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Com o intuito de avaliar e comparar os efeitos Jocais e sistémicos produzidos
pelas cepas de BCG Connaught e Moreau Butantan, foram estudados 21 hamsters
(Mesocricetus auratus) divididos em trés grupos de 7 animais. Durante 6 semanas
administrou-se¢ semanalmente por via intravesical aos animais do grupo I Controle,
solucio salina 0,9%, aos animais do grupo II, BCG Moreau Butantan na forma de
concentrado oral 100mg/ml, com 10° bacilos/ml do Instituto Butantan, Sdo Paulo - Brasil
e aos animais do grupo III, BCG Connaught (Connaught Laboratories Limited,
Willowdale, Ontario, Canada), liofilizado, apresentado em frascos com 27mg (peso séco)
e 1ml de diluente com 10° bacilos/ml. Trinta dias apos a Gltima administragdo os animais
foram sacrificados e realizou-se a avaliagio fagocitaria dos seus macrofagos colhidos por
lavado peritoneal. Esta avaliagio foi feita, incubando-se os macrofagos de cada grupo
junte ¢om particulas de zimosan, que serviram de substrato a ser fagocitado, ndo
opsonizadas (na auséncia de soro) e com particulas de zimosan opsonizadas com soro de
anireais do grupo Connaught ou Moreau (detecgdo de receptores para C3). A capacidade
fagocitaria (mimero de particulas fagocitadas) dos macroéfagos dos animais imunizados foi
supettar 3 do grupo Controle (animais ndo imunizados), sendo que os macrofagos dos
anirsais imunizados pelo BCG Connaught (grupe II) apresentaram os melthores
resultados. O indice fagocitario (percentual de macréfagos fagocitando) para macréfagos
que fagocitavam particulas de zimosan opsonizadas, tanto pelo soro de animais
imunizados, como pelo soro de animais nio munizados, mostrou-se superior ac indice
fagootiio dos macrofagos que fagocitavam particulas de zimosan ndo opsonizadas, para
p<0,601. A avaliagio anitomo-patologica demosirou a formagio de lesdes do tipo
gramgiomatosa na parede vesical de 3 animais do grupo II € em 1 animal do grupo IIl e
também no figado de 3 animais do grupo II e no bago de 2 animais do grupo IT e III, além
do acimulo de células epitelidides e linféides nesses mesmos Orgdos de outros animais
imuriizados, demonstrando a penetragio do BCG na parede vesical dos animais ¢ a sua
disseminacio para outros drgdos, comprovando seus efeitos sistémicos pela ativagio do

sistevra Teticulo-endotelial.
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O bacilo de Calmette-Guérin (BCG), bacilo vivo atenuado da cepa virulenta
do Mycobacterium tuberculosis var. bovis, foi isolado pela primeira vez na Franga, no
Instituto Pasteur, em Lille, em 1908. Sua completa atenuagio demorou 13 anos para ser
obtida. Animais imunizados com esta cultura desenvolviam aumento da resisténcia ao
bacilo da tuberculose. Em 1921 o bacilo foi administrado por via oral em recém-nascidos
{a primeira vez em seres humanos). Desde entao foram realizadas mais de 100 milhdes
de imunizac¢des, e hoje a via preferida para sua aplicagdo € a intradérmica. Embora
amplamente utilizado como vacina contra a tuberculose, 0 BCG ainda é motivo de

controvérsias (ANONIMO, 1980, TAUB, 1963).

O microorganismo obtido através da atenuagdo em Paris foi depois
distribuido para laboratérios de todo o mundo, e serviu de semente para a produgio de
BCG em muitos centros. No Brasil comegou a ser utilizado em 1927, tendo como
incentivador Arlindo de Assis, trabalhando na Fundagio Ataulfo de Paiva e o responsavel
pela conservagfio da vacina até nossos dias (VERONESL 1982). A produgdo de BCG
nesses laboratorios resultou, por selegdio genética, na geragfo de diferentes cepas, devido
as condiges de cultura e os meios utilizados, que variavam de um laboratdrio para outro.
Alguns centros de pesquisa até modificaram de propésito sua cepa. Essas novas cepas
diferem quanto a atividade bioquimica, caracteristicas de crescimento, morfologia das
bactérias € coldnias, viruléncia animal e propriedades gerais de imunoestimulagio. Por
causa das variagdes nas condi¢es de cuitura dos organismos, as vacinas fabricadas com
essas cepas também diferem quanto A propor¢do de bactérias mortas, vivas e,
principalmente quanto a agregaglo de corpos bacterianos. Assim, as unidades viaveis

podem consistir na verdade, de varios organismos agregados, j4 mortos em sua maioria.

O emprego do BCG na preparagio de vacinas ja é conhecido e utilizado em
todo o mundo. No entanto, a identificacio de suas propriedades imunomoduladoras
propiciou um maior interesse pelo estudo de sua agfio, no controle e tratamento do
cancer. Com este intuito tém sido elaborados diversos estudos a nivel experimental e
clinico, com as mais variadas preparagdes, vias de administragio e esquemas

terapéuticos. Apesar do grande volume de pesquisas realizadas nessa area, ainda ndo se
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conseguiu estabelecer uma padronizagdo de uso ou uniformidade de efeitos do BCG para
a maioria dos tftpos de cdncer. Uma das primeiras tentativas de uso do BCG no
tratamento do céncer foi realizada ha mais de 50 anos na Suécia, tendo-se administrado, a
preparagdo por via endovenosa, subcutinea e diretamente sobre o tumor

(GILBERT, 1978).

O mecanismo pelo qual 0 BCG promove seu efeito € desconhecido. Tem sido
relatado tratar-se de imunidade celular, e a reagdo de hipersensibilidade cutinea tardia é
facilmente demonstrada, principalmente através da rea¢fio contra o derivado protéico
purificado da tuberculina, o PPD (ZLOTTA, 1994). Embora estas a¢fes possam variar
conforme a cepa utilizada na preparagdo, propor¢do de organismos viavels, entre Qutros
fatores. O BCG geralmente leva a uma estimulagdo do sistema reticulo-endotelial,
alteraclio na taxa de ativagdo de macrofagos, mudanga no seu conteudo lisossdmico e
poder bactericida, variagio na distribuicio de células linfoides, inducio da
hipersensibilidade e resposta humoral (COHEN,1974). Ao mesmo tempo que o BCG
induz resposta humoral e celular especifica, também influencia decisivamente no estado
imunolégico do hospedeiro e pode estimular ou deprimir respostas especificas, celulares
e humorais contra uma grande variedade de materiais antigénicos (BALDWIN, 1978).
Embora estimule o sistema de defesa do organismo, em algumas situagdes 0 BCG pode
regular a atividade supressora de células T (GOLUMBEK, 1993). Como ocorre reagio
cruzada entre BCG e outros agentes (inclusive células neoplasicas humanas), acredita-se
que sua agdo seja uma reagdo cruzada entre BCG e antigenos tumorais. A obtengdo
experimental de reagdo cruzada enire BCG ¢ células de melanoma humano sem que se
mnseguisse o mesmo resultado com cultura de fibroblastos humanos normais € uma
evidéncia nesse sentido (GORDON,1979). O BCG induz uma resposta local prolongada
com caracteristicas de inflamagdio granulomatosa cronica; linfocitos, macréfagos € uma
grande variedade de células polimorfonucleares sfo atraidas, o que da inicio & resposta
imunolégica contra 0 BCG (GUMBY,1982). Como parte da resposta linfoide, varios
tipos de substéncias citotoxicas sdo eliminadas e as células mais proximas (tumorais ou

normais) podem ser danificadas ou destridas (TATCHER, 1979, NAKAMURA, 1982).
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A ativagio da fungdio fagocitaria e metabolica dos macrofagos parece ser responsavel
pela destruigiio das celulas tumorais, por mecanismos ainda nfio muito claros. Assim,
tanto atraves da ativagdo dos macréfagos quanto da ativagdo de células citotOxicas, as
células tumorais seriam destruidas pela reagfio de defesa desencadeada pelo BCG. Até
pouco tempo ndo se tinha determinado se os componentes comuns ao BCG e as células
neoplasicas estavam relacionados com a atividade biologica do tumor, ou com possivel
efeito antitumoral do BCG. A partir de 1985, entretanto, com a descoberta do fator de
necrose tumoral (TNF) e os estudos subsequentes, abriram-se novas perspectivas
(OLD,1988). Estas pesquisas demonstraram que a regressdo tumoral depende
basicamente de dois fatores: ativag@io e proliferagio de macrofagos acompanhada por
estimulagdo do sistema reticulo-endotelial; e a ativagdo do TNF. O primeiro mecanismo
pode ser induzido pelo BCG e o segundo pode ser estimulado por uma endorfina ou
lipopolissacaride de parede bacteriana. Mas ainda ¢ incipiente o estudo do papel destas
substancias no controle do cancer. O antagonismo entre cincer e doengas infecciosas,
especialmente a tuberculose, ¢ conhecido ha mais de 100 anos. Numa revisdo feita em
1929 por Pearl , era evidente que a ocorréncia de cancer e tuberculose em um mesmo
paciente era rara (HOOVER,1978). Em 1926 alguns estudos ja demostravam que o
transplante de células neoplasicas misturadas com BCG para camundongos nio resultava

em crescimento tumoral (HOOVER,1978).

Pesquisas realizadas em diferentes animais e tumores espontineos ou
induzidos por carcinogenos, demonstraram que o uso sist€mico profilatico de BCG pode
causar efeito inibidor, neutro ou, com menos freqiiéncia, estimulador do crescimento
tumoral (GUMBY,1982). O sucesso da imunoterapia com BCG para tratamento de
tumores j4 estabelecidos, parece depender de 5 fatores (BALDWIN, 1978, BAST,1972,
YARKONI, 1981, ZBAR,1971):

1) Do volume do tumor (o BCG eliminaria a doenga residual minima);

2) capacidade para desenvolver resposta imunologica ac antigeno da micobacteria
(animais que ndo apresentassem hipersensibilidade cutdnea ac PPD nio

responderiam ao BCG) (BAST,1972; CASCINELLI, 1980; RATLIFF,1987);
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3) administragiio de um numero adequado de organismos viaveis, que gira em torno de
10° e 10° organismos. A administracdo de altas doses de BCG por via endovenosa
parece levar a um aumente na proliferagio de células supressoras, 0 qué poderia

estimular o crescimento tumoral (PANG,1982);
4) acdo local do BCG contra as células tumorais;

5) capacidade de desenvolver uma resposta imunitaria aos antigenos tumorais (o efeito
terapéutico do BCG parece depender da imunogenicidade do tumor, ou seja seu uso
em tumores pouco antigénicos provoca estimulagdo do crescimento do tumor

(BAST,1972).

O BCG foi empregado para tratamento de cancer, com resultados positivos,
pela primeira vez, em 1935 por via endovenosa, subcutinea e intralesional
(BALDWIN,1978). O interesse no seu uso como agente irnunoterapico cresceu apds os
trabalhos de (MATHE,1969), que relataou agio benéfica do BCG em leucemia
linfoblastica e melanoma cutaneo. A partir de entdo, foram realizadas centenas de ensaios

clinicos, para diversos tipos de tumores malignos.

Como os efeitos imunologicos produzidos pelo BCG sdo muito varidveis,
inclusive aqueles observados no carcinoma de células transicionais de bexiga, além de
ndo existir padronizagiio da resposta humoral e celular aos tumores, tanto 4 nivel
experimental quanto clinico, grande parte dos conhecimentos sobre as propriedades

antitumorais do BCG ¢ fruto de observagio empirica.

1.1. CARCINOMA DE CELULAS TRANSICIONAIS DA BEXIGA

O carcinoma de células transicionais acomete principalmente as faixas etarias
acima dos 40 anos, com freqiéncia de 20:1000. Varias situagbes estdo relacionadas com
uma maior incidéncia desse tumor (0 habito de fumar, exposi¢do industrial ou contato

com corantes artificiais).
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O estudo anatomo-patoldgico baseia-se em aspectos citolégicos e na
arquitetura histolégica do urotélio para classificar o material de bidpsia da bexiga.
Atipias e displasias uroteliais sdio diagnodsticos anatomo-patologicos de lesdes que
precedem o aparecimento do céncer urotelial (GILBERT,1978). (ALTHAUSEN, 1976)
num estudo retrospectivo demostrou que 36% dos pacientes com atipias uroteliais num
seguimento de 5 anos desenvolveram céincer. De acordo com a UICC (Union
Internacionale Contre le Cancer), o sistema de classificagio do céncer de bexiga, a
extensdo do tumor primario € designada como T, e completado o estadiamento através de
exame clinico, urografia, cistoscopia, exame bimanual sob anestesia ¢ bidpsia do tumor.
A condigdo dos linfonodos regionais € designada como N, e avaliada através da
radiografia, linfografia ou tomografia computadorizada. A extensdo das metastases M &
determinada por exame clinico, radiografia do torax, ultra-sonografia abdominal e

cintilografia éssea.

O cancer superficial de bexiga € definido como carcinoma de células
transicionais limitado & mucosa e submucosa da bexiga. E categorizado como estadio TA
{carcinoma de células transicionais papilifero ndo invasivo confinado 4 mucosa vesical),
CIS (carcinoma in situ), T1 (carcinoma de células transicionais papilifero que invade a
lamina propria e submucosa porém ndo a musculatura vesical). O carcinoma superficial
de bexiga responde por 75 a 85% dos canceres de bexiga diagnosticados. O carcinoma in
situ primario € raro, cerca de 3%, porém 30 a 70% dos canceres de bexiga encontram-se
associados a ele, sendo mais freqiiente nos tumores de alto grau (SKINNER,1988). O
tumor de células transicionais manifesta-se de diversas maneiras, desde um papiloma
benigno até aqueles pouco diferenciados e com alto grau de anaplasia, podendo ser
vegetante, séssil, infiltrativo, nodular, misto ou intraepitelial. De um modo geral o
carcinoma superficial de bexiga bem diferenciado nfio altera a sobrevida do paciente,
apesar do tratamento 10 a 15% evoluem para carcinoma invasivo (ALTHAUSEN, 1976;
HENEY,1986), aproximadamente 70% dos pacientes apresentam uma ou mais

recorréncias (GILBERT,1978) e 25% apresentam alto grau histologico.
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O tratamento padriio do tumor superficial de bexiga ¢ a RTU (resseccio
transuretral), resseca-se primeiro a porgdo superficial do tumor que € separada e a seguir
resseca-se profundamente atingindo a musculatura vesical € finalmente procede-se a
fulguragéo das bordas. Recomenda-se também a bidpsia a frio das areas adjacentes ao
tumor, da parede oposta, do assoalho vesical, do trigono e uretra prostitica, que quando
positivas indicam areas de provavel recorréncia, os pacientes assim tratados apresentam
uma sobrevida em 5 anos de 70%. QOutros métodos de tratamento também encontram
aplicagiio, como o LASER que tem tido boa aceitagdo por ser aplicado sob anestesia
local, com bons resultados, além de ndo produzir sangramento ou estimulagio do nervo
obturador, porém sua desvantagem se traduz na auséncia de material para o estudo
anatomo-patologico € no custo do equipamento (SMITH,1992). A cistectomia parcial
pode ser realizada naqueles tumores de dificil acesso ou dentro de diverticulos, no
entanto as desvantagens residem no fato de que favorece a implantagio de células
tumorais e apresenta um indice de recorréncia da ordem de 70% além de suas
dificuldades técnicas; a radioterapia podera também ser indicada, porém sua morbidade é
superior a de outros meétodos; terapla por pressdo hidrostatica e retirada da mucosa
vesical ndo t€m encontrado aplicagio em nossos dias. A quimioterapia intravesical com
diversos agentes (thiotepa, etoglucid, mitomicina-C, doxorubicin) demonstrou até pouco
tempo ser a mais eficaz, produzindo uma resposta completa entre 33 e 57% para
pacientes com tumor papilifero residual e de 55 a 66% para o Ca in situ (RICHIE, 1992).
O Interferon, uma proteina com propriedades antiproliferativas, produzida em larga
escala por técnicas de recombinagfio de DNA tem sido empregada em ensaios clinicos
demonstrando uma resposta completa em torno de 44% (SHORTLIFFE,1984;
HOROSZEWICZ,1989). Diversas vitaminas, incluindo pyridoxine (BYAR,1977;
STUDER,1984), acido ascorbico, vitamina A e analogos retindides, tém sido avaliados
na profilaxia da recorréncia do carcinoma de bexiga com algum resultado. Megadose de
vitaminas A, B6, C, E e zinco produziu reduco na recorréncia de tumor vesical em

pacientes que fizeram imunoterapia com BCG (LAMM,1994).
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1.2. BCG E CARCINOMA DE CELULAS TRANSICIONAIS DE BEXIGA

Em 1976 MORALES introduziu a terapia com BCG intravesical e
intradérmico na profilaxia da recorréncia tumoral, em pacientes com carcinoma
superficial de bexiga. O esquema terapéutico utilizado, incluia a ressecgio endoscopica
do tumor, seguida da instilagio de 120mg de BCG (Instituto Armand Frappier, Quebec,
Canada) diluidos em 350ml de solu¢o salina e retengdo na bexiga por 2hs;
simultaneamente, administrava-se 5mg de BCG via intradérmica. Esse procedimento era
repetido semanalmente por 6 semanas ¢ o seguimento era feito através de cistoscopia e
bidpsias ao acaso. Esse estudo demonstrou efeito positivo e desencadeou muitos outros
trabalhos. Embora inicialmente o protocolo de Morales tenha orientado ¢ uso do BCG
intravesical, associado ao intradérmico, outros autores (LAMM,1991; BROSMAN, 1991)
tém demonstrado que todos os pacientes submetidos apenas ao tratamento intravesical
apresentam viragem do PPD, com taxa de resposta igual ou superior aos estudos iniciais,
bem como, foi demonstrado em estudo experimental em Hamster que o BCG intravesical
produz efeitos sistémicos (D’ANCONA,1988). No momento tem sido utilizado em
pacientes com céncer de bexiga na profilaxia de recidivas, no tratamento de céncer
residual e como o mais efetivo agente no tratamento do carcinoma in sifu. A efetividade
do BCG intravesical na erradicagdo do carcinoma in situ, tem sido demonstrada por
diversos autores (De JAGER,1991). Com o uso de protocolos que utilizam de 6 a 12
aplicagOes, aproximadamente 70% dos pacientes sdo considerados tratados, o que leva a
considera-lo como o tratamento de primeira escolha nesses casos. Embora os resultados
sejam muito bons, o acompanhamento se faz necessario, pois o sucesso nio é observado
em todos os pacientes, principalmente nos tumores de alto grau, pelo seu comportamento
mais agressivo. Também na profilaxia das recorréncias tumorais o BCG tem
demonstrado ser eficaz. Nos trabalhos de LAMM (1981), num seguimento de 15 meses
houve uma reducgio de 43 para 17% no indice de recorréncia nos pacientes tratados sé
com ressec¢do, comparados com ressecgdo mais BCG. HERR & LAUDONE (1988) em
estudo que utilizavam diversos agentes no tratamento ou prevengdo das recorréncias do

cancer superficial de bexiga, obtiveram 71% de resposta completa com o BCG.
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Os resultados com o uso a longo prazo do BCG, demostraram uma
diminuigdo significativa na progressde da doenga, redugdo no numero de cistectomias e
que se trata do primeiro agente de uso intravesical que altera a sobrevida no carcinoma de
celulas transicionais de bexiga. Acredita-se que a queda no indice de mortalidade por
cancer de bexiga nos Estados Unidos se deva ao uso do BCG intravesical (LAMM,1981).
Apesar do entusiasmo de varios pesquisadores ¢ clinicos com a terapia intravesical com
BCG, h& muito o que se conhecer sobre os efeitos causados a longo prazo pelo
medicamento; num estudo de revisdo de hteratura com o total de 1278 pacientes
observou-se que; 91% dos pacientes apresentaram cistite, febre em 3,9%, granuloma
prostatico em 1,3%, pneumonite ou hepatite em 0,9%, artrites e artralgias em 0,5%, rash
cutineo em 0,4%, abscesso de pele em 0,4%, obstrugio ureteral em 0,3%,
orquiepididimite em 0,2%, contratura vesical em 0,2%, hipotensio em 0,1% e citopenia
em 0,1% (LAMM, 1986). O emprego do BCG no carcinoma superficial de bexiga tem se
mostrado eficaz, com pequeno indice de complicagdes, ou seja com baixa morbidade, e
quando comparado &  outros agentes sua resposta € superior (HERR, 1986;
RINTALA,1991). Porém algumas davidas permanecem, principalmente no que diz
respeito ao seu mecanismo de agfio. Até ¢ momento ndo se conhece o efeito do BCG.
Existem duas hipoteses; a primeira que sua agdo se deva 2 mecanismos imunoldgicos € a
outra que se daria por uma resposta inflamatéria inespecifica da mucosa e submucosa

vesical.

Dentre os possiveis mecanismos de agfio do BCG, de acordo com as hipéteses
ndo imunoldgicas, o tumor seria destruido por agdo direta da bactéria ou por seus
subprodutos, ou ainda, a bactéria induziria um evento inflamatorio nZo especifico que
resultaria na eliminagfio do tumor (DROLLER,1986). Entretanto existem poucos dados

para apoilar essas teorias.

Por outro lado uma resposta imunologica para justificar o efeito antitumoral
do BCG é sugerida por um grande numero de dados clinicos e experimentais
(RATLIFF, 1987, (NAKAMURA, 1987). A resposta imunologica poderia se apresentar

através de: um evento especifico, em que ¢ anticorpo ou uma reag¢io mediada por células
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reconheceria um antigeno especifico no tumor e entio o destruiria, ou por
reconhecimento ndo especifico que resultaria na produgdo de linfocinas soitiveis, as quais
poderiam exercer uma ag¢io antitumor direta ou poderiam ativar uma reagio de
toxicidade ndo especifica mediada por células, através de agentes, como as células Killer
(ativadas por linfocinas ou macrofagos). Varios estudos sugerem uma associag@o entre a
resposta das células T ao BCG, e a atividade antitumoral (STULDREHER,1992). Um
fato que reforca essa hipotese, é a presenca de linfocinas implicadas na imunidade
mediada por células se encontrarem aumentadas na urina de pacientes que receberam

BCG intravesical. A agdo imunologica do BCG na bexiga se processaria em 2 fases:

1) Através de um evento inibitdrio, a bactéria teria receptores na parede vesical onde se
ligaria, ficando entdio retida dentro da mesma onde seria processada e induziria a
resposta antitumor. Foi demonstrado em animais, que existem esses receptores, e que
estariam relacionados a fibronectina, uma glicoproteina presente em forma solavel no
plasma e em outros fluidos corporais e na forma insolivel (fibronectina matriz) no
tecido conectivo e membranas basais (BEEZHQLD,1992). A fibronectina matriz é
usada como um mecanismo de ligacdio para células epiteliais e fibroblastos. Um
problema em potencial com o receptor para BCG € que este apresenta uma afinidade
muito grande, tanto para fibronectina solivel como para matriz, o que bloquearia a
ligagdo da bactéria a parede da bexiga por saturar os receptores com fibronectina
soliivel, o que também bloqueia a resposta antitumor. Verificou-se também que para
induzir a resposta de aderéncia é importante que as bactérias sejam viaveis, pois
aquelas inativadas, por exemplo pelo calor nfio se ligam a fibronectina
(RATLIFF,1988). A distribuigdo de fibronectina na bexiga humana normal tem sido
estudada e resultados mostram que esta ausente na superficie das células epiteliais mas
esta presente na membrana basal € na submucosa, sugerindo que a aderéncia do BCG
4 fibronectina ocorre somente na presenca de um epitélio “interrompido” ou seja na
ruptura da superficie urotelial ou em presenca de inflamagdo, produzindo uma reagio
inflamatoria e conseqiente atividade antitumoral (BEEZHOLD,1992; RATLIFF,
1988).
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2) Evento efetor, que poderia ser imunologico ou ndo. Varios investigadores sugeriram
que o evento imunologico seria 0 primeiro a se processar. Qutros, entretanto, que os
eventos ndo imunolégicos seriam responsaveis pelo efeito primario do BCG devido a
sua toxicidade direta (SKINNER,1988). As células tumeorais teriam receptores para
bactérias, onde se ligariam ¢ a seguir seriam ingeridas pelas c¢élulas tumorais. Embora
ndo seja ainda conhecido que papel tem na atividade antitumor e se realmente existe o
processo de ingestdo. A ingestdo da bactéria pela célula tumoral estabeleceria o
potencial para um efeito toxico direto, ou seja se daria através da proliferacio da
bactéria, e conseqiiente lise celular. Alternativamente, a propria célula poderia
processar o antigeno levando a um reconhecimento da célula pelo sistema imune e

posterior morte por agéio imune direta contra ela; citotoxicidade.

1.3. IMUNOLOGIA

Os linfacitos distinguem-se pela densidade, mobilidade eletroforética, vida
média, migracdo para orgdos linfdides e resposta aos mitogenos. Do ponto de vista
funcional, existem mais populagdes linfocitarias que agem separadamente ou em
cooperagdo na resposta imunitaria. Distinguem-se duas grandes familias: os linfécitos T,
cuja maturagiio depende do timo e os linfocitos B, que diferenciam-se fora do timo, na
medula ossea. As células T sdo também provenientes da medula 0ssea que originam as
células linfoides no adulto. A resposta imunitaria no confronto com os agentes

infecciosos pode assumir uma forma essencialmente humoral, ou celular.
Distinguem-se atualmente duas formas de resposta imunologica:

1) a imunidade celular, transferivel através das células linféides como na rejeicfio aos

transplantes, nas reagdes de hipersensibilidade retardada e a reacio de citotoxicidade;
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2) A Imunidade Humoral, transferivel através do soro (minimamente através das células),
responsavel em particular pela reagio de hipersensibilidade imediata (anafilaxia,

atopia), pela citdlise em presenga de complemento e pelo fendmeno de Arthus.

Os linfécitos T e B diferenciam-se por numerosos antigenos, receptores e
fungdes. Os receptores sdo moleculas situadas ao nivel da membrana celular com
capacidade de ligarem-se especificamente a uma substincia ¢ podem exercer agdes
farmacologicas sobre a célula. Os linfocitos apresentam numerosos receptores, dentre
eles os receptores de reconhecimento dos antigenos, e os receptores para moléculas com
fungio imunitiria, como o fragmento Fc das imunoglobulinas e os fatores do

complemento.

As células fagocitarias, sdio definidas pela capacidade de englobar e, de
digerir particulas. Compreendem essencialmente os macrdfagos, os monocitos e os
polimorfonucleares. Estas células representam o elemento essencial do sistema reticulo-
endotelial, chamado também de sistema reticulo-histiocitario. A origem delas é comum,
na medula Ossea sob a forma de células hematopoiéticas totipotentes, e de células
totipotentes mieldides, estas ultimas dfo origem, em presenga de mediadores (os CSF
“Colony Stimulating Factors™), a colonias mistas de macréfagos e polimorfonucleares.
Os mondcitos produzidos na medula Ossea, dao lugar acs macréfagos depois da sua saida
dos vasos por diapedese. Pode-se distinguir varias categorias de macréfagos, segundo seu
aspecto morfologico, pela capacidade funcional e sobretudo pela sua localizagdo. O
tempo de vida dos macrofagos varia de 20 a 100 dias. As células fagocitarias possuem

dentre outras, como principal fungfo a fagocitose, que se desenvolve em duas fases:

1) A Adesdo, que ¢ favorecida pela presenca dos anticorpos IgG na superficie da

particula a ser ingerida;

2) A Ingestdo, segundo o estado funcional das células fagocitarias € a natureza da

particula, esta pode ser digerida, persistir ou multiplicar-se no interior da célula.
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Além destas fungdes os macrofagos podem sintetizar numerosas moléculas,
algumas das quais com fungdo imunitaria, como o Interferon e alguns fatores do
complemento. Os macrofagos intervém também na maioria das respostas imunes,
mediante a apresentagfio dos antigenos as células T e B ou pela produgiio de alguns
mediadores. Podem também apresentar fungdes citotoxicas no confronto com
transplantes € com tumores e intervir na cicatrizagdo, além de numerosas atividades
metabolicas. Os macréfagos podem ser ativados em diversas circunstancias fisiologicas
ou artificiais. No curso de algumas reagSes imunitarias, as células T produzem

mediadores (as linfocinas) que podem ativar os macrofagos in vivo ou in vitro.

Qutras células além dos linfécitos e dos fagdcitos, intervém nas reagdes
imunitarias. As células Killer (K} e Natural Killer (NK) exercem fungdes citotoxicas. As
células k destroem as células sensibilizadas pelos anticorpos IgG aos quais se fixam
mediante os seus receptores para o fragmento Fc. Aparentemente ndo possuem nenhum
dos marcadores das células B e T, so células nulas. As células NK sao assim definidas
pela capacidade de destruir in vifro as células tumorais viro-induzidas mantidas em
cultura, independente de uma sensibiliza¢do precedente ou da presenga de anticorpos ou
do complemento. A relagdio destas com as células T é defendida por varios autores,
Numerosos métodos foram descritos para individualizar e medir as interagdes entre

antigenos e anticorpos:

1) Os Métodos Primarios consideram somente as interagOes primarias entre o antigeno e
o anticorpo, independente dos fendmenos bioquimicos e biolégicos. Estas reagGes
primarias permitem medir simultaneamente a quantidade e a afinidade dos anticorpos

em fung¢io da concentragdo dos antigenos;

2) Os Métodos Secundarios estudam os fendmenos que sdo a conseqiiéncia direta das
interagOes primarias. A precipitagio € um exemplo. As reagOes de aglutinagdo revelam
pequenas quantidades de anticorpos IgM, porém sdo de 50 a 500 vezes menos
sensiveis para IgG. A fixagdo do complemento ¢ a hemolise ndo podem ser utilizadas

pelos anticorpos que nfio fixam o complemento, como IgA e IgE;
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3) Os Métodos Terciarios estudam as conseqiiéncias biologicas in vivo das interagdes
primarias. A sua complexidade ¢ ainda maior que aquela das reagdes secundarias. De
medo que as varidveis das reagdes primarias e secundarias ligadas aos antigenos e aos
anticorpos se somam aos pardmetros caracteristicos dos individuos, como a taxa de
complemento ou os receptores celulares para o fragmento Fc da imunoglobulina. As
hemacias ¢ plaquetas dos primatas, como outras células tém sobre sua superficie
receptores para o terceiro fator do complemento (C3). Se colocamos na presenca de
antigenos (bactérias, virus, leucocitos) os anticorpos correspondentes € o
complemento, estas particulas antigénicas se recobrem de C3. Com as hemacias ¢
plaquetas consideradas neste caso como “indicadores”, estas particulas antigénicas
recobertas de C3 se fixariam sobre as hemacias ou sobre as plaquetas provocando
aglutinagdo caracterizando o fendmeno da imunoaderéncia. A opsonizagdo ¢ um efeito
analogo a imunoaderéncia, isto €, se caracteriza pelo recobrimento destas particulas
antigénicas por fragmentos Fc de IgG ou pela fragdo C3 do complemento. Permite
estudar, de modo semiquantitativo, a capacidade dos anticorpos aumentarem a
fagocitose das bactérias pelos macrofagos que tém receptores de superficie para o
fragmento Fe¢ de IgG e para C3. O complemento representa, com o0s anticorpos, o
elemento essencial do sistema humoral de defesa contra os agentes infecciosos. E
constituido por uma variedade de proteinas circulantes capazes de interagir com
algumas membranas biologicas. A atividade em cascata dos seus varios componentes €
a origem de uma variada atividade bioldgica, como a lise celular, bacteriana ou viral,
Produz também o recrutamento e a ativacdo de numerosos efetores celulares,
sobretudo a producio de histamina por parte dos mastdcitos. O C3b ¢ particularmente
importante no inicio da resposta imunologica, mesmo antes do desenvolvimento da
imunidade especifica. A importdncia da opsonizagdo por parte do C3b € bem
demostrada pela gravidade e pela freqiiéncia de infecgdes observadas nos doentes que
tém um déficit de C3. As células B produzem os anticorpos e as células T sdo
responsaveis pelos fendmenos de citotoxicidade especifica dos antigenos. O
desenvolvimento destes dois tipos de resposta imunoldgica depende esiritamente da

natureza quimica dos antigenos , da dose ou da via de administracio e
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tém influéncia sobre a qualidade e o nivel de produgfo dos anticorpos ou das células
citotoxicas. Estas reagbes imunoldgicas sfo de outro modo submetidas a uma
regulagio muito complexa, fruto de interagdes celulares miltiplas onde agem os
linfécitos T (amplificadores, “helper”ou supressores), as células B (mediante o efeito
de retroagfo dos anticorpos) e os macrofagos. Depois de haver reconhecido o antigeno
os precursores das células efetoras se diferenciam em células produtoras de linfocina.
Estas diferenciacdes requerem a presenga de células auxiliares, em particular dos
macrofagos e das células T “helper’ou amplificadoras. Através do mecanismo da
fagocitose os macrofagos podem incorporar os antigenos e modifica-los por digestio
enzimatica. Esta capta¢do seguida de modificagdes quimicas tem efeitos variaveis
sobre a resposta imunologica, mas tende na maior parte das vezes em aumenta-la. Os
macrofagos gracas aos seus receptores de superficie captam os complexos
antigeno/anticorpo que podem ser destruidos ou ao contrario serem apresentados aos
linfocitos. Além destas a¢Ses os macrofagos apresentam mediadores que modificam o
curso da resposta imune, em particular um fator ativador de linfocitos “Lymphocyte
Activating Factor” também chamado de interleucina 1, capaz de ativar de modo nfio
especifico mais fungdes das células T. Enfim, em outras circunstincias os macréfagos
parecem adquirir propriedades citotoxicas ou supressivas, sobretudo depois do contato
com as linfocinas produzidas pelas células T ativadas, como por exemplo o tratamento

com BCG em animais com tumores (BACH & LESAVRE,1981).
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2. Objetivos
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O objetivo deste estudo consiste em verificar as seguintes questdes:

1. Demonstrar & a¢do sistémica do BCG apos instilacdo intravesical;

2. Avaliar a fagocitose por macrofagos peritoneais de Hamster;

3. Comparar as respostas da agio do BCG cepas Moreau Butantan e Connaught.

Objetivos
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3. Material e Métodos
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3.1. ANIMAIS

Foram estudados 21 hamsters (Mesocricetus auratus) adultos, fémeas,
isogénicos, doados pela Faculdade de Medicina da UNESP-Botucatu, nascidos em
29/06/92, pesando entre 148 e 203 gramas (média de 182g). Os animais foram divididos

em trés grupos de sete apos escolha aleatoria.

Durante a fase expenimental os animais foram mantidos em gaiolas no
mesmo ambiente, dentro dos mesmos padrGes de alimentacéo no Biotério do Nucleo de
Cirurgia Experimental da FCM-UNICAMP, em namero de 3 a 4 animais por gaiola,

onde receberam comida e agua ad /ibitum até atingirem 6 meses de idade.

3.1.1. Definig¢éio dos Grupos

Grupo I (Moreau) - formado por sete animais que receberam por via intravesical 0,2m}
de solugdo salina 0,9% com 2x107 bacilos (BCG) do Instituto Butantan de Sio Paulo,
cepa Moreau apresentado em flaconetes com 500mg (concentrado oral de 100mg/mil com

10° bacilos/ml);

Grupo II (Connaught) - sete animais que receberam por via intravesical 0,2ml de
solugio salina 0,9% com 2x10’ bacilos do BCG-Thérapeutique Immucyst™ (Connaught
Laboratories Limited, Willowdale, Ontario, Canada) cepa Connaught, liofilizado,
apresentado em frascos com 27mg (peso seco) ¢ Iml de diluente, com 10° bacilos/ml,

lote n° 409-12;

Grupo Il (Controle) - sete animais que receberam por via intravesical 0,2ml de

soluciio salina 0,9%.

Para estudar a fagocitose foram utilizadas particulas de zimosan (preparado a
partir de fermento Fleschman, fermento fresco de pdo), que serviram de substrato para

quantificar a fagocitose dos macrofagos, agrupados como se segue:
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Grupo IA - Macrofagos do grupo I + particulas de zimosan nio opsonizadas;

Grupo IB - Macrofagos do grupo I + particulas de zimosan opsonizadas com soro do

grupo [,

Grupo IC - Macrofagos do grupo I + particulas de zimosan opsonizadas com soro do

grupo III,
Grupo IIA - Macrofagos do grupo II + particulas de zimosan ndo opsonizadas;
Grupo IIB - Macrofagos do grupo II + particulas opsonizadas com soro do grupo II;

Grupo IIC - Macrofagos do Grupo II + particulas de zimosan opsonizadas com soro do

grupo III;

Grupo IIIA - Macrofagos do grupo III + particulas de zimosan néo opsonizadas;

Grupo IIIB - Macrofagos do grupo III + particulas de zimosan opsonizadas com soro do

grupo II;

Grupo IIIC - Macréfagos do grupo II + particulas de zimosan opsonizadas com soro do

grupo IIIL

3.1.2. Vacinac¢io dos animais

Os animais foram anestesiados em cuba saturada com éter sulfirico € a
bexiga esvaziada por compressdo digital da parede abdominal. As vacinas foram
administradas por via intravesical, com cateter de 4 Fr. de didmetro ¢ 10cm de
comprimento acoplado a uma seringa de 1ml (Tecnobio-cod:300316), durante 6 semanas

em aplicagdes semanais.

Ap6és 30 dias da ultima instilagdo os animais foram sacrificados por

decaptagdo.
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3.2. AVALIACAO IMUNOLOGICA
3.2.1. Obtencao do soro

Para obten¢do do soro, coletou-se cerca de 4mi do sangue que escoava da
regifio cervical apos a decaptagdo do animal. O sangue assim obtido, foi colocado em
tubo de vidro, dentro de uma cuba com gelo, para preservar o0 complemento. A seguir os
tubos foram centrifugados a 4°C por 10 minutos a 1500rpm, ¢ separado o sobrenadante.
Cerea de 0,6ml do sobrenadante de cada tubo foi transferido para frascos fechados e

conservados em geladeira a 4°C pelo periodo maximo de 48hs.

3.2.2. Obtencio dos macréfagos peritoneais

Para obtencdo dos macrofagos, injetou-se intraperitonealmente 5ml de
solugdo salina balanceada de Hanks (HBSS) seguida de massagem do abdomen (lavado
peritoneal) por 3 minutos, prosseguindo com a abertura da cavidade. Colheu-se entdo,
cerca de 5ml de liguido do lavado em um tubo cénico de vidro com 0,2ml de heparina,
para evitar sua coagulagdo, e centrifugou-se a 1500rpm por 15 minutos. Observando a
formag@o de depésito no fundo do tubo (representado por células presentes no lavado
periteneal, principalmente macrdfagos) retirou-se o excesso de solucdo por aspiragio e
adicionou-se solugio de Hanks até atingir o nivel anterior. Apds desfazer o botio e
homogeneizar a solugfio centrifugou-se novamente os tubos; repetindo por duas vezes
esse processo para lavar os macrofagos. De cada tubo foi retirado 0,1ml (com pipeta
eletsdnica) ao qual adicionou-se corante azul de Turkey, a seguir foi colocada uma gota
dessa solu¢io na cimara de Newbauer para contagem do mimero de macrofagos/ml

obtidos de cada animal, ajustando as amostras a serem estudadas para 10° células/mi.

3.2.3. Ensaio fagocitico

Um mililitro da suspensdo contendo 1x10° macréfagos peritoneais de animais

imunizados com BCG (Moreau Butantan ou Connaught) ou de animais controle nfo
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imunizados, fot incubado no interior de tubos de Leighton (contendo uma laminula de
vidro previamente desengordurada e seca) por 30 minuios, a 37°C, em atmosfera Gmida,
a 5% de CO,, para que os macrofagos pudessem aderir a laminula. Apos esse periodo de
incubagdo os tubos foram lavados trés vezes com agitagdo vigorosa em solucio de Hanks
a temperatura ambiente, para a remog¢do dos linfocitos. Em seguida as c€lulas aderentes
as laminula foram incubadas por 30 minutos, nas mesmas condi¢des anteriores, com uma
suspensdo de particulas previamente opsonizadas a serem fagocitadas com zimosan
incubado com soro para evidenciagdo de receptores para a fragdo C3 do complemento.
Foram feitos também tubos controle, onde a suspensdo a ser fagocitada foi constituida de
particulas nfio opsonizadas de zimosan ou seja particulas que nfo foram colocadas em
contato com o soro dos animais e portanto ndo sofreram adesfio das opsoninas que

facilitariam a fagocitose, incubadas por 30 minutos a 37°C.

3.2.4. Fagocitose de Zimosan

Foram realizados 63 experimentos onde avaliou-se a capacidade e o indice
fagocitario dos macrofagos de cada animal, na auséncia de opsoninas ou na presenga
delas, utilizando o soro de animais ndo imunizados e de animais imunizados com BCG

dentro do seguinte esquema:

Macrofagos de animal imunizado + zimosan incubado com soro de animal ndo
imunizado(controle);

Macrofagos de animal imunizado + zimosan incubado com soro de animal
imunizado;

Macrofagos de animal n3o imunizado (controle) + zimosan incubado com soro de
animal ndo imunizado (controle);

Macrofagos de animal ndo imunizado (controle) + zimosan incubado com soro de
animal imunizado;

Macrofagos de animal imunizado + zimosan incubado com solugio de Hanks;

Macrofagos de animal ndio imunizado (controle) + zimosan incubado com solugdo de
Hanks.
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Todos os experimentos foram realizados em duplicata, quando o numero de

celulas fo1 suficiente.

3.2.5. Coloracio e leitura

Apés 30 minutos de incubagdo, em estufa a 37°C, as laminulas foram
vigorosamente lavadas trés vezes com solugdo de Hanks, a temperatura ambiente, para a
remogio das particulas que ndo foram fagocitadas. Em seguida, as laminulas foram
retiradas do interior dos tubos de Leighton e colocadas em um suporte para laminulas e
procedeu-se a coloragdo com cosina azul de metileno segundo May-Griinwald (art.1352-
Merck). Apos a coloragdo, as laminulas ficaram secando por 24hs e a seguir foram
montadas em lamina com auxilio de balsamo do Canada. Finalmente, foi realizada a
leitura em microscopio optico com aumento de 1000 vezes contando-se 200 a 600
macrofagos em cada lamina, identificando-se as ceélulas que haviam fagocitado as
particulas de zimosan. Os resultados foram expressos em porcentagem de células que
fagocitaram em relagdo ao nimero total de macrdfagos identificados, definidos como
indice fagocitario e pelo niumero total de particulas fagocitadas por 100 macrofagos,

definidos como capacidade fagocitaria (Vilela,1993).

3.3. HISTOLOGIA

Para a avaliagdo histologica das lesdes, apds os animais terem sido
sacrificados, realizou-se a abertura da cavidade peritoneal seguida da retirada das
visceras (figado, bago, rins e bexiga). Apos a fixagio em formaldeido a 10%, pelo
periodo aproximado de 24hs, seguiu-se a desidratagdo em solugdes de concentragdes
crescentes de alcool, diafanizagZo em xilol e inclusdo em parafina de onde foram obtidos
cortes de 5 micras de espessura que por sua vez foram corados utilizando-se

hematoxilina-eosina.
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3.4. ANALISE ESTATISTICA

Foram empregadas para a avaliagdo estatistica a analise de variancia e o teste
de hipbteses de Tukey. Os niveis de significancia observados foram de 5% e 1%. Foi
utilizado o Sistema de Analise Estatistica SANEST da SEAGRO (Faculdade de
Engenhana Agricola UNICAMP),
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4.1. FAGOCITOSE
4.1.1. Indice fagocitirio
4.1.1.1. Zimesan / Meio

Na tabela 1 é apresentado o percentual de macréfagos por animal e por
grupo, que encontravam-se fagocitando particulas de zimosan nfo opsonizadas. Sendo
que o indice médio de fagocitose de particulas de zimosan incubadas com meio foi de
10,34 no grupo Moreau Butantan (DP = 1,88), 15,50 no grupo Connaught (DP = 4,35) e
20,36 no grupo controle (figura 8) (DP = 1,85). Na figura 1 os resultados obtidos por
animal e para cada grupo estdo representados por um grafico, embora tenha havido uma
grande variac@io entre os resultados isto ndo impediu a analise que, nio demonstrou

diferenca significativa entre os grupos.

4.1.1,2, Zimosan / Soro Nio Imunizado

Na tabela 2 ¢ apresentado o percentual de macrofagos por animal ¢ por grupo
que encontravam-se fagocitando particulas de zimosan opsonizadas com soro ndo
imunizado. Observou-se que a média dos valores para o indice fagocitario de particulas
de zimosan incubadas com soro de animal ndo imunizado foi de 66,76 no grupo Moreau
Butantan (figura 9) (DP = 3,54), 66,23 no grupo Connaught (DP = 4,14) e 63,54 no
grupo Controle (DP = 3,42). Na figura 2 estes resultados estdo representados por um

grafico para melhor vizualizagio da analise que ndo observou diferenca significativa

para os grupos.

4.1.1.3. Zimosan / Soro Imunizado

Na tabela 3 € apresentado o percentual de macréfagos por animal e por

grupo, que encontravam-se fagocitando particulas de zimosam opsonizadas com soro de
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incubadas com soro de animal imunizado foi de 70,05 no grupo Moreau Butantan
(DP = 3,71), 69,84 no grupo Connaught (figura 7) (DP = 3,87) e 68,86 no grupo Controle
(DP = 2,33). A figura 3 apresenta um grafico com os resultados, onde a analise ndo

verificou diferenca significativa para os grupos.

Tabela 1. Indice fagocitario (IF%) de macrofagos peritoneais de hamsters imunizados
oundo com BCG (Moreau - Connaught) para particulas de zimosan nio
opsonizadas

ANIMAL GRUPOIA GRUPOTIA GRUPO A

o butantan  connaught  controle
1 o1 1421 2044
2 7.66 25,09 23,14
3 10,72 12,18
4 9.37 2426 20,51
3 11,09 7,22
6 7.55 16,97 27,12
7 14,54 10,09 16,78
MEDIA 10,34 13,5 20,36
DES. PAD. 1,88 435 1,85
| .
| 30
S 25 ?
5 . %
e 204+ ,
E 15 i t ? $
o
\g 10 L 8 i I (@]
2] | 1}
5
®
0 ; : b 1 ‘ ' i
1 2 3 4 5 6 7
lI' g butantan ¢ connaught , controle |

Figura 1. Indice fagocitario de macrofagos para particulas de zimosan nao opsonizadas
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Tabela 2. Indice fagocitario (IF%) de macrofagos peritoneais de hamsters imunizados,
ou ndo, com BCG (Moreau - Connaught) para particulas de zimosan
opsonizadas com soro de animais ndo imunizados

ANIMAL GRUPOIB GRUPO IB GRUPO IIiB

. bu't_-ant_#i{ _ connaught  controle

T 67197 85.01 65.32

2 67.88 61,93 56,36

3 78.42 60,96 81,22

4 85.13 73.87 58.04

5 53,53 4081 55,51

6 55,43 70,64 52.28

7 59,03 70,41 76,07
MEDIA 56,76 66.23 6354
DES.PAD. 3,54 414 342

90
_gBO
- ! i l $
.1:60 -~
5 4 3 o
& 50
H T
\330__
_320,_
10 |
04 | f ' I ‘ | I

g butantan ¢ connaught , controle |

Figura 2. Indice fagocitario de macrofagos para particulas de zimosan opsonizadas com
soro ndo imunizado
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Tabela 3. Indice fagocitario (IF%) de macrofagos peritoneais de hamsters
imunizados ou ndo, com BCG (Moreau - Connaught) para particulas

de zimosan opsonizadas com soro de animais imunizados

ANIMAL GRUPOIC GRUPO IIC GRUPO HIC

o _b‘utantah . connaught cqntfo!e_

Figura 3. Indice fagocitario de macréfagos para particulas de zimosan opsonizadas com

] 71.29 93,44 78.09
2 72,15 58.35 74,12
3 72.97 60.76 65.99
4 03,14 63,61 67,56
5 56,17 60,41 59.46
6 69.77 82.05 77.55
7 54,89 70.31 59,44
MEDIA 70.05 69.84 69.86
DES. PAD. 3.71 3.87 233
100
5 iy
P £ 1 $
. t 3
{3 ]
£
= 40 |
L}
54}
= 201
=
1 2 4 6

@ butantan ¢ connaught , controle

soro de animais imunizados
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4.1.2. Analise estatistica para indice fagocitirio

Pelo quadro de analise de variancia pode-se concluir que sdmente a variavel
soro foi significativa, ou seja, para esta variavel pode-se concluir que pelo menos um
soro foi diferente dos demais a um nivel de significancia de 1%. A vacina se mostrou ndo
significante, podendo-se concluir que n3o existe diferenga entre os indices fagocitarios
dos macrofagos dos animais imunizados com BCG Moreau e dos animais imunizados
com BCG Connaught, isto pode ser visto também na analise de variancia fixando os

niveis.

Os testes de Tukey para soro e para soro dentro de cada vacina revelam que o
soro imunizado e o soro normal apresentaram o mesmo resultado quanto ao indice, tanto
ao nivel de 5% quanto a 1%. O meio foi o que apresentou menor indice e diferiu

significativamente dos demais.

O coeficiente de variag¢do de 21% revela uma variabilidade um pouco alta dos
dados em relagdo a média, mas esta variagdo ndo prejudicou a analise pois permitia

detectar as diferencas significantes existentes.

4.2. CAPACIDADE FAGOCITARIA
4.2.1. Zimozan / Meio

Na tabela 4 tem-se o nimero de particulas ndo opsonizadas fagocitadas pelos
macrofagos de cada animal em cada grupo. Observou-se que a capacidade fagocitaria
média de macrofagos para particulas de zimosan incubadas com meio foi de 287,28
9,56), 237,14 no grupo
20,90). Na figura 4 os

particulas por 100 células no grupo Moreau Butantan (DP

Connaught (DP = 5,92) e 284,50 no grupo Controle (DP

resultados estdo representados por um grafico onde a analise ndo observou diferencgas

significativas entre os grupos.
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4.2.2,. Zimosan / Soro nio imunizado

Na tabela 5 tem-se o numero de particulas opsonizadas com soro de animais
ndo imunizados, fagocitadas pelos macrofagos por animal e por grupo. O numero médio
de particulas de zimosan incubadas com soro de animais ndo imunizados fagocitadas por
100 células foi de 705,71 no grupo Moreau Butantan (DP = 23,80), 975,57 no grupo
Connaught (DP = 22,02) e 778,42 no grupo Controle (DP = 18,97). Na figura 5 estdo
representados por um grafico os resultados obtidos onde observou-se diferenca

significativa entre as vacinas e o controle para p = 5% (nivel de significincia).

4.2.3. Zimosan / Soro imunizado

Na tabela 6 tem-se o numero de particulas opsonizadas com soro de animais
imunizados, fagocitadas pelos macrofagos por animal e por grupo. A média de
particulas de zimosan incubadas com soro de animais imunizados fagocitadas por 100
células foi de 885,14 no grupo Moreau Butantan (DP = 22,38), 1150,57 no grupo
Connaught (DP = 19,44) e 735,85 no grupo Controle (DP = 24,33). A figura 6
mostra um grafico com os resultados obtidos, onde observou-se diferenga significativa

entre as vacinas e o controle para p = 1% (nivel de significancia).
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Tabela 4. Capacidade fagocitaria de macrofagos peritoneais de hamsters imunizados, ou
ndo, com BCG (Moreau - Connaught) para particulas de zimosan ndo
opsonizadas

ANIMAL GRUPO IA GRUPO IIA GRUPO HIA
: butantan / connaught controle :
1 210 285 917

2 369 195 247
3 300 286 266
4 213 199 600
5 259 217
6 288 236 183
7 372 242 194
MEDIA 287,28 237,14 284.5
DES.PAD. 9,56 5,92 20,9

=T

particulas fagocitadas
. EE58558

1 2 3 4 5 6 7

i'. butantan g connaught , controle |

Figura 4. Capacidade fagocitaria de macrofagos para particulas de zimosan nao opsonizadas
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Tabela 5. Capacidade fagocitaria de macrofagos peritoneais de hamsters imunizados, ou
niao com BCG (Moreau - Connaught) para particulas de zimosan opsonizadas

com soro de animais ndao imunizados

ANIMAL GRUPOIB GRUPO IIB GRUPO TIiB

‘butantan  connaught controle

1 740 1040 673
2 1245 897 1075
3 590 1317 861
4 753 425 1024
5 533 1040 550
6 600 1170 534
7 479 940 732
MEDIA 705,71 975,57 778,42
DES. PAD. 23,8 22,02 18,97
1400
2 1200 - z
=
£ 1000 L . o T
8 o ' i *
& 800 - 5;
B $
@ 600 | ﬁ i
s
3 400
8 200 |
=1
0 4 e e | : |
1 2 3 4 6 7
‘. butantan g connaught  controle | ‘
Figura 5. Capacidade fagocitaria de macrofagos para particulas de zimosan opsonizadas com

soro nao imunizado
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Tabela 6. Capacidade fagocitaria de macrofagos peritoneais de hamsters imunizados, ou
ndo, com BCG (Moreau - Connaught) para particulas de zimosan opsonizadas
com soro de animais imunizados

ANIMAL GRUPOIC GRUPOIIC GRUPO HIC

butantan  connaught  controle

T T 562 1060 532
2 1084 208 569
5 1254 915 983
4 1050 881 1172
5 951 1400 400
6 550 1490 779
T 745 1400 716
MEDIA 885.14 1150,57 735,85
DES. PAD. 22,38 19,44 24,33
' 1600
£ 1400 ®
3 1200
2 1000 L+ . E
o
g 800 I
)]
__g 600 &
g 4007
® 200 L
0 : '. : -
1 2 3 4 5 6 7
| wbutantan ¢ connaught ,, controle

Figura 6. Capacidade fagocitaria de macrofagos para particulas de zimosan nao opsonizadas
com soro de animais imunizados
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4.2.4. Analise estatistica para capacidade fagocitaria

O quadro de analise de variancia revela diferenca sinificante para soro, vacina
e como a intera¢do soro / vacina se aproximou de 5% devemos fazer o desdobramento
para verificar as diferencas. No quadro de analise de variancia fixando niveis nota-se, que
apenas para o fator meio as vacinas ndo apresentaram diferenca significante. O
coeficiente de varia¢do foi também bastante alto mas a mesma conclusdao anterior é
valida.

O teste de Tukey para o Controle, Moreau Butantan e Connaught indica que
o meio foi o que apresentou menor capacidade de fagocitose e o soro imunizado e o ndo
imunizado apresentaram o mesmo resultado.

Analisando o soro dentro de cada vacina pode-se notar que o sOoro nao
imunizado apesar de ter apresentado diferenca significante na analise de variancia, ndo
apresentou esta diferenga no teste de Tukey, isto ocorreu porque a area de significancia
estava muito proxima de 5%, pode-se notar que neste caso o Butantan apresentou uma
tendéncia de menor media.

Para o soro imunizado o grupo Controle apresentou a menor capacidade e o
grupo Connaught apresentou a maior, sendo que o grupo Moreau Butantan ficou numa
fase intermediaria.

Para o meio ndo ocorreu diferenca significante entre as vacinas. No geral o
Grupo Connaught foi o que apresentou a maior capacidade em compara¢do ao Grupo

Moreau e ao Controle sendo que este apresentou a pior.

4.3. ANATOMO - PATOLOGICO
4.3.1. Grupo Connaught

Foram observadas lesdes do tipo granulomatosa em linfonodo peri-hilar renal
(figura 10), na bexiga de 1 animal e no bago, tanto na zona branca como na zona
vermelha de 2 animais, presenga de corpos arredondados calcificados, corpo
psonomatoso (figura 14) na bexiga de 2 animais e infiltrado linfocitario intraepitelial no

figado de 2 animais. A tabela 7 apresenta as alteragdes observadas neste grupo.
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Tabela 7. Altera¢aoes anatomo-patologicas no grupo Connaught

animal rim 1 rim 2 figado bexiga bago

granuloma granuloma
granuloma

linfécios
linfocitos

B - S RN S SV )

4.3.2. Grupo Moreau Butantan
Neste grupo observaram-se lesdes granulomatosas no figado (figura 11) de 3
animais, na bexiga (figura 13) de outros 3 animais e no bago (figura 12) de 2 animais,
além do acumulo de células epitelioides e linfoides no figado e hiperplasia do tecido
linfoide periarteriolar (zona T) de todos eles. As alteragdes observadas neste grupo

encontram-se na tabela 8.

Tabela 8. Alteragdes anatomo-patologicas no grupo Moreau Butantan

animal rim 1 rim 2 figado bexiga bago
1
2
) granuloma granuloma
4 granuloma granuloma granuloma
5 granuloma
6 granuloma
7 granuloma

4.3.3. Grupo Controle

No grupo controle ndo foram observadas lesdes granulomatosas nos tecidos
analisados, nem mesmo acumulo de células epitelidides ou linfoides no material

analisado.

4.4. RESULTADOS POR GRUPO DE EXPERIMENTACAO

Nas tabelas 9, 10 e 11 sdo apresentados o peso dos animais no inicio do
experimento, utilizado para o calculo da dose das vacinas, os resultados obtidos na
avaliagdo imunologica, indice e capacidade fagocitaria e a presenga ou ndo de alteragoes
morfologicas a macro e a microscopia. Acompanhados de suas médias e respectivos

desvios padrao.
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Tabela 9. Resultados Grupo Moreau Butantan

animal peso (g) indice fagocitario capacidade fagocitaria morfologia
meio s. imuniz. s.h.imun  meio s imuniz. s.f.imun. macro micro
1 148 11.91 71.29 67.97 210 562 740 normal
2 180 7.66 T2.015 67.88 369 1084 1245 normal
3 186 72.97 78.42 300 1254 390 normal alterado
4 203 9.37 93.14 85.13 213 1050 753 normal alterado
3 196 11.09 56.17 53.53 259 951 533 normal alterado
6 185 7.55 69.77 5543 288 550 600 normal alterado
7 186 14.54 3489 59.03 372 745 479 normal alterado
média 183.42 10.34 70.05 066.76  287.28  B883.14 705.71
des.padrio 1.88 3.71 3.54 9,36 22,38 23.8
Tabela 10. Resultados Grupo Connaught
animal peso (g) indice fagocitario capacidade fagocitaria morfologia
meio s. imuniz. s.nimun. meio s imuniz. s.A.imun. macro micro
1 171 14.21 93.44 85.01 285 1060 1040 normal
2 160 25.09 58.35 61,93 195 908 897 normal alterado
3 200 10.71 60,76 60.96 286 915 1317 normal
-+ 189 24.26 63.61 73.87 199 881 425 normal alterado
5 164 7,22 60.41 40,81 217 1400 1040 normal
6 183 16.97 82.05 70.64 236 1490 1170 normal alterado
7 183 10.09 70.31 70.41 242 1400 940 normal alterado
meédia 15.5 69.84 66,23 237,14 115057 975.57
des.padrio 4,35 3.87 4,14 5.92 19.44 22.02
Tabela 11. Resultados Grupo Controle
animal peso (g) indice fagocitario capacidade fagocitaria morfologia
meio s. imuniz. s.n.imun. meio §. imuniz. s.f.imun. macro micro
1 187 22.44 78.09 65.32 207 532 673 normal normal
2 202 23.14 74.12 56,36 247 569 1075 normal normal
3 198 12.18 65,91 81,22 266 983 861 normal normal
4 195 20.51 67.56 58.04 600 1172 1024 normal normal
5 168 5946 55.51 400 550 normal normal
6 182 27.18 TLAS 52.28 183 779 534 normal normal
7 165 16.78 539,44 76,07 194 716 732 normal normal
média 20.36 68.86 63,54 284.5 735.85 778.42
des.padrio 1.85 2.33 3.42 20.9 24.33 18.97
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Figura 7. Macrofagos de hamsters imunizados fagocitando particulas de zimosan opsonizadas. (eozina
azul de metileno May-Griinwald, aumento 1000X)

Figura 8. Macrofagos de hamster ndo imunizados fagocitando particulas de zimosan ndo opsonizadas.
(eozina azul de metileno May-Griinwald, aumento 1000X)
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Figura 9. Macrofagos de hamster ndo imunizado fagocitando particulas de zimosan opsonizadas com soro
imunizado. (cozina azul de metileno May-Griinwald, aumento 1000X)

Figura 10. Linfonodo peri - hilar renal, apresentando lesio granulomatosa (Hematoxilina-eozina,
aumento 100X)
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Figura 11. Lesdo granulomatosa no figado (Hematoxilina-eozina, aumento 200X)

Figura 12. Lesdo granulomatosa no bago (Hematoxilina-cozina, aumento 400X)
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Figura 13. Lesdo granulomatosa na bexiga com intenso infiltrado linfocitirio (Hematoxilina-eozina,
aumento 200X)
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5. Discussdo
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5.1. METODO
5.1.1. Grupos de Experimentacio

A escolha do Hamster como animal de experimentagio, deveu-se ao fato de
ser um animal com sensibilidade comprovada ao BCG (SINHORINI, 1983), de pequeno
porte, de facil manipulagdo, manutengio e controle em ambiente laboratorial para estudo

de suas fungdes.

No inicio da vacina¢do os animais encontravam-se com seis meses de vida,
pesando entre 148 ¢ 203g. Tamanho suficiente para que ndo trouxessem dificuldades na
sua manipulagio e fémeas pela facilidade da cateterizagdo vesical. Foram empregados

animais de linhagem semelhante, criados sob as mesmas condigdes.

Os animais foram submetidos ao estudo imunolégico e anatomo-patologico
trinta dias apos a Gltima administragdo de BCG intravesical. Este intervalo entre a ultima
vacinacdo e o inicio da avaliagdo teve como finalidade evitar a influéncia do estresse,
produzido nos animais pela manipulagio durante o cateterismo, ¢ devido a vida média dos
macrofagos, de 20 a 100 dias. (BACH & LESAVRE,1981). Também em relagfio ao
estudo anatomo-patoldgico dos diversos tecidos (bago, bexiga, figado € rins) esse periodo
ndo deveria trazer alteragBbes, embora 80% das bactérias apresentam répida degradacio
tanto “in vitro” como “in vivo” em 48hs, tem-se que 20% dos antigenos sdo maantidos
dentro dos macréfagos (SPECTOR,1979). Além de que o granuloma produzido pelo
BCG se caracteriza por ser uma reago inflamatéria cronica, devendo portanto estar
presente mesmo apds esse periodo de 30 dias (SINHORINI,1983). Num grupo de
pacientes tratados de céncer de bexiga com instilagdes intravesicais de BCG foi
observado que os bacilos permaneciam no trato urinario até 16,5 meses apos o término da

terapia (BOWYER, 1995).
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5.1.2. Protocolo de Administracie do BCG

A via de administragdo intravesical foi escolhida por ser aquela aceita e
empregada nos protocolos clinicos de tratamento do céncer de bexiga, motivo desse nosso
experimento. Também a dose do BCG empregado, nada mais é do que. aquela empregada
na clinica para seres humanos, onde encontrou-se o0 peso € o numero de bacilos
administrados por Kg e determinou-se proporcionalmente o quanto deveria ser
administrado aos animais em relagdo ao seu peso. Método empregado em outros trabalhos
experimentais (CORNELL,1993; MORALES, 1986; RATLIFF,1986; SHAW, 1991;
STULDRELER,1992). O numero e a frequéncia de aplica¢fes também seguiu o protocolo
empregado pela maioria dos autores no tratamento do cincer de bexiga
(MORALES;1976, HERR,1986;, SHAW,1991). Escolheu-se 0 BCG Moreau Butantan
por ser aquele disponivel e empregado nesta instituigio e o BCG Connaught por ser
utilizado em diversos servigos ¢ estar presente em trabalhos estrangeiros. Outro fato € nio

haver trabaihos comparando 0 BCG Moreau Butantan com outras cepas.

5.1.3. Avaliacio Imunologica

As células que possuem a capacidade de fagocitar agentes infecciosos
constituem o mais efetivo componente do sistema de defesa do organismo. Uma vez tendo
chegado ao foco inflamatério o fagocito precisa reconhecer para em seguida aderir a
particula a ser fagocitada. Este reconhecimento se faz principalmente através da ligagdo de
receptores para Fc da Ig-G (fragmento de imunoglobulina-G, ponto de ligacio para
receptores de algumas celulas) e para C3b (proteina do sistema do complemento com
capacidade de depositar-se sobre particulas biologicas e responsavel pela sua quebra
enziméatica), que estio presentes na membrana dos fagocitos e possuem estruturas
complementares na superficie das bactérias ou particulas. O C3b € uma particula com
fungdo de opsonina do sistema do complemento que tem um importante papel na
resisténcia anti-infecciosa, uma vez que contribui para a lise das bactérias. Por isso a
fagocitose ¢ facilitada se a particula tiver sido previamente opsonizada, por exemplo pelo

C3. Uma molécula de glicoproteina conhecida como fibronectina, que também apresenta a

Discussdo 44



atividade opsonizante tem sido relacionada ao mecanismo de agio do BCG
(RATLIFF,1988; BEEZHOLD,1992). A correlagiio entre o desenvolvimento de uma
resposta imunologica ao BCG e a sua resposta terapéutica ja esta bem demonstrada, o que
precisa ser compreendido sdo os mecanismos moleculares envolvidos na apresentagio do
BCG as células com atividade imunoldgica € a subsequente indugio da resposta imune

local e sistémica (RATLIFF,1987).

5.2. RESULTADOS

As neoplasias malignas constituem um problema de grandes propor¢des para a
medicina de um modo geral, pelos fatores envolvidos na sua génese, bem como por tratar-
se de uma doenga que tem origem na proliferagiio desordenada das células do préprio
individuo. Varios anos se passaram procurando-se descobrir medicamentos ou processos
fisico-quimicos que levassem a eliminagdo dessas neoformagdes, porém tudo ¢ que se
conseguiu foram agentes que em detrimento da regressdo tumoral, produziam agressdes a
outros tecidos normais. Na busca de um tratamento mais eficiente pesquisadores
voltaram-se para o estudo dos fatores responsaveis pelo aparecimento ¢ desenvolvimento
dessas neplasias (ANDRESEN, 1990). Baseando-se no conhecimento e na existéncia de
um sistema de vigilancia responsavel pela defesa do organismo e de sua relagio com o
aparecimento e a progressio das neoplasias ou ao menos de sua passividade frente as
mudangas, surgiram os primeiros agentes imunomoduladores (GOLUMBECK,1993). A
partir de uma avaliagdio dos mecanismos pelos quais os tumores produzem metastases,
conseguiram subsidios para a compreenséo e posterior manipulagdo clinica do paciente
com cancer (KELLY,1986). Na esperanca de que o conhecimento desses diferentes
mecanismos, utilizados pelas células para infiltrarem os tecidos e promoverem metastases
para outras areas, possam fornecer subsidios para o desenvolvimento de novas terapias,
mais especificas que a atual quimioterapia convencional. Tém-se aplicado em conhecer os
fatores que favorecem o crescimento ¢ as transformages a que estdo expostas as células

tumorais, bem como o conhecimento do processo tumoral individualmente que serdo
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fundamentais para o desenvolvimento da terapia. Existem muitas evidéncias sugerindo que
os tumores malignos apresentam sobre sua superficie antigenos especificos reconhecidos
pelas células T, ou pelo menos aspectos do tecido normal da mesma origem e do mesmo
estadio de diferenciacdo. Esses antigenos associados ao tumor seriam identificados e
ocorreria uma migragdo de linfocitos T-Helper, células NK e acumulo de macrofagos,
havendo uma intera¢do entre estas e as células tumorais caracterizando a resposta imune
(GOLUMBEK,1993). A pergunta que se coloca é [Estas reages exercem efeitos
protetores contra os tumores? Nio esquecendo que a imunoterapia nfio € um tratamento
especifico e sim uma possibilidade terapéutica cujo papel é propiciar condigdes para que o

paciente possa reagir ao tumor.

Abordou-se a imunoterapia ativa ndo especifica, isto €, aquela que estimula a
imunidade antitumoral intrinseca do individuo com o auxilio de adjuvantes, ou
microorganismos ou substdncias imunomoduladoras que ativam os macrofagos, as células
NK e outros efetores ndo especificos. Empregamos o BCG, importante mediador da
resposta biologica, que aumenta os linfocitos Helper ao mesmo tempo que deprime as
c€lulas supressoras (STUHLDREHER, 1992), através de instilactes vesicais e avaliamos a
sua agdo através da observagio da formagdo de granuloma definido como uma reagio
inflamatoria cronica focal, caracterizada pelo acumulo e proliferagio de leucocitos
predominantemente do tipo mononuclear,com certo grau de organizagiio tecidual das
células que compdem a lesdio, produzida pela penetragio do BCG na parede vesical.
Observou-se a formacdo de lesGes granulomatosas na parede vesical a0 estudo histolégico
de alguns animais como mostram as tabelas 7 e 8, confirmande a penetragiio do bacilo na
parede vesical desses animais, sendo que em nenhum animal do grupo controle este tipo
de lesdio foi observada, demostrando que estas lesbes se formaram pela resposta ac BCG ¢
ndo por outras particulas que porventura estivessem sendo instiladas na bexiga destes
animais durante o experimento. No entanto as lesdes granulomatosas nfic foram
observadas em todos os animais. Tal resultado pode ser justificado por estudos
histopatologicos que tém demonstrado que a agio do BCG na parede ocorre apenas em
areas onde o urotélio enconira-se lesado (RATLIFF,1987). Vertficamos também a

formagio de lesSes granulomatosas, tanto no figade como no bago de alguns animais,
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demonstrando que o bacilo instilado na bexiga ultrapassa os limites da parede vesical
produzindo uma ag#o sistémica, e o acamulo de células epitelidides e linfoides, que sdo
responsaveis pela imunidade celular, nestes mesmos 6rgdos de outros animais que nio
apresentaram gramiloma, em concordincia com a literatura (D’ANCONA,1988). Pelo
processo empregado de avaliagdo imunologica, realizado do mesmo modo para os trés
grupos [Connaught, Moreau (Butantan) e Controle]. Apés a fixagdo dos macrofagos em
l4mina, contou-se o nimero de particulas por eles fagocitadas, determinando a capacidade
fagocitaria e também o mimero de macréfagos que estavam fagocitando, determinando o
indice fagocitirio. A analise estatistica destes resultados demonstrou que o indice
fagocitario dos macrofagos para particulas de zimosan opsonizadas, ou seja na presenga
do complemento, tanto para o soro de animal imunizado com BCG como para o soro de
animal ndo imunizado mostrou-se superior ao indice de fagocitose dos macréfagos para
particulas nfo opsonizadas para p < 0,001. Vernficou-se portanto, que para o macrofago
exercer a sua funcéo fagocitéria néio se faz necesséria a presenga do complemento, mas a
sua presencga propicia um incremento desta fung#o. O estudo das caracteristicas de uma
lesdio granulomatosa induzida por agente antigénico na auséncia de resposta imune revelou
que a lesfio sem resposta imune associada tem seu apice em torno da segunda semana apos
a inoculacgdo e se torna imperceptivel , & visdo desarmada, apés um més. No entanto a
lesdo no local onde ha resposta imume € marcadamente mais agressiva e persiste por todo
o tempo em que se pode observar. E a reinoculagio de BCG nos animais produziu uma
reagiio de hipersensibilidade com aumento da atividade celular no local do granuioma,
levando a concluir que a resposta de hipersensibilidade ac BCG influencia a lesdo induzida

por este antigeno (SINHORINI, 1983).

Ainda em relag3o ao indice fagocitario observou-se que nfio houve diferenga
significativa entre os resultados do grupo Connaught ¢ do grupo Moreau Butantan,
portanto o poder de ativagio dos macrofagos pelos dois BCG’s por esta analise
demonstrou ser semelhante. Os mesmos resultados observados para o indice fagocitario
em relacdo ao soro, verificamos para a capacidade fagocitaria, ou seja, a auséncia do soro
(complemento) implica num menor poder fagocitario dos macréfagos, sendo que quando

os macrofagos foram expostos ao soro, tanto imunizado pelo BCG como ndo, ocorren um
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incremento de sua capacidade. A semelhanca de resuitados para soro imunizado e nfo
imynizado demonstra que 0 BCG ndo produz um incremento da respota imune humoral ¢
sim um aumento da resposta celular local na presenga do complemento. Comparando-se a
capacidade fagocitaria dos macréfagos para particulas opsonizadas, verificou-se que o
grupo Controle ficou com a menor média e que o grupo Connaught com a melhor,
seguido pelo grupo Moreau Butantan, reafirmando a ativagio do sistema reticulo-
endotelial pelo BCG, demonstrada pela maior avidez fagocitaria das células expostas a ele.
0 BCG ¢é um importante agente imunomodulador, pois produz um aumento da atividade
das células T e das células NK (RUBENSTEIN,1991).

5.3. ANALISE ESTATISTICA

O experimento foi definido dentro de critérios estabelecidos afim de minimizar
os efeitos de outros fatores que ndio aqueles objetos do estudo. Para tanto foram
empregados amimais isogénicos, em ignal mimero de repeti¢des, vivendo no mesmo
ambiente, divididos em grupos por sorteio dentro dos principios definidos de casualizagdo,

experimento inteiramente ao acaso.

“S6 a casualizagdo garante que unidades com caracteristicas diferentes tenham

igual probabilidade de serem designadas para os grupos” (BUSSAB, 1991).

Foi escolhido ¢ Hamster como unidade experimental, divididos em grupos
submetidos ao tratamento com BCG Connaught ¢ Moreau Butantan além de um grupo
controle, caracterizando as varidveis em analise e seus efeitos foram quantificados pelo
indice e pela capacidade fagocitaria dos macréfagos. Para cada uma delas analisou-se os
macrofagos postos em contato com particulas de zimosan nfc opsonizadas, opsonizadas
pelo soro nfo imunizado e opsonizadas pelos soros imunizados, para os trés grupos

independentemente.
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Os resultados foram distribuidos em tabelas, onde encontrou-se as médias para
cada tratamento e seus respectivos desvios padrio, unidade de dispersdo ou variabilidade
que tem a finalidade de tornar mais informativa a analise de dados. Com estes dados
ordenados e com suas médias e desvios padrio determinados, aplicou-se a anilise de
varidncia afim de concluir se os resultados eram estatisticamente diferentes uns dos outros,
para niveis de significincia de 1% e 5% ou seja, a porcentagem de chance das conclusdes

estarem erradas.

Quando a anilise de varidncia mostrava que as médias nfo eram
estatisticamente iguais, submetiam-se os dados ao teste de hipoteses. O teste de hipiteses
¢ uma formula que geralmente leva 0 nome do seu autor € que tem a finalidade de
determinar a diferenga minima significante, para que se possa inferir os resultados obtidos

com as amostras, para a populagdo geral.

Neste estudo foi empregado o teste de hipoteses de Tukey:

DM.S. =¢q QMR

onde: q é o valor desejado do nivel de significincia,
QMR ¢ o quadrado médio do residuo da anslise de varidncia e

r é o niimero de repeti¢Ses de cada tratamento.

A escolha do método adequado para comparar as médias exige que se leve em
consideragio, tanto o nivel de significdncia (probabilidade de rejeitar a hipotese de que as
médias sdio iguais, quando s¥o iguais) e o poder do teste (probabilidade de rejeitar a
hipotese de que as médias sio iguais, quando s@o diferentes). A intengdo é de que o nivel
de significincia seja baixo e o poder do teste seja alto. Como a idéia era de rejeitar as
hipéteses de que as médias fossem iguais com maior confianga, empregou-se o teste de

Tukey, pois apresenta baixo nivel de significincia.
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A anélise dos resultados do indice fagocitario dos macrofagos para particulas
de zimosan opscnizadas com soro de animal imunizado por uma, ou outra vacina, néo
apresentou diferenca significante, porém quando comparados com os macréfagos que
fagocitaram particulas de zimosan opsonizadas com soro de animal ndc imumzado
observou-se diferenca significante para um nivel de significincia de 1%. Assim pode-se
afirmar que ocorren uma estimulagio do sistema imunologico apés o uso do BCG,
detectavel pela analise do indice fagocitario dos macrofagos e que se mostrou semethante

para os BCG’s Connaught e Moreau Butantan.

A capacidade fagocitaria também foi maior para particulas de zimosan
opsonizadas com sorc de animal imunizado em relagdo as particulas opsonizadas com
soro de animal n3o imunizado. Além de terem sido observadas nesta analise diferengas
significativas entre os grupos do mesmo tratamento. Os macrofagos do grupo Connaught,
tanto aqueles que fagocitaram particulas de zimosan opsonizadas com soro de animal ndo
imunizado como aqueles que fagocitaram particulas de zimosan opsonizadas com soro de
animal imunizado apresentaram uma capacidade fagocitaria superior a dos macréfagos do
grupo Moreau Butantan ¢ estes em relagio aos do grupo controle, para um nivel de
significdncia de 1% para o soro de animal imunizado ¢ de 5% para o soro de animal no
imunizado. Onde podemos concluir que 0 BCG Connaught apresenton por esta analise um
maior potencial de estimulagio que o BCG Moreau Butantan ¢ este por sua vez foi

superior ao do controle.
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Através da analise dos resultados concluiu-se que:

1. A presenga de reagdo granulomatosa e/ou de células epitelidides e linféides no estudo
anatomo-patologico dos rins, figado, bexiga e bago dos animais demonstrou que o BCG
ndo so6 penetra na parede vesical como também produz uma reagfio sistémica quando

adminisirado por via intravesical,

2. A agfio fagocitaria dos macrofagos peritoneais de hamsters imunizados com BCG, tanto

Moreau Butantan como Connaught, foi superior a do grupo controle;

3. O indice fagocitario dos macrofagos que receberam BCG Connaught ¢ Moreau
Butantan foi semelhante, portanto por esta anélise os dois BCG’s apresentaram 0 mesmo
poder de ativagdo imunoldgica; no entanto 0 BCG Connaught apresentou as melhores
médias na contagem de particulas fagocitadas (capacidade fagocitaria) demostrando por

esta analise uma estimulagdo superior aquela produzida pelo BCG Moreau Butantan.
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In order to evaluate and compare the local and the sistemic effects produced by
the Connaught and Moreau Butantan BCG strains, 21 hamsters (Mesocricetus auratus) were
studied divided in three groups of seven animals. In the control group I only saline
soluction 0,9% was instillated. In the group IT Moreau Butantan BCG, 100mg/ml and 10°
bacillus/ml (Butantan Institute - Sdo Paulo - Brazil) and in the group III Connaught BCG
(Connaught Laboratories Limited, Willowdale - Ontario - Canada) lyophilized with
27mg/ml and 10” bacillus/ml, for six weeks in intravesical instillation weekly. After 30
days of the last instillation the animals were sacrificed and the peritoneals macrophages
were made for the zimosan particles incubated in normal and immunized with Connaught
and Moreau Butantan hamster serum (receptor detection for C3) and for the zimosan

particles nonopsonized.

The phagocytosis for the immunized animals increased more than in the control
group and Connaught presented the best results, however the immunized animals serum
had the same potency as the normal serum in the zimosan opsonization. By the
histopathological evaluation, granulomatous in immunizated animals bladder wall, as well
as other organs were observed (liver, spleen), in addition to an infiltration of mononuclear
cells and lymphocytes, showing the BCG penetration through the bladder wall reaching

other organs and making a sistemic action with the immunological activation.
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