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CARACTERISTICAS DAS CELULAS PARASITADAS PELO TRYPANOSOMA
CRUZI NA PAREDE DA VEIA CENTRAL DAS SUPRA-RENAIS DE
CHAGASICOS CRONICOS

Hipolito de Oliveira Almeida, Elizabeth Martins, José Umberto Franciscon,
Vicente de Paula Antunes Teixeira, Alfredo José Afonso Barbosa, Helenice Gobbi e

Marlene Antonia dos Reis

Foram analisados os aspectos das células musculares parasitadas pelo Trypa-
nosoma cruzi, na veia da supra-renal de chagdsicos crénicos, através de exame ao
microscopio optico de laminas coradas pela hematoxilina-eosina (HE), PAS, Feulgen e
peroxidase-antiperoxidase (PAP) para antigenos do T. cruzi. Além das modificacéoes
nucleares descritas anteriormente, os leiomiécitos parasitados exibem alteracées cito-
plasmadticas que podem ser vistas mesmo em células que albergam poucos parasitas. As
Jformas amastigotas geralmente estao envoltas por halo claro e o citoplasma restante
adquire aspecto granuloso ou reticular, basdfilo pelo HE, sendo sempre PAS e Feulgen
negativos. Estes dados sugerem que o material basdfilo no citoplasma deve ser RNA
ribossémico. A periferia dos ninhos que mostram uma “membrana’ com reagdo do PAP
para antigenos do T. cruzi fortemente positiva, poderia ser devida a reagdo cruzada de
material celular rechacado para a periferia ou a difusdo de antigenos do T. cruzi e sua
adsorg¢ao a periferia celular. O material citoplasmdtico PAP positivo poderia resultar de
artefato, de reacao imunocitoquimica cruzada, de antigenos tripanossomoticos difun-
didos ou de antigenos tripanossoma-simile resultantes de interagoes entre o leiomidcito e

o parasita.
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renal. Veia central da supra-renal.

Ha alguns anos iniciamos estudos que nos per-
mitiram concluir ser a veia central das supra-renais
uma importante sede de parasitismo nos chagasicos
crénicos3 14, Neste local observam-se com freqiiéncia,
modificagées nucleares nas células parasitadas4 5,
semelhantes as descritas por Rubio ¢ Howard!3 em
casos humanos congénitos da tripanossomose e por
Torres e Azevedo!3 no tatu (“‘armadillo”) infectado
pelo T. cruzi. Acreditamos que uma exploragdo mais
minuciosa destas células podera contribuir para o me-
lhor conhecimento da fase intracelular do ciclo bio-
légico do parasita no chagasico crénico. No presente
trabalho tentamos analisar os aspectos morfologicos e
algumas caracteristicas histoquimicas do citoplasma
de leiomiocitos da veia supra-rendlica, parasitados
pelo T. cruzi.

MATERIAL E METODOS

Foram estudadas 40 secgdes de células parasi-
tadas pelo 7. cruzi na veia da medula das supra-
renais de 8 chagasicos cronicos, coradas pela hemato-
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xilina-eosina (HE), 20 secgées de células semelhan-
tes, coradas pelo Feulgen e outras 20 pela técnica
imunocitoquimica da  peroxidase-antiperoxidase
(PAP), de acordo com a padronizagdo seguida por
Barbosa® e Barbosa e cols’. Este material foi obtido
através de selegdo preliminar que obedecia a seguinte
padronizagdo: as supra-renais de chagdsicos cronicos
eram fixadas em solugao de formaldeido a 4%, a se-
guir recortadas em varios fragmentos que eram inclui-
dos em parafina e submetidos a microtomia seriada,
sendo os cortes numerados, corando-se inicialmente
pela hematoxilina-eosina apenas os niumeros impares
ou apenas os niimeros pares. Nestes, era feita a pro-
cura de ninhos cujos locais eram marcados para estudo
posterior. Algumas laminas nédo coradas pela hema-
toxilina-eosina, proximas daquelas que apresentavam
ninhos, eram coradas pelo método de Feulgen para
DNA e outras pela técnicado PAP ouPAS. A selegdo
dos chagasicos crénicos era feita baseando-se nos
achados anatomicos, associados as reagées de imuno-
fluorescéncia e de fixagdo do complemento positivas
para T. cruzi.

RESULTADOS

Em dois casos o numero de células musculares
lisas parasitadas pelo T. cruzi na veia da supra-renal
era grande, sendo facil o encontro de maisde 10 ninhos
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por sec¢ao transversa da veia em cada lamina; nos de-
mais encontrava-se um a 4 ninhos por caso. Nos casos
com parasitismo mais abundante pudemos identificar
células cuja seccdo mostrava de um a trés parasitas
envoltos por halos claros, situados perifericamente no
citoplasma (Fig. 1). Este, em sua maior extensao,

Fig. 1 — Musculatura da veia central da supra-rerial de cha-
gusico cronico —celula parasitada contendo peque-
no numero de amastigotas, apresentando micleo
volumoso de contorno irregulare hipercromatico; o
citoplasma ¢ abundante, finamente reticular, co-
rando-se levemente pela hematoxilina (basofilo).
Em torno dus amastigotas formou-se halos claros.
Hematoxilina-eosina. x800.

perdia o aspecto fusitorme e a caracteristica miofibri-
lar acidofila, tornando-se oval por expansio do dia-
metro transverso, assumindo uma caracteristica de
trama reticular ou de granulos finos, com afinidade tin-
torial basofila, corando-se em um tom azul ou cinza-
claro em preparagoes pela hematoxilina-eosina. O
nucleo destas células apresenta-se aumentado, poden-
do exibir um ou dois nucléolos. Em outras células
(Figs. 2 e 3) o numero de parasitas ¢ um pouco maior,
estando eles isolados ou em pequenos grupos no
interior de grandes espacos claros completa ou incom-
pletamente delimitados por septos ou “‘membranas’.
Estas lojas opticamente vazias contendo formas amas-
tigotas do 7. cruzi, geralmente dispéem-se periferi-
camente no citoplasma, em cuja parte central freqien-
temente observa-se material granuloso, basofilo, as
vezes associado a pequena quantidade de material aci-
dofilo. Quando presente, o nucleo € volumoso e mos-
tra-se envolvido pelo citoplasma granuloso da célula
hospedeira. O contorno do ninho ¢ marcado por uma
“membrana’ interna basofila, de espessura um pouco
irregular, externamente a qual, geralmente pode-s¢
observar uma faixa eosindfila, homogénea, compac-
tada de citoplasma muscular que circunda todo o
ninho, sem que se possa dizer se ¢ citoplasma de
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Fig. 2 - Ceélula da camada muscular da veia da supra-
renal de chagdsico cronico apresentando nucleo
volumoso, claro e de contorno mal definido. Junto
aumdos polos do niucleo o citoplasma apresenta-se
Jormado predominantemente por finos granulos
basofilos; o resto do citoplasma é formado por
amplo espaco claro contendo algumas amastigo-
tas. Hematoxilina-eosina. x1250.

-

Fig. 3 - Musculatura da parede da veia da supra-renal —
Na intimidade de um fasciculo muscular obser-
vam-se dois ninhos de amastigotas: o da direita
apresenta alguns parasitas e material citoplas-
matico granuloso; o da esquerda mostra um cito-
plasma claro contendo algumas amastigotas e na
sua periferia vé-se estrutura membranosa for-
mando a parede interna do ninho (setas). Hemato-
xilina-eosina. x800.

celulas musculares adjacentes ou da propria miocé-
lula parasitada. As vezes a célula parasitada apresenta
apenas pequena por¢ao de citoplasma granuloso junto
ao nucleo volumoso e grande espago citoplasmatico
sem afinidade tintorial, contendo algumas formas
amastigotas, formando um nitido contraste entre o
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grande espago citoplasmatico e o pequeno numero de
parasitas que o ocupa. Outros ninhos apresentam-se
volumosos e com grande numero de parasitas que
preenche praticamente todo o seu espago citoplasma-
tico. Nestas células com muitos parasitas o nucleo ¢
mais dificil de ser visto e, quando presente, pode apre-
sentar grau variavel de encarquilhamento e/ou croma-
tina com tendéncia 4 homogeinizag¢do e hipercroma-
tismo e, as vezes, desaparecimento da membrana cro-
matinica. Quando as células parasitadas sdo coradas
pelo método Feulgen para DNA (Fig. 5), em seus
nucleos evidencia-se a imagem negativa dos nucléolos
€ no citoplasma o material granuloso € negativo, sendo
o nucleo e o cinetoplasto das amastigotas intensa-
mente corados, tornando a identificagdo dos parasitas
muito facil por este método. A reagdo do PAS (acido
periodico de Schiff) ndo cora nem a membrana
basofila da periferia do ninho, nem o material basofilo
granuloso do seu citoplasma e nem o corpo do parasita.
Ja a técnica da peroxidase antiperoxidase para T.
cruzi (Fig. 4), além de corar bem as amastigotas,

Fig. 4 - Ninhos de amastigotas na veia central da supra-
renal de chagdsico cronico, corado pelo método da
peroxidase-antiperoxidase (PAP) para T. cruzi
Proximo ao canto superior direito célula parasi-
tada contendo apenas uma amastigota com reagdo
Jfortemente positiva enquanto o citoplasma contém
granulos que se coram fracamente pelo PAP. Em-
baixo a esquerda observa-se volumoso ninho cuja
“membrana’” periférica (setas) é fortemente posi-
tiva pelo PAP, como as amastigotas. Entre os dois
ninhos descritos observa-se um terceiro cujo conteli-
do cora-se intensamente pelo PAP. x640.

mostra-se fortemente positiva ao nivel da membrana
periférica (basofila pelo HE) do ninho e ao nivel de
alguns septos que dividem os espagos opticamente va-
zi0s que contém parasitas. O material citoplasmatico
granuloso e basofilo que é Feulgen e PAS negativos
pode mostrar-se fraca ou moderadamente positivo
pelo PAP em algumas células parasitadas.

Fig. 5 - Dois ninhos de amastigotas do T. cruzi (setas) na
musculatura da veia central da supra-renal de cha-
gadsico cronico, corados pelo método de Feulgen
para DNA. O cinetoplasto e o nucleo dos amasti-
gotas coram-se fortemente da mesma forma que 0
nucleo de uma das celulas hospedeiras. Material
citoplasmatico de ambas as células hospedeiras ¢
Feulgen negativo. x500.

DISCUSSAOQ

Estudos da interagao entre o T cruzi e células
de vertebrados foram desenvolvidos “in vitro” por
Dvorak e col?, Nogueira e col!2, Luban e cols 10, Mei-
relles e cols!! e Alexander! dentre outros. Extensa
revisdo e discussio sobre os varios aspectos da relagdo
hospedeiro-parasita na tripanossomose cruzi ¢ feita
por Brener8. Apesar da existéncia de expressiva soma
de trabalhos publicados abordando diferentes angulos
desta protozoose, pouca atengdo tem sido dada as
células musculares lisas parasftadas pelo T cruzi, na
fase cronica da doenga humana e mesmo experimen-
tal. Em trabalhos anteriores 4 3 chamamos a atengdo
para as modificagoes nucleares que se observam fre-
qientemente em células musculares lisas da veia da
supra-renal de chagasicos cronicos parasitadas pelo
T. cruzi. Recentemente observamos gigantismo nu-
clear em célula muscular cardiaca de chagasico croni-
co com formas amastigotas do T. cruzi2. O presente
trabalho tras novas contribui¢ées, mostrando as modi-
ficagdes citoplasmaticas que ocorrem nas células mus-
culares lisas parasitadas em supra-renais de chagasi-
cos cronicos. Pode-se dizer que o parasitismo dos leio-
miocitos além de promover as modifica¢ées nucleares
citadas, induz alteragdes citoplasmaticas que podem
ser vistas mesmo em secgoes de células que albergam
apenas um ou poucos parasitas. Geralmente a forma
amastigota do T. cruzi, mesmo quando unica na
sec¢do celular, mostra-se envolta por halo claro (opti-
camente vazio), nitidamente separado do resto do
citoplasma. O citoplasma restante perde a caracteris-
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tica miofibrilar acidofila e adquire aspecto finamente
reticular ou granuloso, corando-se moderadamente
pela hematoxilina (basofilo), sendo Feulgen e PAS
negativos. Estes dados histoquimicos levam-nos a
admitir que a basofilia do citoplasma da célula parasi-
tada seja devida a aumento do teor de RN A, particu-
larmente o ribossomico, o que esta de acordo com as
caracteristicas assumidas pelos nucleos que além de
volumosos apresentam, as vezes, excepcional desen-
volvimento nucleolars. A medida que as formas amas-
tigotas aumentam em numero os halos claros sdo
transformados em “lojas™ periféricas, delimitadas por
septos, s vezes com membrana interna basofila que
pode existir também contornando todo o ninho. Estas
“lojas” tém grandes espagos opticamente vazios, que
sdo apenas parcialmente preenchidos por grupos de
amastigotas pouco numerosos, mas que podem ser
volumosos. O citoplasma sem parasitas, geralmente se
concentra em torno do niucleo e contém material fina-
mente granuloso e basofilo, podendo ainda apresentar-
se constituido por granulos um pouco mais grosseiros,
em parte basofilos e em parte ligeiramente acidéfilos.
Enquanto as amastigotas mostram nucleo e cineto-
plasto facilmente identificdveis pelo Feulgen, o cito-
plasma da célula hospedeira mantém-se Feulgen e
PAS negativos. Entretanto, em algumas células seme-
lhantes as descritas acima, a técnica da peroxidase
antiperoxidase para 1. cruzi, além de demonstrar
suas formas amastigotas, coram substincias livres no
citoplasma granuloso da célula hospedeira e, as vezes,
esta reagdo ¢ fortemente positiva na “membrana” que
envolve todo o ninho, podendo sé-lo também nas
membranas que delimitam as lojas. Estas membranas
poderiam ser explicadas tanto por reagdo imunocito-
quimica cruzada de material celular rechagado para a
periferia da célula hospedeira como também por
difusdo de antigenos do T. cruzi e adsorgdo dos mes-
mos as estruturas da periferia cefular. J4 o material
citoplasmadtico granuloso, cuja positividade pelo PAP
¢ menos acentuada, poderia resultar de reagdo imuno-
citoquimica cruzada ou simplesmente de um artefato
(background), podendo também constituir-se de anti-
genos tripanossoma-simile resultantes de interacao
entre o leiomiocito e o parasita.

SUMMARY

Some morphologic aspects of the smooth mus-
cle cells, parasitised by T. cruzi in the adrenal vein of
chronic chagasic patients were studied. The staining
techniques used were the following: Hematoxylin and
Eosin (HE), PAS, Feulgen and the peroxidase anti-
peroxidase (PAP) immunocytochemical method for
identification of T. cruzi antigen. The intracellular
amastigotes were often surrounded by a clear halo
and the cytoplasm of the parasitised smooth muscle
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cells were granular or reticular in appearance being
basophil and, PAS and Feulgen negative. These data
suggest that the cytoplasmatic basophil material
could be ribosomic RNA. The intracellular nests of
amastigotes were surrounded by a PAP positive
“membrane-like” structures. This PAP positive
“membrane-like” material, as well as some cytoplas-
matic PAP positive granulomatous material, could be
due to absorbed antigens from the parasiteorto T. cruzi-
like antigens resulted from the interaction between the
parasite and the host cell.

Key words: Trypanosoma cruzi. Chagas’ di-
sease. Smooth muscle of the central suprarenal vein.
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