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ACAO DOS SUCOS DIGESTIVOS SOBRE A ABSORCAO E DESTINO DO BCG
ORAL

Rodnei C. Mortatti1, Luiz Carlos S. Maia2 e Leila Fonsecal

Estudou-se a a¢do do suco gastrico artificial e suco duodenal humano sobre a
vacina BCG, bem como a absorgdo e destino desta apés administracdo intragastrica em
camundongos. O contato de 2 horas do bacilo com o suco gastrico provocou uma
diminui¢do significante do consumo de oxigénio e uma moderada perda da viabilidade.
O suco duodenal induziu marcante decréscimo da respiragio bacilar e grande redugdo
da viabilidade. O BCG foi marcado com carbono-14 usando-se 14C-glicerol como
precursor dos lipidios micobacterianos. Niveis similares de radioatividade foram
obtidos nos orgdos dos animais, 24 horas apés administragcdo intragastrica de .
BCG, 14c-BCG rompido por ultra-som e 1 4C—glicerol. Os niveis de 14C-BCG perma-
neceram estdveis do 62 ao 24 dia, enquanto o sonicado de 14C-BCG e 14C-glicerol
definiram um processo de decaimento biolégico. As curvas de biodecaimento no
intestino delgado e no figado indicaram que o processo de absorgdo foi desencadeado
rapidamente e alcangcou seu nivel mdximo as 24 horas, decaindo em seguida de acordo
com a complexidade quimica do material dado aos camundongos. Nao foram isolados
bacilos vidveis dos 6rgdos dos animais que receberam BCG ndo marcado. Pode-se
concluir, portanto, que a maioria dos bacilos foram absorvidos intactos mas ndo

vigvers.

Palavras chaves: Micobactéria. BCG oral. Sucos digestivos. Carbono-14. Absor-

¢d0. Biodisponibilidade.

De 1921 até poucos anos atras, a vacina BCG
foi administrada pela via oral a milhdes de pessoas, na
tentativa de induzir protegao contra a tuberculose.
Devido a razoes operacionais e econdmicas, esta via
foi abandonada sem uma conclusio final sobre sua
absor¢ao gastrintestinal. Todavia, resposta de hipersen-
sibilidade retardada ao PPD apds administragao oral do
BCG em humanos!2 182023 ¢ cobaios8 19 tem sido aceita
como evidéncia da relevancia do BCG oral para o sistema
imune. Recentemente, administracio de BCG oral
como um estimulante imunologico inespecifico, foi
estendida a imunoterapia do cancer em modelos
animais43 28 ¢ pacientes humanos!6 25 29, Melhoria do
estado imunoldgico de pacientes com cancer avangado
pode ser alcangado sem reagdes adversas, mesmo apos
doses macigas de BCG oral30,

Apos doses orais repetidas, poucas unidades
viaveis de BCG foram recuperadas de orgaos de
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cobaios, camundongos e humanos, e interpretados
como uma evidéncia de sua absor¢do pelo trato
gastrintestinal® 8 21 28, Contudo, a sensibilidade do
BCG ao processo digestivo, a quantificagao dos
bacilos absorvidos e o seu destino no hospedeiro sao
questdes que permanecem sem resposta. Na tentativa
de examinar tais questdes, nos tratamos BCG viavel
com os sucos digestivos in vitro, tragamos a bio-
distribui¢ao de bacilos marcados com carbono-i4 e
enumeramos os bacilos vidveis nos Odrgaos dos
camundongos.

MATERIAL E METODOS

Animais — Foram usados camundongos
SW55/Tor fémeas, produzidas por acasalamento
aleatério em colonias fechadas (Dr. S. T. Torres,
Universidade Federal Fluminense, RJ). Os animais
foram alimentados com ragdo granulada comercial e
agua acidificada ad libitum.

Vacina BCG - Foi usada aestirpe Moreau (Rio
de Janeiro), produzida comercialmente peta Funda-
¢ao Ataulpho de Paiva. Esta estirpe vem sendo
cultivada ha varios anos na superficie de meio IVM
que possui a seguinte composigao por litro: citrato de
sodio, 2g; sulfato de magnésio, 0,5 g; fosfato de
potassio, 0,5 g; glutamato de sodio, lg; pectona,
16,6 g; amido, 1 g; citrato férrico amoniacal a
15% (p/v), 0,4 ml e glicerol, 60 ml. Nos experimentos
de marcagdo empregou-se também meio IVM sem
adicao de glicerol (IVM-GF).
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Ac¢do dos sucos digestivos sobre o BCG — Suco
gastrico artificial pH 1,92 foi preparado como des-
crito22. Suco duodenal pH 6,7 foi obtido por entuba-
¢ao gastroduodenal de doadores humanos. Diluiu-se
20 mg (1 ml) de vacina BCG liquida em 2 ml de suco
gastrico (pH final 3,2) ou suco duodenal (pH final 7,2)
ou ainda tampao de fosfatos-salina (PBS, pH 7,4) e
inoculou-se em frascos de Warburg. O consumo de
oxigénio foi medido ac cabo de 30, 60 e 120 minutos a
37°C em 3 a 8 réplicas, por técnica padrao de
Warburg. Para estimar a viabilidade apos 30 e
120 min., 0,1 ml da mistura de reagao foi diluida em
solugao salina isotonica até 1:100.000, 1:200.000 ¢
1:400.000, inoculada em 5 a 10 réplicas em meio de
Ogawa e incubadas a 37° C por 6 semanas. Quando se
contou o numero de particulas viaveis, os resultados
foram computados para analise de variancia e os valo-
res de probabilidade calculados por teste-t entre as
médias>.

Marcac¢do do BCG — BCG marcado com car-
bono-14 foi preparado como descrito para Myco-
bacterium phlei??, mas com as seguintes modifica-
¢oes: inoculou-se 100 mg (peso seco) de vacina liquida
em 10 ml de meios IVM ou IVM-GF, contendo
250 uCi de 1,3- 14C glicerol (New England
Nuclear, NEN, Mass., USA, atividade especifica
40.8 mCi/mmol) e incubou-se a 37° C sob agitagdo
leve e constante. Apos 14 dias, os bacilos foram
colhidos por centrifugagdo e lavados (10,000 xg,
15 min., 4° C) com agua destilada, até que a contagem
do liquido sobrenadante fosse reduzida ao nivel daque-
la obtida com agua destilada. O rendimento de mar-
cagao e a atividade especifica do BCG marcado foram
calculados em amostras solubilizadas com hidroxido
de amoénio quaternario 0,5 M (Protosol, NEN, USA)
a 55°C por 18 horas de acordo com instrucdo do
fabricante. As amostras digeridas foram diluidas em
Econofluor (NEM, USA) e contadas (Beckman
3155P cintilador liquido).

Experimentos de absorg¢do — Trés grupos de 18
animais receberam os seguintes tratamentos intragas-
tricos: 5 mg (0,45 uCi) de 14C-BCG, 2,5 mg(0,23 uCi)
de 14C-BCG rompido pelo ultra-som por 15 min. em
disruptor sonico (Heat System Ultrasonics, N.Y.,
USA) como descrito!! e 0,25 uCi de 14C-glicerol.
Todas as solugdes foram diluidas em salina isotonica e
administradas através de sonda gastrica para alimen-
tagdo de prematuros (Sherwood Inc. USA). Os ani-
mais sangrados pelo plexo axilar no 19, 69, 120 ¢ 2490
dias apos o tratamento tiveram os intestinos, figado,
ganglios mesentéricos, bago e pulmdes removidos. Os
orgaos foram lavados com salina isotdnica, cortados,
fixados em formalina tamponada pH 7,2 e pesados
apos adsor¢ao do liquido em excesso. Diversas amos-
tras dos orgaos, incluindo duodeno, ileo (contendo
placas de Peyer), ceco e regidao coloretal foram
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removidas. As amostras de sangue foram preparadas
por digestao com mistura 1:2 Protosol: etanol por 1
hora a 60°C, de acordo com as instrugdes dos
fabricantes. As amostras de orgaos foram solubiliza-
das com Protosol por 48 horas a 55° C. As amostras
foram, em seguida, diluidas em Biofluor (NEN) e
contadas. A percentagem de recuperagao foi calculada
pela adigao das leituras das amostras dos drgaos e
projetadas para o peso total dos orgaos. Os resuitados
foram representados como percentagem da dose
administrada. Para determinar a taxa de decaimento
biologico, os dados sobre a recuperagdo total, do
figado e do intestino delgado foram tratados por
analise de regressdo curvilinear26,

Contagem de unidades viaveis'de BCG nos
orgagos —Um, 6, 12 e 24 dias apos a instilagao
intragastrica de 5 ou 50 mg de vacina BCG liquida,
grupos de 3 animais selecionados aleatoriamente
foram sacrificados tendo os pulmoes, figado, bago e
ganglios mesentéricos removidos assepticamente e
homogenizados em gral de vidro com pistilo de teflon
acoplado a motor de alta rota¢ao, em 5 ml de salina
estéril contendo 0,2% de soroalbumina bovina
(ne a-4503, Sigma Chemical Co., MO., USA). Nos
fragmentos de intestinos, as fezes foram expelidas com
30 ml de salina estéril antes da homogeneizagio.
Dilui¢des apropriadas do homogenado foram semea-
dos em agar Middlebrook 7H10, contendo 20 ug de
acido nalidixico, 10 ug de anfotericina B ¢ 50 U de
penicilina por ml. As placas foram incubadas em
embalagens seladas por 4 semanas a 37¢ C. Amostras
de 0,1 ml de sangue foram também incubados em agar
7TH10. Determinou-se a viabilidade dos inoculos orais
pela contagem de unidades viaveis imediatamente
apds a administragdo intragastrica, semeando-se di-
lui¢oes adequadas do inoculo (fator de 10) em placas
de agar TH10 contendo antibidticos, como indicado
acima.

RESULTADOS

Acao dos sucos disgestivos sobre o BCG —
Antes de embarcar no estudo da absorgdo gastrin-
testinal de Mpycobacterium bovis BCG, pareceu
interessante estudar o comportamento das células
bacterianas quando tratadas pelo suco gastrico (SG)

SD sobre a vacina BCG é mostrada na Figura 1. Foi
de 0,019 umoles/mg a taxa de consumo de oxigénio
pelos bacilos apo6s contato de 30 min. com o SG
enquanto o BCG incubado em PBS consumiu
0,027 umoles/mg (p < 0,05). Nao se achou alteragao
da viabilidade dos bacilos ao fim desse tempo (Tabela
1). Os bacilos toleraram esse tratamento até 60 min.,
quando o consumo de oxigénio foi similar ao BCG em
PBS (0,07 umoles/mg). O sofrimento bacteriano se
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Fig. 1 —- Consumo de oxigénio pelo BCG durante
tratamento com suco gastrico (SG) e suco
duodenal (SD).

tornou detectavel aos 120 min., com consumo de
oxigénio de 0,258 umoles pelo SG-BCG comparado
com 0,3 umoles pelo PBS-BCG (p < 0,05). A viabi-
lidade nesse momento foi 7,1 x 103 particulas viaveis
por mg, o que significou uma reducdo de 40% na
sobrevivéncia (p < 0,05, Tabela 1).

O sucoduodenal foi mais danoso para célulade
BCG que o suco gastrico. Apos 30 min de contato,
BCG consumiu 0,01 umoles de O, por mg, menos que
a metade de PBS-BCG (p <0,001). Esta alteragao
ndo induziu perda da viabilidade como mostra a
contagem de bacilos viaveis na Tabela 1. Até 60 min.
de incubag¢do com SD, houve suficiente aumento da
respiragdo celular para manter a diferenga dos con-
troles em torno de 50% (p <0,001). Intenso sofri-
mento bacteriano foi evidenciado dos 60 aos 120 min.
de contato com o SD, com decréscimo de 80% no
consumo de O, (0,058 umoles/mg) quando compara-
do aos controles (p < 0,001), resultando em drastica
redu¢do na contagem de particulas viaveis (65%,
p < 0,005, Tabela 1).

Tabela | - Viabilidade de BCG apés tratamento com PBS, suco gdstrico (SG) e suco duodenal (SD)2

Contagem de viaveis (X 106) apos:

BCG em:b

30 min. 120 min. Mortalidade
PBS 1,9 +0,55¢ 2.3 £0,50 0
Suco gastrico 1,21 +0,39 0.71 £ 0,18 40%
Suco duodenal 3,2 +£0,55 1,2 +0.32 65%

a Contagem de viaveis realizada em meio de Ogawa 6 semanas apo6s a inoculagdo. Os controles de tempo zero nao foram diferentes

das contagens de 30 min.

b6mg de BCG por ml. O pH final da reacdao em PBS, SG e SD foi 7.4, 3.2 e 7.2 respectivamente.
€ Média =* erro padrio da média. As diferencas de sobrevivéncia foram significantes em cada grupo de tratamento (p < 0,05,

analise de variancia).

Marca¢ido de BCG-Como é mostrado na
Tabela 2, bacilos crescendo em meio IVM completo.
(contendo 6% de glicerol nao marcado) incorporaram
0,002 umoles de 4C-glicerol (rendimento de marca-
¢30=0,2%). Em meio IVM-GF a incorporacio
aumentou 18 vezes, alcangando 0,22 umoles de
14C-glicerol por cada 100 mg de BCG (3,6% de
rendimento). O destino dos carbonos assimilados
foram discutidos alhures?” mas a maioria das molécu-
las com carbono-14 esta associada aos lipidios
micobacterianos.

Absorgao e destino do 14C-BCG - A absorgao
total e a biodistribui¢ao de 14C-BCG em camundon-
gos tratados pela via oral estao resumidas na Tabela 3.
A absorgdo total foi considerada como a soma das
leituras obtidas em todos os 6rgaos nas primeiras 24

horas. A Tabela 3 assinala a alta recuperago obtida no
figado e intestino delgado, em contraste com as
recuperagdes nos demais oOrgaos. Observando estes
dados, duas importantes questoes devem ser formula-
das. Primeiro, quais eram as condigdes de integridade
celular do BCG apods o evento absortivo, tendo em
mente a agao lesiva dos sucos digestivos. Segundo, se
o patamar alcangado pelo !4C-BCG no figado entre os
dias 6 e 24 (diferengas mostradas nao sao significan-
tes) estaria mantido pelo BCG inteiro ou por seus
produtos de digestao. Com o fito de elucidar estas
questdes, dois controles foram introduzidos: o sonica-
do de '4C-BCG para simular a digestdo parcial € o
14C-glicerol para representar a solubilizagio total dos
lipidios micobacterianos. A Figura 2 mostra que 5%
da radioatividade administrada com 4C-BCG foi
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Tabela 2 — Incorporagdo del 1,3-140  glicerol pelo BCG em meios IVM e IVM-GFe.

Ivmb IVM-GF¢
Contagemd 4.500 167.000
(cpm/mg)
Atividade 4.600 200.000
(dpm/mg)
Atividade especifica. 0,002 0,09
(u Cimg)
Rendimento (%) 0,2 3,6

a Culturas de 14 dias a 37:’(‘ sob permanente agitagao.
b Contendo 6% de glicerol nio marcado
€ Meio sem glicerol

d Contagens radioativas realizadas em cintilador liquido Beckman 3155P a 254oC

Eficiéncia de contagem para 14C = 98%

Tabela 3 - Biodistribuicio de 14C-BCG administrado intragastricamente em camundongos®

Dias
1 6 12 24
Recuperagio total 5,51 +0,40b 1,65 +0,19 1,49 £+ 0,05 1,43 £ 0,04
Figado 1,98 £ 0,53 0,55 +0,11 0,50+ 0,13 0,64 + 0,01
Bago 0,11 £ 0,01 0,04 £ 0,01 0,11 = 0,04 0,15 + 0,06
Ganglios mesentéricos 0,15 £ 0,01 0,15 +0,01 0,16 = 0,01 0,10 + 0,02
Intestino delgado 2,12 +£0,21 0,49 + 0,06 0,33+ 0,09 0,27 £ 0,06
Intestino grosso 0,077+ 0,11 0,26 + 0,09 0,23 £ 0,07 0,13 0,02
Pulmoes 0,07 £ 0,02 0,04 £0,01 0,09 £ 0,02 0,08 £ 0,02
Sangue€ 0,31 £ 0,01 0,13 +0,01 0,07 + 0,03 0,06 £+ 0,02

a Animais receberam 5mg (0,45uCi) de 14C-BCG por via intragastrica.
b Percentagem da dose administrada. Média + erro padrio da média.
€ Corrigido para 1,5 ml (volume médio do sangue total de camundongos).
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Fig. 2 — Recuperagado total e decaimento bioldgico do
14C-BCG, 4C-BCG sonicado e 14C-glicerol
apos administracdo intragdstrica em ca-
mundongos.
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recuperada nos orgaos apos 24 horas, caindo a 1,5%
pelo dia 6 e permanecendo estavel até o 249 dia. Se
sonicado, o 14C-BCG teve um menor nivel de absor-
¢a0 e mostrou um processo regular de biodecaimento
(decaimento exponencial, r2 = 0,998) com 4% de
radioatividade recuperada no 1¢ dia e 0,5% no 24¢
dia. O decaimento do !4C-glicerol foi rapido (fungio
poténcia, r2 = 0,990) mostrando 6% no dia 1 e
reduzindo-se 12 vezes e 20 vezes nos dias 12 e 24
respectivamente.

Do intestino delgado foram recuperados no 19
dia cerca de 2% da radioatividade administrada com
14C.BCG (Fig. 3). A atividade decaiu em fungao
poténcia (r2 = 0,940) até¢ 0,25% no 24¢ dia. Obser-
vou-se um padrao similar de decaimento com o
sonicado de '4C-BCG (12 = 0,990) dando 1,3% no 1¢
dia e 0,2% no 24¢ dia. O biodecaimento do !4C-glicerol
foi rapido (fun¢do poténcia, r2 = 0,980), dando leitu-
ras de 2% no dia 1 e caindo a niveis praticamente inde-
tectaveis apds o 120 dia. O padrao poténcia das curvas
de biodecaimento mostra que o intestino delgado €
um Orgao de passagem, com pouca capacidade de
retengao para as células BCG inteiras ou de seus
produtos derivados.
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Fig. 3 — Recuperagdo e decaimento biologico do
14C-BCG, 14C-BCG sonicado e 14C-glicerol
no intestino delgado de camundongos apos
administracéo intraggstrica.

Findo o 1°¢ dia, a radioatividade detectada no
figado dos animais tratados pelo !4C-glicerol com-
preenderam cerca de 2% da dose administrada (Fig. 4),
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Fig. 4 — Recuperagdo e decaimento biolégico do
14C-BCG, 14C-BCG sonicado e 14C-glicerol
no figado de camundongos apés administra-
¢do intragastrica.

enquanto '4C-BCG sonicado mostrou 1,4%. Nos dias
subseqiientes, o ! 4C-glicerol decaiu continuamente em
fungédo poténcia (r2 = 0,990). Jao '4C-BCG sonicado

decaiu exponencialmente (r2 = 0,960) porque, sendo
uma mistura de diversos compostos e macroagregados
esta, provavelmente, sofrendo diferentes processos de
eliminagdo. Foram consideradas despreziveis a quan-
tidade de radioatividade de ambos os produtos acha-
dos no 249 dia. Em contraste, 14C-BCG alcangou um
patamar do 62 ao 24¢ dias, provendo leituras constan-
tes em torno de 0,5%.

Contagem de unidades vidveis de BCG nos
orgaos — A despeito da inclusio do sonicado de 14C-
BCG e do 14C-glicerol como controles para o estudo
da absor¢iao de BCG, argumenta-se que a enumeragiao
de bactérias usando recuperagio de radioatividade em
diferentes Orgaos, nao expressa o numero real de
bacilos BCG viaveis nos orgaos. Por conseguinte,
foram contadas as particulas viaveis no figado, pul-
moes, bago, intestinos, linfonodos mesertéricos e
sangue. Realizaram-se esses experimentos por 3 ve-
zes, dois dos quais com indculo de S mg de BCG e um
outro usando indculo de 50 mg de BCG. Em nenhuma
ocasido, particulas viaveis de BCG puderam ser
recuperadas dos orgaos ou do sangue.

DISCUSSAO

Diversos relatos® 891521 28 t¢m mostrado que
uma porgao significante de BCG viavel administrado
oralmente pode alcangar o intestino delgado, mas
poucos bacilos passam pelas placas de Peyer e
alcangam os demais orgdos. Todavia, a influéncia do
processo digestivo na sobrevivéncia dos bacilos ndo
fora ainda estudada.

Os resultados relatados aqui mostram um efeito
nocivo, tempo-dependente, do suco gastrico sobre a
vacina BCG. Experimentos de respiragdo bacilar
mostraram que a agao lesiva do suco gastrico pode ser
tolerada por, no maximo, 1 hora sem perda signifi-
cante da viabilidade. Contudo, o intenso dano
induzido pelo suco duodenal sobre 0 BCG sugere que
varios fatores, além do baixo pH, devem estar impli-
cados na sobrevivéncia dos microorganismos dentro
do trato digestivo. Ainda que o efeito nocivo do suco
duodenal comece logo aos 30 min de contato pro-
vocando uma intensa depressio da respiragao
bacilar, o BCG pode sobreviver sem significante
redugdo da viabilidade se transferido para meio de
cultura fresco. Entre 1 a 2 horas de contato com suco
duodenal, as alteragdes metabolicas dos bacilos se
tornam irreversiveis e a viabilidade cai fortemente.

Os estudos sobre a absor¢do de material mar-
cado com carbono-14 indicam que 14C-BCG viavel ou
tratado pelo ultra-som e o 14C-glicerol sdo absorvidos
em proporg¢des similares e prontamente recuperados
dos orgaos dos camundongos ao fim do 1¢ dia. As
diferengas na persisténcia de cada produto dentro do
organismo sao percebidas comparando a inclinagao
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das curvas de biodecaimento. As diferengas dos
padrdes de decaimento podem ser correlacionadas a
natureza ou complexidade quimica de cada material.
O nivel estavel mantido do 6° ao 24¢ dia, correspon-
deu aterga parte da radioatividade total recuperada no
10 dia e sugere que, pelo menos, a integridade bacilar
foi mantida apos absorc¢ao. Esta propor¢ao concorda
com a propor¢dao do BCG que sobreviveu ao trata-
mento com suco duodenal. Graus varidveis de
persisténcia foram também vistos tragando o biode-
caimento no intestino delgado. E importante enfatizar
que o biodecaimento do intestino delgado pode ser
interpretado como sendo o evento absortivo das
células de BCG viaveis ou de seus produtos.
Publicagdes prévias enfatizaram o importante
papel do tecido linfoide associado ao intestino
(GALT) na absor¢ao de material particulado!3 14, A
camada epitelial do GALT é penetravel por material
particulado, que é subseqiientemente fagocitado pelos
macréfagos da zona subepitelial. E necessario longa
exposi¢ao para se obter grande quantidade de parti-
culas de carvao ou de latex em macrofagos subepite-
liais12 13, A presenga de particulas de latex de polies-
tireno em células epiteliais, lamina prépria e sinu-
soides hepaticos pode ser demonstrada poucas horas
apos instilagao gastrica em ratos24, Entretanto, achou-
se nos ganglios linfaticos mesentéricos e outros orgaos
apenas uma pequena porcao de tal material particu-
lado. Células viaveis de Salmonella enteritidis foram
detectadas na mucosa ileal, bem como em suas placas
de Peyer 12 horas apos administragao oral em camun-
dongos. Os ganglios de drenagem foram alcangados 48
horas mais tarde, mas nao se achou salmonela no
figado e bago antes de 54 horas apos a inoculagdo’. De
outro modo, a invasao de tecido e a sobrevida de
Listeria monocytogenes nos intestinos apos inocula-
¢ao oral, parece estar restrita a placas de Peyer, posto
que nenhum organismo pode ser cultivado da mucosa
intestinal livre das placas de Peyer!?. Similarmente,
somente 48 horas apos administragao oral foi possivel
o isolamento de L. monocytogenes do figado e do
bago. Nossos dados mostram que o processo absortivo
do 14C-BCG e seus derivados no intestino delgado, é
suficientemente vigoroso para induzir altas contagens
no figado 24 horas depois e parece ser independente da
viabilidade bacilar. Como a passagem do BCG através
do trato intestinal ndo se completou até 24 horas,
parece que parte do BCG ou seus produtos podem ser
retidos em macrofagos intestinais. E possivel que a
absor¢ao do BCG ocorra através das células epiteliais.
Sua facil detecgao no figado 24 horas mais tarde, a
niveis comparaveis ao 14C-glicerol consubstancia esta
afirmagdo. A quantidade desprezivel de radioativida-
de achada nos ganglios mesentéricos durante os
experimentos, indica que o BCG e seus produtos
podem alcancar a corrente sangiiinea por drenagem
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linfatica do sitio absortivo em diregdo ao canal to-
raxico, por alguma derivagao que exclua os ganglios
mesentéricos ou por via desconhecida. E de esperar-se
que, se 0 BCG penetrasse nos linfonodos, seriam
certamente seqiiestrados e fagocitados pelos macro-
fagos ganglionares. Nao pode ser excluida a possi-
bilidade da absor¢ao do BCG pela migragao de
macrofagos contendo bacilos da lamina prépria ou
zona subepitelial para a circulagio sistémica. Isto
seria, contudo, um fenémeno retardado que poderia
ocorrer apos o pico absortivo do 19 dia.

O nivel patamar mantido por 18 dias poderia ser
explicado pela presen¢a de BCG intacto no figado,
mas nao significa necessariamente que os bacilos
estariam vivos. Na verdade, nés achamos que bacilos
viaveis estavam ausentes dos orgaos dos animais
tratados. Ainda que alguns relatos tenham mostrado
que BCG administrado por via oral possa ser recupe-
rado de diferentes orgéos, o assunto ¢ ainda contro-
verso. Nossos dados concordam com recente publica-
¢ao mostrando recuperagio de pouquissimas particu-
las viaveis de BCG no figado de camundongos,
submetidos semanalmente a doses maci¢as de BCG28,
Em adigao, Gernez-Rieux e cols 10 nao foram capazes
de recuperar BCG viavel de linfonodos mesentéricos,
de pacientes neoplasicos submetidos a doses altas de
BCG oral, a despeito do numero significante de
bacilos viaveis no suco intestinal.

Tokunaga e cols 28 mostraram que 0s macré-
fagos infiltram as placas de Peyer apos administragao
de BCG oral. Os eventos imunoldgicos que seguem a
infiltracdo de macrofagos nas placas de Peyer ndo
estdo bem estabelecidas, mas nossos resultados suge-
rem que as células fagociticas poderiam ter restringido
a infec¢do pelo BCG, quando estes estavam danifica-
dos pela agédo dos sucos digestivos. Apesar de ser bem
conhecida a propriedade do BCG oral de induzir
reagdo positiva ao PPD em humanos e ani-
mais2 181923 ainda nao foi comprovado se esta
resposta € equivalente ao nivel de imunidade celular
induzida pelo BCG vivo administrado por via intra-
dérmica.

SUMMARY

The absorption and the biological routing of
Mycobacterium bovis BCG vaccine following intra-
gastric administration to mice was studied. A
harmful action of gastric (GJ) and duodenal juices
(DJ) on BCG cells in vitro was found. Treatment with
GJ induced a significant decrease of the oxygen
uptake and a moderate loss of viability, as expressed
by the number of colony-forming units (CFU) of
BCG. Severe decreases of bacilli respiration and a
notable fall of CFU counts were detected during DJ
treatment. The biorouting of BCG cells was determi-
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ned using carbon-14 labelled bacilli. The labelling
was accomplished through a metabolic precursor of
mycobacterial lipids, 14C  -glycerol. The levels
of radioactivity recovered at the first day in the organs
of mice receiving either gastric instillation of 14 C-BCG,
sonically disrupted 1+-BCG or  14C  glycerol
were very similar. Subsequently, sonicated 14C-BCG
and 14C -glycerol were involved in a biological
decay process, while the level of 14C-BCG associated
radioactivity remained stable in the organs from 6 to
24 days. Data on the biodecay from the small
intestine and liver showed that absorptive events were
Jast enough to reach the highest level at 24 hours,
dropping thereafter according to the complexity of the
material given to the mice. In all instances, however,
living BCG was not cultured from organs of mice
given unlabelled BCG. The preceding data suggest
that the great majority of BCG cells that passed the
gut barriers were absorbed intact but not alive.

Key words: Mycobacteria. Oral BCG. Diges-
tive juices. 14C-labelling. Absorption. Biovailability.
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