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As reacdes inflamatorias suscitadas pelo M. leprae e pelo M. tuberculosis, em
cobaios normais injetados por via intradérmica, possuem a mesma constituicdo
citolégica, havendo identidade morfologica e funcional das células que integram as
lesdes. No entanto, a bacterioscopia, a intensidade da reacdo e o seu ritmo evolutivo,
revelam diferencas quantitativas. A verificacao bacterioscopica, apesar de imprecisa,
permite avaliar, comparativamente, o comportamento dessas duas micobactérias em
face da reacao inflamatoria dos tecidos, isto é, indica o mecanismo de destruicdo e a
época em que as lesoes se tornam histologicamente abacilares. De modo semelhante,
o ritmo evolutivo das lesdes, que provavelmente constitui dependéncia indireta da
resisténcia oposta pela célula bacteriana a lise por parte dos macréfagos, reflete a
velocidade com que os bacilos sdo destruidos nos tecidos lesados 2.

Portanto, a observacao histolégica e bacterioscépica das lesdes provocadas pelo
M. leprae e pelo M. tuberculosis, em cobaios normais, permite ndo somente o estudo
da reacdo inflamatéria, que se produz no local injetado, como proporciona dados que
se relacionam direta ou indiretamente com a lise das micobactérias. Baseado nesses
elementos, assinalou-se que o M. leprae é mais resistente a acédo litica
desempenhada pelo macrofago do cobaio normal, em relacdo ao M. tuberculosis? .

No entanto, as diferencas de intensidade, que se apresentam durante
todo o decurso evolutivo das lesdes suscitadas pelas micobactérias referi-

(*)Médico da Seccao de Patologia Experimental do Servico de Pesquisas Cientificas
do D.P.L., Sao Paulo, Brasil.
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das, no cobaio normal, prejudicam o estudo comparativo. O M. tuberculosis produz
reacdo exsudativa inicial relativamente intensa, com grande afluxo de leucécitos e
formacdo de um micro-abscesso; o carater supurativo da lesdo exerce influéncia
indireta sabre a lise dos bacilos 2.

A auséncia de micro-abscesso nas lesdes provocadas pelo M. leprae, em
idénticas condicdes de trabalho, determina heterogeneidade no material de estudo, a
qual dificulta a interpretacédo dos resultados.

Devido as razdes apontadas e com o objetivo de efetuar observacdes em
material menos heterogéneo, as reacodes inflamatorias provocadas pelo M. leprae e
pelo M. tuberculosis serdao estudadas comparativamente, em cobaios préviamente
vacinados pelo BCG. Nestas circunstancias, as lesées sdo mais semelhantes entre si,
proporcionando condicbes mais apropriadas para e estudo comparado. Apesar de
persistirem diferencas quanto a intensidade da reacdo inflamatéria, sdo elas de
pequeno grau, exercendo menor interferéncia na interpretacao dos resultados.

MATERIAL E METODO

Foram utilizados 98 cobaios de ambos os sexos, com péso compreendido entre 380,0 e
570,0 g e em boas condi¢des de satide aparente.

Apos ter sido verificado que a injecao intradérmica de 0,1 ml de tuberculina bruta a
1/10 nao revelara hipersensibilidade tuberculinica, os animais foram divididos em 8 lotes
e inoculados com suspensao de BCG em solucéao de cloreto de sédio a 0,85%.

Lote 1 — Cobaios vacinados pelo BOG e posteriormente injetados com suspensdo de "M.
tuberculosis"”, por via intradérmica. — Compreende 58 cobaios assim distribuidos: 32
injetados, por via intraperitoneal, com 2,0 ml de suspensédo de BCG contendo 33,0 mg de
bacilos; 26 injetados, por via intramuscular, com 1,0 ml de suspensao de BCG contendo
33,0 mg de bacilos.

Repetiu-se a reacao tuberculinica (0,1 ml de tuberculina bruta a 1/10, por via
intradérmica), 30 dias apoés a inoculacdo do BCG, em todos os animais, tendo sido
verificado hipersensibilidade evidente. No 40° dia que sucedeu a inoculacdo do BCG
injetou-se, por via intradérmica, 0,05 ml de suspensao de M. tuberculosis (BCG) contendo
0,165 mg de bacilos. Esta suspensao fora préviamente aquecida a 1000C durante duas
horas. A injecao foi efetuada em dois pontos diferentes (uma em cada flanco), tendo sido
um déles utilizado para a observagao macroscopica e o outro para o estudo histolégico da
lesao.

Lote 2 — Cobaios vacinados com BCG e posteriormente injetados com lepromina por via
intradérmica. — Compreende 22 cobaios injetados, por via intraperitoneal, com 2,0 ml de
suspensao de BCG contendo 33,0 mg de bacilos.

A reacgao tuberculinica (0,1 ml de tuberculina bruta a 1/10), repetida 30 dias apds a
inoculacao do BCG, foi nitidamente positiva nos 22 animais que fazem parte do lote. Deve
ser assinalado que 3 cobaios nao reagiram de forma evidente a tuberculina, tendo por isso
sido excluidos, nédo constando da cifra citada.

Na mesma época que os animais do lote 1, isto é, 40 dias apds a inoculacédo
do BCG, os cobaios do lote 2 foram injetados, por via intradérmica, com 0,1 ml
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de lepromina (*) contendo aproximadamente 0,074 mg de M. leprae (a determinacao da
quantidade de bacilos foi efetuada por método descrito em trabalho anterior 4). Foram
injetados dois pontos diferentes (um em cada flanco), tendo um déles servido para o
estudo macroscoépico e o outro para a verificacao microscopica da reacao.

Lote 3 — Cobaios vacinados com BCG e injetados, concomitantemente, com suspensao
de "M. tuberculosis" (BCG) e de "M. leprae" (lepromina), por via intradérmica. —
Compreende 20 cobaios inoculados, por via intraperitoneal, com 2,0 ml de suspensao de
BCG contendo 33,0 mg de bacilos.

A reacao tuberculinica, efetuada com 0,1 ml de tuberculina bruta a 1/10 (via
intradérmica), 30 dias apds a administracdo do BCG, revelou hipersensibilidade
evidente em todos os animais. No 40° dia que sucedeu a inoculacao do BCG, os cobaios
foram injetados, concomitantemente, com suspensao de M. tuberculosis e de M. leprae;
para isso inoculou-se, em um dos flancos, 0,05 ml de suspensdo de BCG contendo
0,165 mg de bacilos, e, no outro flanco 0,1 ml de suspensado de M. leprae (lepromina),
contendo aproximadamente 0,170 mg de bacilos (**). Os animais déste lote foram
utilizados apenas para a observacao das lesoes.

O estudo da reacao macroscopica, provocada pela suspensao de BCG ou pela
lepromina, foi efetuado mediante a verificacao dos caracteres e do diametro da reacao
nodular que se formou no local injetado. A observacao foi diaria até o 6° dia, cada 3 dias
até o 30° dia e cada 10 dias até o 50° dia.

Nos mesmos periodos as lesoes suscitadas pelas duas micobactérias foram estudadas
histologicamente, tendo sido praticadas 76 biopsias. O material, apos fixacdo em solucao
de formol a 10,0%, foi incluido em parafina e corado pela hematoxilina-cosina,eosina,
Ziehl-Neelsen, Mallory e método de Gomori para reticulina.

RESULTADOS
I - MACROSCOPICOS:
Lote 1 — Cobaios vacinados com. BOG e posteriormente injetados, por via in-
tradérmica, com 0,165 mg de "M. tuberculosis”" (BCG). — A reacdo macroscopica tem

inicio 1-3 horas apds a inoculacdo intradérmica do M. tuberculosis e acentua-se
progressivamente; atinge o maximo 24 horas ap6s a injecao, traduzindo-se por nédulo
eritematoso cujo didametro médio € 20,12 mm (ha grandes variagdes individuais: ver
quadro 1). 0 nédulo geralmente ulcera-se no 3°-4° dia e involue lentamente até o 30° dia
que sucede a inoculacao (ver quadro 1 e grafico), deixando pequena cicatriz fibrosa, na
maioria dos casos.

Lote 2 — Cobaios vacinados com BOG e posteriormente injetados, por via in-
tradérmica, com 0,1 ml de lepromina contendo aproximadamente 0,074 mg de "M. leprae".
— A reacao macroscopica tem inicio 1-5 horas apés a injecao da lepromina e acentua-se
até a 24° hora, quando atinge a intensidade maxima e se apresenta sob aspecto nodular
e eritematoso. A involucdo da reacdao nodular é lenta, atingindo 40° dia que sucede a
inoculacao. Geralmente ha ulceracao (73,56% dos casos), a qual é responsavel por
pequena cicatriz fibrosa residual.

(*) A lepromina foi preparada, segundo o método de Hayahi®, pelo Dr. M. de Souza
Lima, a quem agradecemos.
(**) A lepromina injetada neste lote foi concentrada por reducéo correspondente do
volume do veiculo.
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Os resultados assinalados sito idénticos aos expostos em outro trabalho 3 e re-
ferentes a reacdo da lepromina em cobaios préviamente vacinados com o BCG; por essa
razdo, serao utilizados os dados néle referidos, como térmo de comparacgao, porquanto
estdo baseados em maior nimero de observagdes (quadro 2 e grafico).

A comparacdo das reacgdes macroscopicas provocadas, em cobaios previamente
vacinados com o BCG, pela injecao intradérmica de M. leprae e do M. tuberculosis revela:
a) a suspensao de BCG produz reagdes inicialmente mais intensas, as quais regridem
totalmente em 30 dias; b) a lepromina induz reacdoes mais fracas, porém mais
duradouras. Convém acentuar que a referida comparacdo é falha porquanto foram
empregadas doses diferentes das duas microbactérias; no entanto, apesar da
quantidade de M. leprae ser comparativamente menor, a reacao por €éle suscitada possui
maior duracao (ver quadro 3 e grafico).

Didmetro médio (em milimetros)

Dias apés a inoculagdo Lepromina contendo ap.

0,165 mg de BCG 0,074 mg de M. leprae

|
|

|

J
1 ' 20,12 6,19
2 16,55 5,86
3 18,21 5,18
4 12,24, 1,45
5 12,17 4,23
6 12,20 4,66
9 11,24 4,48
12 10,31 4,06
15 - 7,41 3,77
18 5,03 3,32
21 3,48 2,84
24 1,34 2,33
27 0,08 1,78
30 0,00 1,05
40 0,00 0,00

Quadro 8 — Comparacao entre o diametro médio (la reacdo macroscopica provocada

pela injecao intradérmica de BCG e lepromina, em cobaios previamente vacinados
pelo BCG.

11 — MICROSCOPICOS:

Lote 1 — Cobaios vacinados com BCG, e posteriormente injetados, por via
intradérmica, com 0,165 mg de "M. tuberculosis". — O estudo da reacao histologica sera
dividido em periodos, o que facilita a exposicao, além de estar relacionado com etapas
evolutivas das lesoes.

24-48 horas: A reacdo inflamatéria inicial € bastante intensa, atinge o derma
e as dreas proximas do hipoderma e tem carater exsudativo agudo; ha edema evi-
dente e grande afluxo leucocitario (neutroéfilos, mondcitos, alguns linfécitos e cosi-



Dias _
Auséncia de reagio |~

apés 01 — 2,0 mm “ 21 — 40 mm l 441 — 6,0 mm “ 6,1 — 8,0 mm 81 — 10,0 mm

inocul. N¢ abhs. % 7 N abs. e Ne ahs. %7 N9 abs. %% N*¢ abs, LA N¢ abs. T
1 — — — — — — — — - — — —
2 — — — - — — - — — — 2 3,45
3 — — - - — - — — 2 8,45 6 10,34
s - — -~ - h - - - — 3 517 | 10 1724
5 — — — — _ — — — - 1 6,89 10 17,24
6 — — — — — — — — 2 8,45 10 17,24
0 — — —_ — — — — - 4 6,89 14 24,14
12 — — — — — — 8 5,17 6 10,34 15 25,86
15 — — — — 1 1,72 12 20,69 28 48,27 10 17,24
18 — — — — 16 27,58 28 48,27 11 18,96 3 517
21 — — 9 15,52 30 51,72 15 25,86 4 6,89 — —
24 14 24,14 28 50,00 13 22,41 2 3,45 — — — —
29 53 91,38 5 8,62 — — — — — —_ — -
ao 58 100,00 — -— —_ e —_ — — - — -
40 58 100,00 — - — — — — S - —
50 58 100,00 — — - — — —_ —_ - — —

QQuadro 1 — Rea¢io macroscépica provocada pela inje¢io intradérmica



Presenca de lesdio nodular, muwﬁa:ﬂﬁomm ou nén, com: Didmetro

10,1 — 12,0 mm | 12,1 — 14,0 mm :r — 160 mm | 161 — 180 mm | 181 — 20,0 mm | 20,1 — 220 mm { 22,1 — 24,0 mm | 241 — 26,0 mm | 261 — 28,0 MM | medio
N° abs. o N¢ ghs. % N* nbs. % N° abs. | % N¢ abs. % N* abs. o Ne abs. % N* abs. ﬁ % r Ne abs. o, em mm

|

i 1,72 1 1,72 3 5,17 10 17,24 4 24,14 14 24,14 7 12,07 & 8,62 3 5,17 20,12

4 6,89 10 17,24 17 29,31 15 25,86 6 10,34 3 5,17 1 1,72 — — — — 15,56
1 18,96 23 39,65 9 15,52 5 8,62 2 8,45 — — — — — — — — 13,21
18 31,08 18 27,58 6 10,34 4 6,89 1 1,72 — — — — — — - — 12,24
17 20,41 16 27,58 | ] 10,34 4 6,89 1 1,72 — — — — — — — — 12,17
16 27,58 17 29,31 8 18,79 4 6,89 1 1,72 — — — — — - — — 12,20
23 86,21 12 20,69 4 6,89 8 5,17 — — — - — - — - — — 11,24
21 86,21 10 17,24 3 5,17 - — — — — — — — — -— — - 10,31
5 8,62 2 8,45 — — — — — — — — — — — — — — 7541
_ _ — _ L _ o _ — — — — — — — — — — 5,08
— — — - — - — — — — — — — - — - — — 3,48
—_— _ — _ L - — — — — — — — —_ — — _ — 1,34
— _ — — — — — — — — _ — — — — — — — 0,08
_ — — —_ I — _ _ —_ — - — — — — — —_ — 0,00
_ _ — _ _ — _ _ - — — — _ - — — — — 0,00
— — —_ — — — — — — — — _ — — — — — — 0,00

de 0,165 mg de M, tuberculosis, em cobnios préviamente vacinados pelo BCG; didmetro em milimetros, N* de observagdes: 58,



Dias Presenca de papula eritematosa,
Auséncia de reacdo _

apos a 0,0 — 1,0 mm ﬁ 1,1 — 2,0 mm 2,1 — 3,0 mm 3,1 — 4,0 mm 4,1 — 5,0 mm 51 — 6,0 mm

inocul. | ne b, % N? abs. %, N2 abs. % N° abs, o, N? abs. % Ne¢ abs, LA Ne¢ abs. %
1 — — — — — — —_ — 1 1,15 15 17,24 30 34,48
2 - —_ — — — | — —_ —_ 2 2,29 20 22,99 32 36,78
3 — — — — — — 1 1,15 13 14,94 24 27,59 32 36,78
4 — — — — 1 1,15 6 6,89 922 25,29 a0 34,48 24 27,59
5} — — — — 1 1,15 8 9,19 23 26,44 30 34,48 22 25,29
6 — — — — — — 5 5,74 14 16,00 40 45,98 20 22,99
9 — — — —_— 1 1,16 T 8,04 17 19,54 85 40,23 22 25,29
12 — —_ — — 1 1,15 T 8,04 40 45,98 23 26,44 13 14,94
15 —_ — — — 3 3,45 13 14,94 41 47,12 19 21,84 9 10,34
18 — — 1 1,15 4 4,59 30 34,48 33 37,93 13 14,94 5 5,74
21 2 2,29 3 3,45 T 8,04 40 45,98 24 27,569 8 5,19 3 8,46
24 5 5, T4 8 8,19 12 13,79 41 47,12 16 18,39 3] 5,74 — —
27 12 18,79 16 18,39 16 18,39 29 33,33 12 18,79 2 2,29 — —
30 22 25,29 w.p 27,59 26 20,86 12 13,79 3 3,456 —_ — — —
40 87 100,00 — — — — — — — — — — — —
50 87 100,00 — — — J— —_ — — —_ J— —_— — —

Quadro 2 — Reagio macroseopica provocada pela lepromina em cobaios préviamente va



ou nao com:

, s Diametro
6,1 — 7,0 mm 7,1 4] 8,0 mm 81 — 9,0 mm 9,1 — 10,0 mm 10,1 — 11,0 mm médio
|

Ne abs. LA Ne uLm. G N¢ abs. % ' Ne abs. y Ne abs. I em mm
19 21,84 13 14,94 5 5,74 3 3,45 1 1,16 6,19
16 18,38 12 13,79 4 4,59 1 1,16 —_— — 5,86
13 14,94 3 8,45 1 1,15 — — — — 5,18
3 3,456 1 1,15 — — — — — — 4,48

3 3,45 — — — — — _ — _ 434 -
8 6,89 2 2,29 — — — —_ —_ — 4,66
4 4,59 1 1,15 — — - — — — 4,48
3 .m.n_..m — — — — — — — — 4,06
2 2,29 — — — — — — — — 8,77

1 1,15 - — . _ — — _ _ 8,82
— — — _ _ _ — — — — 2,84
— — — — — — — — _ — 2,33
— — — — — — — — — — 1,78
— — — — — — — — — — 1,08
— - — — — — — — — — 0,00
— — — — . _— — _ — — 0,00

cinados com o BCG. N* de ormm—émwumm" 87.
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Grafico 1 - Comparacédo entre os diametros médios da reagao macros-
copica provocada pela injecao intradérmico de 0,165 mg de M. tuber-
culosis e aproximadamente 0,074 mg de 31. leprae (lepromina), em
cobaios previamente vacinados pelo BCG.

nofilos), principalmente na regido central da lesdo. :1 reacdo tem tendéncia a lo-
calizacao. Ha intensas alteracoes degenerativas e necrose das células mais centrais, o
que conduz a formacdo de micro-abscesso, inicialmente mal definido, o qual encerra os
elementos degenerados ( fotomicrografia 1).

Além disso, verifica-se intensa solicitacdo das células conjuntivas fixas (intersticiais
e perivasculares), havendo grande proliferacdo de "células fixas ativadas', as quais
precocemente se transformam em células dotadas de citoplasma amplo e vacuolizado,
que se dispdem em réde de aspecto sincicial; sdo os macrofagos fixos ( fotomicrografia
1), presentes em grande numero os quais, por sua vez dao origem a células pré-
epitelidides e células epitelidides; estas ultimas sao porco frequientes, ruas observadas
em lesdes com 24-48 horas de evolucao (verificam-se, inclusive, células epitelidides
contendo 2-3 nucleos).

Dos elementos derivados das células conjuntivas predominara os macrografos nas
lesbdes corri 24 horas e is células pré-epitelidides nas lesées com 48 horas de evolucao;
dispéem-se em pequenos grupos situados, juntamente com leucdcitos, nas pro-
ximidades do micro-abscesso.

Os bacilos sdo numerosos, isolados ou agrupados e localizados de preferéncia na
area central da lesdo; encontram-se livres, ou fagocitados por leucocitos (neutrodfilos e
monocitos). No interior dos macrofagos raramente ha bacilos, os quais se apresentara
alterados tnorfologicamente; sdo observados macréfagos que encerram leucécitos
contendo bacilos.

3° e 6° dia: A reacao exsudativa e menos intensa que no periodo anterior, sendo
menos numerosos os leucocitos, com excecdo dos coletados no interior do abscesso;
a lesdao tem maior tendéncia it localizacdo. As células epitelidides sdo numerosas
e gradativamente passam a predominar sobre as demais; agrupara-se em pequenos
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focos (fotomicrografia 3, nos quais sdo observadas raras células gigantes mal cons-
tituidas. Nao ha formacao de estruturas tuberculéides, mas verifica-se disposicao
nodular em térno do abscesso. Os macroéfagos constituem réde de aspecto sincicial, nas
proximidades da cavidade do abscesso, tendendo a invadi-la.

Os bacilos sdo geralmente pouco numerosos e encontrados no interior de leu-
cocitos; nos macrofagos sdo muito raros e se apresentam granulosos.

6°-9° dia: E' mais acentuada a predominancia de células epitelidides e a disposicao
nodular dos elementos que constituem o tecido granulomatoso, situado ao redor do
micro-abscesso. As lesdoes neste periodo atingem o maximo de desenvolvimento
histologico, sem contudo formarem lesdes tuberculdides tipicas. Sao observadas
algumas células gigantes.

Os bacilos séo raros e situados no citoplasma de leucécitos coletados no abscesso;
os macrofagos muito raramente contém bacilos.

9°-12° dia: As lesdes apresentam aspecto histologico semelhante ao descrito
anteriormente, havendo, porém, aparecimento de fibrocitos e de algumas fibras
colagenas entre os elementos do tecido inflamatério; ésse fato marca o inicio da
involucdo da lesdo, em cuja constituicdo, no entanto, predominam as células epite-
lidides (fotomicrografia 5). Os bacilos sdo raros inclusive no micro-abscesso.

12°-21° dia: O tecido granulomatoso que circunda o abscesso central contém
numerosos fibrocitos e fibras colagenas, que dissociam as células epitelidides e formam
pequenos septos fibrosos; ha algumas células gigantes, principalmente de tipo corpo
estranho. Predominam as células epitelidides, algumas das quais apresentam-se em
degeneracdao (micro-vacuolizacdo, picnose nuclear) e outras em transformacao
fibrocitica; entre elas sao observados elementos com nucleo linféide.

Os bacilos sao muito raros, especialmente no final do periodo e encontrados apenas
no interior de raros leucocitos contidos no abscesso; este geralmente apresenta-se
aberto para o exterior.

21°-27 dia: Lesao formada por micro-abscesso de reduzidas dimensoées, envolvido
por tecido granulomatoso com adiantadas alteracées involutivas e fibrose (fotomicrograf
ia 7).

Os bacilos sao excepcionais até o 249 dia e ausentes apos.

27-40° dia: As células epitelidides sdao pouco numerosas e dissociadas por tecido
colageno; o micro-abscesso tende ao desaparecimento (fotomicrografia 9).

50° dia: Involucao completa da lesao, verificando-se pequena cicatriz fibrosa.

Lote 2 — Cobaios préviamente vacinados com BCG e injetados, por via intradérmica,
com 0,1 de lepromina, contendo aproximadamente 0,074 mg de "M. leprae".

24-48 horas: Reagao inflamatoéria intensa, de carater agudo, predominantemente
exsudativa (edema e grande afluéncia leucocitaria, predominando os neutréfilos), com
tendéncia A localizagao (fotomicrografia 2). Os leucocitos apresentam grandes alteracoes
degenerativas que chegam A necrose celular em numerosos elementos. O grande afluxo
leucocitario e a necrose celular sdao responsaveis pela formacdo do micro-abscesso, que
se localiza no centro da lesdao, ao redor do qual encontra-se a zona de reacao
inflamatoéria a cargo de elementos conjuntivos; esta é constituida por células fixas
ativadas e macrofagos fixos (com citoplasma vacuolizado), dispostos em réde de aspecto
sincicial. Tanto os leucécitos como os macrofagos possuem grande atividade fagocitaria,
principalmente em relacao ao M. - leprae.
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Os bacilos sao numerosos nos pontos em que é maior o afluxo de leucécitos e mais
intensa a necrose; geralmente estdo situados no interior do citoplasma dos fagdcitos
(neutrofilos, mondcitos e macrofagos).

3’-6" dia: Observa-se maior localizacdo e menor intensidade da reacao exsudativa,
em relacdo ao periodo anterior; os macréfagos sdo, ao contrario, mais numerosos
(fotomicrografia 4) e tendem a se transformarem em células pré-epitelidides (3° dia de
evolucao) e posteriormente em células epitelidides (4° dia de evolucao); os elementos
citados constituem um tecido inflamatério regularmente denso e pleomorfo, que envolve
o abscesso.

Os bacilos sdao numerosos e intracelulares; encontram-se frequentemente no interior
de leucocitos contidos no abscesso, alguns dos quais sao fagocitados por macrofagos.

6°-9 dia: A continua formacao de células epitelidides torna a lesdo citologicamente
menos pleomorfa. Surgem algumas células gigantes mal constituidas. A lesdo assume
carater focal mais proeminente, sobrevindo estruturas nodulares.

Os bacilos sao frequientes nos leucocitos e em raros macréfagos situados no centro
da lesao..

9°-12° dia: Constitui o periodo no qual as lesdes atingem o maximo de desen-
volvimento histologico; o tecido inflamatério que envolve o abscesso é denso e cons-
tituido predominantemente por células epitelidides (fotomicrografia 6) ; possui dis-
posicdo nodular, nao tipicamente tuberculdide. Os leucécitos estao situados quase
exclusivamente no micro-abscesso. A presenca de fibréocitos e de alteracoes dege-
nerativas em algumas células epitelidides marcam o inicio da involuc¢ao da lesao.

Os bacilos sao frequentes; encontram-se em leucocitos contidos no abscesso e
raramente em macrofagos situados proximos.

12°-21° dia: A involugéao da lesdo apresenta-se mais acentuada, havendo fibrose que
dissocia as células epitelidides e produz septos no interior das estruturas nodulares.
Entre as células epitelidides ha raros neutroéfilos e algumas células com nucleo linféide.

Os bacilos sao progressivamente menos numerosos e localizados na Area central da
lesao.

21°-27 dia: As lesdes apresentam-se em involucdo adiantada (fotomicrografia 8),
principalmente no 27° dia, sendo evidente a fibrose e pouco numerosas as células
epitelidides (algumas em degeneracédo, ou em transformacao fibrocitica). O abscesso
possui reduzidas dimensoes.

Os bacilos sao raros no inicio e excepcionais no final do periodo.

27-40° dia: Apos o 27° dia a fibrose € progressivamente mais acentuada; tornam-se
numerosas as células com nucleo linfoide, ao contrario das células epitelidides
(fotomicrografia 10). O micro-abscesso possui reduzidas dimensées. Nao sao observados
bacilos.

No 50° dia, em alguns casos verifica-se apenas lesdo fibrosa cicatricial, porém, na
maioria ainda sao assinalados pequenos grupos de células epitelidides entre células
linfoides e tecido colageno.

Lote 3 — Cobaios previamente vacinados com BCG e injetados, concomitante-
mente, por via intradérmica, com 0,165 mg de “M. tuberculosis” e com suspensdo contendo
aproximadamente 0,17 mg de '"M. leprae" (lepromina). — A injecao

intradérmica de idéntico péso de M. tuberculosis e de M. leprae, em cobaios prévia-
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Dias apds Leses provocadas por Lesges provocadas p/ aproxima-
inoculagdo 0,165 mg de BCG damente 0,17 mg de M. leprae
Lesio exsudativa muito intensa| Lesdes provocadas por aproxima-
e com tendéncia & localizaclio;| lizada; mnecrose celular e for-
necrose e wmicro-abscesso; in-| macglio de micro-abscesso; ne-
1-2 dias tensa solicitagio de elemenios| nor salicitacdo conjuntiva; pre-
conjuntivos; presenca de ma-| genga de macréfagos; numero-
créfagos, células pré-epitelidi-| gos bacilos.
des e epitelidides; numerosos
bacilos.
Micro-abscesso envolvido por te-| Micro-abscesso envolvido por te-
cido inflamatdrio formado por| eide inflamatério constituida
. macréfagos, numerosas células por macréfagos e algumas cé-
8-6 dias epitelidides e raras células gi-! lulas epitelidides; estrutura
gantes; estrutura densa; dis- ‘densa; numerosos bacilos,
pogicdo nodular; bacilos pouco :
HuUmerosos.
Les#io nodular com méximo de | Les#io nodular com nuwmerosas
desenvolvimento histolégico; células epitelidides e raras cé-
6-90 dias estrutura densa e predominio lulas gigantes; estrutura den-
de células epitelidides; alguns sa: bacilos numerosos.
leucdeitos; bacilos raros.
| Infcio das alteracdes involutivas| Lesio nodular com puiximo de
I (fibrécitos e fibras colagenas);| desenvolvimento histologico;
912 dias | células epitelidides dissociadass| estrutura densa; predominio
l bacilos raros. de células epitelidides; raros
\ ’ fibrdcitos; bacilos numerosos.
Involu¢fio acentuada, com ten- | Alteragdes involutivas progressi-
déncia & fibrose; abscesso ge- vamente mais nitidas (fibroci-
12-21 dias ralmente drenade para o ex- tos, dissociacBio das células
terior; bacilos muito raros. epitelidides) ; bacilos pouco nu-
INErosos.
Intensa involugdo; numerosos fi- | Involugdo acentuada; tendéncia
2127 dia brécitos e fibras coldgenas; ba- 3 fibrose; redugdo do volume
- 8 . P ; . )
cilos excepcionais até o 24° dia do abscesso; bacilos raros.
e ausentes daf por diante.
Completa involucdio; eicatriz fi- | Cicatrizaclio incompleta mesmo
27-50 dias brosa microsedpica mo 50° dia.| mno 50° dia, na grande maioria

dos casos; bacilos muito raros
até o 30° dia e ausentes apds.

Quadro 4 — Estudo comparado das lesées microscopicas provocadas por 0,165 mg
de BCG e aproximadamente 0,17 mg de M. leprae, em cobaios préviamente vaci-

nados pelo BCG.
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mente vacinados pelo BCG, feita em um mesmo animal, permite melhor comparacéao da
estrutura da lesdo, atenuando a causa de érro dependente das variacoes individuais.
Deve-se, porém, lembrar que a suspensido de BCG contém apenas o M. tuberculosis,
enquanto que a lepromina encerra outros elementos dos lepromas triturados, os quais
sao passiveis de provocar reacdao quando introduzidos nos tecidos; o material injetado é
portanto heterogéneo, constituindo causa de érro justificada pela grande dificuldade de
separacao do M. leprae, contido em suspensoes de lepromas triturados 2,

No entanto, a fase tardia da reacdo dos tecidos e o comportamento dos bacilos em
face dessa reacao, parecem pouco influenciados pela heterogeneidade das suspensoes;
por essa razao tais pontos serdo especialmente focalizados.

As diferencas histolégicas verificadas nas lesées induzidas em um mesmo animal,
por igual péso de M. tuberculosis e do M. leprae, estdo resumidas no quadro 4 e dizem
respeito a intensidade e ao ritmo evolutivo da reacdo. O tipo de reacédo inflamatéria é
idéntico para as duas micobactérias e caracterizado pelos mesmos elementos
histologicos, dotados de igual capacidade funcional.

As lesdes provocadas pelo BCG sdo sempre mais intensas e possuem ritmo evolutivo
mais acelerado, comparadas com as suscitadas por igual dose de M. leprae.

O método histologico permite verificar que desde o inicio é maior a solicitacdo dos
elementos conjuntivos nas lesdes produzidas pelo M. tuberculosis, sendo mais precoce o
aparecimento de macrofagos, células pré-epitelidides e epitelidides; as lesdes atingem o
maximo de desenvolvimento histolégico mais cedo que as provocadas pela lepromina. As
alteracdes involutivas sobrevém mais precocemente nas lesdes induzidas pelo BCG,
havendo completa cicatrizacdo no 50° dia que sucede a inoculacdo. Ao contrario, nos
cobaios injetados com lepromina, as lesdes geralmente nao estdo completamente
involuidas no 50° dia.

Além disso, o numero de bacilos diminui mais rapidamente nas lesdes provocadas
pelo M. tuberculosis, as quais tornam-se histologicamente abacilares apds o 240 dia de
evolucao; o M. leprae, porém, é encontrado inclusive em lesdes com 30 dias de evolucao,
quando a lepromina injetada contém aproximadamente 0,17 mg de M. leprae em 0,1 ml.

Com referéncia as duas doses de M. leprae utilizadas (aproximadamente 0,074 mg e
0,17 mg) verifica-se relacdo direta entre elas e a intensidade da reacdo suscitada.
Porém, o ritmo evolutivo da lesdo é idéntico, ndo havendo diferencas demonstraveis pelo
método empregado. Os bacilos aparentemente permanecem maior tempo nas lesdes
provocadas por doses mais elevadas, fato este que provavelmente reflete apenas a
imprecisao do método histologico, nesse particular.

DISCUSSAO

Em cobaios préviamente vacinados pelo BCG a reacdo macroscopica, provocada
pela injecdo intradérmica de suspensdes de M. tuberculosis e de M. leprae,
apresenta-se diferente no que diz respeito a intensidade e a evolucao. A diferenca
de intensidade possui relacdo, ao menos parcial, com a dos de bacilos injetada;
como nao foram utilizadas quantidades iguais das duas micobactérias (0,165 mg
de M. tuberculosis e aproximadamente 0,075 mg de M. leprae), no estudo da reacao
macroscopica, a analise comparada da intensidade esta prejudicada.

O decurso evolutivo do nédulo dérmico sofre menor interferéncia do fator dose e
por isso, deve ser comentado.
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A involucdo da reacdo provocada pelo BCG é mais rapida, comparada com a
lesdo suscitada pela lepromina; o didmetro médio do nédulo, na primeira
eventualidade, decresce precocemente para tornar-se igual a zero no 30° dia que
sucede a inoculacéo (ver grafico). Na reacdo da lepromina (apesar da menor dose
de bacilos) o diametro média diminui mais lentamente; a lesdo macroscopica
somente desaparece no 40° dia.

As diferencas assinaladas devem ser encaradas sob ressalva, devido a
heterogeneidade das suspensoes empregadas.

O estudo microscopico evidencia que o tipo de reacédo histologica é idéntico
para as duas micobactérias, quando injetadas nas condicoes ref eridas, em cobaios
préviamente vacinados pelo BCG. As lesdoes possuem uma fase aguda inicial, de
carater exsudativo, seguida da fase cronica, granulomatosa. As células que tomam
parte nas duas fases sao idénticas morfolégica e funcionalmente e dispdem-se em
estrutura de mesmo tipo. Ha apenas maior intensidade das reacdes produzidas
pelo BCG, comparadas com as induzidas pela mesma dose de M. leprae; em
ambas, porém, a fase exsudativa € caracterizada por grande afluxo leucocitario e
alteracoes degenerativas, inclusive necréticas, condicionando a formac¢do do micro-
abscesso verificado nas duas eventualidades, localizado na area central da lesao. A
presenca do micro-abscesso, nas lesdes provocadas pelas duas micobactérias,
facilita a comparacdo, uma vez que proporciona homogeneidade no material de
estudo.

Tanto o M. tuberculosis como o M. leprae sado lisados no interior do macréfago
do cobaio, o qual posteriormente transforma-se na célula epiteliéide; sob o estimulo
das substancias libertadas pelos bacilos lisados !; estes fatos estdo relacionados
com a identidade da estrutura histologica verificada na fase crénica das lesdes
provocadas pelas duas micobactérias.

A evolucao da reacdo inflamatéria (isto €, a dinamica do processo) apresenta,
no entanto, algumas diferencas quantitativas; as lesdées produzidas pelo BCG
possuem decurso mais rapido, tornam-se mais cédo livres de bacilos e involuem e
desaparecem com maior brevidade.

O método histolégico sugere relacdo entre o desaparecimento dos bacilos
(destruicao bacilar) e o ritmo evolutivo da lesdo. Nas lesdes suscitadas pelo BCG é
mais precoce tanto a presenca de células epitelidides (verificada no 1°-2° dia) como
seu predominio nas lesbdes (verificado no 6°-9° dia de evolucdo). Estes fatos
permitem supor que a lise do M. tuberculosis, desempenhada pelo macréfago, se
processa com maior rapidez, comparada com a destruicdo do M. leprae. Na lesao
provocada pela lepromina, as células epitelibides sdo observadas a partir do 3° dia
e predominam apés o 9° dia de evolucdo, o que indica maior duracédo da "fase de
macrofago" 2 e indiretamente sugere que a lise dos bacilos € mais lenta. O estudo
bacterioscopico confirma os fatos assinalados, uma vez que as lesdes provocadas
pelo BCG séao abacilares apés o 24° dia, ao contrario das lesées suscitadas pela
lepromina que apresentam micobactérias até o 30° dia de evolucao.
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Paralelamente, a fase de degradacao e eliminacédo dos produtos oriundos da
destruicao bacilar, ou "fase de células epitelidides" 2, € também mais perene nas
lesdes provocadas pela lepromina, comparadas com as suscitadas pelo BCG; dai
advém maior precocidade involutiva das lesdes produzidas pelo M. tuberculosis,
as quais se apresentam completamente cicatrizadas 50 dias apés a inoculacdo
(ao contrario, as lesées suscitadas pelo M. leprae persistem além do 50° dia).

Os fatos assinalados sugerem que no cobaio préviamente vacinado pelo
BCG, do mesmo modo que no cobaio normal 2, a resisténcia que o M. leprae
opde a lise, por parte do macrofago, é maior que a oposta pelo M. tuber-
culosis (de modo semelhante ao que ocorre em relacdo aos fagocitos de
larvas de insetos 64).

O desigual comportamento das duas micobactérias, em face da acéo litica
dos macréfagos do cobaio, ndo constitui propriedade dependente de sua
vitalidade, uma vez que foram empregados bacilos mortos pelo calor; também
nao possui relacdo com a resisténcia adquirida especifica, pois € observada tanto
no cobaio préviamente vacinado pelo BCG, como no animal normal.
Possivelmente relaciona-se com a estrutura, a composicdo quimica e com
propriedades fisico-quimicas da célula bacteriana (das quais depende a atividade
das enzimas dos macr6fagos, uma vez que constituem o substrato sabre o qual a
enzima atua), sendo independente de suas propriedades antigénicas.

E' provavel que os lipides, que tomam parte na constituicao das duas
micobactérias, sejam os principais responsaveis pela resisténcia oposta a lise 2.

A comparacdo do ritmo evolutivo das lesdes histolégicas induzidas em
cobaios normais, pelo M. tuberculosis e pelo M. leprae 2, com os resultados
obtidos em cobaios préviamente vacinados pelo BCG, revela, direta e
indiretamente, que a vacinacdo prévia acentua a atividade litica do macréfago,
em relacao as duas micobactérias. A inoculacdo do bacilo atenuado ndo séomente
intensifica a reacdo macroscopica como acelera o ritmo evolutivo da lesdo
histolégica 3; esse fato ocorre de modo idéntico para os dois e depende do
desenvolvimento de hipersensibilidade (cruzada no caso do M. leprae) + e de
provavel resisténcia adquirida; esta ultima parece responsavel pela formacao
acelerada da lesdo tuberculéide.

SUMMARY

The lesions suscitated by intracutaneous injections of M. tuberculosis and M.
leprosy suspensions, in BCG vaccinated guinea pigs, are cytologically alike; the cells
of the inflammatory tissue are morphologically and physiologically identicals and
constitute lesions of a same type, with a central abscess surrounded by the
tuberculoid inflammatory tissue. This cytological and histological identity makes easy
the comparative study of the lesions by these two mycobacteria in vaccinated
guinea pigs. In opposition in normal guinea pigs the same comparison is difficulted
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by the presence of the abscess observed only in the animals injected with M.
tuberculosis.

Ninety eight normal guinea pigs were innoculated with 33.0 mg of BCG, by
peritoneal or intramuscular route. Forty days after 58 guinea pigs were injected
intracutaneously with 0,05 ml of a M. tuberculosis (BCG) suspension, containing 0.165
mg of bacilli; 22 guinea pigs were injected by this same via with 0,1 ml of lepromin
containing nearly 0.074 mg of M. leprae; the other 20 guinea pigs were injected by this
same route with 0.165 mg of BCG on a side and with 0,1 ml of lepromin containing
0.170 mg of M. leprae on the other side.

The macroscopic and the microscopic lesions suscitated by the intracutaneous
injection of these two mycobacteria were observed during 50 days.

The macroscopic examination shows: a) the reaction provoked by 0.165 mg of BCG
is stronger but disappears at the 30th day after innoculation; b) the reaction suscitated
by approximately 0.074 mg of M. leprae is weaker but vanishes only 40 days after
innoculation.

The histological study of the lesions shows: a) the injection of 0.165 mg of BCG
induces stronger reactions which have shorter evolutive course, with complete
cicatrization of the 50th day; b) the injection of nearly 0.170 mg of M. leprae produces
weaker lesions which have longer evolutive course, without complete cicatrization at the
50th day after innoculation.

The evolutive speed of the lesion (which depends of the cytological transformation of
the macrophage and epithelioid cell) probably is a consequence of the success of
bacterial lysis by the guinea pig macrophage; thus the more rapid evolution of the lesion
means more easy lysis of the bacilli.

The M. tuberculosis appears to be more easily lyzed than M. leprae; this is observed
by the more rapid cytological transformation, by the shorter time required for the
disappearence of the lesion and because the lesions become later without histologically
demonstrable bacilli.

We can suppose than in BCG vaccinated guinea pigs, as well as in normal ones, the
lysis of M. leprae by the macrophage is more difficult than that of M. tuberculosis. The
different behavior of these two mycobacteria probably depends on their structure,
chemical composition and physico-chemical properties; perhaps the lipids have a great
influence in these differences.
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Fotomicrografia 1 - H.E.; 200x. In-
jecao de 0,1 ml de suspensao
contendo 0,165 mg de BCG, por via
intradérmica, em cobaios previa-
mente vacinados pelo BCG. Lesao
com 24 horas de evolucao. Notar a
extensao, a intensidade da lesédo e o
grande numero de células conjun-
tivas fixas.

Fotomicrografia 2 — H.E.; 900x. In-
jecao de 0,1 ml de lepromina contendo
aproximadamente 0,170 mg de M. le-
prae, por via intra dérmica, em cobaios
previamente vacinados pelo BCG. Le-
sdo com 24 horas de evolucdo. Compa-
rondo com a fotomicrografia anterior
verifica-se que a lesdo é menos extensa
e possui menor numero de elementos
conjuntivos proliferados.

Fotomicrografias 3 e 4 — H.E.; 400x. Reacao inflamatéria que envolve o
abscesso central, em lesdes com 72 horas de evolugao.

3 - Injecao de 0,1 ml de suspensao contendo 0,165 mg de BCG, por via
intradérmica, em cobaios previamente vacinados pelo BCG;
presenca de células epitelidides.

4 — Injecao de 0,1 ml de lepromina contendo aproximadamente 0,170
mg de M. leprae, por via intradérmica, em cobaios previamente
vacinados pelo BCG; numerosos macrofagos vacuolizados;auséncia

de célula:. epitelidides.
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Fotomicrografias 5 e 6 H.E.; 200x. Reacédo inflamatéria que envolve o microa-
bscesso central em lesées com 12 dias de evolugao.

5 — Injecao de 0,1 ml de suspensao contendo 0,165 mg de BCG, por via intra-
dérmica, em cobaios préviamente vacinados pelo BCG. Sao numerosos os
fibrécitos; lesao em involucgao.

6 — Injecao de 0,1 ml de lepromina contendo aproximadamente 0,170 mg de M.
leprae, por via intradérmica, em cobaios préviamente vacinados pelo BCG.
Pequeno numero de fibrocitos.

Fotomicrografia 7 — H.E.; 200x. In- Fo.torilicrograﬁa 8 — HE; 200x.
jecdo de 0,1 ml de lepromina conten- Injecdo de 0,1 ml de lepromina
do 0,165 mg de BCG, por via intra- contendo aproxlmgdgmentf:, 1.70 mg
dérmica, em cobaios préviamente de M leprae, por via 1ntra(_iermlca, em
vacinados pelo BCG. Lesio com 24 cobaios préviamente vacinados com
dias.Acentuada fibrose e alteracoes BCG.Lesao com 24 dias. Comparar
degenerativas em células epitelidides; com a fotomicrografia  anterior;

involucao acentuada. involucao bem menos avancada.
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Fig. 9 Fig. 10

Fotomicrografias 9 e 10 — H.E.; 200x. Aspecto da reagdo inflamatéria

que envolve o abscesso em lesdes com 30 dias de evolucao.

9 — Injecao de 0,1 ml de suspensao de BCG contendo 0,165 mg de bacilos,
por via intradérmica, em cobaios préviamente vacinados pelo BCG. Lesao
em franca involucéo; intensa fibrose e grandes alteracoes degenerativas
das células epitelidides.

10 — Injecao de 0,1 ml de lepromina contendo 0,170 mg de M. leprae, por via
intradérmica, em cobaios préviamente vacinados pelo BCG. Lesdo em
involucdo menos acentuada que a da fotomicrografia anterior; presenca
de células epitelidides bem conservadas.



