Infeccao de ratos brancos com suco ganglionar
de leproso, seguida do isolamento dum bacilo acido-
alcool resistente de orgaos do murideo,
em meio de Loewenstein *

Nota prévia pelo
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(Com 4 estampas)

INTRODUCAO

Depois de reiteradas tentativas infrutiferas de isolamento e cultivo, em
meijos artificiais, do bacilo de Hansen, semeando material de lesGes cutaneas
(emulsao de lepromas, suco cutdneo ou linfa), muco nasal ou sangue, resolvi
fazer pesquisas com escarro e suco ganglionar de leprosos.

Trabalhando até agora com 42 amostras de escarros de tais enfermos.
ja obtive, direta ou indiretamente, onze culturas de Mycobacteria, ns. 1, 5
(an. 8§ morreu), 17, 19, 21, 22, 24, 27, 29, 30 e 36) das quais dez com todos
os caracteristicos do Muycobacterium tuberculosis hominis, do tipo R, eugdnico,
e uma do tipo S (a n. 30), de cor amarela e aspecto timido e lusidio, que
acaba de ser inoculada em cobaias e ratos. Daquelas primeiras amostras ja tive
tempo de obter quatro retroculturas por infeccdo dessas duas espécies de
animais.

De mais de 15 amostras de sucos ganglionares de leprosos semeadas em
meios apropriados para bacilos acido-alcool resistentes, de 1940 a 1941, sé
consequi uma cultura pura de bacilo desse grupo e essa mesma com os carac-

teristicos da de Koch (n. 35).

Tendo Marchoux obtido, uma vez, uma cultura de bacilo a.a.r. semeando
pus de abcesso dum rato branco inoculado com muco nasal de leproso, resolvi
tentar idéntica experiéncia inoculando suco ganglionar rico em bacilos de
Hansen.

¥ Recebido para publicacao a 7 de agosto e dado a publicidade em novembro de 1941,
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O resultado obtido foi duplamente interessante : consegui produzir nos
murideos uma lepra visceral idéntica a do homem e obtive uma cultura pura
dum bacilo a.a.r. muito diferente das culturas dos bacilos das tuberculoses
e tambem diferente das culturas cromogénicas ou nao, obtidas de material de
lepra humana ou murina.

Sao esses resultados, de suma importancia, que passo a relatar nesta
NOTA PREVIA.

PROCEDENCIA DO MATERIAL INFECTANTE

Encaminhado peio Diretor do Servico Médico do Banco do Brasil exa-
minei, no dia 20 de agosto de 1938, o0 Sr. G. V. A., branco, de 26 anos de
idade, solteiro, de estatura mediana e constituiCAo robusta, recentemente
chegado do Estado de Sao Paulo, de onde é natural.

G. nega casos anteriores de lepra na sua familia. Seu pai tinha morridc
de pneumonia, 10 anos antes, e sua mae, filha de pai alemio, é sadia. O
paciente, que havia deixado o lar paterno hd mais de 10 anos, tem cinco
irmaos e seis irmas, todos espalhados, ndo sabendo do estado de saude atual
dos mesmos.

G. tinha tido, ha 5 meses (marco de 1938), um exantema generalizado,
com febre, que durou 23 dias e deixou infiltracao nas orelhas e engorgitamento
nos ganglios cervicais e inguino-crurais. Na ocasiao do exame apresentava
moderada infiltracdo nas orelhas, engrossamento do nariz (sofre de ozena héa
12 anos), maculas eritematosas na fronte, regides malares, peito e abdomen,
duas placas verrucéides, de cor rubra, na regido lombar esquerda, lepromas
chatos (papuldides) na nadega esquerda, joelhos e faces posteriores das pernas,
alem de outras lesdes de menor importancia. Como sintoma culminante apre-
sentava acentuada hipertrofia dos ganglios cervicais (escrofulose leprosa) e
inguino-crurais. Classifiquei-o como um caso de lepra L2.

No correr dum més lhe foram feitos os sequintes exames de laboratério:

Muco nasal: -+ e globias.

Suco cutdneo da perna, dorso e fronte : —+
Suco ganglionar do pescogo : -+ —+

Reaciao de Rubino : negativa.
Reacido de Witebsky : -+

Reacdo de Rost-Mitsuda: negativa.

E posteriormente :

Indice de sedimentacdo das hematias: 106 mm. Westergreen.
Reacao de Wassermann : negativa.

Reacao de Gaté-Papacostas: negativa.
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No tim de 1938 agravando-se a sua escrofulose cervical mandei-o ao
cirurgiao Prof. Pedro Moura, que o operou com bom resultado. (Foto 1).

No correr de 1939 G. teve repetidas reacdes lepréticas, com exacerbacio
das lesGes cutaneas e supuracdo de um ou outro ganglio inguino-crural, cujo
pus continuava rico em bacilos e globias.

Em junho inoculei um rato com esse material, o qual, sacrificado cincc
meses apés, mostrou infecdo ganglionar. Apds uma forte reacio leprética,
em fins de dezembro de 1939, os génglios do paciente incharam-se conside-

ravelmente e tornaram-se dolorosos.

No dia 11 de janeiro de 1940 puncionei esses ganglios, obtendo abun-
dante pus, rico em bacilos de Hansen, o qual inoculei em trés ratos brancos.
Um meés depois, a 13 de fevereiro, fiz nova colheita de suco ganglionar e

inoculei mais um rato.

Desde entdo passei a injetar Calmestrol (ester etilico de 6leo de Chaul-
moogra Bayer) nos ganglios do paciente e como as melhoras nio se mostravam
descontiei duma associagdo da doenca de Nicolas-Favre com a lepra, mas a
reacao de Frei, que lhe fiz com o Lygranum, ativo antigeno do Instituto Squibb.
toi negativa. Pensando numa possivel associacdo da tuberculose, examinei G
seu escarro duas vezes, com resultado negativo, tendo ainda, em observacao,
cobaias inoculadas com esse material. Insisti nas injecdes de Calmestrol nos
ganglios hipertrofiados, tratando a inflamacdo consequente com raios Infra-

Vermelho.

Ultimamente trés exames microscopicos do suco desses ganglios deram
resultados negativos, fato que me causou surpresa. Pelo lado da pele esse
doente apresenta apenas lesdes residuais, apesar de estar ainda eliminando

bacilos pela mucosa nasal.

LIma biopsia recente, numa lesio residual da face anterior da coxa direita
do paciente, mostrou a presenca de leproma profundo, conforme o protocolo
do exame histopatolégico n. 9899, diante transcrito (fig. 2, Est. 1).

MARCHA DAS EXPERIENCIAS

Marchoux ensinou-me que o melhor meio de infzctar ratos com lepra murina
¢ fazer-lhes injecdo de }5 e 1 cm® de emulsido de leproma Stefansky por via
subcutanea, de preferéncia na axila. E somente depois de 6 meses a um

~

ano € que aparecern os primeiros sintomas da doenca.

Colhido suco ganglionar de G. a 30 de junho de 1939, e mostrandc-se
este material muito rico em bacilos de Hansen, emulsionei-o em 1 ecm® de soro
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fisiolégico e inoculei-o na axila direita dum rato branco, pelo método acima,
deixando-o isolado numa gaiola metalica. Cinco meses apés, a 30 de novembro,
sacrifiquei esse rato, encontrando todos os seus ganglios axilares e inguinais
hipertrofiados e ricos em bacilos a.a.r. com a morfologia do de Hansen. Nos
esfregacos das visceras nao foram encontrados bacilos. Conclui que houve

apenas infeccdo ganglionar, ndo tendo havido tempo para ela estender-se as
visceras.

No dia 11 de janeiro de 1940, puncionei de novo o paciente, em dois gan-
glios inguinais, tendo obtido cerca de 1 c¢m® de pus, que emulsionei em 3
cm® de soro fisiolégico e inoculei, no dia sequinte, em trés ratos brancos (lote 2,
1940), em doses iguais. A via utilizada foi a subcutdnea, na axila direita.
Durante todo o ano de 1940 esses animais foram examinados varias vezes.
Cerca de 15 meses apds (29 de abril 1941) morreu um deles, apresentandc
placas de alopecia no dorso e lesdes baciliferas no baco.

No dia 19 de junho morreu o 2.° rato (17 meses e 1 semana apds a ino-
culacao), tambem apresentando placas de alopécia no dorso. A autdpsia
revelou uma infeccdo generalizada : ganglios e visceras todos muito ricos
em bacilos a.a.r. Esses orgidos foram enviados ao Dr. C. Magarinos Torres
para exame histopatoldgico, deixando um pedaco de figado na geladeira para
semeaduras. Cinco dias apds, quando obtive o meio de Loewenstein, triturei
esse fragmento de figado em geral esterilizado, com soro fisiolégico e semeei
6 tubos desse meio. No dia 3 de julho recebi o protocolo da Sec¢do de Ana-
tomia Patolégica contirmando o que os estregagos nos fizeram supor: infeccgdo

generalizada do rato com producdo de les6es lepromatosas nas visceras, como
veremos adiante.

No dia 9 de julho 2 dos 6 tubos de Loewenstein semeados apresentavam
germinacao (15.° dia) duma cultura pura de bacilos a.a.r.

No dia 19 de julho sacrifiquei o 3.° e altimo rato do lote 2, 1940,
exatamente 18 meses e 1 semana apds a inoculagdo. Este murideo apresen-
tava 3 placas de alopecia: no dorso, raiz da cauda e anca esquerda. Necro-
psiado apresentava hipertrofia notavel dos ganglios, cujos esfregacos pareciam
uma cultura pura de bacilos de Hansen (fig. 14, est. 4). Os esfregacos
das visceras nao revelaram bacilos, entretanto.

A emulsao dos ganglios, riquissima em bacilos, foi semeada em meio de

Loewenstein e inoculada em trés ratos brancos (lote 18, 1941), pela mesma
técnica acima descrita.

Sera que estes animais resistirdo tambem 18 meses, tempo necessario
para a formacao de lesdes lepromatosas caracteristicas ?



Souza-Araujo: Infeccdo de ratos com lepra 383

DESCRICAO DAS LESOES DO RATO

Habituado a necropsiar ratos infectados experimentalmente com o bacilo
de Koch e o bacilo de Stefansky, ao examinar os ratos inoculados com succ
ganglionar de leproso impressionou-me desde logo a auséncia de nddulos
caseosos ou tubérculos miliares, e de tumores axilares aderentes a pele e
musculos, principais lesGes macroscépicas daquelas infecgdes. Apenas
os ganglios, sobretudo os axilares, chamaram a minha atencdo pelo seu tama-
nho. Os estregacos dos ganglios, pulmao, tigado e bago eram impressionante-

mente ricos em bacilos a.a.r., o que nao acontece na tuberculose. Os esfre-

gacos dos rins revelaram raros bacilos. Isto se compreende pela preferéncia

do bacilo de Hansen pelo S.R.E.

O protocolo 9873 da Seccido de Anatomia Patoldgica diz tudo :

“"Diversos orgaos de Rato (lote 2, 1940), inoculado com suco ganglio-
nar de leproso.

Observagées: “Orgaos riquissimos em bacilos acido-~alcool resisten-
tes”. Resultado do exame anatomo-patolégico: "Em preparag¢des micro-
scopicas de figado, nédulos (figuras 5 e 7, est. 2), por vezes confluentes,
bem circunscritos, constituidos por grandes células mononucleares, com
citoplasma vacuolado, frequentemente na vizinhanga de espagos porta,
outras vezes em pleno 16bulo hepatico. Nao ha necrose de caseificagao.

“"Em preparacdes microscopicas de pulmao aparece, junto ao tecido
pulmonar, um volumoso nédulo formado (figs. 9 e 11, est. 3), unica-
mente, por grandes células mononucleares com citoplasma vacuolado,

juxtapostas (figs. 10 e 12), ai ndo existindo necrose de caseificagao .

“Nos preparados microscépicos de baco aparecem nddulos (tig. 4,
est. 1) semelhantes aos descritos no figado, mais volumosos, e bem assim,
extensas areas de necrose’ .

“Rim sem alteracdes do normal .

(a) Dr. C. Magarinos Torres.

As lesdes nodulares do figado sao semelhantes as descritas na lepra
humana por Mac Callum como “miliary lepromata”. A figura 302, da pagina
627 do seu “Text book of Pathology”, tem a seguinte legenda:

“Focal accumulation of lepra cells in the liver™.

”~

Essa figura é semelhante as nossas 5 e 7 da estampa 2.

-

Apresentados os cortes e esfregacos desse rato a Sociedade de Biologia
do Rio de Janeiro, em sua sessido de 25 de julho, para aceitar-se como lesdes
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tipicas de lepra humana, — porque alastou-se desde logo a tuberculose ¢
pensou-se numa nova forma de lepra (Dr. Torres), — reclamou-se uma
hiopsia no doente que forneceu o material da experiéncia, a qual foi feita per
mim. As lesdes encontradas em cortes duma lesao residual, dessas do tipo
pastoso, existente na coxa direita do paciente, que figuram no protocolo 9899,
coincidem inteiramente com as lesdes descritas no material do rato infectado

com o suco ganglionar do mesmo doente.

Protocolo 9899, de 29/7/41 da Seccado de Anatomia Patoldgica :
Doente Sr. G. V. (Médico Dr. Souza Araujo). Biopsia da peie

(coxa direita) .
Diagndstico clinico: Lepra.
Resultado do exame anatomo-patolégico:

“"Epiderme sem alteracdes dignas de nota. Extensas lesdes no derma,
constando de infiltrado celular formado por grandes células mononucleares
com citoplasma vacuolado (células leprosas), macrofagos, lintdécitos, célu-
las plasmaticas, células fusiformes e, ocasionalmente, células gigantes.
T'al infiltrado (leproma) ocupa area de extensao mais ou menos consi-
deravel, sem necrose de caseificacdo, apresentando continuidade em man-
guitos perivasculares, tendo idéntica constituicac histoldégica. Infiltrado
semelhante é visto em torno de glandulas anexas da pele, bem como em

torno e no interior de pequeno nervo cutaneo. ( Figura 2, Estampa 1).

(a) Dr. C. Magarinos Torres

ASPECTO DA CULTURA OBTIDA DO RATO

Os orgaos do rato necropsiado a 19 de junho foram conservados na
geladeira durante 5 dias, emquanto se preparava o meio de Loewenstein.
Alias pela experiéncia anterior ficou provado ser mais conveniente, para isola-
mento e cultura de bacilos a.a.r. de escarros, deixar o sedimento dos mesmos.
apos tratamento pelo método de Petrctf, na geladeira durante 3 a 5 dias

antes de semear.

No dia 24 de junho semeei com emulsdo de ftigado do rato acima seis
tubos de Loewenstein. Quinze dias apdés (9/7) dois deles germinaram. A
cultura, de cor amarelada, sob a forma de delgada ¢ uniforme camada subindo
até 2/3 da superficie do meio. O exame microscépico nao sé da borda superior
dessa camada, como do fundo do tubo, revelou tratar-se duma cultura pura dz
bacilos a.a.r., elementos isolados, em feixes ou em massas. (Fig. 15, Est. 4).
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-

Mostrada essa cultura ao Dr. Genesio Pacheco, ele a considerou diferente das
de tuberculose e sugeriu-me a sua passagem em animais o mais breve possivel
(ratos e Macacus rhesus) .

No dia 2 de agosto inoculei com ela 4 ratos brancos criados isentos de
possiveis contamina¢des e gentilmente cedidos pelo Dr. A. Machado. No dia
5 o Sr. Raymundo Honorio desenhou a referida cultura de um tubo original
A 11 de agosto inoculei-a nas virilhas dum Macacus rhesus gentilmente

cedido pelo Prof. A. Marques da Cunha.

Os tubos restantes das tres geragdes cessa cultura permanecem na estufa,
a 37° C. e ddao-me a impressao de que ela esta definhando.

Pela valiosa cooperacdo que me prestaram nestas pesquisas confesso-me
muito grato ao Dr. Joir Fonte, meu assistente clinico, ao Dr. Magarinos Torres

e Sr. M. Borchert.

CONCLUSOES

I — Ficou provado que o suco ganglionar de leproso é infectante para
ratos brancos.

2 — Apbés uma incubagio longa, variando entre 15 a 18 meses, os ratos
inoculados com esse material apresentaram sintomas de lepra ganglionar ou
lepra visceral tipica.

3 — A semeadura, em meio de Loewenstein, de emulsio de orgdos dum
rato infectado, deu origem a uma cultura pura de bacilo a.a.r. diferente da

de tuberculose.

4 — Esta experiéncia merece ser repetida, em maior escala, havendo
indicio de que serd o meio de se esclarecer um ponto obscuro da etiologia da

lepra humana.




ESTAMPA 1

Fig. 1 — Retrato do doente G. V. (1941) que forneceu o suco ganglionar, mos-
trando as cicatrizes da escrofulose cervical.

Fig. 2 ~ Corte da lesdo cutidnea do leproso G. V. (julho 1941).

Fig. 3 — Esfrega¢o do bago do rato 2, lote 2, 1940, morto 17 meses e 1 semana

apés a inoculagdo do suco ganglionar, mostrando a enorme riqueza de
bacilos a.a.r. (Ziehl. Imers3do).

Fig. 4 — Corte do mesmo bago mostrando um nédulo, tipico leproma (Ziehl. Imerséo).
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ESTAMPA 2

> — Corte de figado do rato mostranco nédulos bem circunscritos (lepromas)

semelhantes a fig. 302, pag. 627 do Text Bock of Pathology de Mc Callum,
edicio de 1922. (H. E. fraco atmento).

6 — Esfregaco do mesmo figado mostrando massas de bacilos da lepra, homo-
géneos ou noduloscs. (Ziehl. Imer:zdo).

/ —~ Qutro corte do mesmo figado, com maior augmen‘o, mostrando nédulos de

varios tamanhos ¢ vasos. Cada vm desses nddulos é um acimulo de células
leprcsas tipicas.

. 8 — Corte do mesmo figado mostrando as células leprosas e massas de bacilos

ou granulcs, no interior dum ndédulo da fig. 7. (Ziehl. Imersdo).
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ESTAMPA 3

Fig. 9 — Corte do pulmdo do rato 2 mostrando um granuloma formado exclusiva-

mente por células leprosas.

Fig. 10 — Corte do mesmo pulmio corado pelo Ziehl-Neelsen mostrando a constitui¢ao
desse granuloma, semelhante ao leproma humano. (Imerséo).

Fig. 11 — OQOutro corte do pulmio mostrando outro granuloma.

Fig. 12 — Corte do pulmio mostrando o granuloma na vizinhanca duma artéria:
bacilos intra e extra-celulares. (Imersio). |
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ESTAMPA 4

Fig.13 ~ Esfregaco do ganglio do rato 2. Massa gigante de bacilos da lepra. (Imersio).

Fig. 14 — Esfregaco da emulsdo dos génglios do rato 3, mesmo Lote 2, 1940, mos-
trando enorme riqueza de bacilos.

Fig. 15 — Esfregace da cultura (15 dias) do bacilo a.a.r. isolado do figado dou
rato 2 (Lote 2, 1940) em meio de Loewenstein. Esta cultura, que é dife-
rente das de tuberculose, ja foi inoculada em ratos brancos e Macacus rhesus.



MEM. INST. OSWALDO CRUZ
36 (3), SETEMBRO, 1941

by

-

Infeccio de

ratos com lepr:

ST, 4



