain 1983 in macrophages [43], was found here to
prime for superoxide production in an autocrine/paracrine way. On the other hand, strain
25291, a poor inducer of TNF synthesis by macrophages [43] induced low levels of priming
for superoxide secretion. We therefore showed the existence of a TNF-dependent mechanism

for the priming of macrophages for superoxide production. This mechanism was also

observed ex vivo, in peritoneal macrophages of BALB/c mice infected i.p. with either one of
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the mycobacterial strains. In this situation, we did not find any significant difference in
macrophage superoxide production between strain 25291- and strain 1983-infected mice,
probably because other factors, e.g. serum factors and NK cell products, are present and
may regulate ROI production in vivo .

TNEF addition to strain 1983-infected resident peritoneal macrophage cultures did not
further stimulate superoxide production, probably because these cells were already fully
activated and could not respond to further stimuli. Although strain 25291 is not a good
priming agent for TNF secretion by resident peritoneal macrophages [43], strain 25291-
infected macrophages were also low responders to exogenouly added TNF with respect to
stimulation of superoxide production. In addition, we were unable to detect superoxide
production inside macrophages heavily infected with strain 25291 using the NBT assay.
Thus, it is likely that the virulent strain may down regulate the capacity of these phagocytes to
synthesize ROI, or that the high pumbsers of this bacilli found inside them may be elimin.aﬁng
the superoxide being produced. We have reported augmented ROI production by peritoneal
macrophages of BALB/c mice infected with strain 25291 at day 30 of infection [4]. In this
situation, the mycobacteria were proliferating extensively despite such ability of the
macrophages to produce ROL This apparent contradiction may be explained by the results
presented here that show that even when there is an overall priming of the macrophage
population, the bacilli could be inhibiting the ROI produced in the infected peritoneal
macrophages themselves, a minority among the macrophages recruited to the infectious foci.
Synthesis of other mediators (e.g. IL-6) by strain 25291-infected macrophages could
decrease expression of membrane TNF receptors and hence render these phagocytes low
responders to TNF stimulation [8, 15].

The association of the induction of TNF secretion with both the induction of
bacteriostasis and the priming for ROI release led us to test directly the possible role of ROI
in bacteriostasis. Addition of catalase to M. avium 1983-infected macrophages showed that

this strain was susceptible to hydrogen peroxide produced by the phagocyte. The other
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scavengers were not effective in that regard, an observation that was similar to the one
reported for the Leishmania model [34]. Finally, our results do not support the notion that
virulence is associated with a lower ability to trigger (as opposed to priming) ROI secretion.
In conclusion, a low virulence strain of M. avium (strain 1983) induced TNF
production by macrophages which, in turn, acted as a good priming agent for macrophage
ROI production. This mycobacterium was susceptible to the hydrogen peroxide produced by
macrophages and had, therefore, its growth restricted. Although this is a mechanism by
which endogenously produced TNF caused bacteriostasis of strain 1983, other mechanisms
are not excluded namely when macrophages are activated by IFNy [3]. These results also
suggest that at least one of the basis of the virulence of other M. aviwm strains such as strain
25291 might be based on the avoidance to induce TNF production and possibly
downregulating the ability of infected macrophages to respond to TNF produced in the

cellular environment.
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LEGENDS OF THE FIGURES

1- Kinetics of superoxide (A) and nitrite (B) production by resident peritoneal
macrophages infected in vitro with M. avium strain 25291 or strain 1983. Macrophages
were infected for 2 hours with 107 viable mycobacteria, washed and stimulated with PMA
either immediately (time 0) or 3 or 7 days later (A). Supernatants from similar cultures were
examined for nitrite content at the same time-points. The results are from a typical experiment
and each value represents the mean of 3 determinations + standard deviation. Statistically
significant differences between infected and uninfected macrophages are labeled * for P<0.05
or ** for P<0.01. N.D.-not detected.

2- Superoxide production by resident peritoneal macrophages infected or not with M.
avium for 7 days and treated with an anti-TNF-a monoclonal antibody (A) or different doses
of recombinant mouse TNF-a (B). Macrophages were triggered with PMA and superoxide
released detected as before. Results are represented as in the previous figures.

3- Superoxide production by macrophage-enriched peritoneal exudate cells from
BALB/c mice intraperitoneally infected for 7 days with 2x108 CFU of M. avium strain 25291
or strain 1983. Half of the animals were treated intravenously 3 hours prior to the infection
with 2 mg of anti-TNF-o. monoclonal antibody. Control animals received the inoculum
vehicle (0.5 ml of saline with 0.04% Tween 80). Macrophages were triggered with PMA and
superoxide secretion was studied as before. Results are represented as in the previous
figures.

4- Effects of four scavengers of ROI on M. avium strain 1983 growth in macrophages
infected in vitro for 7 days. Results are presented as the log increase in CFU from day zero
(immediately after washing out non-phagocytosed bacteria) to day 7. These results are
representative of 3 different experiments. Statistically significant differences between controls
and scavenger-treated macrophages are labeled * for P=0.012 and ** for P=0.000.

5- Ability of M. avium strain 25291 or strain 1983 to trigger the respiratory burst in

resident peritoneal macrophages cultured in vitro for 2 days in the presence of 500 units of
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TNF-a/ml. The results shown represent the mean of 3 replicate wells * standard variation.

Statistically significant differences are labeled * for P<0.05.
6- Acid fast bacilli (AFB) counts in formazan-positive and formazan-negative bone

marrow-derived macrophages. Macrophages were infected with 107 CFU of M. avium
25291 and cultured for 7 days. Each value represents the mean of AFB counts per
macrophage (at least 400 cells were counted) in three slides. Data were statistically compared
between formazan-positive and -negative cells and significant results are labeled * for
P<0.05.
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Table 1- Ability of two different doses of M. avium 1983 or 25291 to trigger superoxide

secretion by uninfected or infected (i.e. primed with strain 1983 or strain 25291) resident

peritoneal macrophages cultured in vitro for 7 days.

TRIGGERING AGENT

1983 25291
106 107 106 107

o | NONE 0 0 0 24.4£18.7
Z
= Z 1983 | 270+48.4 | 259259 | ND. N.D.
£
(a

25291 ND. ND. | 113431.4| 166£2.62

N.D.- not done.
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Table 2- Effects of the number of inoculated bacteria on the capacity of infected BMM@ to
produce superoxide anion, as measured by nitroblue tetrazolium (NBT) reduction. NBT was
added to the BMM®@ 24 hours after infection with M. avium 25291. The percentage of
formazan-positive infected macrophages (F*) and of formazan-negative infected

macrophages (F-) was determined by visual inspection of 1000 cells in 3 replica slides.

CFU inoculated/well Ratio of F*/F- infected macrophages
2x 106 3.10
1x107 0.54

2x 107 0.31
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DISCUSSAO

M. avium €é uma espécie micobacteriana constituida por miltiplas estirpes de
diferente viruléncia podendo, ainda, cada uma destas estirpes apresentar diferentes
morfotipos coloniais, cuja viruléncia difere também entre si. Uma dada estirpe, por sua
vez, pode proliferar num hospedeiro ou ter o seu crescimento controlado por este, de
acordo com caracterfsticas genéticas do hospedeiro, nomeadamente com o alelo do gene
Bcg presente no caso da infecgdo murina. A compreensdo dos mecanismos
responséveis por estas diferengas na viruléncia é de importincia vital para se
desenvolverem estratégias de combate 2 infecgdo por M. avium.

Como foi referido na Introdugdo desta tese, o TNF-a tem vindo a ser implicado
como uma citocina fundamental no controlo da infecgdo por M. avium, tendo sido
sugerido por vérios autores que a indugdo ou ndo, pela micobactéria infectante, da
produgdo desta molécula por células do sistema imune, poderd ser um importante factor
de viruléncia. Assim, este trabalho teve como objectivo o estudo do envolvimento do
gene Bcg na resisténcia natural do hospedeiro murino na infecgéo por M. avium e da
participagdo do TNF-o nos mecanismos dessa resisténcia, assim como o estudo do
envolvimento desta citocina na viruléncia entre diferentes estirpes/morfotipos de M.
avium.

No artigo n? 1 demonstrou-se ser possivel dividir as estirpes de ratinho
estudadas em dois grupos, com base na resisténcia a infecgdo por M. avium. Nos
ratinhos susceptiveis ocorreu um crescimento bacteriano progressivo levando a morte
dos animais, enquanto que os ratinhos resistentes controlaram a infecgdo inibindo o
crescimento bacteriano, ndo chegando a demonstrar sinais de doenga. Das sete estirpes
de ratinho estudadas, as quatro susceptiveis expressavam o alelo Bcg$, e as trés
resistentes o alelo Bcg'. Estes resultados completam outros, descritos por Orme e
colaboradores (Orme et al, 1986) e Stokes e colaboradores (Stokes et al, 1986),
nomeadamente pela demonstragdo de que o gene Bcg € o principal determinante da

resisténcia contra M. avium no controlo da infecgdo utilizando o par de ratinhos
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congénicos BALB/c e BALB/c.Bcg T (C.D2), tendo esta tltima estirpe sido obtida por
Potter et al (Potter et al, 1983). A presenga do segmento do cromossoma 1 contendo o
gene Bcg™ tornou os ratinhos BALB/c resistentes a infecgéio. Ndo se exclui, porém, que
outros genes desempenhem também um papel na resisténcia do ratinho s micobactérias
(Orme et al, 1986). Os efeitos do gene Bcg® permitindo a proliferagdo de M. avium,
poderam ser observados tanto na fase inicial como na fase mais tardia da infecgéo,
quando a imunidade celular j4 estava estabelecida. A capacidade inata dos ratinhos
C.D2 para restringir o crescimento de M. avium demonstrou ser independente do
TNF-o (vide artigo n® 3), uma vez que a neutralizagdo desta citocina nio afectou
significativamente o crescimento de ambas as estirpes de M. avium nestes ratinhos. E,
assim, provdvel que o gene Bcg afecte essencialmente mecanismos antibacterianos do
macréfago e ndo a regulagdo autécrina da fungdo macrofégica através da libertagao de
citocinas.

Nos ratinhos infectados, os niveis da activagdo macrofdgica para a actividade
antibacteriana ndo especifica ¢ produgdo de peréxido de hidrogénio (vide artigo n® 1)
foram tanto ou mais elevados nas estirpes susceptiveis comparativamente as estirpes
resistentes. A secregdo de RNI mostrou ndo estar sujeita a nenhum padrdo de
resisténcia/susceptibilidade a infecgdo por M. avium. No entanto, qualquer um dos trés
pardmetros da activagdo macrofégica estudados representam marcadores de alteragoes
funcionais do macréfago, podendo ndo representar o mecanismo molecular da
actividade antimicobacteriana. E também possivel que, uma vez que a populagdo de
macréfagos estudada continha apenas uma minoria de células infectadas, os
macréfagos contendo micobactérias no seu interior ndo estivessem a expressar o
mesmo padréo geral de activagdo macrofégica. Isto € sugerido pelos resultados obtidos
com a estirpe ATCC 25291 no artigo n® 4, em que se observou que os macréfagos
contendo maior nimero de bacilos aos 7 dias de infecgdo ndo estavam activados para a
produgao de superéxido. Porém, o controlo do crescimento do M. avium em ratinhos
resistentes pode ser explicado pela presenga de uma fungéo antibacteriana mais eficiente

em macréfagos Bcegt, ou pela falta de um meio ambiente favordvel ao crescimento de
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M. avium nestes macréfagos. A activagiio macrofdgica global na populagéo peritoneal
dos ratinhos infectados mostrou ser directamente proporcional a carga bacteriana nestes
animais. Este dado sugere que, na presenga de grande quantidade de antigénio ou
quando a susceptibilidade inata permite a proliferagdo bacteriana, as células T sdo mais
activas na regulagdo das fun¢des macrofdgicas ou, alternativamente, os macréfagos sédo
activados directamente por produtos micobacterianos, os quais podem induzir a
produg@o de moléculas macrofdgicas (como por exemplo, o TNF-a) que actuardo
autécrina/pardcrinamente na activagdo desta populagdo de macréfagos.

A diferenga na resisténcia a infecgdo por M. avium entre ratinhos BALB/c €

C.D2 foi também observada in vitro em culturas de RPM@ provenientes de cada uma
das estirpes (vide artigo n® 1). Esta diferenga manteve-se mesmo apés activagdo
macrofdgica in vitro utilizando linfocinas derivadas de células T esplénicas. Uma vez
que o estimulo activador utilizado foi o mesmo para as duas populagdes de macréfagos
estudadas, este resultado sugere que a susceptibilidade se deve a uma fungio
antibacteriana defeituosa nos macréfagos BcgS, que ndo pdde ser completamente
ultrapassada pela activagdo imunolégica.

Conforme € referido na Introdugao, a variagéo morfotipica de SmTr para SmOp
é, frequentemente, associada com perda da viruléncia. Assim, no artigo n? 2 foram
estudados dois morfotipos coloniais da estirpe M. avium 2.151 quanto a viruléncia e
capacidade de induzir TNF-a. em ratinhos ¢ BMM®@ murinos, tendo sido também
avaliado o efeito da adi¢do de anticorpo monoclonal anti-TNF-o na infecgdo in vivo e
in vitro. Como previsto, os morfotipos SmTr e SmOp comportaram-se de maneira
diferente quer ap6s a infecgdo de ratinhos ou de macréfagos isolados. A infecgdo pela
variante SmOp foi controlada antes do aparecimento de uma resposta imune protectora,
e antes que a bactéria fosse capaz de proliferar. Este facto sugeriu que o macréfago ao
ser infectado pela micobactéria teria sido induzido a produzir algo que controlasse o
crescimento da variante SmOp, nomeadamente TNF-o. Porém, in vitro, nem a

variante SmOp nem a variante SmTr induziram a secre¢do de TNF-a por BMM@,

contrariando dados obtidos préviamente utilizando uma técnica de ELISA para a




132

detecgdo desta citocina (Furney et al, 1992). No entanto, ainda seria possivel que o
TNF-a estivesse a ser produzido em niveis inferiores ao limite de sensibilidade do
ensaio e actuasse de forma aut6crina nos macréfagos infectados. Por este motivo foi
testada a hip6tese de que a secregdo de TNF-o pelos macréfagos conseguisse induzir o
controlo da proliferagdo bacteriana da variante avirulenta (SmOp) desde o inicio da
infecgdo. No entanto, a neutralizagdo do TNF-a in vitro ou in vivo nio teve qualquer
efeito na eliminagdo da variante SmOp, tendo sido abandonada a hip6tese levantada
préviamente.

A neutralizagdo do TNF-a em culturas de macréfagos infectados com o
morfotipo virulento SmTr também ndo afectou o seu crescimento. Porém, a
proliferagdo in vivo desta variante foi aumentada pela neutralizagdo do TNF-o
endbgeno. Este aumento tornou-se evidente apds as duas primeiras semanas de
infecgdo, sugerindo que para que os niveis de TNF-o fossem evidentes e capazes de
induzir alguma bacteriostase seria necessdrio que a produgdo desta citocina fosse
estimulada por factores envolvidos na fase da resposta imune adquirida. Foi também
avaliada, in vivo, a capacidade de produgdo de TNF-a de ratinhos infectados com
vérias estirpes de M. avium, ap6s §stimu1a<;io com endotoxina (um potente agonista da
produgdo desta citocina). Verificou-se que apenas as estirpes virulentas foram capazes
de induzir essa secregdo, sendo esta indugdo mais evidente apés quatro semanas de
infecgdo. Uma vez que estd descrito que o IFN-y estd envolvido na estimulagdo da
secregdo de TNF-a durante a infecgdo in vivo por M. avium virulento (Appelberg et
al, 1994), € possivel que também nesta situagdo células T ou NK tenham sido
estimuladas a secretarem IFN-y o qual, por sua vez, estimularia a produgdo de TNF-o..

Com base nestes resultados, pdde-se concluir que a ndo viruléncia do morfotipo
SmOp nio estd relacionada com a indugdo de TNF-a, podendo antes depender da
susceptibilidade inata desta variante aos mecanismos antimicrobianos expressos
constitutivamente pelo macréfago, sem necessitarem de ser activados através de
citocinas.

Para alargar estes resultados, foi também estudada a capacidade de indugdo de
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TNF-a e os efeitos da sua neutralizagio in vivo e in vitro na infecgdo por duas outras
estirpes de M. avium, diferindo na viruléncia (vide artigo n® 3): as estirpes 25291 e
1983. A estirpe 1983 (de baixa viruléncia) foi capaz de uma maior indugdo da secregao
de TNF-o nos macréfagos cultivados in vitro, do que a estirpe 25291 (de alta
viruléncia). Estes resultados estio em acordo com os de outros autores, que,

trabalhando com BMM®@ e macréfagos humanos derivados do sangue periférico,

relacionam a viruléncia das estirpes com a falta de indugdo de TNF-a (Furney et al,
1992; Fattorini et al, 1994). Para estudar a relagdo entre as micobactérias € 0s
macréfagos na fase inicial da infecgdo, foram escolhidos macréfagos isolados da
cavidade peritoneal de ratinhos ndo tratados, ou seja, RPM@, para o trabalho
apresentado no artigo n® 3, os quais representam uma populagio macrofigica residente
e, portanto, a primeira a entrar em contacto com o agente patogénico in vivo. A indugio
da produgido de TNF-a observada foi independente da estimulagdo por outras citocinas,
como IFN-y, que pudessem ter sido produzidas por células T ou NK, uma vez que a
deplegdo de células CD4+, CD8+ e NK 1.1+ ndo afectou a secregdo de TNF-a..

Os estudos mencionados acima (Furney et al, 1992; Fattorini et al, 1994) ndo
avaliaram de facto o papel do TNF-a produzido pelos macréfagos infectados, uma vez
que a hip6tese de que as estirpes avirulentas ndo proliferavam devido a indugédo de
produgdo precoce de TNF-a na infecgdo foi apenas baseada na observagdo de uma
associagdo entre viruléncia e ndo secregdo de TNF-a. Esta hip6tese foi testada neste
trabalho (artigo n® 3), utilizando anticorpos monoclonais anti-TNF-a, quer in vivo
quer in vitro. A neutraliza¢io do TNF-a durante a infecgdio de RPM@ com a estirpe
1983 in vitro potenciou o crescimento desta estirpe para um nivel semelhante ao
atingido pela estirpe ATCC 25291, mas ndo apresentou qualquer efeito no crescimento
desta Gltima estirpe. Assim, induzindo a sintese de TNF-a por RPM@, a estirpe 1983
teve o seu crescimento controlado pelos macréfagos infectados.

O crescimento da estirpe ATCC 25291 nao foi afectado pela adigao exégena de
TNF-a as culturas de macréfagos infectados, o que estd em contraste com resultados

prévios demonstrando que o TNF-a por si s6 era capaz de induzir bacteriostase para
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esta estirpe de M. avium, em BMM@ (Appelberg € Orme,1993). Isto poder-se-4 dever
ao facto de os RPM@ responderem menos eficientemente a acgdo do TNF-a do que os
BMMG@, ou a estarem envolvidas outras citocinas na indugdo da bacteriostase, para
estes macréfagos. Pode também ser que a estirpe ATCC 25291 induza a falta de
resposta dos RPM@ ao TNF-, uma vez que existem referéncias na literatura que uma
protefna de superficie de 33 kDa existente no M. avium interfere com a regulagio da
transcrigdo em macréfagos derivados do sangue periférico humano, afectando a
resposta destas c€lulas a estimulagio com TNF-a. (Inderlied et al, 1993). Também estd
referido que a IL-6 (Bermudez et al, 1992) e o TGF-B (Bermudez, 1993a) impedem a
activagio dos macréfagos derivados do sangue periférico humano em resposta ao TNF-
a,, podendo a produgdo daquelas citocinas ser induzida nos macréfagos pelo M. avium.

A neutralizagdo do TNF-a in vivo em ratinhos BALB/c infectados com M.
avium 1983 impediu a eliminagdo bacteriana no figado e a bacteriostase no bago,
sugerindo a existéncia de uma actividade anti-micobacteriana TNF-dependente contra a
estirpe 1983 nestes orgdos. A neutralizagdo do TNF-o em ratinhos BALB/c infectados
com a estirpe de alta viruléncia demonstrou um ligeiro efeito no seu crescimento,
apenas observado tardiamente na infec¢do quando a estimulagéo do macréfago para a
produgdo de TNF-a por mediadores da resposta imune (como o IFN-y) teria, com
certeza, ocorrido. Estes resultados sugerem que a indugdo precoce da produgdo de
TNF-o. nos macréfagos pela estirpe 1983 in vivo pode ser relevante para a restri¢do do
crescimento desta estirpe, quando a imunidade dependente das células T ainda ndo estd
estabelecida. Porém, o TNF-a. ndo é provdvelmente o tinico factor responsével pela
baixa proliferagdo desta estirpe in vivo, uma vez que, mesmo apds neutralizagao desta
citocina, a estirpe 1983 cresceu considerdvelmente menos do que a estirpe ATCC
25291,

Com o objectivo de aprofundar os resultados descritos no artigo n° 3, tentou-se
identificar o mecanismo envolvido na restri¢do do crescimento da estirpe 1983 pelos
RPM@. Embora os RNI e os ROI participem na restri¢gdo do crescimento de vérios

microrganismos, € ndo paregam estar envolvidos no controlo da proliferagdo de estirpes
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virulentas de M. avium (vide Introdugdo), pouco se sabe do seu papel na bacteriostase
de macréfagos contra estirpes de M. avium de baixa viruléncia. Por este motivo, € uma
vez que o TNF-a estd envolvido na estimulagéo da produgdo de ROI e RNI, avaliou-se
se estes mecanismos efectores do macréfago participavam na bacteriostase TNF-o.-
dependente contra a estirpe 1983 in vitro. Os resultados foram comparados com os
obtidos com a estirpe 25291, para analisar as bases da viruléncia desta estirpe (vide
artigo n? 4).

Ambas as estirpes de M. avium estimularam a produgdo de ROI pelos
macréfagos na auséncia de células T e NK, ou dos seus produtos. A estirpe 1983
estimulou uma produgéo de anido superéxido 2-5 vezes superior a da estirpe 25291
para uma carga bacteriana equivalente, dependendo das experiéncias. Pelo contrério,
nenhuma destas estirpes estimulou a secregdo de RNI; de facto, os macréfagos
infectados sofreram um decréscimo na secre¢do de nitritos, comparativamente aos
macréfagos ndo infectados. O aumento na produg@o de nitritos observado com a adigéo
de SOD as culturas de RPM@, demonstrou que o superéxido produzido pelos
macréfagos infectados pelo M. avium estaria a actuar como inibidor do 6xido nftrico.
Estes resultados, assim como outros anteriores (Appelberg ¢ Orme, 1993) mostrando
ndo haver associag@o entre o crescimento dos morfotipos SmTr e SmOp da estirpe 2-
151 observado em BMM@ e a indugdo de RNI por estes morfotipos, levaram a que o
papel dos RNI ndo continuasse a ser testado por nés.

O TNF-a induzido pela estirpe 1983 nos macréfagos (vide artigo n® 3),
estimulou a produgédo de superéxido de modo autécrino/pardcrino (artigo n° 4). Por
outro lado a estirpe 25291, fraca indutora da sintese de TNF-o pelos macréfagos (vide
artigo n? 3), induziu baixos niveis de secre¢io de superéxido (artigo n® 4). Foi, assim,
demonstrada a existéncia de um mecanismo TNF-o.-dependente para a produgio de
anido superéxido por macréfagos infectados por M. avium. Este mecanismo foi
também observado ex vivo, em macréfagos peritoneais de ratinhos BALB/c infectados
i.p. com cada uma das estirpes micobacterianas. Nesta situa¢do, ndo encontrimos

diferengas significativas na produgdo de superéxido entre macréfagos dos ratinhos
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infectados com a estirpe 25291 ou com a estirpe 1983, provdvelmente devido a
presenga de outros factores, como por exemplo, factores secretados por células NK ou
factores séricos, os quais podem ter interferido com a produg@o de ROl in vivo.

A adigdo de TNF-a a culturas de RPM@ infectados com M. avium 1983 ndo
aumentou a produgdo de superéxido, provdvelmente devido a estas células j4 se
encontrarem activadas e ndo ser possivel responderem a novos estimulos. Embora a
estirpe 25291 ndo seja boa estimuladora da secregdo de TNF-o pelos RPM@, os
macréfagos infectados com esta estirpe também ndo responderam bem & incubagio com
TNF-a. no que respeita a estimulagdo para a produgio de ROI. Para além deste facto,
ndo foi possivel detectar produgdo de superéxido no interior de macréfagos
macigamente infectados com a estirpe 25291, ap6s ensaio com NBT em células in situ.
Assim, é provédvel que a estirpe virulenta possa deprimir a capacidade dos macréfagos
para sintetizarem ROI, ou que estes bacilos em grande nimero no interior dos
macréfagos possam eliminar o super6xido que esteja a ser produzido. No artigo n® 1,
foi descrito um aumento da produgéo de ROI por macréfagos peritoneais de ratinhos
BALB/c infectados com a estirpe 25291 aos 30 dias de infecgdo. Nesta situagdo, as
micobactérias proliferavam exten§ivamente, apesar dos macréfagos estarem activados
para a produgdo de ROI. Esta aparente contradi¢do pode ser explicada pelos resultados
apresentados no artigo n® 4 os quais mostram que, embora ocorra uma estimulagdo
geral da populagdo macrofégica, os bacilos podem estar a inibir ou destruir os ROI que
estejam a ser produzidos pelos macréfagos peritoneais infectados, os quais sdo uma
minoria entre os macréfagos presentes no local da infec¢do. A sintese de outros
mediadores (por exemplo, IL-6) pelos macr6fagos infectados com a estirpe 25291,
pode causar diminuig¢do da expressdo de receptores membranares do TNF-a, fazendo
também com que estes fagocitos ndo respondam bem a estimulagdo pelo TNF-a
(Bermudez et al, 1992; Denis e Gregg, 1990).

A associagdo entre a indug@o da secregdo de TNF-o com a indugdo de
bacteriostase e estimulagdo da secregdo de ROI, levou a que fosse testado o papel

directo dos ROI na bacteriostase. A adi¢do de catalase aos macréfagos infectados com
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M. avium 1983 mostrou que esta estirpe € susceptivel ao peréxido de hidrogénio
produzido pelo fagocito. A adigdo de outros inibidores ndo teve qualquer efeito, um
resultado semelhante ao encontrado para o modelo Leishmania (Murray, 1981), o que
indica que o anifo superéxido ou o radical hidr6xilo ndo estio envolvidos na restrigao
do crescimento da estirpe 1983.

O artigo n? 4 demonstrou, entdo, que uma estirpe de M. avium de baixa
viruléncia (estirpe 1983) induziu a produgdo de TNF-o nos macréfagos, o qual actuou
como um forte agente estimulador para a produgdo de ROI pelos macréfagos. Esta
estirpe demonstrou ser susceptivel & acgdo do peréxido de hidrogénio produzido por
aqueles fagocitos, sendo assim restringido o seu crescimento. Embora este seja um
mecanismo pelo qual o TNF-a produzido end6genamente causou bacteriostase da
estirpe 1983, outros mecanismos ndo estdo exclufdos, nomeadamente, quando os
macréfagos sdo activados pelo IFN-y (Appelberg e Orme, 1993). Estes resultados
sugerem que pelo menos uma das bases da viruléncia de outras estirpes de M. avium,
como a estirpe 25291, pode consistir na possibilidade de ndo indugdo da produgédo de
TNF-o e, possivelmente, nurn decréscimo da capacidade de resposta dos macréfagos

infectados a acgdo do TNF-a produzido no ambiente celular.

As seguintes conclusdes principais da presente dissertagdo podem ser referidas:

- O gene Bcg desempenha um importante papel no controlo da resisténcia a
infecgdo por M. avium no ratinho. Esta resisténcia é independente da presencga de
TNF-o e estd relacionada com uma fungdo macrofagica, parecendo ser independente do
estabelecimento de uma resposta imune protectora, e também da regulagio

autéerina/pardcrina da fung@o macrofégica por citocinas.

- a diferenga de viruléncia entre estirpes de M. avium pode-se dever a variadas
razdes. Para algumas estirpes, como € o caso da estirpe 1983, a baixa viruléncia seré

devida a capacidade de estimular a produgdo de TNF-a pelo macréfago, o qual vai
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desempenhar um papel importante na activago autécrina/pardcrina destas cé€lulas para a
fungdo antimicobacteriana. Para a estirpe 1983 esta fungdo consiste, pelo menos em
parte, na secregdo de per6xido de hidrogénio. Para outras estirpes, ou no caso
analisado no artigo n? 2 para diferentes morfotipos da mesma estirpe, como o0s
morfotipos SmTr e SmOp da estirpe 2.151, a razdo da diferenga de viruléncia poder-se-
4 dever a outras causas. Assim, a ndo-viruléncia do morfotipo SmOp depender4,
provavelmente, da susceptibilidade inata deste morfotipo aos mecanismos

antimicrobianos expressos constitutivamente pelo macréfago.

- O TNF-a. est4 envolvido na resisténcia a infecgdo in vivo pela estirpe de baixa
viruléncia M. avium 1983, cujo crescimento é controlado devido 2 capacidade de esta
estirpe induzir a secregio de TNF-a pelos macréfagos; esta citocina estd também
envolvida no controlo da infecgdo in vivo por M. avium virulento (como € o caso das

estirpes 25291 e 2.151 SmTr) uma vez que, embora ambas as estirpes sejam fracas

indutoras da secregdo de TNF-a., a produgdo desta molécula € induzida aquando do
estabelecimento da resposta imune, podendo entio desempenhar a sua fungéo

micobacteriostatica.
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