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No estudo da reacado de Mitsuda, a maioria dos autores tem se
preocupado com os seus resultados na clinica, deixando de lado o estudo
do antigeno.

Empregado o test de Mitsuda, na rotina, desde 1924, entretanto até
hoje, a técnica na preparacdo do antigeno néo foi uniformizada, a sua
padronizacdo néo foi conseguida e a interpretacdo dos seus resultados
varia de autor para autor. Que a uniformidade na técnica de preparacao
do antigeno é necessaria, basta citar o seguinte: quanto maior é o tempo
de trituracdo do tubérculo, melhor é a qualidade do antigeno. Um
tubérculo dividido em 2 partes, se uma das partes é triturada durante
1/2 hora e a outra, 1 hora; esta Ultima porcdo da um antigeno mais ativo
que a primeira. Dependendo a reacdo do numero de germes existentes,
segundo a opinido de muitos autores, é 6bvio, que um antigeno com uma
grande quantidade de germes dé melhores resultados que um outro em
que a quantidade de germes seja menor. Infelizmente, a padronizacao do
antigeno, seguindo a técnica atual no seu preparo, € impossivel.

O método de comparacdo usado para contagem de germes nas
vacinas de Wright, preconizado por GIL E MENDES, em trabalho re-
cente, ndo pode servir de base para a padronizacdo do antigeno. Nao
é possivel contar os bacilos de Hansen existentes na globias, sendo
ja dificil conta-los nos aglomerados. Este método pode dar até 40%
de erro, na contagem dos bacilos. A quantidade de soéro fisiolégico
usada para fazer a suspensdo da massa triturada do tubérculo, tam-

(*) Trabalho apresentado a Reunido dos Médicos do Servico de Pro-
filaxia da Lepra de Sao Paulo, de 1939.



bém varia segundo os autores. Uns usam o soro fisiolégico na proporcéao
de 1 gr. de tubérculo para 20 cc. de séro-5% (MITSUDA-HAYASCHI), outros
na porpocdo de 1/2 gr. de tubérculo para 100 cc. de soéro fisiolégico-1/2%
(MUIR).

E' claro, que, partindo-se do mesmo material o antigeno feito na base
de 5% tera mais germes por cc. que o feito na base de 1/2%, sendo assim
mais ativo.

Dada a grande dificuldade de padronizacdo do antigeno da reacao de
Mitsuda procurei separar as substancias ativas do antigeno. A técnica foi
a seguinte: o tubérculo, depois de seco em vacuo e finamente triturado,
foi tratado em Soxhlet pelo alcool, éter, cloroférmio e acetona.

O solvente foi filtrado, evaporado e o solvido suspenso em so6ro
fisiolégico e injetado, de acdérdo com a técnica usada nas intradermo
reacdes na dose de 0,1 cc. As substancias dissolvidas foram diluidas em
soro fisiolégico na base de 1/2%, acompanhando a diluicdo da lepromina
usada atualmente no S. P. L.

Nesta série de experiéncias observei os seguintes fatos.

1.° — A parte alcool-soluvel do tubérculo da as mesmas reacdes
que a lepromina total, isto é, positiva quando a reacdo a lepromina é
positiva ; apenas a intensidade da reacédo é menor, havendo concordancia
nas reacoes fortemente positivas.

2.° — A parte éter-soltivel ndo acompanha a reacédo a lepromina.

3.° — A parte acétono-soltvel também ndo acompanha o test.
Interessante que com a parte acétono-soltvel, os doentes apresentam na
1.% semana e as vézes na 2.%, reacdes locais intensas.

4.° — A parte que se solubiliza no cloroférmio é a mesma que se
dissolve no alcool. Os resultados obtidos sdo mais ou menos idénticos aos
observados com a parte alcool-soluvel.

5.° — Por mais demorada que seja a extracdo a quente pelos
solventes acima, o residuo ainda apresenta raros bacilos de Hansen e o
antigeno feito com éste residuo, em alguns casos de Mitsuda positivo, da
reacoes positivas fracas.
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N.0 | Nome |Mitsuda| Alcool f((:ii'oxilci)(; Eter |Acetona|Residuo
1| JMP. — — — — — —
2 AP, — — — — — —
3 1F. ++ + + — — —
4| BP. + + — — — —
5| 12 - - — — —_ _
6 | RP. ++ + + - — +
7 | NG. + + + - - —
8 | LA — — — — - -
9 | M.P. ++ ++ ++ — _— —

10 | HC. 4+ | 4+ ++ - - +
11 B.R. +-+ + — — — +
12 | AG. N T e . - _
13 | M.T. — — — — — -
14 | F.D. + + + — — _—
15 | S.P.M. ++ + + — — +
16 { M.R. + + — — — —_

6.° — Tratando-se o tubérculo pela glicerina a quente (1 parte de
tubérculo para 10 partes de glicerina) e reduzindo-se em seguida o seu
volume ao décimo, fazendo-se depois unia diluicdo desta glicerina em
soro fisiolégico, na mesma proporcéo que a usaad por MUIR obtem-se um
antigeno que da reacdes idénticas as obtidas com a lepromina, apenas
com intensidade menor, acompanhando as reacdes obtidas com a parte

alcool-soluvel.




N.© Nome Glicerina Mitsuda
1 N.L, — +
2 A'F. + o
3 G.B. +++ +++
4 R.T. —_ —
3 R.P. =+ +
6 A.P. — -+
7 J.M. =+ =+
8 L.M. —_ —

9 A.C. + —
10 L.T. 11 in ++
11 F.R. — —
12 P.B.O. — +
13 L.T. + +4
14 0.Z. — —
15 A M. + -+

7.° — Tratando-se o tubérculo pela piridina, as reacdes obtidas com
o antigeno assim feito ndo acompanham o Mitsuda.

E' sabido que os bacilos acido-resistentes sao constituidos das
seguintes substancias: sais minerais, substancias organicas e agua.
Entre as substancias organicas encontram-se proteinas, hidratos de
carbono e substancias gordurosas. As substancias gordurosas séo
constituidas de acidos graxos livres, lipoides e céra insoltuvel. Dentre os
constituintes quimicos do b. de Hansen s6 interessam as proteinas e os
lipoides. A porcentagem destas substancias é mais ou menos a se-
guinte: proteinas 75%; lipoides totais 23%, déstes as fosfatides
constituem 6%.

Dos diversos solventes das matérias gordurosas, o xylol é o que
dissolve inteiramente a parte gordurosa do bacilo fazendo-o perder a
sua caracteristica mais importante que é a acido-resisténcia, sem
alterar o corpo bacilar, tanto que a sua propriedade tinctorial de acido-
resisténcia pode voltar quando impregnado novamente por uma
substancia gordurosa.

8.° — Tubérculo finamente triturado, tratado em Soxhleht pelo
xylol, a substancia que envolve o bacilo fica dissolvida por éste reativo,
permanecendo, entretanto no residuo os corpos bacilares. Este fato é de
facil constatacdo, pois as laminas feitas com o material depois de
tratado pelo xylol ndo mostram a existéncia de b. acido resistentes, que
se tornam numerosos depois da impregnacédo pela banha de galinha de
acordo com a técnica de José Faraco.



9° — Este residuo contendo os corpos bacilares foi tratado a
quente pelo alcool etilico, que de acérdo com o que ja foi dito dissolve as
substancias que produzem as reagdes positivas na lepromina.

As substancias dissolvidas no xylol, depois da evaporacédo déste,
foram diluidas em séro fisiolégico, sempre na mesma diluicao adotada.
Usadas como antigeno, nédo dao reagbes positivas nos casos
francamente positivas a lepromina.

As substancias dissolvidas no alcool etilico, depois do tratamento
pelo xylol, também nao dao reacdes positivas.

Reunindo-se éstes dois antigenos em um s, isto é, o antigeno
obtido com as substancias soltiveis no alcool depois de prévio trata-
mento pelo xylol, obtém-se reacdes positivas que acompanham "pari-
passu" as reacoes da lepromina.

Substs.  soldi-
Subst. solt- | veis em alc. Antigeno
N.° Nome veis em depois de pré-| obtido com a| Mitsuda
xylol (a) |vio trat. pelo| reuniZo a+h
xylol (b)

1 J.S. — — — _
2 A.G, — — — _
3 G.K. — — —_ —
4 A.D, — — — —_
5 I.M. — —_— + +
6 A.M. — — — —
7 D.L. - - + +
8 J.C. — - — —
9 Y.D. — — +-+ +-+
10 ALA. — — -+ +
11 E.P. —_ —_ — —
12 M.M. —_ —_ — —
13 | A.B. - — 4Lt +++
14 M.G. II — e ++ ++
15 | I.D. - — + +
17 S.D. —_ — — —
18 H.G. —_ —_— + 4

Para augmentar a intensidade das reacdes positivas obtidas com a
porcao alcool-soltuvel, juntei varias substancias ao antigeno; colesterina,
lecitina.

10.° — Tratando-se um tubérculo pelo alcool-etilico, de acérdo com
a experiéncia n.° 1, cujas reacoes acompanham as reacoes da lepromina
e juntando-se lecitina do ovo na proporcdo de 1%, obtem-se um
antigeno cujas reacoes foram perfeitamente idénticas em intensidade as
da lepromina e em alguns casos foram mesmo mais intensas.



11.° — Tratando-se um tubérculo pelo xylol, para retirar as gor-
duras proprias do bacilo, extraindo-se depois a parte soltivel no alcool, o
antigeno obtido ndo apresenta as reacdes da lepromina, mas juntando-
se lecitina na proporcéo de 1%, o antigeno provoca as mesmas reacoes
que a lepromina.

Subs. alcool- S:;bs' _glc.-sol.
N* | Nome [soliveis | PO UAL | Mitsuda
1% lecitina | * ol-1%
lecit,
1 E.C. — —
2 P.M.J. —_ — —
3 L.AA. — — —_
4 R.P. ++ ++ ++
5 | S.D. ++ + ++
6 P.B.O. + + +
7 | A.S. +++ ++ +++
8 | AF. +++ ++ +++
9 N.L. — _— —
10 S.S. —_ — —
11 C.C. — — —
12 ALG. +++ +++ +++
13 | B.R. +++ ++ ++
14 L.A. — — —_
15 J.Z. — — —
16 H.C. +++ +++ +++
17 AP, — — —
18 I.F. + + ++
12.° — Uma suspensédo de lecitina, em soro fisiolégico na dose

1/2% da os mesmos resultados que o test de Mitsuda, apenas a in-
tensidade da reacdo é bem menor.

No Nome  [ol. de lecitina] Misuda
1 E.C. —
2. P.M.J. —
3 L.A.A. — —
4 R.P. + et
5 S.D. — +
6 P.B.O — +
7 A.S. + +4+
9 N.L. — —
10 S.S. —
11 c.C. —_




As reacdes positivas obtidas com o antigeno de lecitina, (leitura feita
na 3. semana) ndo sao duradouras, ndo apresentando sinais de
positividade no fim da 6. semana; ao passo que a reacao de Mitsuda
francamente positivas duram meses.

0 . 1.2 232 3a 6.2
N Nome ReacBes | comana | semana | semana setnana
Mitsuda | —— |+ = H ——

8 LAA. gLec'ltina _ - — -
( Mitsuda B -»- ++ ++ ++ ++

| RE } Lecitima = — Ht —= + 4+ o
Mitsuda | +++ +++ -+ NI

T | AS Lecitina | + - —— H + e
s | AF )MMMa e I e B O S
o Lecitina ++ ++ ++ N

13.° — Uma cultura de 20 dias de b. tuberculose r. humana, sendo
tratada pelo xylol para retirar a matéria gordurosa, feita a suspensao em
soro fisiolégico acrescentando 1% de lecitina acompanha a reacdo de
Mitsuda em mais de 70% dos casos.

Ne Nome Mitsuda B. de Koch + 1% lecitina
1 C.P. + -
2 N.A.C. — -
3 M.P. + ++-F
4 R.R. 4t 4+
5 M.P. i ++
6 A.G. +++ -
7 M.R. + -
2 H.C. ++ ¥
COMENTARIOS

Esta série de experiéncias pode ser classificada em 3 grupos —
um, compreendendo as 9 primeiras experiéncias, em que trabalhei ex-
clusivamente com as substancias retiradas da lepromina; um segundo
grupo, compreendendo as experiéncias 10 e 11 em que as substancias
retiradas da lepromina juntaram-se outras ndo especificas e final-
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mente o terceiro grupo compreendendo a experiéncia feita com subs-
tancias outras que as encontradas na leprotnina.

I grupo — Os fatos revelados com as experiéncias do primeiro grupo
sdo os seguintes:

a) As substancias existentes na lepromina e que dao a reacédo
de Mitsuda positiva sdo solaveis no alcool etilico, cloroférmio e
glicerina;

b) Estas substancias pertencem ao grupo das proteinas e dos
lipoides, principalmente fosfatides.

c) Quer as substancias proteicas, quer os lipoides isoladamente
ndo produzem uma reacdo de Mitsuda positiva. Precisam estar as-
sociados para que o antigeno tenha valor.

II grupo — Com as experiéncias déste grupo pode-se estabelecer os
seguintes principios:

a) O antigeno de Mitsuda torna-se mais sensivel se se lhe juntar
um lipoide. Neste meu estudo, ésse lipoide foi a lecitina do ovo —
fosfatide muito semelhante as fosfatides existentes nos corpos dos
bacilos acido-resistentes;

b) No complexo proteina-lipoides que constitue a lepromina, a
porcao lipoide nao precisa ser especifica, isto é, ndo precisa pertencer
ao bacilo de Hansen. A lecitina do ovo produz os mesmos efeitos que as
fosfatides encontradas no b. de Hansen.

III grupo — Neste grupo uma unica conclusdo: no complexo
proteina-lipoides, também as proteinas do antigeno ndo precisam ser
especificas, isto é, ndo precisam pertencer ao bacilo de Hansen.

De acordo com a experiéncia n.° 12 as proteinas do b. de Koch
produzem os mesmos efeitos que as proteinas especificas cio b. de
Hansen.

Varios pesquizadores usaram como antigenos para a r. de Mitsuda
nao s6 outros bacilos acido resistentes como bacilos nao acidos resis-
tentes, e as conclusdes variam.

NAGUI (La Lepro, 1938. Vol. 9 pag. 25) empregou como antigeno
bacilos nao acido resistentes (coli, proteus) juntamente com lecitina a
1% obtendo os mesmos resultados que a lepromina mas com uma
intensidade mais fraca.

MUIR usando um antigeno feito com bacilos de Stefansky nos nos
individuos sdos obteve os mesmos resultados (Mula — Leprosy in India
(5.1933-204-218).

Souza Lima inoculando culturas de B. de Koch (Vallée) preparadas
como antigeno de Mitsuda, obtém em alguns casos de lepra
tuberculoide, reacdes positivas (Revista Brasileira de Leprologia — Vol.
VI-XII — 1938. pag. 443).

FERNANDEZ ( Rev. Arg. De Dermatologia XXIII — 1939) re-
fazendo as experiéncias de Arnning e Williams empregando uma



suspensao de B. Koch mortos pelo calor, em 24 reacdes encontrou 11
casos de reacdes concordantes e 2 casos discordantes; concluindo en-
tretanto pela especificidade de leprominas, visto os casos de reacao
positiva com o antigeno do B. Koch apresentarem também a reacdo de
Mantoux positiva.

Experiéncias mais numerosas necessitam serem feitas neste ter-
ceiro grupo. Algumas causas de érro precisam ser afastadas. Alguns
fatos ja conhecidos precisam ser estudados novamente, pois se se
confirmar que o antigeno da r. de Mitsuda nédo precisa nem das
substancias proteicas e nem dos lipoides especificos, tdda a concepcao
atual da r. de Mitsuda deve ser modificada.



