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ATIVIDADE COLINESTERASICA NO PLASMA E EM ERITROCITOS DE
PORTADORES DE MEGACOLO CHAGASICO

Valdemar Hial, Juarez Pimentel de Ulhda, Vander Figueiredo Reis, Roseli A S Gomes
Adriana C Perez

A atividade colinesterdsica foi medida no plasma e em eritrécitos de 32 individuos.
Em 16 pacientes, sequramente portadores de megacolo chagdsico, os niveis de colinestera-
se no plasma (1.540 + 318 Ul/L) e nos eritrécitos (63,2 + 9,1 Ul/g Hb) estavam significa-
tivamente diminuidos, quando comparados com os niveis enzimdticos no plasma (2.554 +
826 Ul/L) e nos eritrécitos (63,6 + 11 Ul /g Hb) do grupo controle (n=16). Os resultados
mostram um paralelismo entre a atividade colinesterdsica sistémica e os achados histopa-

tologicos.

(Palavras-chaves: Acetilcolinesterase, Pseudocolinesterase, Megacolo, Doenca de Chagas)

A acetilcolina é hidrolisada por duas enzimas
distintas: acetilcolinesterase (E.C.3.1.1.7) ou
colinesterase ‘‘verdadeira”’, encontrada princi-
palmente nos neurdnios, nas jungdes neuromus-
culares e em eritrocitos, e pseudocolinesterase
ou butirilcolinesterase (E.C.3.1.1.8), amplamen-
te distribuida em diversos tecidos, incluindo o
plasma sanglineo e as células de Schwann. Elas
sdo facilmente distingllveis bioquimicamente
pois, enquanto a pseudocolinesterase é inibida
por sulfato de quinidina, a acetilcolinesterase
ndo apresenta o mesmo comportamento frente
aquele inibidor *.

Estd bem estabelecido que no homem e em
animais de laboratdrio, o Trypanosoma cruzi
causa lesGes no sistema nervoso autdénomo com
consecutiva reducdo numérica dos neurdnios,
especialmente no coragdo, esdfago e colo & °
111214 0 fato é tdo proeminente que Ko-
berle # ° acredita que os megas de origem
chagésica sdo devidos & desnervagdo parassimpé-

tica. A maioria dos investigadores brasileiros pa-
rece estar de acordo com K&berle e admite que
no megaesdfago e megacolo as lesGes do plexo
de Auerbach constituem a principal alteragdo
anatdmica responsdvel pela modificagdo da mo-
tilidade do 6rgdo e, mais precisamente, dos re-
flexos peristalticos extrinsecos e intrinsecos.

Tarufi & Maria '* estudando o componen-
te vesicular do plexo de Auerbach no esdfago,
admitem que os distirbios da peristalse obser-
vados nos megas sdo devidos, pelo menos em
parte, a distirbios na biossintese e liberagio de
aminas farmacologicamente ativa nas vesiculas
granulares. Ehrenpreis e Pernov > encontra-
ram alteragdes quantitativas de substancia
P no megacolo congénito (doengca de Hirsch-
prung). Observaram baixas contraghes desse
peptideo no segmento aganglionar e altas
concentracbes na porcdo ganglionar. Hial e
cols. ® realizaram uma analise quantitativa de
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substdncia P no megaes6fago chagasico. Nos
megas e nos esdfagos controles os valores de
substdncia P variam de caso para caso e o teste t
aplicado as médias, nao mostrou diferengas es-
tatisticamente significativas entre mega e con-
trole normal.

Certamente, ndo poderiamos ignorar o possi-
vel papel que devem desempenhar outros bem
conhecidos e estabelecidos mediadores quimi-
cos, tais como, acetilcolina, catecolaminas, his-
tamina, serotonina, bradicinina e prostaglandi-
nas na doenca de Chagas. Em diferentes tipos
de inflamagGes, alguns desses mediadores de-
sempenham fungGes mais proeminentes, devido
a relativa sensibilidade dos tecidos nos quais
eles sdo produzidos. Este é um aspecto interes-
sante a ser analisado nos megas e na doenga de
Chagas como um todo. Qual ou quais daqueles
mediadores seriam mais importantes para expli-
car as alteragdes locais e sistémicas encontradas
nos chagasicos? Ndo podemos ainda deixar de
referir ao papel que desempenhariam certas en-
zimas ou sistemas enzimaticos envolvidos no
metabolismo daqueles mediadores quimicos,
como por exemplo, acetilcolinesterase, monoa-
mino-oxidade, histidina descarboxilase, calicrei-
nas e prostaglandina sintetase.

A determinagdo da atividade colinesterésica
no plasma e em eritrocitos de portadores de me-
gacolo chagéasico e o seu envolvimento na fisio-
patogénese desta moléstia, constituiu-se no ob-
jetivo do presente trabalho.

MATERIAL E METODOS

O grupo controle constou de 16 individuos
considerados clinicamente normais e com rea-
¢6es de Machado-Guerreiro e imunofluorescén-
cia para T. cruzi negativas. O grupo chagasico
constou de 16 individuos, com reagdes de Ma-
chado-Guerreiro e imunofluorescéncia para 7.
cruzi positivas e, portadores de megacolo, diag-
nosticado através de exames clinico e radiolo-
gico; teve-se o cuidado de eliminar individuos
possuidores de outras entidades patologicas.

O sangue era colhido de individuos em jejum
de 12 h em frasco contendo heparina. A seguir
dosava-se a hemoglobina e o sangue total era
centrifugado a 3.000 rpm durante 10 minutos,
separando-se 0 plasma e as hemécias que eram
lavadas trés vezes com solugdo de cloreto de so-
dio a 0,85%.

Dosagem da colinesterase

A determinagdo da atividade colinesterasica
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baseou-se no método de Eliman e cols *. Os
reagentes, com exce¢do do sulfato de quinidi-
na, foram de procedéncia Boehringer Mannheim
GMBH Diagnostica {Cat. n? 15984). A absor-
bancia foi medida com espectrofotémetro
Bausch-Lomb, modelo Spectronic 88.

Método para dosagem de colinesterase em eri-
trécitos

Em 3 ml de tampdo fosfato 50 mM, pH 7,2,
contendo 4cido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico
0,25 mM, adicionava-se 10 u | de sulfato de qui
nidina 0,1% e 5 ¢ | de concentrado de hemécias
previamente lavadas com solucdo de cloreto de
sodio a 0,85% Apds agitar cuidadosamente, adi-
cionava-se 20 u | de substrato de acetiltiocolina
5 mM, misturava-se com espétula de plastico e
media-se a absorbdncia em 412 nm, a 25°C, em
intervalos de 1 minuto. Realizava-se 4 leituras
em 4 intervalos consecutivos.

A atividade da enzima foi calculada de acor-
do com a equagdo:

a=AA x 4,46 x 10° Umoles/(min. gHb) , onde
AA = variagdo da absorbancia e Hb = hemoglo-
bina. Os resultados foram expressos em Ul/g Hb.

Método para dosagem da colinesterase no plasma

Em 3 ml de tampdo fosfato 50 mM, pH 7,2,
contendo acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico
0,25 mM, adiconava-se 20 i1 de plasma. A se-
guir, adicionava-se 100 ul do substrato de acetil-
tiocolina 5 mM, misturava-se com espdtula e me-
dia-se a absorbdncia em 412 nm, a 25°C, em
intervalos de 1 minuto. Realizava-se leituras em
4 intervalos consecutivos.

A atividade enzimatica foi calculada de acor-
do com a equacgio:

a = AA x 11,47 x 10* umoles/{min. L), onde
AA =variagdo da absorbincia. Os resultados fo-
ram expressos em Ul/L.

RESULTADOS

A atividade colinesterasica no plasma e em
eritrocitos de individuos controle (n = 16) e de
chagésicos portadores de megacolo (n = 16) en-
contra-se na Tabela 1. No paciente J.L.O. ndo
nos foi possivel determinar a atividade enzim4-
tica nos eritrocitos.

No plasma, a média e o desvio padrdo, para
o grupo controle e para o grupo de megacolo,
foram respectivamente, 2.254 * 823 UI/L e
1.5640 * 318 UI/L {p<<0,001). Nos eritrocitos, a
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média e o desvio padrado, para o grupo controle
e para o grupo portador de megacolo, foram
respectivamente, 63,6 + 11,0 Ul/g Hb e 63,2 ¢
9,1 Ul/g Hb (p<0,005). As diferencas entre as
médias dos grupos controle e chagasico, tanto

no plasma, como em eritrocitos, foram signifi-
cativas, embora exista sobreposicdo de valores
para ambos os grupos. Esta sobreposigdo &, en-
tretanto, menor no plasma do que em eritrocitos.

Tabela 1 — Atividade colinesterdtica no plasma e em eritrécitos de individuos controles nor-
mais e de individuos portadores de megacolo chagdsico.

Grupo Controle

Grupo com Megacolo

Protocolo Plasma Eritrécito Protocolo Plasma Eritrécito
uI/L (%) Ul/g Hb (™) ul/L Ul/g Hb

W.P.G.P 3.728 57,2 E.P.S 1.927 49,2
J.J.S. 2.179 77,2 A.J.S 1.675 525
D.AJ. 1.778 83,4 F.C. 1.136 51,3
G.AV. 2.065 69,7 G.M.O. 1.709 54,4
J.R.F. 2.248 79,6 A.C. 1.169 49,8
B.A.D. 4530 66,9 L.R.S. 1.583 55,0
S.J.N. 1.835 56,9 B.S.S. 1.743 45,8
N.G.P. 2.409 67,2 A.D. 1.720 41,8
0.C.N. 2.936 62,7 F.M.B. 1.720 38,2
G.P.O. 2.065 52,1 A.G.C. 1.353 458
G.l. 2.466 51,1 E.A.A. 1.526 67,6
N.S.D. 1.755 50,5 J.L.O. 1.606 ——
J.AS. 2.902 57,6 G.M.R. 1.376 60,5
J.M.D. 1.548 69,6 A.P.O. 918 59,1
J.AN, 2.868 46,5 J.D.P. 2.179 55,3
M.J.F. 3.556 69,4 H.J.S. 1.308 72,4

X 2.554 63,6 X 1.540 53,2

5 826 11,0 s 318 9,1

(*) UI/L = unidade internacional por litro

{ * Ul/g Hb = unidade internacional por grama de hemoglobina

DISCUSSAQ

Boston e cols. 2 encontraram aumento signi-

ficativo da atividade colinesterdsica tanto no soro
como em eritrécitos de pacientes com doenga
de Hirschsprung, quando comparada a de con-
troles normais. Segundo estes autores, a colines-
terase presente localmente no segmento afetado
do intestino seria a fonte dos elevados niveis
sanglfneos observados na doenge de Hirschs-
prung. Por outro lado, admitem haver uma que-
da relativa da completa hidrélise catalitica de
acetilcolina na porgdo aganglionar do intestino
e, assim sendo, a elevada atividade colinesterési-
ca no soro e nos eritrécitos representaria um

mecanismo compensador para sua degradacdo
sistémica. De fato, elevados niveis de colineste-
rase no segmento aganglionar foram reportados
por outros pesquisadores ! '°.

AlteragGes quantitativas de acetilcolina fo-
ram também detectadas por lkawa e cols.” em
portadores de megacolo congénito. Estes auto-
res encontraram niveis elevados do mediador no
segmento aganglionar, quando comparados com
os nfveis do colo ganglionar. Este é um aspecto
interessante com relagdo ao comportamento de
medidadores quimicos pois, na doenga de Hirs-
chsprung os niveis de substidncia P estdo dimi-
nuindo na porg¢do aganglionar quando compara-
dos com o segmento ganglionar e, a acetilcolina
comporta-se de modo inverso.
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Os nossos estudos mostram uma diminuigdo
significativa da atividade colinesterdsica, tanto
no plasma (pseudocolinesterase) como em eri-
trocitos (acetilcolinesterase) de portadores de
megacolo chagésico, comparados com contro-
les normais.

Tafuri !5, através de microscopia eletrénica,
verificou que tanto os neurdonios como as célu-
las de Schwann estavam comprometidos no me-
gacolo de origem chagdsica. Os nossos dados
mostram um paralelismo entre as alteragdes his-
toldgicas e a atividade colinesterasica pois, tan-
to a acetilcolinesterase de origem neuronal, co-
mo a pseudocolinesterase origindria das células
de Schwann, estdo diminuidas.

A hipbtese que Boston e cols. % |evantaram
para explicar o aumento sistémico da atividade
colinesterdsica, ndo nos convence totalmente.
Acreditamos que o aumento da atividade pseu-
docolinesterasica seja, em parte, devido a hiper-

plasia das células de Schwann que ocorre no
segmento aganglionar do megacolo congénito.
Quanto ao aumento da atividade acetilcolineste-
rdsica nos eritrocitos, cabe-nos detalhar um
pouco mais. E sabido que a acetilcolinesterase
localiza-se na superficie externa da membrana
da hemécia 5. E provével, portanto, que sua
fonte também sejam os neurdnios e que a mem-
brana da hemacia possua receptores para essa
enzima. Isto é admissivel, uma vez que lipidios
contendo colina localizam-se na camada mais
externa da membrana do eritrocito 7.

Os nossos estudos, comparados aos de Bos-
ton e cols.?, permitem estabelecer, a nivel mo-
lecular (atividade colinesterésica), diferencas en-
tre megacolo chagésico e megacolo congénito, a
exemplo do que ja haviamos demonstrado para
a substancia P ¢ 16,

SUMMARY

Cholinesterase activity was measured in the plasma and erythrocytes from 32 indivi-

duals. The 16 patients, in whon the diagnosis of Chagasic megacolon confirmed, had a sig-
nificantly lower concentration of the enzyme both in plasma (1.540 * 318 YI/L) and ery-
throcytes (53.2 £ 9.1 Ul/jg Hb) when compared with the 16 controls in whom, the plasma
and erythrocyte cholinesterase levels were, respectively, 2.554 + 823 and 63.6 £ 11 Ul /g
Hb. The results show a correlation between the systemic cholinesterase activity and the

histopathological findings.

(Key-words: Acetylcholinesterase, Pseudocholinesterase, Megacolon, Chagas’ Disease)

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Boston VE, Dale G, Riley KWA. Diagnosis
of Hirschsprung’s disease by quantitative
biochemical assay of acetylcholinesterase
in rectal tissue. Lancet 2:951-953, 1975

2. Boston VE, Cywes S, Davies MRQ. Serum
and erythrocyte acetylcholinesterase activi-
ty in Hirschsprung's disease. Journal of
Pediatric Sugery 13:407-410, 1978

3. Ehrenpreis T, Pernow B. On the occurrence
of substance P in the rectosigmoid in Hirs-
chsprung’s disease. Acta Physiologica Scan-
dinavica 27:380-388, 1952

4. Ellman GL, Courtney KD, Andres JRV,
Featherstone RM. A new and rapid colori-
metric determination of acetilcholinesterase
activity. Biochemical Pharmacology 7:88-
95, 1961

5. Hers F, Kaplan E. A Review: Human ery-
trocyte acetylcholinesterase. Pediatric Re-
search 7:204-214, 1973

6. Hial V, Diniz CR, Pittella JEH, Tafuri WL
Quantitative study of P substance in the
megaesophagus and megacolon of human
Trypanosoma cruzi infections. Journal of
Tropical Medicine and Hygiene 76:175-179,
1973



Hial V, Ulhda JP, Reis VF, Gomes RAS, Perez AC. Atividade colinesterdsica no plasma e em eritrécitos de portadores de
megacolo chagdsico. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Trpical 16:41-45, 1983

7.

10.

1.

12.

Ikawa H, Yokoyama J, Morikawa Y, Ha-
yashi A, Katsumata K. A quantitative stu-
dy of acetylcholine in Hirschsprung’s disea-
se. Journal of Pediatric Surgery 15:48-52,
1980

. K@8berle F. Die Chagaskrankheit: eine Er-

krankung der Neurovegetativen Peripherie.
Wiener Klinische Wochenschrift 68:333-
339, 1956

. Xdberle F. Die Chagaskrankheil. \hre Pa-

thogenese und ihre Bedeutung als Volkseu-
che. Zeitschrift Fiir Tropenmedizin und Pa-
rasitologie 10:236-266, 1959

Meier-Ruge W, Lutterbeck PM, Herzog B,
Morger R, Moser R, Schiérli A. Acetylcholi-
nesterase activity in suction biopsies of the
rectum in the diagnosis of Hirschsprung’s
disease. Journal of Pediatric Surgery 7:11-
17, 1972

Tafuri WL. Microscopia eletrdnica do mio-
cardio na fase aguda da tripanossomfase
cruzi experimental. Revista do Instituto de
Medicina Tropical de Sdo Paulo 11:151-
164, 1969

Tafuri WL. Microscopia eletronica do colo
do camundongo na fase aguda da tripanos-
somiase cruzi experimental. Revista da As-
sociagdo Médica de Minas Gerais 20:209-
220, 1969

13.

14,

15,

16.

17.

Tafuri WL, Maria TA. Sobre o comporta-
mento do componente vesicular neurosse-
cretor no megaesdfago da tripanossomiase
cruzi humana. Revista do Instituto de Me-
dicina Tropical de Sdo Paulo 12:298-309,
1970

Tafuri WL, Maria TA, Lopes ER. Lesdes do
plexo mientérico do esofago, do jejuno edo
colo de chagasicos cronicos. Estudos ao mi-
croscopio eletronico. Revista do Instituto
de Medicina Tropical de Sdo Paulo 13:76-
91, 1971

Tafuri WL. Alteragbes ultra-estruturais dos
componentes muscular, intersticial e nervo-
so do coragdo e intestinos, na doenga de
Chagas experimental e humana. Tese para
Professor Titular, Universidade Federal de
Minas Gerais, Belo Horizonte, 1974

Tafuri WL, Maria TA, Pittella JEH, Boglio-
lo L, Hial V, Diniz CR. An electron micros-
copy study of the Auerbach’s plexus and
determination of substance P of the colon
in Hirschsprung’s disease. Virchows Archi-
ves. (A) Pathology, Anatomy and Histolo-
gy 362:41-50, 1974

White A, Handler P, Smith EL, Hill RL,
Lehman LR. Principles of biochemistry.

Mcgraw-Hill, Kogakusha Tokyo, p 992,
1978

45



