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OBSERVAÇÕES HISTOENZIMOLóGICAS SOBRE O PLEXO DE 

AUERBACH DO DUODENO NA FASE AGUDA DA MOLÉSTIA 

DE CHAGAS EXPERIMENTAL EM RATOS 

J. A. MELLO DE ÜLIVEIRA (1 ) 

RESUMO 

Foi realizado estudo histoenzimológico do plexo de Auerbach do duodeno em 
5 ratos Wistar normais e 3 com infecção experimental pelo Trypanosoma cruzi, 
Chagas 1909, na fase aguda. As observações mostram que há alteração da atividade 
enzimática do plexo. As atividades enzimáticas mais afetadas são das enzimas do 
citosol. As enzimas mitocondriais são também comprometidas, embora não cons
tantemente como aquelas. 

INTRODUÇÃO 

Está demonstrado que na fase crônica da 
moléstia de Chagas há destruição parcial ou 
total dos neurônios pós-ganglionares intra
murais dos órgãos musculares ocos 10

-
13 e que 

a resposta destes órgãos ao estímulo farma
cológico da acetilcolina ou similares é seme
lhante àquela dos órgãos desnervados 7

• 
17

, 

,obedecendo à lei de CANNON 5
• 

K6BERLE 11 mostrou que a destruição 
ocorre durante a fase aguda da infecção 
enquanto o parasitismo tecidual é intenso e 
-sugeriu que isto se deve à liberação de pro
dutos do parasita, tóxicos para os neurônios 
vizinhos, quando se rompem os ninhos de 
leishmânias. ALCÂNTARA 2 em trabalho poste
rior, reforçou essa hipótese. 

O mecanismo da destruição neuronal na 
infecção pelo Trypanosoma cruzi, passou a 
ser estudado por outros pesquisadores utili
·zando métodos variados. PRATES CAMPOS 4 

relata menor incorporação pelos neurônios 
de leucina marcada, usando o método histo
autorradiográfico e T AFURI 16 observou lesões 
neuronais ao microscop10 eletrônico na 
fase aguda da infecção experimental. Uma 
das hipóteses que se pode aventar para ex-

plicar a ação tóxica dos produtos parasitá
rios sobre o sistema nervoso autônomo, é a 
inibição de enzimas das células deste blo
queando atividades vitais das mesmas. A 
evolução das técnicas de histoquímica das 
enzimas 26 permite explorar amplamente este 
aspecto. No presente trabalho são relatadas 
algumas observações sobre a atividade das 
enzimas do plexo de Auerbach na fase aguda 
da moléstia de Chagas experimental. 

MATERIAL E MÉTODOS 

A) Infecção experimental pelo T. cruzi 
em ratos - Foram utilizados 30 ratos Wistar, 
machos de 20 dias de idade, pesando entre 
20 e 30 gramas, divididos em 3 lotes de 
10 animais para experimentos consecutivos. 
Nos 3 experimentos cada animal foi inocula
do com 0,1 ml de sangue altamente conta
minado pela cepa Y do T. cruzi Chagas, 1909, 
de modo que cada rato recebeu de 100. 000 
a 150. 000 parasitas no inóculo, na propor
ção de 5000 tripanosomas/ grama de peso. 
A partir do 4.0 dia da inoculação foram 
feitos exames a fresco do sangue dos animais 
e a parasitemia quantificada pela técnica de 
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BRENNER 3. Os animais receberam identifi
cação individual para permitir o acompanha
mento da parasitemia e do quadro clínico 
de cada um. Quando o estado geral dos 
animais sofreu queda muito acentuada com 
sintomas associados de hipoatividade, esple
nomegalia, incontinência urinária, paralisia 
do trem posterior, rinorragia, espasticidade 
muscular etc., o mais comprometido dentre 
eles foi sacrificado para o estudo histoenzi
mológico das células do plexo de Auerbach 
do duodeno. No total dos experimentos fo
ram escolhidos 3 animais para o estudo en
zimático ou seja 1/10 do número de inocula
dos, os quais foram sacrificados ao 14.0 

(CH1); 15.º (CH2 ); e 21.º (CH3) dias após 
a inoculação. Esta proporção decorreu de 
que entre o início e o fim do estudo histo
enzimológico de cada animal os demais ino
culados morreram naturalmente pela infecção 
ou não a apresentaram com gravidade acen
tuada. Em ambas as circunstâncias estes 
animais foram rejeitados para o estudo enzi
mológico na fase aguda. Foram retiradas 

a) Glicogenólise: 

amostras de vísceras para estudo histológico 
dos animais sacrificados, para avaliar o· 
parasitismo tecidual. 

B) Histoenzimologia do plexo de Auer
bach do duodeno - Foram estudados 8 ratos 
Wistar machos, incluídos os 3 com infecção· 
experimental pelo T. cruzi, Chagas, 1909, 
conforme exposto no ítem A e 5 ratos nor
mais de peso e idade eqüivalente aos dos 
inoculados. Os animais foram sacrificados 
por secção da medula cervical, o abdome 
aberto imediatamente e retirado um segmen
to do duodeno, sempre à mesma distância 
do anel pilórico. O fragmento para estudo, 
uma vez retirado, foi mergulhado em N2 
líquido ( -196ºC) e passado ao criótomo de 
Harris. Neste foram obtidos cortes de 10 
micra de espessura. Para cada reação his
toenzimológica houve uma reação controle 
com tecido incubado em solução sem subs
trato. Em ambos os grupos de animais foram 
comparadas as atividades das enzimas das 
seguintes vias metabólicas da glicose: 

Reação do ácido periódico-Schiff 14 
••••••••••••••••••••••• PAS 

PAS + alfa 
PAS + beta 

PHYLA a 
PHYLA t 

P AS com prévia digestão pela amilase alfa 21 .............. . 
PAS com ,prévia digestão pela amilase beta 21 

.•••••••••••••• 

Fosforilase ativa 8 ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 

F osforilase total 8 ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 

b) Glicólise: 

c) 

Aldolase da frutose-1,6-fosfato 1 
•.•.••.••.••....••....•••• 

Desidrogenase láctica 23 •••••••••••••••••••••••••••••••••• 

Gliconeogênese: 
Glicose-6-fosfatase 6 

d) Via das Pentoses: 
Desidrogenase da Glicose-6-fosfato 22 •••••••••••••••••••••• 

Desidrogenase do 6-fosfogluconato 22 
••••••••••••••••••••••• 

Nicotinamida adenina-dinucleotídeo-fosfato tetrazolium 
redutase 15 

••••••••••••.••••••••••••••••••••••••••• 

Ribose-5-fosfatase 25 
•••••••••••••••••••••••••••••••••••• 

e) Ciclo de Krebs: 
Desidrogenase cisaconítica 18 

•••••••••••••••••••••••••••• 

Desidrogenase isocítrica 24 
••••••••••••••••••••••••••••••• 

Desidrogenase succínica 20 
•••••••••• _ ••••••••••••••••••••• 

Desidrogenase málica 23 
•••••••••••••••••••••••••••••••••• 

f) Fosforilação Oxidativa: 
Adenosina-trifosfatase a pH 9,4 19 
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Adenosina-trifosfatase a pH 8,5 19 

Adenosina-trifosfatase a pH 7,4 19 

Adenosina-trifosfatase a pH 6,3 19 

Nicotinamida adenina dinucleotídeo tetrazolium redutase 15 .... 

ATP-A II 
ATP-A III 
ATP-A IV 

NADH2-TR 

A intensidade da reação foi avaliada do 
seguinte modo: Reação intensa ( + + + + ) , 
reação forte ( + + + ) , reação moderada 
( + + ) , reação fraca ( + ) e reação nega
tiva ( - ) . 

RESULTADOS 

A) Infecção experimental - A cepa Y 
do T. cruzi, Chagas, 1909, inoculada nos 
ratos Wistar com 20 dias de idade provocou 
infecção em todos eles com parasitemia de
tectada já ao 4.0 dia após a inoculação. Ex
ceptuando-se os 3 animais sacrificados para 
estudo, 22 inoculados faleceram entre o 7.0 

e o 22.0 dia (81,4%). O Gráfico 1 repre
senta um diagrama de dispersão para corre
lacionar o tempo de sobrevida do animal 
inoculado em função da parasitemia à época 
da primeira contagem de parasitas ( 4.0 dia). 
O coeficiente de correlação linear para esta 
dispersão é de - 0,43, mostrando que pre
visão do tempo de sobrevida em função da 
intensidade da primeira onda parasitêmica 
não pode ser feita com grande probabilidade 
de acerto. 

2 

0 ,s .. 
õ 
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Gráfico 1 - Tempo de sobrevida de ratos ino
culados com a cepa Y do Trypanosoma cruzi, em 

função da parasitemia no 4.<> dia após a 
inoculação. 

O exame histopatológico dos ratos sacrifi
cados para estudo revelou parasitismo teci
dual nos 3 animais com achados que varia
ram de um animal a outro, como está relatado 
abaixo. Vale ressaltar que em todos a rea
ção inflamatória foi insignificante ao nível 
do plexo. 

CH1 - O parasitismo tecidual foi em 
geral moderado, mas mais intenso no sistema 
nervoso central e na musculatura lisa dos 
órgãos musculares ocos. Mais intenso na
quele que nestes. Das vísceras abdominais, 
o fígado apresentou alguns ninhos de leish
mânia nas células de Kupffer. Rim e baço 
não tinham parasitas. Em todos os órgãos, 
havia raros ninhos em fase de rompimento. 

CH2 - O rato CH2 apresentou o parasi
tismo mais intenso do grupo. O tropismo 
mais acentuado da cepa foi para o tecido 
nervoso e para a musculatura lisa. Foram 
encontrados parasitas no cérebro, cerebelo e 
medula, miocárdio, musculatura lisa do tubo 
digestivo e da parede de artérias. As vísceras 
abdominais parenquimatosas não apresenta
ram paras1t1smo acentuado como aquelas. 
No fígado houve raras células de Kupffer 
parasitadas. Em todos os órgãos, grande parte 
dos ninhos estava em fase de rompimento. 
Foi este animal que apresentou maior número 
de pseudocistos rotos. 

CHs - O parasitismo mais intenso foi 
encontrado no sistema nervoso central onde 
além de ninhos de leishmânia íntegros havia 
vários rotos. Ao momento do exame o pa
rasitismo foi insignificante nas vísceras torá
cicas e abdominais. No duodeno havia raros 
ninhos de leishmânia na musculatura lisa. 

B) Histoenzimologia do Plexo de 
Auerbach 

1 - Rato Normal - O método histoquí
mico revela vias metabólicas ativas e inativas 
para a utilização da glicose e derivados nas 
células do plexo mientérico do rato Wistar 
normal. A avaliação média da atividade das 
várias enzimas nos 5 ratos normais está 
representada na Fig. 1. 
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As reações para detectar a presença de 
glicogênio (PAS; PAS + alfa; PAS + beta) 
e a atividade glicogenolítica do tecido 
(PHYLA a e t) são negativas. Observa-se 
presença de material P AS positivo na subs
tância fundamental do plexo mas não no 
citoplasma neuronal e a reação não desapa
rece pela prévia digestão pelas amilases. 
Outra via metabólica histoquimicamente ina
tiva é a gliconeogênese avaliada pela reação 
da G6P-A que também é negativa. A glicólise 
é ativa. A ALD-A é uma enzima cuja reação 
está presente mas com fraca ( + ) intensidade 
na maior parte das células. A desidrogenase 
láctica -t,em reação que varia de moderada 
( + + ) . a intensa ( + + + + ) nos neurônios 
do plexo. 

As reações correspondentes ao desvio das 
pentoses mostram que a via é bastante ativa 
no plexo mientérico. A G6P-D tem reação 
intensa ( + + + +), a 6PG-D reação forte 
( + + +) e a tetrazolium-redutase NADPH2-
TR reação intensa ( + + + + ) . A ribose-5-
fosfatase (R5P-A) tem reação fraca ( +). 
O ciclo do ácido cítrico também é ativo nas 
células dos gânglios intramurais, mas não 
tanto quanto a via das pentoses. As reações 
para as desidrogenases do ciclo variam de 
moderadas ( + + ) a fortes ( + + + ) , exce
tuando a enzima S-D cuja atividade sempre 
é fraca ( + ) . Em um rato observamos ati
vidade intensa ( + + + + ) para a enzima 
M-D. A atividade da fosforilação oxidativa 
avaliada pela atividade da;, fosfatases do 
ATP e pela redutase do NADH2-TR também 
está presente. Destas enzimas a atividade da 
redutase é intensa ( + + + + ) enquanto as 
ATP-A têm atividade moderada ( + +) ou 
fraca ( + ) . Este é em linhas gerais o perfil 
da atividade enzimática, no plexo dos ratos 
normais. 

2 - Ratos Chagásicos Nos animais 
chagásicos permanecem inativas as enzimas 
da glicogenólise e da gliconeogênese. Con
tudo, nas demais vias há variações acentua
das de um animal para outro. Os resultados 
individuais estão esquematizados na Fig. 1 
ao lado do esquema da atividade enzimática 
do animal normal. Nos 3 animais houve 
depressão da atividade enzimática do desvio 
das pentoses. O maior comprometimento 
nesta via ocorreu nas atividades das desi-
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drogenases da glicose-6-fosfato e do 6-fosfo
gluconato cujas reações passaram de intensa 
( + + + + ) a moderada ( + + ) nos três 
animais (Fig. 2). A redutase do NADPH2 
sofreu alteração semelhante, mas não cons
tante, da atividade e a reação permaneceu 
intensa ( + + + +) em CH1, forte ( + + +), 
em CH2 e moderada ( + + ) em CHs. A 
atividade da R 5P-A, também tributária desta 
via, negativou-se nos animais chagásicos, 
mas a interpretação do resultado torna-se di
fícil em virtude da fraca reação também 
observada nos ratos normais. 

A atividade da desidrogenase láctica foi 
mais deprimida em CH2 e CH3 cuja reação 
foi fraca ( + ) . No animal CH1 a reação 
foi moderada, mantendo-se nos limites infe
riores da intensidade observada nos animais 
normais. 

As modificações ocorridas no ciclo de 
Krebs e na fosforilação oxida tiva ( Figs 3 / 4) 
também variam de animal para animal. As 
atividades enzimáticas permaneceram prati
camente normais no rato CH1. Nos animais 
CH2 e CH3 houve depressão. Em CH2 foram 
afetadas todas as enzimas do ciclo do ácido 
cítrico. As reações foram positivas mas de 
fraca intensidade ( +) para CA-D, IC-D, 
S-D e M-D. A redutase de NADH2 manteve 
reação forte ( + + + ) , mas nas demais rea
ções da cadeia da fosforilação oxidativa 
houve negativação das fosfatases do APT. 
O animal CH3 foi menos afetado que CH2 
mas houve nítida redução nas intensidades 
das reações do ciclo de Krebs cujas reações 
variaram de fracas ( + ) a moderadas ( + + ) . 
A cadeia de transferência de eletrons e pro
dução de ATP manteve sua atividade neste 
animal. Nos 3 ratos chagásicos as alterações 
metabólicas não dependeram da presença de· 
processo inflamatório na vizinhança. 

COMENTARIOS 

.São pouco freqüentes as referências sobre· 
a atividade das enzimas envolvidas na pro
dução de energia pelas células dos gânglios 
intramurais do tubo digestivo. Em geral são, 
observações feitas de passagem quando do
relato de trabalhos sobre técnicas que envol
veram o tubo digestivo como órgão teste. 
HESS & col.9 referem atividade intensa para. 



MELLO de OLIVEIRA, J. A. - Observações histoenzimológicas sobre o plexo de Auerbach do 
duodeno na fase aguda da moléstia de Chagas experimental em ratos. Rev. Inst. Mecl. trop. 
São Paulo 15:261-271, 1973. 

G6P-D, NADPH2-TR, NADH2-TR que con
cordam com as nossas observações sobre o 
rato normal. Encontraram também varia
ções de atividade nas enzimas do ciclo de 
Krebs de um mesmo animal referindo reação 
mais intensa para IC-D que para M-D. 

Nossas observações concordam com as 
desses Autores quanto ao fato de que os 
neurônios pós-ganglionares do tubo digestivo 
têm atividades enzimáticas evidentes, ligadas 
ao desvio das pentoses e ao ciclo de Krehs. 
O nosso material demonstra além disso que 
o plexo não acumula glicogênio como reserva 
de energia e não ressintetiza a glicose a par
tir da glicose-6-fosfato. A glicose fosforilada 
é totalmente processada no sentido do ciclo 
das pentoses ou da glicose. Estes c;lados mos
tram que o plexo necessita ali, da oferta 
contínua de glicose em condições satisfató
rias. A demonstração de enzimas ligadas à 
glicolise, ao ciclo de Krebs e à fosforilação 
oxidativa é facilmente compreensível tendo 
em vista a energia necessária para o exercí
cio da atividade reguladora do mesmo sobre 
os efetores da parede intestinal. A atividade 
do ciclo das pentoses fica menos clara, em
bora aí como alhures, deva estar ligada prin
cipalmente à produção de NADPH2 e ao 
metabolismo dos nucleotídeos. As observa
ções aqui relatadas mostram que estas vias 
metabólicas fundamentais para a vitalidade 
celular estão sujeitas a alterações durante a 
fase aguda da moléstia de Chagas experi
mental. 

Desde as primeiras evidências anatômicas 
sobre a patogenia neuro-vegetativa das alte
rações observadas na moléstia de Chagas, 
KõBERLE 11 salientou que a destruição neu
ronal ocorre na fase aguda. O momento 
crucial da' destruição, segundo ele, dá-se du
rante a exposição das células nervosas aos 
produtos tóxicos liberados do ninho de leish
mânias após o rompimento do pseudocisto, 
aos quais denominou genericamente como 
"neurotoxina". A natureza desses produtos 
e o seu mecanismo de ação ainda permane
cem obscuros. As pesquisas relatadas procu
raram mostrar as alterações ultra-estruturais 
nos plexos intramurais 16 ou os seus efeitos ., 
durante a fase aguda da infecção para ex
plicar o mecanismo da ação nociva. Se
guindo a mesma linha de raciocínio partimos 
da hipótese que eventuais alterações neuro-

nais poderiam depender de distúrbios nos 
mecanismos enzimáticos celulares. Estes de
vem ser mais facilmente demonstráveis num 
período da infecção em que a concentração 
dos produtos parasitários se eleva no orga
nismo e mais intensamente nas vizinhanças 
dos pontos de ruptura de pseudocistos. Toda
via, não há condições para definir com pre
cisão este momento. Poder-se-ia suspeitar que 
a intensidade da parasitemia detectada nos 
primeiros dias após inoculação permita 
avaliar prospectivamente a evolução da doen
ça. Se tomamos o tempo de sobrevida como 
índice da gravidade da infecção vê-se que é 
fraca a correlação entre o parasitismo inicial 
e a sobrevida. No presente trabalho a opor
tunidade de sacrificar o animal chagásico 
foi empiricamente avaliada em função do 
quadro clínico do animal. O exame histoló
gico mostra que os animais, ainda assim, 
não estavam na mesma fase com relação à 
ruptura dos pseudocistos parasitários. Embora 
nos três houvesse ninhos em rompimento, o 
animal CH2 foi o que mostrou maior com
prometimento. Do ponto de vista histoquímico 
foi também ele o animal mais comprometido. 
Não obstante as variações de animal para 
animal, ficou patente que a constelação en
zimática celular está sujeita a profundas altec 
rações, as quais são independentes da prec 
sença de processo inflamatório vizinho. - As 
alterações mais constantes, afetando os 3 ani
mais, envolvem a desidrogenase láctica e 
as desidrogenases da glicose-6-fosfato e do 
6-fosfo-gluconato, que são enzimas localiza
das no citosol. O comprometimento das enzi~ 
mas mitocondriais do ciclo do ácido cítrico 
e da fosforilação oxidativa foi nítido em CH2 

e CH3 , mas a preservação das mesmas em 
CH1 mostra que a sua ocorrência é incons
tante. 

T AFURI 16 mostrou claramente lesões mito
condriais tanto dos neurônios como das cé
lulas satélites no plexo de Auerbach, durante 
a infecção experimental pelo tripanosoma. 
Na sua documentação observam-se mitocon
drios tumefeitos com desintegração das mem
branas e das cristas o que concorda perfeita
mente com as lesões que referimos em CH2 
( 15.º dia da infecção) e em CH3 (21.º dia 
da infecção) . Ele não refere modificações 
nos lisossomos. 
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As nossas observações mostram que as 
enzimas do citosol são as mais constante
mente expostas à ação deletéria dos produtos 
tóxicos emanados do pseudocisto roto embora 
as enzimas das organelas também possam se 
comprometer. O mecanismo da ação nociva 
permanece obscuro. A amplitude dos distúr
bios bioquímicos permite suspeitar que eles 
decorram de modificações secundárias do 
meio interno celular após lesões de mem
brana. Contudo a inibição específica de enzi
mas reguladoras não pode ser excluída e 
serão necessárias outras observações que per
mitam ratificar estes achados e explorar os 
produtos parasitários capazes de determiná-las. 

SUMMARY 

Enzyme histochemistry o/ the duodenal Auer
bach plexus, in the acute phase o/ experimen

tal Chagas Disease in rats. 

Enzyme histochemistry has been performed 
to study the Auerbach' plexus in 5 normal 
rats and 3 rats inoculated with the "Y" 
strain of Trypanosoma cruzi, during the acute 
phase of the infection. The research was 
directed to enzymatic activity related to 
glycogenolysis, glycol ysi, hexosemonophos
phate shunt, Krebs' cycle and oxidative phos
phorylation. It has been demonstrated that 
in acute phase of experimental Chagas Dis
ease there is a reduction of activity of those 
enzymes in the cytosol of the cells. of the 
Auerbach' plexus. Enzymatic actívity in the 
mitochondria can also be affected. A me
chanísm to explain this cellular damage is 
suggested. 
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