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RESUMO - Foram investigados experimentalmente alguns aspectos da patogenia da tuberculose
através da inoculagcdo de uma cepa de micobactéria de viruléncia atenuada - BCG e outra cepa
altamente virulenta - M.tuberculosis Hs7Rv no tecido sub-epitelial do coxim plantar e no tecido sub-
epitelial do terco distal da bolsa cervical de hamster, um sitio desprovido de drenagem linfatica.

A inoculacdo desses agentes determinou diferentes perfis de evolucdo das lesbes, sendo
que as lesdes produzidas pelo BCG na pata apresentaram uma tendéncia de declinio do tamanho
apos 21 dias e as lesbes produzidas pelo H. tv mostraram uma evolucdo progressiva. O mesmo perfil
foi observado nas lesGes induzidas na bolsa cervical por ambos os agentes. Contudo, diferentemente
do BCG, o H-.Rv disseminou-se para os 6rgdos internos, causando extensas lesbes. A inoculagdo
de BCG ou H,Rv na pata provocou um aumento de 21 e 68 vezes, respectivamente, o peso do
linfonodo satélite em relacdo ao controle, evidenciando a disseminacdo do bacilo por via linfatica.
Todavia, quando essas amostras foram inoculadas na bolsa, ndo determinaram significativas
mudangas de peso do linfonodo cervical, mas evidenciou-se a disseminacdo do bacilo virulento por
via sangliinea, pelas lesées produzidas no bago e pulmao.
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1. INTRODUGAO

Diversos autores afimam que a
severidade da tuberculose é determinada pela
susceptibilidade do hospedeiro associada a
viruléncia do bacilo®*3**4,

(0] grupo de microrganismos
representado pelas micobactérias tem como
caracteristica fundamental uma parede celular
complexa, constituida por 60% de lipideos, como
acidos micolicos e micosideos e por peptideos
21114 sendo  alguns  desses  antigenos
micobacterianos comuns a varias espécies do
género. Esses fatores constituintes da parede

podem estar ligados a capacidade de
sobrevivéncia da micobactéria dentro das células
do hospedeiro e sua patogenicidade ****.

A lesdo granulomatosa se forma
independente de imunidade sistémica, contudo
linfocitos sensibilizados séo capazes de modificar o
volume da lesdo ** e a cronicidade da doenca
parece estar ligada a capacidade de sobrevivéncia
do microrganismo no interior do macrofago do
hospedeiro 2.

E de consenso geral que cepas
atenuadas podem produzir reacdo proliferativa,
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gue tendem a resolucéo e que cepas virulentas
produzem extensas lesfes progressivas. Contudo,
h&a controvérsias de que as lesdes sejam
determinadas por produtos do metabolismo do
bacilo ou enzimas autoliticas, pela
hipersensibilidade tardia desenvolvida durante a
multiplicacéo do bacilo no organismo hospedeiro
ou pela combinagao de ambos fatores™**"*,

O hamster proporciona um sitio
imunologicamente privilegiado em sua bolsa
cervical, cujo tecido sub-epitelial do terco distal é
desprovido de drenagem linfatica, permitindo o
estudo da evolucdo da lesdo na auséncia de
imunidade, sem a utilizagdo de métodos drasticos

3,12

MEDAWAR™ em seus experimentos com
enxertos de pele em sitios imunologicamente
privilegiados, como cémara anterior do olho e
cérebro, verificou que o sistema de drenagem
linfatica é necessario para a criagdo de um estado
de imunidade especifica, embora ndo seja
necessario para revelar uma resposta imune.

O golden-hamster (Mesocricetus
auratus) é relativamente susceptivel ao bacilo
bovino e humano, bem como a outras
micobactérias®. A inoculagdo desse animal com
altas doses de BCG causa doenca progressiva e
fatal, mas nem todas as cepas sdo igualmente
ativas®. Tem sido largamente empregado na
avaliacao de viruléncia de cepas de BCG utilizadas
para producéo de vacinas®.

Com a finalidade de se obter subsidios
para um melhor esclarecimento da patogenia da
tuberculose, foram realizados experimentos que
consistiram na inoculacdo de uma cepa de
micobactéria de viruléncia atenuada - BCG e
outra cepa altamente virulenta - M.tuberculosis
amostra Hs7Rv no tecido sub-epitelial do coxim
plantar e no tecido sub-epitelial no terco distal da
bolsa cervical de hamster, contribuindo assim
para a avaliagdo da participacdo da viruléncia do
agente, da participagdo das vias sangilinea e
linfatica na disseminacdo do agente e da
imunidade sistémica e local no desenvolvimento
da leséo tuberculosa.

2. MATERIAL E METODOS

1. Animals: Foram utilizados 18 golden-hamsters
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(Mesocricetus auratus) outbred, machos adultos,
com peso corporeo entre 80 e 120 gramas.

2. Inéculo:

a) Onco BCG Oral (cepa Moreaux, Rio de Janeiro),
contendo 100 mg por ml, com aproximadamente
10" germes viaveis por ml, produzido pelo Instituto
Butanta, Sao Paulo.

b) Mycobacterium tuberculosis cepa HsRv,
oriunda do Centro Panamericano de Zoonoses,
Argentina. Foi preparada uma suspensdo nos
moldes do Onco BCG oral utilizado, contendo
100 mg de bacilos por ml de meio de Souton,
separando-se 0s grumos por agitacdo em Vortex,
em frascos tipo penicilina com tampa de rosca,
contendo aproximadamente 3 g de pérolas de
vidro de 3 e de 4 mm de didmetro. Nos testes de
viabilidade foram encontrados aproximadamente
107 bacilos viaveis por ml.

3. Anestésico: Os animais foram anestesiados
por inalacdo de éter etilico p.a., em jarras de
anaerobiose, para aplicagédo dos inaculos e para
o sacrificio desses.

4. Sitios de Inoculagdo: Os inéculos foram
aplicados na dose de 0,1 ml com seringa de
insulina descartavel, no coxim plantar ou na bolsa
cervical.

5. Avaliagdo macro e microscopica:Os animais
foram sacrificados em intervalos variados
conforme o experimento. Realizada a necropsia,
foram entdo colhidos linfonodos popliteo e/ou
cervical, pesados e fixados em solucao de formol
a 10%. As patas e bolsas cervicais inoculadas
foram colhidas e conservadas em solugao de
formol a 10%.

As lesdes produzidas na pata e na bolsa
cervical foram medidas com paquimetro digital
MitutoyoR de alta precisao.

Os materiais colhidos foram incluidos
em parafina para realizagdo de cortes de 5 pm de
espessura, corados pelo método de hematoxilina-
eosina (H.E.).

3. RESULTADOS

1. Evolucao das les6es induzidas por BCG e
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por H;;,Rv na pata e na bolsa cervical do hamster

As lesdes induzidas na pata por BCG
tiveram um carater proliferativo, até
aproximadamente 21 dias, tendendo a

apos esse periodo. Ja as les@es induzidas por
HyRv tiveram evolucdo marcadamente
progressiva durante todo o periodo de observagao

FIG. 1 - Evolucdo do granuloma em hamsters inoculados no coxim plantar direito com BCG ou Hsz7Rv.
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do experimento, como se observa na Fig. 1.

Aos sete dias da inoculacdo de BCG na
pata microscopicamente observou-se a presenca
da lesdo granulomatosa com predominio de células
mononucleares, presenca de grandes quantidades
de células polimorfonucleares, halo compacto de
pequenas células mononucleares na periferia da
lesdio e a presenca do componente necrético. A
partir de 14 dias da inoculagao do BCG, observou-
se halo de células mononucleares mais acentuado
na periferia da lesdo, auséncia do componente
necrético e predominio das células macrofagicas de
citoplasma amplo e ndcleo com cromatina frouxa.

A inoculacio com H,Rv na pata
produziulesdo granulomatosa, que aos 7 dias
apresentava microscopicamente pequena
participacdo de  células  polimorfonucleares,
discreto componentene crético, presenca de
células mononucleares na periferia da lesédo e
células mononucleares de citoplasma amplo e
cromatina frouxa no centro.

A lesdo na bolsa cervical do hamster
induzida por BCG mostrou acentuado aumento
de tamanho até aproximadamente o 14° dia da
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inoculagdo, tendendo a resolugcdo apos esse
periodo, como se observa na Fig. 2. As lesdes
induzidas por HsRv na bolsa cervical
apresentaram aspecto proliferatvo e mais
uniforme, aumentando em diametro no decorrer do
tempo de inoculagdo, como se observa na Fig. 2.
Aos 60 dias da inoculagdo, as lesdes por H.Rv
foram intensas, apresentando necrose e fistulagao,
ocorrendo a generalizagdo do processo com
lesbes granulomatosas no pulmdao e
esplenomegalia.

Na bolsa cervical, a inoculagdo de BCG
produziu a formacéo de lesdo onde o aspecto
microscépio, demonstrou o predominio de células
macrofagicas de citoplasma amplo com nucleo
de cromatina frouxa, auséncia de halo de células
mononucleares na periferia da lesdo e presenca
de poucas células polimorfonucleares a partir do
7° dia. Aos 60 dias, observou-se a presenca de
lesdo residual em alguns animais, contendo
células macrofagicas de citoplasma amplo e
nucleo de cromatina frouxa.

A lesdo induzida por Hsz7Rv na bolsa
cervical foi semelhante aquela induzida por BCG
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FIG. 2 - Evolucdo do granuloma em hamsters inoculados na bolsa cervical com BCG ou Hz;Rv.

0+ T T T

T

T T T T T T

15 20 25 30 35 40 45 S0 55 &0

dias

—— BCG

~—— H3TRvV

FIG. 3 - Variacdo de peso de linfonodo popliteo de hamster inoculados com BCG ou Hz,Rv no coxim

plantar.
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aos 7 dias, tomando aspecto mais agressivo ao
longo do tempo. Observou-se microscopicamente
a presenca de grande numero de células
polimorfonucleares, com predominio de células
mononucleares durante os primeiros estagios de
evolucéo da lesdo, apresentando a partir do 30°
dia da inoculacdo numerosos vasos sanguineos
e pequenos focos de necrose.

2. Fendmenos dependentes de vasos
linfaticos e sangiiineos
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O linfonodo popliteo do membro que
recebeu inoculagdo de BCG no tecido sub-epitelial
do coxim-plantar, aumentou em até 21 vezes
entre 21 e 30 dias, tendendo a diminuicdo apds
esse periodo. Ja com HiRv, o peso do linfonodo
popliteo aumentou significativamente durantetodo
0 periodo observado, em até 68 vezes, como se
verifica na Fig. 3.

Os linfonodos cervicais ndo apre-
sentaram variagdo significativa de peso, tanto no
lote que recebeu inoculagdo de BCG na bolsa
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FIG. 4 - Variacao de peso de bac¢o de hamsters inoculados com BCG ou H37Rv na bolsa cervical.

0.6 7

0.5 4

0.4

-

0.3

0,2 1 +

0.1 4

0T

T T | T T

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 40

dias

—— BCG ~+ H3Rv

cervical, quanto o que recebeu Hs7Rv nesse
mesmo sitio. Contudo, houve um acentuado
aumento de volume do bago dos animais, 60 dias
apos terem sido inoculados com HizzRv na bolsa
cervical, como se observa na Fig. 4.

3. DISCUSSAO

Como afrmam YOUMANS™ e
SINHORINI*?, a lesdo granulomatosa se
desenvolve na presenca e na auséncia de
imunidade sistémica, ndo apresentando no
presente experimento diferencas muito
acentuadas microscopicamente entre as cepas
BCG e Hs7Rv, quando inoculadas na pata ou
mesmo na bolsa cervical do hamster.

A lesdo induzida na pata aumentou
gradativamente, tanto por BCG quanto por Hiz7Rv.
Contudo, apés 30 dias da inoculagéo, a lesdo por
BCG assumiu caracteristicas de resolucéo,
enquanto que a lesdo por HzzRv mostrou um
carater marcadamente progressivo, com
generalizacdo do processo. Essas observagées
se assemelham aos experimentos de ALSAADI e
SMITH?, que verificaram em cobaios que a cepa H
Hs7Ra (M.tuberculosis avirulento) se desenvolve
no pulmao numa fase inicial de aumento
logaritmico, seguida de uma fase estacionaria e
uma fase de declinio. STEENKEN etalii*® também
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afirmam que uma variante virulenta causa doenca
progressiva, enquanto que uma variante avirulenta
causa uma infecgdo "preguicosa” e em resolugao.

Carater semelhante de lesdo regressiva
com cepa atenuada e de lesdo progressiva com
cepa virulenta foi observado na bolsa cervical do
hamster, sugerindo que a viruléncia do agente
desempenha papel preponderante no
desenvolvimento da lesdo, mesmo num sitio de
privilégio imunolégico, desprovido de drenagem
linfatica.

Histologicamente, na bolsa cervical do
hamster a inoculacdo de BCG produziu uma
lesdo granulomatosa, que apresentava na fase
estacionaria de evolugdo uma uniformidade
celular, composta predominantemente porcélulas
de aspecto epitelidide. Quanto a lesdo produzida
por Hsz7Rv, essa apresentou 0 mesmo aspecto
anterior, mas com caracteristicas evolutivas,
apresentando necrose e hiperemia mais
acentuadas que nas lesBes pelo bacilo menos
virulento.

A vascularizacdo da lesdao aumentou a
partir do 30° dia da inoculagdo na periferia da
lesdo e aumentou a quantidade de fibroblastos
circunscrevendo esta, quando localizada na pata.
Na bolsa cervical do hamster, a lesdo se
assemelhava a um acumulo de macréfagos e a
vascularizagdo acentuou-se a partir do 30° dia da
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inoculacdo, distribuindo-se desordenadamente
pela leséo, sendo ligeiramente mais acentuadas
nas lesdes induzidas por Hs7Rv.

O linfonodo popliteo satélite a pata
inoculada aumentou de peso até a fase
estacionaria de evolugdo da lesdo induzida no
coxim plantar por BCG em até 21 vezes 0 peso
original, porém nédo diminuiu aos 30 ou 60 dias
da inoculacdo, como na fase de regressdo da
les@o. Nos animais inoculados com Hz7Rv na
pata, o linfonodo aumentou gradativamente,
atingindo 68 vezes 0 peso em relagdo ao
controle ndo inoculado, evidenciando o caréter
mais agressivo dessa cepa.

A variagdo acentuada de peso do

linfonodo satélite a lesdo tuberculosa, salienta a
participacdo da drenagem linfatica na
disseminacgéo do agente.
A inoculacdo de BCG, como de H37Rv na bolsa
cervical do hamster ndo provocou aumento
significativo do peso dos linfonodos cervicais,
contudo a lesédo provocada pelo bacilo virulento
se disseminou tardiamente, causando lesdes
principalmente no pulmdo e baco, sugerindo
assim a participagdo da disseminacdo por via
hemética das lesbes tuberculosas na bolsa,
provenientes da inoculagéo de cepas virulentas e
com longos periodos de evolugéo.

A disseminacdo do agente (H37Rv) se
fez principalmente por via linfatica, evidenciada
pelo aumento significativo do linfonodo popliteo
que drenava a regido da pata inoculada, mas

também por via sanguinea, uma vez que na bolsa
cervical, onde estavam ausentes 0s vasos
linfaticos, abundavam vasos sanguineos nas
lesbes.

4. CONCLUSOES

Significativas diferencas macroscopicas
foram observadas durante a evolugdo das leses,
comparativamente entre BCG e Hs7Rv, tanto na
pata quanto na bolsa cervical de hamster.

Nao obstante as diferengas macrosco-
picas, microscopicamente ndo se observou
diferencas marcantes entre as lesGes produzidas
por BCG e H.Rv, notadamente quando inoculados
no tecido sub-epitelial do coxim plantar do hamster.

Apesar da alta susceptibiidade do
hamster a diferentes amostras de micobactérias,
a viruléncia da amostra determinou o perfil de
evolucao das lesbes.

A disseminacgdo por via linfatica do
agente, evidenciada através do aumento de peso
do linfonodo satélite, demonstrou-se verdadeira
para as inoculagfes na pata.

Quando a inoculag¢do ocorreu no tecido
sub-epitelial do terco distal da bolsa cervical do
hamster, embora a disseminagcdo da amostra
virulenta tenha sido evidenciada nos 6rgaos
internos, ndo houve aumento de volume de
linfonodo satélite, sugerindo a disseminagdo por
via sanguinea.

internal organs and the BCG did not.

SUMMARY - Some aspects of the pathogeny of tuberculosis was experimentally investigated by
inoculating either an attenuated mycobacteria strain - BCG or a virulent strain - M.tuberculosis H,Rv
into the foot pad or the cheek pouch of hamster. The inoculation of these agents determined different
patterns of lesion. The BCG-induced lesions in the foot pad had a tendency to decrease in size. On
the other hand, the lesions by H.Rv showed a progressive evolution. The same pattern of evolution
was observed with the lesions induced in the cheek pouch. However, the H.,Rv disseminated to

Key-words: hamster, M.bovis BCG, M.tuberculosis.
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