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MODIFICACOES NUCLEARES EM CELULAS PARASITADAS PELO TRYPANOSOMA
CRUZI EM CHAGASICOS CRONICOS

Hipélito de Oliveira Almeida, Vicente de Paula Antunes Teixeira, Marlene Antonia dos Reis,

José Umberto Franciscon e Elizabeth Martins

Através do estudo da musculatura-lisa da parede da veia central das supra-renais
de chagasicos cronicos foram identificados micleos em 18 dentre 40 células parasitadas pelo
Trypanosoma cruzi. Com o auxtlio de uma ocular micrométrica foram tomados dois
didmetros de cada ninho e niicleo, obtendo-se suas médias e desvios padrées (25,7 um
*172el12pum=*53e7,5umt 2,82 para diémetros dos ninhos e dos niicleos para célu-
las mononucleadas e binucleadas respectivamente). A relacdo diametro do nicleo/did-
metro do ninho foi de 0,5  0,16. 83,3% dos ninhos eram mononucleados e apenas
16,7% binucleados. A média do volume nuclear para as células parasitadas foi de
1204 um?3 =+ 807,0¢ para as células musculares lisas ndo parasitadas foi de69,6 um +
7,2. A forma e o contorno nucleares eram variados e irregulares. Os niicleos hiper-
cromdticos ou vesiculosos, com membrana cromatinica geralmente espessa e bem defi-
nida, freqiientemente mostrando um a dois nucléolos por sec¢do, podendo, no entanto,
serem encontrados até 8 nucléolos. Sendo as alteracées nucleares descritas fregiientes
nos chagdsicos crénicos, é possivel que sejam a expressao morfolégica de importantes
interacoes entre o 'I. cruzi e o leiomiocito.
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Nucleos volumosos em células parasitadas pelo
T. eruzi foram descritos em casos de transmissao
congénita da doenca de Chagas por Rubio, Rubio e
Howard’ 8 no esdfago, sendo considerada uma pecu-
liaridade das ceélulas fetais?. Entretanto, ha poucos
anos, quando comegavamos a estudar as supra-renais
de chagdsicos crénicos, tivemos a oportunidade de
descrever, em 3 chagasicos adultos, ninhos de amasti-
gotas na camada muscular da veia da medular que
apresentavam alteragdes nucleares muito semelhantes
aquelas observadas no esdfago de casos congénitos da
Tripanosomose americanal. Na época chamamos a
atengdo para a possibilidade de que o melhor conhe-
cimento do fendmeno poderia auxiliar no entendimento
de particularidades da relagdo hospedeiro-parasita,
com potencial importancia para o controle do parasi-
tismo. Como ndo foram feitos estudos morfolégicos
sistematizados sobre o assunto, o que consideramos
ponto de partida para outras abordagens e dispondo de
apreciavel nimero de ninhos de amastigotas do 7.
cruzi cujos nucleos sdo visivelmente alterados, pro-
curamos descrevé-los, ampliando nossas observagdes
anteriores.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados os micleos encontrados em
18 dentre 40 células parasitadas pelo 7. cruzi,
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observadas na musculatura lisa da veia da medular das
supra-renais de 8 chagésicos cronicos. Para a pesquisa
de parasitas na veia da medular das supra-renais temos
feito cortes seriados que sdo corados pela hematoxi-
lina-eosina e analisados ao microscdpio. Deste estudo
preliminar, as laminas e os locais dos preparados
histolégicos que apresentam células parasitadas, cujos
nucleos estdo presentes, sao marcados. As caracteris-
ticas de cada nicleo eram descritas ¢ dois diametros
perpendiculares do ninho e de cada um de seus nucleos
e/ou lobos nucleares (quando existentes) eram medi-
dos com auxilio de uma ocular micrométrica. A partir
destes valores foi calculada a média e desvio padrao
para os diametros dos ninhos e dos nucleos. A partir dos
dois diametros de cada ninho e de seu niicleo era obtida
arelagdo didmetro nuclear/didmetro do ninho. Quan-
do binucleado o ninho, esta relagdo era calculada a
partir do seu didmetro médio e da soma dos didmetros
médios de seus nicleos. Baseado na forma de cada
nicleo e nos seus didmetros, calculou-se o seu volume
aproximado; quando duplo, lobulado ou irregular,
calculava-se o volume das partes de acordo com sua
semelhanga as figuras geométricas, sendo a estimativa
do volume nuclear obtida pela soma dos valores das
partes. Para comparagdo, tomamos dois diametros
perpendiculares dos nicleos de células musculares
lisas em cortes transversais e em cortes longitudinais,
nos mesmos segmentos venosos onde se alojavam as
células parasitadas pelo 7. cruzi. A partir dos didme-
tros, calculamos para cada célula muscular nio para-
sitada, vista em corte longitudinal, o volume nuclear,
considerando-o um cilindro; deste valor individual foi
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calculada a média ¢ desvio padrio dos volumes
nucleares das células normais.

RESULTADOS

Deum total de 40 células parasitadas (ninhos de
T. cruzi) vistas na musculatura lisa da veia da medular
das supra-renais, observamos 18(45%) com nucleos,
sendo 15(83,3%) com apenas um nicleo e 3(16,7%)
com dois nicleos. As médias e os desvios padroes dos
diametros das células parasitadas (ninhos), dos seus
nucleos e dos nucleos das células musculares lisas ndo
parasitadas, estdo na Tabela 1. O teste t de Student
mostrou que apenas as diferengas entre os diametros
dos nacleos das células normais em cortes transversais
e das células parasitadas mono e binucleados sao
altamente significativas (t = 6,12, P < 0,01) ¢ signifi-
cativas (t = 2,36, P < 0,05). A Tabela 2 mostra as mé-
dias e desvios padrdes dos volumes nucleares apro-
ximados das células musculares parasitadas e das
células musculares lisas normais, sendo altamente

significativas as diferencas observadas (t=35,8,
P < 0,01). O coeficiente de correlagao de Pearson
calculado para os diametros dos ninhos e seus nu-
cleos foi de 0,79 (P < 0,01). Os nucleos das células
parasitadas (Fig. 1, 2, 3 e 4), além de volumosos, mos-
travam contorno irregular com angulagdes, saliéncias,
bocelages e sulcos ou clivos. Apesar de irregularidade
dos nuicleos, pode-se dizer que se aproximavam grosseira-
mente das seguintes formas: oval (6 vezes), arredondado
(4 vezes), retangular (2 vezes), fusiforme (2 vezes),
lobulado (2 vezes), triangular (1 vez), quadrangular (1
vez), piriforme (1 vez) e muito irregular (2 vezes).
Freqiientemente mostravam cromatina condensada na
periferia formando uma membrana cromatinica bem
marcada, as vezes de espessura irregular. O restante
do espago nuclear pode ser de baixa afinidade tintorial,
as vezes bastante claro, outras sendo preenchido por
grumos e filamentos grosseiros com grande afinidade
pela hematoxilina, podendo ainda ser homogenea-
mente hipercromatico. A maioria dos nicleos mos-
trava de um, dois, até oito nucléolos, quase sempre

Tabela 1 — Média e desvio padrdo dos didmetros das células parasitadas (dois didmetros para cada célula), dos
didmetros dos seus niicleos e dos niicleos das células musculares lisas ndo parasitadas (dois didme-
tros para cada niicleo) e da relagdo entre o didmetro médio do nicleo e da célula parasitada.

Ne de No de Média em Desvio
Células Medidas Micrémetro Padrao
Diametro dos nucleos das células musculares lisas
nao parasitadas em cortes transversais 10 20 3,0 +0,05
Diametro dos micleos das células musculares néo
parasitadas em cortes longitudinais 20 40 10,4 +0,6
Diametro das células parasitadas 18 36 25,7 +17,2
Diametro dos nutcleos das células parasitadas
quando tnicos por célula 15 30 12,0 +5,3
Diametro dos nucleos das células parasitadas
quando binucleadas 3 12 7.5 +2,8
Relagéao diametro nuclear/diametro celular para as
células parasitadas 18 18 0,5 10,16

Tabela 2 — Volume nuclear aproximado calculado para células musculares lisas parasitadas (em cortes longitu-
dinais) e parasitadas pelo Trypanosoma cruzi, na parede da veia central das supra-renais de chaga-

sicos crénicos.

Ne de Média Desvio
Células em micrémetros3 Padrao
Volume nuclear das células musculares lisas nao parasi-
tadas em cortes longitudinais 20 69,6 + 7,2
Volume nuclear das células parasitadas 18 1204,7 +807,0
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Fig. 1 — Musculatura lisa da veia da supra-renal de
chagdsico cronico — Observa-se uma célula
parasitada apresentando nticleo volumoso,

de contorno irregular. O citoplasma é claro e
contém poucas formas amastigotas. Hema-

toxilina-eosina, x400.

ik 1 h;, AN i
Fig. 2 - Detalhe da figura anterior — Observar o
niicleo gigante, atipico, com vdrios nucléolos

(setas). Hematoxilina-eosina, x1000,

volumosos, as vezes contendo material acidofilo. As
células musculares lisas néo parasitadas, quando em
cortes transversais, tém nucleos com secgdo circular
ao passo que seus cortes longitudinais exibem nucleos
bastante longos (entre 15 e 20 micrémetros) com
didmetro transversal semelhante aos vistos em cortes
longitudinais, permitindo considera-los cilindricos.

DISCUSSAO

O presente estudo confirma e amplia observa-
¢oes anteriores, realizadas em nosso laboratério,

Fig. 3 - Célula parasitada na muscular da veia da
supra-renal de chagdsico crénico. O cito-
Dplasma estd parcialmente retraido, contendo
poucas amastigotas (setas). Sao vistos dois
nucleos hipercromdticos. Hematoxilina-
eosina, x 1000.

Fig. 4 - Célula parasitada na musculatura da veia
da supra-renal de chagdsico crénico — Os
parasitas sdo mais numerosos e o nicleo é
volumoso, homogeneamente corado e sem
limites nitidos, sugerindo alteragoes regressi-
vas do mesmo. Hematoxilina-eosina, x1000.

sobre modificagdes nucleares em células parasitadas
pelo T. cruzi, nas supra-renais de chagasicos croni-
cosl. Ao analisar 40 ninhos do 7. cruzi na parede da
veia da medular das supra-renais destes chagasicos,
encontramos nucleos em 18(45%) deles, todos atipi-
cos, bem mais volumosos que nas células musculares
ndo parasitadas. Esta freqiiéncia nos permite afirmar
que as modifica¢des nucleares ndo representam uma
caracteristica das células fetais, como admitiram
Rubio ¢ Howard’.

Néao ha uma forma nuclear constante, sendo
esta geralmente atipica, aproximando com freqiiéncia
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do aspecto ovoéide ou arredondado e, menos freqiien-
temente, do triangular, retangular ou piriforme, poden-
do ainda o nicleo ser muito irregular e lobulado. A
cromatina pode ser condensada na periferia, sendo o
resto do nicleo elaro contendo de um até 8 nucléolos,
ou ser formada por grumos e filamentos grosseiros,
distribuidos por todo o nucleo, mostrando um padrio
de organizacao do material genético bastante diverso
do observado nas células normais. Mais raramente o
nucleo é de aspecto homogeneamente hipercromatico,
semelhante aos picnoticos, o que poderia representar a
morte da célula hospedeira e provavel interrupgiao do
ciclo intracelular do parasitismo.

Embora na maioria (82,3%) das células parasi-
tadas o nucleo seja unico, algumas podem ser binu-
cleadas (16,7%). Quando unicos, tém um didmetro
médio de quase o dobro dos niicleos duplos (12 £+ 5,3
e 7,5 £ 2,8 micrémetros respectivamente) sendo am-
bos os valores significativamente superiores a média
dos diametros nucleares das células ndo parasitadas
vistas em cortes transversais. Como as células normais
tém um micleo muito alongado e estreito e as células
parasitadas tém nucleos e diametros pouco diferentes,
a comparagao dos didmetros dos nucleos das células
normais em cortes longitudinais com os diametros das
células parasitadas ndo mostra diferengas significati-
vas (P> 0,05). Os maiores valores dos desvios pa-
droes das meédias dos diametros dos nucleos das
células parasitadas mono e binucleadas quando com-
paradas as normais se explicam pela grande variagao
do tamanho dos nucleos das primeiras o que, prova-
velmente estaria associado a evolugéo do parasitismo
intracelular. Por outro lado, o aumento do didmetro
nuclear guarda boa correlacdo com o aumento de
diametro do ninho, como o demonstram o coeficiente
de correlacdo de Pearson relativamente alto(r = 0,79,
P < 0,01) ¢ 0 baixo desvio padrao damédia da relagao
didmetro nuclear/didmetro do ninho. O volume nu-
clear aproximado, calculado para os ninhos, foi muito
superior (quase 20 vezes) ao das células musculares
lisas ndo parasitadas da parede venosa (P < 0,01).
Fizemos a comparagdo das células parasitadas com as
musculares lisas normais, porque em estudos anterio-
res! 9 colhemos dados bastante convincentes de que as
células parasitadas da veia suprarrenalica sao leio-
miocitos. Estao sempre na intimidade dos fasciculos
musculares da veia, jamais entre as células do conjun-
tivo peri e interfascicular; em algumas células com
nucleos atipicos gigantes, podem ser observados feixes
de miofibrilas. Recentemente, estudando ao micros-
copio eletrdnico células parasitadas da veia umbilical
na doenga de Chagas congénita, com caracteristicas
semelhantes as que descrevemos na veia suprarrena-
lica, Lana’ constatou sua natureza muscular. Alias,
Barbosa Jr. e Andrade?4 ao estudarem células parasi-
tadas pelo T. cruzi no tubo digestivo e na veia da
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medular das supra-renais de chagasicos cronicos, sdo
taxativos em admitirem sua natureza muscular.

Embora algumas das alteracdes nucleares
observadas nos tecidos fetais e na veia das supra-
renais de chagdasicos crénicos adultos possam ser
consideradas apenas um efeito colateral do parasitis-
mo intracelular, a hipertrofia nuclear e a freqilente
presenca de nucléolos, as vezes numerosos, sugerem
intensa atividade nuclear e produ¢do de RNA ribos-
sémico, induzidas pelo parasitismo, devendo desem-
penhar importante papel no ciclo de reprodugéo e
diferenciagao que o 7. cruzi realiza no interior das
células musculares lisas do hospedeiro vertebrado.
Como o 7. cruzi continua participando da génese da
inflamag&o no miocardio de chagasicos cronicos3 e a
veia da medular das supra-renais parece ser uma
espécie de reservatério do parasita de onde o mesmo
pode ser liberado periodicamente e assim perpetuar a
agressio a outros érgaos2, o esclarecimento de todos
os detalhes desta relagdo tem potencial importancia
na busca de caminhos terapéuticos mais eficazes para
a fase cronica da doenca de Chagas.

SUMMARY

By the study of histological sections of smooth
muscle in the wall of the adrenal vein in human
chronic Chagas’disease 18 nuclei were identified
in 40 cells parasitized by T. cruzi. With an ocular
micrometer two diameters of each nest and their
nucleus were taken, obtaining their mean size and
standard deviation (SD) (25.7 um £ 17.2 for nest
diameters and 12 pm £ 5.3 and 7.5 pm *+ 2.82 for
the nuclear diameters of the mononucleated and
binucleated cells respectively). The relation nucleus
diameter/nest diameter was 0.5 * 0.16. 83.3% of the
nests had one nucleus and 16.7% were binucleated.
The mean nuclear volume of the parasitized cells was
1204 um3 + 807.0 and of the non parasitized smooth
muscle cells was 69.6 um3 X 7.2. Nuclear form and
outline were varied and irregular. Hyperchromatic or
vesicular nuclei, with a large and well defined chro-
matinic membrane usually show in cells one or two nu-
cleoli per section but this number can reach 8 nucleoli.
These nuclear alterations frequently seen in the wall of
the adrenal vein of chagasic patients could be significant
in the intracellular cycle of T. cruzi in the leiomyocyte.

Key words: Chagas’ disease. Trypanosoma
cruzi. Adrenal gland. Nucleus. Smooth muscle cell.
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