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INTRODUÇÃO

pesar do M. leprae ter sido a primeira

bactéria identificada como patogênica

para o homem em 187319, até hoje não

é possível o seu cultivo em meios art ificiais.

Essa propr iedade pecu l ia r do agente tem

levado inúmeros pesquisadores a procurar

animais experimentais que funcionem como

fontes de bacilos para utilizações em estudos

estruturais e bioquímicos, além da tentativa de

entender melhor a patogenia da doença.

Os estudos da hanseníase em animais

de exper imentação até a década de 1960,

foram sempre insatisfatórios porque em mui-

Hansen. Int., 24(1): 5-14,1999
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tos experimentos utilizando o mesmo animal e a

mesma técnica, os resultados eram variáveis de

autor para autor. O desconhecimento das

características biológicas do M. leprae tal como,

crescimento lento, associado ás variantes

experimentais, como dose do inóculo e

contaminação do material por outras micobac-

térias, têm sido apontados como responsáveis

por essa grande variação dos resultados.

Em 1960, Shepard27 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 não possa ser utilizada como fonte

de bacilos porque a sua recuperação não

ultrapassa 106M. leprae/ml, esse trabalho

pioneiro abriu um novo campo de estudos,

permitindo que se evidenciassem várias

características do bacilo.

A partir desse trabalho pioneiro, os

pesquisadores também passaram a manipular

drasticamente o sistema imune de camundon-

gos7,13,22 e ratos14 para conseguir uma dissemi-

nação efetiva do M. leprae. Atualmente, estão

sendo uti l izados camundongos congeni ta -

mente atímicos - (nude mouse) e camun-

dongos SCID, que apresentam uma severa

deficiência de linfócitos T e linfócitos B14.

Outro modelo importante, foi desen-

volvido por Kirchheimer & Storrs em 1971 21

quando obtiveram infecções disseminadas em

tatus (Dasypus novemcinctus),cuja tempera-

tura média corporal é de 34°C.

A inoculação do M. leprae em macacos

de vár ias espécies 5,17,32 tem demonstrado

que esses animais apresentam espectro

clín ico s e me l ha n t e ao da ha nse n í a s e

hu ma na . Apresentam inclusive, neuropatias e

episódios reacionais.

Apesar do sucesso conseguido, ainda

se procura um modelo exper imental a lter-

nativo, de fácil reprodução e de custo baixo,

para se obter lesões e multiplicação bacilar.

Inoculação em um local anatômico imuno-

log i camen te p r i v i l eg iado , de um an ima l

susceptível, sem necessidade de manipulação

do seu sistema imune é um modelo que tem

sido muito útil para experimentação em

neoplasias e algumas doenças infecciosas. Um

desses locais é a bolsa jugal do hamster que

vem sendo utilizada em estudos que avaliam a

participação da resposta imune no

desenvolvimento e evolução de infecções

causadas por bactérias 2, 25, 29 e fungos1 ,26 . As

bolsas jugais do hamster são invaginações

bilaterais que têm abertura na cavidade bucal

e se estendem, dorso-caudalmente, sob a pele

dos ombros. É 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 às estruturas adjacentes, permitindo que

e la se ja fac i lmente ever t ida em an ima i s

anestesiados, facilitando a sua utilização em

estudos experimentais 4,20,31.

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 tolerância aos enxertos é

explicada pela combinação da escassez ou

ausência de drenagem linfática na porção

distal3,18 e diminuição das células de Lan-

gerhans6.

Com o propósito de avaliar a bolsa

jugal do hamster como local alternativo para

inoculação e proliferação do M. leprae, carac-

terizamos histologicamente a evolução das

lesões induzidas pela inoculação do bacilo no

segmento distal da bolsa jugal; comparamos as

lesões induzidas com inóculos de pacientes não

tratados e em tratamento; comparamos a

evolução das lesões da bolsa jugal (local

desprovido de drenagem linfática) com as do

coxim plantar (local rico em drenagem linfática)

e avaliamos a possibilidade de multiplicação

bacilar nas lesões da bolsa jugal.
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MATERIAL E MÉTODOS

1. Pacientes: foram utilizados hansenomas de

dois pacientes com hanseníase virchoviana, não

tratados que deram origem aos inóculos NT1 e

NT2; e um terceiro hansenoma de paciente com

hanseníase virchoviana, na vigência de

tratamento, que deu origem ao inóculo T. Os

pacientes selecionados deram sua autorização

para participar do estudo e o protocolo foi

aprovado pela Comissão de Ética Médica sob n°

29/97CEM.

2. Animais: 80 hamsters (Mesocricetus

auratus), machos, com dois meses de idade e

peso corpóreo entre 90 - 120 gramas foram

divididos em quatro grupos experimentais

denominados G1, G2, G3 e G4 (Tabela 1). Os

animais dos grupos G1 e G3 receberam

inóculos NT1, do grupo G2 inóculo T e do

grupo G4 receberam inóculo NT2.

3. Inóculos: os inóculos foram preparados a

partir de hansenomas biopsiados com punch de

5,0 mm de diâmetro e processados segundo

técnica proposta pela World Health

Organization (WHO, 1987)33 com pequenas

modificações. A seguir foi determinada a

concentração bacilar conforme metodologia

proposta por Shepard (1960)27 e o material

dividido em duas aliquotas, das quais uma foi

utilizada para a identificação do M. leprae e a

outra, para inoculação dos grupos experi-

mentais, o que ocorreu imediatamente após o

preparo dos inóculos.

4. Identificação do M. leprae: para afastar

qualquer possibilidade de contaminação com

outras micobactérias foram utilizadas técnicas

de cultivo em meio Lowenstein Jensen11 a 30°C e

37°C e meio de Middlebrook 7H111 a 37°C como

também, inoculação em coxim plantar de

camundongos27.

5. Grupos experimentais: 30 hamsters do

grupo G1 e 30 do grupo G2 foram inoculados

com 0,1 ml da suspensão de 6,0x108 M. leprae

no segmento distal da bolsa jugal direita.

Lotes de cinco animais/grupo foram sacrifi-

cados, às 20 e 48 horas e aos 7, 14, 21 e 28

dias. No grupo G3, 12 hamsters receberam 0,1

ml da suspensão de 6,0x108 M. leprae, no

coxim plantar da pata posterior esquerda. Lotes

de dois animais/grupo foram sacrificados às 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 12 -Fite15. As

lâminas foram analisadas pela microscopia

óptica e documentadas no foto- microscópio

Olympus Vanox AHB53. O grupo G4, era

formado por oito hamsters que receberam 0,1

ml da suspensão de 3,4x109 M. leprae/ml no

tecido subepitelial da bolsa jugal. Lotes de dois

animais foram sacrificados aos 7, 14, 21 e 28

dias pie as lesões das bolsas foram processadas

para a obtenção da suspensão de bacilos Essas

suspensões foram utilizadas para reinoculação

no coxim plantar de cinco camundongos BALB/c

na dose 1,0x104 M. leprae/ 0,03 ml por lote de

hamster. Os camundongos foram todos

sacrificados seis meses pi e as lesões dos

tecidos dos coxins plantares inoculados foram

processados para testes de recuperação bacilar.

RESULTADOS

Avaliação Histólogica da Lesão de

Inoculação

Grupo Experimental 1: A inoculação de M.

leprae na bolsa jugal do hamster resultou, às 20

horas em denso acúmulo de macrófagos e

neutrófilos sendo a área central predominan-

temente neutrofílica; muitos neutrófilos nessa

área apresentavam-se fragmentados. Circun-

dando essa lesão observava-se edema, con-

gestão e exsudato neutrofílico ao lado de alguns

eosinófilos, mastócitos e monócitos dispersos,

sem limites precisos. Lâminas coradas pela

técnica de Faraco-Fite demonstravam áreas com

bacilos bem corados, sugestivos de bacilos

íntegros, mas no conjunto predominavam

bacilos granulosos. O IB foi de 4+ segundo

classificação proposta por Ridley &

Hansen. Int., 24(1): 5-14, 1999 7



Tabela 1 - Distribuição dos animais inoculados com M. Ieprae segundo o grupo experimental, via

de inoculação, tipo do inóculo, dose do inóculo, número de animais sacrificados/lote

e destino dos fragmentos teciduais.

Grupos Via Inóculo Dose N°/lote MO TRb

G1 BJ NT1 6,0X108 5 5 -

(n=30)

G2 BJ T 6,0X108 5 5 -

(n=30)

G3 CP NT1 6,0X108 2 2 -

(n=12)

G4 BJ NT2 3,4X109 2 - 8
(n=8)

LEGENDA

BJ= bolsa jugal

CP= coxim plantar

MO= número de animais destinados à microscopia óptica/lote

n°/lote= número de animais sacrificados/ lote

NT= não tratado

T= tratado
TRb= teste de recuperação bacilar

Hilson (1967)24. Após 48 horas, as lesões eram

semelhantes, porém, os acúmulos de macró-

fagos e neutrófilos apresentavam delimitação

mais precisa e disposição mais compacta

(Fig.1a). 0 IB foi de 4+, com bacilos

predominantemente granulosos e raros bacilos

íntegros (Figura 1 b). Aos 7 dias a lesão era

mais discreta, delimitada, representada por

granulomas macrofágicos com raros neutró-

filos. Os macrófagos apresentavam citoplasma

microvacuolizado semelhantes às células de

Virchow. Notava-se ainda presença de

algumas células gigantes multinucleadas do

tipo Langhans. 0 IB foi de 5+ de bacilos

granulosos. Nos animais sacrificados aos 14

dias, observou-se redução na extensão do

granuloma, mas de morfologia semelhante ao

do 7° dia. 0 IB foi de 5+ de bacilos

granulosos. Aos 21 dias não foi possível

visualizar a lesão. Com 28 dias, a lesão não se

alterou, exibindo granuloma macrofágico

composto por células com citoplasma abundante,

vacuolado e núcleo

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

granulosos (Fig. 2b).

Grupo Experimental 2: A lesão de

inoculação com 20 horas, era representada

por um amplo processo supurativo central,

circundado por macrófagos formando um anel.

Na periferia da lesão havia moderado edema e

congestão com exsudato de neutrófilos, alguns

eosinófilos, mastócitos e células monoci-

tárias. Pelo Faraco-Fite o IB foi de 3+ de

bacilos granulosos. Com 48 horas, o abscesso

era semelhante à lesão de 20 horas, porém,

mais circunscrito, com redução do edema,

congestão e exsudação de células no tecido

circunjacente. Alguns macrófagos apresen-

tavam citoplasma abundante e pequenos

vacuolos. O IB foi de 4+ e os bacilos

localizados no interior de neutrófilos e

macrófagos eram todos granulosos. Aos 7

dias, a lesão era constituída por granuloma

macrofágico com uma pequena área central

8
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necrótica composta por neutrófilos fragmen-

tados. Circundando esse granuloma, havia

ainda um infiltrado inflamatório composto por

monócitos, alguns neutrófilos, eosinófi los e

mastócitos de distribuição difusa. 0 IB foi de

5+ de bacilos granulosos. Aos 14 dias, o gra-

nuloma tornou-se mais circunscrito, constituí-

do por macrófagos multivacuolados com cito-

p l a sma abundan te . No cen t r o da l e s ão ,

observaram-se alguns neutrófilos e eosinófilos,

sem formação de processo supurativo. O IB foi

5+ de bac i los granulosos . Aos 21 d ias , o

g r anu l oma era s eme lhan te , por ém, bem

delimitado e sem neutrófi los. O IB foi de 5+

de bacilos granulosos. Aos 28 dias, a lesão

permanec ia ina l te rada , com IB de 6+ de

bacilos granulosos no interior de células ma-

crofágicas formando globias.

Grupo Experimental 3: A análise histológica

do coxim plantar em hamsters sacrificados às

20 horas, demonstrou lesão central represen-

tada por acúmulo de f ibr ina, neutróf i los e

alguns macrófagos. Na periferia a lesão exibia

edema, congestão, exsudato difuso de neutró-

filos, monócitos, mastócitos e alguns eosinó-

fi los cuja intensidade diminuía progressiva-

mente com a distância da lesão central. 0 IB

fo i de 3+ de bac i los granulosos e a lguns

sólidos, isolados ou formando globias, loca-

lizados no interior de macrófagos e no espaço

interce lular . Com 48 horas, houve aumento

do número de macrófagos e redução acen-

tuada do número de neutrófilos no centro da

lesão. Na per i f er i a o inf i l t r ado de cé lu las
. Inoculação de Mycobacterium leprae na bolsa jugal do hamster

inf lamatórias era de composição semelhante

ao verificado às 20 horas porém muito mais.

discreto (Fig. 3a). 0 IB permaneceu inalterado

de 3+ de bacilos granulosos e alguns sólidos,

no interior de macrófagos e neutrófilos (Fig.

3b). Aos 7 dias, a lesão era composta por cé-

lulas epitelióides em meio às quais observa-

vam-se neutróf i los, eosinófi los e l infóc itos,

além de algumas células gigantes mult inu-

cleadas. O IB foi de 4+ de bacilos granulosos

no interior de macrófagos. Aos 14 dias, a lesão

era de l imi tada e, formada por granuloma

epitelióide contendo células gigantes e linfó-

citos. Havia ainda remanescentes de infiltrado

inflamatório na periferia da lesão central com

predomínio de células mononucleares. O IB

permaneceu inal terado com 4+ de baci los

granulosos. Aos 21 dias, observou-se diminui-

ção do granuloma ep itel ió ide, tornando -se

m a i s c o mp a c t o c om c é l u l a s g i g a n t e s e

linfóc itos. O IB foi de 2+ de baci los granu-

losos . Aos 28 dias, a lesão se tornou muito

reduzida, composta por acúmulo de células

epitelióides com citoplasma finamente vesicu-

loso, l infóc itos e algumas células gigantes

(Figura 4a). 0 IB foi 2+, com bacilos granu-

losos (Figura 4b).

Grupo Experimental 4: 0 coxim plantar de

camundongos inocu lados com M. l eprae

isolados das bolsas jugais de hamsters do grupo

G4 demonstraram aos 7 e 14 dias pi recu-

peração de 6,4x103 e 13x103 M. leprae/ml

respect ivamente. A recuperação resu ltou

negativa aos 21 e 28 dias pi.

Hansen. Int., 24(1): 5-14, 1999 9
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acrófagos com citoplasma abundante, vacuolado e

úcleo vesiculoso.(HE. 200X). 2b) bacilos
ramulosos. II>: 6+ (Faraco-Fite 1000X).
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anuloma induzido pela inoculação de M. leprae
coxim plantar do hamster 28 dias pi. Detalhe

emonstrando acumulo de células epitelióides

om citoplasma finamente vesiculoso, linfócitos e

lgumas células gigantes multinucleadas (HE.

00X). 4b) bacilos granulosos. IB: 2+ (FaracoFite

000X).
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DISCUSSÃO

São muito escassos os dados de

literatura sobre a inoculação do M. leprae na

bolsa jugal do hamster. Convit et al., (1962)10

mencionaram inoculação semelhante, mas não

relataram os seus resultados. Arruda et al.,

(1995a)2, foram os primeiros a utilizar a bolsa

jugal em hanseníase experimental com resul-

tados positivos, onde sugeriram a possibilidade

de multiplicação bacilar.

Histologicamente, as bolsas jugais ino-

culadas com M. leprae, apresentavam inicial-

mente em ambos os grupos uma inflamação

aguda exsudativa, sendo as lesões do grupo G2

mais intensas que as do G1.

Após a fase aguda, o infiltrado era bem

delimitado, composto principalmente por ma-

crófagos com citoplasma abundante, multiva-

cuolado, assemelhando-se às células de

Virchow; os neutrófilos e linfócitos eram

progressivamente mais escassos até o sétimo

dia no grupo G1 e até o 14° dia no grupo G2. A

partir desse período até o final do experimento

a composição do granuloma foi semelhante nos

dois grupos. Era constituído basicamente por

células macrofágicas multivacuoladas, com

grande número de bacilos granulosos em seu

interior.

À semelhança dos resultados descritos

em animais imunocomprometidos16,22,30,34 no

testículo de hamster10 e no tatu21, na bolsa jugal

do hamster a resposta ao M. leprae, se

caracterizou por granulomas macrofágicos, sem

transformação em células epitelióides,

assemelhando-se ao padrão histológico da

hanseníase virchoviana humana.

Com relação ao IB, os resultados

demonstraram aumento gradativo de bacilos ao

longo do experimento com índices de até 6+

para os grupos G1 e G2, o que revela aumento

aproximado de mil vezes o número inicial de

bacilos em 28 dias, dado discrepante com a

velocidade de multiplicação do M. leprae. No

coxim plantar de camundongo, Shepard (1960)27

verificou aumento de cerca de cem vezes em

período de seis a oito meses, usando a técnica

de recuperação bacilar.

Como o IB é baseado na relação entre o número

de bacilos íntegros, fragmentados ou granulosos

e a área da lesão, esse aparente aumento

poderia corresponder em grande parte, à

concentração do microrganismo decorrente de

reabsorção do edema intersticial do foco

inflamatório, além de processo degenerativo e

fragmentação e não da multiplicação bacilar. A

análise histológica pelo Faraco-Fite demonstrou

bacilos íntegros até 48 horas para o grupo G1 e

ausentes para o G2 desde o início.

A partir desses resultados foi criado o

grupo G4 para a avaliação da viabilidade bacilar

nas lesões 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

recuperação bacilar. Os resultados desse teste

suportaram a hipótese de concentração local de

bacilos, tendo sido recuperados até o 14° dia pi

e depois negativos; possivelmente os bacilos aí

inoculados foram parcial e gradativamente

removidos pela circulação linfática local.

A formação do granuloma macrofágico

na bolsa jugal, semelhante ao padrão observado

na hanseníase virchoviana humana,

provavelmente se relaciona à ausência de

drenagem linfática, e conseqüente ausência do

ramo aferente da resposta imune, gerando

tolerância imune local. Além desse fato, sabe-

se que para o clearance de bacilos das lesões a

drenagem linfática tem papel importante no

homem. Assim, a ausência dessa drenagem não

permitiria a mobilização dos bacilos do local de

inoculação resultando em acúmulos de M.

leprae, no interior dos macrófagos; os bacilos

em grande quantidade, induziriam alterações

citoplasmáticas semelhantes àquelas do polo

virchoviano humano.

Considerando as diferenças estruturais

entre a bolsa jugal e o coxim plantar quanto à

drenagem linfática, constituiu-se o terceiro

grupo (G3) que representa o grupo controle

inoculado com bacilos do paciente NT1, uma vez

que antígenos de patógenos inoculados no

coxim plantar, atingem o linfonodo poplí-

Hansen. Int., 24(1): 5-14, 1999 11
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teo25,29 pela sua via linfática aferente. Nesse grupo,

os animais sacrificados com 20 horas pi

demonstraram lesões inflamatórias exsudativas

semelhantes aos outros dois grupos na bolsa

jugal.

A fase exsudativa rápida e progres -

sivamente foi sendo substituída por macrófagos

às 48 horas e granulomas epitelióides a partir

do sétimo dia. Associaram-se a esse tipo de

Iesão, algumas células gigantes multinucleadas

de tipo Langhans e linfócitos e a partir do 21°

dia o processo inflamatório diminuiu progres-

sivamente. 0 IB que inicialmente foi igual ao

do grupo G2 progrediu para 4+ paralelamente

à redução de congestão e edema das lesões,

mas nunca atingiu os níveis dos dois primeiros

grupos e a partir do 21° dia houve redução

para 2+; esses dados indicam que prova-

velmente não houve multiplicação bacilar e

também não houve clearance total no período

estudado.

No coxim plantar do hamster, embora o

granuloma exibisse características epitelióides,

assemelhava-se mais ao padrão histológico

encontrado no grupo dimorfo da hanseníase

humana. Nossos resultados estão de acordo

com os relatados por Rees et al ., 1969 23 e

Shepard et al., 198328.

CONCLUSÃO

A bolsa jugal do hamster se comporta

como o pólo anérgico da hanseníase humana

permitindo o desenvolvimento de granulomas

macrofágicos mas não oferece condições para

a manutenção de viabilidade e de multiplicação

do M. leprae, mesmo com utilização de altas

doses do inóculo.

SUMMARY
The use of the hamster cheek pouch in

experimental leprosy was evaluated through the

inoculation of 6.0x108 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 sacrif iced 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

les ion in the foot pad evo luted in to 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 leprae.
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