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RESUMO: O processo de controle de qualidade do ONCO-BCG Oral in-
clui testes de curta e longa duracio. O produto & liberado para o consu-
mo apos o resultado das provas de bacterioscopia, consumo de oxigénio
e esterilidade. Essas provas asseguram um produto constituido por uma
suspensdo de bacilos dlcool-acido resistentes, dispersos, vivos e sem
a presenca de contaminantes. Por outro lado, essas provas por si s6 ndo
sdo suficientes para caractenzar um produto imunoestimulante. Essa pro-
priedade estd intimamente relacionada aos componentes lipidicos da pa-
rede bacteriana, os quais sdo capazes de induzir a formacdo de uma
resposta inflamatéria granulomatosa no coxim plantar de hamsters. O
presente trabalho sugere um teste de controle de qualidade do ONCO-
-BCG Oral, que avalie seu potencial imunoestimulante pelo acompanha-
mento das lesfes induzidas no hamster, caracterizando, assim, uma prova
bioldgica de controle de qualidade.

UNITERMOS: BCG; neoplasias, tratamento adjuvante; inflamacdo gra-
nulomatosa.

INTRODUCAO

A forma atenuada de Mycobacterium bovis, o Bacilo de Calmette Gue-
rin (BCG) tem sido amplamente empregada como terapia coadjuvante no
tratamento de diversos tipos de neoplasias3.4.6.7,8,11,13,24,27

Destacamos, em particular, o tratamento do melanoma maligno, para
o qual altas doses do BCG sdo administradas pela via oral17.26.34  Essa
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* Secdo de Tuberculose e BCG. Instituto Butantan.
Recebido para publicagdo em 04.9.1989 e aceito em 23.4.1990.
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capacidade antineoplasica, exercida através de complexa interacdo com
celulas do sistema Imune, caracteriza o BCG como um imunoestimulante
nao especifico, capaz de ativar direta ou indiretamente os diversos com-
ponentes do sistema®.

Existem, porém, diferencas quantitativas, em termos da capacidade imu-
noestimulante, entre as diferentes cepas e preparacées. Dentre as varias
cepas testadas por Mackaness & Cols.'8, a cepa Pasteur demonstrou
maior capacidade imunoestimulante que a cepa Glaxo. Além disso, os au-
tores notaram que o BCG em fase estacionaria, nas vacinas liofilizadas,
provoca menor resposta que o proveniente diretamente das culturas em
fase logaritmica. Varias observacdes evidenciaram, também, que na imu-
nopotenciacdo pelo BCG, a presenca da bactéria viva nos tecidos linféi-

des tem um papel preponderante!2.22_ A inoculacdo, em camundongos,
de amostras de BCG submetidas ao tratamento por ultra-som, apresen-
tando portando baixo grau de agregacdo entre as particulas, induz a for-
macdo de anticorpos duas vezes maior, quando comparadas com amostras

ndo submetidas ao referido tratamentoZ.

Independentemente dos fatores acima citados, a atividade imunoesti-
mulante do BCG esta relacionada aos componentes lipidicos da
bactéria?8.36, sendo que a maior parte destes, se ndo todos, fazem parte

da parede bacteriana'!“. Esse fato pode ser demonstrado pela andlise do
padrdo inflamatdrio e imunoldgico, decorrente da inoculacdo de BCG des-
provido de glicolipidios na parede celular. O BCG delipidado provoca uma
resposta inflamatoria de carater agudo. Além disso, quando privado de seu
componente glicolipidico, o bacilo perde sua capacidade
imunoestimulante29.

Alem de seu efeito potenciador sobre o sistema imune, destacamos o
uso do BCG no estudo da relacdo parasita-hospedeiro, tema sobre o qual
temos desenvolvido diversos experimentos em nosso laboratério2.21,30,
As micobactérias induzem um tipo especifico de resposta inflamatdria cro-
nica denominada granulomatosa'!-29.31_ Particularmente, no estudo das
lesbes e imunologia da tuberculose, bem como no estudo de uma reacéo
inflamatoria granulomatosa, o hamster tem sido um dos modelos de es-
colha pois é sensivel ao BCG, o qual, na dependéncia da dose e da via
de inoculagdo, pode levar o animal & morte®. Histologicamente, as lesées
induzidas pelo BCG no hamster sdo semelhantes as decorrentes da infec-
cdo desses animais pelo bacilo humano ou bovino da tuberculose?3, in-
clusive com a presenca de células epitelidides, caracteristica basica da lesdo
granulomatosa29.

O presente trabalho sintetiza alguns anos de utilizagdo do ONCO-BCG
Oral, em especial quanto & sua capacidade de inducdo de lesdo granulo-
matosa no hamster. Através desse modelo, sugerimos uma prova bioldgi-
ca para controle de qualidade do produto.

MATERIAL E METODOS

Animais: Foram utilizados hamsters (Mesocricetus auratus, variedade
golden), machos. Os animais foram criados e mantidos em biotério tipo
convencional recebendo dgua e racdo peletizada “‘ad libitum’’. Esses ani-
mais foram originados pelo sistema ndo consanguineo de acasalamento.
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Ao longo do experimento, 137 grupos de 10 animais foram mantidos em
caixas convencionais de polipropileno com aproximadamente 1140cm? de
piso. Estabeleceu-se que o peso dos animais no infcio do experimento se-
ria de 100 a 110g.

Indculos: Utilizou-se o ONCO-BCG Oral na concentracdo de 100mg/mi
em meio de Sauton, Cepa Moreau, obtido do Instituo Butantan de Sé&o Paulo
(IB), preparado e submetido a provas de controle de qualidade conforme
normas padronizadas32.3°, As inoculacées foram realizadas com partidas
recém-fabricadas, logo apds a liberacdo pelo Instituto. Foram utilizadas,
no total, 136 partidas de ONCO-BCG Oral, no periodo compreendido en-
tre 1984 e 1988.

Apos agitacdo do flaconete, o produto foi inoculado no tecido conjunti-
vo subcutdneo do coxim plantar esquerdo na dose de O, Tml (10mg). Du-
rante o procedimento o produto foi mantido em recipiente original, resfriado
a 4°cC.

O meio de Sauton foi também inoculado em um lote de 10 animais,
na concentracdo e sob as mesmas condicées como empregado para a fa-
bricacdo do ONCO-BCG Oral. O referido meio foi também cedido pelo IB.

As inoculacdes foram feitas com agulhas tipo tuberculina (13x4 ou 27G
2

Acompanhamento das provas de controle de qualidade: As partidas de
ONCO-BCG Oral por nés inoculadas foram acompanhadas no referente ao
controle de qualidade efetuado pelo IB, pelas provas de bacterioscopia,
consumo de oxigénio, esterilidade, vitalidade e inocuidade. Os resultados
dessas provas foram-nos fornecidos pelo referido Instituto.

AVALIACAO DAS LESOES:

1. Mensuracdo — As lesfes induzidas pela inoculacdo do produto fo-
ram avaliadas pela mensuracdo do diametro do coxim plantar. Utilizando-
-se micrometro marca Moore & Wrigth, mediu-se a distancia entre a face
superior e a inferior da pata. As medidas foram tomadas a intervalos de
24 ou 72 horas a contar do momento da inoculacdo. Para todas as men-
suracdes observou-se intervalos de centésimos de milimetro. Os animais
foram marcados de modo a propiciar registro individual. Os valores em mm
obtidos das mensuracdées foram registrados em Tabelas. As médias obti-
das dos grupos de animais a cada intervalo de tempo foram, por sua vez
registrados em graficos. Os grupos foram acompanhados por periodos que
variaram de 20 a 60 dias.

2. Ultraestrutura — para a visualizacdo ultraestrutural do estado geral
do in6culo do coxim plantar de hamsters, fragmentos representativos fo-
ram coletados 20 dias apds a inoculacéo, fixados em uma solucdo de glu-
taraldeldo a 2% em tampdo fosfato 0,1M, pds-fixados em tetroxido de
4dsmio a 1% 19 e incluidos em Araldite 50216

Os cortes ultra-finos (60-70 mm de espessura), foram obtidos com na-
valhas de vidro, através da utilizacdo do ultramicrétomo Sorvall MT-5000,
contrastados pelo acetato de uranila3” e citrato de chumbo?® e visualiza-
dos ao Microscopio Eletronico de Transmissdo EM 201, Phillips.

3. Andlise estatistica — As 136 partidas de ONCO-BCG Oral foram ana-
lisadas pela intensidade da lesdo induzida no coxim plantar de hamsters.
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Ap6s a avaliacdo das les6es, conforme descrito no item 1 estas foram es-
tatisticamente comparadas pela utilizacdo do teste ‘‘t'* Student33. A hi-
potese alternativa pressupunha as médias de um grupo como sendo
inferiores as médias de outro grupo. Estabeleceu-se valor de 0,05 para o
nivel de rejeicdo da hipotese de nulidade.

RESULTADOS

Resultados das provas de controle de qualidade: Os resultados das provas
de controle de qualidade efetuadas nas partidas por nos inoculadas,
mostraram-se dentro dos padrées exigidos para o produto3? ndo sendo
constatadas quaisquer anormalidades.

Resultado da inoculacdo do meio de Sauton: O meio de Sauton néo foi
capaz de induzir qualguer alteracdo mensuravel no coxim plantar dos ani-
mais. O aumento de volume foi decorréncia da prépria inoculacdo. Trans-
corrido um periodo de 24 horas, as medidas retornaram ao nivel basal,
ap0s 0 que ndo se registraram quaisquer alteracdes mensuraveis.

Caracteristicas da evolucdo da lesdo granulomatosa induzida pelo ONCO-
-BCG Oral no coxim plantar de hamsters: Com o acompanhamento das
diversas inoculagcfes do ONCO-BCG Oral no coxim plantar do hamster,
estabeleceu-se um padrédo evolutivo basico e caracteristico desse tipo de
resposta inflamatdria granulomatosa. Logo apds a inoculacéo, iniciou-se
a fase aguda com a absor¢do do componente liquido do in6culo. Avante
essa fase, que perdurou até 4 ou 6 dias apds a inoculacdo, notou-se, ma-
croscopicamente, a diminuicdo do volume lesional. partir desse ponto, ou
em periodo préximo, teve lugar a fase de proliferacdo e organizacdo celu-
lar formando a lesdo granulomatos caracteristica da resposta do hospe-
deiro as micobacterias. Durante esse periodo notou-se um crescente
aumento no volume local. Seguiu-se a essa fase uma outra tambem ca-
racteristica de uma lesdo granulomatosa, qual seja, a de um relativo equi-
librio com o hospedeiro, e que perdurou por todo o tempo observado (60
dias em alguns casos). Nessa terceira fase, que teve inicio apos o 14?9 ou
169 dia apods a inoculacédo, o diametro médio do coxim plantar situou-se
entre 6 e 7mm. A lesdo acima descrita convencionou-se chamar de pa-
drdo classico de resposta granulomatosa desenvolvida no coxim plantar
do hamster ao ONCO-BCG Oral e esta ilustrada no conjunto A da Figura
1. A grande maioria das partida inoculadas desenvolveu resposta inflama-
toria que se enquadrou nesse padrdo. Ndo foram constatadas diferencas
estatiscamente significativas entre as diversas medias do conjunto A para
um mesmo intervalo de tempo.

Por outro lado, registraram-se outros padrdes de evolucdo das lesfes
de coxim plantar em resposta a inoculacdo de determinadas partidas de
ONCO-BCG Oral. Constituiram-se em padrdes anémalos, quando compa-
rados ao conjunto anteriormente descrito, sendo, por 1sso, incluidas no
Conjunto B da Figura 1. Nesse caso, o Unico padrdo comum a todas as
respostas fol a sua menor intensidade. Em alguns casos, o unico aumento
de volume registrado foi aquele decorrente da propria inoculacdo; apdés
o periodo de absorcdo do componente liguido do inoculo, as medidas re-
tornaram ao nivel basal, ndo sendo verificadas, posteriormente, quaisquer
alteracdes mensuraveis. Em outros casos a resposta inflamatéria ocorreu,
sendo, porém, menos intensa que aquela verificada com os in6culos do
Grupo A.
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Figura 1. Curvas representativas da cinética da evolucdo das lesdes induzidas pela inocu-
lagdo de ONCO-BCG Oral no coxim plantar de hamsters. Cada ponto representa
a média de 10 animais. Conjunto A. padrdes classicos de evolucdo; Conjunto
B. padrées andomalos de evolucdo.

Anadlise ultra-estrutural das lesdes induzidas pelo ONCO-BCG Oral no co-
xim plantar de hamsters: A analise ultra-estrutural dos sitios de inoculacdo
dos bacilos das diferentes partidas de ONCO BCG Oral que desenvolve-
ram no coxim plantar do hamsters padrdes inflamatdrios caracteristicos
do Conjunto A, expresso na Figura 1, apresentaram alta concentracdo de
bacilos no interior do citoplasma das células inflamatdrias presentes na le-
sdo. Além disso, apresentaram esses bacilos morfologia caracteristica. Essas
observacdes sugerem um alto grau de multiplicacdo da micobactéria no
interior das células inflamatdrias. Essas células, por outro lado, apresenta-
ram evidentes alteractes, caracterizadas pelo comprometimento e desor-
ganizacdo da matriz intracitoplasmatica, conforme mostra a Figura 2.

As células inflamatdrias presentes nas lesdes desenvolvidas em decor-
réncia da inoculacdo do ONCO-BCG Oral proveniente das partidas cujo pa-
drdo inflamatdrio no coxim plantar do hamster foi classificado como anémalo
(Conjunto B, Figura 1), deixaram evidente uma relativa integridade celu-
lar. Os poucos bacilos presentes na matriz citoplasmatica pareciam fugir
dos padrdes de viabilidade, apresentando-se como pequenas massas
eletron-densas, lembrando um estado de total desintegracdo (Figura 3).
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Figura 2. Micrografia eletronica de célula inflamatdria componente da lesdo induzida pela
inoculagcdo de ONCO-BCG Oral no coxim plantar de hamsters. Notar a intensa
multiplicacdo bacteriana e a conseqlente desorganizacdo da matriz citoplasma-
tica. Aumento (aproximado): 45,600 X,
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Figura 3. Micrografia eletronica dé célula inflamatéria componente de lesdo induzida no
coxim plantar de hamsters pela inoculagdo de ONCO-BCG Oral. Notar o compro-
metimento dos poucos bacilos existentes e matnz celular aparentemente inte-
gra. Aumento (aproximado): 14.600 X.
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DISCUSSAO

O processo de controle de qualidade do ONCO-BCG Oral € efetuado pelas
provas de bacterioscopia, consumo de oxigénio, esterilidade, contagem
de unidades viaveis (vitalidade) e inocuidade. A liberacdo do produto da-
-se pelos resultados dos testes de bacterioscopia, consumo de oxigénio
e esterilidade3?- O teste de bacterioscopia constitui-se na execucdo dos
métodos de Gram e Ziehl-Nielsen, através dos quais procede-se, respecti-
vamente, a verificacdo da presenca eventual de contaminantes e a identi-
ficacdo dos bacilos com as caracteristicas tintoriais especificas. Além disso,
essa prova permite a verificacédo do grau de dispersédo entre as bactérias,
fator importante na propriedade imunoestimulante de uma suspenséo de
BCGZ: O teste de consumo de oxigénio assegura a presenca de um nu-
mero minimo de bacilos vivos por unidade de volume. Esse dado reveste-
se de importancia, considerando-se que tanto maior sera a capacidade imu-
noestimulante do BCG quanto menores forem as manipulacdes desde o
meio de cultura até o hospedeiro!2.22,

O reduzido prazo de validade do ONCO-BCG Oral (25 dias), faz com que
se tenha um também reduzido periodo disponivel para a execucédo dos testes
de controle de qualidade. Dessa forma, o produto é liberado para o consu-
mo dispondo-se apenas de dados que assegurem as caracteristicas acima
mencionadas, quais sejam, uma suspensao dispersa de bacilos 4lcool-acido
resistentes, vivos e sem a presenca de contaminantes.

A propriedade imunoestimulante do produto ndo pode, no entanto, ser
detectada através das provas mencionadas. Comfirma esse fato auséncia
de correlacdo entre as provas de controle de qualidade e os padrdes de
evolucdo das lesGes por nds observados: todas as partidas de ONCO-BCG
Oral utilizadas mostraram-se dentro dos padrdes para essas provas; deter-
minadas partidas induziram respostas andmalas (Figura 1-B). Por outro
lado, essa capacidade imunopotencializadora estd limitada aos com-
ponentes lipidicos da parede micobacteriana, os quais sdo também os
responsaveis pela inducdo da resposta inflamatéria granulomatosa no

hospedeiro14.28,29,36

Neste contexto, a avaliagdo das lesdes granulomatosas induzidas no
coxim plantar dos hamsters assume a configuracé@o de uma prova biolégi-
ca sensivel para avaliar o potencial imunoestimulante do ONCO-BCG Oral.

A presenca de bacilos 4dlcool-acido resistentes vivos, caracteristica co-
mum a todas as partidas de ONCO-BCG Oral estudadas ndo significa ne-
cessariamente capacidade imunoestimulante. O fato de que determinadas
partidas de ONCO-BCG Oral tenham desenvolvido cinética lesional dife-
rente do que estabelecemos como normal, indica uma drdstica reducéo
nos constituintes lipidicos da parede micobacteriana 28.29 g, conseqUien-
temente, da capacidade imunoestimulante dessas partidas.

A observacéo ultraestrutural dos componentes celulares das lesées foi
suficiente para confirmar os dados obtidos pelo acompanhamento das le-
sées induzidas pelas diversas partidas de ONCO-BCG Oral. Micobactérias
multiplicam-se no interior de células do hospedeiro, comprometendo-as
estrutural e funcionalmente; ja fol demonstrado que somente micobacté-
rias integras em sua parede conseguem sobreviver e multiplicar nesse meio
29 A concentracdo de bacilos integros no interior do citoplasma das cé-
lulas inflamatdérias, bem como o comprometimento citoplasmatico dessas,
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conforme ocorrido em resposta a determinadas partidas de ONCO-BCG Oral,
atestam a integridade dessas bactérias (Fig. 1-A; Fig. 2). Em contraparti-
da, bacilos de outras amostras de ONCO-BCG Oral, incapazes de provo-
car uma resposta inflamatéria conforme os padrdes classicos no coxim
plantar do hamster (Fig. 1-B) exibiram-se em baixo ndmero e, ultraestru-
turalmente, em formas incompativeis com a viabilidade no interior de cé-
lulas inflamatdrias cuja morfologia correspondeu a um padréo
aparentemente inalterado (Figura 3).

A simples comparacdo das mensuracoes das lestes do coxim plantar
fornecem parametros suficientes para a avaliagédo do potencial antigénico
e imunoestimulante do ONCO-BCG Oral. A semelhanca das provas de vi-
talidade e inocuidade, a avaliacéo do potencial antigénico através da ino-
culacdo em hamster, também é um teste de longa duracdo, embora menos
demorado que estes, sendo necessarios apenas 15 dias para a constitui-
¢cao da celularidade caracteristica de uma lesd@o granulomatosa. Em virtu-
de da simplicidade do método e da importdncia dos resultados por ele
fornecidos, consideramos viavel sua aplicacédo periédica nos laboratoérios
de controle de qualidade de ONCO-BCG Oral.
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ABSTRACT: The quality control process of oral ONCO-BCG includes short
time and long time proofs. The product is released for use after results
obtained in the following proofs: bacterioscopy, oxygem comsumption
and sterelity these tests guarantee that the product’s a contaminant —
free suspension of disperse, live acid-fast bacilli. On the other hand, these
assays alone are insuficient to characterize an immunostimulant product.
This property is closely related to the fattyacid components of the bac-
teria’s cell wall, witch can induce a granulomatous inflammatory response
in the foot pad of hamster. The present study suggests a quality control
test for Oral ONCO-BCG. Considering its immunostimulant properties
through the kinetics of the lesions induced in hamsters thus establishing
a biological quality control proof.

KEYWORDS: BCG; neoplasias, adjuvant treatment; granulomatous in-
flammation.
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