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LEIOMIOCITOS SUPRA-RENALICOSE MIOCARDIOCITOS
PARASITADOSPELO TRYPANOSOMA CRUZI EM CHAGASICOS
CRONICOS:; ESTUDO COMPARATIVO

HIPOLITO DE OLIVEIRA ALMEIDA, ALFREDO JOSE AFONSO BARBOSA, HELENICE GOBBI, MARLENE
ANTONIA DOS REIS, VICENTE DE PAULA ANTUNES TEIXEIRA, MARILDA DA COSTA BRANDAO

Foram estudados os aspectos das células parasitadas pelo T. cruzi em supra-renais e coractes
de chagasicos crbnicos em preparactes histolbgicas coradas pela hematoxilina-eosina e pela
técnica da peroxidase anti-peroxidase (PAP). Comparando-se os aspectos dos |eiomidcitos
parasitados na musculatura da veia supra-renalica (LPSR) com os miocardidcitos parasitados
(MP) foram observadas as seguintes diferencas: a) aumento de volume dos LPSR, geralmente
acentuado e desproporcional ao nimero de parasitas, enquanto os MP sofrem aumento
volumétrico menor e proporcional ao nimero de parasitas; b) nicleos gigantes e lobulados
com nucléolos, sdo frequientes nos LPSR e excepcionais nos MP; ¢) hos MP o citoplasma ndo
ocupado pelos parasitas permanece organizado, enquanto que os LPSR perdem a estrutura
miofibrilar tornando-se, em algumas células, finamente granulosos, baséfilos, PAP negativos,
ou aciddfilos e PAP positivos; d) na parede interna de alguns LPSR forma-se uma faixa PAP
positiva que ndo é observada nos miocardiécitos; €) embora um exsudato leucocitario possa
ser encontrado em torno dos MP e dos LPSR, apenas nos MP foram evidentes fendmenos
regressivos dos miocardiécitos e das amastigotas e, as vezes, invaséo do citoplasma dos MP
por mononucleares. As observac6es indicam profundas diferencas na interacéo entre o parasita
e os doistipos de células musculares, sendo possivel que correspondam a mecanismos de acéo
distintos no que se refere as lesdes teciduais e que o parasitismo do leiomidcito supra-rendlico

seja responsavel pela perpetuacdo do T. cruzi no organismo do chagasico croénico.

O encontro de células musculares cardiacas
parasitadas pelo Trypanosoma cruzi em chagésicos
croénicos, ndo tem sido referido ou é citado apenas de
passagem como achado ocasional em vérios estudos
histopatol 6gicos'®. Entretanto, Koberle* e Andrade e
Ramal ho® relatam o encontro de parasitas no miocéardio,
respectivamente em 32 e 30% dos chagésicos cronicos.
Recentemente mostrou-se6 que alguns focos de
exsudato mononuclear no coracéo de chagasicos
crénicos contém, na sua intimidade, miocardiocitos
parasitados, sugerindo apersisténciadaacdo do T. cruzi
na génese da miocardite focal. Por outro lado, outros
estudos” & mostram que, na musculatura lisa da veia
central das supra-renais sdo encontrados |eiomiécitos
parasitados com maior facilidade que no miocardio de
chagésicos crénicos com diferentes formas andtomo-
clinicas da doenga. Sendo o T. cruzi um parasita

com ciclo de reproducéo intracelular, € possivel que o
melhor conhecimento da interacdo entre este parasita e
suas células hospedeiras fornega elementos capazes de
influir nas decisdes terapéuticas. Através de coloracdes
pela hematoxilina-eosina e pela técnica da peroxidase
antiperoxidase para T. cruzi, verificou-se que o
parasitismo dos leiomidcitos supra-rendlicos apresenta
alguns aspectos que ainda ndo foram descritos em
miocardiocitos®. Por isso no presente trabalho,
utilizando cortes corados pela HE e pela técnica do
PAP, procurou-se fazer um estudo comparativo da
interaco entre o T. cruzi e esses dois tipos de células
musculares na tentativa de buscar informacfes que
poderiam ajudar a compreender os mecanismos de
sobrevivéncia do parasita e de sua participacéo nas
lesBes do coragdo chagésico cronico.
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MATERIAL EMETODOS

De chagasi cos crénicos necropsiados estudaram-se as
glandulas supra-renais (n = 5) eoscoragdes (n = 8) fixados
em solucdo de formol a 4%. O material foi processado
parainclusdo em parafina, sendo obtidos cortes seriados
deum fragmento de cada coracdo e de todos osfragmentos
das supra-renais. Um corte em cada 5 era corado pela
hematoxilina-eosina, sendo levado ao microscopio para
pesquisa do parasita. Os ninhos encontrados eram
marcados para posterior estudo. Algumas |aminas ndo
coradas, com nimero de série imediatamente anterior ou
posterior aquelas nas quais foram identificados ninhos
do T. cruzi, foram coradas pela técnica da peroxidase
antiperoxidase (PAP) para identificacdo do T. cruzi,
segundo padronizagéo de Barbosal?. Tanto osleiomidcitos
guanto os miocardidcitos parasitados foram analisados
guanto a forma, aspectos do niicleo e do citoplasma ndo
ocupado pelos parasitas, aspectos dos parasitas e suas
relaces com o exsudato inflamatério. O didmetro
transversal de 40 miocardiécitos sendo 20 parasitados e
20 ndo parasitados, bem como de 20 leiomidcitos
parasitados e de 20 ndo parasitados foram tomados com
auxilio de ocular micrométrica.

RESULTADOS

Asmédias e desvios-padrao do didmetro dosleiomidcitos
rendlicos e miocardi6citos com e sem parasitas, podem ser
vistosnatabelal. Foram encontrados nos coragdes, atraves
do exame de vérias |&minas coradas pela hematoxiling, 20
miocél ulas parasitadas, sendo que em apenas 4 dessas foi
possivel observar o nicleo, que se mostrava pequeno,
distorcido, aparentando picnose (fig. 1). Em apenas uma
dessas 0 nucleo era moderadamente volumoso, com 3
nucléolos. Nos miocardiécitos parasitados as amastigotas
tinham aspecto uniforme, geralmente compactadas,
deixando pouco espago entresi. Namaioriadas miocélulas
parasitadas foi notada uma por¢do pouco regular de
citoplasma mais periférico que apresentava a mesma
estrutura miofibrilar do citoplasma das células normais.
Em apenas um corte de miocélula os parasitas ocupavam
completamente o citoplasma tornando-o ligeiramente
fusiforme devido ao abaulamento de seu tergo médio. Os
demais miocardiécitos parasitados mantiveram-se
cilindricos, sem grandes deformagdes de seu contorno
externo. Algumas miocélulas parasitadas vistas na
intimidade de focos de exsudato inflamatdrio (fig. 2 e 3)
apresentavam citoplasma hialinizado com perda da
estrutura fibrilar. Nessas, as amastigotas, em sua maioria,
perdiam parte de sua estruturacdo, sendo identificadas
gera mente por mintscul os nticleos picndéticos envol tos por
citoplasma pouco distinto. Apesar de, as vezes,
observarem-se sol ugBes de continuidade no contorno destes
miocardidcitos, adesdo e até penetragdo de mononucleares
no seu interior, ndo se observaram sinais que sugeris-

sem rotura por aumento da pressdo interna.com liberacéo
deparasitasparaointersticio. A técnicado PAP evidenciou
nos miocardidcitos as amastigotas (fig. 4 e 5) como
corpuscul os castanho-dourados, geralmente de contornos
nitidos, as vezes mal definidos. Em dois casos a
musculatura da veia supra-rendlica apresentava
parasitismo abundante e nos demais foram encontrados
de 1 a 5 ninhos por caso. Embora pudessem ser
encontrados ninhos semelhantes aos descritos no
miocardio, os leiomidcitos supra-rendlicos parasitados
apresentavam umafaixade variacdo muito grande, aqual
parecia representar etapas evolutivas do parasitismo
celular (fig. 6, 7 e 8). Observaram-se fregiientemente
lelomi éeitos com poucos parasitas (2 e 4 por secgdo) que
se transformaram em células ovais ou globosas, as vezes
apresentando nlcleo volumoso, lobulado, com citoplasma
perdendo sua caracteristica fibrilar, aumentando seu
volume e assumindo aspecto finamente granuloso ou
reticular, corando-se levemente pelahematoxilinae sendo
PAP negativo. Nestas células, as amastigotas geralmente
apresentavam-se envoltas por halo claro. Outros
lelomiécitos com nimero de parasitas um pouco maior
apresentavam aspecto geralmente globoso com nucleo
volumoso quando visivel; os parasitas, isolados ou em
pequenos grupos estavam dispersos num citoplasmaquase
sem afinidade tintorial ou no interior de “lojas claras’,
completa ou incompletamente delimitadas por septos e
apenas parcialmente ocupadas pelos parasitas. Pequena
parte do citoplasma do leiomidcito era preenchida por
material granul oso, geralmente paranuclear, parcialmente
bastfilo ou acidofilo e quase sempre PAP positivo,
parti cularmente onde predominam os gréanul os acidofil os.
O contorno do ninho geralmente exibia membrana
irregular, basofilae PAP positiva. Uma delicada “névoad’
PAP positiva, as vezes, era vista estendendo-se parafora
do limite da célula parasitada. Podiam ser encontradas
células com pequena ou nenhuma por¢do de citoplasma
granuloso e grande espago sem nenhuma afinidade
tintorial, contendo apenas alguns amastigotas, o nicleo,
guando visto, eravolumoso e atipico, sendo a“membrana’
PAP positivaidentificavel ou ndo. Nosleiomidcitos supra
rendlicos os parasitas apresentavam maior variagdo de
forma e volume, sendo geralmente maiores que os
observados no miocardio. Apesar do exsudato
mononuclear, geralmente rico em plasmécitos, ser
ocasionalmente encontrado nas adjacéncias de
lelomidcitos parasitados, ainvasao destes pel osleucdcitos
ndo foi observada, da mesma forma que ndo se observou
relacdo entre 0 exsudato inflamatorio e as modificagbes
morfoldgicas das amastigotas; essas geralmente
apresentavam-se preservadas, mesmo quando a célula
hospedeira estava envolta por células inflamatérias.

DISCUSSAO

Em trabalhos anteriores mostrou-se, nos chagésicos
crénicos, a existéncia de miocardiécitos parasi-
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tados em associ agao com focos de miocardite® e sugeriu-se
gue os granulomas encontrados em coragfes de
tripanosométicos poderiam representar uma etapa
evolutiva dessa inflamag8o antitripanosoma *. Com a
descoberta do parasitismo de leiomidcitos da veia
supra-rendica, emindividuosfalecidoscom aformacronica
da doenca 7, aventou-se a hipdtese de que o ambiente
tissular na parede venosa, favorecendo a sobrevivéncia
do parasita, seria um dos fendmenos responséveis pela
manutencdo da infeccdo crénica por dezenas de anos e,
conseglientemente, teria importancia na patogénese das
lesdes cardiacas #*2. O presente estudo mostradiferengas
morfoldgicas marcantes entre o miocardiocito e o
leiomidcito suprarenalico que parecem apoiar tal hipétese.
As modificagBes nucleares, com aumento de volume e
formacéo de nucléolos, comuns nos leiomiécitos
supra-rendlicos parasitados e excepcionais nos
miocardiécitos, sugerem que asinteracbesentre o parasita
e 0 genoma do leiomidcito sgjam mais intensas que as
estabel ecidas com os miocardi6citos.
TABELA | - Didmetro transver sal médio (em pum) dos

leiomidcitos supra-rendélicos e miocar diécitos par asitados e néo
par asitados em chagésicos cr dnicos (D.P. = Desvio Padr &o).

Diametro
Tipodecdula transversal D.P
Médio

L, Néo-Parasitados 42 0,3
Leiomidcitos n=20

Suprarrendlicos Parasitados 497 359
n=20

Né&o-Parastados 177 46
n=20

Miocardiécitos Pa;aftzagos 26,2 8.2

Fig. 1 - Miocardiécito parasitado pelo T. cruzi, apresentando nucleo
deformado e deslocado paraaperiferiadacélula. Umafaixairregular de
citoplasmado miocérdio permanece com estruturamiofibrilar idénticaas
células ndo-parasitadas. A formae o volume do miocardiécito paralisado
semodificaram apenasdiscretamente. HE X 800.

Fig. 2 - Miocardiécito parasitado na intimidade de foco inflamatorio,
apresentando mononucleares aderidos a sua superficie, sendo que um
leucdcito j& se encontra quase que totalmente no interior do citoplasma
queestahialinizado. Asamastigotas, visivelmente alteradas, tém contorno
mal definido, osnlcleos sdo apagados (caridlise) ou picnécitos. HE X 640.

- aw i' -"5 -—
’ >"-_ﬂ:::v-.;

Fig.3- Mlocardl écito parall%do, mostrando numerosos mononucleares
aderidos a sua superficie: o citoplasma esta hialinizado, invadido por
mononucl eares e parcia mente destruido. As amastigotas alteradas como
asdafigura2, dispdem-se ao longo do que seriao contorno do miocardio,
aparentemente sem serem liberadasparaointersticio HE X 640.

Fig. 4 - Miocardidcito parasitado contendo numerosas amastigotasdo T.
cruzi identificadas pelo método de peroxidase antiperoxidase. Os
corpuscul os parasitados tém limites nitidos. PAP X 2000.
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Fig. 5- Miocardiécito parasitado i dentificado pel o método da peroxidase
antiperoxidaseparaT. cruzi. Oscorpuiscul osdo parasitafortemente positivos
ndo mostram limites nitidos PAP X 1250.

- £
Fig. 6 - Leiomidcito parasi tado peloT. cruzi, navelasupra-rendlica. Seu
ntcleo é volumoso, de contorno irregular e heterocromético formando
massas grosseiras e irregulares. O citoplasma é muito amplo, contendo
poucas amastigotas, sendo finamente granul oso apenas junto a um dos
polosnucleares e sem afinidadetintorial em suamaior extensdo HE X 50.
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Fig. 7 - Leiomidcito daveiasupra-rendlicaapresentando umaamastigota
em uma de suas extremidades e duas na outra (setas). O citoplasma é
abundante e preenchido por material finamente granul oso e bastfilo. PAP
+ Hematoxilina X 2000.

Fig. 8- Leiomidcito contendo numerosos parasitas intensamente PAP
positivos e pequena porcéo de citoplasma(setas) contendo granulos
gue também se coram pelo PAP como antigeno tripanossdémico. O
|eiomiécito apresenta uma membrana PAP positiva que o contorna
parcialmente (flecha) PAP X 1250.

Possivelmente relacionadas com essas modificagdes
nucleares estdo as drasticas transformagdes observadas
no citoplasma de alguns leiomidcitos, que ndo foram
observadas nos miocardiécitos. De fato, o leiomidcito,
numa fase precoce de parasitismo, modifica sua forma,
gue passaaoval ou globosa, perde o aparelho miofibrilar
gue é substituido por finos grénulos basofilos que sdo
PAP negativos, provavelmente representando um
aumento de RNA citoplasmético, particularmente
ribossbmico, o que estd de acordo com a hipertrofia
nuclear e a formacgéo de nucléolos grandes e quase
sempre NUMerosos, ja observadas em estudos anteriores
%13, Em outros leiomidcitos, com ndmero um pouco
maior de parasitas, passam a predominar espagos sem
afinidade tintorial e material granuloso, geramente
acidéfilo e corando-se pelo PAP. Tais aspectos pode
sugerir: 1°) que amaquinariada célulahospedeiratenha
sido utilizada para sintetizar proteina que apresenta
reaco cruzada com o antigeno do T. cruzy °; 2° que o
material PAP positivo presente no citoplasma da célula
hospedeira, seja constituida por antigenos liberados das
amastigotas. Outradiferencamarcante entre o leiomiocito
supra-rendlico e o miocardiécito, quando parasitado nos
chagésicos cronicos, € a formacéo de “membrana’
constituida por material PAP positivo presente apenas no
lelomidceito.

Edificil, noestudo atud, avaliar arazzo dessadiferencaesua
importanciapatogénica. Poder-se-iaadmitir queessa” membrana
antigénica’ seformagpenasnoleomidcito porquesomenteesse
seria cgpaz de fabricala, 0 que € sugerido pdas modificagtes
citoplasméticas. Dessa forma, a membrana antigénica
seria formada pela condensagéo periférica do material
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sintetizado no citoplasma. Por outro lado, esse material
antigénico poderia ter origem nas amastigotas, sendo
secretado por elas ou resultado de sua eventual morte e
desintegracdo intracelular. Nesse caso, tal fenébmeno
poderia ocorrer também no miocardidcito, entretanto, a
auséncia neste da condensacéo periférica de material
antigénico, poderia depender de incapacidade de sua
membranaplasméticae/ou laminabasa emreter o antigeno,
permitindo total difusdo para fora da célula, o que ndo
ocorreriano leiomiocito. Entretanto, além de o miocardidcito
parasitado poder liberar al guns antigenos parao ambiente
extracelular, a grande quantidade de antigeno
tripanosoma-similelivre no citoplasmaou concentrado na
periferiado leiomidcito, € compativel com aliberacdo deste
material para 0 meio extracelular de onde pode cair na
circulagdo. A possibilidade de liberagdo celular de
antigenos T. cruzi-simile produzidos pelas células
parasitadas ou liberados dos parasitas e sua passagem
paraacircul acdo sangliinea poderiater algumaparticipagéo
naevolugéo dadoencade Chagas. Umainvestigagéo sobre
a presenca de antigenos Tripanosoma-simile no sangue
de chagasicos poderia auxiliar no esclarecimento desta
guestéo.

Por outro lado, o fato de, as vezes, encontrarem-se
leiomidcitos muito volumosos, com grandes espacgos
vazios entre os parasitas, além de poder representar uma
degeneracdo ou artefato, sugere a possibilidade de que
parasitas, em determinados momentos, saiam da célula
hospedeiraindividua mente ou em pequenos grupos, sem
gue o leiomiécito seja destruido, podendo inclusive ser
repovoado por proliferacdo das amastigotas que
permanecem no seu interior. Além disso, ao contrério do
gue freguientemente se observa no coragdo, os ninhos na
parede da veia supra-renal, mesmo quando envoltos por
céulas inflamatorias, ndo sdo invadidos por estas e ndo
sdo freguentes os sinais de morte ou desintegracéo das
amastigotas. Parece que na supra-renal do chagésico
cronico a resposta imunitaria antitripanosoma € pouco
eficiente, permitindo queo T. cruzi sereproduzae caiana
circulagdo sangiiinea, podendo ganhar outras células,
como o miocardiécito. Entretanto, no miocéardio dos
chagasicos crbnicos, as presentes observagdes sugerem
gue a célula parasitada e os parasitas geralmente sdo
atacados pel as defesas do hospedeiro antes de setornarem
muito volumosas ou se romperem, havendo pouca ou
nenhuma possibilidade de os parasitas sobreviverem atal
agressdo. Dessaforma,é provavel que nosindividuoscom
boa capacidade de defesa, as veias das supra-renais sgjam
0 habitat que permiteao T. cruzi permanecer no organismo
humano por dezenas de anos, podendo fornecer antigenos
e/ou parasitas que, uma vez na circulagdo sangiiinea, e,
eventual mente se fixando em tecidos como o miocardio,
poderiam contribuir para les&-los progressivamente, seja
por reagcdo contra constituintes do tripanosoma, seja por
auto-agressdo imunitéria. A auto-agressdo poderia ser
ativada pela destruicdo do miocardiécito pelos

parasitas ou pela resposta inflamatdria antitripanosoma.
Além disso, caso aantigenicidade cruzada sejaimportante
na génese da miocardite do chagasico crénico,
possivelmente seu papel patogenético depende da
perpetuacéo do parasitismo para realimentar a auto-
imunidade com o fornecimento de estimul agdo antigénica
e/ou gerando, diretaou indiretamente, fatoresqueinterfiram
Nos mecanismos que regulam arespostaimunitaria.

SUMMARY

The morphologic patterns of the smooth muscle and
myocardia fibers of patients who died with chronic Chagas
dissesewere studied. Thesmooth musclefiberswereobtained
fromthe central vein of the adrend gland, for it is known to
have relatively large quantities of parasites. Fragments
from the myocardial muscle (eight cases) and from the
adrenal glands (five cases) werefixed in paraffin wax and
sections were stained with both the hematoxilin-eosin and
the immunocytochemical method of peroxidase
anti-peroxidase (PAP) for demonstration of Trypanosoma
cruzi amastigotes.

The comparison between the adrenal leiomyocytes
(APL) and the myocardial fibers (MPF) shows
conspicuous differences, as follows: a) marked, often
cystic enlargement of the APL (not proportional to
parasite number) while the MPF only present slight
enlargement (proportional to number of parasites); b)
giant and lobulated nuclei, with nucleoli, are frequent
in APL and rare in MPF, c) the cytoplasm of MPF not
filled with amastigotes remain structurally preserved
while in the APL, the cytoplasm was basophylic (with
PAP-negative granules) or acidophylic (with
PAP-positive granules); d) the cystic cavity in APL, with
variable number of parasites, islined by a PAP-positive
membrane-like structure, which is never observed in
APL; e) in spite of the presence of inflammatory cells
surrounding the APL and MPF, only the later eventually
showed signs of zonal coagulation of the cytoplasm with
the invasion of inflammatory cells.

The present observations show noticeabl e differences
in the interrel ationship between the parasite and the two
types of muscle cells studied. It is possible that these
differences also correspond to distinct mechanisms of
action in the genesis of the lesions and of the
perpetuation of T. cruzi in the organism of chronic
Chagas patients.
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