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SOBRE O COMPORTAMENTO DO COMPONENTE VESICULAR

NEUROSECRETOR NO MEGAESOFAGO DA
TRIPANOSSOMIASE CRUZI HUMANA

Washington Luiz Taruri (1) ¢ Thaisa de Almeida Magia (%)

RESUMCO

Os Autores estudaram, ao microscépio eletrdnico, 6 comportamento do com-
ponente vesicular neurosecretor no megaesdfago da tripanossomfase cruzi- humana.

O aspecto morfolégico das vesiculas neurosecretoras granulares (grandes e
pequenas) e agranulares do plexo mientérico é semelhante né megaeséfago e no
esbfago contréle. Houve, todavia, variagBes quanto ao nfimero de vesiculas por
100 w2 de 4rea axonal (930 no megaesdfago e 585 no eséfago conlrdle) e guanto
aos maiores didmetros (didmeiro médio: 950 & no megaesbfago e 850 A no esb-
fago contrdle).
" Diante dos resultados obtidos e dos dados da literatura, os Autores levantaram
a hipbtese de que os distirbios da peristalse no megaeséfago e no megacolo séo,
em parte, devido a um distGrbio da sintese e talvez da liberacio de aminas bié-
genas existentes nos plexos nervosos intramurais désses 6rgfos.
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Os conhecimentos atuais sbbre as uliraes-
truturas normais do sistema nervoso ceniral
e periférico t€m sido de grande valor para
a melhor compreensdo dos mecanismos da
transmissdo nervosa. Assim, por exemplo,
constituem achados importantes: 1) a -des-
coberta das chamadas vesiculas sinapticas
no segmento pré-siniptico do neurdnio
(DE Rosertis & BennerT *2; ParLape &
Paray 3t), sede de um neurosecretor — a
acetilcolina — que é liberado apés estimulo
(DeELr. Castiro & Karz®); 2) a de-
monstragdo da presenca de noradrenalina
(NA) nos axdnios, provavelmente localizada
em particulas sub-celulares (von Eurer &
Hirrarp **); 3) a descoberta de tipos espe-
ciais de vesiculas contendo granulos, eletrd-
" nicamente densos, nos neurdnios periféricos
(Hacer & Taruri®* ?°; LEver & EsTERHUI-

IRALDI 3 1% Taxy* +°; RICHARDSON %0 1),
Essas vesiculas foram chamadas de granulos
elementares, vesiculas granulares ou de gra-
nulos densos; 4) a existéncia de dois tipos

"de vesiculas granulares, uma pequena (500 &)

e ouira grande (1.000 A) descritas por GRILLO
& Parray ® e de vesiculas claras agranula-
res maiores do que as sinapticas (Hacer &
Tarur1 #° e Tarurr #%),

Mediante estudos bioquimicos (von EULER®,
17, 18; Voer %), histoquimicos (CarLssoN &
col. 2%; Fuxe 2°; Marrors *°; NORBERG %) e
autoradiograficos (AcHAJANIAN & Broom 2 *®)
tem-se demonstrado a existéncia de uma rela-
¢do entre o componente vesicular das termi-
nacgbes nervosas e a presenga de NA. Os
granulos densos das vesiculas pequenas podem
desaparecer com o uso de certas drogas de-
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pressoras de monoaminas (PELLEGRINO DE
Irazpr & DEe RoserTis *®; BrLoom & Bar-
NETT °; BonpDaARErF & GORDON ¢), reapare-
cendo apds administragfo de animais exb6genas
in vivo (BONDAREFF & Gorpon ®; HOKFELT
26) e in vitro (von ORDEN & col. *% 3%), To-
dos éstes estudos indicam que os grénulos den-
sos das vesiculas pequenas contém NA.
HoxrELT ** admite que as vesiculas granula-
res pequenas também sfo sede de dopaminas
(DA) e 5-hidroxitriptamina (5 HT). Apds
estudos com a fixacdo pelo permanganato de
potassio, o mesmo Autor sugere que nas ve-
siculas granulares grandes exista também NA.

As monoaminas contidas nas vesiculas gra-
nulares constituem, de fato, substincias neu-
rotransmissoras que agem similarmente a ace-
tilcolina nas regides sindpticas. GERSHON *%,
por exemplo, verificou que o pleno mientérico
do camundongo, apds inje¢do de 5-hidroxi-
triptofano radioativo, é capaz de armazenar
5-HT sintetizada a partir do 5-hidroxitripto-
fano injetado. O mesmo plexo, quando tra-
tado com 5-HT n&o radioativa in witro, libera
5-HT radioativa. Esta liberacdo, segundo o
Autor, sugere uma atividade do plexo e, como
hipdtese, adianta que a 5-HT poderia agir

como um neurotransmissor entre os neuronios

sensitivos e os motores. O estimulo nervoso
teria, portanto, papel importante no mecanis-
mo do reflexo peristltico intrinseco do intes-
tino.

As vesiculas granulares (grandes e peque-
nas) sdo encontradas no pericario do neu-
ronio, em intima relagio com o complexo de
Golgi e ao longo do axdnio, parecendo se
concentrarem na terminagdo nervosa. Tal
fato sugere que o componente vesicular ¢ se-
cretado pelo complexo de Golgi e exportado
através do axdnio até a terminagfo nervosa,
onde seriam liberadas substincias farmacolo-
gicamente ativas (DarsTrRoM **; KAPELLER &
Mavyor %),

Em trabalhos anteriores (Taruri & col. *2,
8, 44, 45, 46} estudamos as alteracbes do siste-
ma nervoso auténomo (SNA) do camundongo
na fase aguda e crénica da tripanossomiase
cruzi experimental produzida pelas cepas “Y”,
“ABC” e “PNM”. Os resultados demonstram
que as lesbes do SNA, tanto na fase aguda
quanto na croénica da doenca nfio sfo siste-
matizadas, mas de localizagio absolutamente
irregular, encontrando-se, & microscopia ética,

ginglios sensivelmente alterados ao lado' de
outros pouco lesados ou aparentemente. nor-
mais. Comentando os nossos resultados *°,
admitimos que os distarbios funcionais e cli-
nicos da doenca de Chagas dependessem néo
apenas das alteragbes ganglionares detectaveis
4 microscopia Otica, mas também de altera-
¢bes ultra-microscépicas dos génglios e, es-
pecialmente, de seu componente vesicular neu-
rosecretor, sede de aminas biégenas.

Os estudos que estamos conduzindo atual-
mente em material humano e experimental in-
dicam, de fato, que na doenga de Chagas ha
alteracGes qualitativas e quantitativas das ve-
siculas granulares no corpo da célula nervosa
e nos axOnios, ainda funcionantes e aparente-
mente normais, dos plexos nervosos do es6-
fago e do intestino.

No presente irabalho estudamos o eséfago
de chagésicos cronicos que foram operados
devido a megaesdfago avancado (grau 1V),
com a finalidade de demonstrar as alieragGes
qualitativas e gquantitativas do componente
vesicular neurosecretor no pleno de Auerbach.

MATERIAL E METODOS

Utilizou-se o segmento distal de 8 megaesd-
fagos retirados ciriirgicamente e de 2 esbfagos
de pacientes ndo chagésicos, operados devide
a carcinoma inicial do térgo superior e que
utilizamos como contrdle, sendo impossivel a
obtengfo, para microscopia eletrénica, de esd-
fago humano normal.

Imediatamente apds a ressecgdo cirirgica
os esdfagos foram imergidos no aldeido glu-
tarico a 3%, ap6s retirada da mucosa jun-

‘tamente com a submucosa e recorte da mus-

culosa em varias tiras finas. O material foi
fixado na mesma solugdo durante 8 a 12 ho-
ras na geladeira. A seguir, 2 a 3 lavagens na
sacarose 0,3 M, recorte da muscular em frag-
mentos mais finos e mais curtos e refixagio
no 6smio a 1,59% com tampdo fosfato pH 7,2,
durante 2 horas na geladeira. Desidratagfio
na série de acetonas e inclusio no vestopal W,
durante 48 horas na estufa a 60°. Os génglios
de Auerbach foram localizados com o auxi-
lio do microscépio de fase, com técnica ja an-
teriormente descrita (Hacer & TAFURI ?°),
Nesta pesquisa foram utilizados apenas os gin-

-glios que pareciam normais & microscopia
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olica, Uma vez localizados os gﬁ.nglin&. o hlo-
vo era talhado apropriadamente, tenido-se o
euidado de eolorar, tanto quanto possivel, as
eslruluras nervosaz no centro da pir:’in:iulf-.
s cortes ultralines loram feitos com o auxi-
lio do microtomo manual Porter-Brom, eo-
rados em acelato  de uranila em  solucio
arquosa a 29, durante 30 min. e em citralo
e chumbo {Reysonns ™) por 10 min. As
[olomicrografias eletrinicas foram olhiidas no
microscopio Aeiss EM-9 A, Teste estatistico
ﬂjﬂl‘rwrfu — Na rm-f_nrm'liagu T ] r-_-:ﬁfalr_l_rn

Fig. 1 —
te of irés tipos de vesiculas (Vd, Vi e Vo), de acdrdo som a sun maior o menor densidade eletrdnicn,
165000 X

Fibra nervose amiclinica do plexo de
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conlrale encontram-se yesiculas neurosecreto-
ras no pericario dos neurdnios ¢ ao longo dos
axonios, Fssas vesieolas, de acordo com soa
maior ou menos densidade elelrinica, foram
classificadas secundo trés tipos: 1) vesicolas
densas (v constituidas por membrana trila.
minar (2 escuras ¢ uma clara medindo, no o-
do. 75 A) e contetido finamente granuloso que
redug forlemente o dzmio e que enche, na
maioria das vézes, lotalmente a vesicula: 2
vesicnlas intlermediarias (Fi) constitoidaz tam-
lém por membrana trilaminar, mas eletrini-

Awerbach do esdfege.  Distinguem-se perfeitamen-
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camente menos densa do que as Vd: ¢ 3) ve-
siculas elaras (Fe), maiores do que as sindpti-
cas (500 a 1L.700 A}, com escassissimo on ne-
nhum conteado osminfilo, apresentando ape-
nas o membrana trilaminar (Fig, 1),

Para werilicar a  independéncia entre o
oimero de vesiculas classilicadas seoundo o8
trés tipos (P Vi Ved e as duas condighes
estudadas | megaesolago ¢ esolago contrile),
foi aplicado o teste de aderéncia dado pelo
qui-quadrado numa  tabela de  contingéncia
3x2. A conlagem das vesiculas foi feita em
100 axonios inlegros escolhidos ao acaso e gque
foram cortados  perpendicolarmente nos  di-
versos casos de mega examinados (Fig, 2) ¢

Fig, 2 — Megaesdfago,
dengag (Vd) em relacho Intima com o complexo de  Golgl (O,
IME) ligeiramenle entumescidos; ribosomos (Riy;
linleas (Fn, com vesiculas densas (Vd) malores do gue as do poricirio,

Chinglio

de  _Awerbach.

100 axdnios de ganglios do esélago contrile
iFig. 3). Foi leita ainda a medida da area
de cada axdnio com o auxilio de vm plani-
metro ¢ estimado o mimero de vesiculas por
100 5° de drea axonal. Desta estimativa re-
=ultou a tabela de contingéncia 3x2. No pe-
ricario do neurdnio podem ser identificadas,
com segutanga, apenas ag Vi, Por esta razdo
i ainda pelo Tato de ser extremamente dificil
ou mesmo impossivel calealar a drea do peri-
cirio, ndo foi possivel contar e nem fazer a
estimativa do nimero de vesiculas por area,
conflorme foi realizado nos axdnios,

Foram medidas (0= dois maiores diimelros )
SO0 vesiculas densas, elaras ¢ intermedidrias

Parle do pericicrio do neurdnio (M) com vesiculas

bagtante desenvalvido, mitocindrios

membrana citoplasmitica (M) ; flbras nervosas amie-

2RO X
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Fig. % a, b — Megaesofago, Ganglio de Auverbach, Flbras nervosas amielinlcas (Fn) contendo vesi-
culas densas (Vd), intermedidrias (Vi) e claras (Vo). Parte do pericdario de neurdnio (P13 nicleo da
colala de Schwann (Sc): wvesiculas sindplicas (V). 25000 X
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Fig. 4 a, b — Esdfage contrdle. Gangllo de Averbach. Fibras nervosas amiellnicas (Fnj
contendo vesloulas densas Vdd; Intermediarias (Vi) e clarns (Vel a 28000 X: b 84000 X
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nos axdnios e 500 vesiculas densas no peri- trole. Houve, todavia, variagbes quanto ao
‘cario do neurdnio no megaesbfago ¢ no esd- ndmero de vesiculas por drea axonal. O valor
fago contrdle e levantados os respectivos histo-  do qui-quadrado obtido foi altamente signifi-
gramas (Figs. 5, 6, 7 e 8) para verificagdo  cativo (X% = 84,15 ****}. Tal resultado de-
da distribuigdo percentual em relagio & 4rea. monstrou uma associagdo entre as condigdes
de mega e esdfago conirble e os trés tipos de
vesiculas (V'd, Vi e V¢) analisados.

7%|  MEGAESBFAGO
3ol  VESICULAS DENSAS Da mesma forma foram encontradas varia-
¢bes em relagdo aos didmetros. As Figs. 5, 6
P 725 e 7 mostram a distribui¢cdo das percentagens,
em relacdo & area, das Vd, Vi e Ve no megae-
70+ s6fago e no esblago conirble. As V'd no me-
4
70t 76;  MEGAESFAGO
3ph  VESICULAS CLARAS
20+
201
-~
7 CONTROLE V4
VESICULAS DENSAS , T
e
N : A . . . 0t
o LB 600 EOC 1000 /200 IO A 20
Fig. 5 — Histograma mostrando a distribuicéo
percentual das vesiculas densas das fibras ner- 30+ R
vosas do plexo de Auerbach em relacio aos CONTROLE
seus maiores didmetros (4rea) VESICULAS CLARAS

o4y . 2 A0 600 P00 1000 1200 #0600 1900 B

“© MEG,AESOFAGO ,
30t VESICULAS 'NTERM;ED'AR[AS Fig. 7 — Histograma mostrando a distribui-
cdo percentual das vesiculas claras das fibras
nervosas do plexo de Auerbach em relacdo aos
seus malores diametros (&rea)

74|  MEGAESGFAGO
#0+  VES{CULAS DENSAS
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Fig. 6 — Histograma mostrando a distribui- 20

¢do percentual .das vesiculas intermediarias

das fibras nervosas do plexo de Auerbach em 30+ N

relacdo aos seus maiores didmetros (&rea) co NlTR OLE

Lo+ VESICULAS DENSAS
%

RESULTADOS o0 200 S0 B0 w0 roe rao 7600 i

O aspecto morfoléoi do co i Fig. 8 — Histograma mostrando a distribuicéo
. 1 g1co mponente ve- percentual das vesiculas densas do pericirio
sicular neurosecretor do plexo mientérico é do neurénio em relacdo aos seus maiores did-

semelhante no megaesdéfago e no eséfago con- metros (area)
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gaes6fago apresentaram um didmetro de 400
a 1.400 A, sendo mais freqiiente as de 1.000
a 1.100 A. No esbfago contrdle o didmetro
foi de 400 a 1.300 A&, sendo mais freqiiente
as vesiculas de 600 a 800 A. As Vi no mega-
esbfago apresentaram o didmetro de 400 a
1.450 &, sendo mais Iregiiente as de 1.000 e
1.100 A. No eséfago contrdle o didmetro das
vesiculas variou de 400 a 1.600 4, sendo mais
freqiientes as de 800 a 850 A. As Ve, no me-
gaesofago, apresentaram um didmetro de 400
a 1.650 A, sendo mais freqiientes as de 1.000
a 1.100 A. No eséfago normal apresentaram
um didmetro de 400 a 1.450 A, sendo mais
freqiientes as de 1.000 e 1.100 A.

COMENTARIOS

A morfologia das vesiculas densas (gra-
nulares) e claras (agranulares) do pericario
dos neurdnios e das fibras nervosas inira e
extraganglionares do plexo de Auerbach do
esdfago é semelhante a4 do intestino delgado
(Prcx **; Tarurr*’), do intestino grosso
(ZyrEn ®t; TarUrRt & col. ") no homem e
do intestino do animal (Hacer & Taruri %;
GryL1.o & Parray 22; TAFURI®® e outros).

No esdfago contrdle e no megaesofago po-
dem ser distinguidas vesiculas granulares (de
grinulos densos) grandes e pequenas, porém,
com didmetros diferentes dos encontrados por
GrILLO & PALLAY % no sistema nervoso autd-
nomo periférico. Adotando-se o critério de
classificacAo de vesiculas -assinalado por
HokreLT ?7, o valor médio das vesiculas no
esdfago contrdle é de 850 A e no megaesdfago
950 A. Assim sendo as vesiculas pequenas no
esbfago contrdle apresentam um didmetro mé-
dio de 400 A e as grandes de 1.000 A; no
megaesdfago 650 & e 1.150 A, respectiva-
mente, As médias assim obtidas no esdfago
contrble s@o semelhantes as observadas por
Pick ®” no duodeno e no jejuno humanos nor-
mais (465 A para as pequenas e 1.035 A para
as grandes). As anilises das Figs. 1, 2, 3 e
4, todavia, ndo permitem uma nitida separa-
¢io das duas classes de vesiculas como as ob-
servadas por HokFELT 7,

No pericério do neurdnio, como ja adian-
tamos, pode-se identificar, com seguranca,
apenas as Vd. Em geral, elas estdo em rela-
¢do intima com o complexo de Golgi. -A-Fig.

8 apresentada apenas para efeito comparati-
vo, mostra que as ¥'d no pericario do neurd-
nio do megaesbfago sdo maiores (didmetro
médio) do que as do esbfago contrdle. Por
outro lado, o didmetro das ¥Vd no pericario
dos neurdnios funcionantes (megaesdfago e
esdfago conirdle) é ligeiramente menor do
que o didmetro dessas vesiculas nas fibras
nervosas (comparar as Figs. 5 e 8).

O aumento volumétrico das vesiculas den-
sas no pericdrio e no ax6nio dos neurdnios
funcionantes, no megaes6fago, sugere a pos-
sibilidade de um mecanismo hipersecretor
dos mesmos. A possibilidade déste mecanis-
mo é ainda mais evidente pela demonstra-
¢do de maior ntimero de vesiculas por 100 p?
de rea axonal no megaestfago (930) em re-
lagio ao esbfago contrdle (585). Como no
megaes6fago ha lesdo dos plexos intramurais,
enconirando-se génglios alterados ao lado de
outros normais, pode-se compreender os acha-
dos acima mencionados, pois os neurdnios in-
tegros, possivelmente, devem entrar num me-
canismo de compensagdo para suprir a falta
daqueles que foram destruidos.

O aumento volumétirico e numérico das ve-
siculas densas no megaesdfago poderia ser ex-
plicado pelas seguintes razbes:

1) o neurdnio hipersecretor pode ndo estar
liberando totalmente o seu conteado. Pro-
vavelmente, constitua ésse o mecanismo prin-
cipal; 2) estudos anteriores (TAFURI & col. 47)
demonstraram alteragbes das estruturas das
terminacbes nervosas. Tédas elas levariam,
possivelmente, a um aumento da resisténcia ou
atraso da transmissio sindptica, com conse-
cutivo aciimulo do material neurosecretor;
3) lesdes regressivas das células musculares
e dos componentes do intersticio com hiper-
trofia das células musculares que permanece-
ram Integras. Tddas eslas alteragBes, possi-
velmente, devem determinar uma incapacidade
relativa da célula efetora impedindo, portan-
to, a total utilizagdo das substincias media-
doras.

Tanto no esbfago contrble quanto no me-
gaesdfago, foram encontradas vesiculas den-
sas grandes e pequenas, vesiculas pouco den-
sas, classificadas arbitrariamente como inter-
mediarias e vesiculas claras, com pouca ou
nenhuma densidade eletrdnica, maior do que
as:sindpticas. As Figs. 3, 4 e 5 mostram a
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distribuigdo das percentagens désses trés ti-
pos em relagio a drea. SOmente as vesiculas
densas mostram nitidas diferengas quanto a
distribuicdo percentual no megaesdfago e no
esbfago controle.

Conforme salientamos, existem numerosas
especulagGes sdbre a natureza quimica do
componente vesicular, Parece nio haver du-
vidas de que as vesiculas granulares, no sis-
tema nervoso central, especialmente as peque-
nas, contém NA, DA e 5-HT e no sistema
nervoso auténomo periférico Na e, provavel-
mente, 5-HT. Os grinulos densos representa-
riam uma certa quantidade dessas aminas no
momento da fixagdo (rev. de HoxrrrT 7).
Ha indicios de que as vesiculas granulares
grandes contenham NA e 5-HT. FEste fato,
se comprovado, indicaria que as vesiculas gra-

nulares grandes poderiam existir, também, nos

neurdnios monoaminérgicos. Segundo Fuxe
& col. 2% 2%, essas vesiculas nfo podem ser
consideradas, todavia, como especificas dos
neurdnios monoaminérgicos. Admite-se que as
vesiculas claras, ndo sinipticas, resultem, pro-
vavelmente da liberacdo do seu contetdo
(Taruri **). Por sua vez, as vesiculas inter-
mediarias, possivelmente, estariam ainda na
fase de descarregamento do contetido ou em
fase de acumulacio. HAa ainda a possibili-
dade delas se formarem, localmente, nas va-
rias regibes do neurdnio. Estudos recentes sb-
bre a regenerago estfo a indicar que as ve-
siculas grandes podem se formar no ax6nio, a
partir dos neurotitbulos (PELLEGRINO DE
IraLDI %),

Nos plexos nervosos intramurais do esé-
fago contréle e do megaesdfago encontram-se
os trés tipos de vesiculas:

1)  vesiculas sinapticas claras (colinérgi-
cas);

2) vesiculas granulares densas pequenas
(adrenérgicas) ;

3) vesiculas granulares densas grandes (se-
rotoninérgicas?). Raramente sio vistas ter-
minagBes nervosas puramente colinérgicas. Na
maioria das vézes encontram-se, numa mes-
ma terminagdo, os irés tipos de vesiculas.
Torna-se, portanto, extremamente dificil, 2
luz dos conhecimentos atuais de fisiologia, ad-
mitir a possibilidade de existir uma fibra ner-
vosa com fungdo colinérgica, adrenérgica e
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serotoninérgica (?) simultdnea, apesar de
Burn & RaNnD ® terem admitido a possibilida-
de da participagiio da acetilcolina na trans-
missdo adrenérgica. '
Estd bem comprovado, através de numero-
sos estudos s6bre a motilidade do tracto di-
gestivo, que no megaeséfago (BrasiL?®;
BETARELLO & col. *; PinNoOTTI *® e outros) e
no megacolo (ABHR Gama 7} estdo sempre
presentes perturbacGes motoras constituidas
fundamentalmente por falta de peristaltismo
ou, segundo quer GAMA, por uma discinesia.
Os nossos resultados parecem demonstrar que,
de fato, no megaeséfago ha alteragbes quanti-
tativas e qualitativas do componente vesicular
neurosecretor, sede de aminas biégenas. Como
salientamos, estas aminas agem como um neu-
rotransmissor similarmente a acetilcolina.

Baseados na analise do nosso material e
nos dados da literatura, é licito levantar a
hipétese de que a incordenagfo motora, ou
seja, os distirbios da peristalse no megaeso-
fago e no megacolo sejam em parte devidos a
um distarbio da liberagfio e talvez da sintese
de aminas bibgenas existentes nos plexos
nervosos intramurais désses 6rgdos.

SUMMARY

On the behaviour of the neurosecretory ve-
stcular component of the megaesophagus, in
patients of Brazilian trypanosomiasis.

The behaviour of the neurosecretory vesi-
cular component of the chagasic megaesopha-
gus and control esophagus was studied under
the electron microscope.

The morphological aspect of the different
kinds of vesicles dense, intermediate, and
agranular in the perikaryon and in the axons
of the neurons of the myenteric plexus is
similar in both control and megaesophagus.
However there were variations in the number
of vesicles per axon area: (930 and 585/100
micra® in mega and control esophagus, res-
pectively and, average diameters of 850 and
850 A for megaesophagus and controls, res-
pectively). The adherence test given by x*
applied to the values of number of vesicles per -
area show that they are highly significant
indicating, therefore, an association between
the conditions of megaesophagus and controls
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and the 3 types of vesicles studied. The
results suggest that the disturbances in pe-
ristalsis found in “megas” are, at least in part,
due to alterations of the synthesis or, probably,
to alterations in the liberation of the biogenic
amines that are present in neurosecretory
vesicles.
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