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RESUMO

- Em camundongos infetados experimentalmente pelo Trypanosoma cruzi e sa-
crificados durante a fase aguda da doenga, foram observadas alteragbes degene-
rativas das células ganglionares nervosas do plexo de Auerbach do grosso intes-
tino, as quais mostraram correlacio direta com a presenca de reacdo inflamatéria
provocada pelos parasitas localizados nas vizinhangas. Quando a reacfo inflama-
toria foi evitada pela administragdo de cortisona, as alteracbes das células nervosas
ndo foram observadas, muito embora as leishméanias do T. cruzi estivessem presen-
tes em grande numero ao nivel do plexo. O exame quantitativo dos neurdnios
do plexo de Auerbach nfo mostrou diferenca estatisticamente significantes para
os animais infetados, tratados ou ndo pela cortisona, ou para os contrdles intatos.

Conclui-se que a inflamagfo causada pelas formas leishmanias do T. cruzi
pode condicionar alteragbes neuronais, por vézes de carater irreversivel, nos plexos
mio-entéricos, mas ndo ha evidéncia de que toxinas ou enzimas liberados pelos
parasitas sejam responsaveis pela destruigdo neuronal.

INTRODUCAO

Varios estudos tém demonstrado que a in-
fecgdo pelo T. cruzi é uma causa de destrui-
¢do de células ganglionares nervosas, espe-
cialmente do plexo mio-entérico 2 % 0, 1% ¢
do coragio® 1 2 Esta destruigdo tem sido
considerada como responsavel pelo apareci-
mento de megaesbfago e megacdlon e de
varias outras perturbagGes da inervagdo pa-

ra-simpatica em portadores da doenga de -

Chagas ™ **, A maneira como se processa a
destruicdo mneuronal nio estd determinada,
tendo sido sugeridas duas hipdteses: "a) a
destruigdo direta por produtos parasitirios
oriundos do rompimento dos pseudocistos ou
da desintegracdo das leishménias. Estes pro-
dutos seriam representados por uma neuro-
toxina® * ou por enzimas?®®; b) a des-
truigdo seria indireta e decorreria da reacdo

Trabalho da Fundacdo Goncalo Moniz (Diretor:
l6gica, Salvador, Bahia, Brasil

Prof. Aluizio Prata) —-

inflamatéria ocasionada pela presenca dos
parasitas ou indiretamente provocada pelos
mesmos 5 % 14,

No presente trabalho nos propomos a tes-
tar experimentalmente estas duas hipéteses,
observando o comportamento das células
nervosas intestinais, na presenca de formas
leishméanias do T. cruzi, abolindo-se em um
dos grupos a reacdo inflamatéria pela admi-
nistragdo de cortisona.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados camundongos brancos de
ambos os sexos, cujo péso variava entre 18
e 20 g, alimentados com uma dieta padrio
comercial “ad libitum” e divididos nos se-
guintes grupos:

Secdo de Anatomia Pato-
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Grupo A — 150 camundongos infetados
pelo T. cruzi, 27 dos quais sacrificados en-
tre 9 e 21 dias apés inoculagéo.

Grupo B — 218 camundongos infetados
pelo T. cruzi e tratados pela cortisona, dos
quais 23 sacrificados entre 9 e 16 dias.

Grupo C — 20 camundongos contréles
intatos.
Cepa do T. cruzi e inéculo — Foi uti-

lizada a cepa Y *® mantida em cultura na
Secdo de Parasitologia da Fundagdo Gon-
calo Moniz. O material de cultura foi pas-
sado 5 vézes sucessivas em camundongos jo-
vens para exaltagdo da viruléncia e depois
inoculado por via intraperitoneal nos animais
de experiéncia. Foram inoculados 0,2 ml
de sangue citratado contendo 69.600 tripa-
nosomas para cada animal. Os contrdles de
parasitemia foram feitos cada quatro dias.

Tratamento — Os animais do Grupo B
foram tratados a partir do dia seguinte ao
da inoculagio com Acetato de Cortone
(Merck) diluido em 4gua destilada, na dose
de 0,5 mg por 20 g de péso corporal, como
recomendado por BRENER *, em -injegbes dia-
rias, subcutineas de 0,2 ml

Estudo andtomo-patolégico — Os animais
foram sacrificados apés anestesia pelo éter,
seguida ‘de sangramento. Apds exame ma-
croscépico sumério, os varios 6rgdos foram
fixados em formol a 109, posteriormente
incluidos em parafina e as secgbes coradas
pela hematoxilina e eosina. Os animais que
morreram espontdneamente durante o curso
da experiéncia, ndo foram utilizados.

Estudo quaniitativo — O estudo quanti-
tativo das células ganglionares nervosas foi
feito em secgbes do-grosso intestino. Foram
retirados nove fragmentos em varias alturas
do grosso intestino, os quais foram corta-
dos transversalmente, tendo se obtido cinco
secgbes de 5 p de espessura, com inter-
valo de 25 u entre os cortes sucessivos, num
total de 45 seccbes para cada animal. Nes-
tas secgbes foram contadas as células gan-
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glionares nervosas do plexo de Auerbach.
Nesta contagem se incluiram tddas as célu-
las -que por sua morfologia eram reconheci-
das como células ganglionares nervosas, in-
dependentemente de apresentarem ou nfo al-
teracgOes citolégicas. Para éste estudo quan-
titativo foram incluidos apenas os animais
sacrificados entre o 14.° e o 16.° dias de
infecclo, uma vez que os animais tratados
pela cortisona ndo sobreviveram além déste
periodo. As contagens foram feitas em oito
animais de cada grupo.

RESULTADOS

Foi observado que a contentragio de cé-
lulas ganglionares nervosas do plexo de
Auerbach varia de area.para area do grosso
intestino, fazendo-se necessaria a contagem
de maltiplas secgoes. Ao nivel da jungdo
ileo-cecal ha consideravel acimulo de célu-
las ganglionares nervosas e as contagens po-
dem variar amplamente, conforme esta area
seja ou nfo, incluida na avaliacio. Nos
nossos casos, esta area foi excluida.

Nos animais do Grupo A, infetados pelo
T. cruzi, havia parasitismo entre moderado
e intenso das camadas musculares do grosso
intestino. O parasitismo das células da bai-
nha de Schwann do plexo de Auerbach,
foi observado {reqiientemente, sendo raro o
parasitismo dos neurdnios. Havia reacglo
inflamatéria mononuclear, especialmente in-
tensa ao nivel da muscular externa, das se-
rosas e dos préprios plexos nervosos. O in-
filtrado era constituido por linfécitos e mo-
nécitos ¢ se acompanhava de edema, sobre-
tudo evidente ao nivel do plexo. As células
ganglionares se apresentavam por vézes
grosseiramente vacuolizadas, tumefeitas, com
grumos eosinbfilos irregulares no citoplasma,
com limites periféricos indistintos e por vé:
zes com picnose nuclear (Fig. 1). FEssas
alteracbes mostraram nitida correlagdo com
a intensidade da reagio inflamatéria. Quan-
do, numa determinada zona, o processo in-
flamatério ndo envolvia os plexos nérvosos,
as células ganglionares ndo apresentavam
alteragbes evidentes, mesmo que as leishma-
nias estivessem presentes nas suas vizi-
nhangas.
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Flg, 1 CGirupn A Reacio inflamatdria com pronunciado edema ao nivel do plexo de Auer-
buch, onde aparecem eélulas com niclens plendtion: ¢ cltoplasma vacuolizado. HE., 1200 ; 150

Fig. 2 Grupn B - Austncia de reacfio inflamatdria.  Multas lelshménias estio presen-
leg ao nivel do plexo de Auverbach, mas nio hd alteracies aparentes nas célulng ganglio-

nares nervosas. HoOE., 1060
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Os animais tratados pela cortisona — Gru-
po B — tiveram alto indice de mortalidade
e apresentaram elevacdo consideravel da pa-
rasitemia, mas ndo houve aumento corres-

TABELA I

Células ganglionares nervosas do plexo de
Auverbach do grosso intestino (contadas em
45 seccdes para cada animal)

pond.ente .do nimero E]e parasitas ‘aoinlvel Grupos Experimentals
dos intestinos. A reacfo inflamatéria nestes re e
animais, foi praticamente abolida. As cé- Grupo Grupo B |Grupo C
lulas ganglionares nervosas foram sempre — Animais | [ .. . 0 | L tetados e Contesles
vistas bem conservadas, bem coradas, sem pelo tratados pela i?xrtlal':c))se
alteragbes evidentes, embora na presenca de T. cruzi Cortisona
ninhos de leishménias nas suas vizinhancas
ou de leishmanias espalhadas entre as células
. (F 2) P 1 1.739 3.084 1.982
neuronais (Fig. 2). 2 1.892 2.368 1.924
O estudo quantitativo realizados nos Gru- 3 2.288 1.969 2.340
. a1 a 1.357 2174 1.703
pos A, B e C, acha-se resumido na Tabela I. o 156 5490 Lo
Ficou evidenciado, a luz da zilnélise'estatls- e 5005 2084 1943
tica que os trés grupos experimentals apre- 7 2.071 2.085 2.974
sentam resultados inteiramente comparaveis, 8 2.050 2.052 1.873
ndo havendo diferencgas significativas entre
0S MESmos. o
Médias 1.992,25 2.288,25 1.995,0
Grupos Ex- . : P " ‘Desvio- 5042
perimentais Média - t padrio ’ 365,3 210,6
A 1.992,25 .
1,409 ~ 0,05 Auerbach como um todo, estiveram dentro
B 2.288,25 dos limites da normalidade, muito embora as
leishmanias fossem ai abundantes, arruma-
B 2.288.25 das em ninhos parasitarios ou disseminadas
1,967 > 0,05 entre as células do plexo. Que a cortisona
c 1.995,0 tenha bloqueado ou inativado a toxina ou
enzima liberada pelo parasita, é uma pro-

Analise estatistica: Comparacdes entre médias.

Teste de t. Amostras independentes

A um nivel de 5% de probabilidade, nfo
foi possivel demonstrar a existéncia de dife-
renca entre as médias do Grupo A e B e
do Grupo B e C.

DISCUSSAO

O presente trabalho demonstra que as cé-
lulas ganglionares nervosas do plexo de
Auerbach nfio se apresentam alteradas em
camundongos infetados pelo T. cruzi, nos
quais a reacdo inflamatéria foi abolida pela
administragdo de cortisona. N&o ha assim
qualquer evidéncia de que as células ganglio-
nares nervosas possam ser lesadas por inter-
médio de qualquer produto téxico do tipo
de uma neurotoxina ou de enzimas libera-
das pelo 7. cruzi. Nestes casos, as células
ganglionares nervosas ou mesmo o plexo de
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babilidade, mas extremamente improvavel,
pois ndo ha indicios de que a cortisona te-
nha tal propriedade. KOEBERLES®, que su-
geriu a existéncia de uma neurotoxina, diz
ter obtido lesdo extensa quando um lisade
de T. cruzi foi injetado diretamente em
cérebro de cées, mas tal trabalho ndo péde
ser confirmado por EicaBaum ¢, Por outro
lado os nossos dados: concordam com os de
Musaccaro & MEYER '3, que ndo observa-
ram alteragbes em células nervosas mantidas
em culturas de tecido, concomitantemente
com leishménias mortas e em desintegracio.

Nos casos em que havia processo inflama-
tério, provocado pela presenca do parasita
(animais do Grupo A), foram notadas alte-
ragbes neuronais, algumas das quais aparen-
temente irreversiveis sem, entretanto, ter
sido notada diminui¢io numérica das célu-
las nervosas. A inflamagfo nos pareceu as-
sim de importdncia fundamental. O papel
da inflamacfio como causa de destruicdo neu-
ronal, embora negado por ALENCAR ?, j4 tem
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sido sugerido em trabalhos anteriores® ** 14,

mas tais trabalhos nfio evidenciam se a in-
flamacdo comparece como fator determinan-
te da destruicio neuronal ou se é apenas
conseqiiéncia da mesma. E provavel que a
inflamagdo, provocando a liberagdo ou a
ativacio de substincias tissulares, além da
presenga de edema e congestio, possa con-
dicionar distiirbios em células tdo sensiveis
como os neurdnios. Tal probabilidade é tan-
to maior uma vez que oOs parasitas podem
estar localizados no interior do préprio plexo
nervoso. Alids, a presenca de parasitas no
interior dos plexos e na sua vizinhanga ime-
diata foi tao freqilente em nosso material
de estudo, a ponto de sugerir um tropismo
especial dos parasitas por aquelas estruturas.

No estudo quantitativo das células gan-
glionares nervosas do plexo de Auerbach do
grosso intestino, os nossos achados diferem
dos de ArcAntTara & col. %, que verificaram
diminuicdo numérica destas células na fase
aguda da doenca experimental. E possivel
que diferencas de técnica tenham contribui-
do para a discordéncia dos resultados. As
células ganglionares nervosas do plexo de
Auverbach se distribuem de maneira bastante
irregular no camundongo. No céco, ao ni-
vel da juncdo fleo-cecal, hd um grande aglo-
merado de células nervosas e ai, frequente-
mente se encontram muitos parasitas. A in-
clusio desta 4rea nas contagens introduz um
elemento de dificil contréle. Diferencas de
até 600 células podem ser encontradas con-
forme o nivel em que o aglomerado de cé-
lulas ganglionares seja seccionado. Por isso
excluimos esta 4drea das nossas contagens e
procuramos contar as células ganglionares
dos demais segmentos em que as variagbes
ndo sdo tdo considerdveis. As variagbes po-
dem decorrer também do tipo de células
que sdo incluidas nas contagens, desde que
muitas delas estdo em graus diversos de al-
teragbes. Achamos assim que, na fase agu-
da da doenga os métodos quantitativos sdo
inferiores aos qualitativos para a avaliagio
do comportamento do sistema nervoso autd-
nomo do intestino em face & infecgfo pelo
T. cruzi. Na fase crénica, ao contrario, nao
hé evidentes alteragbes qualitativas, mas o
método quantitativo revela a lesdo neuronal,
como tdo bem ficou demonstrado apés os
estudos de KOEBERLE °.

A correlagdo entre a inflamacio e as le-
sbes mneuronais intestinais levanta um pro-

blema de extraordinirio interésse pratico,
relacionado com a patogenia dos megas que
ocorrem na doenca de Chagas. Segundo
KozBERLE ?, admitindo a existéncia de uma
toxina, a destruicdo de células ganglionares
nervosas se dava na fase aguda da doenga
e as lesGes tardias dos oOrglos musculares
Ocos representavam seqiielas da lesdo neu-
ronal.

A maior destrui¢do ocorreria quando hov-
vesse uma maior concentragdo de parasitas,
isto é, na fase aguda. Isto nfo explicaria
as alteragbes observadas na maioria dos ca-
sos cronicos em que ndo é possivel se deter-
minar a ocorréncia de uma fase aguda.
Admitindo-se a patogenia inflamatoria para
a destruicio neuronal, esta poderia se pro-
cessar mesmo naqueles casos em que nfo
houve fase aguda, de maneira continua e
repetida, por tempo prolongado. Esta pato-
genia é também compativel com uma exten-
sa destruicio neuronal durante a fase aguda,
onde os fendmenos inflamatérios sdo proemi-
néntes. O mecanismo de tal inflamagfo,
fora da fase aguda, encerra consideravel in-
terésse para a investigagdo. Ja foram apre-
sentados por BrITO & VASCONCELOS?® e por
Oxumura & col.** dados morfolégicos que
sugerem um mecanismo indireto, de fundo
imunolégico para a inflamagdo, que seria
de fundamental importincia para a patoge-
nia dos megas. H4, portanto, indicios de que -
a imunopatologia da doenga de Chagas en-
cerra problemas complexos que estdo a me-
recer invesligacbes futuras.

SUMMARY

Chagas’ disease and neuronal changes in
the Auerbach plexus (Experimental
study in mice)

During the course of the experimental
acute Chagas’ disease in mice degenerative
changes were observed in the ganglionic
cells of the Auerbach plexus of the colon.
These changes showed positive correlation
with the presence and the degree of the
inflammatory changes evoked by the tissue
forms of the T. cruzt located in or around
the nervous plexus. In animals in which
the inflammatory reaction was abolished by
the administration of cortisone, no change
could be observed in the intestinal ganglio-
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nic nervous cells, despite the presence - of

numerous

parasites. No differences were

observed in the number of ganglionic ner-

vous cells in infected animals, cortisone- 8 KOEBERLE, F. — DPafogenia da moléstia
. de Chagas. Rev. Goiena Med. 8:155-180,
treated or not, and in intact controls. 1957,
It is concluded that ganglionic neurons in o KOEBERLE P batorents d
. , F. — Patogenia do megaess-
the Auerbach plexus are damaged by the fago Drasileiro e europeu. Rew. (foiana

inflammation provoked by the nearby tissue Med. 9:79-116, 1963.

forms of the Trypanosoma cruzi, and that :

. . - 10. KOEBERLE, F. & NADOR, E, — Etiologia
these parasites do not seem to liberate any e patogenia do megaeséfago no Brasil. Rew.
kind of toxins or enzymes noxious to the Paul. Med. 47:89-107, 1955. »
nervous cells. 11. LOPES, E. R. -—— Contribuicdo ao estudo

dos gdnglios cardiacos (sistema nervoso
auténomo) em chagdsicos cronicos. Tese.
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