TRABALHOS SOBRE HANSENIASE

“Sobre a morfologia do
microrganismo da lepra””

Nota Introdutéria

Em 1886, A. Lutz apresentava seus estudos sobre a estrutura e
biologia dos microrganismos da lepra e da tuberculose. Publicado
apenas quatro anos ap6és a descoberta do bacilo da tuberculose, o
trabalho era, sob muitos aspectos, adiantado demais para a época em
que foi divulgado. Nos setenta anos subsequentes, suas diversas
observa¢des foram comunicadas, por outros autores, como se fossem
novas descobertas.

Ao estudar a estrutura dos bacilos da lepra e da tuberculose, Lutz
descreveu minuciosamente seu aspecto granular, mostrando que os
granulos ocorrem livres ou se alinham ao longo dos bastonetes, até
suas extremidades arredondadas. Colora¢des descontinuas e
formagoes granulares ja haviam sido observadas; Lutz revelou sua
écnica para coloca-las em evidéncia de maneira consistente em todos
os microrganismos de um preparado. O préprio Koch havia visto
granulos como corptsculos brilhantes em preparagdes nao coradas, e
também obtivera bactérias com colora¢ao descontinua. Chegara a
conclusdo de que as partes ndo coradas destas correspondiam a
granulos, e por algum tempo sup0s que fossem esporos. Neisser chegara
a conclusdes bem parecidas com relagdo a lepra. A. Lutz mostrou
claramente que as granulagdes em preparados corados correspondiam
aquelas dos ndo-corados; mostrou, ainda, que os intersticios ndo
deviam ser considerados como esporos e que ndo tinham a forma
esporular com que eram representados entdo. Os graos enfileirados ao
longo dos bastonetes tampouco eram esporos.

Lutz descreveu também um segundo tipo de granulagdes.
Encontradas em nlimero bem menor, possuiam paredes espessas, como

* Nota introdutéria redigida em inglés, provavelmente por Gualter Adolpho
Lutz, em junho de 1956, a mesma época em que Bertha Lutz providenciava a
tradugao, do alemao para o portugués, do artigo de seu pai ao qual se referem
estes comentarios. Encontram-se diversas versoes manuscritas e datilografadas
corrigidas destes textos em BR. MN. Fundo Adolpho Lutz, caixa 22, pasta 256.
Ambos os empreendimentos ocorreram logo em seguida as comemoragoes do
centendrio de nascimento de Adolpho Lutz. A versao em portugués da nota
introdutéria foi revista para a presente edicao.
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se fossem formas de resisténcia, e eram de tamanho maior; localizavam-
se numa das extremidades dos bastonetes ou ocorriam liviemente; por
vezes, absorviam o corante de contraste em sua porg¢ao central. Tais
granulagdes também foram redescritas por outros como novidade (ver
a bibliografia até 1918 em F. Lohnis, Studies upon the Life Cycles of
Bacteria, parte |, publicagdo da National Academy of Sciences, 1922,
p.81-4, 85,105, 107, 124, 137, 159, 160, 162, 163, 173-5, 194 e
estampasJ e R).

Lutz se ocupou, também, das aglomeragdes de bactérias
constitutivas das zoogléias ou formagdes globosas que, em sua opinido,
ndo eram inclusodes intracelulares; de acordo com sua explicacdo, a
substancia incrustada nos bastonetes era originaria dos préoprios
microrganismos da lepra.

Como foi capaz de demonstrar a presenga constante das formas
granu-losas, ndo as considerava como bacilos degenerados. Tal
interpretacdo tem sido proposta com freqtiéncia por aqueles que,
utilizando outros métodos de coloragdo, s6 enxergavam os granulos
ocasionalmente, e por acaso. Lutz via as granulagdes como elementos
vivos capazes de se desenvolver. Este seu trabalho pristino raramente
é mencionado nos estudos que até hoje se empreendem sobre o ciclo
evolutivo dos microrganismos acidorresistentes. No comego do século
XX, despertaram grande atencdo as opinides de H. Much sobre as formas
granulares dos bacilos da tuberculose, e sobre a capacidade de os
granulos originarem novos bastonetes. Em larga medida, isso era o que
Lutz ja havia demonstrado, exceto a afirmacdo adicional de Much de
que os granulos podiam ser encontrados até mesmo onde ndo houvesse
bacilos acidorresistentes.

Contudo, o método de coloragdo proposto por Much €, de um
modo geral, praticamente idéntico a modificagdo do método de Gram
usado por Lutz, e Unna ja havia assinalado que a forma granular de
Much nada mais era que a estrutura de Coccothrix descrita por Lutz.

As observacoes feitas por este sobre a morfologia e biologia dos
microrganismos da lepra e da tuberculose levaram-no a retirar tais
bactérias do género Bacillus e a criar novo género para acolhé-las.
Propds, entdo, o género Coccothrix, familia Coccothricaceae, e
apresentou um diagnéstico e sucinta descri¢do dos caracteres
genéricos. A inser¢ao dos aludidos germes em um género separado, e
em familia prépria, hoje é aceita em taxonomia bacteriana. A adogdo
de outro nome, proposto dez anos mais tarde, pode ser atribuida, em
parte, ao fato de Lutz haver publicado muito cedo em periédico
dedicado a dermatologia e ndo a microbiologia. Datando de 1886, o
nome genérico Coccothrix, acompanhado da respectiva descri¢do, tem
indiscutivel prioridade sobre Mycobacterium Lehmann e Neumann,
1896, e deveria, pois, ser usado em consonancia com as regras aceitas
de nomenclatura botanica e bacteriolégica.
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Sobre a morfologia do
microrganismo da lepra’

Pelo Dr. Adolpho Lutz

Comuma ilustragdo em xilogravura

Os microrganismos geralmente denominados bacilos da lepra sdo encontrados no
liquido dos tecidos, no pus e em cortes de 6rgdos afetados, ora isolados, ora em
aglomeragdes. Estas acham-se sempre incluidas em volumoso invélucro de aparéncia
gelatinosa, que as mantém firmemente unidas, ao passo que os microrganismos isolados
ndo raro se apresentam desprovidos de tal invélucro. Entre estes dois estados ocorre um
ndmero de formas de transicdo que permitem reconstruir, em parte, o ciclo vital desses
organismos, a partir dos bacilos isolados, aparentemente desprovidos de invélucro, que
representam, indubitavelmente, a fase mais primitiva.

A fim de verificar os fatos apresentados a seguir, convém ndo partir apenas da
coloragdo diferencial comum, mas aplicar, sucessivamente, uma série de métodos de
observacdo. Uma vez estabelecido, com seguranga, o diagnéstico de lepra pela
coloragdo diferencial, é licito considerar todo preparado de nédulos como cultura pura,
desde que os tubérculos ndo estejam ulcerados, e os liquidos empregados se encontrem
livres de contaminagdo. (Organismos introduzidos acidentalmente seriam reconhecidos
por sua raridade e, ademais, por sua morfologia.) Costumo proceder ao exame em diversos
meios (ar, agua, balsamo-do-canadé etc.), tinjo com corantes diversos, acompanhando
sua ag¢do por meio do microscépio e, finalmente, completo o estudo investigando os
efeitos da descoloragdo sobre as preparagoes supercoradas. Por estes processos alcango
resultados que divergem, em diversos pontos, das idéias alé agora aceitas.

Cortando um nédulo fixado em alcool ou acido 6smico imediatamente apés a
extirpagao, e raspando a superficie do corte com um bisturi, ou preparando um esfregaco
do liquido do tecido de um nédulo ndo ulcerado, enquanto ainda estiver fresco, obtém-
se sempre uma quantidade suficiente de bastonetes, principalmente se forem utilizadas
as partes situadas imediatamente abaixo da superficie do nédulo seccionado.

Procedendo-se ao exame, ora em agua, ora ap6s prévio dessecamento no ar,
encontram-se, ao lado de bastonetes aparentemente nus e lisos, outros que mostram,
ora num dos pélos, ora na regido equatorial, um espessamento irregular que, nos
preparados imidos, tem a configuragdo de goticulas; quando o espessamento esta mais
desenvolvido, envolve todo o bastonete ou deixa livre apenas uma de suas extremidades.
Existindo, lado a lado, vérias dessas formagdes, elas confluem de maneira a formarum
invélucro comum que, na maioria das vezes, parece muito volumoso em relagdo ao

* Separata de Dermatologische Studien, editado por Dr. P. G. Unna, 1° caderno, 1886. Editora de
Leopold Voss em Hamburgo e Leipzig, p.1-24. Publicado também em Monatshefte fiir Praktische
Dermatologie, 1886, p.77-100.
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Legenda das figuras

Bastonetes com invélucro gelatinoso timido.
Bastonetes com invélucro gelatinoso ressecado.

3,4,5. O mesmo conglomerado de bastonetes em estado (imido, meio ou totalmente
ressecado.
6. Um conglomerado de bastonetes distinguiveis através da coloragdo de Gram

e descoloragao com alcool nitrico, com um grupo de pequenas esferas
semelhantes a cocos. (Devem-se considerar os granulos individuais um
pouco mais regulares e completamente redondos.)

7. Bastonetes que se podem distinguir com formas de ponto, célon, ‘i,
estreptococos e Coccothrix. (Forte supercoloragao com fucsina, permanéncia
longa em acido nitrico aquoso a 25%, descoloragdo com alcool a 60-70%.)

8. Células de paredes espessas ndo coradas, isoladas e em conjunto.

9,10 e 11. Células grandes que podem ser coradas com o corante de contraste, vistas
isoladamente e na extremidade de bastonetes homogéneos ou descontinuos.

Para a realizagdo das figuras foram usadas ocular 5 de Hartnack e objetiva de imersdo a
6leo 1/12 de Leitz.
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limitado nimero de micrébios incluidos; logo que o invélucro ultrapassa certo volume,
alids bem modesto, desaparecem os contornos apenas esbocados dos bastonetes
individuais, sendo necesséario empregar métodos especiais de observagdo para
reconhecer a natureza desses conglomerados (Figuras 1 e 2).

A substancia de inclusdo dos bastonetes desempenha papel importante na
constituicdo da neoformacdo lepromatosa, pois representa a maior parte dos
conglomerados bacilares; como estes compdem parte consideravel, até mesmo
preponderante, do volume do nédulo, conforme se vé nos bons cortes, é evidente que
este produto de proliferagdo participa energicamente do intumescimento da pele.
Denominarei, por ora, tal substancia de “invélucro gelatinoso” ou “mucoso”, porque
vejo nele grande semelhanga com os invélucros assim denominados, tdo freqlientes nas
classes das algas e dos fungos; em diversas espécies sdo produzidas com tal abundancia
que influem no comportamento fisico das coldnias inteiras, e estas adquirem o aspecto
macroscopico de membranas ou massas gelatino-mucosas (como Mycoderma acet,
Nostocetc.).!

Em estado iimido, o invélucro mucoso apresenta-se homogéneo, bastante refringente,
com aspeclo vitreo nos fragmentos menores e, nos maiores, com brilho sedoso. Enquanto
se mantém turgescente, apresenta contornos arredondados uniformes, tendo os
conglomerados maiores, ramificados, um aspecto de drusa (Figura 3). Quando o invélucro
se encolhe por dessecamento, os contornos ficam dentados, e a superficie, enrugada ou
angulosa. As arestas refrangem a luz de maneiras diversas, podendo dar a impressao
ilusoria de bacilos, muito embora os microrganismos incluidos na massa nao sejam,
absolutamente, visiveis. Os bastonetes com invélucro mucoso parcial parecem fragmentos
de uma massa friavel, e facilmente podem ser tomados por detritos amorfos de tecido
(Figura 2). Nestas condi¢es, adicionando-se aos preparados solugdes fracas de corantes
usuais de anilina, verifica-se, sem dificuldade, que o invélucro mucoso seco cora de
modo rapido e intenso. O invélucro apresenta-se incolor apds o uso dos métodos usuais
devido, unicamente, ao fato de realizar-se com a mesma facilidade a descoloragao.
Entretanto, pela coloragdo forte com genciana e anilina, tratamento com solugdo de
iodo-iodeto de potassio e descolora¢ao por solugdo alcodlica de acido nitrico a 3%
(método de Gram), ndo raro se obtém preparagdes em que o invélucro se apresenta
nitidamente vermelho-azulado, em oposicdo aos tecidos incolores ou tingidos em cores
contrastantes. Tal coloragdo indica que o invélucro dos bacilos da lepra tem composi¢ao
semelhante a da cépsula dos pneumococos de Friedlaender, também coravel pela
genciana. O simples tratamento das preparagdes com genciana pela solugdo aquosa de
acido nitrico (1:4) e alcool diluido com freqiéncia permite encontrar corada a substancia
do invélucro. Por outro lado, em preparacdes de liquidos de tecido fresco, tratadas com
fucsina, segundo o método de Ehrlich, verifiquei que os invélucros gelatinosos tomavam,
as vezes, fraca coloracdo de contraste com o azul de metileno.

Arefringéncia do invélucro mucoso ndo apenas é muito mais intensa que a do ar,
como mais forte que a da agua; portanto, ele é visivel em ambos os meios, porém mais
evidente no primeiro. Posto em meio que refrange mais fortemente, similar ao vidro, o

! Segundo de Bary, estas massas gelatinosas, pelo que a anlise apurou até agora, sao constituidas
por uma substancia analoga a celulose.
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que se consegue, facilmente, por mistura de alcool e sulfeto de carbono, desaparecem
os contornos acentuados. Depois de desidratado e incluido em balsamo-do-canada, o
involucro s6 é reconhecivel se estiver corado.

Unna ja explicou, minuciosamente, que estas massas de inclusdo ndo sdo células
nem se acham no interior delas. Complementando os argumentos expostos em seu
trabalho, posso acrescentar o comportamento acima indicado com relagdo a genciana.
J& que o tratado mais recente de anatomia patoldgica, de autoria de Ziegler, ainda aponta
a ocorréncia dos microbios da lepra no interior de células, devo expressar aqui minha
convicgao de que o ponto de vista original de que os bacilos estao depositados dentro
de células baseia-se em falsa interpretagdo das imagens microscopicas, pela qual se
considera o contorno da zoogléia como limite celular, e a substancia gelatinosa, como
protoplasma celular. Dai resultou a busca improficua do nicleo correspondente. Se
Touton, em seu mais recente trabalho (Fortschritte der Medizin, 1886, n.2), da nova
acolhida a este ponto de vista, deslocando a zoogléia para o interior de uma célula, cujo
nicleo seria, entdo, empurrado de encontro a parede celular, deixando-o até mesmo
ficar achatado pela massa bacteriana, ele ndo pode alicergar tal representagdo dos fatos
sobre a autoridade de observadores pregressos, jé que a interpretagdo deles era totalmente
diversa. Touton tem o dever de apresentar fundamentagdo propria para sua nova
interpretagdo. Aos observadores futuros, cabera dizer se conseguiu fazé-lo. Pessoalmente,
julgo que suas razdes ndo parecem ser convincentes o bastante para provar que a
localizagdo dentro de células seja a regra, ja que, na maioria dos casos, eu, ao contrario,
posso excluir tal localizagio com seguranca. E evidente que, dependendo da natureza
do objeto, algumas imagens sao ambiguas e permitem certa latitude de interpretacdo, de
acordo com os preconceitos de cada observador. Quando Touton desloca seus nicleos
para dentro de uma camada protoplasmica periférica delimitada por um segundo
contorno (celular), deve ter tido, como embasamento de seu ponto de vista, imagens
que poderiam facilmente ser interpretadas de modo diverso por um microscopista ndo
menos experiente. Células fusiformes e nicleos alongados numa diregdo, achatados na
outra, sdo bastante freqientes no interior do nédulo lepromatoso, e também alhures, e,
sem dificuldade, podem ocorrer justapostos a uma aglomeracdo bacteriana. Ser-me-4,
portanto, concedido que as preparagdes feitas pelas técnicas usuais ndo evidenciam
claramente os contornos celulares, e que pela simples forma de um nicleo adjacente
ainda ndo se deve concluir, a meu ver, que ele se acha imprensado entre a aglomeragao
de bactérias e uma parede celular.

Nao cabe aqui a discussao pormenorizada das idéias de Touton (publicadas s6 depois
da conclusdo do presente trabalho). Nao obstante, desejo ressaltar que, em minha
opinido, a teoria da localizagdo intracelular deve sua popularidade ao fato de ter sido
descrita situagdo analoga para o miceto da tuberculose, morfologicamente semelhante.
Nao se deve, entretanto, raciocinar por analogia, ja que também para esse microrganismo
a célula ndo representa, propriamente, o meio nutritivo exclusivo, sendo provavel sua
multiplicagdo em linfa, sangue, secre¢do dos bronquios e cavidades, e certa em meio
nutriente morto (soro sanguineo). Ademais, por ora ninguém comprovou a presenga de
células gigantes nos nédulos lepromatosos, o que por si s6 ja indica um comportamento
diferente dos dois esquizomicetos em rela¢do aos tecidos.

Deixemos agora o invélucro mucoso, e voltemo-nos para seu contetdo, isto €, para
os chamados bacilos. Veremos que formam bastonetes retos ou ligeiramente encurvados,
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com diferentes feitios e comprimentos muito variaveis, podendo mesmo ser iguais ao
diametro de uma hemacia. Esses bastonetes ndo sdao, em absoluto, homogéneos,
compondo-se de duas substancias diversas, de comportamento diferente, conforme os
varios métodos de coloragdo; com os métodos de preparagdo em uso atualmente, é
muito mais facil verificar este fato do que obter bastonetes com coloragdo
aproximadamente homogénea. Tal comportamento foi descrito por Neisser e outros como
areas claras que interrompem a continuidade dos bastonetes, e interpretada como
formacao intersticial de esporos. Nao podemos de modo algum concordar com essa
interpretagdo, ja que, se assim fosse, as areas claras apresentar-se-iam convexas quando
voltadas para as escuras, pois s6 podemos imaginar esporos redondos, ou mais ou menos
ovoides, e alongados; é facil convencer-se de que ocorre exatamente o contrario: 0s
esporos representam cilindros limitados por extremidades concavas, enquanto as partes
fortemente coradas sdo redondas. Voltolini, que observou a mesma condi¢ao em bacilos
da tuberculose (ap6s aplicacdo curta de &cido nitrico fumegante), parece atribui-la a um
produto da coagulagdo; mas ndao conseguiu produzi-la em bacilos da lepra existentes
em preparados mais antigos. Mostrarei, contudo, que é precisamente nestes bacilos que
a referida condi¢do pode ser evidenciada com grande nitidez. Ela ndo é mero produto
de artefato, nem tampouco uma diferenciac¢do histologica qualquer que s6 se torna
evidente por meio de reagentes ou coloragdo. Para provar isso, tomarei como ponto de
partida preparagdes secas e fixadas pelo alcool ou &cido ésmico, preparagdes que ndo
sofreram nenhuma alteragdo além da fixagdo comum. Examinemos, em primeiro lugar,
0s bastoneles bem curtos e retos que se véem em abundancia. Aproximando-se a objetiva
deles, por abaixamento lento, aparecem, regularmente, primeiro, duas manchas claras,
redondas, brilhantes, situadas nos dois pélos, que refratam a luz a maneira das superficies
convexas. Designo esta forma, assim como aquela, correspondente, das prepara¢oes
coradas, de forma de c6lon, em razao de sua semelhanga com o sinal grafico dois pontos.
Por vezes, num dos p6los, o ponto é substituido por um trago mais longo, que designarei
como forma ‘i’; isso acontece mais raramente em ambos os pélos. Finalmente, encontra-
se, com relativa frequiéncia, uma série inteira de tais areas mais claras e salientes, de
coloragdo mais intensa, equidistantes entre si (forma de estreptococo); muitas vezes, o
eixo apresenta pequenas altera¢des de dire¢do nos pontos, dai resultando curvaturas e
leves envergamentos.

Examinando-se, agora, as imagens que se formam apés coloracdes diversas,
encontramos, em algumas preparagdes, em aumento moderado, bastonetes
aparentemente homogéneos e corados de maneira uniforme. Tais imagens devem ter
dado ensejo a designacdo de bacilo; tanto quanto eu possa julgar, hoje, elas aparecem
principalmente quando, a uma coloragdo moderada, ndo se seguiu nenhuma
descoloragdo, ou quando o corante foi extraido subseqiien-temente por meio de élcool,
cloroférmio ou 6leos essenciais. (A técnica ideada por Koch para representar os bacilos
da tuberculose parece prestar-se particularmente a formagado de tais imagens. Alias, os
corantes, isoladamente, ndo apenas se comportam de modo diverso uns dos outros,
como ddo resultados diferentes conforme o método utilizado.)

Imagens totalmente diferentes sdo obtidas quando se cora de maneira excessiva com
fucsina ou violeta de genciana, e se descora, depois, por meio da agdo prolongada de
acido nitrico e alcool. Entao, em cada bastonete, encontra-se uma delimitagao nitida
entre uma substancia fortemente corada, e outra incolor, ou fracamente corada. Por
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vezes, obtém-se uma espécie de dupla colora¢do: com a fucsina, variando de vermelho-
escuro a vermelho-claro; com a genciana, entre vermelho-cereja palido e azul-violeta
escuro. A substancia corada de maneira mais intensa assume a ja mencionada
organizagdo em coélon, em ‘i’ e em forma de estreptococos; ndo raro também se encontram
microesferas completamente isoladas, sem ligacdes, semelhantes a cocos. Quando a
substancia intersticial estd descorada por completo, — o que ocorre, em geral, em parte
dos bastonetes —, revela-se sua existéncia pelo movimento passivo, em conjunto, das
formagoes semelhantes a cocos (Figura 7). No caso de descolora¢do incompleta, tem-se
a impressao de bastonetes descontinuos, como estao representados na estampa de Unna.
De vez que é freqliente encontrar-se numa preparagdo bastonetes continuos providos
de lacunas esparsas, e outros dissolvidos, semelhantes a estreptococos, dai resulta a
impressao de se estar em presenga de fases evolutivas diversas. Tal suposicao justifica-se
de maneira apenas condicional, pois, na realidade, ndo existem bastonetes
verdadeiramente homogéneos.

As mais belas preparagdes sao obtidas pela aplicagdo de uma modificagdo do
processo de Gram, descrito a seguir.

Cora-se, de preferéncia por tempo mais longo e com o auxilio de temperatura mais
elevada, em uma soluc¢do diluida de violeta de genciana e anilina. (Em concentragao
maior resultam facilmente precipitados granulosos de corante, extraordinariamente
perturbadores.) Mesmo quando os cortes finos exibem um violeta azulado escuro,
saturado, sdo passados sucessivamente para uma solug¢do de iodo-iodeto de polassio,
alcool absoluto adicionado de 10-50% de acido nitrico fumegante e alcool absoluto
ndo acidificado. Devem permanecer algum tempo em cada uma das solugées, repetindo-
se varias vezes o processo; pode-se dispensar mais tarde a solu¢do de iodo. Examinam-
se os cortes quando apresentam apenas um matiz azulado de ardésia. Uso como liquido
para o exame, com predile¢do, a esséncia de timo (Thymen) preparada em alto grau de
pureza pela firma Schimmel e Cia., de Leipzig. Ndo ataca a coloragado, clareia muito
bem e volatiliza-se rapidamente sob a agdo do calor, sem deixar residuo. Se os cortes
ainda estiverem fortemente corados, utiliza-se o 6leo de cravo, que proporciona um
descoramento paulatino e eficaz. Durante o exame, encontra-se ou uma encantadora
coloragao diferencial, quase preto-azulada, das microesferas escuras que ficam no interior
de um bastonete vermelho pélido, ou, caso a descoloragdo tenha ido além, véem-se
apenas as microesferas coradas de forma muito intensa.

Em cortes, resulta, assim, uma imagem de especial agrado, sobretudo quando se lhes
aplica um corante diferente para destacar o niicleo. Os agrupamentos de bacilos parecem,
entdo, flocos de neblina dissolvida semelhantes a nuvens transparentes salpicadas por
muitos pontinhos e manchinhas em forma de chumaco.

Quando bem focalizadas, as pequenas esferas isoladas de um aglomerado tém sempre
0 mesmo tamanho (uma excecdo serd comentada mais adiante), e os intervalos entre
elas também sdo bastante regulares, levando-se em consideragdo a curvatura do
filamento. Ademais, sao perfeitamente redondas, conforme pude me convencer com
ocularn.5 e imersdo 1/18 de Zeiss, dando ao observador desprevenido imagem idéntica
ade estreptococos ou aglomerados de micrococos, cujos individuos isolados estivessem
bem afastados uns dos outros. Conforme a intensidade da coloracdo, as esferas
apresentam ligeira diferenca de tamanho, parecendo ser um pouco maiores num matiz
perfeitamente negro-azulado do que na coloracdo violeta que se encontra em
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preparagoes insuficientemente coradas ou posteriormente clareadas. Contudo, sdo
sempre bem menores do que os estafilococos comuns.

Estando ainda um pouco coradas as camadas mais internas da substancia dos
bastonetes, chega-se facilmente a convicgdo de que todos os chamados bacilos sao
passiveis de dissolucdo, e, portanto, trata-se aqui de um principio geral e ndo de um
mero estagio isolado de desenvolvimento. E esta prova que confere valor ao método e
que, ao mesmo tempo, justifica dar-se especial énfase a essas condi¢des. Nao obstante
as mencionadas imagens ja tenham sido todas vistas, tanto quanto eu saiba ninguém
antes de mim comprovou sua validade de ordem geral.

Considerando-se que tais relagdes s6 podem ser avaliadas em preparagdes bem-
sucedidas (cuja execugdo com frequiéncia é dificil), antecipo-me refutando todas aquelas
obje¢des que possam advir de prepara¢des malsucedidas. Quando realizadas com éxito,
obtém-se imagens perfeitamente claras e inequivocas. Tendo em vista a importancia
fundamental deste método, tomo a liberdade de expor, sucintamente, minha experiéncia
relativa ao assunto.

Durante a aplicagdo do método de Gram, e com descolorag¢do por meio de alcool
acidificado (que, em principio, deveria conter 3% de acido nitrico, mas que
provavelmente atinge concentragdo maior em virtude da evaporagdo desigual), obtive,
de inicio, imagens com a aparéncia de cocos enfileirados com regularidade, mas ainda
ligados uns aos outros por um ténue filamento. (Ver as quatro tltimas ilustragGes parciais
da Figura 7 e uma fotografia de Koch nas Mitteilungen des deutschen
Reichsgesundheitsamtes, v.1, Figura 39.) Como eu pude realizar tais preparagdes com
bacilos da tuberculose também, e como, por vezes, todos os bastonetes exibiam a referida
estrutura, para mim ficou claro que ndo se tratava de um artefato, e sim da representagdo
de condi¢es normais. Um corte de lepra exibindo a mesma configuracdo ficara imerso
varios dias em 6leo de cravo, sendo, entdo, levado outra vez ao alcool absoluto. Ao
examina-lo, deparei-me, de stbilo, com a referida imagem de fileiras soltas e aglomerados
de cocos. Como aqui nao houvera nenhum tratamento posterior de efeito enérgico, é
evidente que s6 poderia se tratar de uma faculdade de descoramento mais facil atribuivel
a substancia dos filamentos intersticiais.

Procurei, naturalmente, fazer mais cortes iguais e, apds algumas tentativas malogradas,
obtive diversas prepara¢des em que eu havia conseguido a descolora¢do com alcool
acidificado pelo acido cloridrico, em parte com, em parte sem o auxilio de 6leo de
cravo. Seguiram-se, entdo, varias tentativas frustradas em que ora corava-se a zoogléia
inteira, de modo difuso, ora ocorria a coloragdo homogénea dos bastonetes ou fortes
precipitados nas preparagdes. Pouco a pouco, foram ficando claras as causas provaveis
de erro: provinham de insuficiente coloragdo inicial, de permanéncia por demais
abreviada na solugdo iodo-iodeto de potassio, ou de alcool com teor insuficiente de
acidez. A escolha deve consistir, realmente, na agio do acido cloridrico ou do nitrico,
que podem ser utilizados em solug¢do alcodlica em alta concentragdo, desde que nao
prejudiquem os cortes (que ndo devem ser nem muito grandes, nem muito finos). (Ao
preparar a mistura, convém proceder com alguma cautela.) De preferéncia, deve-se usar
o0 alcool absoluto somente na lavagem.

O 6leo de cravo tem a vantagem de extrair o menos possivel o corante das células
semelhantes a cocos, realgando e corrigindo, assim, a coloragdo diferencial. Mas, incluido
embélsamo, acaba provocando, posteriormente, a deterioragdo das preparagoes.
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Portanto, é necessario extrai-lo novamente com éter. Uma garantia de boa conservagao
dos cortes é proporcionada pela secagem (com prévia lavagem em agua) e inclusdo em
bélsamo-do-canada derretido e previamente dessecado (segundo o método de Unna).

Passando, agora, a substancia intersticial dos bastonetes, verificamos que possui as
seguintes propriedades: aceita com bastante facilidade a colorag¢do pela anilina, mas
cede essa coloragdo com facilidade; uma vez tratado com écidos, perde de vez a
capacidade de fixar os corantes de anilina. Por este motivo, as partes incolores dos
bastonetes ndo aceitam qualquer coloragdo diferencial quando as preparagoes sdo feitas
pelo processo habitual. Elas partilham todas essas propriedades com o invélucro mucoso.
O desaparecimento de seus contornos dentro dele permite-nos afirmar, com seguranca,
que possuem aproximadamente o mesmo exponente de refragdo; pela mesma razao,
um pedacinho de gelo isento de bolhas de ar ou de poeira escapa a nossa observacao
ao ser submergido em agua, e certos crustaceos, em especial a Leptodora hyalina,
normalmente bem visiveis no plano macroscépico, tornam-se imperceptiveis quando
observadas vivas em seu proprio elemento.

Pequenas variabilidades que se manifestam, as vezes, em relagdo a refringéncia da
luz e ao comportamento tintorial podem ser atribuidas a graus variaveis de turgescéncia.
Que a refringéncia é outra para a substancia targida, rica em agua, em comparagdo com
a desidratada, fica bem evidente por meio da visualizagdo em balsamo-do-canada. (Ver
a figura de focos targidos de Unna neste fasciculo, assim como a conhecida imagem do
método de Neisser que utiliza 6leo para evidenciar células em Ziemssen, Spezielle
Pathologie und Therapie, v. XIV.1.) As partes jovens e mais internas sao as menos targidas,
aquelas formadas mais recentemente talvez ndo sejam sequer coloidais e, por isso, fixam
melhor o corante. Seu comportamento tintorial aproxima-se mais do das pequenas
microesferas, de modo que, mesmo com o uso enérgico de acido nitrico, formam com
freqiéncia uma ponte corada de uma microesfera a outra, por meio da qual se reconhece
o local da dltima divisdo. Somente pela agdo sucessiva de iodo e de acidos minerais
fortes obtém-se uma imagem correta de todos os bacilos presentes num corte.

Explanados, assim, os fatos por mim observados, seja-me permitido expor, de maneira
sucinta, idéias que, a meu ver, deixam-se explicar facilmente, e em concordancia com
outras ocorréncias.

O componente elementar do esquizomiceto da lepra é a célula redonda, que possui
uma membrana firme e delgada, a principio, e que se torna, pouco a pouco, mais espessa
e coloidal, por turgescéncia. A célula contida nela divide-se, sem co-participagdo do
invélucro, em duas novas células que, aos poucos, afastam-se uma da outra, revestindo-
se de novas membranas enquanto permanecem inclusas na membrana original. A divisdo
sempre se realiza em uma mesma dire¢do, e cada vez que ocorre, leva a multiplicagdo
do invélucro gelatinoso um uma nova camada, fendmeno que se pode acompanhar
nitidamente em certas algas, a Gloeocapsa, por exemplo, com a diferenga que, nesta, a
divisdo ndo se limita a um eixo s6. O invélucro mais interno, no qual estdo inclusas as
pequenas células redondas, tal como sementes numa fava (de Cassia fistula, por exemplo),
pode ser representado, no seu todo, como bacilo; camadas tirgidas externas constituem
o involucro gelatinoso, que pode se fundir com o das fileiras de células para formar uma
zoogléia comum.

Nas diversas formas de esquizomicetos encontram-se diferengas na forma da
membrana distendida, assim como na metamorfose da gelatina, mais precoce ou mais
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tardia, diferengas estas que se evidenciam, principalmente, pela coloragao, dando margem
a interpreta¢des muito variadas. O invélucro gelatinoso pode estar contraido entre as
células individuais, pode também passar por sobre elas em linha reta ou abaulada; quando
corado o inv6lucro, resulta, de um diplococo, um coco ovalar; e de uma fileira de cocos
(estreptococos), um bastonete de tamanho variavel e cantos arredondados. De fato, varias
vezes consegui desdobrar tais forma¢des em duas ou vérias células redondas, e julgo
possivel que os cantos arredondados representem critério fidedigno para se avaliar uma
construgdo de células redondas. Parece-me, também, provavel que a construgdo seja
peculiar aos microrganismos de todos os tumores granulosos.

J& indiquei anteriormenle que sdo apenas relativas as diferengas de coloragdo das
vérias camadas do invélucro gelatinoso; compreende-se, assim, que um bastonete ou
um coco possam parecer mais delgados por um método do que por outro, que resultou
numa camada mais corada.

Minhas pesquisas explicam, também, por que as descri¢des de um microrganismo
consistem ora num bastonete, ora na forma de coco. De mais a mais, se Disse e Taguchi
julgaram haver encontrado, no sangue de sifiliticos, esporos e bastonetes coraveis com
genciana, entdo é provavel que, nesse caso, sejam simples células redondas (ndo de
esporos), que constituiriam os componentes elementares dos bastonetes, idénticos, talvez,
ao bacilo de Lustgarten. Talvez possam ser explicados assim outros achados de
micrococos em doengas que hoje costumamos atribuir a bastonetes.

Poder-se-ia objetar, ainda, que as células redondas sejam esporos. A esta interpretagdo
opde-se uma série de fatos, entre os quais o carater constante da ocorréncia, o compor-
tamento em relagdo aos corantes de anilina, a provavel capacidade de divisdo, que
ainda ndo foi demonstrada para os esporos de bacilos; e, por fim, a ocorréncia de outras
células que, certamente, estao mais proximas dos esporos, como demonstrarei adiante.

Até aqui s6 mencionamos dois elementos que concorrem para a formagao dos
aglomerados de zoogléia; entretanto, existe ainda um terceiro, sem grande importancia
quantitativa, mas, provavelmente, um pouco mais importante do ponto de vista funcional.
Refiro-me a peculiares elementos celulares, cuja relagdo especial com a reprodugao da
espécie pode ser considerada provével, por analogia.

Ja nas prepara¢des ndo coradas, encontram-se na extremidade dos bastonetes células
isoladas que se diferenciam das demais por seu tamanho, sua forma e refringéncia.
Configuragoes semelhantes mostram-se resistentes tanto as bases quanto aos acidos, e
aparecem isoladas, em parte dentro dos aglomerados de zoogléias, em parte espalhadas
nos tecidos e até mesmo, ainda que raramente, no interior da camada epitelial.

Para estudar mais de perto esses corptsculos e sua localizagdo, é melhor comecar
com preparagdes coradas. Confeccionadas de acordo com as regras usuais, verifica-se
o seguinte:

1. Na extremidade dos filamentos em forma de bastonetes véem-se, com relativa

raridade, células coradas na mesma cor, bem mais espessa e intensamente tingidas,
e mais alongadas. O diametro maior dessas células € freqlientemente um tanto
obliquo, resultando dai uma forma que evoca a figura utilizada na masica para
uma semibreve ou minima (com cabeca inclinada). Por vezes, acham-se formacoes
de idéntica aparéncia também livres (Figuras 10, 11).

2. Depara-se o observador com certo nimero de corpisculos muito semelhantes,

aparentemente redondos ou ovais e que s6 se distinguem pelo fato de ndo
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aceitarem a colorac¢do, de possuirem duplo contorno e de serem muito mais
refrangentes. Disso resulta que sao facilmente reconheciveis tanto no ar, na agua
e na glicerina como em diversos 6leos, no balsamo-do-canada e também no
sulfeto de carbono, mesmo quando se encontram no interior do conglomerado
de zoogléia ou nas malhas dos tecidos. A maioria é encontrada livre, podendo
facilmente ser tomada por um cisco; no entanto, contra isto falam seu
comportamento em face das bases e dos acidos, sua insolubilidade em sulfeto de
carbono e, muito especialmente, a circunstancia de que tais corpusculos sdo
encontrados ainda ligados aos chamados bacilos. Ap6s atuagdo mais prolongada
do corante, vé-se também aqui o contetido um tanto corado, mas ndo a membrana
(Figura 8).

3. Nas prepara¢oes descoradas por meio de acidos minerais fortes e submetidas a
coloracdo de contraste por meio de outro corante, encontram-se, ndo raro,
corpusculos arredondados tingidos pela aludida colora¢do de contraste cujo
diametro excede muito o das células cocéides. Quase ndo se poderia pensar
numa relagdo entre ambos se uma pequena parte dessas formagoes coloridas de
modo diferente ndo conslituisse, indubitavelmente, a por¢do terminal de um
bastonete. Tais formagdes se distinguem das formas anteriormente descritas ndo
s6 pela cor, mas também porque geralmente sdo bem maiores, de configuracdo
menos regular e desprovidas de brilho acentuado. Exibem freqtientemente um,
raramente dois, prolongamentos curtos com aspecto de filamento muito énue,
cuja disposigcdo geralmente ndo € radial, e sim tangencial, motivo pelo qual pode
reaparecer forma similar a nota musical (Figura 9).

Quanto a interpretacao das formas descritas, as conclusdes que se seguem nao

deveriam parecer demasiado ousadas.

As células localizadas na extremidade dos filamentos devem ser consideradas como
uma forma especial, semelhante a epiteliocitos de Nostoc (Epitheliocytus limitans
internus). Enquanto ndo possuem ainda membrana mais densa, comportam-se como as
outras células no tocante a capacidade de deixarem corar; mais tarde, adquirem espessa
membrana, pouco permeavel, como ocorre com freqiiéncia nos esporos de fungos. Por
fim, forma-se em volta da célula uma massa gelatinosa que pode ser corada, mas que
cede facilmente o corante quando a descolorago é feita com acidos. E dificil decidir se
o invélucro gelatinoso provém do intumescimento da membrana ou se é segregado do
conteddo ap6s o rompimento daquele; seja como for, os pequenos prolongamentos de
uma membrana celular arrebentada poderiam ser interpretados como apéndices.

Parece provavel, por analogia, que essas células tenham fungao especial, qual seja,
ade reproducdo, e a membrana mais espessa dd margem a suspeita de que seja uma
forma de resisténcia. (Tal propriedade ndo é atribuida aos epiteliocitos de Nostoc.) Nao
pude me convencer, com seguranga, de que ocorre a germinagao, mas percebi aspectos
que autorizam semelhante interpretacdo.

Até agora, s6 encontrei essas células numa das extremidades dos bastonetes (e ndo
ao longo deles) ou, entdo, desconectadas e livres.

Da leitura de Mittenzweig (Die Bakteriendtiologie der Infectionskrankheiten), deduzo
que Fliigge encontrou na lepra formagdes semelhantes a cones, além de bastonetes.
Estes devem ser idénticos as células ovais que descrevi. Achados semelhantes foram
relatados por Matterstock para o microrganismo da sifilis.
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Se minha exposi¢do estiver correta (e isso pode ser verificado com facilidade por
meio de experimentos), dela decorre naturalmente que o nome Bacillus ndo se ajusta
mais aos nossos organismos, uma vez que designa células ou complexos celulares em
forma de bastonetes, sem outra diferenciagdo, e que formam esporos endégenos. Para o
esquizomiceto da lepra e organismos correlatos, proponho que seja criada a divisdo dos
Coccothricaceae com o género Coccothrix. Este devera ser definido da seguinte maneira:

Células pequenas, redondas, cocoides, que se dividem sem a co-participacdo da
membrana celular, numa s6 dire¢do, sendo encontradas, portanto, isoladas ou
enfileiradas. Revestidas por membranas celulares distendidas, adquirem, aos poucos,
consisténcia gelatinosa, por intumescéncia; entre as células individuais encontram-se
intersticios maiores que o diametro celular. A coloragdo das camadas mais internas do
invélucro membranaceo-gelatinoso da origem a imagens que se parecem com pérolas
enfileiradas ou com bastonetes. Véem-se, ainda, células maiores, em parte ovais e de
duplo contorno, ora livres, ora na extremidade das fileiras celulares.

No género Coccothrix desde ja devem ser colocados, com certeza, os micetos da
lepra e tuberculose. Ainda cabem ai vérios fungos de putrefagdo por mim observados;
também deveria ser incluido aquele mencionado atrés, que Koch fotografou, em razao
de sua semelhang¢a com o chamado Bacillus malariae Klebs e Tommasi.

N&o pretendo me deter mais sobre este assunto, mas quero ainda dizer algumas
palavras sobre o chamado bacilo da tuberculose.

O conceito por mim apresentado sobre esse bacilo esta em decidida contradi¢ao com
aquele de seu descobridor. Da figura que ele préprio apresenta dos intersticios claros (Mitth.
des Reichsgesundheitsamtes, v. I, estampa X, Figura 47), depreende-se um comportamento
quase oposto. A ocorréncia dessas diferengas deve-se ao pequeno tamanho do objeto e
aos diferentes métodos de coloragdo empregados. Compraz-me, no entanto, saber que os
resultados por mim obtidos na lepra tenham sido ja observados por outros na tuberculose,
embora, pelo que eu saiba, ninguém tlenha proferido, até agora, a Gltima palavra, com a
energia imprescindivel a elucidagdo dos fatos. As primeiras preparagoes, com fucsina, de
tuberculose vacinal, que me foram mostradas, em Napoles, com os mais fortes aumentos,
pelo Prof. Schron, que as executara, apresentavam a forma de estreptococos, de maneira
tipica, e eu me recordo muito bem que o referido senhor chamou minha atencao
especialmente para esse ponto. Se ndo me engano, naquela ocasido (isto , antes do inicio
de meus estudos sobre a lepra), o Prof. Schron ja havia observado a formagao de esporos
na tuberculose (naturalmente, ndo se refere aos intersticios claros). Embora eu ndo esteja
familiarizado com os pormenores, desconfio que tenha visto o mesmo que eu vi na lepra,
e sinto-me na obrigac¢do de ndo preterir sua prioridade.

Voltolini, por sua vez, também encontrou, antes de mim, um estado caracterizado
pela forma de fileira de pérolas nos chamados bacilos da tuberculose depois de té-los
tratado com écido nitrico fumegante, mas considerou-o um produto de coagulagdo (veja
Breslauer drztl. Zeitschrift, 1885, n. 15). Gram, autor do método que, com algumas
modifica¢des, produz as imagens mais convincentes, fala, igualmente, de um aspecto
granuloso dos bacilos da tuberculose, parecido com estreptococos. O primeiro deve
corresponder ao estado de Coccothrix (filamentos com granulagdes inclusas), que eu
também consegui obter, e muito bem, nos bacilos da tuberculose.

Devo o malerial do presente trabalho ao Dr. Unna, que me levou ao desejo de realizar
estudos adicionais sobre essa inleressante doenga, que ja conhecia de minha pratica
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clinica no Brasil. Sou-lhe profundamente grato pela oportunidade que me proporcionou,
assim como pelo interesse amistoso com que acompanhou e estimulou esses estudos.
Tomo ainda a liberdade de manifestar, aqui, o anseio de que sua iniciativa e seus ingentes
esfor¢os consigam despertar vivo interesse pela pesquisa e terapéutica da lepra, em lugar
da indoléncia com a qual ainda se enfrenta, em geral, essa doenga em sua vasta area de
dispersdo.



