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ARTIGOS

ALTERACOES QUANTITATIVAS DAS CELULAS NEUROENDOCRINAS NO
MEGACOLON CHAGASICO*

Alfredo J.A. Barbosa, Nivaldo H. Toppa, José R. Cunha Melo e Washington L. Tafuri

Utilizando-se técnicas histoquimicas pela prata (Masson-Fontana e Sevier-
Munger) estudaram-se a distribui¢ao e o numero de células enterocromafins (EC) e do
conjunto EC mais células argirdfilas (ARG) em pecas cirirgicas de megassigmoide
chagdsico. Observou-se que tanto nos “megas” (n = 16) como nos controles (n = 8), a
posicdo das células EC e ARG na mucosa foi predominantemente basal, com
distribuicao irregular, principalmente das EC. A andlise histologica revelou aparente
aumento numérico das EC e do conjunto EC mais ARG. Todavia, contagens
sistematizadas mostraram que somente o conjunto dessas células apresentou aumento
estatisticamente significativo (P <0,01). Realizou-se também o estudo morfométrico da
mucosa e das musculares que revelou espessamento significativo (P < 0,01) dessas
camadas em relacdo aos casos controles.

Palavras Chaves: Megacélon chagasico. Células enterocromafins. Células argirofi-

las. Células neuroendodcrinas.

As células endocrinas constituem importante
componente da mucosa digestiva e se distribuem desde
as glandulas cardicas até o anus!232 33, Através de
métodos imunocitoquimicos muitos peptideos ja
foram identificados nestas células sendo que um
grande numero delas produz também 5-hidroxitrip-
tamina (5-HT). No instestino, elas se localizam
principalmente na regido profunda da mucosa,
repousando sobre a membrana basal das glandulas. A
maioria delas atinge a luz glandular através de
prolongamento da regido apical do citoplasma que
funcionaria como um polo receptor de estimulos, tendo
sido chamadas células ‘‘receptoras-secretoras” ou
seja, capazes de receber o estimulo pelo apice e liberar
a secrecdo pela baselS. Embora muitos dos peptideos
secretados por estas células sejam langados na
corrente circulatéria atuando a distancia (efeito
hormonal) outras células endocrinas produzem
substancias com agdo predominantemente local24
(efeito pardcrino) e que podem ser encontradas tam-
bém no sistema nervoso central e periférico. Essa
dualidade da presenca de peptideos e aminas bio-
génicas, tanto em células enddcrinas como em termi-
nacoes nervosas, € a constatagao de acdes dessas
substancias sobre as func¢des secretoras e peristalticas
do sistema digestivo, deu origem & hipotese cada vez
mais aceita de que atuariam no processo de neuro-
transmissado através de um hipotético mecanismo
modulatério 1013 1623,
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No megacolon chagasico ocorrem lesdes ao
nivel do sistema nervoso intramural2! 36 acarretando
graves disturbios do peristaltismo. Long e cols26
estudando biopsias retais de chagasicos cronicos
encontraram deplegao tecidual de peptideo intestinal
vasoativo (VIP), substancia P (SP), somatostatina
(SOM) e enteroglucagon (EG). Através da imuno-
fluorescéncia indireta verificaram escassez de células
D, produtoras de SOM, e de L, produtoras de EG. o
que estaria de acordo com a deplecao desses peptideos
extraidos da parede. Por outro lado, Lindop25 estu-
dando um caso de megacolon idiopatico relatou hiper-
plasia de células enterocromafins (EC) e, entre outras
possibilidades, admitiu que poderia ser uma resposta
as alteracdes da parede do orgao.

Tendo em vista, portanto, as possiveis inter-
relagoes fisiologicas das células enddcrinas com a
inervacao intramural do intestino propos-se estudar a
populacido de células EC e argirofilas (ARG) e, ao
mesmo tempo, proceder as medidas das dimensoes da
mucosa e musculares em pegas cirurgicas de mega-
colon chagasico.

MATERIAL E METODO

Utilizaram-se 8 casos controles de pacientes
portadores de adenocarcinoma do reto e 16 mega-
colons de pacientes chagasicos crénicos, Machado-
Guerreiro positivos, que se submeteram a cirurgia no
Hospital das Clinicas da UFMG, Belo Horizonte. As
pecas cirurgicas foram abertas pela borda mesentéri-
ca, lavadas em agua corrente retirando-se 3 a 5
fragmentos da regiao sigmoidea em areas onde a parede
e amucosa apresentavams-se sem sinais de compressao
ou outras lesdes evidentes. Os fragmentos retirados
foram fixados em formol a 10% durante 24-48 horas.
Posteriormente, foram desidratados. diafanizados e
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incluidos em parafina como de rotina. Dois blocos de
cada caso foram selecionados para estudo, tendo sido
obtidos cortes escalonados de 5 um de espessura.
Procederam-se as seguintes coloragoes, além da
Hematoxilina e Eosina (H-E): (a) reagao argentafim
de Masson-Fontana 14 27 modificando-se entretanto a
concentragdo de nitrato de prata para 0,5 g% e, para
60° C, a temperatura de incubagao3; (b) coloracao do
conjunto de células EC + ARG pelo método de
Sevier-Munger30. As 1aminas coradas pelo HE foram
utilizadas para o estudo morfométrico da mucosa e das
musculares, ou seja: (a) medida do ““‘comprimento das
criptas” o que se considerou como sendo a distancia
compreendida entre a base das glandulas, no limite
interno da muscular da mucosa e o epitélio superficial
de revestimento da mucosa, e (b), medida da espessura
das camadas musculares principais e da muscular da
mucosa. Estas medidas foram realizadas em 3 a 4
areas selecionadas nos 2 diferentes fragmentos de cada
caso, obtendo-se em seguida a média aritmética das
medidas. Para a utilizagdo dessas medidas, utilizou-se
o microscopio binocular Wild Leitz sendo uma das
oculares. substituida por ocular ZEISS (12,5 x)
provida com escala reticulada movel e disco micro-
metrico com 100 divisdes. A ampliagao do campo foi
de 50x. Nestas condi¢oes, cada divisdo do disco
micrométrico era equivalente a 5,6 Um o que foi
padronizado utilizando-se lamina micrometrada.

As contagens das células EC e do conjunto
EC + ARG foram realizadas no mesmo microscopio
binocular com ampliagdo de 400x, contando-se o
numero de células por campo microscopico e por
cripta. Para a primeira contagem, considerou-se
apenas a metade basal aproximada da mucosa cor-
rendo-se o campo microscopico (diametro do campo:
450 Jm) a partir da superficie interna da muscular da
mucosa. Em cada caso contaram-se 10 campos con-
secutivos. Quando apenas um corte nao era suficiente
utilizaram-se outros cortes. Para as contagens de
células por cripta contaram-se o numero total de
células em toda a extensdo da parede de 20 criptas
consecutivas (da base da cripta ao epitélio superficial)
considerando-se consecutivas as criptas cortadas lon-
gitudinalmente ao longo de toda sua extensdo e
encontradas sucessivamente em um ou mais cortes.

RESULTADOS

A analise das preparacdes coradas pela H.E.
mostrou os colons-controle sem alteragdes histo-
logicas relevantes. Nos megacolons observaram-se:
(a) aumento da espessura da parede, bem evidente na
maioria dos casos; (b) presenca de infiltrado infla-
matorio, predominantemente linfocitario, focal, orana
intimidade das camadas musculares, ora na regido do
plexo mioentérico, ou seja, em torno da rede nervosa,
dos glanglios ou no interior destes (miosite focal,
periganglionite e ganglionite); (c) fibrose de distribui-
¢ao predominantemente focal das camadas muscula-
res e ou da regido do plexo mioentérico. As alteracoes
descritas em (a), (b) e (c¢) eram de intensidade
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variavel, as vezes relativamente intensas, as vezes
discretas. Na lamina propria da mucosa, em alguns
casos dos controles e dos ‘“‘megas”, observou-se
moderado infiltrado de células mononucleadas.

A espessura média da camada muscular prin-
cipal nos megacolons foi significativamente superior
(P <0,01) que a dos controles (1325 Lm vs. 945
M m). A muscular da mucosa foi também signifi-
cativamente (P < 0,01) mais espessa nos megacolons
(86 um vs. 33 um). O comprimento médio das
criptas nos megacolons foi de 1064 1um e nos contro-
les, 604 uUm (Fig. 1); a diferenga das médias foi
altamente significativa (P < 0,01). Os resultados do
estudo morfométrico podem ser vistos na Tabela 1.

As células endocrinas coradas pelos dois mé-
todos utilizados foram bem evidentes nas preparagdes
tornando-se negras ou marrom-escuras sobre um
fundo marrom-claro (Fig. 2). Tanto as células EC
como o conjunto EC + ARG foram muito mais
freqlientes na por¢do basal da mucosa e apenas
algumas poucas foram encontradas no ter¢o super-
ficial da mucosa. O exame histologico das preparagdes
mostrou, nos megacolons, aparente aumento numeérico
das células EC e do conjunto EC + ARG (Fig. 2).
Além disso, observou-se que nos megacolons, as
células apresentavam-se mais fortemente coradas,
(Figs. 2, C e F), embora em algumas areas, ou mesmo
em alguns casos, essas diferengas eram menos noto-
rias. As células EC, tanto nos controles como nos
megacolons, apresentaram distribui¢ao mais irregular
na mucosa do que o conjunto de células coradas pelo
método de Sevier-Munger.

Tabela 1 — Espessura da muscular propria, da muscular da
mucosa e comprimento das criptas nos megaco-

lons e controles, medidas (em um) efetuadas em

cortes histologicos corados pelo H.E. (* P<0,01).

Grupos X = D.P. Varia¢do
(%)

Espessura da  controles 945+ 196
muscular (n=28) 36,7 *
propria megacolon 1325 + 268

(n=16)
Espessura da  controles 33+ 10
muscular da (n=218) 160,6 *
mucosa megacolon 86 & 33

(n=25)

controles 604 120
Comprimento (n=28) 76,2 *
das criptas megacolon 1064 £ 255

(n=13)

A populagao média de células EC por campo e
por cripta nos controles e megacolons esta expressa na
Tabela 2. Embora ambas as médias nos megacolons
fossem superiores em relagdo aos controles, respec-
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tivamente 11 vs. 6,5 e 3,1 vs. 2,4, as diferengas néo
foram estatisticamente significativas (P>0,05).

A populagio média do conjunto ‘de células
EC + ARG nos 2 grupos estudados esta expressa na
Tabela 3. Tanto a média das células contadas por
campo, como a média das células contadas por cripta,
foram significativamente maiores nos megacolons
chagasicos em comparagdo com os controles
(P <0,01).

Tabela 2 — Numero médio de células enterocromafins (EC)
por campo microscopico (400x) da regido basal
da mucosa e ao longo de toda a extensdo da
cripta no megacolon chagdsico (n=16) e em
colons controles (n=2_8), regido sigmdidea.

*p>0,05.
Grupos X+ D.P. Variagio
(%)

Células EC Controles 6,5+3,5 69.2 %
por campo Megacolons 11,0+ 9.4 ’
Células EC Controles 2,4+0,8 29.2 %
por cripta Megacolons 3,1 = 1,1 >

DISCUSSAO

Nas enteromegalias chagasicas além da dilata-
¢a0 da luz observa-se aumento da espessura da parede
do orgao?2. Esta observagiao anatomopatologica é

comum e pode ser constatada na maioria dos casos de
megacolon; as exce¢des a esta regra ocorrem em
virtude de fatores secundarios que direta ou indire-
tamente provocam o adelgagamento da parede do
orgdo, como processos inflamatorios localizados,
ulceragbes e compressOes, estas ultimas principal-
mente por fecaloma, o que resulta em isquemia e

Tabela 3 — Numero médio de células enterocromafins e
argiréfilas (EC +ARG) por campo micros-
copico (400x) da regido basal da mucosa e ao
longo de toda a extensdo da cripta, no
megacdlon chagdsico (n=16) e em colons
controles (n = 8), regido sigmoidea. * P< 0,01.

Grupos X * D.P. Variagdo

(%)

Células Controles 7,7+46

EC + ARG 100 *

por campo Megacolons 15,4 + 6,1

Células Controles 29+09

EC + ARG T2 *

por cripta Megacdlons 5,0t 1,8

Figura 1 - Microfotografias de mucosa de colon controle (A) e de megacolon chagdsico (B). Observar aumento da espessura da
muscular da mucosa e da altura das criptas no megacolon (HE, A e B = 80x, ampliagdo original).
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Figura 2 - Microfotografias da mucosa de colons controles (A e D) e de megacdlons chagdsicos (B, C, E, e F) coradas para
evidenciar células enterocromafins (EC) e células EC mais argirdfilas.Observar que nos megacolons as células
enddcrinas apresentam-se aparentemente mais coradas e mais mimerosas (C, detalhe de B; F, detalhe de E). (A, B,
C, coloracdo pelo método de Masson-Fontana modificado, A e B 180x; C, 500x; D, E e F, coloragdo pelo método de
Sevier-Munger, D e E, 80x e F, 180x).

hipotrofia da parede. Entretanto, onde nao atuam estes
fatores secundarios, a parede do megacolon encontra-
se espessada e os resultados do presente trabalho
mostram que nao somente as camadas musculares séo
responsaveis por esse espessamento mas também a
mucosa. Como nio se observaram lesdes anatomicas
a0 nivel da mucosa nos casos estudados, a nao ser em
alguns, a presen¢a de infiltrado inflamatorio moderado
na lamina propria (também observado em controles) é
licito sugerir que, pelo menos em parte, o aumento da
espessura da mucosa se deve ao aumento da massa do
componente epitelial da mesma. Sendo dificil imagi-
nar uma relagdo direta entre essas modificagdes
quantitativas das glandulas colénicas e a lesao ao nivel
dos plexos intramurais que ocorre no megacolon é
possivel que esta ‘““hipertrofia glandular’ seja o resul-
tad de adaptagao da mucosa as novas dimensoes do
orgao.
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O aumento da espessura da camada muscular,
de intensidade variavel, é achado comum nas en-
teromegalias chagasicas ressalvadas os casos de alte-
ragdes secundarias que podem acarretar o adelga-
¢amento da mesma, como explicado anteriormente.
As alteragdes responsaveis pelo espessamento da
muscular ja sao em grande parte conhecidas sendo
principalmente: hipertrofia de fibrocélulas muscula-
res, miosite e periganglionite com ou sem fibrose
correspondente e fibrilopoese difusa e sistematizada
néo relacionada diretamente com os focos inflama-
torios33.

Nao se encontra, na literatura, estudo das
células EC no megacolon chagasico. Estas células
estao presentes na mucosa do tubo digestivo em grande
numero. Constituem fonte de produgao de peptideos
com agées bioldgicas diversas sobre a musculatura
lisa2 18 28 ¢ de 5-HT que apresenta agdes tanto sobre
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a musculatura intestinal como sobre a parede vas-
cular® 11, No intestino, a concentragao de 5-HT no
tecido é correlata com a populacao de células EC29 e
esta amina, ou seus precursores, podem ser encontra-
dos tanto em neurénios como em terminag¢des nervo-
sas de mamiferos, inclusive do homem8. Embora
atualmente a demonstracio de células EC possa ser
feita imunocitoquimicamente? 19 0 método da reacao
argentafim ainda continua sendo um dos mais usados e
confiaveis!7. Utilizando esta técnica, estas células
foram facilmente demonstradas em nosso material.
Embora a impressao inicial fosse de que estivessem
aumentadas na maioria dos casos de megacolon, a
contagem sistematizada, por campo e por cripta, nao
resultou em média significativamente diferente da-

quela dos controles. E possivel, portanto, que essas
células ndo estejam aumentadas numericamente no
megacolon chagasico, ao contrario do observado por
Lindop25 em um caso de megacolon idiopatico. Dados
da literatura mostram evidéncias de que as células EC
apresentam baixa capacidade de renovagao em rela-
¢a0 as demais células de fungido exdcrina da mucosa
colonica39. Por outro lado, n4o se pode excluir uma
possivel hipertrofia dessas células nos megacolons,
uma vez que pareceram relativamente maiores e mais
bem coradas. A redugdo da prata pelas células EC,
reagao responsavel pela sua coloragéao, ocorre a nivel
de seus granulos de secrecaod4 com a possivel
participagao de produto que deriva de seu conteudo
aminérgico com o grupo aldeido do fixador!7. Por-
tanto, células EC pouco granulares, ou pobres em
secre¢ao, NAO Se coram Ou se coram pouco, enquanto
que células EC ricas em secregdo coram-se mais
intensamente. Portanto, um possivel mecanismo
de hipertrofia de células EC poderia ser o responsavel
pelo seu aparente aumento numérico ou impregnagao
mais forte pela prata, como foi observada na maioria
dos casos do megacolon chagasico. Estudos a micros-
copia eletronica poderiam confirmar ou afastar a
hipertrofia celular e métodos imunocitoquimicos se
fazem necessarios para esclarecer se peptideos,
presentes nestas células, estariam sofrendo estimulo
hipersecretorio.

O método de Servier-Munger, por sua vez, além
das células EC cora um determinado numero de
células enddcrinas ainda nao totalmente conhecidas.
No pancreas, as células A (glucagon) e as PP
(peptideo pancreatico) sdo positivas enquanto que as
D (somatostatina) e as B (insulina) sao negativas40.
No tubo digestivo de mamiferos, inclusive humano, as
células “enterocromafin-like”, as células K, produ-
toras de peptideo inibidor gastrico, as células D1
(produto desconhecido) além de outros tipos, ainda
ndo bem identificados, sdo evidenciados pela reacao
de Sevier-Munger4 38, No célon humano, através de
métodos imunocitoquimicos e ultra-estruturais, além
das células EC que perfazem 50% ou mais da
populagao enddcrina deste orgio, sao também en-
contradas: (a): células contendo substancias P, pro-
vavelmente em uma fragdo das células EC; (b): células

L, produtoras de enteroglucagon ou glicentina; (c):
células D, produtoras de somatostatina; (d): células
“F-like” ou “PP-like” que podem reagir com deter-
minados anti-soros contra peptideo pancreatico e (e):
outros tipos mais raros nem sempre detectados na
mucosa colénica, como as células N, produtoras de
neurotensina, e as células P e H de fungao desconhe-
cida5 31, Além disso, a coexisténcia na mesma célula
de diferentes peptideos tem sido freqlientemente rela-
tada. Recentemente caracterizou-se um novo peptideo
presente em células endocrinas, com mesmo numero e
seqiiéncia de aminoacidos do peptideo pancreatico e
que seria o responsavel pela evidenciagdo imunoci-
toquimica de células “PP-like”” na mucosa colonica3’.
Dados atuais da literatura indicam que este peptideo,
chamado “peptideo YY” (PYY) estd localizado nas
células L coexistindo com enteroglucagon ou glicen-
tinal 7.

Os resultados do presente trabalho demonstram
que as células endocrinas da mucosa colonica, prin-
cipalmente as células argirofilas, ou uma determinada
fracao delas, podem estar envolvidas, direta ou indi-
retamente, nos mecanismos fisiopatologicos ou pato-
genéticos do megacolon. Uma delas poderia ser as
células L, produtoras do EG. uma vez que esta
substancia parece ter fungao trofica sobre a mucosa
colénica, estimulando a sintese de DNAZ20. Entre-
tanto, sdo necessarios estudos imunocitoquimicos
especificos destas diferentes células endocrinas para
se avaliar a importancia da participacao de cada uma
delas neste tipo de enteromegalia.

SUMMARY

Silver stainings (Masson-Fontana and Sevier-
Munger methods) were applied to sections from
surgical specimens of chagasic megasigmoid. The
distribution and the number of both enterochro-
maffin (EC) cells and EC plus argyrophyl (ARG)
cells were studied. Both of them, EC and ARG cells
presented a predominantly basal localization in
mucosal glands of megasigmoids (n= 16) and
controls (n =8). The counting of EC cells and EC
plus ARG cells has shown that only the group EC
plus ARG cells was significantly increased. Mor-
phometric studies revealed a significant increase
in the thickness of the muscle and mucosa layers of
the megasigmoid when compared to the controls.

Key words: Chagasic megacolon. Entero-
chromaffin cells. Argyrophyl cells. Neuroendocrine
cells.
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