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O BACILO DE STEFANSKY

a) — Morfologia: O bacilo da lepra murina é um bastonete com 3-5 micra de comprimento, Gram positivo, que se cora bem pelo método de Ziehl. Marchoux e Sorel (75) dizem que ele re​siste ao descoramento tão bem ou melhor que o bacilo de Hansen: o ácido nítrico a 10%, H2SO4 a 25% e HC1 a 3% não o descoram facilmente. Cowdry e Heimburger (19) fizeram experiências usando o método de Ziehl-Neelsen (modificado por Gersh, etc.) para tecido, no qual a coloração é feita em cortes por congelação: os bacilos mostraram menor consistência granular do que quando usaram a técnica comum, o que demonstra, ou ter havido algum erro no processo de congelação, não evidenciado ou que êles são menos granulosos do que se supõe. Cowdry e Ravold (20) declaram que os bacilos da lepra murina se apresentam dentro das células formando rosetas com aspecto radiado as quais diferem da forma típica observada nas glóbias da lepra humana. Estas rosetas são provavelmente focos de multiplicação dos bacilos. Souza Arau​jo (122 e 123) diz que o bacilo de Stefansky, do mesmo modo que o de Hansen, forma as glóbias de Marchoux e os "globi" de Neis​ser, o que mais o aproxima do da lepra humana. Por outro lado acentua que os dois microorganismos são morfologicamente idên​ticos.

No nosso material, (59, 59a e 60a), bastante numeroso, ti​vemos oportunidade de observar cerca de mil cortes corados pelo Ziehl, assim como um número muito elevado de esfregaços conten​do bacilos da lepra murina; os resultados das pesquisas concordam plenamente com as do Prof. Souza Araujo, quanto à morfologia do bacilo de Stefansky que é pràticamente indistinguível do de Hansen. Se bem que os dois bacilos possam formar glóbias intracelu​lares, não se observa, ou muito raramente, aquela disposição em "maços de cigarro" tão peculiar da lepra humana.
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b) — Virulência: Urabe (140) estudou as variações na vi​rulência entre duas amostras isoladas, as quais foram inoculadas por via subcutânea em ratos brancos do mesmo péso. O resultado mostrou que a amostra Kumamoto produz infecção mais rápida e mais grave do que a amostra Manchúria.

As várias amostras podem diferir em virulência, o que é me​lhor observado em animal menos sensível. Assim, Ichiara e Ichioa​ra (47) estudaram o poder infectante para camundongo, de três amostras de bacilos da lepra murina que não apresentavam senão leves diferenças, porém nêstes animais houve variação nítida da patogenicidade. Marchoux (71) constatou que a virulência aumenta com o número de passagens. Assim, uma amostra oriunda de rato selvagem dá lepromas em 12 a 14 meses, porém, uma amos​tra com 35 passagens produz lepromas volumosos em 4 a 5 meses.

Row (112) declara que os bacilos têm pouca virulência, o que pode ser constatado facilmente por exames microscópicos das célu​las cheias dos microorganismos que, apesar disto, não revelam al​terações degenerativas e parecem manter sua capacidade de multi​plicação. Badger e Fite (2) observaram nítidas variações de viru​lência de três amostras diversas de bacilos, comparando as altera​ções produzidas nos ratos. Lesões macroscópicas denotando ge​neralização do processo, apareciam mais cedo com as amostras Ha​wai e Florida do que com a S. Francisco. A primeira foi a mais virulenta de todas. Talvez essas dissemelhanças fossem devidas ao tempo durante o qual elas foram passadas em animais de labo​ratório.

Krakower e Gonzales (52) trabalhando com uma amostra de bacilo isolada de camundongo, verificaram diferenças quanto à infectividade para os camundongos e ratos, sendo para aqueles muito maior. Êles pensam que os bacilos que produzem a doença espontânea nos camundongos apresentam diferenças biológicas com os que produzem a lepra dos ratos.

O curso da doença pode ser acelerado ou modificado quando os animais sofrem processos de infecção secundária. , Marchoux (65) inoculou estafilococos em ratos, os quais receberam também bacilos da lepra murina, obtendo lesões mais extensas nêstes do que nos controles que apenas receberam os bacilos de Stefansky. As infecções secundárias têm importância, não porquê modifiquem a virulência dos microorganismos da lepra murina, mas provavel​mente porque enfraquecendo mais os animais, facilitam a propaga​ção da infecção.

Com as várias amostras de bacilo de Stefansky isoladas de ratos doentes, na cidade do Rio de Janeiro (57a e 58) e inoculadas experimentalmente na região axilar direita de ratos brancos de  la‑
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boratório, nós não observamos variações significativas de virulência.

c) — Viabilidade: Marchoux e Sorel (75) dizem que o ba​cilo resiste 5 minutos a 60° mas não 15 minutos. Marchoux (70), Marchoux e Chorine (72) declaram que os bacilos tratados com H2SO4 a 5% ou antiformina a 15% não perdem sua vitalidade mais do que os bacilos de Koch em presença dos mesmos agentes. Experiências feitas em 16 ratos, mostraram que 15 contraíram lepra após inoculação de fragmentos de leproma submetidos ao ácido sulfúrico e à antiformina.

Chorine (12) verificou que os bacilos emulsionados em água fisiológica glicerinada a 40 % e guardados na geladeira durante 39 meses podem infectar ratos. Conservados nas mesmas condições por 51 meses não mais produzem infecção. 
Tisseuil e Chorine (135) verificaram que os bacilos impregnados durante urna hora por solução hidroalcoólica de fucsina bá​sica e bem corados, não morrem, mantendo as mesmas proprieda​des patogênicas dos bacilos não tratados. Lowe (63) confirmou esta experiência e viu que os bacilos corados sobrevivem 10 minu​tos no HCI a 1%.

E' interessante a experiência de Hashimoto e Honda (42) que após estudarem diversas amostras de bacilos ácido-resistentes da água, verificaram que poderia haver certa relação entre estes microorganismos e o da lepra murina. A inoculação em dois ratos de urna das amostras causou a forma músculo-cutânea da infecção. Hashimoto e Kinebuchi (43) produziram lesões iguais às da lepra murina fazendo ratos normais ingerirem emulsão dêstes bacilos da água.

Berny (6) examinou a ação in vitro do azul de metilênio a 1% sobre o bacilo, fazendo uma emulsão de leproma de rato e misturando com igual volume do corante. Após incubação a 37°C por 12 a 24 horas, fez inoculação em ratos, concluindo, pela observa​ção dos animais, que a solução do corante não teve efeito atenuan​te sobre o bacilo. Dharmendra e Mukherji (25) também verifi​caram que o azul de metilênio não tem ação atenuante in vitro sobre o bacilo e in vivo não tem ação degenerativa e não modifica a morfologia ou as propriedades corantes. Anderson (1) obser​vou que são necessárias temperaturas superiores a 43°C para matar os bacilos; a 50°C durante 5 horas houve grande atenuação.

Terada e col. (130 e 131) fizeram um estudo comparativo por meio de tests bioquímicos entre o bacilo da lepra humana e do rato e obtiveram reações semelhantes. Assim ambos davam reação de catalase e lipase e não davam de oxidase, protease e amilase, assim
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como não fermentavam monosacarideos. Com bacilos ácido-resistentes não patogênicos, obtiveram reação de catalase e lipase e não de oxidare, gelatinase, casease e amilase, mas fermentavam monosacarideos como glucose, levulose e galactose.

Prudhomme (107) mostrou que os bacilos vivos separados de todos os traços tissulares reduzem no vácuo certos corantes óxido redutores, particularmente o O-cresol-indo-2-6-diclorofenol. Não houve modificação quando os bacilos foram mortos pelo calor, formol ou irradiação por ultravioleta. Foram necessários cerca de 4 bilhões de germes para descorar em 24 horas 0,014 mgr. de corante. Ele verificou que as irradiações com raios ultravioleta destróem a vitalidade do bacilo em 10 minutos, e diminuem muito a virulência se ela é feita por 2 a 5 minutos, mas a irradiação com lâmpada de mercúrio a 20 cms. de distância máta-os em 2 minutos (102 e 110).

Prudhomme (109) estudou a ação do bacilo de Stefansky in vitro, sabre certos ácidos aminados. Os bacilos desembaraçados de tecidos foram semeados em meios nutritivos, não contendo como fonte de azoto, senão um ácido aminado. Entre 12 ácidos amina​dos ensaiados não foram atacados senão a alanina, taurina e prolima. Não sabe porém se os bacilos se utilizam dêstes ácidos ami​nadas ou se são as diastases bacilares que os atacam. Prudhomme (108) verificou que. numa suspensão de leproma centrifugado 4 vezes, a última água de lavagem não continha nenhuma substância redutora ou proteína. Ele construiu uma curva de densidade da suspensão para ser lida no fotômetro de Vernes. Prudhomme (101) declara que o bacilo de Stefansky não se conserva bem du​rante 14 dias em caldo glicerinado a 5%, senão em pH entre 6 e 7 com um ótimo na vizinhança de pH 6,4. Tanguy (128) verificou que após repetidas inoculações de bacilos de Stefansky em seis co​baias, cinco apresentaram reação positiva à tuberculina e dois coe​lhos deram intradermoreação positiva três semanas após a última inoculação. Os bacilos mortos e os paratuberculosos não sensibi​lizam a cobaia.

Sato (114) observou que o bacilo morre a 56°C em 30 minutos e a 70°C dentro de 5 minutos, assim como com antisséticos como o ácido carbólico a 5 % ou o cloreto de mercúrio a 1:1000. Ele prepa​rou antigenos e verificou que ratos leprosos tiveram reações com os diferentes antigenos em 0 a 25% dos casos, mas animais sadios foram sempre negativos. Na infecção humana obteve 5% de reações e nas pessoas normais o test foi sempre negativo. Takagi (126 e 127) pu​blicou estudos bacteriológicos e pesquisas anátomo-patológicas so​bre a lepra murina, mas não conseguimos obtê-los. Nishimura (88) fez  um  estudo  sobre  os  microorganismos ácido resistentes obtidos
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de ratos selvagens e conseguiu com alguns dêles produzir infecção em ratos brancos.

Souza Lima (124) diz que antígenos com bacilos de Stefansky usados em indivíduos sãos produzem reações idênticas à lepromina. A reação de Mitsuda em ratos inoculados com lepra murina, mas sem lesões aparentes, deu 60% de resultados positivos. Yatsushiro (153) verificou a ação de Baysol, desinfetol, Mikesol, Ermil, Ha​lomin, lysoform e formalina sôbre material oriundo de secreção nasal de leproso e nódulos de lepra humana e murina. Dos vários desinfetantes o Baysol a 3% e Mikesol a 5% foram os de maior ação. Cowdry, Ravold e Parker (21) verificaram por processo de microincineração que os bacilos dão pouco ou nenhum resíduo mi​neral. Foram feitos estudos espectroscópicos. Gomes (38 e 39) fez experiências sõbre a ação de um carotenóide em solução coloidal a 1%, sôbre suspensões bacilares injetadas ao mesmo tempo e diz que após um início positivo houve impedimento ulterior do desen​volvimento da infecção. Inoculado antes, houve regressão da in​fecção. Burnet e Cabasso (10) observaram que em solução salina os bacilos ficam viáveis cerca de 1 mês, retendo sua ácido-resistên​cia por talvez 1, ano. Em parafina líquida a aglutinação tem lugar com poucos dias e os bacilos se tornam granulosos, o mesmo se observando com essência de terebentina e óleo de chaulmoogra. Os elementos aglutinados, quando inoculados em camundongo, não causam infecção.

Nossa experiência é muito pequena no que diz respeito à viabilidade do bacilo de Stefansky. Apenas podemos dizer que em nossas mãos, tumores de rato guardados na geladeira em solução fisiológica com 40% de glicerina, mostraram-se infectastes 24 meses depois.

d) — Filtrabilidade: Markianos (76, 77, 78, 79 e 84) assi​nalou a presença de uma forma filtrável do bacilo da lepra murina. Este ultravirus exigiria um período relativamente grande para se desenvolver, pois os primeiros elementos suspeitos não apareciam senão a partir do segundo mês; o primeiro estádio visível pelo exa​me microscópico foi uma forma granulosa. Após filtração de sus​pensão de leproma murino em Chamberland L2, fez inoculação em 4 ratos jovens havendo inicialmente lesões nos gânglios regionais e mais tarde generalização do processo com ulcerações e hipertro​fias ganglionares, o que confirmaria a existência de uma fase de ultravirus do bacilo de Stefansky. Formas bacilares foram encon​tradas 21 dias após a inoculação. Descrevendo as diversas fases, diz que no início aparece uma forma granular, depois bacilos gra​nulosos  e  finalmente a forma típica. Filtrados obtidos em Berke‑
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feld e inoculados em ratos jovens e adultos mostravam maior suscetibilidade dos primeiros o que encontra paralelo em crianças e adolescentes nos casos de lepra humana.

Gomes (35, 36, 37 e 40) filtrou uma emulsão de leproma murino e concluiu que o filtrado era mais virulento do que os bacilos suspensos em solução fisiológica; êle pensa que na verdade existe uma fase de ultravirus dos bacilos de Stefansky. A filtração feita em papel de filtro e depois em Seitz serviu para experiências de instilação no ólho de camundongos, tanto do filtrado como de ba​cilos que ficaram no papel; dias depois encontrou bacilos nos ani​mais que receberam o filtrado mas não nos inoculados com suspen​são de bacilos. A administração do virus produziu eliminação por via nasal, a qual começou 24 horas após; triturou a mucosa nasal dêstes ratos, filtrou em Seitz e inoculou novo lote, sacrificando uma a duas semanas depois, tendo encontrado bacilos ácido-resistentes nos gânglios regionais. Verificou que a resistência dos filtrados à ação dos raios ultravioletas é superior á dos bacilos lavados.

Watanabe (148)1 infectou ratos após filtrar emulsão de lepro​ma em Chamberland L2 e L3 e em Berkefeld V. Não foram en​contrados bacilos nos primeiros três meses em nenhum dos animais inoculados e manifestações leprosas só foram observadas a partir do sexto mês. Estes fatos levaram-no a pensar numa possível pas​sagem do virus da mãe ao feto e diz clue as experiências demonstraram que isto pode suceder em alguns casos (149). Há um trabalho de Urabe (139) sôbre ultravirus da lepra murina e baci​los ácido resistentes saprofíticos que não conseguimos obter.

Chocroun e Peltier (18 e 99) estudaram a questão da existên​cia de uma forma de virus do bacilo de Stefansky e investigaram a possibilidade de algumas formas visíveis atravessarem o filtro. Usaram velas Chamberland L2 e L3 e submeteram os filtrados durante hora e meia a uma corrente elétrica, tendo encontrado no anódio, em 4 dentre 6 experiências, pequeno número de bacilos. Isto indica que alguns germes passaram atravez do filtro e explica a infecção dos ratos com os filtrados. Os animais inoculados com filtrados nos quais não foram encontrados bacilos por electroforesis, não apresentaram qualquer sintoma de infecção, mas os casos positivos produziram lepra murina. A frequência e rapidez da evo​lução das lesões foram proporcionais ao número de bacilos encon​trados nos filtrados. Em suma, a infecção não se produz em ratos inoculados com filtrados em Chamberland L2 e L3 senão quando existem bacilos. Walker e Sweeney (146) conseguiram filtrar emulsão de leproma murino em Seitz, Berkefeld N e W e Cham​berland L2 e L3 com resultados positivos em 17 entre 52 tests. Eles porém            não   creem   que   estas   pesquisas   demonstrem   a   presença   de
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um ultravirus pois já haviam observado prèviamente que bacilos ácido resistentes podem passar em tais filtros. Lowe (63) inoculou 53 ratos com filtrado em Chamberland L2e L3, encontrando em 4 dêles poucos bacilos e em um infecção generalizada. Considera o caso positivo como defeito na vela e conclue que sua experiência é contrária à existência da forma filtrável.

Hoje, após uma série de experiências de vários investigadores que usaram processos mais delicados de pesquisa, parece fora de dúvida, como diz muito bem Marchoux (71) que: "II ne doit donc plus être question d'ultravirus aussi bien pour la lépre que pour la tuberculose". Sempre que o bacilo não foi encontrado, após minu​ciosas pesquisas, não houve infecção dos animais inoculados com os filtrados.

CULTURAS

Inúmeras tentativas de cultura do bacilo da lepra murina, nos meios os mais diversos, têm sido feitas, mas até agora, como no caso da lepra humana, nenhuma delas foi significativamente de​monstrada como pertencente ao Mycobacterium em causa. Os motivos destes resultados irregulares foram detalhadamente discutidos por Lowe (63).

Faremos uma rápida revisão sobre os principais trabalhos até agora elaborados e daremos os resultados, por nós observados, das tentativas de culturas feitas.

Hollman (45) procurou fazer culturas com bacilos oriundos de ratos com lepra murina, usando q método de simbiose com amebas e vibriões coléricos, segundo a técnica de Clegg para a lepra humana; diz ter feito várias passagens. Em 8 ratos inoculados por via subcutánea com cultura pura obteve lesão local em todos, com presença de bacilos no pulmão de 2 e no muco nasal de 1. Em 3 animais inoculados por via intraperitoneal encontrou bacilos ácido-resistentes no baço de 2. Bayou (4) cultivou facilmente em agar glicerinado ou caldo de peixe, um bacilo-ácido resistente prove​niente de um animal inoculado com lepra murina. Este bacilo era tão semelhante ao da lepra humana que êle pensou numa verda​deira identidade das infecções. Wellman e Hand (150) cultiva​ram em um meio especial de agar e placenta, bacilos ácido-alcool resistentes oriundos de lepra humana e murina. Zinsser e Carey (154) fizeram numerosas experiências e obtiveram multiplicação de bacilos em cultura de tecido usando o método de Hamsson, Bu​nows e Carrel: os bacilos são semeados em plasma coagulado con​tendo fragmentos de baço de ratos jovens. Não tiveram resulta​dos em meio com embrião de rato.
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Wolbach e Honeij (152) em 1914 fizeram uma revisão sôbre as tentativas de cultura.

Uchida (136) cultivou 5 amostras de bacilos ácido resistentes, usando o método da antiformina para isolamento. Walker e Sweeney (145) cultivaram em meio de Musgrave e Clegg, material de baço, testículos, gânglios, pulmões e tecido subcutâneo de 24 entre 37 ratos leprosos. Êles pensam que os bacilos da lepra humana e do rato são idênticos, sendo a mesma doença. Walker (144) diz que os dois microorganismos são idênticos, pertencendo aos Actinomyces; pensa que êste actinomices é um saprofito que vive na terra e que só se torna parasito por casualidade. Cultivou o bacilo da lepra murina e inoculou as culturas em ratos, conseguindo reisolar o actinomices depois de mais de um ano. Mais tarde, Walker e Sweeney (147) tentaram cultura em meio com tecido embrionário de rato e com outros tecidos, inclusive tumores mali​gnos de rato e camundongo. Não observaram multiplicação de bactérias ácido-resistentes nos tecidos embrionários, picados e sus​pensos em solução de Tyrode.

Ohtawara e Ichihara (93) não conseguiram bons resultados nas tentativas de culturas Ota e Asami (97) Fizeram cultura, em meio de Petroff e Petragnani, de fragmentos de gânglios de ratos infectados, tratados ou não com uma solução de ácido sulfúrico a 5 e 10%, durante 5 a 20 minutos. Em 11 casos apareceram colônias entre 5 e 110 dias. Foram obtidos dois tipos de cultura, uma da côr da gema de ovo (M. leprae muris, var. vitellinum) e outra de côr amarelo creme (M. leprae cremeum). Os bacilos destas duas culturas, inoculados em ratos, produziram hipertrofia ganglionar e foram encontrados macrófagos contendo-os. Kahn e Schwarzkopf (49 e 50) dizem ter cultivado, em meio de Petroff e Löwenstein, uma amostra de bacilo da lepra murina. Colônias apareciam sob a forma lisa e rugosa. Uma das culturas inicialmente rugosa dis​sociou-se espontâneamente, depois de ter sido incubada a 37°C., durante várias semanas. Conseguiram obter um único elemento de cada tipo de colônia e fazer passagens por várias gerações. In​teressante é que ocorreu dissociação em ambos os casos e colônias rugosas apareceram em placas de lisas puras, assim como colônias lisas nos meios oriundos de um único bacilo de colônia rugosa. Essas mutações foram mais comuns do tipo liso para rugoso. Den​ney e Eddy (23) semearam bacilos em solução de Tyrode, con​tendo leucocitos. Os bacilos de Stefansky foram atraidos pelos leucocitos, sendo fagocitados. Houve multiplicação intracelular até o fagocito ser distendido a ponto de romper-se e, por outro lado, as colônias extracelulares aumentaram em tamanho. Gerbenis (33) , assim como Lowe (62), servindo-se do método de Lõwenstein e da técnica de  Ota  e  Sato,  nunca  obteve  cultura  do  bacilo  de  Stefansky,
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quer partindo de sangue do coração, quer de leproma ou pus de abcesso rico em germes.

Salle (113) usou a técnica de Carrel, para isolar e cultivar material oriundo de lepra humana e murina. Ele crê que as duas infecções são produzidas por um mesmo microorganismo. Apesar de ter conseguido fazer algumas passagens nas quais os bacilos gradativamente perderam a ácido-resistência, não infectou ratos. Sato e Sato (115) obtiveram culturas de bacilos ácidos resistentes semeando emulsão de gânglio e de nódulo de rato branco e selvagem. Os meios usados foram de Petragnani, Petroff, Lõwenstein, Hohn e Otawara; o material para cultura ficava durante 30 minu​tos em ácido sulfúrico a 5%, na estufa a 37°C.

Eles conseguiram muitas culturas mas suspeitam não serem do verdadeiro bacilo de Stefansky porque a inoculação em rato branco foi negativa. Mais tarde, Sato (114) tentou cultivar material de 30 ratos infectados, conseguindo 14 amostras de vários bacilos ácido-resistentes que davam culturas de diferentes tonalidades, mas eram bacilos saprofitas na natureza.

Hemmert - Halswick (44) descreve uma infecção leprosa em camundongos, tendo conseguido cultura em batata glicerinada, mas Ele mesmo pensa não se tratar do agente da lepra murina. Gavrilov e Dubois (30) dizem que o bacilo da lepra murina foi cultivado em agar glicerinado, meio com ovo de Denys, batata e Lõwenstein. Apareceram pequenas colônias após 2 meses e foram feitas passagens. Kudicke e Vollmar (55) conseguiram culturas em meio com tecido, e observaram muitos bacilos intracelulares.

Lowe (63), Lowe e Dharmendra (24 e 64) não conseguiram confirmar as culturas com os diversos métodos até então usados. Fizeram durante 3 anos tentativas em cultura de tecido usando em​brião de galinha ou tecido de rato mas não se observou multiplica​ção dos bacilos ou esta foi muito pequena. Prosseguindo nas pes​quisas verificaram também que a atmosfera recomendada por Soule e Mac Kinley, isto é, 48% de oxigênio e 10% de anidrido carbô​nico, não é necessária porque com ou sem ela em certos meios de cultura obtiveram uma multiplicação inicial sem conseguirem fazer passagens. Ensáios de cultura a partir de sangue, segundo o mé​todo de Löwenstein, foram sempre negativos. Em culturas com produtos de digestão triptica das proteínas (tipo Duval e Holt) obtiveram uma vez tão grande quantidade de bacilos que permitiu supor um processo de multiplicação, entretanto as passagens foram negativas. Em suma, em alguns casos parece ter havido uma mul​tiplicação inicial mas sempre com repicagens negativas. Lampe e Moor (57) de cerca de 200 ratos infectados naturalmente obtive​ram ao todo 50 culturas de microorganismos ácidos resistentes, em meio de Löwenstein.    Após   minucioso   estudo   concluíram   que   todas
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as culturas eram de saprofitas. Viam-se bastonetes ácido-resistentes pleomorfos, pouco resistentes à antiformina, com variável capacidade cromógena; na primeira cultura cresceram geralmente devagar, mais rapidamente nas passagens e por fim eram cultiváveis nas meios simples, como agar e caldo. Se inoculados em ratos, um ou dois meses depois davam, no ponto de inoculação, abcessos sub​cutâneos circunscritos, fistulosos, cheios de bacilos ácido-resistentes, às vezes intracelulares. Depois de alguns meses o processo cica​trizava. A evolução é portanto inteiramente diferente da obser​vada na lepra murina.

Prudhomme (106) em meio de Sauton com um outro microorganismo, adicionou três gotas de suspensão de bacilos da lepra mu​rina, obtendo cultivo e mesmo conseguindo fazer passagens em sé​rie. Diz que nestas culturas mistas o bacilo permanece vivo e vi​rulento até 7 meses a 37°C e por 30 dias e mais à temperatura am​biente. Suwo e Kin. (125) verificaram que os tecidos novos dos nódulos da lepra murina crescem em meios apropriados, mas que os velhos não podem ser cultivados dêste modo. Os tecidos recém formados contêm linfocitos, células epitelióides e fibroblastos; os linfocitos são os primeiros a sofrer processos regressivos e, mais tarde, as células epitelióides, porém os fibroblastos permanecem vi​vos por mais tempo. No citoplasma das células epitelióides e dos fibroblastos foram encontrados regularmente numerosos bacilos, o que não ocorreu com linfocitos. A multiplicação parece dar-se nas células e no meio de cultura.

Ogasawara (90), Ohtawara. Ichiara e Shimizu (94) tentaram culturas do bacilo de Stefansky em vários meios. Nishimura (89) obteve cultivo de bacilos da tuberculose humana, com material de ratos domésticos e selvagens aparentemente leprosos. Em 18 amos​tras obtidas 4 eram de bacilos saprofitas e 14 de bacilos da tuber​culose humana. Gavrilov e Fester (31 e 32) dizem que em diver​sos meios, como batata, gelose glicerinada, Dorset glicerinado, adi​cionados de produtos provenientes da hipoderme de animal receptí​vel, o bacilo de Stefansky apresenta uma evolução lenta, havendo um periodo de multiplicação, um periodo de estado e um de de​créscimo. Semeados em cultura de tecido, comportam-se de ma​neira diversa, segundo o tecido origina-se ou; não de um animal re​ceptivel. No primeiro, com tecido de rato, o bacilo é fagocitado por fibroblastos e ai conserva por muito tempo seu aspecto normal. Com tecido de cobaia ou embrião de galinha a fagocitose é nula ou quasi nula, os bacilos ficando livres no meio e se desagregando. Em cul​turas em agar glicerinado e meio de Denys, com caldo de pele de rato, os microorganismos ficam vivos por muito tempo. A inocula​ção em ratos produziu infecção. A virulência, fraca na primeira se​meadura, decresce mais com as passagens.

— 227 —
Numerosas tentativas de cultura foram por nós feitas. Usa​mos material de lepra murina obtido de animais infectados naturalmente (58 e 59) ou não, como também de pombos, galinhas e Poli​plax spinulosa infectados (60) e ainda material humano. Não só este último, como o de lepra murina do lote 1 e 8 provenientes de Londres nos foram fornecidos pelo Prof. Souza Araujo a quem agradecemos.

Nestas pesquisas usamos (diversos meios de cultura. Dr. Arêa Leão, Chefe da Secção de Micologia do Instituto Oswaldo Cruz, preparou filtrados de Actinomyces e de Aspergillus cultivados durante um mês em meio de Sauton, os quais foram adicionados a vá​rios meios aeróbios ou anaeróbios. Os resultados serão resumidos a seguir:

A) — Material humano: semeaduras de pus de leproma de J. F. (23-10-41), de emulsão de leproma de N. F. (24-7-41) e pus de leproma de L. (5-11-41). Meios aeróbios usados: caldo simples, glicosado, de Martin, com ou sem filtrados de Aspergillus ou Actinomyces, meio de Löwenstein e batata glicerinada: total 34 tubos; meios anaeróbios: caldo simples, glicosado, de Martin com 10% de filtrado de Actinomyces ou 50% de filtrado de Aspergillus, num total de 14 tubos. Total geral 48 tubos. Todos os resultados foram negativos. — 

B) Material de lepra morim:

a) . Oriundo de Londres e com várias passagens em nosso Serviço. Com emulsão de tumores de ratos do lote 1 e lote 8 fizemos semeaduras nos seguintes meios: Löwenstein, Löwenstein com 5 cc. de filtrado de Aspergillus ou de Actinomyces, caldo simples com 50% de filtrado de Actinomyces ou de Aspergillus, caldo glicosado com 10% de filtrado de Actinomyces, batata glicerinada; alguns dêstes meios líquidos foram cobertos com uma camada de óleo de vaselina. Usamos ao todo 56 tubos de cultura e os resul​tados foram negativos. Em dois tubos pareceu ter havido multipli​cação pequena, mas provàvelmente tratava-se do material semeado em abundância, pois repicagens em diversos meios deram resultados completamente negativos.
b) Oriundo de ratos espontâneamente infectados, captura​dos na cidade do Rio de Janeiro. Com material retirado de 17 dêstes animais tentamos fazer cultura, geralmente com emulsão de tumores, mas às vezes com triturado de gânglios ricos em bacilos ácido-alcool-resistentes. Como todos os resultados foram negativos damos apenas o número e os meios utilizados.

Meios de Löwenstein — 85 tubos; idem com 5 cc. de filtrado de Actinomyces  —  7  tubos;  idem  com  5 cc. de filtrado de Aspergil‑
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lus — 8 tubos. Total: 100 tubos. Caldo simples — 12 tubos; idem com 50% de filtrado de Aspergillus — 5 tubos; Total: 17 tubos. Caldo glicosado — 12 tubos; idem com 10% de filtrado de Aspergillus — 11 tubos; idem com 10% de filtrado de Actinomyces — 11 tubos; idem (anaeróbicos) com filtrado de Aspergillus — 8 tubos e de Actinomyces — 9 tubos. Total: 51 tubos. Caldo glicerinado — 15 tubos; idem com 50% de filtrado de Aspergillus — 5 tubos e de Actinomyces — 5 tubos. Total: 25 tubos. Caldo de Martin anaeróbico — 26 tubos; idem, com 10% de filtrado de Aspergillus — 16 tubos. Total: 42 tubos.

Total geral do número de meios usados nas tentativas de cultura de bacilos ácidos resistentes de tumores e gânglios dos ratos capturados com lepra murina: 235.

c) Oriundo de P. spinulosa capturados em ratos em adian​tado estado de infecção. Os Poliplax foram colocados durante meia hora em solução a 5% de ácido sulfúrico, depois lavados várias vezes em água distilada, triturados e o material, rico em bacilos, foi semeado em 16 tubos de Lowenstein. Os resultados foram nega​tivos. Em alguns tubos apareceram pequenas colônias brancas de bacilos anácido-resistentes.

d) Oriundo de gânglio e pulmão de gambás infectadas experimentalmente, rico em bacilos ácido-alcool-resistentes. As se​meaduras feitas em 18 tubos de Lowenstein foram negativas.
e) Oriundo de baço de pinto e músculo do peito de pombo, com infecção provocada e rico em bacilos. As semeaduras feitas em 11 tubos de Löwenstein foram negativas.

O número de semeaduras feitas por nós com material humano foi muito pequeno e sendo assunto por demais discutido, não será motivo de qualquer interpretação de nossa parte. Com lepra murina porém, se incluirmos todo o material semeado, mesmo o de outros animais infectados, além de ratos, teremos um total de 336 semeaduras sem resultado. A impossibilidade de cultivar os baci​los, abundantemente existentes nos ratos doentes capturados no Rio, é mais uma confirmação de que estavamos de fato lidando com lepra murina. As tentativas de cultura têm sido motivo de diver​sas discussões científicas mas os resultados positivos são ainda hoje duvidosos. As regras de Koch, tão importantes nas questões cul​turais de bactérias, têm sido, até certo ponto, de pouco interesse para muitos pesquisadores. Anualmente aparecem novas culturas de bacilos da lepra murina incapazes porém de resistir 'a uma, cri​tica imparcial; é interessante que a maioria daqueles que descrevem as culturas lancem mão de argumentos tão pouco convincentes. Com a lepra murina seria fácil provar que as culturas são ou não verdadeiras por inoculação em ratos e estudo das lesões. Até agora os      únicos  que  afirmaram  ter  fechado  o ciclo foram Ota e Asami,
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mas assim mesmo a percentagem baixa de animais doentes e a localização apenas ganglionar dos bacilos, difere muito da elevadíssi​ma percentagem de infectados e a frequente generalização do pro​cesso, quando se inocula em ratos emulsão de material de lepra mu​rina. Se as lesões observadas não são típicas e as passagens em série não são possíveis, também se tornam dúbias as afirmativas de que os microorganismos existentes nos meios são de fato da doença de Stefansky. O grande pleomorfismo observado em várias das chamadas culturas de lepra murina e até mesmo a descrição de formas anácido-resistentes, levou alguns pesquisadores a apoiar a teoria de um virus filtrável não cultivável, sendo as formas bacila​res nas culturas dadas como variantes avirulentas. Por isso, esta​mos com Lampe e Moor (57) quando dizem que não lhes apetece colaborar com uma tal maneira de torcer os fatos.

O que parece até hoje ter sido cultivado na maioria das vezes, são simples saprofitos ácido-alcool-resistentes, que crescem exube​rantemente nos meios de cultura, dando belas colônias coloridas, repicáveis nos meios mais simples e cuja semelhança com Actino​micetos é ás vezes muito grande. Na lepra do rato o melhor será sempre usar material proveniente de processos fechados, onde a contaminação é muito mais difícil. Até o momento não foi descrito um método de cultura capaz de dar uma percentagem elevada de resultados positivos com diversos pesquisadores e com o qual seja possível cfehar o ciclo de Koch. Por enquanto, os resultados das culturas de bacilos da lepra murina são ainda muito dúbios e nós ainda somos de opinião que o verdadeiro microorganismo produtor da doença de Stefansky não foi cultivado.

BIOQUIMICA E SEROLOGIA

As propriedades serológicas e bioquímicas do sangue e dos tetidos de ratos com lepra murina foram poucas vezes estudadas. Em alguns casos os tecidos de animais doentes ou mesmo emulsão de bacilos serviram de antígeno em reações utilizadas para o diagnós​tico da lepra humana.

Mezincescu (85), Ogasawara e Amawashi (91) obtiveram bons resultados em reações de fixação do complemento, tendo como antí​geno, bacilos da lepra murina. Ota e Ishibasi (98) prepararam um antígeno com bacilos da lepra e obtiveram reação de fixação do com​plemento, positiva em 87% de soros de leprosos e em 76,5% com so​ros de ratos doentes. Schmitt (119) empregou no mesmo caso, uma maceração alcoólica de tecido conjuntivo de animal leproso, com resultados semelhantes. Sato e Sato (116) 'utilizaram lepromas      de  ratos  para  a  reação  de  Mitsuda.  Ikei  (48), Huzimoto (46), Mi‑
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nami, Kawasaki e Huzimoto (86) obtiveram resultados positivos na lepra humana e murina, usando a modificação seroquímica de Fuchs, provisóriamente chamada reação M. H. H.

Emerson e Anderson (27) e Emerson (26) observaram leve hipoglicemia em ratos leprosos e curvas anormais de tolerância à glicose mais altas e prolongadas, em casos de infecção avançada, o que significa mais extenso comprometimento do fígado no rato doen​te do que no homem. Chorine e Crougue (17) dizem que na le​pra murina há ligeira hipocolesterinemia não sendo porém, nem constante, nem acentuada com a gravidade da infecção. Em outro trabalho, Chorine (14) verificou o valor comparativo dos lipóides fosfatados no sangue e observou que a relação lecitina (colesterina) é geralmente superior a 1 (media 1,30) nos animais infectados e in​ferior a 1 (media 0,89) nos normais.

Para Prudhomme (103) a taxa de glutation reduzido não varia no baço e fígado dos ratos infectados quando estes orgãos não estão sériamente atingidos. A diminuição no sangue está em relação com a encontrada no fígado e baço. Quando êstes orgãos estavam muito alterados pelo processo.lepromatoso, verificou uma diminuição de cerca de um terço do glutation reduzido. O teor nos lepromas os​cilou entre 30' a 80 mgrs. por 100 gramas de tecido fresco, segundo o local onde estavam situados. Prudhomme (104) procurou então saber se o glutation reduzido, que é deficiente nos ratos leprosos, não se transformaria em glutation oxidado, isto é, se a relação glutation oxidado (glutation reduzido) ficava constante. Concluiu que o glutation preexistente não se transforma em glutation oxidado e sim desaparece. Ainda em relação às pesquisas feitas no Ban​que há um trabalho de Uchida (137), sôbre algumas reações sero​lógicas, o qual não conseguimos obter.

Emerson, Anderson e Laeke (28) fizeram um estudo comparativo entre a atividade lipolítica dos tecidos de ratos normais e le​prosos e verificaram que estes apresentam sempre atividade menor; quando extensas lesões leprosas existem, há uma baixa significativa de atividade lipolítica da maior parte dos tecidos, com provável ex​ceção do baço. Prudhomme (105) dosou por porcesso fotométrico o ácido ascórbico nos orgãos de ratos normais e leprosos, assim como nos lepromas e verificou que as lesões leprosas são muito ri​cas desta vitamina, existindo uma relação mais ou menos constante entre o valor em ácido ascórbico no baço e no leproma; as células mais infectadas têm teor mais elevado que as células normais.

Em colaboração com Villela (143) dosamos colesterol na pele de ratos normais e em tumores subcutâneos e os valores foram quasi iguais após a correção do teor em água dos tecidos; os lipi​deos totais   apresentavam   valores  pouco  maiores  para  o  tumor  do
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que para a pele normal, mas esta diferença não pareceu ser significativa. Foram feitos também exames micropolariscópicos de cor​tes de tumores de ratos com lepra murina, mas não foram encon​trados lipóides birrefringentes.

Em colaboração com Dr. Nin Ferreira estamos começando agora a fazer uma série de exames bioquímicos em ratos com lepra murina. A dosagem de glicose no sangue total, em um lote de ani​mais infectados deu 0.94 mgrs.%, isto e, percentagem normal.

RELAÇÃO ENTRE A LEPRA HUMANA E MURINA

O estudo comparativo entre a lepra humana e a murina e a identidade das duas infecções tem motivado várias pesquisas mas os resultados ainda são inconcludentes.

Se bem que, em 1912, Marchoux e Sorel (74) declarassem que as duas infecções eram diferentes, principalmente no que diz respeito a certos aspectos morfológicos e fisiológicos dos bacilos, eles também observaram alguns pontos de contacto entre as duas en​tidades mórbidas, como a semelhança dos caracteres morfológicos, a cronicidade e lentidão dos processos, as lesões viscerais tardias e a multiplicação intracelular dos bacilos. Consideraram as relações entre os dois microorganismos semelhantes às observadas entre o M. tuberculosis hominis e M. tuberculosis avis. Em 1923 Mar​choux (68) fez um estudo geral sobre a lepra murina e disse que a infecção, tanto no homem como no rato, começa pelos gânglios e que a lepra murina é transmissível ao homem, o que Seidl (120) diz ser uma conclusão sem prova. Baseou-se Marchoux (66, 67 e 69) na observação de um pseudo-leproso, morto de doença intercorrente, no qual foi encontrado um microorganismo ácido-resisten​te, que denominou Mycobacterium pulviforme; inoculou em ratos material colhido dêste doente, tendo conseguido infecção. Numa segunda passagem houve evolução mais rápida do processo e em vez da forma pulverulenta foram encontrados bacilos semelhantes aos da lepra murina. Muitos anos mais tarde Marchoux (71) tornou a acentuar as relações existentes entre as duas doenças, di​zendo que ambas apresentam caracteres comuns, como a morfolo​gia idêntica do bacilo, nenhum dos quais foi ainda cultivado com certeza, a transmissão de ambas por contacto e u periodo de incubação, geralmente longo.

Ohtawara e Kawamura (95 e 96) inocularam por via intra-cutânea emulsão de leproma humano e murino em 20 doentes, dos quais 10 eram lepromatosos e os outros de forma nervosa. Verifi​caram que com material humano raramente o resultado era positivo na  primeira  forma,  mas  dava  mais  de  50%  de positividade na forma
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nervosa. Com emulsão de leproma murino ou de camundongo, em ambas formas, houve sempre reação positiva. A reação com emulsão de material de camundongo é sempre mais forte do que com material humano. Concluem que os dois bacilos devem ser dife​rentes.

Laigret (56) diz que uma suspensão de bacilos da lepra mu​rina foi inoculada num dos lóbos da orelha de um leproso. No dia seguinte encontrou um empastamento doloroso; dias depois, tendo feito esfregaço de material colhido ai, encontrou grande número de bacilos de Stefansky, sem aspecto degenerado e pelo contrario, com certas formas particulares, às vezes em poeira, lembrando o M. pulviforme e outras vezes formando glóbias típicas. No transcurso do terceiro mês, as lesões tomaram um aspecto nitidamente invasor, mas o tratamento intensivo com chaulmoogra não permitiu a pro​gressão. Ele tentou em vão infectar rato com êste material. Soule (121), em um estudo feito sbbre as relações entre as duas infecções, diz que as possibilidades de infecção natural de rato, com lepra humana, foram examinadas em condições muito favoráveis em Culion, com resultados negativos; em 212 ratos capturados todos os exames foram negativos, assim como a inoculação de lepra humana nêstes animais foi sem efeito. Também Blanc (8) examinou na Tunísia 107 ratos e apesar de estudos minuciosos, todos os exames foram negativos.

Até o momento presente não há um resultado significativo mos​trando que os dois bacilos são idênticos.

Muir (87) fez test de leprolina com leproma humano e de ratos, em individuos doentes e em controles normais. Nas pessoas sãs, assim como nos casos de lepra nervosa, ambas substâncias causaram reação positiva, mas na lepra lepromatosa apenas a leprolina com bacilos de Stefansky deu resultados positivos, o que é contra​rio à identidade dos dois bacilos. Grange (41) em 1934 publicou uma tese sôbre a lepra humana e murina, mas não nos foi possível obtê-la.

Em suma, até agora não há um resultado significativo mostrando que os dois bacilos são idênticos, produzindo no rato a doen​ça de Stefansky e no homem o mal de Hansen. No ponto de vista epidemiológico, parece não haver conexão entre as duas infecções; também não há uma prova cabal de que os bacilos sejam saprofitas do solo, os quais, penetrando através de lesões cutâneas, venham a produzir as duas doenças.

TRATAMENTO

Muitos anos após a tentativa infrutífera de Wherry (151), de  tratar  a lepra murina inoculando bacilos mortos em autoclave,  Mar‑
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kianos (80, 81 e 82) usou como terapêutica uma emulsão de bacilos desengordurados. Ele triturava os orgãos infectados de ratos com quantidade igual de estômago de porco, adicionava ácido clo​rídrico e colocava em banho maria a 50°C. durante 48 horas afim de permitir a digestão, filtrando depois em gase estéril. O líquido continha grande número de bacilos. Por neutralização pela soda, formava-se um precipitado que continha a maior parte dos micro​organismos; lavava em seguida duas a três vezes em água distilada, centrifugando e depois lavando três a quatro vezes com alcool, sen​do o desengorduramento feito pelo tolueno. O solvente foi eva​porado no vácuo e os bacilos suspensos em água fisiológica em que cada cc. continha 300 milhões. Ratos com lepra murina foram tra​tados com injeções dêste material e houve retardamento do pro​cesso evolutivo. Empregou mesmo injeções dos bacilos de Stefansky desengordurados, no tratamento da lepra humana, observando grande melhora dos processos locais. Chegou a dar 181 cc. do an​tígeno em 40 injeções, havendo formação de abcessos estéreis, mas as infiltrações cutâneas desapareceram e foi observado retorno da sensibilidade. Conclue que o antígeno preparado com bacilos de Stefansky age favoravelmente na lepra humana e murina.

Valtis e Markianos (142) experimentaram injeções subcutâneas de B.C.G. em 5 ratos infectados, permanecendo 6 de con​trole. O tratamento teve uma influência favorável na evolução da lepra murina, observada pela cura das ulcerações cutâneas e um retardamento da generalização da infecção. Urabe (141) estudou a influência de bacilos anácido-resistentes da lepra murina sabre o desenvolvimento da infecção. Preparou com êles uma vacina, a qual teve, não só certo efeito protetor contra a infecção, mas, também restringiu mais ou menos sua progressão. Prudhomme (100) observou que a irradiação pelos raios X, no local da inoculação não curava o animal mas retardava a evolução da doença. As células parasitadas eram mais rapidamente destruídas que as normais, po​rem os bacilos livres após esta destruição mantinham sua vitalidade, pelo menos durante 10 dias.

São inúmeras as preparações usadas nas tentativas terapêuticas feitas na lepra dos ratos.

Markiano (83) usou, por inoculação subcutânea, nove preparados diversos: "fleolato" de sódio a 1% em injeções de 0,5 a)1,0 cc.; tribromometaxilenol a 1 %o, metoxifenilhidnocarpato de sódio; fenilhidnocarpato de sódio ou 541 de Fourneau e Baranger; 580 e 581 de Fourneau e Sivadjan, que são sais sódicos de um ácido do óleo da tartaruga; 579A, B e C de Fourneau e Sivadjan, que são esteres provenientes do óleo da tartaruga. Os seis primeiros foram bem  tolerados,  mas  os  três  últimos  deram grande reação local. O
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“fleolato” de sódio exerceu ação fraca; o 579B pareceu ter ação destrutiva sobre os lepromas nas circunvizinhanças do local de ino​culação; o 579A merece atenção devido aos excelentes resultados que a princípio obteve. Koch (51) experimentou tratar ratos bran​cos infectados inoculando por via subcutânea ésteres de hidnocar​po. Houve destruição dos nódulos após 8 dias de tratamento, mas interrompida a terapêutica, a infecção se generalizava o mesmo ten​do sucedido depois da administração de Solganal B oleoso.

Tisseuil (133 e 134) usou: ester etílico de chaulmoogra o qual retardou a evolução dos lepromas mas pareceu nocivo nos períodos mais adiantados da doença; iodeto de potássio que inoculado no peritôneo foi útil no início, mas nos períodos avançados ativou a marcha da infecção; o molibdato de amônio por via intramuscular, teve apenas leve efeito retardador; o lipiodol nunca teve ação favo​rável; extrato acetônico de lepromas produziu uma ativação grande das lesões durante as primeiras semanas, seguida de uma modera​ção de sua evolução; extrato metílico de lepromas acelerou muito a evolução das lesões; com ester etílico creostado de chaulmoogra ob​servou ação nitidamente desfavorável sobre o estado geral; chaul​moograto de ouro gaiacolado retardou o processo durante os primeiros meses, mas não evitou a evolução; molibdato de amônio teve ação nitidamente favorável e os lepromas cresceram mais devagar e se ulceraram muito mais lentamente.

Emerson, Anderson e Leake (29) trataram ratos doentes com etilchaulmoograto, Alepol, étil di-n-heptilacetato, p-fenetidina dihi​drochaulmoogril sulfonato de sódio e p-fenetidina chaulmoogril sul​fonato de sódio, mas não observou correlação entre a lipase do lepro​ma e o tipo de medicamento. Lowe (61) concluiu que o hidnocarpa​to de sódio não tem nenhuma ação bactericida in vitro e, in vivo tem ação indireta sobre o bacilo de Stefansky. Thiroux (132) usou as se​guintes substancias preparadas por Fourneau e Trefouel: 975 ou 3​aminodifenoxiasina-sulfonato de sódio; sal disódico do ácido 3-nitro​difeno-oxiasina-7-arsênico-1-sulmônico ou 976; niqueltiomalato de sódio ou 1.003; cobaltotiomalato de sódio ou 1.004 e sal sódico do ácido nitro-resorcil-arsenico ou 1.005. Estas substâncias em doses subtóxicas, apenas retardam o aparecimento das lesões leprosas, es​pecialmente o composto de níquel, porém não pode ser considerado um remédio para a lepra.

Gillier e Tisseuil (34) usaram também uma série de produtos como: sulfato de cobalto e amônio, oxalato de titâneo e potássio, cloreto de níquel, cloreto de cádmio, óleo de castor com guaicol e álcool, óleo de tartaruga, molibdato de amõneo com eosina, tungstato de sódio,  extrato  acetônico  e  extrato  metílico  do bacilo da tubercu‑
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lose. Todos apenas retardaram a evolução da lepra murina, sendo os melhores o cloreto de níquel e de cádmio. Ogawa e Harada (92) estudaram a ação in vitro sôbre o bacilo, de vários preparados obtendo efeitos, em ordem descrescente, com ester etílico de chaul​moogra com 5% de colesterina, ester etílico de chaulmoogra e chaul​moogrol. Chorine (13) não obteve resultado com aminofenilsul​fonamida, timol e mentol, antiomalina que agravou a infecção e com selênio. Juntamente com Marchoux (73) estudou a ação de sus​pensão de telúrio em óleo ou sõro glicosado e do telurito de sódio. Houve retardamento da infecção e as lesões ficaram mais localiza​das que nos controles, mas os bacilos não foram mortos. Em tra​balho de colaboração com Berny (16) diz não ter observado resul​tado algum com a administração de selênio, cério, tungstênio, alu​mínio e sulfato de vanádio. Chorine (15) obteve resultados nega​tivos com óxidos de glucínio, (trio, zircônio, tálio e mercuriocromo, iodeto de rubídio e bismutato de quinina. Foi muito interessante a ação do urânio, usado como óxido insolúvel suspenso em óleo de oliva; em doses fortes os ratos morrem, pois é muito tóxico, porém há um amolecimento dos lepromas e eliminação de seu conteúdo. Tanguy (129) estudou a ação do oleato e do laurato de etila sa​bre a evolução da lepra murina e os resultados mostraram que estas substâncias não tinham valor. Sato (117 e 118) fez estudo afim de averiguar a influência terapêutica de vários medicamentos e ob​teve bons efeitos, porém) temporários, sôbre a evolução da doença, com o óleo de chaulmoogra, uma suspensão de leproma murino e salvarsan; os lepromas se desenvolveram mais lentamente do que o usual ou regrediram, mas nunca a cura foi completa. Não mostraram qualquer ação o éster etilico de chaulmoogra, trifal, feniltio​retano, fesal e prontosil.

Berny e Chabaud (7) e Chabaud (11) usaram vários produ​tos de origem vegetal na terapêutica da lepra murina. Solução de terebentina aumentou a mortalidade no começo da infecção e não retardou a evolução da doença; óleo de pinho da Letônia, que é tóxico para os ratos, não teve efeito, assim como soluções aquosas de essências de cipreste e coloncoba; Borneol em solução aquosa parece retardar a evolução da doença durante um certo período, após o qual ocorre rápida generalização. Entre oito compostos de selênio preparados no laboratório de Forneau, o no. 1424 (fenil-sele​niato) e o no. 1443 (seleniato de para-acetilaminobenzeno), tive​ram um efeito favorável no início da doença, mas os demais foram sem ação ou mesmo prejudiciais.

Kudicke (54) registra uma série de experiências terapêuticas que fez. As substâncias usadas foram divididas em 3 grupos. No primeiro  grupo estavam vários ésteres de chaulmoogra, ácidos hid‑
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nocárpicos e alguns outros compostos. Foi obtido certo retardamento no aparecimento de lesões lepróticas com os seguintes: éster isopropilbenzóico, ester glicocólico do ácido cinâmico, éster glico​cólico do ácido chaulmoogrico e sal sódico do ácido monochaulmoo​grico-glicerofosfórico. No segundo grupo, composto de várias pre​parações, os melhores efeitos foram com: éster oléico do ácido ci​nâmico, éster cinamil-glicol-chaulmoogrico, éster cinamil-alilauril​etílico e éster ricinólico do ácido chaulmoogrico. Por fim, no ter​ceiro grupo combinou ésteres chaulmoogricos com o radical tiociá​nico. Os melhores resultados foram obtidos com alguns prepara​dos desta série, como tiocianochaulmoogrico, tiociano-colino-chaul​moogrico e com oleiltiociânico. Estas pesquisas foram criticadas por Büngeler (9). Ribeiro (111) experimentou três frações de cer​tos carotenóides vegetais, sendo duas sem efeito e uma delas alte​rou a distribuição dos bacilos vivos injetados no rato, dando o mes​mo aspecto que aparece quando são inoculados bacilos mortos. Cowdry e Ruangsiri (22) observaram que injeções subcutâneas re​petidas de promin em ratos leprosos, modificam o curso do desen​volvimento dos pequenos nódulos e o tempo de sobrevida dos ani​mais assim tratados foi maior do que nos controles, tendo os ratos permanecido em melhores condições. Alguns nódulos melhoraram após a inoculação intranodular de goma ou de heptaldehido.

Resultados terapêuticos interessantes foram obtidos por Krakower, Otero e Axtmeyer (53). Verificaram que sulfanilamida a 1% dada a ratos e camundongos infectados, durante todo o período experimental inibiu completamente o crescimento de leproma no lo​cal de inoculação e evitou a ocorrência de metastasis. Sulfanila​mida a 1% e sulfatiazol a 1% parou o desenvolvimento do leproma e das metastasis quando dado em período de tratamento.

Uchida (138) deu uma vez por semana a ratos infectados, uma solução contendo 10% de hasterina (vitamina A), 10% de orizanina (vitamina B) e 10% de vigantol (vitamina D). Os animais foram mortos após 4 a 5 meses e os processos mórbidos gerais foram comparados com os dos animais controles. A vitamina A evi​tou alterações mórbidas da lepra murina; a vitamina B quasi não teve ação, mas a D foi muita eficaz. E' preciso notar que Badger, Masunaga e Wolf (3) observaram que em ratos com carência de vitamina B1, o período de incubação da doença é menor que nos controles; naqueles a suscetibilidade é maior, o que se observa pela grande generalização da infecção, que e retardada pela adminis​tração de vitamina B1.

Tentamos o tratamento da lepra murina fazendo inoculações de Penicilina em ratos infectados, mas Estes primeiros resultados não  foram animadores. Também fizemos emulsão de leproma em
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solução fisiológica e misturamos com volume igual de Penicilina bruta, deixamos hora e meia em contacto na geladeira e inoculamos 4 ratos, dois deles ficando doentes; todos os ratos de controle em número de 5 tiveram a infecção. Esta experiência é muito pequena para qualquer conclusão.

———————
SUMÁRIO

O A. fez uma revisão sobre a morfologia do bacilo de Stefansky, sua virulência, viabilidade, filtrabilidade, culturas, bioquí​mica, serologia e relações entre a lepra humana e murina. Não observou variações significativas quanto à virulência das várias amostras obtidas. Tumores de ratos guardados na geladeira em solução fisiológica com 40% de glicerina permaneceram infectantes pelo menos por 24 meses. Todas as tentativas de cultura em di​versos meios aeróbios e anaeróbios foram negativas. A taxa de glicose no sangue permaneceu normal nos animais infectados. As primeiras tentativas terapêuticas com penicilina foram pouco ani​madores.

SUMMARY
The A. has made a review of the literature about the morpho​logy, virulence, viability, filtrability and cultivation of rat leprosy bacilli. He has reported the serological and biochemical studies and the relation of the infection to human leprosy. He did not ob​serve significative variations among several strains of acid-fast or​ganisms from rat leprosy material. Rat leprous tissue will keep well at frigo at least during 24 months in glycerine at 40%. The A. completely failed to obtain cultures with bacilli from rats in se​veral aerobic and anaerobic media. Normal values for blood glucose was obtained in leprous rats. The firsts therapeutic tentatives with Penicillin in experimentally infected rats showed no apparent effect upon the course of the disease.
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