ESTUDO DA REACAO D A LEPROMINA NO RATO
PREVIAMENTE INOCULADO COM M. LEPRAE-
MURIUM E COM M. TUBERCULOSIS (BCQG)

W. A. HADLER® e L. M. ZITI**

A observacdo macroscopica da lesdo provocada pela lepromina,
antes e apos a vacinacao com o BCG, permitiu a numerosos AA. ( 5, 7,
1, 17, 21, 20, 22, 23, 3, 19 e 4) concluir que a referida vacinacao
produz 'viragem" da reacdo da lepromina ; a vacinacdo prévia
transformaria reacdes negativas a lepromina em reacdes positivas.
Histologicamente, porém, nao foi demonstrado que a administracao de
BCG tenha a propriedade de transformar lesdes constituidas por células
leprosas (que caracterizam as reacoes tipicamente negativas a
lepromina), em lesdes formadas predominantemente por células
epitelidides (que definem as reacbdes tipicamente positivas a
leprominal?). A experimentacdo animal tem mesmo revelado que a
vacinacdo pela forma atenuada do M. tuberculosis, nado provoca
transformacdo no tipo estrutural da lesdo suscitada pela injecao
intradérmica de leprominall-12.

Com a finalidade de estudar, experimentalmente, a acdo de mi-
cobactérias sobre a reacdo da lepromina, cogitando especialmente da
estrutura histolégica da lesdo, escolhemos o rato como animal da
experimentacao, por ter sido verificado que este animal reage sempre
negativamente a lepromina. A negatividade da reacdo, no rato, é
macroscopica (25,16,2,10) e histological®, constituindo, por isso, animal
adequado para as tentativas de positivacdo da reacdao da lepromina.
Estudos anteriores revelaram, alias, que a inoculacdo prévia de
micobactérias, no rato, ndo produz modificacdo da reacdo macroscopica
provocada pela leprominal®,2, ou determina apenas intensificacdo e
maior duracdo da reacao nodular?5.11,

(*) Depart. Histologia — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Préto Univ. de
S. Paulo.
(**) Seccao de Quimioterapia do Inst. Butantan.
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MATERIAL E METODO

Foram utilizados ratos Wistar, de ambos os sexos, com péso
compreendido entre 190 a 230 g, os quais foram divididos nos seguintes
lotes :

Lote 1: Ratos nao inoculados préviamente (contréles), os quais
apenas receberam injecdo intradérmica da suspensao de micobactérias
mortas pelo calor (120.°C, 1 hora). Engloba os seguintes sub- lotes:

Sub-lote a: 90 ratos injetados com 0,1 ml de lepromina contendo
aproximadamente 0,074 mg de M. leprae;

Sub-lote b: 20 ratos injetados com 0,1 ml de triturado de lesao de
lepra murina, contendo aproximadamente 0,074 mg de M. leprae-
murium;

Sub-lote c: 20 ratos injetados com 0,1 ml de suspensao de triturado
de lesdao da lepra murina, contendo aproximadamente 0,35 mg de M.
lepraemurium.

Lote 2: Ratos préviamente inoculados com 1,0 ml de suspensao
contendo 5,5 mg de BCG (suspensao em solucao de ClNa a 0,85%), por
via intraperitoneal; 33 dias apo6s a inoculacdo do BCG, éstes animais
foram injetados, por via intradérmica, com uma suspensdo de
micobactérias, mortas pelo calor (120.°C, 1 hora), da maneira seguinte:

Sub-lote d: 30 ratos injetados com 0,1 ml de lepromina contendo
aproximadamente 0,074 mg de M. leprae;

Sub-lote e: 20 ratos injetados com 0,1 ml de suspensao de triturado
de lesdo de lepra murina, contendo aproximadamente 0,074 mg de M.
lepraemurium;

Sub-lote f: 20 ratos injetados com 0,1 ml de suspensédo de triturado
de lesao de lepra murina, contendo aproximadamente 0,35 mg de M.
lepraemurium.

Lote 3: Ratos inoculados, por via intraperitoneal, com 1,0 ml de
suspensao de triturado de lesdo de lepra murina, contendo apro-
ximadamente 5,0 mg de M. lepraemurium (bacilos com vitalidade) ; 40
dias apo6s a inoculacdo, foram injetados, por via intradérmica, com
suspensoes de bacilos mortos pelo calor (120.°C, 1 hora), da forma
seguinte:

Sub-lote g: 60 ratos injetados com 0,1 ml de lepromina contendo
aproximadamente 0,074 mg de M. leprae;

Sub-lote h: 30 ratos injetados com 0,1 ml de suspensao de triturado
de lesao de lepra murina, contendo aproximadamente 0,074 mg de M.
lepraemurium:
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Sub-lote i: 30 ratos injetados com 0,1 ml de suspensao de triturado
de lesao de lepra murina, contendo aproximadamente 0,35 mg de M.
lepraemurium.

Todos os animais dos 3 lotes receberam, na mesma época, a injecéo
intradérmica de suspensao de bacilos mortos, a qual foi preparada de
acéordo com o método de HAYASHI!S, ligeiramente modificado. A
quantidade aproximada de bacilos, contidos em 1 ml das respectivas
suspensoes utilizadas, foi determinada por processo anteriormente
descrito!3.

As injecoes intradérmicas das suspensodes de micobactérias foram
efetuadas em dois pontos diferentes de um mesmo animal, tendo um
deles sido utilizado para observacao macroscépica da reacdo provocada
no local injetado e o outro para o estudo histolégico da lesao.

A evolucao da reacdo macro e microscopica, suscitada pelas di-
ferentes suspensodes, foi observada diariamente até o 6.° dia, cada 3
dias até o 30.° dia e cada 10 dias até o 120.° dia; mediu-se o diametro
da lesao e efetuou-se biopsia do local da reacao.

O estudo histologico foi executado apéds fixacdo em formol a 10%
(em solucao de C1Na a 0,85%) e inclusdo em parafina. Foram feitas as
seguintes coloracoes: HE, Ziehl-Neelsen modificado, Mallory e Gomori
para reticulina.

RESULTADOS MACROSCOPICOS

Nos graficos 1 a 6 estao expostos os dados referentes as dimensodes
e a evolucao da lesdo papulosa, formada no local injetado com as
diferentes suspensodes bacilares, nos 3 lotes de ratos.

Ratos ndo inoculados préviamente (contréles). A lesdo que se forma
no local inoculado, 24-48 horas apés a injecao do triturado de leproma
humano (lepromina) ou murino, € papulo-eritematosa; quando sao
empregadas suspensodes contendo a mesma dose de M. leprae ou M.
lepraemurium (0,074 mg) as lesdes possuem didametro meédio
ligeiramente mais elevado para a ultima micobactéria. O aumento da
dose de bacilos, injetada intradérmicamente (0,074 para 0,35 mg de M.
lepraemurium), produz lesdes macroscopicas de maiores dimensoes.

A evolucao da lesao papulosa suscitada pelas 3 suspensoes baci-
lares utilizadas (0,074 mg de M. leprae; 0,074 a 0,35 mg de M. le-
praemurium), € comparavel até o 50.° dia. Apés o 50.° dia surgem
diferencas; as lesdes suscitadas por 0,074 mg de M. lepraemurium
desaparecem em todos os animais; as provocadas por 0,074 mg de M.
leprae perduram até o 60.° dia; as produzidas por 0,35 mg de
M. lepraemurium perduram até o 60.° dia ; as produzidas por 0,35
mg de M. lepraemurium tendem a aumentar de diametro até o 90 °
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dia, decrescendo depois, porém sem desaparecerem totalmente até o
120.° dia. Portanto, em ratos nao inoculados préviamente (controéles), a
lesdo macroscéopica produzida pelas suspensdes injetadas tem mais
relacdo com a dose inoculada que com a espécie de mico-bactéria
(grafico 1).
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Grdfico 1: Evolucdo da reacdo macroscopica provocada pela injecdo in-
tradérmica da M. lepras (aproximadamente 0,074 mg), ou de M. lepraemurium
(aproximadamente 0,074 e 0,35 mg) em ratos ndo injetados com micobactérias
(contréles). Diametros médios da lesao cutanea.

O desaparecimento da reacdo macroscopica provocada pela injecao
intradérmica de 0,074 mg de M. leprae ou M. lepraemurium (que se
verifica no 60.° e no 50.° dia respectivamente), nao corresponde ao
desaparecimento da lesdo histologica; esta perdura maior tempo. Por
éste motivo em periodos sucessivos podem ser observados, no local
injetado, pequenos nodulos visiveis macroscopicamente. Assim, no
120.° dia 3 ratos inoculados com M. leprae e 4 injetados com M.
lepraemurium apresentaram lesdo papulosa com menos de 1,0 mm de
diametro, a qual, histologicamente, era constituiria por células leprosas
contendo bacilos aar.

Ratos préviamente vacinados com BCG. A injecdo intradérmica de
M. leprae ou M. lepraemurium, contendo a mesma dose de bacilos (0,074
mg), produz lesdes cuja intensidade e evolucdo sao bastante
semelhantes até o 40.° dia. Dai por diante, enquanto as lesoes
provocadas pelo M. leprae permanecem estacionarias, as suscitadas
pelo M. lepraemurium apresentam aumento progressivo do diametro
médio até o 80.° dia, decrescendo depois até o 120.° dia. As lesdes
provocadas pela injecao de 0,35 mg de M. lepraemurium sado desde o
inicio mais intensas, mas a evolucao apresenta grande paralelismo com
a das lesdes suscitadas por 0,074 mg do mesmo bacilo, inclusive no que
se refere a curva ascendente apos o 40.° dia de evolugao (grafico 2).
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Grdfico 2: Evolucdo da reacdo macroscopica provocada pela injecdo in-
tradérmica de M. leprae (aproximadamente 0,074 mg), ou de M. lepraemurium
(aproximadamente 0,074 mg e 0,35 mg), em ratos previamente vacinados com
5,5 mg de BCG. Diametros médios da lesdo cutanea.

Ratos préviamente inoculados com M. lepraemurium. A lesao
cutanea suscitada pela injecdo intradérmica de 0,35 mg de M. le-
praemurium é inicialmente mais intensa que a provocada por 0,074 mg
de M. leprae ou de M. lepraemurium.

Inicialmente, as lesdées provocadas pela mesma dose (0,074 mg) de
bacilos possuem maior didmetro médio quando é injetado o M. leprae
(comparado com o M. lepraemurium). Porém, apoés o 6.° dia de evolucao
as lesdes provocadas pelo M. lepraemurium tornam-se
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Grdfico 3: Evolucdo da reacdo macroscopica provocada pela injecdo in-
tradérmica de M. leprae (aproximadamente 0,074 mg), ou de M. lepraemurium

(aproximadamente 0,074 mg e 0,35 mg), em ratos com lepra murina. Didmetros
médios da lesdo cutanea.
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mais intensas sendo, no entanto, as curvas paralelas. A curva de
evolucao da lesdo provocada por 0,35 mg de M. lepraemurium é€ também
paralela as anteriores (mas, deslocada para cima), até o 80.° dia; dai por
diante apresenta-se descendente, de modo que no 120.° dia o diametro
médio € comparavel ao da lesdo provocada por 0,074 mg do mesmo
bacilo (grafico 3).

Estudo comparado da reagdo macroscépica provocada pela injecdo
intradérmica de M. leprae ou M. lepraemurium em ratos nao inoculados
(controles) e previamente injetados com BCG ou com M. lepraemurium.

A observacdao comparada da reacado suscitada pela injecao in-
tradérmica de lepromina contendo 0,074 mg de M. leprae, em ratos nao
inoculados e préviamente injetados com BCG ou com M. lepraemurium
(grafico 4), revela:
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Grdfico 4: Evolucdo da reacdo macroscopica provocada pela injecdo
intradérmica de M. leprae (aproximadamente 0,074 mg) em ratos néo
inoculados (contréles), préviamente vacinados com BCG, ou inoculados com M.
lepraemurium. Diametros médios da lesao cutanea.

a) a lesdo papulosa inicial apresenta maiores dimensdes nos
animais vacinados com BCG e principalmente nos inoculados com M.
lepraemurium, comparados com os ratos nao inoculados;

b) nos animais vacinados com BCG, a partir do 18.° dia, a curva
evolutiva da reacdo é paralela a dos animais ndo vacinados, sendo,
porém, ligeiramente mais elevados os valores do didametro médio; nos
ratos com lepra murina a curva torna-se ascendente do 24 ° dia até o
50° dia, sendo descendente depois;

c) a lesao papulosa local torna-se imperceptivel, macroscopi-
camente, apés o 60.° dia, nos ratos nao inoculados préviamente, en-
quanto que nos vacinados com BCG e principalmente nos com lepra
murina as lesdes persistem até o 120.° dia; nestes ultimos as lesées



ESTUDO DA REACAO DA LEPROMINA NO RATO... 69

atingem dimensdes visivelmente maiores que nos vacinados com BCG.

Comparando a reacdo suscitada pela injecdo intradérmica de
aproximadamente 0,074 mg de M. lepraemurium, em animais nao
inoculados préviamente (contréles) e em ratos vacinados com BCG ou
injetados com M. lepraemurium (grafico 5), verifica-se:
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Grdfico 5: Evolucdo da reacdo macroscopica provocada pela injecdo in-
tradérmica de M. lepraemurium (aproximadamente 0,074 mg) em ratos nao
inoculados (contréles), préviamente vacinados com BCG, ou inoculados com M.
lepraemurium. Didmetros médios da lesdo cutanea.

a) a lesdo papulosa inicial € mais intensa nos ratos vacinados com
BCG ou nos portadores da lepra murina, em relacdo aos nao inoculados
préviamente (controles) ;
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Grdfico 6: Evolucao da reacao macroscopica provocada pela injecao
intradérmica da M. lepraemurium (aproximadamente 0,35 mg) em ratos
nao inoculados (contréles), préviamente vacinados com BCG, ou
inoculados com M. lepraemurium. Didametros médios da lesdo cutanea.
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b) a curva evolutiva da lesdo nos ratos contrdles é progressivamente
descendente até o 50 ° dia; nos animais vacinados com BCG a referida
curva é descendente até o 50 ° dia, sendo depois ascendente até o 80.°;
nos animais com lepra murina é descendente até o 27.° dia e depois
ascendente até o 50.° dia.

O estudo comparado da reacdo produzida pela injecao intradérmica
de 0,35 mg de M. lepraemurium nos ratos nao inoculados previamente
(controéles), nos vacinados com BCG e nos com lepra murina (grafico 6),
mostra:

a) a reacao inicial é mais forte nos vacinados com BCG e nos com
lepra murina, em comparacado com os nao vacinados (controles) ;

b) a curva evolutiva da lesao é progressivamente descendente até o
50.° dia e depois ascendente até o 90.° dia, nos ratos controles;

¢) nos ratos vacinados com BCG a curva evolutiva é descendente
até o 40.° dia e depois ascendente até o 90.° dia;

d) a curva evolutiva da lesdo nos ratos com lepra murina é
descendente até o 27.° dia e depois ascendente até o 50.° dia;

e) no 120.° dia a lesdo dos animais vacinados com BCG possui
maiores dimensodes que a dos ratos com lepra murina e principalmente
que a dos controles normais.

RESULTADOS HISTOLOGICOS

Tanto nos ratos ndo inoculados (contrbles) como nos previamente
injetados com BCG ou com M. lepraemurium, a injecao intradérmica de
suspensao de M. leprae (lepromina) ou de M. lepraemurium, mortos pelo
calor, provoca sempre lesbdes de tipo idéntico, independente da espécie
de micobactéria e da dose injetada. Por asse motivo, ndo sera estudado
separadamente o quadro histolégico da reacdo da lepromina nas
eventualidades citadas; serdo apenas expostas as diferencas
decorrentes da espécie, das doses utilizadas e da inoculacao prévia de
micobactérias.

As lesdes microscopicas iniciais sdo, em todos os casos, exsuda-
tivas, contendo numerosos neutrofilos. No decurso da fase exsudativa
células conjuntivas sdo "ativadas" e se transformam em macréfagos
fixos, com citoplasma vacuolizado e dispostos em rede de aspeto
sincicial. No interior do citoplasma dos macréfagos sdo observados
bacilos aar, cujo ntmero aumenta com o progredir da evolucdo da
lesdao. A medida que cresce o numero de micobactérias no interior dos
macroéfagos, verificam-se modificacbes morfolégicas progressivas que
culminam com a formacao da célula leprosa do rato. As células leprosas
aumentam numericamente na lesao
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e assumem disposicao nodular. Nos nédulos assim formados podem ser
observadas algumas células gigantes.

Apds o 18.° dia de evolucao surgem aspectos regressivos nas lesoes;
a regressdao, porém, €& lenta, de forma que no 120.° dia ha ainda
pequenas lesdes nodulares, formadas por células leprosas contendo
bacilos alterados morfologicamente.

Ratos nado inoculados préviamente (contréles). O quadro histologico é
idéntico ao descrito em trabalho anteriorl?; ha, porém, variacoes de
intensidades relacionadas com a dose de mico-bactéria injetada por via
intradérmica; as lesdes sdo mais intensas quando se injetam 0,35 mg
de bacilos comparadas com 0,074 mg; a reacao provocada pela mesma
dose de  Dbacilos (0,074 mg) possui a mesma intensidade
independentemente da espécie da micobactéria usada (M. leprae e M.
lepraemurium).

Relacionado com as citadas diferencas de intensidade esta o
constante aparecimento de abscesso, no centro da lesao suscitada pela
injecao intradérmica de 0,35 mg de M. lepraemurium (verificado em 50%
dos animais) ; éste fato ndo ocorre na grande maioria dos ratos
injetados com 0,074 mg de M. leprae ou de M. lepraemurium (apenas em
5% déstes ratos ha formacéo de abscesso).

Nos periodos subsequentes da evolucao da lesdo (apdés o 18.° dia)
observa-se que, em 50% dos casos, nas lesdes provocadas por 0,35 mg
de M. lepraemurium sobrevém fibrose; ha formacao de septos fibrosos e,
as vézes, de capsula fibrosa descontinua que tende a envolver a lesao;
éste fato ndo ocorre nas lesdes dos ratos injetados com 0,074 mg de M.
leprae ou de M. lepraemurium. Apos o 60.° dia, apenas nos ratos
injetados com 0,35 mg de M. leprae podem ser observadas pequenas
areas de necrose, na zona central da lesao (foto 9) ; a necrose aparece
em 50% dos casos. A tendéncia a fibrose e a necrose, verificada nos
ratos injetados com 0,35 mg de M. lepraemurium, estdo relacionadas
com a maior intensidade da lesdo nestes animais.

Ratos previamente inoculados com BCG ou com M. lepraemurium.

A lesao inicial (24 — 48 h. apoés inoculacao), provocada pela injecao
intradérmica de suspensdao de M. leprae ou M. lepraemurium,
caracteriza-se pela presenca de micro-abscesso central, o qual se
apresenta em 95% dos casos. Na cavidade do abscesso ha numerosos
neutroéfilos e macréfagos, contendo grande numero de bacilos
fagocitados e apresentando grandes alteracdes degenerativas, inclusive
necrose. Circunda o abscesso uma zona inflamatéria na qual
predominam células conjuntivas ativadas, havendo, no entanto,
numerosos macrofagos e neutrofilos; os bacilos sao relativamente raros
nesta zona.
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A lesao €, em sintese, inflamatoria, aguda e intensa, chegando a
provocar necrose dos elementos mais centrais, a qual concorre para a
formarao da cavidade do micro-abscesso.

Com o progredir da evolucao da lesdao a reacdo exsudativa inicial
diminui de intensidade (3.° — 4° dia) e na zona que envolve o abscesso,
passam a ser mais numerosos os macréfagos, os quais apresentam
bacilos no citoplasma ; apos o 6.° dia sao observadas células leprosas
nesta zona da lesdo ,as quais tendem a formar nédulos bem delimitados
(8.° — 9.° dia) . As células leprosas sdo bem vacuolizadas,
especialmente nas zonas mais ricas em bacilos, nas quais sao
verificadas alteracdées necréticas de algumas células (9.° dia). Na
periferia da lesdo surgem, precocemente (9.° dia), fibrocitos e fibras
colagenas (fotos 2 e 4).

Tanto a tendéncia a fibrose como a necrose aumentam progres-
sivamente a partir do 12.° dia; as areas de necrose tornam-se rela-
tivamente extensas ; entre as formacoes nodulares de células leprosas
surgem delgados septos colagenos; a lesdo é progressivamente envolvida
por tecido fibroso.

A involucdo se acentua lentamente, observando-se progressi-
vamente maiores areas de necrose e fibrose. No 120.° dia de evolucao,
apesar de serem grandes a fibrose e a necrose, ainda sdao observados
pequenos grupos de células leprosas vacuolizadas, (fotos 6, 8 e 10)
contendo bacilos alterados morfologicamente.

As lesdes descritas sdo idénticas nas ratos injetados com 0,074 mg
de M. leprae, ou de M. lepraemurium; nos ratos injetados com 0,35 mg
de M. lepraemurium elas sdo, porém, mais extensas e intensas.

Sao também verificadas diferencas histolégicas entre os ratos
préviamente vacinados com BCG e os inoculados com M. lepraemurium.
As lesoes histolégicas, provocadas pela injecao intradérmica de mesma
dose de bacilos, sdo mais intensas e possuem maior tendéncia a fibrose
e a necrose, nos ratos inoculados com M. lepraemurium que nos
vacinados com BCG; estas diferencas sdo, no entanto, pouco evidentes
e dificil de serem avaliadas individualmente.

Estudo comparado das lesées histolégicas provocadas pela injecéo
intradérmica de mico bactérias em ratos ndo inoculados (contrbles) e
previamente vacinados pelo BCG ou injetados com M. lepraemurium.

Tanto a vacinacdo prévia pelo BCG como inoculacdao de M.
lepraemurium intensificam a reacdo histologica provocada pela le-
promina, no rato; as lesdes, nos animais préviamente injetados com
essas micobactérias, sao desde o inicio mais intensas e extensas
(fotos 1 e 2) e apresentam microabscesso na porcdo central; o micro-
abscesso raramente ¢ verificado nos ratos controles nao inocula-



Ratos nao inoculados préviamen-
te {contrdles)

Ratos préviamente vacinados com
BCG ou inoculados com M. leprae-
MUTIUM

Lesio inflamatéria aguda, pouco
intensa, difusa; n@o hd miero-
abscesso (gquando sfio injetados
0,074 mg de bacilos) em 95% dos
antmais.

Lesdo inflamatdria aguda, inten-
sa, loealizada; formacao de micro-
abscesso na grande maioria dos
cagos (95% ) mesmo quando sfo
injetados 0,074 mg de bacilos.

Numerosos macréfagos que fago-
citam micobactérias; as primei-
ras células leprosas sdo observa-
das no 6.0 dia.

Abscesso central envolvido por
zona de macréfagos, contendo ba-
cilos fagocitados; as primeiras
células leprosas sfdo observadas
no 6.0 dia.

As células leprosas sfio pouco va-
cuolizadas e se dispdem em nddu-
Ios mal delimitados.

Bacilos numerocsos e integros.

As células leprosas sio bem va-
cuolizadas e se dispéem em nddu-
los bem delimitados; algumas cé-
lulas leprosas necrosadas; fibras
coldoenas na periferia da lesdo.
Bacilos numercsos e integros.

Formacgbes nodulares constituidas
por células leprosas; ausincia de
fibrose e de necrose,

Bacilos 444+, 10-15¢% altera-
dos morfeclogicamente.

Formacgoes nodulares separadas
entre si por fibrécitos, algumas
fibras coligenas e células com
nicleo linféide. Vacuolizacdo e
necrose das células leprosas. Ba-
cilos 44+, 10-16% alterados
morfologicamente.

Auséneia de fibrose e de necrose;
nédulos de células leprosas, bem
delimitados, Bacilos, +-+4+,
10-20¢, alterados morfoldogicamen-
te.

Presenca de septos fibrosos e es-
boco de cépsula conjuntiva na
maioria dos casos. Necrose da
zona central dos nédules de c3lu-
las leprosas. Bacilos +-+ -+,
10-209% alterados morfologicamen-
te.

Vacuolizaciic das células leprosas
e involucdo das lesdes; hilo lin-
féide descontinuo; presenga de
fibrose apenas nos ratos injeta-
dos com 0,35 mg de M. lepraemu-
riwm. Bacilos +-+4+, 309% al-
terados morfologicamente.

Areas de necrose no centro da le-
sfio; involucdo com tendéncia &
fibrose gue envolve e septa a le-
sdo. Bacilos 4+-++-, 30% alte-
rados morfologicamente.

Progridem as alteracdes involuti-
vag; fibrose apenas nos ratos in-

jetados com 0,35 mg de M. leproe-.

muriwm; halo linféide envolve
descontinuamente a lesfo. Bacilos
++++, 409% alterados.

Progride a involucéio da lesdo com
tendéncia & fibrose e & necrose.
Hilo linféide envolve a lesdo. Ba-
cilos ++-1+, 409% alterados.

Involugdo da lesfo sem fibrose e
necrose (exce¢dao dos ratos inje-
tados com 0,35 mg de M. leprae--
murium). Bacillos ++++, 60%
alterados.

Aumentam a fibrose e a necrose.
Bacilos +4++, 60% alterados
morfoldgicamente.

Dias apés
inoculacéio
1-2 dias
3-6 dias
6-9 dias
9-12 dias
12-18 dias
18 -24 dias
24 - 80 - dias
30-60 dias
60 - 120 dias

Lesdes nodulares formadas por cé-
Iulas leprosas, em graus diversos
de involugiio; pequena tendéncia
4 fibrose. Halo linféide descon-
tinuo e inconstante. Presenga de
necrose em b0% dos ratos injeta-
dos com 0,36 mg de M. lepraemu-
riun,
1009 alterados morfoldogicamente.

Bacilos + a +--+ 60--

As lestes constam de necrose cen-
tral envolvida por cépsula colage-
na, contendo entretanto grupos de
células leprosas. Tendéncia & ci-
catrizacio fibrosa, sem no entan-
to, ser completa. Bacilos + a
+--+, 60-100% alterados mor-
foldgicamente.
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dos, quando injetados com aproximadamente 0,074 mg de M. leprae ou
M. lepraemurium.

Além da maior intensidade, as lesdes verificadas nos ratos
préviamente inoculados com BCG ou M. lepraemurium apresentam
freqientemente areas de necrose (fotos 4, 6, 8 e 10) ; ao contrario, nos
ratos nao inoculados (contrdles), a presenca de necrose constitui
eventualidade semente verificada em 50% dos animais injetados com
0,35 mg de M. leprae. Além da maior intensidade e da presenca de
necrose, as lesdes provocadas pela lepromina nos animais préviamente
inoculados involuem apresentando fibrose, cujas fibras colagenas
septam as lesdes e as envolvem (fotos 8 e 10).

Os elementos citados (intensidade, extensdo, necrose e fibrose)
diferenciam as lesdes dos ratos préviamente inoculados em relacdo aos
nao inoculados.

As células leprosas das lesdes dos ratos préviamente inoculados
sdo geralmente mais vacuolizados (foto 4), que as das lesdes dos ratos
contréles ndo inoculados (foto 3) ; a referida vacuolizacdo precede a
necrose celular, o que permite supor tratar-se de alteracao citologica de
carater degenerativo.

Apesar das diferencas assinaladas, nao sao observadas modi-
ficacoes na citogénese e no ritmo evolutivo das lesbes provocadas pela
lepromina, nos animais préviamente inoculados e nos contrbles néo
inoculados. A formacdo de macrofagos e de células leprosas e, as
alteracoes involutivas das lesbées, sdo verificadas na mesma época nos
dois grupos de animais, o que revela ser comparavel o ritmo evolutivo
das lesoes, em todos os periodos de sua evolucado; inclusive 60-90 dias
ap6s a injecdo da suspensao de bacilos, quando as lesdes apresentam
nitida involucao, o aspeto é comparavel nos dois grupos. No grupo
préviamente inoculado, porém, a presenca de fibrose pode simular
aspetos involutivos mais adiantados.

O numero de bacilos por célula leprosa é ligeiramente maior nos
ratos nao inoculados préviamente, em relacdo aos vacinados com BCG,
ou aos inoculados com M. lepraemurium; éste fato pode ser interpretado
como dependente do maior nimero de células leprosas presentes nas
lesbes dos ratos préviamente inoculados (relacionado com a maior
extensao da lesdo), o que diminui a relacao bacilos: células leprosas.

DISCUSSAO

A inoculacao prévia de BCG ou de M. lepraemurium produz, no rato,
modificacoes da reatividade dos tecidos em face da injecéo intradérmica
de suspensodes de micobactérias.
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Nestas circunstancias, a lesdo nodular, que se forma no local
injetado com a suspensao de bacilos, possui maiores dimensodes. Alias,
féra ja assinalado que a injecdo de lepromina, em ratos préviamente
inoculados com M. lepraemurium, provoca nodulos maiores, que se
desenvolvem mais rapidamente e permanecem maior tempo, comparado
com animais normais?5 ; éste fato foi infirmado por TANIMURAZ24.

A intensificacdo da reacdo macroscopica suscitada pela lepromina é
observada tanto nos animais vacinados com ECG como nos inoculados
com M. lepraemurium; nestes ultimos as reacdes atingem maiores
dimensédes, provavelmente por se tratar de animais portadores de
moléstia evolutiva (lepra. murina). Verifica-se, além disso, que os
nodulos (especialmente os tardios) provocados pela injecdo intradérmica
de M. lepraemurium, nos animais préviamente vacinados com BCG, sao
maiores que os produzidos pela mesma dose de M. leprae; éste fato
parece revelar que o BCG desenvolve, no rato, maior sensibilidade em
relacdo ao M. lepraemurium que ao M. leprae. Fato idéntico é observado
nos animais préviamente inoculados com M. lepraemurium. Concorda
com a interpretacdo citada, a verificacdo de que, em cobaios, a
inoculacao de M. lepraemurium desenvolve maior sensibilidade a
tuberculina, comparada com a desenvolvida pela mesma dose de M.
lepraels.

Além de maiores dimensoes, o nédulo macroscopico provocado pela
injecao intradérmica de 0,074 mg de M. leprae ou M. lepraemurium, em
ratos préviamente inoculados, possui decurso diferente, persistindo
maior tempo e evoluindo em duas fases: a) fase inicial, que se
caracteriza pela diminuicdo progressiva da lesdo, cuja intensidade
maxima é verificada 24 horas apés .a injecéo; esta fase vai até o 30.° —
40.° dia; b) fase final, que apresenta ascensao dimensional até o 50.° —
80.° dia, seguida de decréscimo lento. Nos ratos nao inocula dos
préviamente (controéles), a segunda fase é observada apenas quando se
injetam 0,35 mg de M. lepraemurium, sendo, porém, mais tardia. O
aparecimento da segunda fase da reacao coincide com a presenca de
alteracoes morfologicas que atingem grande proporcdao dos bacilos da
lesdo, conforme se verifica histologicamente ; a destruicao dos bacilos
nas lesdes parece libertar substancias endobacilares, responsaveis pela
fase final da reacdo. Esta fase € evidente nos animais préviamente
sensibilizados, possuindo relacdo com o grau de sensibilizacdo (€ mais
precoce nos ratos com lepra murina).

O estudo histologico das lesdes também revela que a inocula-
cao prévia de BCG ou de M. lepraemurium, intensifica a reacao
provocada pelas suspensodes de micobactérias. A lesdo, nestas cir-
cunstacias, possui maiores dimensodes e apresenta micro-abscesso
central; além disso, ha alteracdes cito-téxicas pronunciadas, tradu-



ESTUDO DA REACAO DA LEPROMINA NO RATO... 67

zidas pela vacuolizacdao e necrose da célula leprosa, responsaveis pelas
areas de necrose. As alteracoes necréoticas sao diretamente
proporcionais ao numero e as alteracdes dos bacilos nas lesdes,
permitindo supor que a libertacdo de produtos endobacilares seja
responsavel pela necrose dos tecidos préviamente sensibilizados.
Histologicamente, além disso, a lesdo provocada pela lepromina, em
ratos previamente inoculados, tem maior tendéncia a localizacdo e
involui com fibrose.

A constituicao histolégica da lesao suscitada pela lepromina, ou por
suspensao de M. lepraemurium, em ratos préviamente inoculados com
micobactérias, no entanto, € do mesmo tipo que a verificada em ratos
nao inoculados (contrdles). Em ambos, a lesdo caracteriza-se pela
presenca da célula leprosa do rato, que se origina a partir do macrofago
e contém bacilos em seu citoplasma. Nas duas eventualidades, o
macrofago nao possui aptidao de lizar o M. leprae ou o M. lepraemurium,
0os quais sdo armazenados na célula leprosa; a desintegracdo das
micobactérias (que se traduz pelas alteracées morfolégicas e pela
reducdo numérica dos bacilos) produz-se tardiamente e sem
participacdo evidente das células da lesdo. A involucdo da lesdo (com
excecao da fibrose) também é idéntica nos dois grupos, verificando-se
alteracoes regressivas iguais as observadas nas lesdes de lepra murina
sob tratamentof. Além disso, a inoculacdo prévia de micobactérias (BCG
ou M. lepraemurium) ndo altera o ritmo evolutivo da lesdo, apesar de
desenvolver sensibilidade.

A sensibilizacdo desenvolvida, no rato, pela inoculacao prévia de
BCG ou de M. lepraemurium, € de muito menor grau que a verificada em
cobaios vacinados com BCG!2 Talvez nédo seja mesmo possivel
estabelecer comparacao, nesse particular, entre estas duas espécies de
animais, uma vez que no rato nao ha possibilidade de produzir-se
verdadeiro fenomeno de Kochl?. No cobaio, a hipersensibilidade
desenvolvida pela vacinacdo prévia com BCG sobrevem em
concomitancia com evolucdo acelerada da lesdo suscitada pela
lepromina 12, fato ésse que nao ocorre no rato.

Portanto, verifica-se que a inoculacdo prévia de BCG ou de M.
lepraemurium apesar de provocar, no rato, alteracdoes de reacado da
lepromina, ndo modifica o tipo fundamental de estrutura histolégica da
lesdo. A inoculacao prévia de micobactérias apenas determina alteracoes
da reacdo da lepromina, relacionadas com o desenvolvimento de
hipersensibilidade (cruzada ou nao), sem modificar o tipo de estrutura
histologica; a lesdo microscopica corresponde a da reacao histologicamente
negativa a lepromina, tanto nos ratos nao inoculados (contréles) como nos
inoculados. A auséncia de transformacdo da estrutura histolégica
da lesao, indica que o macrofago do rato ndo adquire capacidade de
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lizar os bacilos contidos nas suspensoes injetadas intradérmicamente,
apo6s prévia inoculacdo de micobactérias. Em outras palavras, a
inoculacao prévia de BCG ou de M. lepraemurium, no rato nao produz
"viragem" da reacao da lepromina, uma vez que nao € capaz de dotar o
macrofago do rato, da faculdade de destruir o M. leprae ou o M.
lepraemurium.

Estes fatos concordam com a verificacdo de que a vacinacao prévia
com BCG nao altera o decurso evolutivo da moléstia produzida pela
inoculacao intraperitoneal de pequena dose de M. lepraemurium 14,

SUMMARY

The influence of previous inoculation of mycobacteria on the results of
lepromin reactions is studied in rats. This animal, when normal, always shows
a macroscopically and histologically negative lepromin reaction.

A comparative study was made between normal, adult rats (controls) and
rats, previously injected by the intra-peritoneal route with about 5 mg of M.
lepraemurium or 5,5 mg of M. tuberculosis (BCG strain). Afterwards the animals
were injected intracutaneously with suspensions of M. leprae or M.
lepraemurium, containing about 0,074 or 0,35 mg of bacilli and were observed
for 120 days.

The macroscopic and histologic study of the cutaneous lesions during the
course of their evolution shows, that the previous inoculation of BCG or M.
lepraemurium changes the rat's tissular reactivity against intracutaneously
injected suspensions of mycobacteria. In that case we can note that: a) the ma-
croscopic lesion is larger, it remains longer and shows two peaks during its
evolution (inicial and final peack) b) the histological lesions are intense and
show necrotic areas, abscesses and fibrosis.

It was noted however, that the citology of the lesions is the same in the
controls and in the previously inoculated rats. In both groups of animals the
lesions are constituted by ratleprosy cells, which show to be storing the bacilli
without lysing them. The bacillar alterations in both groups appear slowly and
apparently without active participation of the leprous cells. The histologic
evolution is also not modified and the regressive pictures have iden tical aspects
and are at the same rate (in contrast to the behavior of the guinea-pig) in
controls and previously inoculated rats.

The previous inoculation of BCG or M. Lepraemurium produces in the rat
some degree of hypersensibility to lepromin, without modifying the histological
structure of the lepromin lesion. The structure is always that of a negative
reaction, as well as in the inoculated, as in the control-rats, which means
absence of positivating effect, produced by previous inoculation of these
mycobacteria on the lepromin reaction in the rat.
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Fotomicrografias 1 e 2 — Lesdes observadas 9 dias apds a injecdo intra-
dérmica de lepromina contendo aproximadamente 0,074 mg de M. leprae. H. E.;
180x.

1 — Rato néo inoculado préviamente (contréle) ; auséncia de necrose e
fibrose.

2 — Rato préviamente inoculado com BCG; lesdo mais intensa; presenca
de area de necrose; tendéncia a fibrose.
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Fotomicrografias 3 e 4 — Aspéto da célula leprosa do rato em lesdes
observadas 9 dias ap6s a injecao intradérmica de lepromina contendo aproxi-
madamente 0,074 mg de M. leprae. H. E. 480x.

3 — Rato nao inoculado préviamente (contrdle); célula leprosa pouco
vacuolizada; auséncia de necrose.
4 — Rato préviamente inoculado com BCG; célula leprosa bem vacuoli-

zada; area de necrose.
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Fotomicrografias 5 e 6 — Lesdes verificadas 120 dias apdés a injecdo in-
tradérmica de lepromina contendo aproximadamente 0,074 mg de M leprae. H.
E. 180x.

5 — Rato nao inoculado préviamente (contrdle); lesdo em involucao;
auséncia de necrose; pequena tendéncia a fibrose.

6 — Rato préviamente inoculado com BCG; lesao em involucao; areas de
necrose e fibrose.
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Fotomicrografias 7 e 8 — Lesdes verificadas 120 dias apés a injecdo in-
tradérmica de suspensao contendo aproximadamente 0,074 mg de M. leprae. H.
E., 60x.

7 — Rato nao inoculado préviamente (controle) ; lesdo em involucgéo;
auséncia de necrose; pequena fibrose.

8 — Rato préviamente inoculado com M. lepraemurium; lesdo em involucéo;
necrose e fibrose intensas.
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10

Fotomicrografias 9 e 10 — Lesdes verificadas 120 dias apds a injecao in-
tradérmica de suspensdo contendo aproximadamente 0,35 mg de M.
lepraemurium. H. E. 60x.

9 - Rato nao inoculado previamente (controle); lesdo em involugdo pequena
fibrose e pequenas areas de necrose.

10 — Rato préviamente inoculado com BCG; lesdo em involucdo; grandes
areas de necrose e intensa fibrose.
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