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As relagbes entre as doses de M. lepraemurium, o periodo de laténcia, o
desenvolvimento das lesBes e, principamente, a sobrevivéncia de ratos experi-
mental mente inoculados, tém sido pouco estudadas. Variages entre 1 e 1x10-* na dose
inoculada, provocam, em camundongos injetados por viaintracorneana, diferengas quanto
ao tempo de laténcia e a intensidade das lesdes locais e gerais, havendo nitida relacdo
entre adiluicdo e o desenvolvimento das lesdes (8).

A citada relagdo possui importéncia, inclusive no que se refere aos estudos de
quimioterapia experimental da lepra murina. Por ésse motivo tem sido sugerida a
padronizacdo da quantidade de indculo, nos ensaios quimioterapicos, mesmo que as
técnicas para a determinacdo do nimero, ou do péso, de bacilos sgjam sujeitas a causas de
érro (3,4, 5).

No presente trabalho sera estudado o efeito da dose de bacilos sobre a evolugéo da
moléstia, provocada em ratos inoculados por via intraperitoneal e submetidos, ou néo, ao
tratamento sulfénico.

METODO: Ratos Wistar, de ambos 0s sexos, pesando 90-120 g foram inoculados, por
viaintraperitoneal, com doses diferentes de uma mesma suspensdo de M. lepraemurium.
A suspensdo foi preparada pelo método usual (2), sendo o péso de bacilos, por unidade de
volume da suspensdo, determinado por método anteriormente descrito (5). Uma vez
conhecida a quantidade de bacilos, a suspensdo foi diluida de forma a obterem-se 3
concentrages, na mesma unidade de volume; as dilui¢es foram feitas com o maximo
rigor. Apesar do péso absoluto de bacilos, contido na suspenso, ter sido determinado por
método sujeito a causas de érro (5), as relagdes entre as doses usadas € correta.

Uma parte dos animais foi mantida sem tratamento; outra parte foi tratada pelo 4-4' —
diaminodifenilsulfona, por via oral, sendo a substancia administrada em mistura com a
ragdo, na proporcao de 0,3%; os animais ingeriram, em média 40 mg de sulfona por dia,
dose esta que apresenta atividade na lepra murina (7). O tratamento foi iniciado no 7.° dia
gue sucedeu a inocul agdo.

Os animais foram reunidos, segundo a dose de bacilos inoculada, em 3 grupos:

GRUPO 1 — 40 ratos inoculados com 0,5 ml de suspensdo contendo 5,7 mg de M.
lepraemurium; 20 permaneceram sem tratamento e 20 foram tratados com sulfong;

GRUPO 2 — 40 ratos inoculados com 0,5 ml de suspensdo contendo 2,85 mg de M.
lepraemurium; 20 ratos ndo receberam tratamento e 20 foram tratados com sulfona.
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GRUPO 3 — 40 ratos inoculados com 0,5 ml de suspensio contendo 0,57 mg de M.
lepraemurium; 20 ratos ndo receberam tratamento e 20 foram tratados com sulfona.

Aproximadamente 10 animais de cada grupo foram sacrificados periodicamente, cada
60 dias, a partir do 90.° dia que sucedeu a inoculagdo. Nestes animais estudou-se, macro e
microscopicamente, a evolugdo das lesdes durante o decorrer da experimentagdo. O
estudo histolégico foi feito apds fixagdo em Bouin ou em formalina a 10%, incluso em
parafina e coloracdo pelaH. E., e Ziehl-Neelsen.

Nos animais restantes (11 ndo tratados e 10 tratados do grupo 1; 12 ndo tratados e 10
tratados do grupo 2; 10 ndo tratados e 11 tratados do grupo 3) a moléstia evoluiu até a
morte natural dos ratos. Baseado nestes dados estudou-se a sobrevivéncia até o 655.° dia
apos ainoculagéo.

A sobrevivéncia foi analisada estatisticamente e comparada com a intensidade das
lesBes, verificadas apds a necropsia dos animais sacrificados e dos mortos natural mente.

Para a andlise edtatistica da sobrevivéncia efetuou-se andlise de varidncia das
reciprocas dos valores obtidos, sendo as varidncias decompostas por comparagdo
ortogonal. Além disso féz-se o estudo da regressdo dose-sobrevivéncia nos 3 grupos de
animais; usou-se também a reciproca dos val ores da sobrevivéncia para éstes ca cul os.

RESULTADOS

As médias harménicas da sobrevivéncia nos vérios grupos estéo expostas no quadro 1.
Como os valores individuais digpdem-se assimetricamente em térno da média, ndo foi
efetuado o calculo do desvio padréo diretamente, mas a partir das reciprocas dos valores
da sobrevivéncia (Quadro 2).

A andlise de variancia da sobrevivéncia e as comparagdes ortogonais estdo expostas
no quadro 3. Estes dados revelam: a) a sobrevivéncia dos ratos tratados com sulfona
difere significativamente da dos animais ndo tratados, isto € o tratamento sulfonico
prolonga a sobrevida dos ratos com lepra muring; b) a sobrevivéncia dos ratos tratados
com sulfona ndo possui relagdo com a dose de bacilos inoculada, ndo havendo diferenca
sigificativas entre os 3 grupos injetados com 57 — 2,85 e 0,57 mg de bacilos,
respectivamente; c) a sobrevivéncia dos animais ndo tratados, ao contrario, apresenta-se
relacionada com a dose de bacilos inoculada, sendo a relagdo altamente significativa,
mostrando que quanto maior a quantidade do in6culo menor a sobrevivéncia e vice-versa;
estarelagdo € linear, quando se tomam os logaritimos das respectivas doses, sendo muito
pequenos (insignificantes) os desvios da linearidade.

Foi calculada a linha de regresséo da sobrevivéncia em fun¢o da dose inoculada, nos
3 grupos de ratos (Quadro 4). O pequeno valor de b (coeficiente de regressao), para os
animais tratados e principalmente, o teste b = O, estéo de acdrdo com a auséncia de
diferencas significativas de sobrevivéncia nos 3 grupos de ratos que receberam tratamento
sulfénico; revela ndo haver relacdo entre a dose de bacilos e a sobrevivéncia, quando os
animais recebem tratamento sulfonico, nas condi¢des usadas. Ao contrario, nos ratos ndo
tratados a regressdo da dose de bacilos em funcdo da sobrevivéncia apresenta coeficiente
de regressao de valor elevado, o que era esperado com base nos resultados da andlise de
variancia. A regresséo € linear, dentro das doses usadas, 0 que permite estimar, dentro
déstes limites, a dose inoculada, uma vez conhecida a sobrevivéncia e vice-versa. Este
método revela que é possivel dosar biologicamente uma suspensdo de bacilos,
dependendo a exatiddo da dosagem da precisdo do péso absoluto da amostra usada como
padréo; éste é o ponto falho do método, poais, os valores absolutos sfo sujeitos a erros. No
gréfico estéo projetadas as linhas de regressdo do logaritimo da dose de bacilos, em
funcdo da sobrevivéncia, nos 3 grupos de ratos, tanto para os animais tratados como para 0s
ndo tratados. No mesmo gréfico estdo projetados os interval os de confianca (P = 0,05) para
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as 2 linhas de regressao, calculadas em relagdo ao ponto médio central. Nos ratos tratados
os intervalos de confianca sd0 mais amplos, o que depende das variagBes dos valores da
sobrevivéncia em torno do valor médio. O gréfico mostra que as duas linhas de regressdo
partem de um ponto comum, de onde divergem. O afastamento entre as duas linhas é
proporcional & dose de bacilos inoculada. Este fato revela que os resultados do tratamento
sulfénico sdo tanto mais evidentes quanto maior a dose do inoculo e vice-versa.

Nos animais ndo tratados, sendo linear a regressao dose de bacilos— sobrevivéncia, é
possivel avaliar o ritmo com que se reproduz o M. lepraemurium, quando inoculado na
cavidade peritoneal do rato. A morte dos ratos com lepra murina, assim induzida, ocorre
guando as lesdes sdo extensas e intensas, isto &, quando a infecgdo atinge alto grau, o qual
€ relativamente constante, fazendo abstragdo as varigdes individuais que ndo sfo
acentuadas. Baseado neste fato e supondo que o ritmo de multiplicagdo dos bacilos seja
independente do numero de células bacterianas inoculadas e segja constante durante téda a
evolugdo da moléstia, € permitido relacionar as doses de indculo com sobrevivéncia e com
o ritmo de multiplicac8o dos bacilos. Para isso, tomou-se como base a dose de 0,57 mg de
bacilos, paraaqual a sobrevida média dada pelalinha de regresséo € de 396 dias. Como o
crescimento dos bacilos se da em progressdo geométrica, apds 3 geragdes o péso sera de
4,56 mg; éste valor na linha de regressdo corresponde a sobrevivéncia média de 230,5
dias. Portanto, 3 geragdes de bacilos ocorrem em 396-230,5 = 166,5 dias e uma geracéo
em 55,1 dias. Os intervalos de confianga para éste valor (t = 0,05) sdo 51,0 €59,2 dias.

Os resultados dos exames anatomo-patol 6gicos revelam que os ratos ndo tratados
morrem sempre com intensas lesdes leprosas, que atingem vérios érgéos. A avaiagdo
guantitativa da intensidade das lesdes nos animais ndo tratados, mortos natural mente,
baseada no nimero e na extensdo das lesdes e, na quantidade de bacilos, ndo mostra
variagdo relacionada com a dose do inéculo. Ao contrario, nos animais ndo tratados,
porém sacrificados periodicamente, é possivel evidenciar relagdo entre a intensidade das
lesbes e a dose de indculo, nos diversos periodos de evolugdo da moléstia. Para um
determinado periodo de evolugdo, as lesdes sdo tanto mais extensas e numerosas, quanto
maior o inéculo. Nos ratos tratados pela sulfona o exame microscépico mostra lesdes com
aspectos em regressao idénticas as descritas anteriormente (1,7).

DISCUSSAO

Os resultados apresentados revelam que em ratos ndo tratados a sobrevivéncia média
depende da dose de bacilos inoculada; a regressdo da sobrevivéncia em funcéo da dose do
inoculo é expressa por uma linha reta, dentro dos limites usados, o que permite dosar
biologicamente o indculo. Ao contrario, nos animais sob tratamento sulfénico ndo ha
relacdo entre a dose do indculo e a sobrevivéncia, umavez que o coeficiente de regressao
sobrevivéncia — dose do indculo é insignificante. Conseglientemente, os resultados de
tratamento para uma quantidade fixa de DDS, baseados na sobrevivéncia dos animais
tratados, em comparagdo com os contréles, sdo tanto mais nitidos quanto maior a dose de
bacilos injetada. Nos ensaios quimioterdpicos € entdo vantajoso o emprégo de grandes
quantidades de in6culo.

Ha um aparente paradoxo entre os resultados da sulfonoterapia, baseados na
sobrevivéncia e, a dose de bacilos inoculada, uma vez que os resultados s&o tanto mais
nitidos quanto maior o indculo. Esse fato é responsavel pela auséncia de paralelismo entre
as linhas de regressdo da sobrevivéncia dos animais tratados e dos contrdles nao tratados.
Supondo que a acdo da sulfona sgja idéntica em tddas as fases da infecgdo, ndo se deveria
verificar ta ocorréncia e a linha de regressdo da sobrevivéncia dos animais tratados
deveria ser paraldla a linha de regressdo dos animais controdles ndo tratados. A falta de
paralelismo verificada pode ser explicada admitindo que a sulfona atue com intensidade
diferente nas diversas fases de evolugéo dalepra murina.
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O DDS aparentemente ndo tem agao sbre as lesbes de lepra murina em formag&o (7)
e ndo parece atuar como bacteriostético, em relagdo ao M. lepraemurium (6). Por outro
lado a atividade do DDS é verificada mais precocemente quando se efetua o tratamento de
animais com lesfes intensas, que quando se institui o0 tratamento logo apds a inoculagédo
do M. lepraemurium (7). Estes fatos sugerem que a acdo do DDS é mais nitida nas lesdes
de lepra murina plenamente desenvolvidas, que nas lesdes em formacgo. E dbvio que
guanto maior a dose de inéculo tanto mais cedo aparecem lesdes plenamente desenvol-
vidas, fato éste dlias, revelado pelo exame andtomo patologico dos animais de
experimentacdo. Talvez seja éste 0 motivo de serem tanto mais nitidos os resultados de
tratamento quanto maior a quantidade do indculo; assim sendo, seria possivel explicar o
aparente paradoxo e a auséncia de paralelismo entre a linha de regresséo da sobrevivéncia
nos animais tratados e nos controles.

Osratos inoculados com M. lepraemurium e tratados pelo DDS comportam-se, quanto
a sobrevivéncia, como animais inoculados com menor dose de bacilos e ndo submetidos a
tratamento sulfonico. Este fato estd de acordo com o comportamento de ratos inoculados
com bacilos recobrados de animais submetidos a tratamento sulfénico durante longo
periodo; os bacilos assim recobrados parecem apresentar alteracdes da viabilidade e por
isso produzem lesdes que evoluem mais lentamente, sendo, portanto, maior a
sobrevivéncia dos animais inoculados. (6). Nestas circunstancias, além disso, as lesdes
s80 menos intensas desde o inicio; verificase também involugdo precoce de algumas
lesBes, 0 que apenas ocorre tardiamente nos animais inoculados com bacilos sem
dteragdes da viabilidade e submetidos ao tratamento pelo DDS. Nesta Udltima
eventuaidade as alteragles involutivas das lesdes sdo observadas com nitidez sdmente a
partir do 6.° més de tratamento.

Estes fatos sugerem que o DDS produz alteracéo da viabilidade dos bacilos e, por éste
motivo, 0s animais sob tratamento aparentemente se comportam como se tivessem sido
inoculados com bacilos submetidos a outros fatores que alteram a viabilidade, como, por
exemplo, a temperatura. Bacilos submetidos a agéo da temperatura produzem lesdes cuja
evolucdo é lenta e cujo periodo de laténcia é longo, como foi verificado em camundongos
inoculados com M. lepraemurium, por via corneana (9).

O célculo da duragdo de uma geragdo do M. lepraemurium, efetuado com base na
linha de regressdo dose-sobrevivéncia, fornece valores que diferem dos citados na
literatura (8), os quais sd0 baseados na evolugdo das lesbes da cornea de camundongos.
Apesar do processo usado no cdculo do ritmo de multiplicagdo dos bacilos ser
semelhante a0 usado por Naguib & Robson (8), o processo utilizado no presente trabalho
parece mais apropriado, pelo seguinte: @) baseou-se em uma linha de regressdo obtida
através de 3 pontos o que diminui o érro experimental; b) foi baseado em longo periodo
de obsarvacdo, o que diminui o éro de medida. Se bem que as variagBes das doses de bacilos
tenha sdo relativamente pequena (bem menor que a usada por Naguib & Robson) (8), a
regressao dose-sobrevivéncia é linear, dentro dos limites de doses empregados e apresenta
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QUADRO 2 — RECIPROCAS DASMEDIAS HARM ONICAS DA
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QUADRO 4 — REGRESSAO DOSE DE BACILOS SOBREVIVENCIA NOS
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SOBREVIVENCIA EM DIAS
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DOSE DE BACILOS

LINHAS DE REGRESSAO DOSE DE BACILOS — SOBREVIVENCIA EM RATOSINO-
CULADOS COM M. LEPRAEMURIUM, POR VIA PERITONEAL. COMPARACAO ENTRE
ANIMAIS TRATADOS PELO DDS E CONTROLES NAO TRATADOS

intervalos de confianga pouco amplos. Porém, em ambos os métodos supdem-se que o
ritmo de reproducdo dos bacilos sgja constante durante tdda a evolugéo da lesdo, o que
ndo estd demonstrado.

RESUMO

Grupos de ratos com 90-120 g de peso foram inoculados, por via intraperitoneal,
com suspensdo de M. lepraemurium contendo 5,7 mg, 2,85 mg ou 0,57 mg de bacilos.
Uma parte dos animais de cada grupo foi tratada com DDS (tratamento iniciado 7 dias
apoés a inoculagdo) permanecendo os animais restantes sem tratamento. Baseado no
estudo histolégico da evolugdo das lesfes e na sobrevivéncia dos animais, estabel eceu-
se comparagdo entre os diversos grupos. Os resultados da sobrevivéncia foram
analisados estatisticamente (andlise de variancia e linha de regressdo da sobrevivéncia),
tendo-se verificado: a) o tratamento sulfénico aumenta a sobrevivéncia dos animais; b)
0 aumento da sobrevivéncia devido ao tratamento € independente da dose de bacilos
inoculada; c) a sobrevivéncia dos animais ndo tratados depende da dose de bacilos
inoculada, sendo tanto maior quanto menor a dose e vice-versa; d) nos animais ndo
tratados a relacéo entre a sobrevivéncia e o log. da dose de bacilos é linear, dentro dos
limites usados, o que permite efetuar dosagem bioldgicado inéculo, conhecendo-se
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a sobrevivéncia dos animais; €) os resultados de tratamento sulfénico sdo tanto mais
evidentes quanto maior a dose do inéculo.

Sendo linear a regressao dose do inbculo-sobrevivéncia, nos animais néo tratados,
calculou-se, com base nesses resultados, o ritmo de multiplicagdo do M. lepraemurium,
obtendo-se 0 seguinte valor médio: 55,1 dias (+ 4,1 para interval os de confianca de 5%).
O valor obtido mostra que o ritmo de reproducao do bacilo é lento.

Os resultados foram discutidos em relagdo ao mecanismo de agcdo do DDS na lepra
murina.

SUMMARY

Rats, weighing from 90 to 120 g., were inoculated, by the intraperitoneal route, with a
suspension of M. lepraemurium, containing 5,7 mg, 2,85 mg and 0,57 mg of bacilli,
respectively. A part of the injected animals with each dose was treated with DDS (start of
the treatment: 7 days after inoculation), and the rest of the animals was left intreated. By
means of histological study of the lesions and the animals survival-time, these several
groups were compared. The results of the survival-time were analysed statisticaly
(variance analysis and regressive line of the survival). and the following was observed: @)
sulfone treatment increases the animals' survival time; b) the survival increases produced
by the treatment is independent of the amount of inoculated bacilli; c) the survival time of
the untreated animals varies with the dose of the inoculated bacilli: the smaller the dose,
the longer the survival time and vice-versa; d) among the untreated animals the relation
between the survival-time and the logarithm of the bacillary doseis linear, within the used
limits. This permits a biologic assay of the inoculum, of the animals surviva-time is
know; e) the results of sulfone treatment are as more evident as greater the doses of
bacillary inoculum.

Being linear, among the untreated animals, the regression of the dose of inoculum on
the survival-time, the rhythm of proliferation of M. lepraemurium was calculated from
these results; a mean value of 55,1 day was obtained (+ 4,1 for confidence intervals of
5%) showing that this bacillus has a very slow rate of growth.

The results were discussed in respect to the action of DDS in murine leprosy.
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