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1 - INTRODUCAO

1.1. Aspectos Gerais

O Mycobacterium leprae (M. leprae), agente etioldgico
da hanseniase, identificado em 1873 por Gerard Henrik Armauer
Hansen, é uma bactéria intracelular obrigatdria, gram positiva, alcool
acido resistente e corando-se em vermelho pelo método de Ziehl
Neelsen. Tem a forma de bastonete, reto ou levemente encurvado
com as extremidades arredondadas medindo aproximadamente 1,0 -
8,0 gm de comprimento e 0,3 gm de didmetro (Draper & Missel,
1977).

Pela microscopia eletronica, o M. leprae nos tecidos
humanos, de tatus e de camundongos demonstra caracteristicas
semelhantes as de outras micobactérias. A parede celular tem
espessura de 20 nm apresentando uma camada interna eletrondensa e
uma externa eletrontransparente, onde estdao agrupados componentes
lipidicos, particularmente o glicolipideo fendlico 1 (PGL1) e
lipoarabinomanana (LAM) (Brennam & Barrow, 1980; Hunter et al.,

1986).
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O citoplasma é eletrondenso contendo estruturas
comuns as de outros organismos gram positivos tais como: DNA,
mesossomos, granulos de estocagem e membrana plasmatica continua

sob a parede celular (Rees & Young, 1994).

Essa bactéria, que exibe multiplicacdo lenta (11 - 13
dias) e baixa patogenicidade, pode ser isolada de tecidos infectados
nao sendo cultivavel em meios artificiais. No homem o M. leprae tem
predilecdo especial por tegumento, mucosas e nervos periféricos,
podendo acometer figado, baco, olhos, linfonodos, ossos, articulacoes

e testiculos (BRASIL, Ministério da Saude, 1994).

A importancia da hanseniase pode ser avaliada pelos
dados obtidos em 1998 que estimam o numero total mundial de
doentes em 828.803, sendo 105.744 no Brasil (Word Health
Organization, 1998). Trata-se de uma doenca com baixa mortalidade,
mas constitui um grave problema de saude publica e social, devido as
deformidades e incapacidades fisicas que levam a discriminacdo e

segregacao dos doentes e de seus familiares.

O sistema de classificacao adotado no Brasil, foi proposto

em Madrino VI Congresso Internacional de Leprologia (1953). Nesse
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sistema ha duas formas polares da doenca que sdo clinica e
imunologicamente distintas, denominadas hanseniase tuberculdide
(HT) e hanseniase virchoviana (HV). Além dessas formas polares
estiveis, existem dois grupos intermediarios instaveis, denominados
hanseniase dimorfa (HD) e hanseniase indeterminada (HI). A
evolucdo da doenga para um desses tipos esta relacionada a resposta

imunoldgica do individuo frente ao M. leprae.

Na forma HT a resposta imune celular é eficiente e a
reacao intradérmica ao antigeno de Mitsuda (Mitsuda,1953) é positiva.
Esses pacientes tém poucas lesdes cutaneas, bem delimitadas,
acastanhadas com bordas discretamente elevadas. O comprometimento
do nervo é freqliente, podendo ser a Unica manifestacdo clinica do
paciente (Brasil, Ministério da Saude, 1994). No derma, predominam
granulomas epitelidides com linfocitos LT (LI) auxiliar/indutor (LTCD4+)
e células de Langhans, circundado por halo de LT citotdxico/supressor
(LTCD8+) (Modlin et al., 1983). Nos granulomas, os bacilos sao raros
ou ausentes, e quando presentes sdo identificados em nervos e areas
de necrose (Job, 1994). A maioria dos pacientes desse tipo tende a

cura espontanea.
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Na forma HV, a resposta imune celular é deficiente e a
reacdo de Mitsuda é negativa. As manifestacOes clinicas iniciais sdo de
maculas hipocromicas que progressivamente se transformam em lesoes
eritemato-acastanhadas, infiltradas, brilhantes, mal definidas, atingindo
grandes extensdes do tegumento, formando em algumas Areas placas e
nddulos denominados hansenomas. Ha disseminacdo das lesdes para
mucosas e visceras e o comprometimento neural aumenta com a
progressao da doenca. Histologicamente a epiderme é atréfica e
retificada, preservando uma faixa do derma papilar (faixa de Unna).
Nas demais camadas do derma, nas fases iniciais, predominam
aglomerados de macrofagos com citoplasma abundante, homogéneo,
eosinofilico e numerosos bacilos integros e fragmentados em seu
interior. Nas fases mais avancadas, esses granulomas sao constituidos
por macréfagos multivacuolados, com numerosos bacilos fragmentados
e granulosos (Opromolla & Fleury, 1981). Os LTCD4+ e LTCD8+ sao
raros e aparecem entremeados aos macrofagos, sem definir o manto
linfocitario (Modlin et al,1983). Colegdes focais de linfécitos B (LB) estdo
distribuidas na lesdao. Pacientes HV ndo tratados pioram

progressivamente.

O grupo HD, apresenta manifestacOes intermedidrias
variaveis entre HT e HV de acordo com o grau de resposta imune ao

M. leprae e reacao de Mitsuda positiva ou negativa. Clinicamente,



Introducdo 5

apresentam lesdes em placas com o centro aparentemente normal e
bordas de limite interno bem definido e externo difuso para a pele
circunvizinha. O quadro histoldgico também apresenta caracteristicas
intermediarias, os granulomas sao mais frouxos, extensos e quando
localizados junto a superficie ndao comprometem a epiderme; os
linfécitos sdo escassos e os filetes nervosos  menos
comprometidos.(Opromolla & Fleury, 1981; BRASIL, Ministério da

Saude, 1994).

Ridley & Jopling (1966), baseados no quadro
clinico/histoldgico determinado pelo estado imune do paciente,
propuseram uma subdivisao do grupo HD. Aqueles proximos ao polo
tuberculdide, receberam a denominagao de dimorfo tuberculdide (HDT)
porque apresentam caracteristicas mais proximas as do polo HT, com
granulomas mais compactos e baixo indice baciloscdpico (IB). Aqueles
proximos ao polo virchoviano, receberam a denominacao de dimorfo
virchoviano (HDV), apresentando menor resisténcia, com granulomas

mais frouxos, reduzido nimero de linfécitos e IB mais alto.

O grupo HI, considerado como fase inicial da doenca,
pode evoluir para uma das formas descritas acima, na dependéncia da
resposta imune do individuo ou auséncia de terapéutica especifica.

Caracteriza-se clinicamente por lesdes cutaneas hipocromicas isoladas ou
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confluentes. Histologicamente, apresenta infiltrado inflamatério nao
especifico, constituido por linfécitos e histiocitos onde os bacilos sao
raros ou ausentes. O infiltrado inflamatdrio pode apresentar distribuicdo
seletiva ao longo de filetes nervosos podendo penetrar e delaminar o
perineuro e endoneuro; quando estas Ultimas alteracdes sdo
observadas, mesmo na auséncia total de bacilos, a lesao pode ser
diagnosticada como compativel com HI. Esses casos podem evoluir,
permanecer estacionarios ou regredir espontaneamente, se houver
evolucao, ela sera modulada pelo sistema imune do paciente (Opromolla

& Fleury, 1981; Ministério da Saude, 1994).
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1.2- Alteragdes Imunoldgicas na Hanseniase

1.2.1- Alteragdes da Imunidade Mediada por Células

Bass et al. (1989) pesquisando LTCD4+ de
camundongos conseguiram diferenciar subgrupos dessas células, tendo
por base o tipo de secrecao de citocinas. Esses subgrupos receberam a
denominacao de linfocitos T helper 1 (Tyl) e linfocitos T helper 2 (T2).
Em 1992, Robinson et al. demonstraram subclasses analogas as células

Ty4 e Ty2 murinas, no homem.

Sabe-se hoje que os LTCD4+ na presenca de
interleucina 12 (IL12) e auséncia de interleucina 4 (IL4) diferenciam-se
em LTH 1, importantes na ativacao da imunidade celular. Essas células
secretam basicamente dois tipos de citocinas: IL2 e interferon gama
(IFNy ). Por outro lado, os LTCD4+ em contato com a IL4 se
transformam em LTy2, envolvidos na ativacao da imunidade humoral.
Os LTy2 produzem varios tipos de interleucinas: IL4, IL5, IL6, IL9, IL10

e IL13 ( Almeida, 1996).
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Na hanseniase, a presenca das citocinas tem adquirido
grande importancia devido a dicotomia imunoldgica do hospedeiro
frente ao M. leprae. Os trabalhos tém demonstrado que pacientes com a
forma HT apresentam padrdao de resposta Tyl considerada protetora
para a hanseniase, enquanto que os pacientes com a forma HV
apresentam padrao de resposta Ty 2, nao protetora (Salgame et al.,

1991; Modlin, 1994; Rea, 1995).

A imunidade celular € um mecanismo importante no
controle da infeccao por M. leprae, um microrganismo intracelular
obrigatdrio predominantemente de macrdéfagos e células de Schwann

(Maier, 1987; Hastings, 1994; Ottenhoff, 1994).

Pacientes com HV apresentam resposta imune celular
deficiente, especifico ao M. leprae, mas os mecanismos envolvidos
nesse processo ainda nao sao claros. As investigacOoes sobre o
comprometimento das subpopulacdes de LT na hanseniase,
demonstram resultados controversos. Nath & Singh (1980), observaram
aumento de LTCD8+ circulantes em pacientes com HT, enquanto,
Mehra et al.(1982) observaram resultado semelhante em pacientes HV.
Stoner (1982) detectou quantidades normais de LTCD8+ circulantes em

pacientes com
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Em 1982, Mshana et al. investigando a relagao entre
LTCD4+ e LTCD8+ no sangue periférico de pacientes com HV,
observaram aumento de LTCD8+ e ligeira diminuicao de LTCD4+.

Resultados semelhantes foram obtidos por Wallach et al. (1982).

A analise de subpopulacdes de LT realizada por Modlin
et al. (1983) demonstrou que em lesdes da HT, os LT entremeados no
granuloma epitelidéide eram CD4+ e o manto circunjacente CD8+.
Na forma HV, as células CD4+ e CD8+ estavam entremeadas com
histidcitos vacuolados sem definir um manto linfocitario. Para esses
autores, a disposicdo entre LTCD4+ e CD8+ estaria associada a
maturacdo dos mondcitos,lise bacilar e, resposta de hipersensibilidade
tardia. Por outro lado, a distribuicao ao acaso de LTCD4+ e CD8+
poderia impedir a apresentacio do antigeno as células
imunocompetentes, como também ndo estimular a maturacdo dos

monacitos para células epitelidides.

Tem sido sugerido que certos glicolipideos
micobacterianos, entre eles o PGL1 e LAM, desempenhariam papel
importante nas alteracbes da imunidade celular e funcao efetora dos
macréfagos na hanseniase. Em 1987, Kaplan et al. demonstraram que

antigenos solliveis do LAM inibiam a resposta de LT do sangue periférico
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de pacientes com HV. O mesmo resultado também foi encontrado por
Moreno et al. (1988) em relagdo a proliferacao de clones de
LTCD4+.Além disso, Krahenbuhl (1995) demonstrou que o LAM obtido
tanto do M. leprae como do M. tuberculosis diminuia a capacidade
microbicida de macréfagos humanos e murinos quando ativados pelo
IFNy e, suprimia a apresentagao de moléculas de classe Ia do complexo

principal de histocompatibilidade (CPH) em macréfagos murinos.

1.2.2- Alteragdes da Imunidade Humoral

As alteracOes soroldgicas que ocorrem na hanseniase,
principalmente na forma HV estdo bem documentadas. Disturbios dos
padroes eletroforéticos, com elevacao dos niveis de imunoglobulinas (Ig)
séricas e aparecimento de auto-anticorpos sdo achados comuns nesse
grupo (Lim & Fusaro, 1967; Bullock & Fasal, 1971; Saha & Mittal, 1971).
A presenca de auto-anticorpos foi confirmada por varios autores
(Bonomo et al., 1967; Masala et al., 1979; Nogueira et al., 1991) que
demonstraram reagdes positivas ao teste cardiolipinico de VDRL, fator

anti-nlcleo (FAN) e fator reumatoide (FR-latex).
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Niveis elevados de Ig ndo diminuem a alta carga bacilar,
o que indica que a imunidade humoral ndo protege o paciente, servindo
apenas como indicador da presenca dos antigenos (Ag) do bacilo no
organismo infectado. A presenca principalmente de IgG esta relacionada
ao aparecimento de episédios reacionais e alteracdes neuroldgicas

graves ( Lyons et al.,1988)
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1.3- Modelos Animais em Hanseniase

Apesar do M. leprae ter sido a primeira bactéria
patogénica para o homem, identificada, 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 utilizacdbes em estudos
estruturais e bioquimicos, além da tentativa de entender melhor a
patogenia da doenca. Varias espécies tém sido utilizadas, porém, os
relatos de crescimento e isolamento do bacilo apresentam resultados

contraditorios.

Em todos os trabalhos experimentais, o indculo foi
sempre obtido de paciente portador de hanseniase clinicamente
diagnosticada, entretanto, esse diagndstico nem sempre foi correto ao
longo da histdria da hanseniase experimental, o que resultou em dados
insatisfatérios. A seguir, pode-se verificar alguns desses resultados com

caracteristicas muito diferentes de autor para autor.

A procura de um animal experimental susceptivel ao M.
leprae, comecou em 1879 com os estudos de Hansen, apud BLOM

(1973) que pretendia provar cientificamente que a hanseniase era
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doenca infecciosa e nao hereditaria, como até entdo se acreditava. O

pesquisador inoculou macacos, coelhos e gatos sem sucesso.

Apds essas primeiras tentativas, outros pesquisadores
investigaram varias espécies, sendo que o primeiro trabalho
experimental depois de Hansen é atribuido a Neisser (1881), apud
JOHNSTONE (1987) que inoculou 24 coelhos e 2 caes com material rico

em bacilos. Relatou apenas reacao local ao redor do sitio de inoculagao.

Kobner em 1882, apud JEANSELME (1934) inoculou
macacos, via subcutanea em dorso, orelhas e palpebras. Apds 30 dias,
os animais foram sacrificados e, a necropsia demonstraram lesdes
caseosas em 0Orgaos internos. Também foram inoculados cobaias, ratos,

coelhos, pombos, enguias, ras e peixes, com resultados negativos.

Damsch (1883), apud JOHNSTONE (1987) inseriu tecido
hansénico na camara anterior do olho de dois coelhos e parede
abdominal de dois gatos. Relatou que nos coelhos houve uma escassa
multiplicacao bacilar e nos gatos foram observados numerosos bacilos

ao redor do nodulo implantado.
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Wesener (1887), apud JOHNSTONE (1987) utilizando a
metodologia descrita por Damsch (1883), inoculou tecido hansénico, na
camara anterior de olho e parede abdominal de oito coelhos. Em dois
animais, houve desenvolvimento de nddulos em pulmdes, figado, baco,
rins, linfonodos. Porém, o autor concluiu que as lesdes eram

tuberculosas.

Nicolle, em 1906, inoculou macacos (Macacus sinicius)
via subcutanea e por escarificagdo na témpora, orelhas, mucosa nasal e
conjuntiva ocular. O autor relatou o desenvolvimento de nddulos nas
orelhas dois meses pos inoculacdo (p.i). Um dos nddulos foi biopsiado e
a microscopia observou-se pequeno numero de bacilos. Segundo o
autor, a quantidade de bacilos era a Unica diferenca digna de atencao

entre a hanseniase humana e a experimental.

Babes & Kalinder (1906), apud JEANSELME (1934)
implantaram no tecido celular subcutaneo da face de um macaco,
pequenos fragmentos de hansenomas e relataram que 30 dias apds,
apareceu um nodulo no local. Além disso, foi observado ao longo dos
vasos e do trajeto linfatico um mindsculo nédulo contendo bacilos. Apds
trés meses da inoculacdo o animal morreu, e os proprios autores

suspeitaram que ele tivesse morrido de tuberculose.
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Couret (1911), utilizou como modelos experimentais ras,
girinos, tartarugas, cobras e varias espécies de peixes, todos com

resultados negativos.

Shiga (1936), visando aumentar a susceptibilidade de
camundongos a doenca utilizou animais esplenectomizados,
tireoidectomizados e com dieta pobre em vitaminas; embora nao tivesse
logrado éxito, as técnicas de imunossupressao descritas pelo autor
foram aproveitadas por outros pesquisadores abrindo um novo campo

de estudos.

Em 1940, Ota & Sato injetando suspensao bacilar no
musculo peitoral de oito galinhas relataram apds seis a oito meses,
desenvolvimento local de granulomas com bacilos. Experimento
semelhante foi repetido por Lobo & Carvalho (1946), inoculando
material proveniente de hansenoma no musculo peitoral de galinhas. Os
autores descreveram reagao local ndo progressiva de carater

inflamatdrio, com raros bacilos.

O primeiro trabalho bem documentado de hanseniase
experimental em primata nao humano foi relatado por Gunders (1958),em

um chimpanzé (Pan troglodites). O autor inoculou M. leprae na pele,
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nervo ulnar, peritbneo e corrente sanguinea. Onze meses p.i, 0 animal
desenvolveu infecgdo com multiplos nddulos intracutaneos localizados
nas orelhas, antebracos e patas; o animal também apresentou grandes
areas despigmentadas em orelhas e membros. Os nddulos foram
biopsiados e eram predominantemente compostos por células
epitelidides com bacilos isolados ou em globias em seu interior,

semelhante ao grupo HDV.

Baskin et al. (1987) inocularam um macaco Rhesus
(Macaca mulatta) com 1,5x10® M. leprae/mi, obtido de outro macaco
infectado naturalmente, por via intravenosa e intracutanea (orelhas,
labios e fronte). Os resultados demonstraram granulomas histiocitarios
com grande quantidade de bacilos em pele, mucosa nasal, nervo
periférico e ganglios linfaticos, semelhantes a forma HV. Segundo os
autores essa espécie pode ser utilizada em hanseniase experimental,
apresentando a vantagem de ser um animal muito bem estudado em

seus aspectos fisioldgicos e comercialmente mais barato.

Walsh et al. (1990) inocularam quatro macacos
cinomolgus (Macaca fascicularis) com 1,8x10° M.leprag/ml de paciente
nao tratado, via intracutanea e intravenosa. Em trés animais, foram
observados lesdes em orelhas e extremidades, compativeis com o grupo

HDV trés meses p.i; no sexto més as lesdes de dois animais regrediram.
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O quarto macaco permaneceu assintomatico. Para os autores, essa
espécie necessitaria ser estudada mais detalhadamente, para determinar

a sua utilizacdo em hanseniase experimental.

Gormus et al. (1995) inocularam 31 macacos mangabey
(Cercocebus torquatus atys) com doses varidveis de 1,8 x10” a 4,8
x10'® M. leprae/mi, obtido de macaco infectado naturalmente, via
intracutédnea (orelhas, nariz, antebracos e regido periorbital) e via
intravenosa (veia safem). Os resultados demonstraram que 92% dos
animais inoculados desenvolveram lestes semelhantes aos tipos HV e
HDV. Neuropatias foram observadas em 75% e a regressao expontanea
da doenca ocorreu em 14% dos animais. Para os autores, 0 macaco

mangabey demonstrou ser altamente susceptivel a hanseniase.

Em 1960, Shepard, baseado na hipdtese elaborada por
Binford (1956), de que o M. leprae teria preferéncia por areas mais frias
do corpo humano, obteve multiplicacao localizada do bacilo no coxim
plantar de camundongos linhagem BALB/c. Segundo o autor, o
crescimento bacilar nessa area era limitado e lento, atingindo o pico ao
redor de seis meses. Embora a pata de camundongo nao possa ser
utilizada como fonte de bacilos porque a sua recuperagao nao ultrapassa

10° bacilos/ml, esse trabalho pioneiro abriu um novo campo de estudos,
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permitindo que se evidenciassem varias caracteristicas do bacilo
como a baixa velocidade de multiplicagdo (10 - 12 dias), tempo de
viabilidade fora do organismo (7 - 10 dias quando estocado a 4°C),
auséncia de subtipos ou cepas, e que a passagem seriada e continua
do bacilo por muitos anos nao aumentou e nao mudou a sua
patogenicidade. Além disso, esse modelo possibilitou estudos sobre
a acao de drogas terapéuticas empregadas no tratamento da
hanseniase (Pettit & Rees, 1964; Costa et al., 1993; Meyers et al.,

1994; Rees & Young,1994).

Outro modelo importante, fol desenvolvido por Kirchheimer &
Storrs (1971) que ao injetarem por via intravenosa, M. leprae em
tatus (Dasypus novemcinctus), cuja temperatura corporal média é de
34°C, obtiveram infeccao disseminada, com comprometimento de
multiplos érgdos e grande niimero de bacilos (10'° bacilos/ grama de
tecido). As lesdes eram semelhantes as verificadas na forma HV.
Entretanto, as dificuldades de manutencao dos tatus em cativeiro
(Storrs & Greer, 1973; Arruda & Opromolla, 1981) e a baixa
porcentagem de animais que desenvolvem a doenca em nosso meio
(Opromolla et al., 1980), tem limitado o seu uso em estudos

experimentais.

Baseado nos estudos sobre a importancia da imunidade

celular no controle da infecgao e a preferéncia do bacilo por areas mais
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frias do organismo, Rees (1966) inoculou 10* a 10° M. leprae/ml no coxim
plantar e orelhas de camundongos timectomizados e irradiados.
Descreveu intensa multiplicacdo 12 meses p.i (107 - 10 bacilos/ml) em

orelhas, patas, focinho, figado, bago e pulmoes.

Prabhakaram et al. (1975) ndo obtiveram infeccao sistémica
com a inoculacao de M. leprae no coxim plantar de camundongos
atimicos, até seis meses p.i. Colston & Nilson (1976) repetiram esse
estudo, inoculando 10’ M. leprae /ml e observaram os animais por mais
de dois anos; ao final desse periodo verificaram multiplicacdo bacilar (108
- 10° bacilos/ml) e disseminacdo das lesdes em testiculos, focinho, cauda,

figado e baco.

Atualmente, o camundongo SCID (severe combined
immunodeficient) com uma severa deficiéncia de LT e LB tém sido
utilizado em estudos envolvendo a hanseniase. Yogi et al. (1991)
inocularam 5,8 x 10° M. leprae provenientes de camundongo nude, em
coxim plantar de camundongos SCID e recuperaram apds oito meses 10°
M. leprae coxim Os bacilos em menor quantidade, também foram

detectadas em nervos, cauda, escroto, epididimo, figado baco e pulmoes.
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Apesar dos resultados positivos, a utilizacao desses
animais é restrita somente a alguns centros de pesquisa, porque a sua
manutencdo requer um ambiente controlado e estéril de germes,

encarecendo as pesquisas.

1.3.1- O Hamster

Como animal de laboratério tém sido utilizadas trés
espécies de hamsters: o sirio ou dourado (Mesocricetus auratus) o chinés
ou tigrado (Cricetus griseus) e o negro ou europeu (Clicetus cricetus).
hamster dourado é o mais utilizado em estudos experimentais e sua
introducao nos centros de pesquisa se deu apds a captura de duas
fémeas e um macho em Aleppo - Siria, em 1930. S3o estes trés animais
Ds progenitores de todos os hamsters dourados empregados atualmente

em laboratorios.

A primeira tentativa de infeccao do hamster pelo M.
leprae foi realizada por Adler (1937), que utilizou animais
esplenectomizados e obteve lesOes viscerais seis semanas apds a
implantacdo subcutanea de fragmentos teciduais ricos em bacilos.
Entretanto, esses resultados ndo puderam ser reproduzidos por outros

(Dhrarmendra & Lowe, 1940; Oteiza & Blanco, 1948).
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Em 1958, Binford utilizando suspensdes de bacilos
vidveis, inoculou em testiculos e orelhas de 50 hamsters, divididos em:
grupo 1= 10 irradiados; grupo 2= 10 irradiados e tratados com
cortisona; grupo 3= 10 tratados com cortisona; grupo 4= 10 normais e
grupo 5= 10 normais inoculados com bacilos mortos que serviram como
grupo controle. Houve desenvolvimento de lesdbes em dois animais do
grupo 1 e seis do grupo 4; nos locais de inoculagao, foram observados
granulomas histiocitarios vacuolizados contendo grande nimero de
bacilos. Animais irradiados ndo apresentaram maior numero de bacilos
quando comparados ao grupo normal. Animais dos grupos 2 e 3
morreram antes do término do experimento e, os controles do grupo 5
nao desenvolveram lesdes. Para o autor, apesar das lesdoes mostrarem
semelhanca com lesdes de HV, seria necessario um estudo mais
detalhado com identificacdo das micobactérias presentes nessas lesoes.
Assim, amostras dos materiais positivos foram enviadas para Shepard &
Kirsh (1961) que familiarizados com os critérios de classificacdo

identificaram uma das amostras como sendo de micobactéria atipica.

Convit et al. (1962) inocularam em orelhas, testiculos,
coxim plantar e bolsa jugal, 330 hamsters com M. leprae provenientes de
pacientes HV e HD. Verificaram ao final do décimo més que 36% daqueles

animais inoculados com suspensdes de bacilos de pacientes com HD
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desenvolveram, nas orelhas, pequenos nddulos de granulomas
histiocitarios, ricos em bacilos. Por outro lado, apenas 1% dos animais
inoculados com bacilos de pacientes HV desenvolveu lesdes. Segundo os
autores, a baixa porcentagem de positividade no grupo inoculado com
bacilos de pacientes HV, era devido a total adaptacdo do M. leprae ao
metabolismo intracelular humano. Ao contrario, os bacilos provenientes
das lesdes HD nao estariam tao bem adaptados devido as oscilacoes da
resposta imune do paciente, originando, portanto, cepas resistentes
capazes de sobreviver e multiplicar-se em tecido animal. Os resultados das

inoculagdes realizadas na bolsa jugal e coxim plantar nao foram relatados.

Waters & Niven em 1966, acompanharam por periodo de
5 a 22 meses, 53 hamsters inoculados nas orelhas e testiculos com
suspensdes de M. leprae. Relataram presenca de bacilos no interior de
varias células em 69% dos animais inoculados nas orelhas e 4% nos
testiculos. Reinoculando nos mesmos locais outros 18 hamsters com
material positivo dos testiculos, verificaram 18 meses p.i, resultados
semelhantes aos obtidos na primeira inoculagdo, sem que a quantidade
bacilar excedesse 10° bacilos/ml. Os autores concluiram que o tipo de
infeccao obtido na orelha de hamster era semelhante ao descrito por

Shepard (1960) no coxim plantar.
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Arruda et al. (1995a) inocularam na bolsa jugal de 34
hamsters 5x10° M. leprae/ml e verificaram, entre 30 a 150 dias p.1,
formacao de granulomas macrofagicos nao epitelidides com grande
nimero de bacilos, semelhantes aos da HV.humana. No mesmo
trabalho, os autores inocularam 18 hamsters via coxim plantar e ao
comparar as lesdes dos dois locais de inoculacao observaram que nesse
ultimo grupo houve formacao de granulomas epitelidides focais com
células gigantes, linfocitos e raros bacilos. Segundo os autores, esses
dados indicam a necessidade de estudos mais detalhados sobre o0 uso da
bolsa jugal como local de escolha em estudos que envolvam a

participacdo da resposta imune, na formacao da lesdo hansénica.

1.3.2- A Bolsa Jugal do Hamster

As bolsas jugais do hamster sao invaginacOes bilaterais
gue tém aberturas na cavidade bucal e se estendem, dorso-caudalmente,
sob a pele dos ombros. No animal adulto quando expandida cada uma
delas mede 4,0 cm - 5,0 cm de comprimento, aproximadamente 1,0 cm
de largura e 0,4 mm de espessura. E revestida por epitélio plano
estratificado corneificado, composto por camada basal de células

cubdides, camada espinhosa com um a trés niveis de células, camada
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granulosa composta por um a dois niveis de células achatadas e extrato
cérneo homogéneo e densamente corado pela hematoxilina-eosina (HE)
(White & Gohari, 1981). Esse epitélio é sustentado por tecido conjuntivo
denso, sob o qual repousa tecido conjuntivo 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 utilizacggo em estudos

experimentais (Barker & Billingham, 1977; Hardy et al., 1986).

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 tolerdancia aos enxertos é
explicada pela combinacao da escassez ou auséncia de drenagem linfatica
na porcao distal e presenca da barreira de tecido conjuntivo. As
atividades especificas dos linfécitos tais como reconhecimento antigénico
e interacdo com outras células do sistema imune ocorrem nos érgaos
linféides secundarios; a auséncia de drenagem linfatica no segmento
distal resultaria em bloqueio do ramo aferente da resposta imune,
consequentemente, nao ocorreria o inicio dessa resposta, resultando

assim, na tolerancia imunoldgica.
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A inexisténcia ou escassez da drenagem linfatica no terco
distal da bolsa foi motivo de discussdes entre varios pesquisadores e os
resultados apresentados foram contraditorios. Shepro et al. (1964)
relataram que o bacteriéfago T4 e Escherichia coli marcados com timidina
triciada escaparam da bolsa rapidamente. Anticorpos fago-especificos
foram detectados na corrente sangiliinea 24 horas p., embora em
pequenas quantidades. Para os autores quanto menor e menos flogistico
o Ag, menor é a capacidade de retencao no tecido e, quando escapam
da bolsa ficam distribuidos aleatoriamente, em meio ao tecido conjuntivo
bucal, ao invés de serem drenados diretamente para o linfonodo
regional. Resultados semelhantes foram obtidos por Barker & Billingham
(1971).

De acordo com Handler & Shepro (1968) apesar da bolsa
nao possuir vasos linfaticos e nao existir linfonodos regionais especificos,
o linfonodo cervical superior abaixo do musculo esternocleidomastoideo
seria primariamente estimulado pelo Ag procedente desse local. Os
autores chamam atencgdo para o nddulo cervical superior contralateral

gue também é afetado pela estimulagdo antigénica, mas em menor grau.

Do mesmo modo, Arruda et al. (1995b) inocularam tinta
nanquim na porgao proximal da bolsa jugal de dez hamsters; outros dez

na porcao distal e oito no labio superior direito. Os linfonodos cervicais
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dos animais inoculados no labio exibiram macréfagos com particulas do
corante, apos seis horas. Os linfonodos cervicais dos animais inoculados
nas porcoes proximal ou distal da bolsa mostraram-se inalterados, sem
vestigios de particulas de tinta, até o final da experimentacdo, em 72
horas. Para os autores, esses resultados confirmaram os relatos de
Sinhorini et al., 1994 e a hipdtese da auséncia de drenagem linfatica na

bolsa jugal do hamster

As células de Langerhans tém sido identificadas como as
principais células apresentadoras de Ag na inducdo da hipersensibilidade
tardia, desde que Silberberg (1973) identificou-as em contato intimo com

linfocitos na dermatite de contato.

Para esclarecer melhor a hipdtese supracitada,
Bergstresser et al. (1980) realizaram um interessante trabalho avaliando
a distribuicdo das células de Langerhans na superficie cutanea de
roedores, entre eles o hamster. Os locais avaliados foram o dorso,
orelha, coxim plantar e bolsa jugal. Os resultados demonstram médias
de 1300, 1100, 620 e 130 células/mm2 respectivamente. Como pode ser
observado, a densidade de células de Langerhans na bolsa jugal foi cinco
a dez vezes menor quando comparada aos outros locais. Para os

pesquisadores, a diminuicdo das células de Langerhans, poderia produzir um
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processamento e apresentacao antigénica ineficiente. Portanto, locais
imunologicamente privilegiados poderiam ser resultado de trés fatores
qgue atuariam sinergicamente: 1) auséncia de drenagem linfatica que
bloquearia a apresentacao do Ag aos linfonodos regionais; 2) deficiéncia
de células de Langerhans que permitiria a passagem do Ag através do
epitélio, sem uma apresentacdo imunoldgica efetiva e 3) acesso direto
do Ag a rede vascular, onde a quantidade sistémica do Ag resultaria em

inibicdo e supressao da resposta imune, em vez de resposta efetiva.

Nos ultimos anos, a bolsa jugal do hamster vém sendo
utilizada em estudos sobre a participacdao do sistema imune no
desenvolvimento e evolugao das infecgbes causadas por micobactérias e

fungos.

Sinhorini et al. (1994), inocularam 5,0x106 BCG/0,05ml
(Bacilo de Calmette-Guérin) na bolsa jugal do hamster, observaram
inicialmente, um infiltrado inflamatdrio composto por neutrdfilos e
macréfagos. Apds sete dias, os granulomas eram discretos, compostos
por agregados de células epitelidides, sem a presenca do manto
circunjacente. A inoculacdao no coxim plantar demonstrou lesdes mais
intensas, com grande nimero de células epitelidides e presenca do

manto celular.
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Roxo et al. (1994), inocularam BCG e M.tuberculosis
Hs,Rv, uma cepa virulenta, na bolsa jugal do hamster. A inoculagao do
BCG produziu granulomas epitelidides com auséncia de halo
mononuclear ao redor do granuloma. As lesdes produzidas pela cepa
H37Rv foram semelhantes aquelas induzidas pelo BCG, mas com
caracteristicas mais agressivas ao longo do periodo estudado. A
inoculagdo do coxim plantar, resultou na formacao de granulomas
epitelidides e halo de células mononucleares circundando a lesdo.
Porém, a cepa virulenta Hs;;Rv mostrou um carater progressivo,
enquanto o BCG assumiu um carater de resolucao. Segundo os autores
nao se observaram diferencas significativas entre as lesoes, produzidas

pelas duas cepas inoculadas.

Independente dos mecanismos propostos para explicar a
tolerancia imunoldgica da bolsa, é fato confirmado que aloenxertos
implantados em 6rgaos ou tecidos sem drenagem linfatica ndo sdo
rejeitados. Essa caracteristica aliada a facilidade de manipulacao da
bolsa, tem levado os pesquisadores a utiliza-la como local de implante
para tumores humanos. O status de local imunologicamente privilegiado
da bolsa, tem ainda tomado essa estrutura, um local ideal para estudos

sobre o papel do sistema imune na formacgao dos granulomas.
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2 - OBJETIVO

O presente trabalho tem por objetivo avaliar a utilizacao da bolsa jugal

do hamster como local de inoculacao do M. leprae, por meio de:

1. Caracterizacdo histoldgica da evolucao das lesdes induzidas por

inoculacdao de M. leprae no segmento distal da bolsa jugal;

2. Comparacao das lesdes induzidas com indculos preparados a partir

de pacientes nao tratados e em tratamento;

3. Comparagao da evolucao das lesdes da bolsa jugal (local desprovido
de drenagem linfatica) com as do coxim plantar (local rico em

drenagem linfatica);

4. Avaliacao da possibilidade de multiplicacao bacilar nas lesdes da bolsa

jugal.
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3 — MATERIAL E METODOS

3.1-Material

3.1.1- Pacientes

Os inoculos foram preparados a partir de lesdes de trés
pacientes com HV e baciloscopia positiva, selecionados pelo corpo clinico do

Instituto Lauro de Souza Lima de Bauru, SP.

A classificacao da forma clinica foi feita de acordo com os
critérios estabelecidos pelo Congresso Internacional de Madri, 1953. Os
pacientes selecionados deram sua autorizacao para participar do estudo e o

protocolo foi aprovado pela Comiss&o de Etica Médica sob n® 29/97CEM.

Um dos pacientes identificado como NTi(nao tratado-1),
masculino, branco, com 23 anos de idade era portador de HV ativa em
progressao e reagao de Mitsuda negativa; dele foi preparado o indculo NT;,
antes do inicio do tratamento. O IB foi de 6+ e o indice morfoldgico (IM)

1%.
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Um outro paciente identificado como NT, (nao tratado-
2), masculino, branco, com 65 anos de idade era portador de HV ativa
em progressao e reacao de Mitsuda negativa; dele foi preparado o

indculo NT», antes do inicio do tratamento. O IB foi de 5+ e 0 IM 0,5%.

O terceiro paciente, identificado como T (tratado),
masculino, branco, com 20 anos de idade era portador de HV em
regressao, sob quimioterapia com Ofloxacim e Rifampicina, ha cerca de
30 dias, e reacdo de Mitsuda negativa; dele foi preparado o indculo T. 0

IB foi de 6+ e 0 IM 0,5%.

3.1.2- Animais

Foram utilizados 80 hamsters (Mesocricetus auratus),
machos com aproximadamente dois meses e peso corpdreo entre 90 -
120 gramas. Durante o periodo de experimentacdo foram mantidos em
temperatura ambiente, alojados em caixas plasticas apropriadas,

recebendo racdo comercial e agua a vontade.
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3.2- Métodos

3.2.1- Preparo dos Inoculos NT; NT, e T

Os indculos NT; e NT, de dois pacientes nao tratados e
o inéculo T de um paciente em tratamento foram preparados a partir dos
tecidos obtidos dos seus hansenomas, por bidépsia com punch de 5,0 mm
de diametro. Esse material foi processado segundo técnica proposta pela
World Health Organization (WHO, 1987) com pequenas modificagdes,
como segue, resumidamente: apds retirada da epiderme, o tecido
dérmico foi recortado com tesoura e homogeneizado em 1,0 ml de
solucdo salina estéril a 0,85% (SSE) em triturador de tecido tipo Potter-
Elverjnem e em seguida, foi filtrado em gaze de nylon obtendo-se a
suspensao de bacilos. A seguir foi determinada a concentracao bacilar e
o material foi dividido em duas aliquotas, das quais uma foi utilizada para
determinar a identificacao do M. leprae e a outra, para inoculacao dos
animais dos grupos experimentais, 0 que ocorreu imediatamente apds o

preparo dos indculos.



Material e Métodos 33

3.2.2- Determinacao da Concentracao Bacilar

Foi usada a metodologia proposta por Shepard (1960).
Assim, em lamina de vidro com trés circulos de 1,0 cm de didmetro
foram espalhados 20 Al da suspensdo de bacilos em cada circulo; o
material foi seco a temperatura ambiente por 30 minutos e corado pela
técnica de Ziehl- Neelsen. A seguir calculou-se a concentragao dos M.
leprae existentes na amostra, contando o numero de bacilos em 20
campos microscopicos para cada circulo; para tanto examinou-se em zig-
zag, toda a drea de cada um dos circulos impressos na. lamina. O
nimero total de bacilos dos trés circulos foi somado dividido pela
somatoria dos campos microscopicos (60) e multiplicado pelo fator do
microscépio 415754. O fator 415754 correspondeu a relacao da area do

circulo/area da abertura da objetiva.

3.2.3- Identificacao do Mycobacterium leprae

Para identificacdo do M. leprae foram utilizadas técnicas
de cultivo e de inoculacdo em coxim plantar de camundongos para
afastar qualquer possibilidade de contaminacao do inéculo com outras

micobactérias. Esses procedimentos sao utilizados rotineiramente para
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identificacdo de M. leprae, cuja caracteristica principal € o nao
crescimento in vitro, € a multiplicagdo limitada no coxim plantar apds

seis meses p.i.

Para o cultivo foi utilizada uma aliquota de cada tipo do
indculo NT;, NT, e T, semeada em meio Lowenstein Jensen a 30° C e
37° C; uma outra aliquota foi semeada em meio de Middlebrook 7H11 a
37° C (David et al., 1994) efetuada em dois tempos, da seguinte forma:
o primeiro tempo é de descontaminagao parcial de bactérias; em tubo de
ensaio de vidro, adicionaram-se 0,5 ml de hidroxido de sédio a 4% com
vermelho fenol como indicador e 0,5 ml da amostra. Apds vigorosa
agitacdo incubou-se em estufa a 37° C por 15 minutos. A seguir, a
amostra foi centrifugada a 3000 r.p.m. por 15 minutos e descartou-se o
sobrenadante. 0 sedimento foi totalmente descontaminado gotejando-se
acido cloridrico a 4% até a viragem de cor para o amarelo e, em seguida
foi neutralizado gotejando-se uma solucdo de sulfato de aluminio e
potassio. a 0,4% com vermelho fenol como indicador, até .a viragem da
cor para o rosa; esse procedimento visou equilibrar o pH da amostra com
0 do meio de cultura. No segundo tempo, o material foi semeado no
meio Middlebrook 7H11 a 37° C e observado semanalmente por seis a

oito semanas. O resultado dos cultivos apds esse periodo foi negativo.
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Para identificacdo da micobactéria através da inoculacao
em coxim plantar, foram usados cinco camundongos BALB/c inoculados
com 1,0 x 10* M. leprae/0,03m1; apds seis meses 0s animais foram
sacrificados por inalacdo com éter etilico e o tecido obtido do coxim
plantar foi processado conforme descrito nos itens 3.2.1 e 3.2.2. A
concentracdo de bacilos no grupo NT;, foi de 7,47 x 10* M. leprae/ ml e

no grupo T foi de 6,45 x 10* M. Ieprae/ml.

3.2.4- Inoculacao em Hamsters para Estudo Morfoldgico

Para a realizacao do estudo das lesdes os hamsters
foram divididos em trés grupos experimentais denominados G1, G2, e G3

com 30, 30 e 12 animais respectivamente (Tabela 1).

Os animais dos grupos G1 e G2 foram inoculados no
segmento distal da bolsa jugal com indculos NT; e T respectivamente e
os do grupo G3 foram inoculados no coxim plantar com o inéculo NT1.
Para inoculagao na bolsa jugal, os animais foram anestesiados com
solucdo Tiopental sddico (Abbot Laboratdrios do Brasil Ltda), diluida a 20
mg/ml, na dose de 40mg/kg de peso corpdreo, por via intraperitoneal. A
seguir, foram posicionados em decubito dorsal sobre a mesa operatdria

e, 0 acesso a porcao distal foi obtido pela eversao da bolsa jugal direita,
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com auxilio de uma pinga. Logo apds a inoculagao, a bolsa foi recolocada
na posicao inicial e, os animais foram devidamente identificados e
assistidos até que se recuperassem da anestesia. Depois foram

observados até o final dos periodos experimentais.

3.2.4.1 Grupo Experimental 1 (G1)

Trinta hamsters receberam indculo NT; com 0,1 ml da

suspensdo de 6,0 x 10® M. leprae/ml no tecido subepitelial do segmento
distal da bolsa jugal direita. Lotes de cinco animais foram sacrificados as
20 e 48 horas e aos 7, 14, 21 e 28 dias p.i. Bolsas jugais de todos os

hamsters foram processadas para microscopia Optica.

3.2.4.2 Grupo Experimental 2 (G2)

Trinta hamsters receberam inéculo T com 0,1 mlda
suspensdo de 6,0 X 10® M. leprae/ ml no tecido subepitelial da por¢do
distal da bolsa jugal direita. Lotes de cinco animais foram sacrificados as
20 e 48 horas e aos 7, 14, 21 e 28 dias p.i. As bolsas jugais de todos os

hamsters foram processadas para microscopia Optica.
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3.2.4.3 Grupo Experimental (G3)

Doze hamsters receberam inoculo NT; com 0,1 ml da
suspensédo de 6,0 x 108 M. leprae/ ml, no coxim plantar da pata posterior
esquerda. Lotes de dois animais foram sacrificados as 20 e 48 horas e
aos 7, 14, 21 e 28 dias p.i. O coxim plantar coletado foi processado para

microscopia optica.

3.2.5- Teste de Recuperacao Bacilar

3.2.5.1 Grupo Experimental 4 (G4) e Camundongos

Oito hamsters receberam indculo NT, com 0,1 ml da
suspensdo de 3,4x10° M. leprae/ml no tecido subepitelial do segmento
distal da bolsa jugal direita. Lotes de dois animais foram sacrificados aos
7,14,21 e 28 dias p.i e as lesOes de inoculacao das bolsas jugais foram
processadas como em 3.2.1 e 3.2.2 para a obtengao da suspensao de

bacilos.
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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.

Esses camundongos foram todos sacrificados seis meses
p.i e as lesdes dos tecidos dos coxins plantares inoculados foram
processados também como em 3.2.1 e 3.2.2 para testes de recuperagao

bacilar.

Tabela 1 - Distribuicao dos animais inoculados com M. leprae segundo o
grupo experimental, via de inoculacdo, tipo do indculo, nimero de

animais /lote e destino dos fragmentos teciduais.

Grupos  Via Indculo N.2fLote M.O TRb
G1 BJ NT, 5 5 -
(n=30)

G2 BJ] T 5 5 -
(n=30)

G3 CP NT, 2 2 -
(n=12)

G4 BJ] NT:> 2 - 8
(n=8)

BJ= bolsa jugal

CP= coxim_plantar

n.2/lote= nimero de animais sacrificados/ lote

MO= niimero de animais destinados & microscopia dptica/lote
TRb= teste de recuperacdo bacilar
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3.3- Sacrificio e Coleta de Materiais

Os animais dos grupos Gl, G2, G3 e G4 foram
sacrificados por inalacdo com éter etilico comercial, em jarra de
anaerobiose, através de plano anestésico profundo levando a depressao

do sistema nervoso central.

Constatada a morte do animal, a bolsa jugal foi evertida
e a lesao de inoculagdo do segmento distal coletada e fixada em

formalina a 10%, exceto o grupo G4 ja descrito em 3.2.5.

A pata posterior esquerda dos animais (G3), foi
seccionada ao nivel das articulacOes, separando-se o tecido do coxim

plantar gue foi fixado em formalina a 10%.
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3.4- Analise Microscopica

Seccoes histoldgicas com espessura aproximada de 4um,
foram coradas pela HE e Faraco-Fite (1938). As laminas analisadas foram

documentadas no fotomicroscopio Olympus Vanox AHB53 .

3.4.1- Determinacdo do Indice Baciloscopico

A analise histoldgica incluiu a determinagdo do IB, que
representou @ média estimativa da populacdo bacteriana da amostra.
Nesse estudo, a avaliacdo foi realizada de acordo com a escala
logaritmica proposta por Ridley & Nilson (1967). 0 nimero de bacilos
presentes foi determinado conforme quadro abaixo.

Quadro 1: Escala para Avaliagio do Indice Baciloscopico.

IB=0 (n3o ha bacilos em 100 campos examinados)
IB= 1+ (1-10 bacilos em cada 100 campos examinados)
IB= 2+ (1-10 bacilos em cada 10 campos examinados)
IB= 3+ (1-10 bacilos em cada campo examinado)

IB= 4+ (10-100 bacilos em cada campo examinado)

IB= 5+ (100-1000 bacilos em cada campo examinado)
IB= 6+ (mais, de 1000 bacilos em cada campo examinado)
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3.4.2- Determinacdo do Indice Morfoldgico

A andlise histoldgica também incluiu a determinagcdo do
IM, conforme metodologia descrita por Leiker & McDougall (1987). O IM
representou o percentual de bacilos intensa e uniformemente corados e
morfologicamente integros em relacdo ao total de bacilos examinados,
presentes nos cortes histoldgicos. Aqueles integros foram denominados
de sodlidos e considerados viaveis. Os demais bacilos, que evidenciaram
falhas na coloracao, representadas por zonas transversais descoradas
mesmo apresentando a maior parte do seu organismo bem corada, foram
denominados fragmentados e considerados nao viaveis. Os bacilos
fragmentados que evidenciavam muitas zonas transversais descoradas

foram denominados granulosos e, também considerados nao viaveis.



4. RESULTADOS
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4- RESULTADOS

4.1. Avaliacao Macroscépica da Bolsa Algal e Coxim
Plantar

A partir das 20 horas p.i, na maioria dos animais
inoculados na bolsa jugal, a lesao do local de inoculacao era evidente e se
apresentava como nodulo milimétrico bem delimitado, de coloragao
esbranquicada e consisténcia discretamente aumentada. No grupo G1 aos

21 dias p.i ndo foi possivel visualizar a lesdo.

A lesao de inoculacao do coxim plantar foi sempre de
dificil visualizagdo macroscdpica; assim, todo o tecido do coxim plantar foi

coletado e o seu centro considerado o local de inoculagao.
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4.2- Avaliacao Microscopica da Bolsa Jugal

4.2.1- Grupo Experimental 1 (G1)

Os cortes histologicos do local de inoculagdo dos animais
sacrificados 20 horas p.i demonstravam denso acumulo de macréfagos e
neutrdéfilos sendo a area central predominantemente neutrofilica; muitos
neutréfilos nessa darea apresentavam-se fragmentados (Fig.1 a,b).
Circundando essa lesao observava-se edema, congestdao e exsudato
neutrofilico ao lado de alguns eosindfilos, mastocitos 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+ (Fig. 1c) segundo classificacao proposta por Ridley & Nilson

(1967).

Apos 48 horas, as lesdes eram semelhantes as de 20
horas, porém, os acumulos de macréfagos e neutrofilos apresentavam
delimitagdo mais precisa e disposicao mais compacta. A area central

apresentava neutréfilos mais fragmentados (Fig. 2 a,b). O IB foi de 4+,
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com bacilos predominantemente granulosos e raros bacilos integros no

interior de macrofagos e de alguns neutrdfilos (Fig. 2c).

A lesao no 7°dia era mais discreta, delimitada,
representada por granuloma macrofagico com raros neutrdfilos. Os
macréfagos apresentavam citoplasma microvacuolizado semelhantes as
células de Virchow. A periferia da les3ao apresentava-se, sem congestao ou
outras células inflamatdrias exceto raros neutréfilos e mastdcitos (Fig. 3a).
Notava-se ainda presenca de algumas células gigantes multinucleadas do

tipo Langhans (Fig.3b). 0 IB foi de 5+ de bacilos granulosos (Fig. 3c ).

Aos 14 dias, observou-se reducao na extensao do
granuloma, mas de morfologia semelhante ao do 7° dia (Fig. 4 a,b). O IB

nao se alterou apresentando 5+ de bacilos granulosos no interior de

macréfagos (Fig. 4c).

Aos 28 dias, a lesao nao se alterou, exibindo granuloma
macrofagico composto por células com citoplasma abundante, vacuolado e
nucleo vesiculoso ao lado de alguns macréfagos pouco vacuolados (Fig.

5a,b). 0 IB foi de 6+ de bacilos granulosos (Fig. 5c).
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4.2.2- Grupo Experimental 2 (G2)

A lesao de inoculacao com 20 horas, era representada por
um amplo processo supurativo central, circundado por macréfagos
formando um anel. Circundando essa lesao havia moderado edema e
congestdao com exsudato de neutrdfilos, alguns eosindfilos, mastdcitos e

células monocitarias (Fig. 6a,b). Pelo Faraco-Fite o IB foi de 3+ de

bacilos granulosos, alguns no espaco intercelular (Fig. 6c).

Com 48 horas, o abscesso era semelhante a lesdao de 20
horas, porém, mais circunscrito, com reducdo do edema, congestdo e
exsudacao de células no tecido circunjacente. Alguns macréfagos
apresentavam citoplasma abundante e pequenos vacuolos (Fig. 7a,b).0
IB foi de 4+ e os bacilos localizados no interior de neutrdfilos e

macréfagos eram todos granulosos (Fig. 7c).

Aos 7 dias, a lesao era bem delimitada e constituida por
granuloma macrofagico com uma pequena area central necrética composta
por neutrdfilos fragmentados. Circundando esse granuloma, havia ainda
um infiltrado inflamatdrio composto por mondcitos, alguns neutrofilos,

eosindfilos e mastocitos de distribuicdo difusa (Fig. 8 a,b). Os
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bacilos granulosos fagocitados pelos macréfagos com IB de 5+ estavam

mdistribuidos uniformemente (Fig. 8c).

Aos 14 dias, o granuloma tomou-se mais circunscrito,
constituido por macréfagos multivacuolados com citoplasma abundante. No
centro da lesdo, observaram-se alguns neutrofilos e eosindfilos, sem
formagao de processo supurativo (Fig. 9 a,b). O IB foi 5+ de bacilos

granulosos (Fig. 9c¢).

Aos 21 dias, o granuloma era semelhante ao de 14 dias,

porém, bem delimitado e sem neutrdfilos (Fig. 10 a,b). 0 IB foi de 5+ de

bacilos granulosos no interior dessas células com numerosas globias (Fig.
10c). Nas circunjacéncias da lesao principal, havia alguns macréfagos com

numerosos bacilos granulosos.

Aos 28 dias, a lesao permanecia inalterada (Fig.11 a,b),
com IB de 6+ de bacilos granulosos no interior de células macrofagicas

formando globias (Fig.11c).
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43- Avaliacao Microscopica do Coxim Plantar

4.3.1- Grupo Experimental 3 (G3)

A andlise histoldgica do coxim plantar em hamsters
sacrificados com 20 horas, demonstrou lesao central representada por
acumulo de fibrina, neutrofilos e alguns macréfagos. Na periferia a lesao
exibia edema, congestao, exsudato difuso de neutrdfilos, mondcitos,
mastdcitos e alguns eosindfilos cuja intensidade diminuia progressivamente
com a distancia da lesdo central (Fig. 12 a,b). Os cortes corados pelo
Faraco-Fite exibiam IB de 3+ de bacilos granulosos e alguns sdlidos,
isolados ou formando globias, localizados no interior de macréfagos e no

espaco intercelular (Fig. 12c).

Com 48 horas, houve aumento do nimero de macrdfagos e
reducdo acentuada do numero de neutrdfilos no centro da lesdo. Na
periferia o infiltrado de células inflamatdrias era de composicao semelhante
ao verificado as 20 horas porém muito mais discreto (Fig. 13 a,b). O IB
permaneceu inalterado de 3+ de bacilos granulosos e alguns sodlidos, no

interior de macrofagos e neutrdfilos ( Fig. 13c).
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Aos 7 dias, a lesdo era composta por células epitelidides
em meio as quais observavam-se neutrofilos, eosindfilos e linfécitos, além
de algumas células gigantes multinucleadas (Fig. 14 a,b). Esse conjunto
era circundado por exsudato celular semelhante ao de 48 horas. Pelo
Faraco-Fite, observou-se IB de 4+ de bacilos granulosos no interior de

macréfagos (Fig. 14c¢).

Aos 14 dias, a lesao era delimitada e, formada por
granuloma epitelidide contendo células gigantes e linfocitos (Fig. 15 a,b).
Havia ainda remanescentes de infiltrado inflamatdrio na periferia da lesao
central com predominio de células mononucleares. O IB permaneceu

inalterado com 4+ de bacilos granulosos (Fig. 15c).

Aos 21 dias, observou-se diminuicdao do granuloma
epitelidide, tornando-se mais compacto com células gigantes e linfécitos

(Fig. 16 a,b). O IB foi de 2+ de bacilos granulosos (Fig. 16c).

Aos 28 dias, a lesao se tornou muito reduzida, composta
por acumulo de células epitelidides com citoplasma finamente vesiculoso,
linfocitos e algumas células gigantes (Fig. 17 a,b). 0 IB foi 2+, com bacilos

granulosos (Fig. 17 c).
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4.4- Teste de Recuperacao Bacilar (G4) e Camundongo

Os coxins plantares de camundongos inoculados com M.
leprae isolados das bolsas jugais de hamsters do grupo G4 demonstraram
resultados positivos aos 7 e 14 dias p.i com recuperacdo de 6,4x10° e
1,3x10" M.leprae/ml respectivamente. A recuperacdo resultou negativa aos

21 e 28 dias p.i.



FIGURA 1. G1 - Bolsa Jugal - 20 h - p.i

A) Lesdo exsudativa formando um denso acimulo celular delimitado, fazendo protuberéncia na superficie
epitelial. O foco central é circundado por uma area com edema, congestao e células inflamatdrias distribuidas mais
difusamente.

(HE - 40 X)

B) O centro da lesdo é composto predominantemente de neutrodfilos integros e fragmentados.
(HE - 200 X)

C) Bacilos granulosos e alguns sdlidos.
IB: 4+ (Faraco - Fite - 1000 X)



FIGURA 2. G1. - Bolsa Jugal - 48 h - p.i

A) Lesdo nodular, bem delimitada, composta de macréfagos e neutrofilos.

(HE - 100 X)

B) Detalhe da lesao demonstrando macréfagos com citoplasma eosinofilico e amplo, ao lado de

neutrofilos fragmentados.

(HE - 200 X)

C) Bacilos granulosos e alguns integros. IB:

4 + (Faraco - Fite - 1000 X)
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FIGURA 3. G1. - Bolsa Jugal - 7 dias - p.i

A) Pequeno granuloma macrofagico com raros neutrdfilos.
(HE - 100 X)

B) Detalhe demonstrando macréfagos com citoplasma multivacuolado, semelhantes as células de Virchow.
Observa-se também uma célula gigante multinucleada (seta) e alguns linfécitos
( HE - 200 X)

C) Bacilos granulosos.
IB: 5 + (Faraco - Fite - 1000 X)
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FIGURA 4. G1. - Bolsa Jugal - 14 dias - p.i

A) Granuloma macrofagico pequeno e bem delimitado.
(HE - 100 X)

B) Detalhe demonstrando macréfagos multivacuolados.

(HE - 200 X)

C) Bacilos granulosos.
IB: 5+ (Faraco - Fite - 1000 X)
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FIGURA 5. G1.- Bolsa Jugal - 28 dias - p.i

A) Granuloma macrofagico bem delimitado.
(HE - 100 X)

B) Detalhe demonstrando macréfagos com citoplasma amplo e alguns linfécitos

(HE - 200 X)

C) Grande nimero de bacilos granulosos no interior de macréfagos.
IB: 6+ (Faraco - Fite - 1000 X)



FIGURA 6. G2. - Bolsa Jugal - 20 h - p.i

A) Lesdo exsudativa representada por processo supurativo central, circundado por macréfagos em meio a
edema com moderada congestdo.
(HE - 40 X)

B) Detalhe da lesdo demonstrando area central predominantemente neutrofilica, circundado por macdgrafos (HE -
200 X)

C) Bacilos granulosos.
IB = 3+ (Faraco - Fite - 1000 X).



FIGURA 7. G2. - Bolsa Jugal - 48 h - pi

A) Lesdo exsudativa com area central predominantemente neutrofilica em meio a edema, congestao e
exsudagdo de células no tecido circunjacente.
(HE - 40 X).

B) Detalhe da lesdo demonstrando neutrofilos fragmentados na parte central, circundado por alguns ma-

créfagos.
(HE - 200 X).

C) Bacilos granulosos.
IB: 4+ (Faraco - Fite - 1000 X).
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FIGURA £3 G2 - Bolsa Jugal - 7 dias - p.i

A) Granuloma macrofagico com area central supurativa.
(HE - 40 X).

B) Detalhe da lesdo mostrando area central supurativa.
(HE - 200 X).

C) Bacilos granulosos.
IB: 5+ (Faraco - Fite - 1000 X).



FIGURA 9. G2. - Bolsa Jugal - 14 dias - p.i

A) Granuloma macrofagico com raros neutrofilos.
(HE - 100 X).

B) Detalhe da lesdo demonstrando macréfagos multivacuolados com citoplasma abundante e raros

neutrdfilos fragmentados no centro.
(HE - 200 X).

C) Bacilos granulosos.
IB: 5+ (Faraco - Fite - 1000 X).
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FIGURA 10. G2. - Bolsa Jugal - 21 dias - p.i

A) Granuloma macrofagico bem delimitado desprovido de neutrofilos.
(HE - 100 X).

B) Detalhe demonstrando congestdo e macréfagos com citoplasma abundante.
(HE - 200 X).

C) Bacilos granulosos.
IB: 5+ (Faraco - Fite - 1000 X).
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FIGURA 11. G2 - Bolsa Jugal - 28 dias - p.i

A) Granuloma macrofagico.
(HE - 40 X).

B) Detalhe mostrando macréfagos multivacuolados.

(HE - 200 X).

C) Bacilos granulosos.
IB = 6+ (Faraco - Fite - 1000 X).




FIGURA 12. G3- Coxim Plantar - 20 h - p.i

A) Lesdo exsudativa com edema e congestao circundando aglomerados de fibrina e neutrofilos.

(HE - 40 X).

B) Detalhe demonstrando um aglomerado exsudativo de neutrofilos.

(HE - 200 X).

C) Bacilos granulosos e alguns integros.

IB: 3+ (Faraco - Fite - 1000 X).



FIGURA 13. G3 - Coxim Plantar - 48 h - p.i

A) Acimulo de macréfagos e redugdo acentuada de neutrdéfilos em meio a congestdo e edema.
(HE - 100 X).

B) Detalhe demonstrando o centro da lesdo com macréfagos e neutrdfilos fragmentados.
(HE - 200 X).

C) Bacilos granulosos e alguns integros.
IB: 3+ (Faraco - Fite - 1000 X).



FIGURA 14. G3 - Coxim Plantar - 7 dias - p,i

A) Granuloma epitelidide com uma célula gigante multinucleada (seta), permeado por neutrofilos,
linfcitos e eosinofilos.
(HE - 100 X).

B) Detalhe.
(HE - 200 X).

C) Bacilos granulosos.
IB: 4+ (Faraco - Fite - 1000 X).



FIGURA 15. G3 - Coxim Plantar - 14 dias - p.i

A) Granuloma epitelidide delimitado, contendo linfdcitos e células gigantes.
(HE - 100 X).

B) Detalhe demonstrando as células epitelidides e linfdcitos.
(HE 200 X).

C) Bacilos granulosos.
IB: 4+ (Faraco - Fite - 1000 X).




FIGURA 16. G3 - Coxim Plantar - 21 dias - p.i

A) Granuloma epitelidide pequeno com células gigantes multinucleadas (seta) e linfocitos,
(HE - 40 X).

B) Detalhe da lesao demonstrando a célula gigante.
(HE - 200 X).

C) Bacilos granulosos.
IB: 2+ (Faraco - Fite - 1000 X).



FIGURA 17. G3 - Coxim Plantar - 28 dias - p.i

A) Pequeno granuloma epitelidide, frouxo, com linfocitos e células gigantes multinucleadas.
(HE - 100 X).

B) Detalhe.
(HE -, 200 X),

C) Bacilos granulosos.
IB: 2+ (Faraco - Fite - 1000 X).
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Figura 18. Correlacdo entre IB e tempo de evolugao da inoculagao do

M. leprae na bolsa jugal do hamster - grupo G1.
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Figura 19. Correlacdo entre IB e tempo de evolugao da inoculagdo do
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5 - DISCUSSAO

Os estudos da hanseniase em animais de experimentacao
até a década de 19601 foram sempre insatisfatorios porque em muitos
experimentos utilizando o mesmo animal e a mesma técnica, os resultados
eram variaveis de autor para autor. 0 desconhecimento das caracteristicas
bioldgicas do M. leprae tal como, crescimento lento, associado as
variantes experimentais, como dose do inéculo e contaminagao do
material por outras micobactérias, tém sido apontados como responsaveis

por essa grande variacao dos resultados.

As observacoes clinicas de Binford (1956) de que
pacientes com HV apresentavam lesdes preferencialmente localizadas em
areas mais frias do organismo como extremidades, nariz, orelhas e
supercilios, deram o primeiro passo para o grande avango no

conhecimento da hanseniase na década de 1960.

Foi baseado nessa observacdao que Shepard (1960)
inoculou uma baixa dose de M. leprae (10*) no coxim plantar de
camundongos e obteve multiplicacao bacilar entre seis e oito meses p.i,

nao ultrapassando 106 bacilos/ml. Esse modelo é atualmente utilizado em
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camundongos das linhagens BALB/c, CFW e DBA, para estudos sobre acao

de drogas terapéuticas.

Baseado na hipotese de Binford (1956) e no modelo
experimental de Shepard (1960), Rees (1966) inoculou M. /leprae na pata
e orelhas de camundongos timectomizados e irradiados e obteve
disseminagdo para tegumento, visceras e nervos, demonstrando a
importancia do sistema imune celular na hanseniase. A partir desse
trabalho pioneiro, os pesquisadores passaram a manipular drasticamente

o sistema imune de camundongos (Fieldsteel & Mac Intosh, 1971;

Binford et al., 1972) e ratos (Fieldsteel et al.,1981) para conseguir
uma disseminacao efetiva do M. /eprae. Atualmente, estio sendo
utilizados camundongos congenitamente atimicos (Colston & Hilson, 1976;
Chehl et al.,1985) e os camundongos SCID, que apresentam uma severa

deficiéncia de LT e LB (Yogi et al., 1991).

A grande contribuicdo dos modelos experimentais em
animais imunodeprimidos, foi proporcionar a recuperacao de numero
suficiente de bacilos para pesquisas nas areas da microbiologia e biologia
molecular. Além disso, os dados obtidos reforgaram o papel da resposta
imune celular do hospedeiro na modulacao da infeccao e da doenca. Em

camundongos normais a inoculagao do M. /eprae resulta na formacao de
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granulomas frouxos, com macréfagos, linfécitos e algumas células
epitelidides assumindo o padrao da HD humana, enquanto nos
imunodeficientes (timectomizados, irradiados, nude, SCID) as lesoes
assumem o padrao da HV. Porém, o uso de animais imunodeprimidos é
limitado pelo seu alto custo decorrente da necessidade de manutengao em

ambiente especial, livre de contaminagoes.

Em 1971, Kirchheimer & Storrs descobriram um novo
animal experimental, o tatu, que apresenta temperatura corporal mais
baixa do que os demais mamiferos até entdo utilizados; inoculando
M. leprae nesses animais obtiveram disseminacao e recuperacao de
grande numero de bacilos. Entretanto, esse animal silvestre se adapta mal
ao cativeiro o que dificulta a sua utilizacdo em maior escala (Storrs &
Greer, 1973; Arruda & Opromolla, 1981). Em nosso meio a baixa
porcentagem de animais que desenvolvem a doenca também tem limitado
0 seu uso em hanseniase experimental (Opromolla et al., 1980).

A inoculagao 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 episoddios reacionais de eritema nodoso hansénico ( Wolf et al., 1985;

Baskin et al. ,1987; Walsh et al., 1990; Gormus et al., 1995). Esses



Discussao 73

animais tém sido utilizados principalmente, em estudos sobre a
patogénese e o dano neuroldgico causado pela doenca. Além disso,
como sao animais filogeneticamente préximos do homem e apresentam
uma vida média de 20 anos, sao modelos apropriados para as pesquisas
de vacinas e estudos epidemioldgicos. Porém, como existe o risco de
extingdo e o custo € elevado, esses animais estdo sendo cada vez

menos utilizados em hanseniase experimental.

Assim, ainda se procura um modelo experimental
alternativo, de facil reproducao e de custo baixo, para se obter lesdes e
multiplicacdo  bacilar. Inoculaggo em um local anatémico
imunologicamente privilegiado, de um animal susceptivel, sem
necessidade de manipulacdo do seu sistema imune € um modelo que
tem sido muito Util para experimentacdo em neoplasias e algumas
doencas infecciosas. Um desses locais é a bolsa jugal do hamster que
vem sendo utilizada em estudos que avaliam a participacdao da resposta
imune no desenvolvimento e evolucao de infeccOes causadas por
bactérias e fungos (Sampaio & Dias, 1970; Sinhorini et al., 1994; Roxo et
al, 1994; Arruda et al., 1994; Arruda et al., 1995a). Entretanto, sao muito
escassos 0s dados de literatura sobre a inoculacdao do M. /eprae nessa
bolsa jugal. Convit et al., (1962) mencionaram inoculacao semelhante,
mas nao relataram os seus resultados. Arruda et al., (1995a), foram os

primeiros a utilizar a
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bolsa jugal em hanseniase experimental com resultados positivos, onde

sugeriram a possibilidade de multiplicacao bacilar.

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de
ampliar e detalhar os estudos iniciados por Arruda et al. (1995a). Foram
utilizados indculos de trés fontes diferentes: dois de pacientes com HV,
nao tratados que deram origem aos indculos NT; e NT,; o terceiro foi de
paciente com HV, na vigéncia de tratamento por cerca de um més, que
deu origem ao indculo T. Bolsas jugais dos animais dos grupos G1 e G2
foram inoculadas respectivamente com indculos NT; e T com o objetivo de

comparar resultados.

Os indculos foram sempre utilizados brutos o que incluiu
M. leprae e tecido inflamatdrio homogeneizado do paciente doador; esse
procedimento baseou-se nos grupos pilotos que demonstraram que bacilos
purificados nao produziam lesdes. Com 20 horas de evolugao ambos os
grupos apresentaram uma inflamacgao aguda exsudativa representada por
edema, congestdo, deposicdo de flbrina e neutrdfilos, sendo as lesdes do

grupo G2 mais intensas que as do G1.

Em outras doencas infecciosas granulomatosas observadas

em material humano ou em animais experimentais, a primeira
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resposta inflamatoria é sempre exsudativa e inespecifica; essa fase tem

duracao curta podendo ser muito fugaz.

Apds a fase inicial aguda, o infiltrado era bem delimitado,
composto principalmente por macréfagos com citoplasma abundante,
multivacuolado, assemelhando-se as células de Virchow; os neutrofilos e
linfécitos eram progressivamente mais escassos até o sétimo dia no grupo
G1 e até o 140 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 nimero de bacilos granulosos em seu interior.

A semelhanca dos resultados descritos em  animais
imunocomprometidos (Rees,1966; Gaugas et al.,1971; Su et al., 1973;
Yogy, 1991), no testiculo de hamster (Binford, 1958; Convit et al., 1962),
e no tatu (Kirchheimer & Storrs,1971), na bolsa jugal do hamster a
resposta ao M. leprae, se caracterizou por granulomas macrofagicos, sem
transformacdo em células epitelidides, assemelhando-se ao padrao

histoldgico do pdlo da HV humana.
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Com relacao ao IB, os resultados demonstraram aumento
gradativo de bacilos ao longo do experimento com indices de 4+, 5+ e
6+ para o grupo G1 (Fig. 18) e 3+, 4+, 5+ e 6+ para o grupo G2 (Fig.
19), o que revela aumento aproximado de mil vezes o nimero inicial de
bacilos em 28 dias, dado discrepante com a velocidade de multiplicacao
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 recuperacao bacilar. Como o IB é baseado na relacao entre o
numero de bacilos integros, fragmentados ou granulosos e a area da
lesdo, esse aparente aumento poderia corresponder em grande parte, A
concentracao do microrganismo decorrente de reabsor¢ao do edema
intersticial do foco inflamatoério, além de processo degenerativo e
fragmentacdo e nao 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 Gl e G2 onde
houve aumento do IB. Assim, inoculou-se NT, em bolsa jugal de hamster
e o material colhido desse local foi reinoculado no coxim plantar de
camundongos como teste de recuperacao bacilar. Os resultados desse

teste suportaram a hipdtese de concentragao local de bacilos, tendo sido
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positivo até o 14° dia p.i e depois negativos; possivelmente os bacilos ai
inoculados foram parcial e gradativamente removidos pela circulagao

linfatica local.

A formacdao do granuloma macrofagico, semelhante ao
padrao observado na HV humana, provavelmente se relaciona a auséncia
de drenagem linfatica, e conseqliente auséncia do ramo aferente da
resposta imune, gerando tolerancia imune local (Barker & Billingham,
1971). Além desse fato, sabe-se que para o clearence de bacilos das
lesGes a drenagem linfatica tem papel importante no homem. Assim, a
auséncia dessa drenagem ndo permitiria @ mobilizacdo dos bacilos do
local de inoculagdo resultando em acimulos de M. leprae, no interior dos
macrofagos; os bacilos em grande quantidade, induziriam alteracoes

citoplasmaticas semelhantes aquelas do polo HV humano.

Considerando as diferencas 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 Ags de patdgenos inoculados no coxim plantar, atingem
o linfonodo popliteo (Sinhorini et ai, 1994, Roxo et al.,, 1994) pela

sua via linfatica aferente. Nesse grupo, os animais sacrificados com
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20 horas p.i demonstraram lesdes inflamatdrias exsudativas semelhantes
aos outros dois grupos na bolsa jugal.

A fase exsudativa rapida e progressivamente foi sendo
substituida por macroéfagos as 48 horas e granulomas epitelidides a partir
do sétimo dia. Associaram-se a esse tipo de lesdo, algumas células
gigantes multinucleadas de tipo Langhans e linfocitos e a partir do 21° dia
0 processo inflamatorio diminuiu progressivamente. O IB que inicialmente
foi igual ao do grupo G2 progrediu para 4+ paralelamente 6 reducao de
congestdao e edema das lesdes, mas nunca atingiu os niveis dos dois
primeiros grupos e a partir do 21° dia houve redugao para 2+; esses
dados indicam que provavelmente nao houve multiplicacao bacilar e
também nao houve clearence total no periodo estudado (Fig. 20).

No coxim plantar do hamster, embora o0 granuloma
exibisse caracteristicas epitelidides, assemelhava-se mais ao padrao
histolégico encontrado no grupo da HD do homem. Nossos resultados
estao de acordo com os relatados por Rees et al.,1969 e Shepard et al.,

1983.
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6- CONCLUSOES

A resposta inflamatéria inicial a inoculacao de macerado
de hansenoma na bolsa jugal do hamster foi sempre exsudativa e
inespecifica, mais intensa e de maior duracao quando o indculo era de

paciente em tratamento do que de paciente nao tratado.

ApoOs a regressao da fase exsudativa, em ambos os tipos
de indculos usados, houve formacao de granulomas macrofagicos
semelhantes a HV humana que corresponde ao pdlo com deficiéncia de

resposta imune celular e reacao de Mitsuda negativa.

As lesbes do coxim plantar também iniciaram com fase
exsudativa de curta duracao e evoluiram para granulomas epitelidides
semelhantes a forma HD que no homem apresenta as possibilidades

evolutivas para uma das duas formas HDV ou HDT.

As lesdes das bolsas jugais que receberam indculos de
pacientes tratado ou nao tratado demonstraram aumento do IB de cerca
de mil vezes em 28 dias, dado incompativel com as caracteristicas

bioldgicas do M. leprae, fato interpretado como decorrente de
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concentracao local por reabsorcao do edema e da congestao e pela

auséncia de mobilizacao do bacilo por drenagem linfatica.

No coxim plantar houve aumento inicial, seguido de queda
do IB sendo a primeira fase interpretada como efeito da concentracao
como na bolsa jugal, enquanto a segunda fase estaria relacionada com

mobilizagao dos bacilos pela drenagem linfatica.

O teste de recuperacao dos bacilos em coxim plantar de
camundongos foi positivo para os indculos obtidos de hamsters 7 e 14

dias p.i, tornando-se negativo para indculos de hamsters de 21 e 28 dias

p. i.

A bolsa jugal do hamster se comporta como o podlo
anérgico da hanseniase humana permitindo o desenvolvimento de
granulomas macrofagicos mas nao oferece condicdes para a manutencao
de viabilidade e de multiplicagao do M. leprae, mesmo com utilizacao de

altas doses do inoculo.
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NOGUEIRA, M.E.S. Inoculacao de Mycobacterium Ieprae na bolsa jugal do
hamster. Botucatu, 1999. 98p. Tese (Doutorado) - Faculdade de
Medicina, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista "Julio de

Mesquita Filho".

A utilizacdo da bolsa jugal do hamster na hanseniase experimental, foi
avaliada por meio da inoculacdo de 6,0x10® M. leprae/ml no seu tecido
subepitelial em 60 animais, empregando como grupo controle, 12 hamsters
inoculados no coxim plantar. Os animais foram sacrificados 20 e 48 horas e
7,14,21 e 28 dias p.i. A evolucao da lesao de inoculagao foi analisada pelo
exame histoldgico em cortes corados pela hematoxilinaeosina e Faraco-Fite.
A avaliacao da viabilidade bacilar na bolsa jugal do hamster foi realizada 7,
14, 21, e 28 dias p.i. pelo teste de recuperacao dos bacilos em
camundongos. Os resultados nos permitiram concluir que: a) a resposta
inflamatoria inicial ao M. leprae na bolsa jugal foi exsudativa e inespecifica,
com duracdo curta; b) apos a fase exsudativa as lesdes evoluiram com
formacao de granulomas macrofagicos semelhantes aos da hanseniase
virchoviana humana; c¢) houve grande aumento do indice baciloscdpico,
incoerente com as caracteristicas biologicas do M. leprae, fato interpretado
como decorrente da concentracao local pela reabsorcao do edema

e congestao; d) as lesdes do coxim plantar iniciaram com fase
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exsudativa de curta duracdo e evoluiram para granulomas epitelidides
semelhantes aos da hanseniase dimorfa; €) o aumento inicial do indice
baciloscopico no coxim plantar até 14 dias p.i pode ser interpretado como
decorrente de concentracao local de bacilos pela reabsorcao do edema e
congestdo; a queda apds esse periodo teria sido decorrente de mobilizagao
dos bacilos pela drenagem linfatica; f) o teste de recuperacdo do bacilo no
coxim plantar de camundongos sugere que nao houve multiplicacao bacilar;
g) as doses dos indculos foram muito altas e mesmo assim, houve tendéncia

das lesOes de ambos os locais de inoculacdo a regressao.

Palavras-chave: Hamster; Bolsa Jugal; Granuloma; Mycobacterium leprae.
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NOGUEIRA, M.E.S. Inoculation of Mycobacterium leprae in the cheek
pouch of hamster's. Botucatu, 1999. 98p. Tese (Doutorado) -
Faculdade de Medicina, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista "Julio de Mesquita Filho".

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

hematoxylin-eosin 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) acute inflammatory phase to M. leprae in the cheeck
pouch was a short term non-specific and exsudative response; b) after
the exsudative phase, the lesions evolved into macrophagic granuloma

formation similar to the lepromatous leprosy in humans; c¢) 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; d) the

lesion in the foot pad initiated with a short term exsudative phase and

evoluted into epithelioid granulomas similar to the borderline leprosy; e)
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the initial increase of the bacteriologic index in the foot pad until 14 days
after inoculation can be interpreted as a consequence of the local
concentration due to reabsorption of edema and congestion. The
decrease of the bacteriologic index after this period could be a result of
the lymphatic drainage of the bacilli; f) the M. leprae recovery test from
the foot pad of mice suggests that there was no multiplication of the
bacilli; g) in spite of the high dosages inoculated, there was a tendency

to the regression of lesions at both inoculated sites.

Keywords: Hamster; Cheek pouch,; Granuloma,; Mycobacterium leprae.



	pre_textuais.pdf
	intro
	objet
	mat_metod
	results
	discus
	conclus
	refer_bibliog
	resumo
	abstract

