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Inoculacao de Mycobacterlum leprae
na bolsa jugal do hamster’

RESUMO
A utilizagdo da bolsa jugal do

hamster, foi avaliada pela inoculagdo de
6,0x10% M. leprae/ml no tecido subepitelial de 60
animais, empregando como grupo controle, 12
hamsters inoculados no coxim plantar. Os animais
foram sacrificados em 20 e 48 horas e aos 7,14,21 e
28 dias pi. A evolugéo da leséo de inoculagéo foi
analisada pelo exame histolégico em cortes
corados pela hema-toxilina-eosina e Faraco-Fite. A
avaliacdo da viabilidade bacilar na bolsa fugal do
hamster foi realizada 7, 14, 21, e 28 dias pi pelo teste
de recuperagdo bacilar em camundongos. Os
resultados nos permitiram concluir que a resposta
inflamatéria ao M. leprae na bolsa jugal evoluiu para
formacdo de granulomas macro-fagicos semelhantes
aos da hanseniase virchoviana humana porém, o teste
de recuperagdo bacilar sugeriu que n&o houve
multiplicagdo dos bacilos. As lesbes do coxim
plantar evo-
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INTRODUGAO

pesar do M. leprae ter sido a primeira

bactéria identificada como patogénica

para o homem em 1873'°, até hoje ndo
é possivel o seu cultivo em meios artificiais.
Essa propriedade peculiar do agente tem
levado inimeros pesquisadores a procurar
animais experimentais que funcionem como
fontes de bacilos para utilizacdes em estudos
estruturais e bioquimicos, além da tentativa de
entender melhor a patogenia da doenca.

Os estudos da hanseniase em animais
de experimentagdo até a década de 1960,
foram sempre insatisfatérios porque em mui-
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tos experimentos utilizando o mesmo animal e a
mesma técnica, os resultados eram varidveis de
autor para autor. O desconhecimento das
caracteristicas bioldgicas do M. leprae tal como,
crescimento lento, associado as variantes
experimentais, como dose do indculo e
contaminagdo do material por outras micobac-
térias, tém sido apontados como responsaveis
por essa grande variacao dos resultados.

Em 1960, Shepard®”’  demonstrou
crescimento local e limitado de M. leprae no
coxim plantar de camundongos, cuja tempe-
ratura média de 27°-31°C é mais baixa que a
temperatura corporal (37°C). Embora a pata de
camundongo ndo possa ser utilizada como fonte
de bacilos porque a sua recuperagdo nao
ultrapassa 106M. leprae/ml, esse trabalho
pioneiro abriu um novo campo de estudos,
permitindo que se evidenciassem varias
caracteristicas do bacilo.

A partir desse trabalho pioneiro, os
pesquisadores também passaram a manipular
drasticamente o sistema imune de camundon-
gos7-1322 e ratos'* para conseguir uma dissemi-
nacdo efetiva do M. leprae. Atualmente, estdo
sendo utilizados camundongos congenita-
mente atimicos - (nude mouse) e camun-
dongos SCID, que apresentam uma severa
deficiéncia de linfécitos T e linfécitos B!*.

Outro modelo importante, foi desen-
volvido por Kirchheimer & Storrs em 19712
quando obtiveram infeccdes disseminadas em
tatus (Dasypus novemcinctus),cuja tempera-
tura média corporal é de 34°C.

A inoculagdo do M. leprae em macacos
de varias espécies®'’*? tem demonstrado
que esses animais apresentam espectro
clinico semelhante ao da hanseniase
humana. Apresentam inclusive, neuropatias e
episodios reacionais.

Apesar do sucesso conseguido, ainda
se procura um modelo experimental alter-
nativo, de facil reproducdo e de custo baixo,
para se obter lesdes e multiplicagao bacilar.
Inoculagdo em um local anatémico imuno-

logicamente privilegiado, de um animal
susceptivel, sem necessidade de manipulacdo
do seu sistema imune é um modelo que tem
sido muito util para experimentacdo em
neoplasias e algumas doengas infecciosas. Um
desses locais é a bolsa jugal do hamster que
vem sendo utilizada em estudos que avaliam a
participagdo da resposta imune no
desenvolvimento e evolugdo de infeccdes
causadas por bactérias®?>2° e fungos!?¢. As
bolsas jugais do hamster sdao invaginacoes
bilaterais que tém abertura na cavidade bucal
e se estendem, dorso-caudalmente, sob a pele
dos ombros. E revestida por epitélio plano
estratificado e sustentado por tecido conjun-
tivo denso, sob o qual repousa tecido conjun-
tivo frouxo, ricamente vascularizado. O tecido
conjuntivo frouxo, une a parede externa da
bolsa as estruturas adjacentes, permitindo que
ela seja facilmente evertida em animais
anestesiados, facilitando a sua utilizacdo em
estudos experimentais +203*-

A bolsa jugal é considerada um local
imunologicamente privilegiado e tem sido
utilizada para transplantes de células e tecidos
normais e malignos, porque tolera aloenxertos
ali implantados por longo tempo, ao redor de
quatro meses. Essa tolerdncia aos enxertos é
explicada pela combinagdo da escassez ou
auséncia de drenagem linfatica na porgdo
distal®>'® e diminuicdo das células de Lan-
gerhans®.

Com o propoésito de avaliar a bolsa
jugal do hamster como local alternativo para
inoculacao e proliferacdo do M. leprae, carac-
terizamos histologicamente a evolugdo das
lesdes induzidas pela inoculagdo do bacilo no
segmento distal da bolsa jugal; comparamos as
lesGes induzidas com indculos de pacientes nao
tratados e em tratamento; comparamos a
evolugdo das lesdes da bolsa jugal (local
desprovido de drenagem linfatica) com as do
coxim plantar (local rico em drenagem linfatica)
e avaliamos a possibilidade de multiplicacao
bacilar nas lesdes da bolsa jugal.
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MATERIAL E METODOS

1. Pacientes: foram utilizados hansenomas de
dois pacientes com hanseniase virchoviana, ndo
tratados que deram origem aos indculos NT1 e
NT2; e um terceiro hansenoma de paciente com
hanseniase  virchoviana, na vigéncia de
tratamento, que deu origem ao indculo T. Os
pacientes selecionados deram sua autorizagdo
para participar do estudo e o protocolo foi
aprovado pela Comissdo de Etica Médica sob n°
29/97CEM.

2. Animais: 80 hamsters (Mesocricetus
auratus), machos, com dois meses de idade e
peso corporeo entre 90 - 120 gramas foram
divididos em quatro grupos experimentais
denominados G1, G2, G3 e G4 (Tabela 1). Os
animais dos grupos Gl e G3 receberam
indculos NT1, do grupo G2 indculo T e do
grupo G4 receberam inoculo NT2.

3. Inéculos: os indculos foram preparados a
partir de hansenomas biopsiados com punch de
5,0 mm de diametro e processados segundo
técnica proposta pela World Health
Organization (WHO, 1987)®* com pequenas
modificacdes. A seguir foi determinada a
concentracdao bacilar conforme metodologia
proposta por Shepard (1960)?’ e o material
dividido em duas aliquotas, das quais uma foi
utilizada para a identificacdo do M. leprae e a
outra, para inoculagdo dos grupos experi-
mentais, o que ocorreu imediatamente apds o
preparo dos inoculos.

4. Identificacao do M. leprae: para afastar
qualquer possibilidade de contaminacdo com
outras micobactérias foram utilizadas técnicas
de cultivo em meio Lowenstein Jensen!! a 30°C e
37°C e meio de Middlebrook 7H1' a 37°C como
também, inoculacdo em coxim plantar de
camundongos?’.

5. Grupos experimentais: 30 hamsters do
grupo G1 e 30 do grupo G2 foram inoculados
com 0,1 ml da suspensdo de 6,0x108 M. leprae
no segmento distal da bolsa jugal direita.

Lotes de cinco animais/grupo foram sacrifi-
cados, as 20 e 48 horas e aos 7, 14, 21 e 28
dias. No grupo G3, 12 hamsters receberam 0,1
ml da suspensdo de 6,0x108 M. leprae, no
coxim plantar da pata posterior esquerda. Lotes
de dois animais/grupo foram sacrificados as 20
e 48 horas e aos 7, 14, 21 e 28 dias pi. Bolsas
jugais e coxins plantares de todos os hamsters
foram fixados em formalina 10%, corados pela
hematoxilina-eosina e Faraco 2 °Fite!®. As
laminas foram analisadas pela microscopia
Optica e documentadas no foto- microscopio
Olympus Vanox AHB53. O grupo G4, era
formado por oito hamsters que receberam 0,1
ml da suspensdo de 3,4x10° M. leprae/ml no
tecido subepitelial da bolsa jugal. Lotes de dois
animais foram sacrificados aos 7, 14, 21 e 28
dias pie as lesdes das bolsas foram processadas
para a obtencdo da suspensdo de bacilos Essas
suspensdes foram utilizadas para reinoculagao
no coxim plantar de cinco camundongos BALB/c
na dose 1,0x10* M. leprae/ 0,03 ml por lote de
hamster. Os camundongos foram todos
sacrificados seis meses pi e as lesdes dos
tecidos dos coxins plantares inoculados foram
processados para testes de recuperacao bacilar.

RESULTADOS

Avaliacdo Histologica da Lesdo de
Inoculagao

Grupo Experimental 1: A inoculagdo de M.
leprae na bolsa jugal do hamster resultou, as 20
horas em denso acumulo de macréfagos e
neutrdfilos sendo a area central predominan-
temente neutrofilica; muitos neutroéfilos nessa
area apresentavam-se fragmentados. Circun-
dando essa lesdo observava-se edema, con-
gestdo e exsudato neutrofilico ao lado de alguns
eosindfilos, mastdcitos e mondcitos dispersos,
sem limites precisos. Laminas coradas pela
técnica de Faraco-Fite demonstravam areas com
bacilos bem corados, sugestivos de bacilos
integros, mas no conjunto predominavam
bacilos granulosos. O IB foi de 4+ segundo
classificacdo proposta por Ridley &
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Tabela 1 - Distribuigdo dos animais inoculados com M. Ieprae segundo o grupo experimental, via
de inoculagdo, tipo do indculo, dose do indculo, nimero de animais sacrificados/lote

e destino dos fragmentos teciduais.

Grupos Via In6aulo Dose N°/lote MO TRb
G1 B NT1 6,0X108 5 5
(n=30)
G2 B T 6,0X108 5 5
(n=30)
G3 CP NT: 6,0X108 2 2
(n=12)
G4 B NT. 3,4X10° 2 - 8
(n=8)

LEGENDA

BJ= bolsa jugal

CP= coxim plantar

MO= numero de animais destinados a microscopia 6ptica/lote

n°/lote= nimero de animais sacrificados/ lote
NT= néo tratado

T= tratado
TRb= teste de recuperacdo bacilar

Hilson (1967)2*. Ap6s 48 horas, as lesdes eram
semelhantes, porém, os acUmulos de macré-
fagos e neutrofilos apresentavam delimitacdo
mais precisa e disposicdo mais compacta
(Fig.1a). 0 IB foi de 4+, com bacilos
predominantemente granulosos e raros bacilos
integros (Figura 1 b). Aos 7 dias a lesdo era
mais discreta, delimitada, representada por
granulomas macrofagicos com raros neutrd-
filos. Os macréfagos apresentavam citoplasma
microvacuolizado semelhantes as células de
Virchow. Notava-se ainda presengca de
algumas células gigantes multinucleadas do
tipo Langhans. 0 IB foi de 5+ de bacilos
granulosos. Nos animais sacrificados aos 14
dias, observou-se reducdo na extensdao do
granuloma, mas de morfologia semelhante ao
do 7° dia. 0 IB foi de 5+ de bacilos
granulosos. Aos 21 dias ndo foi possivel
visualizar a lesdao. Com 28 dias, a lesdao nao se
alterou, exibindo granuloma macrofagico
composto por células com citoplasma abundante,
vacuolado e ntcleo

vesiculoso (Fig. 2a). 0 IB foi de 6+ de bacilos
granulosos (Fig. 2b).

Grupo Experimental 2: A lesdo de
inoculacdo com 20 horas, era representada
por um amplo processo supurativo central,
circundado por macréfagos formando um anel.
Na periferia da lesdo havia moderado edema e
congestdo com exsudato de neutrdfilos, alguns
eosindfilos, mastocitos e células
tarias. Pelo Faraco-Fite o IB foi de 3+ de
bacilos granulosos. Com 48 horas, o abscesso
era semelhante a lesdo de 20 horas, porém,
mais circunscrito, com reducdo do edema,
congestdo e exsudagdo de células no tecido
circunjacente. Alguns macréfagos apresen-
tavam citoplasma abundante e pequenos
vacuolos. O IB foi de 4+ e os bacilos
localizados no interior de neutréfilos e
macréfagos eram todos granulosos. Aos 7
dias, a lesdo era constituida por granuloma
macrofagico com uma pequena area central

monoci-
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necréotica composta por neutréfilos fragmen-
tados. Circundando esse granuloma, havia
ainda um infiltrado inflamatdrio composto por
mondcitos, alguns neutréfilos, eosindfilos e
mastécitos de distribuigdo difusa. 0 IB foi de
5+ de bacilos granulosos. Aos 14 dias, o gra-
nuloma tornou-se mais circunscrito, constitui-
do por macréfagos multivacuolados com cito-
plasma abundante. No centro da lesao,
observaram-se alguns neutrdéfilos e eosindfilos,
sem formagdo de processo supurativo. O IB foi
5+ de bacilos granulosos. Aos 21 dias, o
granuloma era semelhante, porém, bem
delimitado e sem neutréfilos. O IB foi de 5+
de bacilos granulosos. Aos 28 dias, a lesao
permanecia inalterada, com IB de 6+ de
bacilos granulosos no interior de células ma-
crofagicas formando globias.

Grupo Experimental 3: A anadlise histoldgica
do coxim plantar em hamsters sacrificados as
20 horas, demonstrou lesao central represen-
tada por acumulo de fibrina, neutréfilos e
alguns macrdfagos. Na periferia a lesdo exibia
edema, congestdo, exsudato difuso de neutro-
filos, mondcitos, mastocitos e alguns eosiné-
filos cuja intensidade diminuia progressiva-
mente com a distancia da lesdao central. 0 IB
foi de 3+ de bacilos granulosos e alguns
solidos, isolados ou formando globias, loca-
lizados no interior de macrdéfagos e no espago
intercelular. Com 48 horas, houve aumento
do numero de macrofagos e reducdo acen-
tuada do numero de neutréfilos no centro da
lesdo. Na periferia o infiltrado de células

inflamatorias era de composigdo semelhante
ao verificado as 20 horas porém muito mais.
discreto (Fig. 3a). 0 IB permaneceu inalterado
de 3+ de bacilos granulosos e alguns sélidos,
no interior de macrofagos e neutroéfilos (Fig.
3b). Aos 7 dias, a lesdo era composta por cé-
lulas epitelidides em meio as quais observa-
vam-se neutrofilos, eosinofilos e linfocitos,
além de algumas células gigantes multinu-
cleadas. O IB foi de 4+ de bacilos granulosos
no interior de macréfagos. Aos 14 dias, a lesdo
era delimitada e, formada por granuloma
epitelidide contendo células gigantes e linfd-
citos. Havia ainda remanescentes de infiltrado
inflamatdrio na periferia da lesdo central com
predominio de células mononucleares. O IB
permaneceu inalterado com 4+ de bacilos
granulosos. Aos 21 dias, observou-se diminui-
¢do do granuloma epitelidide, tornando-se
mais compacto com células gigantes e
linfocitos. O IB foi de 2+ de bacilos granu-
losos . Aos 28 dias, a lesao se tornou muito
reduzida, composta por acimulo de células
epitelidides com citoplasma finamente vesicu-
loso, linfocitos e algumas células gigantes
(Figura 4a). 0 IB foi 2+, com bacilos granu-
losos (Figura 4b).

Grupo Experimental 4: 0 coxim plantar de
camundongos inoculados com M. leprae
isolados das bolsas jugais de hamsters do grupo
G4 demonstraram aos 7 e 14 dias pi recu-
peracio de 6,4x10° e 13x10° M. leprae/ml
respectivamente. A recuperagdo resultou
negativa aos 21 e 28 dias pi.
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Figura 1 a) Grupo G1. Fotomicrografia do
granuloma induzido pela inoculacdo de M. leprae
na bolsa jugal do hamster 46 horas pi. Notar lesdo
nodular, bem delimitada, composta por
macréfagos com citoplasma eosinofilico e amplo,
ao lado de neutréfilos fragmentados (HE. 200X).
1 b) bacilos gramulosos e alguns integros IB: 4+
(Faraco-Fite 1000X).
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Figura 3a) Grupo G3. Fotomicrografia do

granuloma induzido pela inoculagéo de M. leprae
no coxim plantar do hamster 48 horas pi.Detalhe

demonstrando o centro da lesé&o com macréfagos
e neutrdfilos fragmentados (HE. 200X). 3b)
bacilos gramulosos. IB: 3+ (Faraco-Fite 1000X).
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Figura 2a) Grupo G1 Fotomicrografia
dcogranuloma induzido pela inoculagéo de M. leprae
na bolsa jugal do hamster 28 dias pi. Notar
macréfagos com citoplasma abundante, vacuolado e
nicleo  vesiculoso.(HE. 200X). 2b) bacilos
gramulosos. I1>: 6+ (Faraco-Fite 1000X).
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Figura 4a) Grupo G3. Fotomicrografia do

granuloma induzido pela inoculac&o de M. leprae
no coxim plantar do hamster 28 dias pi. Detalhe

demonstrando acumulo de células epitelidides
com citoplasma finamente vesiculoso, linfécitos e
algumas células gigantes multinucleadas (HE.
200X). 4b) bacilos granulosos. IB: 2+ (FaracoFite
1000X).



NOGUEIRA, M.E.S., et al. Inoculagdo de Mycobacterium leprae na bolsa jugal do hamster.

DISCUSSAO

Sdo muito escassos os dados de
literatura sobre a inoculagdo do M. leprae na
bolsa jugal do hamster. Convit et al., (1962)*°
mencionaram inoculacdo semelhante, mas nao
relataram os seus resultados. Arruda et al.,
(1995a)?, foram os primeiros a utilizar a bolsa
jugal em hanseniase experimental com resul-
tados positivos, onde sugeriram a possibilidade
de multiplicagdo bacilar.

Histologicamente, as bolsas jugais ino-
culadas com M. leprae, apresentavam inicial-
mente em ambos os grupos uma inflamacao
aguda exsudativa, sendo as lesées do grupo G2
mais intensas que as do G1.

Apos a fase aguda, o infiltrado era bem
delimitado, composto principalmente por ma-
crofagos com citoplasma abundante, multiva-
cuolado, assemelhando-se as células de
Virchow; os neutréfilos e linfécitos eram
progressivamente mais escassos até o sétimo
dia no grupo G1 e até o 14° dia no grupo G2. A
partir desse periodo até o final do experimento
a composicao do granuloma foi semelhante nos
dois grupos. Era constituido basicamente por
células macrofagicas multivacuoladas, com
grande numero de bacilos granulosos em seu
interior.

A semelhanga dos resultados descritos
em animais imunocomprometidos!®22303% ng
testiculo de hamster!® e no tatu®, na bolsa jugal
do hamster a resposta ao M. leprae, se
caracterizou por granulomas macrofagicos, sem
transformacao em células epitelidides,
assemelhando-se ao padrdo histolégico da
hanseniase virchoviana humana.

Com relacdo ao 1IB, os resultados
demonstraram aumento gradativo de bacilos ao
longo do experimento com indices de até 6+
para os grupos Gl e G2, o que revela aumento
aproximado de mil vezes o numero inicial de
bacilos em 28 dias, dado discrepante com a
velocidade de multiplicacdo do M. leprae. No
coxim plantar de camundongo, Shepard (1960)?’
verificou aumento de cerca de cem vezes em
periodo de seis a oito meses, usando a técnica
de recuperacgdo bacilar.

Como o IB é baseado na relagdo entre o nimero
de bacilos integros, fragmentados ou granulosos
e a area da lesdo, esse aparente aumento
poderia corresponder em grande parte, a
concentracdo do microrganismo decorrente de
reabsorcdo do edema intersticial do foco
inflamatorio, além de processo degenerativo e
fragmentacdo e ndao da multiplicacao bacilar. A
analise histoldgica pelo Faraco-Fite demonstrou
bacilos integros até 48 horas para o grupo G1 e
ausentes para o G2 desde o inicio.

A partir desses resultados foi criado o
grupo G4 para a avaliacdo da viabilidade bacilar
nas lesdes dos grupos G1 e G2. Assim, inoculou-
se M. leprae em bolsa jugal de hamster e o
material colhido desse local foi reinoculado no
coxim plantar de camundongos como teste de
recuperagdo bacilar. Os resultados desse teste
suportaram a hipotese de concentragdo local de
bacilos, tendo sido recuperados até o 14° dia pi
e depois negativos; possivelmente os bacilos af
inoculados foram parcial e gradativamente
removidos pela circulacdo linfatica local.

A formacdo do granuloma macrofagico
na bolsa jugal, semelhante ao padrao observado
na hanseniase virchoviana humana,
provavelmente se relaciona a auséncia de
drenagem linfatica, e conseqliente auséncia do
ramo aferente da resposta imune, gerando
tolerancia imune local. Além desse fato, sabe-
se que para o clearance de bacilos das lesdes a
drenagem linfatica tem papel importante no
homem. Assim, a auséncia dessa drenagem nao
permitiria a mobilizacdo dos bacilos do local de
inoculacdo resultando em acUmulos de M.
leprae, no interior dos macroéfagos; os bacilos
em grande quantidade, induziriam alteragdes
citoplasmaticas semelhantes aquelas do polo
virchoviano humano.

Considerando as diferengas estruturais
entre a bolsa jugal e o coxim plantar quanto a
drenagem linfatica, constituiu-se o terceiro
grupo (G3) que representa o grupo controle
inoculado com bacilos do paciente NT1, uma vez
que antigenos de patdgenos inoculados no
coxim plantar, atingem o linfonodo popli-
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teo®*?° pela sua via linfatica aferente. Nesse grupo,
0os animais sacrificados com 20 horas pi
demonstraram lesGes inflamatdrias exsudativas
semelhantes aos outros dois grupos na bolsa
jugal.

A fase exsudativa rapida e progres-
sivamente foi sendo substituida por macréfagos
as 48 horas e granulomas epitelidides a partir
do sétimo dia. Associaram-se a esse tipo de
Iesdo, algumas células gigantes multinucleadas
de tipo Langhans e linfécitos e a partir do 21°
dia o processo inflamatério diminuiu progres-
sivamente. 0 IB que inicialmente foi igual ao
do grupo G2 progrediu para 4+ paralelamente
a reducdo de congestdo e edema das lesdes,
mas nunca atingiu os niveis dos dois primeiros
grupos e a partir do 21° dia houve reducdo
para 2+; esses dados indicam que prova-
velmente ndo houve multiplicacao bacilar e
também ndo houve clearance total no periodo
estudado.

No coxim plantar do hamster, embora o
granuloma exibisse caracteristicas epitelidides,
assemelhava-se mais ao padrdo histoldgico
encontrado no grupo dimorfo da hanseniase
humana. Nossos resultados estdo de acordo
com os relatados por Rees et al., 1969% e
Shepard et al., 1983%,

CONCLUSAO

A bolsa jugal do hamster se comporta
como o poélo anérgico da hanseniase humana
permitindo o desenvolvimento de granulomas
macrofagicos mas nao oferece condigGes para
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a manutencdo de viabilidade e de multiplicagao
do M. leprae, mesmo com utilizacdo de altas
doses do inéculo.

SUMMARY
The use of the hamster cheek pouch in

experimental leprosy was evaluated through the
inoculation of 6.0x10% M. leprae/ml in its
subepitelial tissue in 60 animals. A control group
of 12 hamsters was inoculated in the foot pad. The
animals were sacrificed 20 and 48 hours, 7,14,21
and 28 days after inoculation. Histological sections
stained with hematoxylineosin and Faraco-Fite were
used to evaluate the evolution of the lesions. The
evaluation of the bacilli viability in cheek pouch
was done by bacilli recovery test using mice
inoculated in the foot pad and sacrificed six
months after inoculation. The results led us to the
following conclusions: a) after the exsudative phase, the
lesions evolved into macrophagic granuloma
formation similar to the lepromatous leprosy in
humans; b) there was a remarkable increase of the
bacteriologic index, as opposed to the
biological characteristics of M. leprae, a fact that
was interpreted as a local concentration after
reabsorption of edema and congestion; c) the
lesion in the foot pad evoluted into epithelioid
granulomas similar to the borderline leprosy; d) the M.
leprae recovery test from the foot pad of mice
suggests that there was no multiplication of the
bacilli.

Uniterms: Hamster. Cheek pouch. Granuloma.
Mycobacterium /eprae.
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