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EFEITO DA EXCITACAO DO SISTEMA RETiCULO-ENDOTELIAL
PELO ADJUVANTE DE FREUND, NA DOENCA DE
CHAGAS EXPERIMENTAL

Sonia G. ANDRADE e Maria Luiza CARVALHO

" RESUMO

Em camundongos submetidos a tratamento por adjuvante de Freund comple-
to e por adjuvante de Freund acrescido do liofilizado de tripanosomas, observou-se
maior resisténcia a infeccdo pelo T. cruzi em comparagdo com um grupo de ani-
mais contrdles niio tratados e infetados com inéculo idéntico. O estudo histopa-
tolégico mostrou nos animais tratados o desenvolvimento de um processo infla-
matério cronico em misculo esquelético e miocardio o qual era por vézes mais in-
tenso que nos animais com infecgdo simples. Este achado sugere que houve exci-
tagio de um processo de hipersensibilidade de tipo retardado pelo emprégo de
adjuvante de Freund e demonsira a importincia déste mecanismo no desenvolvi-
mento das lesGes da fase cronica da doenga de Chagas em que hé escassos para-
sitas nos tecidos. A resisténcia desenvolvida pelos animais foi maior nos trata:
dos pela mistura de adjuvante de Freund e liofilizado de tripanosomas o que po-
dera ser explicado por uma excitacio especifica a produgdo de anticorpos.

INTRODUCAO

CDU 616.937.3-092.9

O estudo de animais experimentalmente
infetados por cepas reticulotrépicas do T. cruzi
mostra o envolvimento intenso e precoce do
sistema reticulo-endotelial, cujas células mos-
tram-se densamente parasitadas ao nivel do
baco, figado, ginglios linfaticos, bem como
células endoteliais e células localizadas no te-
cido conjuntivo frouxo em varios setores do
organismo. Além déste parasitismo predomi-
nante das células do SRE, ha uma difusa hi-
perplasia reticular que se traduz por aumen-
to acentuado do pé€so do bago em relagdo ao
péso corporal, hipercelularidade da pélpa es-
plénica, infiliragde mononuclear do parén-
quima hepatico, evidéncias de um estado de

hiper-reatividade do S.R.E.°®.

Procurando estudar a influéncia do estado
reacional do SRE s6bre a infecgdo chagésica
experimental, tivemos a oportunidade de ve-
rificar em ‘trabalho anterior ? que a excita-

cio déste sistema por uma proteina estranha
(gamaglobulina humana) condicionava maior
resisténcia de camundongos & infecgdo cha-
gisica ‘enquanto o bloqueio pela tinta da
China condicionava uma maior suscetibilida-
de dos animais. Também houve acentuada
diminuigdo de resisténcia & infecgfio chaga-
sica em animais tratados com cortisona® que
atua inibindo o SRE. Um dos meios- que
tém sido utilizados por diversos pesquisado-
res para a obtengdo de uma excitagdo acen-
tuada do SRE é a aplicacdo do adjuvante de
Freund ® % 10 1% 25, - Em animais tratados pe-
lo adjuvante tem sido observado poderoso
estimulo ao SRE, com formagéo de lesdes gra-
nulomatosas em varias localizagBes, hiperpla-
sia de células de Kupffer, hiperplasia da pdl-
pa vermelha do bago, além do desenvolvimento
de amiloidose *%.

Trabalho da Seccio de Anatomis Patologica da Fundacdo Gongcalo Moniz (Diretor: Prof.. Aluizio

Prata), Salvador, Bahia, Brasil
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No presente trabalho procuramos verificar
o efeito da excitagio prévia do SRE por meio
da adjuvante de Freund completo (excitagdo
inespecifica) e também do adjuvante de
Freund completo acrescido de liofilizado de
T. cruzi. Neste tiliimo caso além da estimu-
lagdo inespecifica haveria também uma es-
timulacio especifica, que permitiria testar o
papel desta estimulagdo face a uma posterior
inoculacio com tripanosomas virulentos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados camundongos brancos pe-
sando entre 12 e 15 g em namero de 126, os
quais foram divididos em trés grupos experi-
mentais, o primeiro constituido por 46 ani-
mais submetidos a injecBes intramusculares
de adjuvante de Freund completo, o segun-
do grupo com 46 animais que fomaram in-
jecbes = intramusculares de .adjuvante de
Freund completo tendo em suspensdo liofi-
lizado de cultura de Trypanosoma cruzi, apos
‘homogenizagio e o terceiro grupo, de 34 ani-
mais nio submetidos a nenhum tratamento.
Uma parte dos animais de cada um déstes
‘grupos foi submetida a infecco pelo T. cruzi

(cepa Y), permanecendo os restantes como
contrbles ndo infetados, como mostra o Qua-

dro 1.

Tratamento — Tanto as injegbes de adju-
vante de Freund puro (*) como de adjuvan-
te de Freund + liofilizado de tripanoso-
mas (¥*) foram feitas na dose de 0,2 ml por
via intramuscular, com 7 dias de intervalo
entre cada dose. Em cada grupo tratado,
alguns animais tomaram duas doses enquan-
to os demais tomaram trés doses (Quadro I).

Inéculos — Os inéculos foram obtidos de
animais infetados pela cepa Y do T. cruzi,
apbs passagens sucessivas. O nimero de tri-
panosomas variou, sendo que os animais que
tomaram irés doses do tratamento foram ino-
culados com 70.000 tripanosomas, enquanto
aquéles que tomaram duas doses do trata-
mento, foram inoculados com 180.000 iripa-
nosomas. As inoculages foram feitas por via
intraperitoneal, 8 dias apés a altima injecdo.

Curvas parasitémicas — A parasitemia dos
animais infetados foi avaliada diariamente em
sangue da cauda, entre ldmina e laminula,
em 50 campos microscopicos de X 400.

QUADRO I

Grupos experimentais estudados

3 No de animais
Grupos Ngosde *
s Infetados Nio infetados Total
. 2 15 5 46
Tratados com adjuvante de Freund .. :
3 20 6
Adjuvante de Freund e liofilizado 7. 2 15 5 46
L2 T -
3 20 6
Contréles ndo tratados .............. - 27 7 34

'* 0,2 ml por via intramuscular

‘Inéculos: 180.000 tripanosomas para os que tomaram 2 doses de adjuvante e
70.000 tripanosornas para os que tomaram 3 doses de adjuvante

14 controles
13 controles

(*) Lanolina + 6leo mineral + Mycobacterium butiricum
(**) - Liofilizado de cultura de 7. cruzi (cepa Y) empregado na proporcido de 0,1 mg em cada dose

de 0,2 ml de adjuvante de Freund
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A mortalidade foi avaliada em percenta-
gem em relagio ao total de animais de cada

grupo, excluidos os sacrificados para estudo
histopatolégico.

EsTupo HISTOPATOLOGICO

Os animais contrdles nfo infetados de cada
um dos grupos foram sacrificados a partir de
8 dias apés o término do tratamento. Os
animais infetados foram sacrificados 7, 12,
14, 20 e 27 dias apds a inoculagfo, em na-
mero de trés para cada grupo, sempre acom-
panhados de contréles ndo infetados. Os ani-
mais sacrificados eram pesados e também o
baco de cada um e feita, em seguida, a corre-
lagao percentual entre o péso corporal e o
péso do bago. Os diversos 6rgéos eram fixa-
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Fig. 1 — Curvas de parasitemia nos animais
infetados pelo 7. cruzi

dos em formol a 109% e os cortes em parafina

submetidos a coloracio pela hematoxilina e
eosina.

RESULTADOS

O estudo das curvas de parasitemia (Fig.
1) mostra que os nivels parasitémicos se con-
servam baixos nos grupos tratados com adju-
vante de Freund e com adjuvante de Freund
+ liofilizado de tripanosomas, em relagao
ao grupo com infecgdo simples pelo T. cruzi.

Os indices de mortalidade também diferi-
ram nos trés grupos e estdo expressos na
(Fig. 2).

Quanto & avaliacdo da relagio percentual
entre o péso do bago o péso corporal mostrou
que esta percentagem ¢ maior nos animais in-
fetados, tratados ou nio (em média 1,25%)
do que nos animais tratados porém néo infe-
tados (em média 0,37%) e do que nos con-
troles intatos (0,38%).

Estudo histopatolégico — A) Estudo dos
animais tratados pelo adjuvante de Freund
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Fig. 2 — Mortalidade nos animais infetados pelo

T. cruzi até 30 dias
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Fig. 3 — Infiltrado inflamatdrio mononuclear do
coracio, na auseéncia de leishmanias, em animal
com infeccho simples, de 20 dias de duracio pelo

T. cridsi,

ILE, 120 X

=g
e pelo adjuvante de Freund + liofilizado de
tripanosomas, porém ndo infetados pelo T
eruzi — observowse em todos a presenca de
lesiio granulomatosa no sitio em que foram
feitas as injegbes.  Havia uma proliferacio
de- células histiocitirias de citoplasma espumo-
so, vactolos de gordura (imagens negalivas )
e denzo infilirado linfo-plasmocitirio,  Além
desta alleraciio os animais déste grupo mos-
traram alteracies celulares do bago que se
evidenciaram por densa infiliragio basdifila
da pilpa vermelha, com acentuada plasmori-
tose, Nos animaiz submetidos a trés doses do
tralamento, principalmente nagueles em que
o adjuvante de Freund era acrescido de lio-
filizado de tripancsomas, desenvolven-se ami-
loidoze acentuada do bago, No figado foram
vistos foros de infiliracio mononuclear do pa-
réengquima e infiltracio linfocitiria dos espa-
cos porta. (s demais drgios nio mostraram
alterages histopatoldgicas: B) Animais com
infeccio simples apds T dias da inocula.
cio, havia apenas discrelo parasitismo de cé
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lulas SRE, nio se ohservando reacio infla-
matoria.  Nos animais examinados com 12 e
14 dias havia acentuado parasitismo de célu-
las do SRE, bem como de misculo cardiaco
e de mizcule esquelético, () parasitismo se
acompanhava de densza infiltracio linfo-histio-
citaria. 0 baco mostrava hiperplasia reticular
e infiltragio hasofila da polpa vermelha. O
parasilismo nos diversos selores decrescen com
o passar dos dias. persistindo apenas em co-
racio ¢ mosculo, sempre acompanhado  de
infiltrade inflamatirio linfo-histiocitario; )
Animais tratados por adjuvante de Frennd
completo e infetados pelo T erusi — neate
grupo se observon menor parasitismo de SRE.
coracio ¢ misculo esquelético, porém o pro-
veszo inflamatirio foi da mesma intensidade
do obhservado no grupo com infeccio simples,
com nitida predominincia de células linfocita-
rias no infiltrado. "No hago predominavam
infiltracio basofila e plasmocitose, ocorrendo

Fig. 4 — Intenso infiltrado inflamatdrio no co-

racio de animal tratedo pelo Adjuvante de

Freund, 20 dias apds infeccBo pelo T crusi

Notar a intensidade da inflamacio, apesar da

maior resisténcia A infeccho dos animais déste
grupn. HE, 120 X
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amiloidose naqueles animais que tomaram
trés doses do tratamento e D) Animais tra-
tados pelo adjuvante de Freund + lofiliza-
do de tripanosomas e infetados pelo T. cruzi.
Neste grupo o decréscimo do parasitismo tis-
sular foi ainda mais-evidente que no grupo
anterior, observando-se, entretanto, processo
inflamatério intenso em coragio e misculo
esquelético. Neste grupo a amiloidose do ba-
¢o foi mais freqiiente e mais intensa que a
observada nos animais tratados apenas pelo
adjuvante de Freund.

DISCUSSAO

A observagdo de que o bloqueio do siste-
ma reticulo — endotelial por tinta da China?,
por tério coloidal ', ou a sua deplecio per
meic de cortisona b ¥ 20 22 24 jpfluem de
maneira decisiva no curso da infecgio expe-
rimental pelo 7. cruzi, determinando infec-
¢Oes mais graves, indica que o SRE funciona
como linha de defesa do organismo a invasio
parasitiria. Inversamente a excitagio déste
sistema por uma proteina estranha ? condicio-
na maior resisténcia do. animal a infeccdo
chagasica.

No presente trabalho constatou-se que a
estimulagdo do SRE pelo adjuvante de Freund
(inespecifica) ou pele adjuvante de Freund
adicionado com liofilizado de tripanosomas
(especifica), é capaz de conferir aos animais
certo grau de resisténcia a infecgfo chagési-
ca, com curvas parasitémicas mais baixas e
menores indices de mortalidade nos animais
tratados, os quais mostravam também menor
grau de parasitismo tissular. Atuando o ad-
juvante de Freund como poderoso estimulan-
te do SRE, pode-se deduzir que a estimulagéio
‘mesmo inespecifica déste sistema, conferiu
maior capacidade de resisténcia do animal a
- infecgdo chagasica. Outro fato que nos pare-
-cen de interésse foi a observagio de que,
apesar da resisténcia desenvolvida pelos ani-
mais tratados, a infecgio chagasica, o pro-
cesso inflamatério foi nestes animais muito
intenso, por vézes maior do que naqueles ndo
submetidos a prévia estimulagdo pelo adju-
vante, Sabe-se que o adjuvante de Freund,
além de potencializar a formacdo de anticor-
pos face a numerosos agentes antigénicos ®
%1% excita as reagbes de hipersensibilidade

de tipo retardado "> 1% 15,18, 25 Por outro la-
do, na infec¢io chagésica ocorrem lesGes tis-
sulares atribuidas por muitos Autores a um
mecanismo de hipersensibilidade, tais como
alteracbes vasculares de arterite necrotizan-
te 6 1% 21 JesGes inflamatorias miocardicas
que ocorrem na fase crdnica, ndo explicaveis
pelos escassos parasitas existentes nos teci-
dos 3 18 além das lesGes de miocardite obtidas
experimentalmente por Muniz & Azevepo *°
com injegOes repetidas de tripanosomas mor-
tos.

A ocorréncia em nosso material de intenso

processo inflamatério crénice, com predomi-
néncia linfocitaria, em animais que desenvol-
veram maior resisténcia & infecgio chagasi-
_ca, pode ser interpretado como um indicio de
que nestes animais se desenvolveu um meca-
nismo de hipersensibilidade de tipo retarda-
do, excitado pelos injecGes do adjuvante de
Freund.

Péde-se, pois, observar nesta experiéncia
dois fatos que nos parecem importantes: 1) o
desenvolvimento de resisténcia nos animais
tratados, prévavelmente condicionada pela ex-
citagdo especifica a produgio de anticorpos;
2) o desenvolvimento de alteragbes inflama-
torias mais intensas em animais com evidén-
cias de maior resisténcia, que sugere a atua-
¢do de um processo de hipersensibilidade de
tipo retardado, excitado no caso, pelas inje-
¢oes de adjuvante de Freund.

Sabe-se que a doenga de Chagas é mais
grave em criancas de pouca idade, ocorren-
do sob a forma de uma infeccdo generalizada
(forma aguda). Em vista dos fatos aqui
observados podemos admitir que esta maior
suscetibilidade pode decorrer, pelo menos em
parte, da relativa imaturidade do sistema re-
ticulo-endotelial. Por outro lado, a resistén-
cia ao parasita, como vemos freqiientemente
em adultos infetados, pode coexistir com uma
maior reacdo inflamatéria, face aos escassos
parasitas existentes.

SUMMARY

Effect of excitation of the reticulo-endothelial
system by Freund’s adjuvant, in experimental
Chagas’ disease

- Mice .previously treated by complete
Freund’s adjuvant and by Freund’s adjuvant
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plus dried trypanosomes showed more re- 10- FIBEUN%, J. ‘?‘1 BIONAINTIQI; M. ;tThe effec;

. = P . of paraffin oil, lanolin-like substances an

sistence t(,) a T. .CrU,ZL_ infection than the killed tubercle bacilli in immunization ‘with

controls with the infection alone. However, diphteric toxoid and bact. typhosum. J.

inflammatory changes were even more marked Immun. 48:325, 1949,

in the treated animals. This was interpreted 5 : )

as resulting from a delayed hypersensitive 11. GOBLE, F. C. & SINGER, I. — The retl-
. . , culoendothelial system in experimental mala-

reaction to T. cruzi enhanced by the Freund’s ria and trypanosomiasis. An. New York

adjuvant. Resistence to infection was greater Acad. Sci. 88:149-171, 1960.

in the group that received Freund’s adjuvant

art - 12. JARPA, A.; AGOSIN, M.; CHRISTEN, R.
r with d tr mes. e it ) ’ A
togethe . i .e‘ad . yp?nO?O e‘S Th A. & ATIAS, V. — Ensayos de quimioterapia
production of specific antibodies in this group de 1a enfermedad de Chagas experimental.
should be accounted for this result. VIT —- Cortisona y fosfato de Pentaquina.
o Bol. Inf. Parasit. Chilenas 6:25-27, 1951,
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