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Em oposicdo ao grande numero de trabalhos de observacdo clinica
sobre a sensibilidade do leproso a tuberculina, sdo pouco numerosas as
contribuicdes experimentais, realizadas em animais; estas, além disso, sdo
discordantes, ndo fazem referéncias a dose de bacilos inoculada e geralmente
ndo indicam a concentracdo de tuberculina empregada, o que, pro-
vavelmente, relaciona-se com as referidas discordancias. Por analogia com o
que se verifica em relacdo ao M. tuberculosis, pode-se supor que a quan-
tidade de bacilos injetada tem importancia fundamental na sensibilizacdo
tuberculinica, principalmente se as micobactérias nao se reproduzem nos
tecidos do hospedeiro (bacilos mortos pelo calor, ndo patogénicos, etc.); o
papel desempenhado pela concentracdo da tuberculnia, utilizada na ve-
rificacdo da hipersensibilidade, constitui assunto bem estabelecido.

Foi pouco estudado o comportamento de cobaios inoculados com M.
leprae, em face da injecdo intradérmica de tubérculo-proteinas. Assinalou-se
que o referido animal desenvolve sensibilidade a tuberculina quando injetado
com ésse bacilo (Nitto 44) ; injecdo intradérmica de suspenséo rica em M.
leprae, em cobaios normais tuberculino-negativos, produz, em todos os
animais, positividade tuberculinica demonstravel pela injecao de 100,0 mg
de tuberculina bruta (O.T.), havendo, certas vezes, lesbes necréticas (Melson
42). Ao contrario, a introducdo de fragmentos de lepromas, no tecido
subcutaneo de cobaios (Chaussinand!6), ndo desenvolve sensibilidade a
tuberculina; a injecdo de 0,1 ml de "lepromina”" por via intradérmica, nao
suscita sensibilidade tuberculinica no cobaio 27, o que também ocorre com o
cao 24, 25,

De modo idéntico, sdo pouco numerosas as referéncias relacionadas
com a observacao da sensibilidade de cobaios inoculados com M. leprae-
murium, quando injetados com tubérculo-proteinas; os resultados discor-
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dantes provavelmente dependem também da dése de bacilos e da
concentracdo da tuberculina, empregadas pelos diversos autores.
Inoculacoes repetidas de suspensdoes de M. lepraemurium, no tecido
subcutaneo de coelhos e cobaios, torna a maioria dos animais tuberculino-
positivos (Tanguy 6°) Estes resultados sdo infirmados por Chorine, Mauze
Grabar 18, os quais concluem que o M. lepraemurium nao sensibiliza cobaios
aos bacilos tuberculosos, ou seus produtos.

A experimentacdo animal preenche os requisitos essenciais para o es-
tudo da sensibilidade suscitada pelo M. leprae e M. lepraemurium; permite a
utilizacdo de animais isentos de contatos anteriores com micobactérias, nos
quais sdo injetadas doéses conhecidas dos bacilos; além disso, possibilita o
emprégo de via de inoculacado que faculta amplo e extenso contato entre os
bacilos e as células do hospedeiro e de tuberculina em diluicdo suficiente
para evidenciar as reacoes de sensibilidade. Uma vez estabelecidos ésses
elementos torna-se possivel ndo somente observar a acao sensibilizante,
como determinar a "curva de sensibilidade" em funcado do tempo; variacoes
estipuladas da quantidade de inoculum permitem correlacionar-se a doése
com o desenvolvimento da hipersensibilidade.

Dados desta natureza poderao fornecer elementos menos criticaveis
para o estudo, tanto da relacao de "para-alergia", que se admite existir existir
entre a tuberculose e a lepra 26, 14, 15, 28 como das correlagdes imunolégicas
muito frequientes entre as micobactérias; estas ultimas sao responsaveis
pelas respostas cruzadas, proporcionadas por numerosos componentes do
género Mycobacterium, inclusive do M. leprae 38, 39, 40,

MATERIAL E METODO

Em 173 cobaios (145 fémeas e 28 machos), com péso compreendido
entre 220,0 e 600,0 g e em bom estado de satide aparente, injetou-se 0,05
ml de tuberculina a 1/10 (5,0 mg de tuberculina bruta), por via intra-
dérmica. Apés ter sido verificado que nenhum dos animais apresentava
sensibilidade a tuberculina, foram eles divididos em 4 lotes:

Lote 1 — 59 cobaios injetados com suspensao de M. leprae, obtida a
partir de lepromas cutaneos triturados e suspensos em solucdo de cloreto
de so6dio a 0,85%; a suspensao foi tamisada e conservada em frasco este-
ril (a 4°C.), sem ter sido submetida a temperatura de ebulicdo, desde o
inicio até o final da preparacdo. A partir de uma amostra determinou-se
o péso de bacilos contidos em 1 ml da suspensdo. A determinacédo foi
feita pelo seguinte processo: 10-20,0 ml da suspensdo foram evaporados
pelo calor (90-100°C.) e triturados em gral, em presenca de 15-20 ml de
cloroférmio; éste foi aspirado e colocado em funil de separacdo; a tritu-
racao foi repetida por mais 3 ou 4 vézes, até o residuo tissural mostrar-se
livre de bacilos. Todo o cloroférmio reunido em funil de separacdo, foi
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decantado durante 30 minutos e posteriormente centrifugado a 1.000 rpm.
por S minutos e entao separado cuidadosamente. O cloroférmio assim de-
cantado contém bacilos e lipides. Apdés evaporacao pelo calor (60°C.), o
residuo seco (em presenca de acido sulfarico), foi pesado; seu peso cor-
responde a grande maioria dos bacilos e aos lipides extraidos, da amostra
citada, pelo cloroférmio. Por este processo, que corresponde ao de
Dharmendra 21, ligeiramente modificado, consegue-se determinar o péso
aproximado de bacilos contido em 1 ml da suspenséo; nédo se trata de um
meétodo preciso, porquanto o cloroférmio extrai inclusive os lipides teciduais
(que também sdo computados no péso) e ha pequena retencado de bacilos
pelos residuos de tecidos (apds tratamento pelo cloroférmio), impossivel de
ser controlada pela simples bacterioscopia. Apesar disso, este método deve
ser preferido, pois fornece melhores resultados que outros, cujo principio da
separacdo dos bacilos fundamenta-se em centrifugacdes repetidas e solucoes
de densidades diferentes.

Os animais déste lote foram subdivididos da seguinte maneira:

a) 10 cobaios inoculados por via intra-peritoneal com 3,0 ml de
suspenséao de leproma, contendo aproximadamente 10,0 mg de M. leprae;

b) 20 cobaios inoculados por via intra-peritoneal com 0,4 ml de
suspenséao deleproma, contendo aproximadamente 0,80 mg de M. leprae;

c) 10 cobaios injetados por via intradérmica com 0,05 ml de suspensao
de leproma, contendo aproximadamente 0,17 mg de M. leprae;

d) 19 cobaios injetados por via intradérmica com 0,1 ml de "lepromina"*
(suspensdo de lepromas fervida e fenolada a 0,5%), contendo apro-
ximadamente 0,074 mg de M. leprae. (A determinacdo do péso de bacilos foi
feita pelo método descrito anteriormente).

Lote 2 — 38 cobaios injetados com suspensdo de M. lepraemurium,
proveniente de lesdes de ratos, trituradas e suspensas em solucdo de cloreto
de sodio a 0,85%, tamisada e conservada em frasco estéril a 4°C.. Foi
determinado o péso de bacilos por ml de suspensdo, pelo mesmo processo
descrito para o M. leprae.

Compreende os seguintes animais:

a) 20 cobaios inoculados por via intra-peritoneal com 3,0 ml de
suspensdo de lepromas de ratos, contendo aproximadamente 10,0 mg de M.
lepraemurium;

b) 18 cobaios inoculados por via intra-peritoneal com 0,3 ml de
suspensdo de lepromas de rato, contendo aproximadamente 3,33 mg de M.
lepraemurium.

* A “lepromina” foi fornecida pelo Dr. M. de Souza Lima e preparada pelo
método de Hayashi 35.
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Lote 3 — 51 cobaios injetados com suspensdo de BCG.*, em solucédo de
cloreto de sodio a 0,85%; os animais foram assim divididos:

a) 20 cobaios inoculados por via intra-peritoneal com 3,0 ml de
suspensao de BCG., contendo 10,0 mg de bacilos;

b) 31 cobaios injetados por via intra-peritoneal com 2,0 ml de sus-
pensao de BCG., contendo 40,0 mg de bacilos.

Lote 4 — 25 cobaios normais, nao inoculados; controles.

Todos os cobaios foram pesados periddicamente (cada 10 dias) desde o
inicio da experimentacéo, cuja finalidade foi verificar possivel interferéncia
do estado geral sébre a hipersensibilidade.

Apés a inoculacao das referidas micobactérias foi repetida a intrader-
mo-reacao pela tuberculina, empregando-se 0,05 ml de tuberculina bruta a
1/10 e fazendo-se leituras apés 24 e 48 horas; a determinacédo de sensi-
bilidade tuberculinica foi feita varias vezes, em tempos sucessivos, de modo
a permitir a observacdo do seu comportamento em funcao do tempo.

Os cobaios que morreram no decorrer da experimentacdo e os sacri-
ficados especialmente apés seu término, foram necropsiados e estudados
macro e microscopicamente; o material foi fixado em solucdo de formol a
10,0%, incluido em parafina e corado pelo método da H.E. e Ziehl-Neelsen
modificado.

RESULTADOS

Lote 1 — Cobaios inoculados com M. leprae:

a) 10 cobaios injetados com aproximadamente 10,0 mg de bacilos, por
via intra-peritoneal:

Dismetros médios da reagéio tuberculinica, em milimetros

Leitura  apds
5 dias ap6s | 15 dias apds | 30 dias apds | 40 dias apds|60 dias apds
inocul, inocul. inocul. inocul. inocul.
24 horas 48 &+ 023 | 54 + 053] 96 4+ 1,10 | 81 — 0,90 | 4,4 + 032
(o= % 074)|(¢g= = 1,69){ (g = =+ 3:48) (¢ = == 2,86) /(g = = 1,01)
48 horas 3,7 4- 0,24 | 51 ~+ 043 | 7,8 4+ 1,21} 6,0 -+ 0,76 | 2,4 4 0,18
(o= =+ 0,75)|(¢ = 3= 1,38) (g = - 3,82) (g = =~ 2s41) (g = + 0,58)

* O BCG. foi preparado e fornecido pela Dra. Jandyra Planet do Amaral, do
Instituto Butantan, a quem agradecemos.
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Distribuicdo de freqtiéncia dos resultados da reacdo tuberculinica; lei-
tura de 48 horas, em milimetros. N° de observacoes: 10.

5 dias apés | 15 dias apds| 30 dias apds| 40 dias apds| 60 dias apds
Didmetro inocul. inocul. inocul inocul. inocul.
fmomn e ab| o EN» ab.| % |Neab.| <o iNvab‘ o INeab.| %
0,0 — 5,0 10 }100,00 5 | 50,00 2 20,00 b 30,00 10 ) 100,00
51 — 10,0 0 0,00 5 | 50,00 G 60,00 G 60,00 0 0,00
10,0 0 0,000 0 | 0,00 2 | 26,00 i {1000 0 0,00

Os resultados expostos revelam que o M. leprae, na dése e via empre-
gadas, suscita, no cobaio, hipersensibilidade tuberculinica demonstravel
pela injecdo intradérmica de 0,05 ml de O.T. a 1/10. A sensibilizacao se de-
senvolve gradativamente, atingindo a intensidade maxima no 30° dia apés a
inoculacdo; é pouco intensa, apresentando-se nitida em apenas 20,0% dos
animais; tende precocemente ao desaparecimento, ndo sendo mais de-
monstrada no 60° dia apés a inoculacgéo.

b) 20 cobaios injetados com aproximadamente 0,80 mg de M. leprae, por
via intra-peritoneal:

Diametros médios da reac8o tuberculinica, em milfmetros
Leitura apos
15 dias apds 30 dias apés 110 dias ap6s
inoculacédo inoculacido inocalagédo
65 4 0,62 1,0 -+ 0,26 2,1 + 028
2t horas (6= +£21) | (o= 11D | (5= = 120)
48 horas 3,4 + 0,20 7,9 4+ 0,56 0,6 -+ 0,17
(¢ = —+ 1.36) (¢ = =+ 2,54) (¢ = -+ 0,80)

Distribuicao de freqiiéncia dos resultados da reacao tuberculinica; leitura
de 48 horas, em milimetros. N° de observacgdes: 20.
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156 dias apos 80 dias apés 110 dias apds
inaculaciio inocula¢io inoculagic
Diametro em mm —_—
Ne¢ absol. o N2 absol, % N< absol. Y
0,0 — 0,5 17 85,00 2 10,00 20 100,00
51 — 10,0 3 15,00 13 65,00 0 0,00
> 10,0 ‘ 0 0,00 5 25,00 0 0,00-

A injecdo de suspensodes contendo aproximadamente 0,80 mg de M.
leprae, na cavidade peritoneal de cobaios normais, também provoca o de-
senvolvimento de sensibilidade a tuberculina, comparavel a verificada nos
animais inoculados com 10,0 mg de bacilos. No 30° dia apés a inoculacédo a
hipersensibilidade atinge os valores méaximos; é pouco intensa na maioria
dos animais (65,0%) e nitida em apenas 25,0%. No 110° dia ndo ha mais
manifestacdo de sensibilidade.

c) 10 cobaios injetados com aproximadamente 0,17 mg de M. leprae, por
via intradérmica.

A reacao tuberculinica, feita 40 dias apoés a inoculacao, apresenta os
seguintes resultados:

Leitura apds Didmetro médio da reacdo tuberculinica, em milimetros

24 horas 4,3 0,28 (g = —+ 0,90)

48 horas 3,8 +

+ 0,18 (¢ =

+ 0,57)

Distribuicdo de freqtiéncia dos resultados da reacdo tuberculinica; lei-
tura de 48 horas, em milimetros. N° de observacgoes: 10.

Diametro em mm Ne¢ absol. %
00 — 50 8 % 80,00
51 -— 10,0 2 [ 20,00

|
> 10,0 0 } 0,00

A comparacdo dos resultados obtidos no 40° dia apés a inoculacdo,
com os observados no lote controle, revela que a dose de aproximadamente
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0,17 mg de M. leprae, inoculada por via intradérmica, suscita hipersensi-
bilidade muito discreta, em apenas 20,0% dos cobaios.

d) 19 cobaios injetados por via intradérmica com 0,1 ml de "lepromina",
contendo aproximadamente 0,074 mg de M. leprae.

A sensibilidade tuberculinica determinada 40 dias apés a injecdo da
"lepromina", forneceu os seguintes resultados:

Leitura apos \ Diametro médio da reacdo tuberculinica, em milimetros

0,24)

+
26 4+ 0,07 (¢ = =+ 0,29)

24 horas ‘ 3,6 + 0,05 (g =
48 horas 1

Distribuicdo de freqtiéncia dos resultados da reacdo tuberculinica; lei-
tura de 48 horas, em milimetros. N° de observacoes: 19.

Didmetro em mm Ne absol. L
0,5 — 5,0 19 100,00
51 — 10,0 0 0,00

10,0 0 0,00

A injecao de cobaios com 0,1 ml de "lepromina", contendo aproxima-
damente 0,074 mg de bacilos, ndo suscita sensibilidade as tuberculo-pro-
teinas, em nenhum dos animais, quando a injecdo de tuberculina é feita 40
dias apés a inoculacao.

Verifica-se, portanto, que a injecao intradérmica de uma tnica dése de
"lepromina", ndo provoca, em cobaios, hipersensibilidade demonstravel por
0,05 ml de tuberculina a 1/10. Suspensao contendo dése 2,3 vezes maior de
M. leprae (aproximadamente 0,17 mg), injetada pela mesma via, suscita
discreta hipersensibilidade em apenas 20,0% dos animais. Suspensdes com
0,8 mg de bacilos, ou mais, injetada por via peritoneal, sensibilizam 80,0-
90,0% dos cobaios, sendo a sensibilidade geralmente discreta (reacdo com 5-
10 mm de didametro em 60,0-65,0% dos casos).

Lote 2 — Cobaios inoculados com M. lepraemurium.

a) 20 cobaios injetados com aproximadamente 10,0 mg de bacilos, por
via intra-peritoneal.
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Diaetros niédios da reacdo tulierculinica, em milimetros

Leitura
apos 5 dias apts |15 dias apos |30 dias apos |40 dias apﬁsﬁI 60 dias apos
inocul. inocul. inocul. inocn). \ inocul,
45 4 025 | 75 4 0,70 | 15,7 4~ 0,76 | 15,6 + 0,99 | 19,6 -+ 0,78
24 horas (6= =+ 112)|(g = +38,18)|(¢ = + 388)|(¢'= = 4:42)|(g = =+ 8,51)
48 horas 32 4 0,60 | 6,0 4 0,50 | 10,9 +- 0,52 | 1,5 + 0,84 | 16,0 + 0,63
’ (o= +027) (¢ = == 2:25) |(": +233) (g = == 3,76} |(¢ = == 2,88)

Distribuicdo de freqiiéncia dos resultados da reago iuberculinica; lei-
tura apés 48 horas, em milimetros. N°¢ de observagdes: 20.

§ dias apds I 15 dias apés | 30 dias apds | 40 dias apds | 60 dias apds
Diimetro inocul. inacul. inocul. inocul.

% |N¥*ab. %

em mm ot | Neab % |N¢ab.{ % |Nvab.
|

N*ab.

00 — 50| 17 |sso0! s |4000] o | 000

2
51 — 10,0 3 15,00‘ 11 | 5500 | 10 | 50,00 6 | 30,00 1 5,00
2 | 60,00 | 18 | 90,00

10,00 1 5,00

>10,0 0 o,ﬂo,‘ 1 5,00 10 | 50,00 | - 1

A inoculacao de 10,0 mg de M. lepraemurium em cobaios, por via intra-
peritoneal, produz desenvolvimento de hipersensibilidade demonstravel pela
tuberculina, a qual tem inicio 5 dias ap6s a inoculacdo, em pequeno ntimero
de animais. No 30° dia 50,0% dos cobaios apresenta sensibilidade nitida,
percentagem essa que se eleva nos dias subsequentes. A intensidade da
sensibilizacdo aumenta progressivamente até o 60° dia; é sensivelmente
maior que a verificada nos cobaios inoculados com dése idéntica de M.
leprae, atinge bem mais elevada proporcdo de individuos e perdura maior
tempo.

b) 18 cobaios inoculados, por via intra-peritoneal, com aproximada -
mente 3,33 mg de M. lepraemurium.

. Diametros médios da reacdo tuberculinica, em’ milimetros
Leitura
apos 15 dias apds |30 dias apds {110 dias apos|l60 dias apés{ 200 dias apds
inocul, inocul. inocul, inocul. inocul,
24 horas 7,7 4 061 [ 151 4+ 1,01 | 194 4 0,58 | 16,5 + 0,66 | 10,0 4 0,81
- (6= =2 (6= 2= 431) (5= 2 248) (5 = = 2,81) (g = = 847)
48 horas 3,8 4 0,89 | 11,6 40,69 | 15,9 0,41 | 151 4= 046 | 7,1 -+ 0,48
(o= =+ 208) (¢ = & 2,94) (¢ = == L,T4) |(¢ = == 1,98) (¢ = =+ 2,06)
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Distribuigdo de freqiiéncia dos resultados da reacio tuberculinica; lei-
tura ap6s 48 horas apds, em milimetros. N° de observagdes: 18.

15 dias apds | 30 dias apos |110 dias apés 160 dias apés| 200 dias apds
Didmetro inocul. inocul. inocul. inocul. inocul.
‘ |
em mm noab.| % Neab.| % |Neab.| 9% [(Neab.| 9% |Neab.| o
| i
00 — 50 | 4 |71778| o | o000 | 1 | &55( 1 | 55| 9 |5000
51 — 10,0 3 E 16,67 8 44,44 1 5,55 5 27,78 5 27,18
>i0,0 1 [ 5,55 10 55,565 16 88,89 12 66,67 4 22,22
!

A inoculacdo de M. lepraemurium, na dése assinalada, produz hiper-
sensibilidade em cobaios, cujos caracteres sdo comparaveis aos observados
em animais injetados com 10,0 mg de bacilos. A sensibilidade tuberculinica
permanece estacionaria até o 160° dia, decrescendo nitidamente no 200° dia.

Lote 3 — Cobaios injetados com M. tuberculosis (BCG.).

a) 20 cobaios inoculados com 10,0 mg de BCG., por via intra-peritoneal :

{ Diametros médios da reagdo tuberculinica, em milimetros

Leitura
apés § dias apds | 15 dias apds |30 dias apds |40 dias apés {60 dias apés
inocul. inocul, inocul. inocul. inocul.
04 hor 8,3 2 062 | 107 + 047 | 198 2 0,84 5 17,9 + 6,89 | 197 4 0,48
T (g = 2 2T (o = % 209) (0 = % 272) (5= = 401) (o= =+ 2,15)
48 hors 6,0 4= 0,51 | 9,0 4+ 0,67 | 16,2 4- 0,52 | 15,5 5 0,75 | 16,0 =4~ 0,29
T = 3 220)|(0 = % 299) (g = =+ 231) (g = = 839) (¢ = = 182)

Distribuicdo de freqiiéncia dos resultados da reacdo tuberculinica; lei-
tura apés 48 horas, em milimetros. N° de observages: 20,

5 dias apés | 15 dias apos | 30 dias apés | 40 dias apés | 60 dias apds
Didmetro inocui. inocul. inocul. inacul.
em MM Neab.| 9% |Neab.| ¢ |Neab.| 9 (Neah.| % |Neab.| %
0,0 — 5,0 l 7 35,00 2 10,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
51 — 10,0 13 65,00 10 50,00 2 10,00 6 30,00 4 | 20,00
10,0 o | 000 8 {4000! 18 [9000| 14 {17000{ 16 |80,00
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Os cobaios injetados com 10,0 mg de BCG., via intra-peritoneal, cons-
tituem térmo de comparacido no que se refere ao desenvolvimento e ao grau
de sensibilidade tuberculinica. A sensibilizacdo é pouco intensa no 5° dia,
acentua-se no 15° e é nitida no 30° dia, na grande maioria dos animais

(90,0%) ; do 30° até ao 60° dia o grau de hipersensibilidade permanece
estacionario.

b) 31 cobaios inoculados com 40,0 mg de BCG., por via intra-peritoneal:

. em milimetros Didmetros médios da rea¢do tuberculinica,
Leitura
apos 15 dias apds | 80 dias apds 1110 dias apos |160 dias apds|200 dias apds
inocul. inocul. inocul. inacul. inocul.
24 horas 92 4 0,36 | 19,5 4-0,31 | 20,8 4+ 0,66 | 19,4 4~ 049 | 9,4 4 0,54
(o= +201) (o = =+ 1,71) | (g = =+ 3,68) | (g = =+ 2,78) | (5 = + 3,02)
48 horas 6,5+ 0,18 | 157+ 029 | 17,2 4 0,54 | 17,8 4+ 0,38. | . 6,4 4 0,40
(e=x10) |(g=2168) [ (¢= = 803) | (¢ = = 214} | (¢ = + 2:24)

Distribuicdo de frequiéncia dos resultados da reacdo tuberculinica; lei-
tura de 48 horas, em milimetros. N° de observacoes: 31.

15 dias apbs | 30 dias apos inocul. 160 dias apods| 200 dias apos
Didmetro inocul. inocul. 110 dias apos inocul. inocul.
em MM ineab.| % |Neab.| % |Neab.| 9% |Neab.| ¢ |Neab.| <%
0,0 — 5,0 14 45,16 0 0,00 0 0,00 0 0,00 15 48,39
51 — 10,0 9 29,03 10 32,26 2 6,45 2 6,45 9 29,03
10,0 8 (2581 ] 21 |67,74| 20 |9355| 29 | 93,55 7 | 22,58
Os resultados expostos constituem térmo de comparacgéo,

principalmente no que se refere a "curva de sensibilidade" a tuberculina; os
valores observados no 30° dia mantém-se estacionarios até o 160° dia,
decrescendo depois.

Lote 4 — 25 cobaios normais, controles:
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A injecao de tuberculina, na dése empregada (0,05 ml de O.T. a 1/10),
em cobaios normais, produz pequenas reacdes cujos didmetros sdo sempre
inferiores a 5,0 mm, na leitura de 48 horas; ha pequenas variacdes indivi-
duais. Os valores da média nao ultrapassam a 3,5 mm (leitura de 48 horas),
sendo geralmente inferiores a 3,0 mm.

O estudo comparado da sensibilidade tuberculinica produzida em co-
baios, pelo M. leprae, M. lepraemurium e M. tuberculosis, esta sentetizado nos
quadros 1 e 2 e nos graficos 1 e 2. A inoculacdo de dése idéntica dos trés
bacilos (10,0 mg) suscita sensibilidade que se desenvolve com velocidade
diferente; é mais precoce nos animais inoculados com BCG,.; o M.
lepraemurium e principalmente o M. leprae suscitam sensibilidade mais
lentamente. O grau de sensibilizacdo é inferior para o M. leprae, em reacao
aos outros dois bacilos (observa-se que 15 dias apés a inoculacao nao ha
reacoes tuberculinicas com diametro superior a 10,0 mm; no 30° dia ha
20,0-25,0% de animais com reacoes nessas condicdes, percentagem essa
que decresce no 40° dia e torna-se igual a zero no 60° dia).

Nos cobaios inoculados com M. lepraemurium sao verificadas 5,0-5,55%
de reacdes com mais de 10,0 mm no 15° dia apés a inoculacdo; no 30° dia
ha 50,0-55,55% e no 60° dia 90,0% de reacdes nessas condicdes, percentual
ésse que se mantém até o 110° dia, decrescendo no 160° dia e prin-
cipalmente no 200° dia. A "curva de sensibilidade" é comparavel a produzida
pela injecao de BCG., havendo apenas maior lentiddo no desenvolvimento da
sensibilidade, evidenciada pela fase ascendente da curva.

QUADRO 1 — DIAMETROS MEDIOS DA REACAO TUBERCULINICA EM
COBAIOS INOCULADOS, POR VIA PERITONIAL, COM APROXIMADA-
MENTE 0,8 MG DE M. LEPRAE, 3,3 MG DE M. LEPRAEMURIUM E 40,0 MG
DE BCG.; COMPARACAO COM CONTROLES NORMAIS. LEITURA DE 48 HS.

. Diametro médio da reacdo tuberculinica, em milimetros
Cobaios

inoculados com |15 dias apés |30 dias apés 110 dias apls|160 dias apds|200 dias apés

inocul. inocul. inocul. inocul. inocul
M. leprae ..... | 34 7,9 0,6 — —
M. lepmemurium' 3,8 11,6 15,9 15,1 7,1
M. tuberculcsis. 6,5 15,7 17,2 17,8 6,4
Contrdles ...... ] 2,9 2,4 0,8 2,6 1,6
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QUADRO 2 — DIAMETROS MEDIOS DA REACAO TUBERCULINICA EM
COBAIOS INOCULADOS COM 10,0 MG DE M. LEPRAE, M. LEPRAEMURIUM
E M. TUBERCULOSIS (BCG.) ; COMPARACAO COM CONTROLES NORMAIS.
DESENVOLVIMENTO E GRAU DE SENSIBILIDADE EM ANIMAIS IN-
JETADOS COM IDENTICO PESO DE BACILOS. LEITURA DE 48 HORAS.

‘ Diametro médio da reacdio tuberculinica, em milimetros

Cobaios |
inoculados com{ 5 dias apéds |15 dias apos |30 dias apés 40 dias ap6s | 60 dias apds
'} inocul. inocul. inocul. | inocul. inocul. -
T T
M. leprae ..... ! 3,7 5,1 r 7,8 6,0 2.4
i i
M. lepmemuriwm‘ 3,2 6,0 | 109 11,5 16,0
| |
M. tubeo'culosis.) 6,0 9,0 ) 16,2 15,5 16,0
) !
Contrdles ...... ’ 3,5 ‘[ 2,9 24 2.2 2,4

A sensibilidade tuberculinica suscitada pelo M. leprae tende precoce-
mente ao desaparecimento (no 60° dia nado é mais demonstravel), ao con-
trario do que sucede com as outras duas micobactérias.

DISCUSSAO

M. leprae e o M. lepraemurium ndo sao patogénicos para o cobaio; ésse
fato ndo impede, porém, o estudo experimental da hipersensibilidade
suscitada por essas duas micobactérias, no referido animal. Foi demons-
trado por grande ntmero de autores que diversos bacilos aar., ndo pato-
génicos para o cobaio, tém a propriedade de desenvolver sensibilidade de-
monstravel pela injecdo intradérmica de tuberculina; apenas € necessario
que a dose inoculada, a dispersao da suspensédo e a via de inoculacgdo, pro-
porcionem amplo e intenso contato entre os bacilos e os tecidos do animal.

A simples introducao de micobactérias, no interior do organismo, nao é
suficiente para o desenvolvimento de hipersensibilidade tipo tuberculina;
evitando-se contato intimo entre os bacilos e as células do hospedeiro, mes-
mo através de artefatos experimentais, a sensibilizacdo nédo se produz.
Baldwin 10 demonstrou que a introducdo de capsulas porosas contendo M.
tuberculosis, nos tecidos de animais, ndo suscita sensibilidade tuberculinica,
apesar das capsulas permitirem a difusdo de substancias de diversas natu-
rezas, retendo apenas os corpos bacilares.

Por essa razao, para haver desenvolvimento de sensibilidade, nas in-
feccoes micobacterianas, julgou-se indispensavel a formacdo do granuloma
tuberculéide 37, 63,
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O granuloma tuberculdide é a conseqiiéncia da lise bacilar no interior
dos macro6fagos; constitui a reacao tecidual que sobrevém apés a lise, devido
ao estimulo proporcionado pelas substancias libertadas pelos bacilos lisados
32, A atuacao do macroéfago, isto é, a destruicdo dos bacilos no seu interior,
parece constituir condicdo essencial para o desenvolvimento da
hipersensibilidade. Ao contrario, a reacdo granulomatosa (com células
epitelidides) constitui dependéncia principalmente da constituicdo quimica
dos produtos libertados pela lise (que atuam como estimulos quimicos) ; esta
nao parece essencial para o desenvolvimento da sensibilidade. Apenas ha
coincidéncia entre os dois fenomenos, nas lesdes produzidas por
micobactérias, porquanto a destruicdo dos bacilos pelo macréfago parece ao
mesmo tempo responsavel pelo desenvolvimento da hipersensibilidade e pela
reacao granulomatosa.

O papel desempenhado pelo macréfago no desenvolvimento da hiper-
sensibilidade é corroborado pela verificacdo de que a tuberculina conjugada
com lipo-polisacarides das céras do M. tuberculosis, adquire a propriedade de
suscitar sensibilidade tuberculinica 19 49; a tuberculina assim conjugada
com substancias insoltiveis nos liquidos teciduais e de dificil eliminacéo,
requer a intervencao direta do macréfago, em cujo citoplasma tem inicio a
degradacdo da substancia injetada; esta intervencdo provavelmente esta
relacionada com a sensibilizacdo 33

O macréfago do cobaio possui aptiddo de lisar tanto o M. tuberculosis
como o M. leprae e o M. lepraemurium; essas trés micobactérias, quando
inoculadas na cavidade peritoneal do referido animal, sdo fagocitadas por
"macrofagos fixos" do peritoneo e dos 6rgdos ricos em S.R.E 33 (princi-
palmente figado, baco e ganglios linfaticos) ; ap6s a fagocitose os bacilos sao
lisados nos vacuolos citoplasmaticos do macrofago, sobrevindo poste-
riormente a transformacdo em "células epitelidides". A injecdo intradérmica
dessas micobactérias também revela atuacdo direta do macréfago, que
culmina com a destruicdo dos bacilos e a libertacdo dos seus constituintes
quimicos 32.

Provavelmente devido as semelhancas apresentadas pelos radicais qui-
micos (principalmente protéicos) que constituem as fracoes antigénicas das
trés micobactérias em estudo, a hipersensibilidade suscitada por qualquer
delas pode ser evidenciada pela injecdo intradérmica de tuberculina (sen-
sibilidade cruzada) *. Porém, cobaios inoculados com doése idéntica das
referidas micobactérias, ndo se comportam da mesma maneira, em face da
tuberculina; ha diferencas de comportamento, cujas principais sdo as se-
guintes:

* Relacdes antigénicas entre o M. leprae € o M. tuberculosis sdo também
observadas quando se procede a reacdo de hemaglutinacdo em soros de leprosos,
empregando-se a tuberculina como antigeno (Levine 38).
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a) tempo que decorre entre a inoculagdo e as primeiras manifestacoes de
sensibilidade: este periodo ('Periodo ante-alérgico") € mais breve nos cobaios
injetados com M. tuberculosis e mais longo nos animais inoculados com M.
leprae; os cobaios injetados com M. lepraemurium aproximam-se dos
primeiros;

b) intensidade mdaxima da hipersensibilidade: é atingida mais preco-
cemente quando é injetado o M. tuberculosis, em relacdo aos outros dois
bacilos;

c¢) grau de sensibilizacdo: é comparavel nos animais injetados com
BCG. e M. lepraemurium e nitidamente inferior nos cobaios que receberam M.
leprae;

d) duracdo do periodo de hipersensibilidade: € breve nos animais
inoculados com M. leprae, nos quais ndo ha sensibilidade tuberculinica de-
monstravel, 60 dias apoés a inoculacao (essa ocorréncia verifica-se quando
ainda nao existem lesbes histologicas nos 6rgaos internos, produzidas pelos
bacilos injetados 33) ; o M. tuberculosis e o M. lepraemurium produzem
sensibilidade que perdura maior tempo, declinando apés o 160° dia (Tan-
guy 60 verificou declinio da sensibilidade, nos cobaios inoculados com M.
lepraemurium., apos o 3° més, o que nao confirmamos).

A reacdo tuberculinica é uma '"reacdo de grupo", que abrange repre-
sentantes do género Mycobacterium; porém, entre os componentes do género
ha variacdées de comportamento, responsaveis por diferencas idénticas as
assinaladas na sensibilidade tuberculinica suscitada pelos trés bacilos em
estudo; elas nao apresentam valor, isoladamente, para a classificacao dos
elementos pertencentes ao género. Por outro lado, o desenvolvimento de
sensibilizacdo cruzada, demonstravel pela tuberculina, permite apenas
supor semelhancas nos radicais quimicos de alguns constituintes antigé-
nicos.

Chaussinand 16, baseado no desenvolvimento de sensibilidade tuberculi-
nica em cobaios, concluiu que o M. lepraemurium possui "propriedades
antigénicas" préximas as do M. tuberculosis, ao contrario do M. leprae; por
essa razao julga que a "alergia da lepra" difere da "alergia da tuberculose,
para-tuberculose e lepra murina" e a lepra do rato melhor seria chamada
"para-tuberculose do rato". Nossos resultados nao confirmam o autor citado,
porquanto as trés micobactérias, quando inoculadas em ddése conveniente,
suscitam, em cobaios, sensibilidade demonstravel pela tuberculina.

A necropsia realizada nos cobaios que morreram ou foram especial-
mente sacrificados, terminada a experimentacdo, mostrou sempre auséncia
macro e microscopica de lesdes tuberculosas, inclusive nos animais inocula-
dos com M. leprae e M. lepraemurium que haviam reagido fortemente a
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tuberculina; esta verificacdo afasta a possivel interferéncia de infeccédo tu-
berculosa nos resultados obtidos.

Em relacdo a lepra humana foéra observado, ha mais de 60 anos, que os
leprosos, em auséncia de tuberculose, reagiam positivamente a injecao
subcutanea de tuberculina 8, que produzia reacdo geral e local, na maioria
dos casos de lepra 5; a reacdo geral apresentava-se com os caracteres clini
cos da "reacao leprética" 5.6,7. Esta verificacdo foi confirmada pela oftalmo-
reacao 7, cuti-reacao !l e intradérmo-reacdo 20, as quais geralmente mos-
travam-se positivas nos leprosos. Julgou-se permitido concluir que infeccao
pelo M. leprae, suscitaria, no homem, sensibilidade demonstravel pela tu-
berculina; essa ocorréncia seria devido ao intimo parentesco quimico e bio-
légico entre o M. leprae e o M. tuberculosis 11, o qual seria responsavel pela
"co-sensibilizacao anafilatica" por éles desenvolvida 31.

Concomitantemente averiguou-se o papel desempenhado pela infeccao
tuberculosa, na reatividade dos leprosos a tuberculina; os resultados obtidos
deram margem a conclusdo bem diversa: a tuberculina produziria reacao
geral, ou local, em leprosos somente quando havia concomitante infeccdo (ou
contato) tuberculosa 43, 61, 56, 57, S8, 2, 46, 41,47 Concluiu-se que o M. leprae
deveria ser excluido como causa da positivacdo da reacédo tuberculinica,
sendo considerado o M. tuberculosis como Unico responsavel pela reacéo,
assinalada nos doentes de lepra.

A verificacdo de sensibilidad tuberculinica em coletividades leprosas,
em comparacdo com coletividades nao leprosas, com idade, habitat, etc.,
correspondentes, mostrou identidade de percentuais de positividade nos dois
grupos 34,12, 36, 23, 54, 22, 1, 3, 52, 30, 55, 13, 62, 59; estes resultados constituiram novo
e forte argumento favoravel a importancia do M. tuberculosis e contrario a
participacdo do M. leprae na reatividade do leproso a tuberculina. A ob-
servacdo clinica teria assim afastado, definitivamente, a infeccdo leprosa
como fator responsavel pela sensibilizacdo as tubérculo-proteinas, qualquer
que fosse a forma clinica da lepra*.

Segundo conceito atualmente dominante, a lepra, qualquer que seja
sua forma clinica, ndo parece suscitar sensibilidade a tuberculina; isto &, o
contato do organismo humano com o M. leprae, mesmo quando sobrevém
infeccdo clinicamente evidenciavel, provavelmente nao produz hiper-
sensibilidade as tubérculo-proteinas. Este conceito, estabelecido pela ob-
servacdo clinica da maioria dos autores, nado deve ser considerado como
definitivo; é passivel de criticas também fundamentadas na observacdo cli-
nica, ou seja, ndo explica a verificacdo de reacdo geral (do tipo da "rea-
cao leprotica") e focal, nos casos de lepra injetados com tuberculina por

Em relacao as duas "formas polares" da lepra (formas T e L), alguns AA. nao
assinalaram diferencas nos percentuais de positividade da reacao tuberculinica a elas
relacionada 23. 26, 52 ¢ 53 putros observaram maior percentagem de reacdes positivas na
forma T 54.50.9¢ 4 ou na forma L 45.
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via subcutanea 43, 5, 31, 62 ou intradérmica 4851. Relacdes de "para-alergia".
ou de "alergia cruzada", entre a lepra e a tuberculose, sao admitidas 14 15, 17,
29,51 baseadas principalmente na observacao clinica.

Os resultados obtidos em cobaios revelam que o M. leprae suscita
sensibilidade demonstravel pela tuberculina; talvez éles ndo sejam passiveis
de transposicdo direta para o homem, porém devem ser considerados,
principalmente por serem menos criticaveis.

SUMMARY

The tuberculin sensitivity of 173 guinea-pigs was determined by testing
with 0.05 ml of 1/10 O.T.. These animals were inculated with known doses
of M. leprae or M. lepraemurium and the results were compared with
reactions obtained in inoculated BCG., an in normal non-inoculated (control)
guinea-pigs.

The bacillary contents of the M. leprae and M. lepraemurium sus-
pensions were estimated by weighing the bacilli contained in 10-20 ml of the
suspension, after chloroform separation.

The guinea-pigs were divided in four groups:

Group 1 — 59 guinea-pigs inoculated with M. leprae suspensions as follows:

a — 10 inoculated with suspension containing nearly 10.0 mg of
bacilli by peritoneal route;

b — 20 inoculated with suspension containing nearly 0.8 mg of bacilli
by peritoneal route;

¢ — 10 inoculated with suspension containing nearly 0.17 mg of
bacilli by intra-cutaneous route;

d — 19 inoculated with "lepromin" containing 0.074 mg of bacilli (in
0.1 ml) by intra-cutaneous route.

Group 2 — 38 guinea-pigs inoculated with M. lepraemurium suspensions as
follows:

a — 20 inoculated with suspensions containing nearly 10.0 mg of
bacilli by peritoneal route;

b — 18 inoculated with suspensions containing nearly 3.33 mg of
bacilli by peritoneal route.

Group 3 — 51 guinea-pigs inoculated with BCG. suspensions as follows:

a — 20 inoculated with suspension containing 10.0 mg of bacilli by
peritoneal route;

b — 31 inoculated with suspension containing 40.0 mg of bacilli by
peritoneal route.
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Group 4 — 25 normal, non-inoculated, guinea-pigs (control-group) .

After inoculation tuberculin reaction was made periodically by intra-
cutaneous injection of 0.05 ml of 1/10 O.T..

The results show that the inoculation of 0.8 mg and 10.0 mg of M.
leprae, by peritoneal route, suscitated tuberculin hypersensitivity in guinea-
pigs, which presents the following characteristics:

1 — slow development attaining its maximum 30 days after inocula-
tion;
2 — weak tuberculin reactions in 60.0-65.0 per cent of the animals

and well-established in only 20.0-25.0 per cent;

3 — short duration, waning after the 30th day and disappearing on
the 60th day;

4 — the degree of tuberculin sensibility suscitated by M. leprae is
weaker compared with the degree of sensibility suscitated by the same
dose of M. lepraemurium or BCG.

The intra-cutaneous injection of suspensions containing nearly 0.17 mg
of M. leprae shows weak tuberculin hypersensitivity 40 days after inoculation
in only 20.0 per cent of the animals; the intra-cutaneous injection of 0.1 ml
of "lepromin" containing nearly 0.074 mg of bacilli did not suscitate any
tuberculin hypersensitivity.

The peritoneal inoculation of suspensions containing nearly 3.33 mg and
10.0 mg of L. lepraemurium, suscitated tuberculin hypersensivity in guinea-
pigs showing the following characteristics:

1 — slow development, increasing the size of reactions up to the 60th
day after inoculation;

2 — well-established sensibility in 90.0 per cent of the animals and
weak in only 5.0 per cent;

3 — the intensity of sensibility remains unalterable up to the 160th
day after inoculation, waning at the 200th day;

4 — the tuberculin hypersensibility suscitated in guinea-pigs by M.
lepraemurium reaches identical degree as compared with the one
suscitated by the same dose of BCG.

The tuberculin hypersensihility shown by guinea-pigs inoculated with M.
leprae and M. lepraemurium depends on two factors:

a — the macrophage ability to destroy these bacilli, which has great
importance in the establishment of the state of hypersensibility
(this state and the special type of tissue cellular reaction seem to
be consequences of the bacillary lysis by the macrophages) ;
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b — the similarity of chemical composition of some antigenic fractions
of M. leprae and M. lepraemurium, as compared with M. tuber-
culosis (this similarity is responsable by co-sensitization).

The microscopic pictures of guinea-pigs examined after the end of
experimentation never show- tuberculous lesions.

The clinical observations of the tuberculin sensitivity in human leprosy
do not allow definite conclusions to be drawn, because there are many dis-
cordances. Experimental studies in guinea-pigs perhaps are not directly
applicable to human beings, but they are subject to less criticism because: it
is possible to work with animals without previous contact with Mycobacteria,
to inoculate them with known dose of bacilli and to use concentrated
tuberculin to verify the sensibility.
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