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ALTERACOGES DA MOTRICIDADE DO iLEO ISOLADO
DO CAMUNDONGO CHAGASICO
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RESUMO

Os Autores fizeram um estudo comparativo das respostas motoras de ileos
terminais, isolados, retirados de camundongos normais e chagasicos, ensaiados
simultdneamente e estimulados por uma droga de agdo colinérgica (acetilcolina)
e por outra, de acdo direta sbbre o miisculo liso (bradicinina). Posteriormente,
submeteram a exame histopatologico os segmentos ileais utilizados. Os resultados,
obtidos durante os dez primeiros meses da moléstia de Chagas experimental, foram
representados por experiéncias realizadas no 12.°, 24.°, 46.°, 138.° e 266.° dias
apés a inoculacdo dos camundongos. No 12.° ¢ no 24.° dia, situados na fase
aguda histopatolégica, encontraram depressio acentuada das respostas do ileo cha-
gasico, principalmente para a estimulagio direta da musculatura lisa. Conclui-
ram haver comprometimenio direto da musculatura lisa ileal. No. 46.° dia, fase

" subaguda, registraram aumento da excitabilidade do ileo chagasico, principalmente

pela estimulacio colinérgica. Atribuiram essa hiperexcitabilidade a hipersensibili-
dade de desnervacio, conseqilente a despopulac¢do neuronal parcial dos plexos intra-
murais. No 138.° e no 266.° dia, fase crénica, encontraram ainda hiperexcitabi-

lidade do ileo chagésico, maior que anteriormente, com predominédncia das respos-

tas & estimulagdo direta da musculatura lisa s6bre a estimulagio colinérgica. Con-
cluiram haver, além de maior despopulagfo neuronal, hipertrofia das camadas mus-
culares, com irritabilidade aumentada, provavelmente conseqiiente as lesbes iniciais.

INTRODUCAO

T CDU - 616.937.3

Diversos Autores demonsiraram a existén-
cia de lesbes histopatolégicas ' que compro-
metem os plexos nervosos de Meissner e
de Auerbach e a prépria musculatura lisa
do tubo digestivo de individuos portadores
de moléstia de Chagas * 2 3 11, 1% 13, 15, 15,
17, 18,19, 25 Por outro lado, hi referéncias
de estudos funcionais, tanto por registro da
pressdo intraluminal ® 2% 23 27,28 como  ra-
dioldgicos 7+ 8 10, 11, 14, 19, 24, 26, 27 da5  gliera-
¢bes da motricidade do tubo digestivo.

Em que pese a importdncia de se conhe-

cer a evolugdo dessas alteragbes da motrici-
dade em fungio do tempo, no decorrer das
diversas fases da molésiia de Chagas, assim
como a contribuicio, em separado, do com-
prometimenio da inervagio intrinseca e da
musculatura lisa, na génese da disfuncéo
motora do tubo digestivo, ndo ha estudos
nesse sentido. O presente trabalho desti-
na-se a analisar ambos os aspectos da fisio-
patologia da moléstia de Chagas e mostra os
resultados preliminares, considerados impor-
tantes pela sua variagdo qualitativa.
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Pretendem os Autores, em futuro proxi
mo, realizar estudo mais detalhado, sob o
crivo da andlise estatistica.

MATERIAL E METODOS

A reatividade de segmentos de ileos, reti-
rados de camundongos nas diversas fases da
infecgio chagasica, foi testada segundo os
principios da técnica de perfusdo de intes-
tino isolado, descrita por um de nés*.

Utilizamos camundongos brancos, de di-
ferentes idades e de ambos os sexos, alimen-
tados ‘“‘ad libitum” com dieta comercial.
Um Iote foi inoculado, subcutineamente no
abdéme, com 0,2 ml de sangue citratado,
contendo formas sanguicolas de Trypanoso-
ma cruzt, cepa Y, na concentracdo de 600
tripanossomos/mm?3, e outro lote serviu de
controle. Os camundongos foram sempre
utilizados aos pares, um inoculado, apanha-
do ao acaso e outro contréle, de igual sexo
e péso. Periddicamente se sacrificava um
par de camundongos, por pancada na cabe-
ca; em seguida, apés a abertura da cavida-
de abdominal, retirava-se o ileo terminal de
cada membro do par. Depois de lavados
em solugfio de Ringer-Tyrode a 37,0°C, os
ileos eram cortados em segmentos iguais,
em fase de relaxamento, 9 ¢m a partir da
valvula ileo-cecal. Ao todo analisamos a
‘reatividade ileal de 30 pares de camundon-
gos, assim distribuidos: 15 pares do 1.° ao
30.c dia da moléstia, 8 pares do 31.° ao
90.° dia e 7 pares do 91.° ao 301.° dia.

O registro das contracbes de ambos os
ileos era feito simultdneamente, permitindo
a comparagao da reatividade do patoldgico
com a do normal em condigGes rigorosamen-
te iguais. Para isso utilizamos um apare-
lho de banho, com temperatura regulada a
37,0°C por um terméstato. Cada segmento
de ileo era fixado por sua extremidade dis-
tal a uma haste de vidro e, por sua extre-
midade proximal, a um fio de linha ligado
a uma alavanca inscritora frontal. - O con-
junto era mergulhado em cérca de 80 ml de
solugdo de Ringer-Tyrode a 37,0°C, contida
em um calice cilindrico. Sua oxigenacio
era garantida por borbulhamento de ar par-
tindo da extremidade das duas hastes no
fundo do célice. As duas alavancas frontais
eram préviamente calibradas, ambas com

multiplicagio de 1 X 2,5 e de igual péso,
alinhadas verticalmente. As contragbes eram
inscritas quimograficamente.

As preparagbes de ileo eram, entdo, sub-
metidas & acfo de uma droga colinérgica,
o cloreto de acetilcolina (Acetyl-Choline Ro-
che), e de outra de aco direta sébre o
misculo liso, a bradicinina sintética (Bra-
dykinin Sandoz). Cada droga era gotejada,
em dose determinada, no célice que conti-
nha a preparagio, agindo, pois, simultinea-
mente sbbre ambos os segmentos. A esti-
mulagdo farmacolégica era feita a interva-
los de 6 minulos, entre os quais a' solugfo
de Ringer-Tyrode era reénovada. Procura-
mos, assim, proporcionar condigbes iguais
para ambos os segmentos ileais.

Os efeitos das drogas eram avaliados pela
média aritmética das contragbes provocadas,
em cada ileo, por doses idénticas. A reati-
vidade - do ileo chagasico podia, portanto,
ser determinada em relacdo- & do normal
para cada droga e concentragio (amplitude
média do fleo chagéasico/amplitude média
do ileo contréle).

Apbs o estudo de sua reatividade os seg-
mentos ileais eram mergulhados em solu-
¢do de formol a 10% para fixagio e ulte-
rior exame histopatologico. Diversos traba-
lhos % 1% 16,17, 20, 21, 25 tratam da histopato-
logia da moléstia de Chagas experimental
em camundongos. Aplicamos a técnica usa-
da por OKUMURA ¢ para o exame dos ileos
tratados farmacologicamente; depois da fi-
xagho, os ileos eram enrolados em espiral, e
cortados longitudinalmente em lidminas de
5 p de espessura, de modo a atingir téda
a extensdo do segmento ileal. Em seguida,
os cortes eram corados com hematoxilina-
eosina e toluidina. Contavam-se, entfo, to-
dos os neurbnios identificiveis na margem
mesentérica, desde a extremidade proximal
até as vizinhangas da valvula ileocecal. Ao
mesmo tempo, verificavam-se as demais le-
sbes histopatolégicas.

RESULTADOS

Baseados nas alteragGes fisio e histopato-
légicas encontradas neste trabalho, tomamos
como representativas, as experiéncias reali:
zadas no 12.°, 24.°, 46.°, 138.° e 266.° dias

apds a inoculagdo.
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1) 120 dia

No Grafico da Fig. 1 observamos depres-
sdo intensa das respostas moloras do ileo
chagésico, em relagdo ao ileo contréle. tanto
para a estimulagio colinérgica, pela acelil-
colina, como para a estimulagio direta da
musculatura lisa, pela bradicinina. Tal de-
pressdo persiste mesmo para doses maximas

de acetilcolina e de bradicinina e é mais
acentuada para esta. Estabelecida a relacdo

: V. .
CHAGASICO
Fig. 1 — Contracfes de ileos terminais isolados.
" pos-inoculacdo. A = acetilcolina, B =

CHAGASICO

Fig. 2 ~— Camundongos machos, de 16
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Camundongos
bradicinina.

isolado do camundongo

de amplitudes médias entre o ileo chagasi-
co ¢ o ileo conlrdle, obtivemos os seguinles
indices: 0,23 para a bradicinina e 0,18 para
a acelilcolina.

Ao exame histopatoldgico. o segmento
ileal chagésico mostrou: 1) nos plexos ner-
vosos intramurais,  discrelo  parasitismo e
reacdo inflamatoria; 2} nas fibras e inlers-
licios musculares, inlenso parasilismo. rea-
edema acen-

cao inflamatéria ¢ edema; 3)
tuado da mucosa ¢ submucosa.

machos de 24 g de péso. 129 dia
Quantidades em unidades gama.

g de péso. 240 dia pos-inoculaclo.
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Contagem ‘de neurdnios: 1.220 para o ileo
contréle e 1.005 para o ileo chagasico.

2) 24.° dia

No Grafico da Fig. 2 observamos, tam-

bém, depressdo da reatividade do ileo cha- -

gasico, tanto para a acetilcolina como para
a bradicinina, menos intensa do que a do
12.c dia. Encontramos aqui os seguintes
indices: 0,51 para a bradicinina e 0,87 para
a acetilcolina.

Histopatologia: 1) presenga de leishma-
nias apenas na camada muscular; 2) reagéo
inflamatéria dos plexos - nervosos; 3) mio-
site aguda moderada; 4) edema discreto
da camada muscular, mucosa e submucosa.

Contagem dé neurdnios: 1.287 para o iléo
contréle e 1.109 para o ileo chagésico.

3) 460 dia

No Grafico da Fig. 3 observamos que as
amplitudes das contragdes dos ileos chagé-
sicos sdo maiores que as -do ileo contréle.
Esta maior reatividade do ileo chagésico é
mais inténsa para a estimulagio colinérgica
do que para a estimulagio direta do mus-

culo liso. Os indices encontrados sao: 1,05
‘para a bradicinina e 1,40 para a acetilcolina.
Histopatologia: 1) auséncia de leishma-
nias; 2) aumento de infiliradoe inflamatério
linfo-histiocitario nos plexos, proliferacio de
fibroblastos e tendéncia & formagdo de gra-
nulomas; 3) neurdnios lesados; 4) mio-
site com tendéncia a' regressdo; 5) desapa-
recimento do edema; 6) inicio de fibrose
em certas dreas da musculatura; 7) presen-
ca de infilirado inflamatério justa-vascular.
Contagem de neurdnios: 764 para o ileo
contrle e 765 para o ileo chagasico.

4) 138 dia

Na Fig. 4 verificamos também que as
amplitudes das contragbes do ileo chagasico
sdo maiores que as do ileo contrdle. ~Por
outro lado, notamos que as respostas para a
estimulacio direta da musculatura sio maio-
res do que para a estimulagio colinérgica.
Os indices sdo: 2,25 para a acetilcolina e
2,75 para a bradicinina.

Histopatologia: 1) auséncia de infiltrado
inflamatério nos plexos nervosos e na mus-
culatura; 2) aumento do ntmero de neu-
ronios lesados; 3) discreta hipertrofia da

CONTROLE

Fig. 3 — Camundongos fémeas, de .22 g de péso. 46.9 dié ﬁgs-inoculacio.
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ig. 4 — Camundongos fémeas, de 28 g de péso. 138.0 dia pds-inoculacio.

CONTROLE

— Camundongos machos, de 32 g de péso. 285.9 dia pés-inoculacdo. Megaileo
no camundongo chagasico.
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musculatura, principalmente a custa da ca-
mada circular.

Contagem de neurdnios: 922 para o ileo
controle e 737 para o ileo chagasico.

5) 2660 dia

Notamos no Grafico da Fig. 5 que as
amplitudes de contragio do ileo chagésico
sio também, maiores que as do ileo con-
tréle. A estimulagfo pela bradicinina man-
tém ainda a sua predominédncia sbbre a da
acetilcolina. Indices: 2,41 para a acetilco-
lina e 3,00 para a bradicinina.

Anatomo-patologia: megaileo e megacolo
visiveis no camundongo chagésico. Histopa-
tologia: 1) diminuicdo acentuada dos neu-
rénios; 2) miosite  crénica; 3) hipertrofia
muscular acentuada, predominando a cama-
‘da circular.

Contagem de neurdnios: 1.096 para o ileo
‘contrdle e 799 para o ileo chagasico.

DISCUSSAO

Segundo OxumMura & col. % 5 1% 20,21 g
parasitemia surge depois do 5.° dia de ino-
culaciio e val progressivamente aumentan-
do, atingindo o maximo ao redor do 30.°
dia, a partir do qual comega a regredir,
para tornar-se minima no final do 2.° més,
desaparecendo completamente da circulagdo
(pela contagem do sangue periférico), no
87.c dia. Nos primeiros 30 dias, periodo
inicial, agudo, que podemos chamar de
“agressdo”, verificamos o seguinte: a mus-
culatura lisa e o plexo nervoso sio sede de
instalagio e reproducio dos tripanossomos,
que sob a forma de leishmanias, isoladas ou
em ninho, parasitam as fibras musculares
e os elementos ganglionares. Posteriormen-
te, os ninhos se rompem, verificando-se a
presenca de elementos mononucleares linfo-
- histiocitarios que procuram destruir os para-
sitas. Ainda nesta fase, ao lado do intenso
processo celular reaciondrio, verifica-se ede-
ma intersticial, dissociando as fibras mus-
culares e os elementos constituintes dos gan-
glios nervosos. ’

A partir do 30.° dia, verifica-se a pre-
dominancia do elemento reacional sébre o
agressor, caracterizada pela diminuicdo do
edema e paralelamente, aumento da reacdo
linfo-histiocitaria, proliferacio de fibroblastos

que procuram circunscrever a area lesada e
formac@o de granuloma linfo-, histio-, ou gi-
gantocitario. Neste periodo, verifica-se in-
tensificagio da periarterite. A partir do
60.° dia, quando a parasitemia regride, ha
reacio orgénica, com escasso parasitismo,
predominédncia de elementos figurados do
sangue e reagfo tecidual. Comegam a sur-
gir reagbes vasculares, caracterizadas pela
presenca de arterites, tromboses e processos
de hipersensibilidade, como arterites necro-
santes . E uma fase que do ponio de
vista histopatolégico, pode ser classificada
como subaguda ou como “reagio organica”.

Depois do 90.° dia, passada a fase sub-
aguda histopatolégica, entramos na fase cré-
nica, caracterizada pela reabsorcio do ede-
ma, desaparecimento quase completo do pro-
cesso inflamatério agudo e presenca de rea-
¢éo inflamatéria crénica; completada a lesio
nervosa, comeca a surgir a hipertrofria da
musculatura lisa, predominantemente da ca-
mada circular.” Seria o periodo de “segiie-
la” do processo parasitario. Com a evolu-
¢io do processo, verifica-se a hipertrofia da
parede intestinal, acompanhada de aumento
da luz da viscera e despopulagio neuronal,
caracterizando-se o “mega”. FEsta evolugio
histopatolégica revela sensiveis correlagdes
com as variacgbes da reatividade intestinal,
registradas no presente trabalho. No 12.°
dia, verificamos intensa depressdo da motri-
cidade do ileo chagésico, mesmo para doses
méximas de acetilcolina e de bradicinina.
Além disso, nota-se que a depressio é maior
para a estimulagio direta da musculatura
lisa, pela bradicinina. Isto nos leva a pen-
sar que a depressio do ileo chagésico ocorre
principalmeénte a custa da musculatura lisa.
De f{fato, os achados histopatolégicos mos-
tram, além de pequena agressdo plexular
nervosa, intensa agressdo muscular, com ede-
ma e dissociacdo das fibras musculares. No
24.° dia, observamos também depressdo da
reatividade do ileo chagéasico, porém menos
acentuada que a do 12.° dia. Ainda aqui,
a 'depressdo é maior para a bradicinina do
que para ‘a. acetilcolina. O resultado do
exame histopatolégico coincide com o acha--
do grafico, revelando diminuicio da inten-
sidade de agressdo. & musculatura. No 46.°
dia, verificamos uma inversdo das respostas
do ileo chagasico, passando da depressdo
inicial para uma hiperexcitabilidade.  As-
respostas motoras so maiores que as do
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ileo contrdle, tanto para a acetilcolina como
para a bradicinina. Verifica-se, ainda, pre-
dominio da excitabilidade para a acetilcoli-
na. No exame histopatolégico verificamos
que a miosite estd em regressdo, havendo,
por outro lado, despopulagido neuronal dos
plexos nervosos. Baseados nisto, interpreta-
mos a maior excitabilidade do fleo chagé-
sico para a acetilcolina como decorrente das
lesGes nervosas, o que € explicado pela “lei
da desnervagdo”, estabelecida por CAnNON ¢,
nos seguintes térmos: “Quando, em uma
série de neurdnios eferentes, uma unidade
é destruida, desenvolve-se uma irritabilida-
de aumentada para os agentes quimicos, na
estrutura ou estruturas isoladas, sendo o
efeito ‘maximo na parte diretamente des-
nervada”. No 138.° dia, encontramos hi-
perexcitabilidade do ileo chagasico mais in-
tensa que anteriormente, mas com inversdo
das excitabilidades, isto é, as respostas para
a bradicinina tornam-se maiores que para
a acetilcolina. Histopatologicamente, verifi-
ca-se o inicio do processo inflamatério cré-
nico, ainda com despopulagdo neuronal em
andamento e hipertrofia da camada mus-
cular. O fato de a musculatura responder
mais ao estimulo direto do que ao estimulo
colinérgico nos leva a pensar que, além da
hipertrofia, que representa uma massa mus-

.
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cular efetora aumentada, hi também hiper-
excitabilidade das préprias fibras muscula-
res, o que pode ser explicado pelas altera-
¢oes por elas sofridas, no periodo agudo da
doenca. No 266.° dia, as respontas do ileo
chagésico foram semelhantes as do 138.° dia.
Observaram-se apenas amplitudes relativa-
mente maiores, acompanhadas de hipertro-
fia muscular mais acentuada (megaileo).
De acérdo com os resultados desta expe-
riéncia, podemos construir uma representa-
cdo grafica .que nos di uma idéia de con-
junto, resumindo a reatividade do ileo cha-
gésico & acetilcolina e & bradicinina, em
fungio do tempo apds a inoculagdo dos ani-
mais (Fig. 6). :
Acompanhando-se o tragado grafico obser-
va-se que a depressio da reatividade do ileo
chagésico permanece aproximadamente até
o 30.° dia, o que coincide com a fase aguda
histopatolégica, também chamada de “agres-
$80”, em que se verifica intenso comprome-
timento da musculatura lisa. A partir do
30.° dia, observamos hiperexcitabilidade do
ileo” chagasico, predominando a excitabili-
dade por estimulagio colinérgica até apro-
ximadamente o 90.° dia. Histopatoldgica-
mente hd coincidéncia com a fase subaguda
da deenca, chamada também de “reagéo”.
Em seguida, a partir do 90.° dia aproxima-

RELAGAO DE AMPLITUDES MEDIAS

. %7 60 ES 120 150 T80 210 240 270 500 BIAS PO5.
08 g INOCULAGAO
.
0. a
2 ACETIL-COLINA -
04 v
e BRADICININA
.2
Fig. 6 — Representacdo grafica construida com os indices das relacbes de amplitudes médias, entre

os -leos chagdsicos e os ileos controéles,
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damente, verificamos ainda maior excitabi-
lidade do ileo chagésico, mas com predomi-
nincia da excitabilidade muscular direta s6-
bre a causada pela-estimulagdo colinérgica.
Isto coincide com a fase cronica da doenca,
também chamada de “seqiiela”.

Dos fatos acima considerados, pode-se con-
cluir, por ora, que: 1) na fase aguda his-
topatolégica da moléstia, que vai aproxima-
damente até o 30.° dia, verifica-se depres-
sdo intensa da reatividade do ileo chagasi-
co, devida provavelmente a um comprometi-
mento direto da musculatura lisa (miosite
aguda); 2) entre o 30.° ¢ o 90.° dia da
moléstia (fase subaguda histopatolégica), re-
gistra-se hiperexcitabilidade do ileo chaga-
sico, predominantemente & estimulagdo coli-
nérgica, causada por lesGes neuronais par-
ciais dos plexos intramurais (lei da desnet-
vagio de CaNNON); 3) a partir do 90.°
dia (fase cronica), verifica-se ainda hiper-
excitabilidade do ileo chagasico, predomi-
nartementé a custa da musculatura lisa, mos-
trando que além da hipertrofia, deve existir
uma hiperexcitabilidade prépria das fibras
musculares, talvez conseqiiente a lesGes so-
fridas na fase aguda. ,

SUMMARY

Motricity alterations-of the isolated ileum
of chagasic mice

A comparative study of the motor res-
ponses of segments of terminal ileum obtai-
ned from normal mice and {rom animals
with experimentally induced Chagas’ disease
was performed. Intestinal segments from
these groups were analysed through paired
assays in vitro, as to their responses toward
cholinergic action (acetylcholine) and with
respect to their responses toward bradykinin,
which acts directly on the smooth muscle
fiber. These segments were subsequently
submitted to histopathological examination.
Results eoncern the assayed responses within
the first ten months of the disease, i.e., on
the 12th, 24th, 46th, 138th and 266th
day after inoculation. On the 12th and
24th day, corresponding to ‘a histopatholo-
gical picture of acute involvement, a marked
depression of the motor responses was found,
especially toward direct stimulation of the
muscle fiber. . This might be due to direct

involvement of the' ileal muscle fiber. On
the 46th day, corresponding to a subacute
picture, there occurred an increase of the
excitability of the chagasic ileum, especially
toward cholinergic stimulation. This hiperex-
citability was attributed to the denervation
of muscle fibers due to an observed re-
duction in the neuronal population of the
intramural nervous plexuses. On the 138th
and 266th days, corresponding to the chro-
nic phase of the disease, hiperexcitability
was still found, but to a greater degree
than in the previous phase. The responses
toward direct stimulation were greater than
those toward cholinergic agents. The Au-
thors conclude that in the latter circumstan-
ces, besides a greater reduction in neuronal
population, a hypertrophy of the muscular
layers with increased irritability of the fi-
bers might be the cause of these-changes.
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