COMPORTAMENTO in vitro FRENTE AO Mycobacterium leprae DOS MACR OFA-
GOS DE PESSOAS SADIAS E DE PACIENTES CO M HANSENIASE

Dértia V. FREIRE-MATA*

RESUMO: A capacidade fagocitica in vitro dos macréfagos humanos
frente ao M. leprae foi analisada em uma amostra selecionada de individuos
sadios e hansenianos (virchowianos e tuberculéides). Foram estudadas 176
pessoas caucasoides, pertencentes a familias em que pelo menos um dos
conjuges era hanseniano. A analise do comportamento dos macroéfagos foi
realizada através de leituras das laminas no 5.° 10°, 15°, 20.° e 30.° dias apés a
inoculacdo do M. leprae. Os resultados mostraram uma alta variabilidade.
Discute-se a classificacdo adotada e conclui-se que: (a) os individuos se
distribuem ao longo de uma escala de valores no concernente a capacidade de
lise dos seus macrofagos em relacdo ao M. Ieprae fagocitado; (b) os resultados
obtidos dao suporte a "teoria do limiar de lise" de Beiguelman.
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1 INTRODUCAO

A capacidade fagocitica in vitro de
macrofagos humanos frente ao M.
leprae foi descrita pela primeira vez
por Benewolenskajall. Mais tarde,
Hanks16,17,10 trabalhou com culturas
de tecidos de doentes e demonstrou
haver degeneracdao dos macréfagos e
acumulo dos bacilos nas massas necro-
ticas. Beiguelman2® observou que os
macrofagos dos hansenianos fagocita-
vam in vitro os bacilos do M. leprae e
se comportavam de modo diferente
conforme proviessem de individuos
com hanseniase virchowiana ou tuber-
culdide. Nos primeiros, os bacilos se
mantinham aparentemente intactos
mesmo apoés trés semanas de incuba-
¢cao, enquanto nos Ultimos observava-se

lise bacilar, revelada pela presenca de
bacilos fragmentados, restos bacilares
e coloracédo ténue. Conforme a capa-
cidade dos macrofagos em digerir o
M. leprae, os individuos foram classi-
ficados em ndo-lisadores e em lisado-
res3:4.10 Tanto os lisadores quanto
0os nao-lisadores incluiriam individuos
cujos macrofagos exibem diferentes
graus de capacidade de lise do M.
leprae ("teoria do limiar de lise" de
Beiguelman)®.7.8,

Delville!3, estudando o comporta-
mento in vitro dos macréfagos huma-
nos frente ao M. leprae, em nao-comu-
nicantes de hansenianos, observou que
em todas as culturas havia sinais de
digestdo bacilar, mas havia marcantes
diferencas quantitativas, bem como
diferencas no tempo gasto para a
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digestao. Esse autor sugeriu haver um
mecanismo enzimatico de digestdo ce-
lular que é liberado por um fenémeno
de limiar. Convit et al. 12 observaram
que pacientes virchowianos inoculados
com M. leprae possuiam bacilos inte-
gros até 120 dias e que alguns, apos
90 a 120 dias, destruiam os bacilos.

Procuramos no presente trabalho
observar o comportamento in vitro dos
macrofagos humanos frente ao M.
leprae. Para tanto, analisamos indivi-
duos sadios e hansenianos (virchowia-
nos e tuberculoides).

2 MATERIAL E METODOS

Estudamos 176 pessoas caucasoides
pertencentes a familias nas quais pelo
menos um dos conjuges era hanseniano
(proposito). As familias foram averi-
guadas nos Dispensarios de Dermato-
logia de Campinas e de Botucatu, SP
(Tabela 1).

Em um tubo contendo 1 ml de citrato
de sédio a 4%, foram colocados 10 ml
de sangue periférico. Apdés a centrifu-
gacdo do sangue durante 20 minutos
a 1500 rpm, o plasma foi retirado e
foram colocadas duas gotas de cloreto
de calcio a 4% para a formacdo de
coagulo. Os coagulos foram lavados
com solucgéo fisiologica de Hanks e cor-
tados em pequenos fragmentos antes de
serem novamente lavados com essa
solucdo. Esses fragmentos foram colo-
cados sobre uma laminula num tubo de
Leighton e cobertos com meio de cultu-
ra (40% de soro de vitelo inativado e
60% de solucao fisiolégica de Hanks,
além de 100 Ul/ml de penicilina e 100
"g ml de estreptomicina). Apos 5 dias
procedeu-se a inoculacdo de 0,05 ml de
uma suspensao de bacilos, diluida 4
vezes a partir de uma suspensao-mae
contendo aproximadamente 35 x 10°
bacilos por ml, preparada a partir de
lepromas obtidos no Hospital "Lauro de
Souza Lima" de Bauru (SP). Os
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lepromas foram autoclavados por 30
minutos a 1,5 atmosfera de pressao,
triturados num gral com solucéo fisio-
logica de Hanks, filtrados em gaze e
conservados em geladeira até o momen-
to de inoculacdo. A contagem de baci-
los foi feita pela técnica descrita por
Hanks et al. 20 e Hanks 18

O meio de cultura foi trocado a
cada 4 dias até o final da cultura.
Com 5, 10, 15, 20 e 30 dias apos a
inoculacdo, uma laminula com o
material de cada cultura foi fixada em
metanol, por 5 minutos, procedendo-se
a coloracdo dos bacilos pela fucsina
fenicada, fazendo- -se coloracdo de
fundo com o azul de metileno de
Kuhne.

As leituras das laminas foram feitas
procurando-se observar as caracteris-
ticas discriminadas a seguir, cada uma
das quais foi classificada segundo trés
alternativas (ausentes, raros e nume-
rosos, com excecao da vacuolizacdo do
citoplasma, em que as alternativas
eram ausente, discreta, moderada e
intensa) : macréfagos aglomerados; gi-
gantocitos tipo corpo estranho (sinci-
cio). gigantécitos tipo Langhans;
células "epitelidides"; macrofagos em
degeneracdo ; nucleos picnéticos isola-
dos; vacuolizacdo do citoplasma; baci-
los integros intracelulares; fragmentos
bacilares; imagem negativa de bacilos;
bacilos e/ou fragmentos em massas
necroticas.

Foram consideradas células "epite-
lidides" as que apresentaram citoplas-
ma finamente granuloso ou homogéneo,
com limites celulares perfeitamente
definidos e nucleo de tamanho médio
a pequeno ; gigantocito célula multinu-
cleada, tipo corpo estranho com nume-
rosos nucleos no centro da célula e que
pode ou nao fagocitar ; gigantécito tipo
Langhans, célula multinucleada cujos
nucleos se dispdéem na periferia celu-
lar e macréfago, célula que possui a
capacidade de fagocitar com citoplas-
ma finamente ou intensamente vacuo-
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lizado com limites celulares nao bem
definidos e nucleo grande com nucléo-
lo. Massas necroticas sao restos celu-
lares com ou sem nucleo picnoético.

As laminas foram lidas e classifica-
das em teste cego por duas pessoas
distintas, adotando-se os seguintes cri-
térios para a classificacdo das reacoes
dos macrofagos em presenca do M.
leprae:

a) Reacdo negativa (ndo-lisador)
— Numerosos bacilos integros intra-
celulares e auséncia de sinais de lise
no interior das células, auséncia de
células "epitelidides" e de gigantocitos,
principalmente do tipo Langhans e
presenca de numerosas massas necro-
ticas com ou sem bacilos integros.

b) Reacado fracamente positiva (in-
termedidrio) — Raros bacilos integros
intracelulares e raros sinais de lise no
interior das células. As células epite-
libides, na maioria das vezes, estao
ausentes. Os gigantécitos podem estar
presentes, sendo mais numerosos no

15.° dia e tornando-se raros no 30.°
dia. Auséncia de gigantocitos do tipo
Langhans e raras massas necroéticas.

c) Reacdo positiva (lisador) —
Auséncia de bacilos integros intrace-
lulares e numerosos sinais de lise no
interior das células; presenca de célu-
las "epitelidides", aumentando o nu-
mero a partir do 20.° dia; gigantécitos
aumentando de freqtiéncia do 15.° ao
30.° dia; presenca dos gigantécitos do
tipo Langhans em 50% dos casos; ma-
crofagos praticamente ausentes a par-
tir do 20.° dia e auséncia de massas
necroticas.

3 RESULTADOS

No total, foram analisadas 176 pes-
soas caucasoides, sendo 60 pais e 116
filhos (Tabela 1). Uma mulher com
hanseniase virchowiana, que poderia
ter sido incluida em qualquer das sub-
amostras (pais ou filhos), constou
apenas da sub-amostra de pais.

TABELA 1 — Distribuicdo das familias estudadas, de acordo com o tipo de casal e o sexo dos filhos

examinados.
CASAIS * NUMERO DE FILHOS EXAMINADOS
Marido Mulher N.° Masc. Fem. Total
Vv X Vv 11 20 3 o8
Vv X S 9 21 15 36
S X v 5 5 8 13
v X T 3 7 10 17
TOTAL 35 65 51 176

* V = Virchowiano; T = Tuberculéide; S = Sadio.
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Dos 60 pais, 33,3% eram sadios,
15,0% apresentavam hanseniase tuber-
culéide e 51,7% manifestavam hanse-
niase virchowiana. Entre os 116 filhos,
95,7% eram sadios, 1,7% apresenta-
vam hanseniase tuberculéide, 0,86%
eram virchowianos e 1,7% manifesta-
vam hanseniase indeterminada. A alta
freqiéncia de doentes entre os pais é
explicada, como ja foi dito, pelo fato
de eles terem sido selecionados pela
ocorréncia de pelo menos um dos con-
juges com hanseniase.

Em meédia, os conjuges tinham 29,
71 + 2,13 anos de coabitacao e a ida-
de média dos conjuges vivos era de
54,45 + 2,27 anos para os do sexo
masculino e 49,90 + 2,19 para os do
sexo feminino. Em relacao aos filhos,
a idade média mostrou um valor de
26,51 £ 1,11.

A investigacdo da consangliinidade
entre os conjuges permitiu a deteccao
de dois casais consangliineos. Um era
de primos em 2.° grau (F = 1/32) e
outro de primos em 3.° grau (F =
1/64). Essa taxa de consangtiinidade
foi percentualmente maior do que a
observada por Beiguelman entre os
genitores de 1479 doentes de hansenia-
se. Embora as amostras nao sejam ne-
cessariamente comparaveis, a diferen-
ca provavelmente deve decorrer de
flutuacoes de amostragem.

Os resultados obtidos na analise do
comportamento dos macréfagos, atra-
vés de leituras das laminas no 5.°, 10.°,
15.°, 20.° e 30.° dias apos a inoculacdo
do M. leprae, encontram-se em
Freire-Maial4. Os resultados finais
sobre a capacidade de use dos
macréfagos face ao M. leprae
encontram-se  nos  heredo-gramas
estudados pela mesma autora, que
podera enviar aos interessados
copias dos resultados obtidos.

Dentre os 20 pais sadios, houve 2
nos quais as culturas nao se diferen-
ciaram (nd), S cujas culturas degene-
raram (dg) e 3 cujas culturas nao
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passaram de 15 dias. Entre os que fo-
ram analisados, 4 mostraram-se nao-
lisadores (n) ; 4 intermediarios (i) ; e
2 lisadores (I) Entre os 9 pais
tuberculéides, 4 comportaram-se como
nao-lisadores e 4 como intermediarios ;
em um caso a cultura nao passou de
15 dias. Entre as culturas dos 31 pais
virchowianos, 2 nao se diferenciaram,
S degeneraram e 1 nao passou de 15
dias. Entre os 23 pais analisados,
82,6% comportaram-se como nao-lisa-
dores e 17,4% como intermediarios.

Quanto as culturas dos 111 filhos
sadios, em um caso a cultura nao se
diferenciou, em 21 ocorreu degenera-
cdo e em 11 as culturas nao passaram
de 15 dias. Entre as 78 culturas que
foram analisadas, 46,2% se comporta-
ram como nao-lisadores, 39,7% como
intermediarios e 14,1% como lisadores.
Dos 2 filhos tuberculéides, um se com-
portou como intermediario, enquanto a
cultura do outro degenerou. A cultura
do filho virchowiano ndo ultrapassou
15 dias. Dentre os 2 filhos indetermi-
nados, um se comportou como nao-lisa-
dor, enquanto a cultura do outro dege-
nerou.

Analisando-se os conjuges sadios e
tuberculdides, as freqliéncias de pais e
maes nao-lisadores (respectivamente,
3/6 e 5/12) ndo sugerem a existéncia
de diferenca sexual. Considerando-se
os tamanhos das sub-amostras, a ana-
lise da proporcao sexual pode ser feita
entre os 15 pais e 8 maes virchowianos
(80,0% e 87,5% de nao-lisadores, res-
pectivamente) e entre os 26 filhos e
25 filhas sadios (respectivamente,
38,5% e 36,0% de nao-lisadores), ne-
nhuma dessas diferencas tendo se re-
velado significativa (X2 = 0,20; g.1.
1; 0,90 < p < 0,95; X2 = 0,03; g.1.
1; 0,70 < p < 0,80). Desta forma,
podem ser agrupados os dados dos dois
Sexos.

Comparando-se a freqiéncia de nao-
lisadores no total de sadios (40/88 =
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45,5%), nos tuberculoides (4/9=
44,4%) e nos virchowianos (12/23 =
82,6%), verifica-se a existéncia de
uma alta heterogeneidade (X2 = 10,33;
g.1.=2; p<0,01).

A freqiiéncia de nao-lisadores entre
os pais virchowianos (19/23 = 82,6%)
nao se mostrou estatisticamente dife-
rente da freqiiéncia encontrada entre
os pais tuberculodides (4/9) mas reve-
lou-se significativamente maior do que
a frequiiéncia entre os pais sadios
(4/10) (X2 =1,82; g.1. =1; 0,10 <
p<0,20e X2=4,13;g.1. = 1; 0,02
< p < 0,05, respectivamente). A fre-
quéncia de nao-lisadores entre os filhos
sadios (36/78 = 46,2%) nao se mos-
trou estatisticamente diferente da fre-
quéncia entre os pais sadios (4/10) e
entre os pais tuberculéides (4/9) (X2
= 0,15; g.1. p = 0,70 e X- = 0,05;
g.1l. =1; 0,80 < p < 0,90, respectiva-
mente), mas mostrou-se significativa-
mente menor que a freqiiéncia encon-
trada entre os pais virchowianos
(19/23=82,6%;X2=9,53;g.1.=1;
p < 0,01).

4 DISCUSSAO

Relativamente a capacidade de lise
dos macréfagos frente ao M. leprae
fagocitado, os resultados deste traba-
lho mostram que os individuos sadios
analisados (comunicantes) se distri-
buiram nas 3 classes (ndo-lisadores,
intermediarios e lisadores), com fre-
quiéncias relativamente baixas de lisa-
dores. Por outro lado, tanto os tuber-
culéides quanto os lepromatosos com-
portaram-se como intermediarios ou
nao-lisadores, com uma freqiéncia
muito alta de nédo-lisadores entre os
virchowianos.

O fato de quatro virchowianos terem
se comportado como intermediarios (e,
portanto, como lisadores fracos) deve
decorrer, muito provavelmente, do fato
de terem sofrido um surto reacional.
E digno de nota que todos os quatro
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que mostraram sinais fracos de lise
estavam em fase de regressao da rea-
cao.

Quanto aos tuberculodides, os resul-
tados estdo aparentemente de acordo
com os encontrados por Bechelli et Al*,
nos quais ha 66,7% (4/21) de positi-
vidade clinica da reacao de Mitsuda
entre os que apresentaram negativi-
dade histologica. Ja os resultados de
Pisani e a.” mostraram que todos os
tubercul6ides analisados eram lisado-
res. Isto pode ser explicado pelo fato
de a amostra estudada por esses auto-
res ser constituida, na maioria, por
individuos com Mitsuda fortemente
positivo (++ e +++). A amostra aqui
apresentada era constituida, na
maioria, por individuos Mitsuda nega-
tivos ou fracamente positivos. Além
disso, dois individuos haviam passado
da forma indeterminada para a tuber-
culéide, e um dos pacientes exibia a
forma tuberculéide reacional.

Outro ponto importante a ser dis-
cutido refere-se a classificacdo ado-
tada, a qual nao apresenta limites
rigidos e bem delimitados. Procurou-
se usar um numero relativamente pe-
queno de classes (3), isolando-se os
grupos extremos (lisador e nao-lisa-
dor). Isso néo significa que esses gru-
pos sejam homogéneos quanto a capa-
cidade de lise. O critério de classifi-
cacao adotado, sendo pratico, é mais
qualitativo do que quantitativo.

Observa-se ainda que, dentro de
cada classe, existem individuos cujos
macrofagos possuem diferentes capa-
cidades de lise. Ha, por exemplo, indi-
viduos intermediarios que se aproxi-
mam mais dos lisadores (il) enquanto
outros se assemelham mais aos néao-
lisadores (ni) ; além disso, ha outros
que nao mostram tendéncia para ne-
nhum dos dois extremos (ii). Em
outras palavras, entre os individuos
considerados intermediarios (i) veri-
ficam-se casos mostrando poucos sinais



86 FREIRE-MALA, D.V. Comportamento in vitro frente a0 Mycobacterium leprae dos macréfagos de
pessoas sadias e de pacientes com hanseniase

de lise (ni), outros cujos sinais de lise
sao mais intensos (il) e ainda os que
mostram resposta tipicamente interme-
diaria (ii). Uma reclassificacdo da
classe intermediaria (i) implicaria na
adocao de um critério mais rigido tam-
bém para as classes extremas @ e 1).
Com isso, alguns dos individuos inclui-
dos nessas ultimas classes passariam,
respectivamente, para as novas classes
(ni eil).

Usando-se essa nova classificacao,
pode-se verificar (Figura) que os
virchowianos se concentram nos baixos
niveis de lise (a maioria ndo apresen-
tando lise alguma), enquanto os tuber-
culdides sugerem uma distribuicdo em
que ha relativamente maior intensi-
dade de lise. Os pais sadios se distri-
buem ao longo de toda a escala, suge-
rindo uma bimodalidade de reacoes.

Em vista dos pequenos tamanhos das
subamostras, esses resultados devem
ser aceitos com as devidas cautelas e
ressalvas. No entanto, eles servem
para mostrar, sem qualquer sombra de
davida, que nao ha apenas duas classes
bem distintas e delimitadas de lisado-
res e nao-lisadores. Pelo contrario, os
individuos se distribuem ao longo de
uma escala de valores, no concernente
a capacidade de lise de seus macrofa-
gos em relacdo ao M. leprae fagocitado.

A distribuicado dos filhos sadios (Fi-
gura) , que constituem uma subamos-
tra bem maior, vem ao encontro
daquela afirmacdo. Nessas condicoes,
os individuos sadios seriam constitui-
dos por duas fracoes, em cada uma das
quais haveria variabilidade na intensi-
dade de lise: os lisadores fracos (tendo
em um dos seus extremos os hao-lisa-
dores) e os lisadores fortes (entre os
quais os lisadores propriamente ditos
representariam o grau maximo de lise).

A favor dessa conclusédo existem os
resultados de Delville!3 0 qual, ino-
culando bacilos vivos de M. leprae, em
cultura de macroéfagos de individuos
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sadios nao-comunicantes, observou em
todas as culturas aspectos de digestao
bacilar. Observou ainda marcantes di-
ferencas quantitativas e diferencas no
tempo gasto para a digestdo. Comen-
tou ainda que, no caso de se trabalhar
com bacilos mortos, o comportamento
é semelhante, mas o bacilo é mais len-
tamente digerido. Em seu trabalho,
Delville!3 nao procurou classificar os
individuos segundo a capacidade de lise
dos macroéfagos e, portanto, ndo apre-
sentou freqiiéncias, nem distribuicao.

Os achados de Pisani et al.* em cul-
turas de individuos sadios, comunican-
tes e nao-comunicantes, também de-
monstraram a existéncia de diferentes
graus de capacidade de lise dos macroé-
fagos em relacao ao M. leprae fago-
citado.

Os resultados apresentados no pre-
sente trabalho vém dar suporte a "teo-
ria do limiar de lise" proporta por
Beiguelman 6.7.8 De acordo com essa
teoria, tanto os lisadores como os nao-
lisadores incluiriam individuos com
diferentes graus de capacidade de lise
(limiares lisogénicos). Pode-se ver,
pelo que foi discutido, que realmente
ha individuos com diferentes graus de
lise, de tal forma que se poderia ter
uma continuidade da curva de inten-
sidade de lise.

De acordo com Beiguelman ©.8 os
limiares lisogénicos variariam de acor-
do com a idade. Em recém-nascidos, a
capacidade de lise seria muito baixa ou
inexistente, podendo no entanto alguns
individuos apresentarem capacidade
lisogénica ao M. leprae mesmo em
tenra infancia. Alguns individuos que
néo possuissem capacidade de lise ao
nascimento manteriam essa condicao
por toda a vida (nao-lisadores), en-
quanto outros (lisadores) adquiririam-
ou acentuariam essa capacidade, ou
seja, em alguns individuos o carater
lisador seria congénito, enquanto em
outros seria induzido.
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Além disso, o fato de que entre os
virchowianos se tenham encontrado
muitos nao-lisadores e poucos com algu-
ma intensidade de lise, e que os tuber-
culdides tenham sempre mostrado si-
nais de lise (embora de intensidade
variavel nos diferentes individuos)
também fala a favor da explicacao
dada por Beiguelman®8 Esse autor
sugeriu que, entre os virchowianos, a
maioria seria nao-lisador, mas que
entre eles poderiam ser incluidos
alguns com alguma capacidade de lise.
Situacao oposta ocorreria entre os tu-
berculoides, os quais, em fases reacio-
nais, poderiam incluir nao-lisadores.

A classificacdo das formas clinicas
da hanseniase proposta por Ridley &
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ABSTRACT — The in vitro phagocytic capacity of human macrophages
facing M. leprae was analysed in a selected sample of healthy and hanseniasis
patients (Vircho-wian and tuberculoid) individuals. Families where at least one of the
1;21 uses presented Hansen's disease were selected and 176 white people were studied.
e analysis of the macrophages' behavior was performed by reading the slides in
the 5th, 10th, 15th, 20th and 30th days after inoculation of M. leprae. The
classification is discussed. The results showed a high variability. The main
conclusions reached are: (a) people differ in their capacity to lyse M. leprae, as
measured by their macrophages' behavior in vitro; (b) the results obtained give
support to Beiguelman's theory of the lysis threshold.

Key words: Hanseniasis. Macrophage. Mycobacterium leprae.

REFERENCIAS

1 BECHELLI, L.M.; SOUZA, P.R.; QUA-
GLIATO, R. Correlacdao entre os re-
sultados da leitura clinica e do exame
histopatolégico da reacao de Mitsuda.
Rev. Bras. Leprol., 27(4) :172-182,
1959.

Hansen. Int., 8(2):81-90, 1983

2 BEIGUELMAN, B. Further results on
the genetics of leprosy
resistance. In: INTERNATIONAL
CONGRESS OF HUMAN GENETICS,
3, Chicago, 1966. Abstracts of
Cont7rzbuted Papers. Chicago, 1966.
D.6-



90 FREIRE-MATA, D.V. Comportamento in vitro frente ao Mycobacterium leprae dos macrofagos de

pessoas sadias e de pacientes com hanseniase

3 BEIGUELMAN, B. Genética e epidemio-
logia das doencas transmissiveis com
especial referéncia a lepra. Cien.
Cult., 17(4) :449-460, 1965.

4 BEIGUELMAN, B. The genetics of
resistance to leprosy. Int. J. Lepr.,
33(4) :808-812, 1965.

5 BEIGUELMAN, B. Hereditariedade da
reacdo de Mitsuda. Rev. Bras. Leprol,
30(4) :153-172, 1962.

6 BEIGUELMAN, B. Hereditariedade e
lepra. Sao Paulo, 1969. n.p. [Tese-
-Faculdade de Medicina de Ribeirao
Preto].

7 BEIGUELMAN, B. Lepra e Genética.
Cien. Cult., 34:1121-1146, 1982.

8 BEIGUELMAN, B. Lepromin reaction:
genetics studies including twin anal-
ysis. Acta Leprol. (44) :5-65, 1971.

9 BEIGUELMAN, B. Some remarks on
the genetics of leprosy resistance.
Acta Genet. Med. Gemellol., [/7(4):
584-594, 1968.

10 BEIGUELMAN, B. & QUAGLIATO, R.
Nature and familial character of the
lepromin reactions. Int. J. Lepr., 33
(4) :800-807, 1965.

11 BENEWOLENSKAJA, S.W. Uber die
in-vitro - Reaktion der embryonalen
Gewebe and Leukocyten des Mens-
chen auf Leprabacillen. Arch. Exper.
Zellforsch., 13:37-46, 1932.

12 CONVIT, J.; ARANZAZU, N.; PINAR-
DI, M.; ULRICH, M. Immunological
changes observed in determinate and
lepromatous leprosy patients and
Mitsuda-negative contacts after the
inoculation of a mixture of Mycobac-
terium leprae and BCG. Clin. Exp.
Immunol., 36(2) :214-220, 1979.

13 DELVILLE, J. In vitro behavior of
macrophages from healthy persons
against M. leprae and other myco-
bacteria. Int. J. Lepr., 39:329-339,
1971.

14 FREIRE-MAIA, D.V. Andlise familial
do comportamento "in-vitro" dos ma-
créofagos humanos frente ao Myco-
bacterium leprae. Sao Paulo, 1972.
142p [Tese-Faculdade de Medicina
da UNICAMP].

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

GODAL, T.; MYRVANG, B.; STAN-
FORD, J.L.; SAMUE, D.R. Recent
advances in the immunology of le-
prosy with special reference to new
approaches in immunoprophylaxis.
Hanseniase, 7(1/2):7-31, 1976.

HANKS, J.H. The fate of leprosy bacilli
in fibroblasts cultivated from lepro-
matous lesions. Int. J. Lepr., 15(1) :
48-64, 1947.

HANKS, J.H. The fate of leprosy bacilli
in fibroblasts cultivated from ma-
cular and tuberculoid lesions. Int. J.
Lepr., 15 (1):31-47, 1947.

HANKS, J.H. Microscopic counts of My-
cobacteria conversion factors for the
pinhead method. Int. J. Lepr., 36(1) :
76-77, 1968.

HANKS, J.H. A study of the bacilli in
tissue cultures of lepromata in serum
media. Int. J. Lepr.. 15(1) :21-30,
1947.

HANKS, J.H.; CHATTERJEE, B.R.;
LECHAT, M.F. A guide to the
counting of Mycobacteria in clinical
and experimental materials. Int. J.
Lepr., 32(2) :156-167, 1964.

PISANI, R.C.B.; BEIGUELMAN, B
OPROMOLLA, D.V.A. In vitro be-
havior of blood derived macrophages
against killed M. leprae. Int. J. Lepr.,
41(1) :14-24, 1973.

REA, T. & LEVAN, N.E. Current con-
cepts in the immunology of leprosy.
Hanseniase, 9(1/2):13-25, 1978.

RIDLEY, D.S. Review of the five-group
system for the classification of lepro-
sy according to immunity. bit. J.
Lepr., 40 (1) :102-103, 1972.

RIDLEY, D.S. & JOPLING, W.H. Clas-
sification of leprosy according to
immunity: a five-group system. Int.
J. Lepr., 34(3):255-273, 1966.

RIDLEY, D.S. & WATERS, M.F.R.
Significance of variations within the
lepromatous group. Lepr. Rev., 40
(3) :143-152, 1969.

Recebido para publicacdo em maio de 1983; aceito para publicacdo em junho de 1983.

Hansen. Int., 8(2):81-90, 1983



