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SUSCEPTIBILIDADE DA MUCOSA GASTRICA A ACAO LESIVA DE UM SAL
BILIAR EM RATOS CHAGASICOS CRONICOS

Luiz Ernesto de Almeida Troncon', Osman Caiixto Silva2, Sergio Zucoloto3,

Francisco Ferriolli Filho? e Ulysses Garzella Meneghaelli?

Ratos inoculados previamente com a cepa Y do Trypanosoma cruzi(n = 15) e
ratos-controles de mesma idade e sexo (n = 15) foram submetidos a estudo que consistiu
no exame da mucosa gdstrica apos a exposi¢do in vivo da mesma a solucdo acidificada
de um sal biliar, o taurocolato de sédio (TC). Em 10 animais de cada grupo procedeu-se
também & contagem dos neuronios do plexo mientérico do estbmago e ao exame histo-
patolégico dos corpos neuronais, feito em microscopia optica convencional. Escores in-
dicativos da gravidade das lesdes produzidas pelo TC foram significativamente maiores
(P <0,002) nos ratos chagdsicos que nos controles. A drea erosada da mucosa géstrica,
em % da drea total da regido glandular do estomago, foi significativamente maior
(P <0,02) nos animais chagdsicos (25,2 + 18,0) que nos controles (11,0 * 17,4).
quanto ao nimero de neurdnios intramurais do estbmago, néo foi observada diferenca
significante (P > 0,10) entre os ratos chagdsicos (1683,6 + 449,7 n=10) e os controles
(1732,8 + 401,1 n = 10). Ndo houve diferenca qualitativa ao exame histopatolégico
dos corpos neuronais. Estes resultados indicam que, na doenga de Chagas experimental
crénica, a mucosa gdstrica é mais sensivel a a¢éo lesiva do TC, o que sugere redugdo da
citoprotecao natural do estbmago. Esta anormalidade ndo deve decorrer de alteragbes
da inervacdo intrinseca que impliquem redugdo do nimero de neurénios intramurais
do estomago, mas pode ser o resultado de alteracées qualitativas ndo detectdveis a

microscopia éptica.

Palavras chaves: Doenga de Chagas. Gastropatia chagasica. Mucosa gastrica.

Ulcera gastrica. Sais biliares.

A forma cronica da doenca de Chagas, que tem
a miocardiopatia, o megaesofago ¢ o megacolon como
manifestacées clinicas mais freqiientes, constitui o
resultado tardio da infecgao pelo protozoario T, cruzi.
O substrato histopatolégico da doenca reflete a des-
truigdo de neurdnios do sistema nervoso autbonomo
que, ao longo do tubo digestivo expressa-se porintensa
reducdo do numero das células ganglionares dos
plexos nervosos intramuraisl?.

O comprometimento do estdmago na doenga de
Chagas ¢é reconhecido a partir das demonstragdes da
existéncia de destrui¢do de neurdnios intramurais do
orgao, feitas tanto no homem? ! como em animais de
experimentacéio! 20, Ainda que apenas excepcional-
mente resulte em manifestagdes clinicas proprias?’, a
lesdo dos plexos intramurais do estdmago traz como
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conseqiiéncia alteragdes expressivas da motilidade!8
2122 34 ¢ da secregdo ghstrica 22 23 3233 34,

Outro aspecto do comprometimento do estdma-
go na doenga de Chagas refere-se & maior prevaléncia,
sugerida em chagasicos cronicos, de lesdes da mucosa
gastrica, como tulcera péptica® e a gastrite superfi-
cial?6 34, A origem destas lesdes tem sido atribuida a
conseqiiéncias de possivel disfungdo motora antro-
piloro-duodenal, como a estase gastrica® e o refluxo
biliar duodeno-gastrico?S.

O objetivo do presente trabalho foi testar ex-
perimentalmente a hipotese de que na doenca de Cha-
gas ocorra maior susceptibilidade da mucosa gastricaa
agdo lesiva do taurocolato de sodio, um sal biliar, que
tem sido responsabilizado como causador de ulcera
gastrica?’ e de lesbes superficiais do estdmago??.

MATERIAL E METODOS
A) Animais

Foram estudados 30 ratos albinos, da linhagem
Wistar, com idade variando de 13 a 19 meses, prove-
nientes do Biotério Geral da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto. Estes animais foram distribuidos
em 2 grupos:

a) Grupo de chagasicos cronicos: composto por 15 ra-
tos com peso variando de 230 g a 450 g (mediana:

199



Tronco LEA, Silva OC, Zucoloto S, Ferrioli Fo F, Meneghelli UG. Susceptibilidade de mucosa gdstrica a agdo lesiva de um sal
biliar em ratos chagdsicos cronicos. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 20: 199-204, Out-Dez, 1987

300 g) que foram estudados de 12 a 18 meses apds a
infecgdo experimental pelo 7. cruzi. Esta foi efe-
tuada logo apos o desmame dos animais, tendo os
mesmos 25 a 30 dias de idade, por inoculag¢io de
sangue de ratos doadores em fase aguda dainfeccio
pelacepa Y do T, cruzi. Cada animal recebeu por via
intraperitoneal cerca de 0,2 ml (cerca de 1000 tri-
pomastigotas/g) de sangue obtido do doador por
pung¢io cardiaca. Todos os animais desenvolveram
a fase aguda da doenca, com parasitemia compro-
vada.

b) Grupo controle: composto por 15 ratos comidade e
distribui¢do por sexo semelhantes a do grupo de
animais chagasicos e com peso variandode 230 ga
300 g (mediana: 248 g). Estes animais foram man-
tidos desde os 30 dias de idade nas mesmas condi-
¢des ambientais que as empregadas para os ratos do
grupo de chagdsicos.

B) Procedimento

A mucosa gastrica dos animais de ambos os gru-
pos foi exposta, em condigOes experimentais padroni-
zadas, a uma solugdo acidificada de taurocolato de
s0dio. Nas 24 horas precedentes ao teste, foram os
animais mantidos em jejum, em gaiolas individuais de
fundo telado, para evitar a ingestio de pélos e de fe-
zes. Durante este periodo, os animais ingeriram “*ad
libitum” somente solug¢do de sacarose a 10%.

A técnica de estudo empregada baseou-se no
conjunto de procedimentos descrito por Shay e cola-
boradores para produgdo experimental de tlceras?? e
para estudo da secregdio géstrica30. Imediatamente
antes do teste os animais eram pesados e, a seguir,
anestesiados por administragdo intraperitoneal de
solucao a 25% de uretana, na dose de 0,5 ml/100 g de
peso corporal. Em seguida, os ratos eram fixados em
suporte apropriado. Estando os animais completa-
mente . anestesiados, procedia-se 4 abertura da cavi-
dade ‘abdominal por incisdo mediana, seguida de ex-
posi¢ao completa do estdmago, ligadura total do piloro
com fio de algodéo e reparo do estfago e dos nervos
vagos anterior e posterior com outro fio de algodio.
Neste momento, era introduzida sonda de polietileno
de calibre adequado, pela boca do animal até o estd-
mago. Por esta sonda era injetada solugéo 2,5 mM de
taurocolato de sddic em 4cido cloridrico 0,1 N, na
dose de 2,0 ml/100 g de peso corporal. Imediatamente
apos o término da instilagdo era efetuada a ligadura
total do esdfago, logo acima i transi¢io esofago-gas-
trica, realizada com o fio de algodio que separava os
nervos vagos do corpo do esofago, com o cuidado de
nio inclui-los na ligadura. Exatamente 1 hora apés o
término da instilagao da solugdo do sal biliar, o esto-
mago era ressecado e aberto completamente ao longo
da grande curvatura com tesoura de ponta fina e, a
seguir, estirado por meio de fixagao de suas margens
com alfinetes, o suficiente para que as pregas da muco-
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sa fossem desfeitas. Assim preparado foi colocado em
cuba contendo formalina a 10%, com a mucosa
voltada para a superficie liquida por periodo de pelo
menos 24 horas.

C) Avaliacao da lesio da mucosa gastrica

Estando o estdbmago fixado, colocava-se sobre o
mesmo uma placa de vidro recoberta por papel fino, o
que permitia que se delineasse, por transparéncia, os
limites externos da area glandular, bem como os con-
tornos das erosdes produzidas.

Os desenhos obtidos eram entdo examinados
por um observador que, desconhecendo a que grupo
pertencia cada animal, avaliava a gravidade das le-
soes. Para tanto foram empregados dois critérios. O
primeiro deles baseou-se em um sistema de escores’
segundo o qual cada lesdo menor que 1 mm recebia o
escore 1, entre 1 e 2 mm de didametro recebia o esco-
re 2, entre 2 ¢ 3 mm o escore 3 e acima de 3 mm o es-
core 4. Para cada animal era entio calculado um esco-
re total, pela soma dos escores referentes a cada lesdo.

O segundo critério foi a medida da 4rea lesada,
expressa em porcentagem da area total da regifio glan-
dular do estomago. As referidas areas foram estima-
das por superposi¢do dos desenhos obtidos em papel
fino, acima mencionados, em papel milimetrado.

D) Contagem dos neurdnios intramurais do estomago

Os neurénios do plexo de Auerbach foram
estimados em 10 animais de cada grupo. Para tanto foi
ressecada uma faixa do estdbmago de cercade 1 cmde
largura em toda extensdo da viscera, na regido glandu-
{ar junto & transi¢fo com o ramen. Estas faixas foram
incluidas em parafina, para cortes seriados de Sum, ten-
do sido montado em lamina um em cada cinco cortes.
Assim, um total de 40 cortes seriados equivale em ter-
mos nas laminas a 1 mm de espessura de cada animal!.
Estes cortes foram corados pela hematoxilina-eosina.
O escalonamento dos cortes evita a contagem dupla,
visto que o didmetro médio do neurdnio mientérico em
ratos é de 25um?. Apos a contagem dos neurdnios, efe-
tuou-se exame histopatologico sumario dos ganglios
dos plexos nervosos intramurais

E) Andlise estatistica

A comparagio dos resultados obtidos no grupo
de ratos chagéasicos com os dos controles foi analisada
por meio do test “U” de Mann-Whitney3!, Foram
consideradas significantes as diferencas em que os
valores de p foram inferiores a 0,05.

RESULTADOS

Em todos os animais estudados, de ambos os
grupos, foram observados edema e hiperemia da mu-
cosa gastrica, coexistindo com numero variavel de
petéquias e de erosdes em areas circunscritas, de ta-
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manho varidvel. Todas as lesGes restringiam-se 4 re-
gido glandular do estdmago, sendo poupado o raimen
(Fig. 1).

O exame macroscopico da mucosa gastrica
ap6s a exposi¢do ao sal biliar revelou lesées mais
acentuadas e mais extensas nos animais chagasicos
que nos controles, conforme exemplifica a Figura 1.

Os escores indicativos da gravidade das ero-
sdes foram significativamente maiores (p < 0,002) no
grupo de ratos chagasicos que no controle. (Fig. 2).

Os valores referentes & area total das erosdes da
mucosa gastrica foram significativamente maiores
(p <0,02) no grupo de animais chagisicos que entre
os controles. (Fig. 3).

Assim sendo, a gravidade das lesdes produzidas
pelo sal biliar na mucosa gastrica dos animais com a
doenga de Chagas experimental, avaliada pelos 2 cri-
térios, fol maior que no grupo-controle.

Quanto ao namero de neurdnios intramurais do
estdmago, (Fig. 4), ndo houve diferenga estatistica-
mente significante (p > 0,10) entre os dois grupos de
animais. Ni4o se verificaram, também, diferengas entre
chagasicos e controles quanto ao aspecto microsco-
pico dos corpos celulares neuronais dos ginglios in-
tramurais.

DISCUSSAO

No presente estudo, demonstrou-se que ratos
com doenc¢a de Chagas experimental cronica apresen-
tam lesdo mais grave da mucosa géstrica quando sub-
metidos, em condi¢Bes padronizadas, a agio lesiva de
um sal biliar, o taurocolato de sodio.

Moédenal9, estudando a incidéncia de erosdes
agudas da mucosa gastrica conseqiientes a ligadura
total do piloro seguida de indugdo de hipoglicemia
insulinica em ratos chagésicos cronicos e controles
verificou que mais de 95% dos primeiros desenvol-
viam lesdes, o que ocorreu em menos de 15% dos ulti-
mos, Em ambos os grupos, as erosdes restringiram-se
a regido glandular do estdomago, como foi verificado
neste trabalho. Estes resultados, tomados em conjunto
com os do presente estudo, indicam que a mucosa
secretora do estomago de animais chagasicos é mais
susceptivel a lesdo.

A protecdo da mucosa do estdbmago, contra au-
todigestao cloridro-péptica e a agéo de agentes lesivos,
depende da integridade de varios fatores que, em con-
junto, compde a chamada “barreira da mucosa gas-
trica”12 14, Integram esta barreira, entre outros ele-
mentos, a estrutura lipoprotéica da membrana celular
das células do epitélio gastrico, a camada fixa de muco
que recobre este epitélio e a secregdo alcalina de muco
e de bicarbonato das células nio parietais da mucosa
do estomago!4 15, O alcool, antiinflamatérios néo es-
terdides como a aspirina e a indometacina e os sais
biliares sdo agentes capazes de provocar a ruptura da

Fig. 1- Lesbdes da mucosa gastrica produzidas pela exposi-
¢80 da mesma ““in vivo” a solugdo acidificada do sal
biliar em animal chagasico (Esquerda) e controle
(Direita). As lesdes, petéquias e erosdes circuns-
critas, restringem-se 4 regido glandular do estdmago,
sendo mais acentuadas no animal chagasico.
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Fig. 2 - Distribui¢do dos escores individuais indicativos da
gravidade das lesdes da mucosa géstrica provocadas
pela exposi¢do ao taurocolato de so6dio em ratos-
controle e chagdsicos crénicos.
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Fig. 3 - Distribuigdo dos valores referentes 4 drea erosada da
mucosa gastrica em ratos-controle e chagésicos
cronicos, As barras horizontais indicam a mediana
dos valores apresentados.

mencionada barreira, permitindo a retrodifusio de 4ci-
do e a conseqiiente lesdo da mucosa gastrical? 14 15,
A administracdo prévia de prostaglandinas previne
contra o desenvolvimento destas lesdes?® efeito este
denominado de citoprotegdo da mucosa géstrica 10 14
16_ O mecanismo responsavel por esta agdo citoprote-
tora ndo é perfeitamente conhecido, mas tem sido atri-
buido a algumas agoes demonstradas das prostaglan-
dinas como a redugéo da secregio gastrica de acidoe a
estimulagdo da secregdo alcalina de muco e de bicar-
bonato 13 14 16_

Algumas evidéncias de ordem experimental
sugerem a importancia de influéncias neurais na cito-
prote¢do da mucosa gastrica. Assim é que a estimu-
lagdo vagal direta e a administragdo de drogas coli-
nérgicas aumentam o conteudo tissular de prostaglan-
dinas na mucosa gastrica3 16, bem como incrementam
a secregao de muco e de bicarbonato pelo estdbmago!3.
Assim sendo, ¢ de se supor que o bloqueio neural possa
resultar em redugéo da eficiéncia da citoprotegdo. Em
animais vagotomizados, entretanto, ocorre menor
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Fig. 4~ Resultado da contagem dos neurdnios do plexo
mientérico do estdbmago de ratos-controle e chagé-
sicos cronicos. As barras horizontais indicam a me-
diana dos valores apresentados.

agressdo 4 mucosa gastrica quando exposta a agentes
lesivos’ 6, Nestas condigdes, é possivel que o efeito da
vagotomia em reduzir a secreg¢do gastrica de acido, o
que tem agdo citoprotetora especifica’, sobreponha-se
a0 efeito da desnervagio sobre os diferentes compo-
nentes da barreira da mucosa gastrica. Por outro lado,
em ratos com doeng¢a de Chagas néo tem sido possivel
demonstrar redugio da secregio gastrica de dcido819,
diferentemente do que tem sido repetidamente de-
monstrado no homem?2 23323334 Face ao exposto, é
nossa interpretacdo que em ratos chagasicos cronicos,
mantidos os niveis de secregdo gastrica de acido, o
efeito de desnervacio sobre os diferentes componen-
tes da barreira resulta em diminui¢do da resisténcia da
mucosa gastrica 4 agdo de agentes lesivos.
Surpreendentemente, no presente trabalho, ndo
foi possivel demonstrar no grupo de ratos chagasicos
cronicos a esperada redugao do mimero de neurdnios
intramurais do estdmago, diferentemente do observa-
do por outros autores que empregaram a cepa Y do
T. cruzi na produgao da doenga de Chagas experimen-
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tal e 0 mesmo método da contagem de neurdnios! 8,
Também nio se verificaram alteragdes degenerativas
das células dos ganglios dos plexos nervosos intramu-
rais. E possivel, portanto, que, nos animais integrantes
do grupo de ratos chagasicos crénicos do presente
estudo, tenha ocorrido algum grau de lesdo da iner-
vagdo intrinseca do estdmago mas nio suficientemente
intensa para resultar alteragdes qualitativas & micros-
copia optica convencional ou em redugdo do nimero
de células ganglionares dos plexos intramurais. Ndo é
possivel descartar, contudo, a possibilidade de que
outros fatores de natureza desconhecida, ndo relacio-
nados com a inervagdo intrinseca do estdmago, masde
algum modo dependentes da inoculagdo prévia com
formas sangiiicolas do T cruzi sejam os responsaveis
pela reducdo da resisténcia da mucosa gastrica a acao
lesiva do taurocolato de sédio.

Em conclusio, os resultados do presente traba-
tho indicam que a mucosa gastrica de ratos com
doenca de Chagas experimental cronica é mais suscep-
tivel 4 agéo lesiva de um sal biliar, o que sugere redu-
¢do da citoprotegdo natural do estdbmago. O esclare-
cimento dos mecanismos responsaveis pelo menciona-
do aumento da susceptibilidade 4 lesdo, bem como o
papel da inervagdo intrinseca do estdmago na cito-
protegdo da mucosa gastrica na doenga de Chagas
merecem outros estudos mais aprofundados.

Independentemente da natureza dos mecanis-
mos responsaveis pelo aumento da susceptibilidade da
mucosa gastrica a leséio, a presente demonstragéo da
ocorréncia desta anormalidade em ratos chagasicos
crénicos permite inclui-la entre as possiveis causas da
maior prevaléncia de lesées da mucosa gastrica, como
a ulcera péptica® e as gastrites superficiais 26 34, que
tdm sido sugeridas em pacientes chagdsicos.

SUMMARY

Rats inoculated with the Y strain of Trypano-
soma cruzi and control rats of the same age and sex
were submitted to examination of the gastric mucosa
exposed in vivo to an acidified solution of a bile salt,
sodium taurocholate (TC). Neuronal counts in the
myenteric plexus of the stomach were also performed
Jor several animals in both groups. The scores indi-
cating the severity of the lesions produced by TC were
significantly higher (P < 0.002) in chagasic (n = 15)
than in control rats (n = 15). The eroded area of the
gastric mucosa, expressed as a percentage of the total
area of the glandular region of the stomach, was
significantly larger (P < 0.02) in the chagasic
(25.2 £18.0)thanincontrol(11.0 % 17.4) rats. Asto
the number of intramural ganglion cells in the
stomach, no significant difference (P > 0.10) was
observed between chagasic (1683.6 = 449.7, n = 10)
and control (1732.8 =401.1, n = 10) animals. These
results indicate that in experimental chronic Chagas’

disease the gastric mucosa is more sensitive to the
damaging action of TC, suggesting reduction of the
natural cytoprotection of the stomach. This abnor-
mality does not appear to be due to changes in in-
trinsic innervation that may imply a reduction of the
number of intramural neurons of the stomach.

Key-words: Chagas’ disease. Chagasic gastro-
pathy. Gastric mucosa. Gastric ulcer. Bile salts.
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