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EFEITO DA EXCITAÇÃO ,DO SISTEMA RETíCULO-ENDOTELIAL 

PELO ADJUVANTE DE FREUND, NA DOENÇA 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 resistência à infecção pelo T. cruzi em comparação com um grupo de ani­
mais contrôles não tratados e infetados com inóculo idêntico. O estudo histopa­
tológico mostrou nos animais tratados o desenvolvimento de um processo infla­
matório crônico em músculo esquelético e miocárdio o qual era por vêzes mais in­
tenso que nos animais com infecção simples. f:ste achado sugere que houve exci­
tação de um processo de hipersensibilidade de tipo retardado pelo emprêgo de 
adjuvante de Freund e demonstra a importância dêste mecanismo no desenvolvi­
mento das lesões da fase crônica da doença de Chagas em que há escassos para­
sitas nos tecidos. A resistência desenvolvida pelos animais foi maior nos trata: 
dos pela mistura de adjuvante de Freund e liofilizado de tripanosomas o que po­
derá ser explicado por uma excitação específica à produção de. anticorpos. 

INTRODUÇÃO 

O estudo de animais experimentalmente 
infetados por cepas reticulotrópicas do T. cruzi 
mostra o envolvimento intenso e precoce do 
sistema retículo-endotelial, cujas células mos­
tram-se densamente parasitadas ao nível do 
baço, fígado, gânglios linfáticos, bem como 
células endoteliais e células localizadas no te­
cido conjuntivo frouxo em vários setôres do 
organismo .. Além dêste parasitismo predomi­
nante das células do SRE, há uma difusa hi­
perplasia reticular que se traduz por aumen­
to acentuado do pêso do baço em relação ao 
pêso corporal, hipercelularidade da pôlpa es­
plênica, infiltração mononuclear do parên­
quima hepático, evidências de um estado de 
hiper-reatividade do S.R.E. 5 • 

Procurando estudar a influência do estado 
reacional do SRE sôbre a infecção chagásica 
experimental, tivemos a oportunidade de ve­
rificar em trabalho anterior 2 que a excita-

ção dêste sistema por uma proteína estranha 
(gamaglobulina humana) condicionava maior 
resistência de camundongos à infecção cha­
gásica enquanto o bloqueio pela tinta da 
China condicionava uma maior suscetibilida­
de dos• animais. Também houve acentuada 
diminuição de resistência à infecção chagá­
sica em animais tratados com cortisona 1 que 
atua inibindo o SRE. Um dos meios que 
têm sido utilizados por diversos pesquisado­
res para a obtenção de uma excitação acen­
tuada do SRE é a aplicação do adjuvante de 
Freund 8 • 9 • 10• 

14
• 

23
• Em animais tratados pe­

lo adjuvante tem sido observado poderoso 
estímulo ao SRE, com formação de lesões gra­
nulomatosas em várias localizações, hiperpla­
sia de células de Kupffer, hiperplasia da pôl­
pa vermelha do baço, além do desenvolvimento 
dé amiloidose 14

• 

Trabalho da Secção de Anatomia Patologica da Fundação Gonçalo Moniz (Diretor: Prof .. Aluizio 
Prata), Salvador, Bahia, Brasil 
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No presente trabalho procuramos verificar 
o efeito da excitação prévia do SRE por meio 
da adjuvante de Freund completo (excitação 
inespecífica) e também do adjuvante de 
Freund completo acrescido de liofilizado de 
T. cruzi. Neste último caso além da estimu­
lação inespecífica haveria também uma es­
timulação específica, que permitiria testar o 
papel desta estimulação face a uma posterior 
inoculação com tripanosomas virulentos. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Foram utilizados camundongos brancos pe­
sando entre 12 e 15 g em número de 126, os 
quais foram divididos em três grupos experi­
mentais, o primeiro constituído por 46 ani­
mais submetidos a injeções intramusculares 
de adjuvante de Freund completo, o segun­
do grupo com 46 animais que tomaram in­
jeções intramusculares de adjuvante de 
Freund completo tendo em suspensão liofi­
lizado de cultura de Trypanosoma cruzi, após 
homogenização e o terceiro grupo, de 34 ani­
mais não submetidos a nenhum tratamento. 
Uma parte dos animais de cada um dêstes 
grupos foi submetida a infecção pelo T. cruzi 

( cepa Y),. permanecendo os restantes como 
contrôles não infetados, como mostra o Qua­
dro I. 

Tratamento - Tanto as injeções de adju­
vante de Freund puro ( ~-) como de adj uvan­
te de Freund + liofilizado de tripanoso­
mas ( H·) 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 três doses ( Quadro I) . 

I nóculos - Os inóculos foram obtidos de 
animais infetados pela cepa· Y do T. cruzi, 
após passagens sucessivas. O número de tri­
panosomas variou, sendo que os animais que 
tomaram três doses do tratamento foram ino­
culados com 70.000 tripanosomas, enquanto 
aquêles que tomaram duas doses do trata­
mento, foram inoculados com 180.000 tripa­
nosomas. As inoculações foram feitas por via 
intraperitoneal, 8 dias após a última injeção. 

Curvas parasitêmicas - A parasitemia dos 
animais infetados foi avaliada diàriamente em 
sangue da cauda, entre lâmina e lamínula, 
em 50 campos microscópicos de X 400. 

QUADRO I 

Grupos experimentais estudados 

N.º de* N.º de animais 
Grupos 

doses 
Infetados 

1 
Não infetados 

2 15 5 
Tratados com adjuvante de Freund .. 

3 20 6 

Adjuvante de Freund e liofilizado T. 2 15 5 

cruzi ..... ··············· ......... 3 20 6 

Contrôles não tratados ............. . 27 7 

• 0,2 ml por via intramuscular 
Inóculos: 180.000 tripanosomas para os que tomaram 2 doses de adjuvante e 

70.000 tripanosomas para os que tomaram 3 doses de adjuvante 
14 contrôles 
13 con trôles 

(*) Lanolina + óleo mineral + Mycobacter-ium butiricum 

1 
Total 

46 

46 

34 

(**) Liofilizado de cultura de T. cruzi (cepa Y) empregado na proporção 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 relação ao total de animais de cada 
grupo, excluídos os sacrificados para estudo 
histopatológico. 

ESTUDO HISTOPATOLÓGICO 

Os animais contrôles não infetados de cada 
um dos grupos foram sacrificados a partir de 
8 dias após o término do tratamento. _ Os 
animais infetados foram sacrificados 7, 12, 
14, 20 e 27 dias após a inoculação, em nú­
mero de três para cada grupo, sempre acom­
panhados de contrôles não infetados. Os ani­
mais sacrificados eram pesados e também o 
baço de cada um e feita, em seguida, a corre­
lação percentual entre o pêso corporal e o 
pêso do baço. Os diversos órgãos eram fixa-
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f--- DIAS APÓS INOCULAÇÃO ---1 

INFECÇÃO SIMPLES 
TRATADOS POR ADJ. DE FREUND 
TRATADOS POR ADJ. DE FREUND 
+ LIOFIUZADO DE T. CRUZ/ 

Fig. 1 - Curvas de parasitemia nos animais 
infetados pelo T. cruzi 

dos em formo! a 10% e os cortes em parafina 
submetidos a coloração pela hematoxilina e 
eosma. 

RESULTADOS 

O estudo das curvas de parasitemia (Fig. 
1) mostra que os níveis parasitêmicos se con­
s~vam baixos nos grupos tratados com adju­
vante de Freund e com adjuvante de Freund 
+ liofilizado de tripanosomas, em relação 
ao grupo com infecção simples pelo T. cruzi. 

Os índices de mortalidade também diferi­
ram nos três grupos e estão expressos na 
(Fig. 2). 

Quanto à avaliação da relação percentual 
entre o pêso do baço o pêso corporal mostrou 
que esta percentagem é maior nos animais in­
fetados, tratados ou não ( em média 1,25'%) 
do que nos animais tratados porém não infe­
tados ( em média 0,37'%) e do que nos con­
trôles intatos (0,38%). 

Estudo histopatológu:o - A) Estudo dos 
animais tratados pelo adjuvante de Freund 

INFECÇÃO SIMPLES 

TRATADOS POR ADJ. DE FREUND 

TRATADOS POR ADJ. DE FREUNO 

+ LIOFILIZADO DE T. CRUZ/ 

Fig. 2 - Mortalidade nos animais infetados pelo 
T. cruzi até 30 dias 
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Fig . 3 - I n fll t J'ad o tnnamalôrlo mónonuelea r do 
cora tão, nn a uaen<:ltl <le lelshmà nio.s, em animal 
com inte~ão !limple$, ele 20 (lia& de durat.iio pelo 

'J' . t-n,::i . H.E .. 120 X 

--~~ 
e pe lo adju\'antc· dE- Fi·ru1HI + lioíHizado d(~ 
t ripanosomas. po ré m não infeLa<los pf-lo T. 
cm ;i - ohservou-sc em todos a prc-sença , lt> 
l(•:-.ão g rnnulornatosa no sítio cm que fora m 
Í t'Ílai; os jujcçõcs. Huvia uma proliferação 
d(• (·élulos hi~ ioci1úrias de (.· itophtsma espumo• 
so. vac·úol~ <k- go rd u ra limtl.g(.·ns nega tivas) 
~ , lcnso ioí ihrado lin fo-p lasll'IOcitário. Além 
desta alL<'ração 0s animais <lês1e grupo mos­
traram altt•raçÕl'·s celulares do haço <ptf• :-r 
evjde1u·ia ra m po r densa inJ ihração basófila 
da pôlpa Vt.?rnielha. com acentuada plasmoci-
10~·. NO!:i an ima is suhme ticlos a três doses do 
1r1-1 1.am1..·uto, p rind1,almen le naque les em que­
o a clju vontc eh.· Frl'uncl crn atr('S(.'Ído de Jio­
íili:r.ado de• t r ipanowmas. d(•S(•u\·olvcu-$4.: ami­
loidosf• an•ntuada do liaç<). No fígado fo ram 
vistos foc:os ,1.~ infill ração mononuc lc--a r do pa­
rênquima e in íiltraç..~o Jjn fo(·itária dos t~spa ­
ços po ria. Os demais ó rgâos não mosl ra ram 
a lte rações h is to pa tológic:ts; B) An imafa com 
i nfo(.'çiiv s imp les - após 7 dias ela inoc ula, 
~ito, ha\'Ía apr11as d iti(.'l'e lo parnsilismo de c.-é, 
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hilns SRE. não se observando read io infla . 
mató)·ia . Nos a ni mais examinados ~om 12 E' 

V:~ dias ha via 8Cçnt uado parasitismo de célu . 
las cio SH.l::, b-<·m c:.:otno de .mfo•..:ulo cardíaco 
e de inÚS(:ulo r:;qm•létko. O pa ra:-j1isn10 Sl' 
acompanhava df" densa iníihração linfo-his1io­
c itá ria. O baço mostrava hiperplasia reticular 
e infiltração hasófila da pôlpa vermelha . O 
para!:!itismo nos d iversos setô rt>s decresceu c.-om 
o pa:--tiá r cio!:) dias. persistilulo c1pcnas em <.'o~ 
ração .,. 1~1tlsculo, $;<.•tnp rc.: acon1po.nbado (1.,. 
infiltrado i 11 flamatório linfo-h i::1 ioritário; C) 
Animais t nlla d,<W, por ndjuvan1t .. · ,)(., Frf'111HI 
('OrnplNo 1.· iníetado!. pelo T. cru:i - n estf' 
grupo~(• obs('rvou me nor p a rasitismo clf' SRE. 
coração (• músculo C'squeléLico~ porém o pro­
tt'ss.o inflamatório foi da mesma intensidade 
do observado no g rupo com infecção s imples, 
com nít id a predominânc ia de c.-élulas liníodlÚ· 
rias no iníiltrado. · J\o haço pn:donijunvam 
iníiltração basófila e plasmotitOS(•. otorrf'o<lo 

Fig. 4 - In tens.o In fil t rado infla matório no N.1-

ra<:io d e an i mal tratado pel o AdJuvnnl.e de 
Freund, 20 d ia!I após 1nreC1:lio pelo 1·. l"l•Jt~I. 

Notnr a in te ns idade da int la m ac:ão, ape!lar da 
maior resistência à lnfecc:ão do!I a nimais dêste 

grupo. H.E., 120 X 
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amiloidose naqueles animais que tomaram 
três doses do tratamento e D) Animais tra­
tados pelo adjuvante de Freund + liofiliza­
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 
inflamatório intenso em coração e músculo 
esquelético. Neste grupo a amiloidose do ba­
ço foi mais freqüente e mais intensa que a 
observada nos animais tratados apenas pelo 
adjuvante de Freund. 

DISCUSSÃO 

A observação de que o bloqueio do siste­
ma retículo - endotelial por tinta da China2, 
por tório coloidal 11

, ou a sua depleção p,ór 
meio de cortisona 1

• "
2

'• 
2 º• 212

• 
24

, influem de 
maneira decisiva no curso da infecção expe­
rimental pelo T. cruzi, determinando infec­
ções mais graves, indica que o SRE funciona 
como linha de defesa do organismo à invasão 
parasitária. Inversamente a excitação dêste 
sistema por uma proteína estranha 2 condicio­
na maior resistência do animal à infecção 
chagásica. 

No presente trabalho constatou-se que a 
estimulação do SRE pelo adjuvante de Freund 
(inespecífica) ou pelo adjuvante de Freund 
adicionado com liofilizado de tripanosomas 
(específica), é capaz de conferir aos animais 
certo grau de resistência à infecção chagási­
ca, com curvas parasitêmicas mais baixas e 
menores índices de mortalidade nos animais 
trat~dos, 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 estimulação 
mesmo inespecífica dêste sistema, conferiu 
maior capacidade de resistência do animal à 
infecção chagásica. Outro fato que nos pare-

. ceu de interêsse foi a observação de que, 
apesar da resistência desenvolvida pelos ani­
mais tratados, à infecção chagásica, o pro­
cesso inflamatório foi nestes animais muito 
intenso, por vêzes maior do que naqueles não 
submetidos a prévia estimulação pelo adju­
vante. Sabe-se que o adjuvante de Freund, 
além de potencializar a formação de anticor­
pos face a numerosos agentes antigênicos 8 • 

9, 10, excita as reações de hipersensibilidade 

de tipo retardado 7
• 

13
• 

15
• 

18
• 

23
• Por outro la­

do, na infecção chagásica ocorrem lesões tis­
sulares atribuídas por muitos Autores a um 
mecanismo de hipersensibilidade, tais como 
alterações vasculares de arterite necrotizan­
te ·1, '6 , 17• ,2 1, lesões inflamatórias miocárdicas 
que ocorrem na fase crônica, não explicáveis 
pelos escassos parasitas existentes nos teci­
dos 5 • 1 6, além das lesões de miocardite obtidas 
experimentalmente por MuNIZ & AZEVEDO 1

g 

com injeções repetidas de tripanosomas mor­
tos. 

A ocorrência em nosso material de intenso 
processo inflamatório crônico, com predomi­
nância linfocitária, em animais que desenvol­
veram maior resistência à infecção chagási-

_ca, pode ser interpretado como um indício de 
que nestes animais se desenvolveu um meca­
nismo de hipersensibilidade de tipo retarda­
do, excitado pelos injeções do adjuvante de 
Freund. 

Pôde-se, pois, observar nesta experiência 
dois fatos que nos parecem importantes: 1) o 
desenvolvimento de resistência nos animais 
tratados, próvàvelmente condicionada pela ex­
citação específica à produção de anticorpos; 
2) o desenvolvimento de alterações inflama­
tórias mais intensas em animais com evidên­
cias de maior resistência, que sugere a atua­
ção de um processo de hipersensibilidade de 
tipo retardado, excitado no caso, pelas inje­
ções de adjuvante de Freund. 

Sabe-se que a doença de Chagas é mais 
grave em crianças de pouca idade, ocorren­
do sob a forma de uma infecção generalizada 
( forma aguda) . Em vista dos fatos aquí 
observados 'podemos admitir que esta maior 
suscetibilidade pode decorrer, pelo menos erri 
parte, da relativa imaturidade do sistema re­
tículo-endotelial. Por outro lado, a resistên­
cia ao parasita, como vemos freqüentemente 
em adultos infetados, pode coexistir com uma 
maior reação inflamatória, face aos escassos 
parasitas existentes . 

SUMMARY 

Effect of excitation of the reticulo-endothelwl 
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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plµs dried trypanosomes showed more re­
sistence to a T. cruzi infection than the 
controls- with the infection alone. However, 
inflammatory changes were even more marked 
in the treated animals. This was interpreted 
as resulting from a delayed hypersensitive 
reaction to T. cruzi enhanced by the Freund's 
adjuvant. Resistence to infection was greater 
in the group that received Freund's adjuvant 
together with dead trypanosomes. The 
production of specific antibodies in this group 
should be accounted for this result. 
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