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INFLUENCIA DA VIA DE INOCULACAQ NA VIRULENCIA RESIDUAL DE
DIFERENTES SUBAMOSTRAS DE BCG PARA CAMUNDONGOS ALBINOS (*)

Lamartiné PALHANO JUNIOR (1) e Paylo Pinto GONTIIO FILHO (2)

RESUMO

Os Autores compararam as amostras de BCG-Brasil, BCG-Rissia e BCG-Praga
quanto & viruléncis para camundongos, considerando-se os valores de densidade e
peso pulmonar, e pesos de figado e baco, em ahimais vacinados ou vaecinados e re-
vacinados, através das vias endovenosa e subeutinea. Néo foi possivel uma dife.
renca entre as trés vacinas através do modelo utilizado. Os valores apresentados
pelos camundongos inoculados por via subcutidnea pouco diferiram dos controles,
ao contrario do observado para os animais injetados por via endovenosa (p <
0,05) . Discute-se g importancia do modelo animal utilizado no estudo da viru-
léncia das amostras, devido as divergéncias exisientes na literatura.

INTRODUCAO

O bacilo de Calmette-Guérin (BCG) tem
sido considerado um dos mais efetivos estimu-
ladores do sistema reticulo endotelial (SRE).
O poder antigénico das vacinas BCG produzi-
das nos diversos laboratorios é considerado
bastante estavel 3, apesar da observacio de al-
gumas diferencas em suag caracteristicas cul-
turais, morfolégicas e bioquimicas, bem como
da capacidade de induzir resisténcia i tuber-
culose 17,18, As discrepiancias enconiradas nos
indices de protecBo contra tuberculose confe-
ridos pela vacinagio BCG nos diferentes pal-
ses20, e os resultados conflifantes observados
quando da sua utiliza¢do na terapéutica de tu-
mores Li8, sfo dificeis de gerem analisados, O
emprego de diferentes vacinas BCG pode ser
uma das causas 12.20,21,

A virulénela residual parece ser uma das
propriedades mais importantes da vacina BCG,
quanto a4 capacidade de estimular os sistemas
reticulo endotelial e linforreticular20. Dife-
rencas na viruldneia residual das amostras de
BCG foram apontadas por BUNCH-CHRISTEN.
SEN & col.2; JESPERSEN 1¢; LADEFOGED &

col. 12 ¢ SHER & col. 20, A influénecia da via de
inoculagho na viruléncia de trés amostras BCG
fol considerada nesta publicacio. A viruléncia
foi avaliada pela denhsidade pulmonar e pesos
do pulmio, bago e figado.

.MATERIAL E METODOS

Animais — Foram utilizados camundongos fé-
meas de guatro semanas de idade, provenien-
fes do Centro Pan-Americano de Febre Aftosa,
Rio de Janeiro, mantidos em gaiolas de plas-
tico com raciio e 4gua & vontade.

Amostras — Foram utilizadas as amostras de
BCG Brasil (TMC — 1013), BCG Russia (TMC-
1022) e BCG Praga (TMC-1025), recebidas do
“Trudeau Institute, Saranac Lake, NY, USA”.

Vacinas — As amostras foram cultivadas no
melo TH9 de Middlebrook (Difco), contendo
Tween 80 na concehtracio de 0,05% a 37°C,
sob agitacdo constante durante 10-14 dias. As
suspensoes foram distribuidas em frascos tipo
penicilina e estocadas em refrigerador a -20°C.
A contagem de vidveis foi realizada a partir de

(*)} Trabalho realizado no Instituto de Microbiologia da UFRJ, com recursos do CNPg (Processo 2222.0076/75 e FINEP (Con-

vénio 527/CT)
(1) Universidade Federal do Espirito Santo

(29 Instituto de Microbiologia da UFRJ. Bolsista do CNPg
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um dos fraseos, utilizando-se o meio de TH 10
de Middlebrook (Difco). Quando da vacinagio
dos animais, um dos frascos de cada vacina era
descongelado e seu conteldo diluido em solucio
de fosfatos M/15 (pH 6,8}, contendo gelatina
8 1%, de forma a obter as concentragdes dese-
jadas.

Inoculacio dos camundongos — Trés lotes
de 30 camundonhgos foram vacinados pela via
endovenosa com aproximadamente 108 unida-
des viavels (UV)}/0,2 ml, respectivamente com
cada uma das vaecinas. Apds 28 dias, cada lote
foi subdividido em grupos de dez, sendo o pri-
meiro sacrificado pelo éter e os restantes rei-
noculados com a amostra homdéloga, pelas vias
endovenosa (108 TUV/0,2ml) e subcutines (109
UVv/0,05 ml), respectivamente, e sacrificados
apds 48 horas.

-Em um segundo experimento, trés lotes de
20 camundongos foram inoculados por via sub-
cuténea, com aproximadamente 106UV/0,05ml,
utilizando-se o coxlm plantar da pata poste-
rior esquerda, com cada uma das vacinas, res-
pectivamente. Apds 28 dias, cada lote foi sub-
dividido em dois grupos de 10, sendo o primei-
ro sacrificado e o segundo reinoculadg endo-

venosamente (106 UV/0,2ml) e sacrificado 48
horas depois.

Grupos de 10 camundongos nao inoculados
foram sacrificados guando de cads experimen-
to, como controles.

Determinacio da virulénela — A viruléncia re-
sldual das amostras fol avaliada pela medida
da densidade pulmonhar, empregando-se g téc-
nhica de CROWLESS, e pela determinagfo dos
indices pulmonares, esplénico e hepatico (peso
do o6rgio/peso do animal x 100).

Os dados apontados referem-se 3 aritmética
de 10 camundongos, e os resultados analisados
estatisticamente pela comparacio das médias,
considerando-se como significante um valor de
p inferior a 0,058,

RESULTADOS

Densidade pulmonar (Tabela I) — Os va-
lores obtidos nos camundongos vacinados pela
via endovenosa foram de 0,850 (BCG-Brasil),
0,810 (BCG-Russia) e 0,778 (BCG-Praga), con-
siderados iguais entre si estatisticamente, e su-
beriores (p < 0,05} aos valorss nos camundon-
gos vacinados pela via subcutanea,

TABELA 1

Influéncia da via de inoculagie na viruléncia residual de diferentes amostras de Mycobacterium bovis BCGG em camun-
dongos, determinada pela densidade pulmonar

Densidade Fulmonar

' BCG

: _ Camundongos

19
(= 1080V) Camundongos Vacinados Vacinados e desafiados

EV sc EV/EV EV/SC SC/EV

BRASIL 0,850 == 0,97 0,686 =+ 0,01 0,942 £ 0,02 0,814 = 0,09 0,720 =+ 0,02
RUSSIA 0,810 = 0,10 0,704 % 0,01 0,885 = 0,07 0,858 + 0,03 0,702 = 0,02
PRAGA 0,778 + 0,04 0,674 £+ 0,01 0,878 £ 0,08 0,782 = 0,08 0,718 + 0,08

EV — inceulacdo endovenosa
8C — inogulagio subeutines no coxim plantar
Anglise Estatistica
Vacinados EV X Vacinados SC: p<0,05
Vacinados EV X Vacinados e desafiados EV: p<0,05 (Excegio: amostra Russia)
Vacinados EV X Vacinados EV e desafiados SC: p>0,05
Vacinados 8C X Vacinados SV e desafiados SC: p>0,05
Vacinados SC X Vacinados SC e desafiados EV: p>0,05

Com excecdo da amostra russa, 0s camul-
dongos vacinados endovenosamente e reinocu-
lados pela mesmsa via, apresentaram valores
mals altos e significantes (p < 0,05) em rela.

cho ao0s animals apenas vacinados. Por outro
lado, nos grupos vacinados pela via endove-
nosa e desafiados subcutaneamente, néo se ob-
servou diferencas.
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Os animais vacinados peia via subcutanea
nio apresentaram alteracio significativa em
relagdo aos animais normais nao inoculados
(0,670 a 0,690}, o mesmo sendo verificado com
0 grupe vacinado subcutaneamente e desafia-
do pela via endovenosa.

Indice pulmonar (Tabela II) — Qs resul-
tados encontrados para BCG- Brasu ¢ BCG-Ris-
sia. foram semethantes estatisticamente, en-
quanto que 0s de BCG-Brasil ¢ BCG-Praga fo-
ram diferentes (p < 0,05) entre si.

TABELA II

Influéncia da via de inoculagio na virulncia residual de diferentes amostras de Mycobacterium hovis BCG em camun-
dongos, determinada pelo fndice pulmonar

Indice pulmonar (1)

BCG Camundongos Vacinados Camundongos
(= 10°UV) Vacinados e desafiados
EV sC EV/EV EV/8C SC/EV
BRASIL 1,97 x 0,30 0,75 = 0,07 2,35 =+ 0,39 1,60 =+ 0,25 1,22 =+ 0,24
RUSSIA 1,57 + 0,58 0,87 & 0,17 1,53 + 0,13 1,39 + 0,28 1,14 + 0,30
PRAGA 1,16 = 0,17 0,80 % 0,02 1,68 = 0,22 1,48 + 0,26 0,86 = 0,15

(1) — Peso do drgho/peso do animal X 100
EV — inoculagido endovenosa

SC — inoculagdo subcutfnea no coxim plantar
Andlise Estatistica

EvV
EV
EV
EV
EV

Vacinadas
Vacinadas
Vacinados
Vacinados
Vacinados

com
com
com
com
com

BCG-Brasil X Vacinados’
BCG-Russia X Vacinados
BCG-Praga ¥ Vacinados

As amostras de BCG-Brasil e BCG-RUssia
néo mostraram diferencas, quando comparados
os respectivos lotes vacinados por via endove-
nosa e 08 desafiados pela mesma via. Entre-
tanto, houve diferencs significante com rela-
¢do aos lotes vaecinados com o BCG-Praga.

indice esplénice (Tabela III) — Os ani-
mais vacinados pela via endovenosa apresen-

TABELA

BCG-Brasil X Vacinados EV com BCG-Rissia: p>0,08
BCG-Brasil X Vacinados EV com BOG-Praga: p<9,05

e desafiados EV com BCG-Brasil:
e desafiados BV com BCG-Russia: p<0,05
e desafiados EV com BCG-Praga: p>0,05

p<0,05

taram indice esplénico elevado em relacio, aos
animais controles (0,40-0,50) sem, no entanto,
apresentar diferencas entre as ameostras, en-
quanto que os vacinados subcutaneamente nio
forneceram nenhuma alteragio. Os resultados

para os lotes revacinados foram semelhantes
aos de apenas vacinados.

111

Influéncia da via de inoculagdo na viruléneia residual de diferentes amostras de Mycohaci:erium ‘bovis BCG em camul-
dongos, determinada pelo iIndice esplénico

indice esplénico (1)

BCG Camundlengos Vacinados Camundongos
(= 16°0V) : : . Vacinados & desafiados
EV sc EV/EV EV/8C BC/EV
BRASIL 1,12 + 0,40 0,41 & 0,09 1,58 + 0,18 1,04 + 0,49 0,48 = 0,14
RUSSIA 1,44 = 0,25 0,50 + 9,14 1,30 = 0,23 1,74 = 0,07 0,60 = 0,20
PRAGA 1,59 = 0,26 0,46 = 0,25 1,60 =+ 0,40 1,63 = 0,59 0,41 = 0,12

{1) — Peso do Orgio/peso do animal X 100
EV — inoculagdc endovenosa
SC — inoculagio subcutanea no coxim p]antar
Andlise Estatistica

Vacinados

Vacinados EV X Vacinados e desafiados

EV com BGG—Brasﬂ X Vacinados EV com BCG-Russia:
Vacinados EV com BCG-Brasil X Vacinados EV eom BCG-Praga:
Vacinados EV com BCG-Rdssia X Vacinados BV com BCG-Praga:
EV: p>0,05

p>0,05
p>0,95
2>0,05
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indice hepético_(‘_l‘abela IV) — Com exce-
¢do do BCOG-Praga que apresentava reagio sig-
nificativa mo grupo vacinado e desafiado pela

via endovenosa em relagio ao grupo apenas de-
safiado, de modo geral nao houve comprometi-
mento hepatico de importanecia.

TABELA IV

Influéneia da via de inoculagio na viruléncia residual de diferentes amostras de Mycobacterium bovis BCG em camun-
gongos, determinada pele indice hepdtico

ndice hepdtico (1)

BCG Camundongos Vacinados Camundongos
(= 10°UV) Vacinados e desafiados
BV sC EV/EV EV/SC SC/EV

BRASII. 7,59 = 0,14 - 6,11 £ 1,26 8,33 = 1,16 6,41 t.D,GE 6,06 + 0,95
RUSSIA 747 = 1,48 6,5¢ = 0,69 7,66 = 1,08 897 = 1,5 6,33 & 0,52
PRAGA 7,95 £ 1,21 6,27 + 1,84 9,97 + 1,32 7TIT = 1,30 6,27 & 0,50
(1} — Peso do drgao/pesa do anzmal X 100
EV — inoculagio endovenosa
SC — inoculagdo subcutinea no coxim plantar
Andlise Estatistica

Vacinados EV com BCG-Brasil X Vacinados EV com BCG-Russia: p>0,05

Vacinados RV com BCG-Brasil X Vacinados EV com BCG-Praga: p>>0,05

Vacinados EV com BCG-Rissia X Vacinados EV com BCG-Praga: p>>0,05

Vacinados EV com BCG-Bragil X Vacinados e desafiados EV com BCG-Brasil: p>0,05

Vacinados EV com BCG-Russia X Vacinados e desafiados EV com BCG-Russia: p>>0,05

Vacinados EV com BCG-Praga X Vacinados e desafiados EV com BCG-Praga: p>0,05

DISCUSSAD

As vacinas BOG disponiveis no mundo va-
riam consideravelmente na sus imunogenicida-
de tanto em relag¢do ao homem guanto aos ani-
mais de experimentag¢fo 7.12,13,15,18.20, Qs estu-
dos em animais relacionam as vacinas Brasil,
Rissia ¢ Copenhagen enire as mais potentesil.
12,20, enquanto as amostras BCG-Glaxo, BCG-
Téquio e BCG-Praga sfo as menos imunogéni.

cas 15, A baixa capacidade de induzir hipersen-

sibilidade tuberculinica associada & fraca imu.
nizacdo desenvolvida em animals vacinados
comt BCG-Praga foram evidenciados por MA-
CKANESS 14 ¢ LADEFOGED & ¢oli2, sendo gue
somente Mackaness trabalhou com camundoen-
gos.

Os resultados encontrados nio confirma- .

ram essas observacdes comentadas acima. As
vacinas Brasil, Rissla e Praga tiveram compor-
tamento sernelhante, executando-se nos valores
-de indiee pulmonar para os camundongos vaci-
nados endovenosamente qguando fol possivel
distingiiir o BCG-Brasil do BCG-Praga, mas
ngo a Gltima amostra do BCG-Rissia. Além

disso, em todos 03 lotes inoculados e desafiados:

18

por via endovenosa com 3 BCG-Praga 0s valo-
res se apresentaram aumentados em relacio
aos dos animais apenas vacinados, com exce-
¢do do indice esplénico, evidenciando uma boa
capacidade sensibilizante.

Quando suspensdes bacterianas sdo inocu-
ladas diretamente no sangue, a maioria dos
microrganismos é removida da circulacio, pre-
dominantemente pelas células do SRE localiza-
dos mo figado, bago e outros 6rgios 410, Por ou.
tro lado, gquando da utilizacio do coxim plan-
tar, o ganglio linfatico satélite (popliteal). re-
tém a mailor parte dos microrganismos inocu-
lados, resultando em diferencas gquantitativas
pronunciadas na populacio microbiana retira-
da no figade e bago 15,

03 resultados encontrados confirmam tais
observacdes. Os camundongos inoculados por
via -subcutinea pouco diferiram dos animals
controles em todos os testes realizados. O mes-
mo foi constatado nas experiéncias de revaci-
nacio onde os lotes desaflados por essa via for.
neceram valores semelhantes aos dog apenas
vacinados.
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O modelo animal para o estudo da virulén-
cia de amostras de BOCG deve ser considerado
com atencio. A-falta de concordancis entre.os
diferentes modelos animais levanta a questo
da validade dos mesmos. No entanto, vale lem-
brar que o camundongo esta entre os animals
gue apresentany aproximadamente a mesma
suscetibilidade do homem aos M. tuberculosis e
BCG.

|
!

SUMMARY

Effect of the route of inoculation on residual
virulence of different substraing of Mpycobac-
terium bovis BCG in miee

The residual virulence of BCG substrains
(Brasil, Russia and Prague) were compared in
mice. The were infected intravencusly or sub-
cutaneously with lve bacilli Calmette-Guérin.
Some of the vaccinated mice were challenged
intravenously or subcutaneously. The compari-
sons ‘were made on the basis of lung density
and lung, liver and spleen indexes, the differ-
ences in virulence were not found amoﬁg the
strains. The virulence of the different strains
of BCG introduced subcutaneously into mice
was not significant but the intravenous route
was effective (p ‘< 0.05). The implications of
using various experimental models are discuss-
ed.
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