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RESUMEN

Se investiga en ratas albinas (Rattus norvegicus), cepa Wistar,
inoculadas por via intraperitoneal con 5x10* tripomastigotes
sanguicolas de Trypanosoma cruzi, y prefiadas 10 dias des-
pués de la inoculacion, los efectos de la infeccion aguda sobre
la gestacion, utilizando diferentes pruebas de diagnéstico. Los
resultados revelaron diferencias significativas (P < 0,01) entre
los valores de parasitemia promedio de los grupos de ratas vir-
genes B y ratas gestantes D, durante la primera y segunda se-
mana de gestacion, registrandose a los 12 dias de la gravidez
niveles de parasitemias de hasta 55 + 3 y 27 + 9 trips/mm® de
sangre. Anticuerpos anti-T. cruzi fueron detectados en los sue-
ros de las ratas infectadas, mostrando diferencias significati-
vas (P < 0,05) cuando se compara la interaccion grupo-tiempo.
Presencia de formas flageladas de T. cruzi en los tubos de cul-
tivo inoculados con liquido amniético de 3 (50%) de 6 ratas sa-
crificadas a término de gestacion. Instauracion de una miocar-
ditis y miositis aguda de variable intensidad acompafada de
nidos de amastigotes de T. cruzi a nivel del corazén, musculo
esquelético y fibras musculares lisas del Utero gravido. Las
placentas mostraron una placentitis moderada sin parasitismo
a nivel del estroma velloso, placas coridnica y desidual. Las
glandulas mamarias presentaron un infiltrado celular discreto
sin parasitosis en los alveolos, conductos excretores y tejido
conectivo inter e intralobulillar. Las células alveolares exhibie-
ron un citoplasma basofilico y abundante secrecion. El analisis
morfométrico, reveld diferencias significativas (P < 0,01) en el
tamanfo de fetos y placentas obtenidos de ratas infectadas D y
controles sanas C. La infeccion chagasica aguda produjo en la
rata gestante alteraciones parasitolégicas, inmunolodgicas, his-
topatolégicas y morfométricas importantes, las cuales fueron
potenciadas por los efectos paralelos inducidos por la gravi-
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dez; la presencia de formas flageladas de T. cruzi en el liquido
amniotico diagnostica la infeccion fetal congénita; T. cruzi no
caus6 interrupcion de la gestacion y los fetos a término de la
gravidez fueron aparentemente normales.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, infeccion chagasica, rata,
gestacion.

ABSTRACT

White Wistar rats (Rattus norvegicus) were intraperitoneally in-
oculated with 5x10* blood form trypomastigotes of Trypano-
soma cruzi and impregnated 10 days after inoculation. The ef-
fects of acute infection on gestation were examined using dif-
ferent diagnostic tests. Results showed significant differences
(P < 0.01) level in parasitemia values between group B virgin
rats and group D gestating rats, during the first and second
week, with levels of parasitemias 12 days after impregnation of
55+ 3 and 27 £ 9 tryps/mm3. Anti-T. cruzi antibodies were
found in the serum of infected rats, showing differences (P <
0.05) level comparing group-time interaction. Flagellate forms
of T. cruzi were present in culture tubes inoculated with amni-
otic fluid from 3 (50%) of 6 rats sacrificed at the end of gesta-
tion. There was also myocarditis and acute myositis of varying
intensity accompanied by many nest of T. cruzi amastigotes
around the heart, in skeletal muscle and smooth muscle fiber
in the gravid uterus. There was moderate placentitis without
parasitism in the villous stroma and chorionic and decidual
plates. Mammary glands showed discrete cellular infiltrate
without parasitosis in the alveoli, excretory ducts and in inter
and intralobular connective tissue. Alveolar cells showed baso-
philic cytoplasm and abundant secretion. Morphometric analy-
sis of fetuses and placenta from infected rats D and healthy
controls C showed significant differences (P < 0.01) level in
size and weight. In conclusion, the gestating rats acute chaga-
sic infection produces important parasitological, immunological,
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histopathological and morphometric changes: these are exac-
erbated by the concurrent effects of pregnancy. Flagellate
forms of T. cruzi in the amniotic liquid are evidence of congeni-
tal fetal infection. T. cruzi did not interfere with gestation and at
term of pregnancy the fetuses were apparently normal.

Key words: Trypanosoma cruzi, chagasic infection, rat, gesta-
tion.

INTRODUCCION

La tripanosomiasis americana es una infeccion causada
por Trypanosoma cruzi, protozoario perteneciente al Orden Ki-
netoplastida, Familia Trypanosomatidae. El hombre se infecta
por contaminacién con las formas metaciclicas del parasito
contenidas en las heces postprandiales de numerosas espe-
cies de hemipteros de la subfamilia Triatominae [13]. En algu-
nos casos la infeccion chagasica se produce de la madre al
hijo durante el embarazo, otras veces a través de transfusio-
nes de sangre, transplantes de 6rganos, accidentes en el labo-
ratorio y por las vias sexual y oral [2, 5, 22]. En general, la in-
feccidn se inicia con una fase aguda con sintomas no especifi-
cos y con parasitemias patentes, seguida por una fase latente o
indeterminada asintomatica, con serologia positiva que puede
durar toda la vida y un 20 a 30% de los individuos infectados
evolucionan a una fase cronica progresiva, desarrollando la car-
diopatia chagasica y/o lesiones digestivas irreversibles [40].

La transmision vertical de T. cruzi puede ocurrir en cual-
quier fase de la enfermedad maternal, aunque el riesgo es ma-
yor en la fase aguda de la infeccion por el gran nimero de pa-
rasitos circulantes en la sangre [4]. La infeccion chagasica
causa en el feto retardo en el crecimiento intrauterino, prema-
turez, hepato y esplenomegalia, compromiso variable del siste-
ma nervioso central, el miocardio, deformaciones, abortos,
mortinatos y en algunos casos es asintomatica [5]. La placenta
presenta una placentitis chagasica con las vellosidades del
epitelio trofoblastico necrotizado, intenso parasitismo y células
inflamatorias abundantes [5, 35].

En animales experimentalmente infectados con T. cruzi,
no se ha demostrado que la infeccién sea una causa de abor-
to. No obstante, se han observado nidos de amastigotes en las
placentas de cobayos infectados con T. cruzi sin producir alte-
raciones en las crias [18]; transmision transplacentaria de T.
cruzi en perras prefiadas con infeccién experimental aguda y
cronica, observandose parasitemias patentes y nidos de
amastigotes en diferentes érganos de algunas crias [36]; in-
tenso parasitismo en el endometrio y placentas de ratones in-
fectados con T. cruzi, pero nunca en tejidos embrionarios y fe-
tales [9,25]; presencia de amastigotes en las glandulas mama-
rias de ratones infectados con T. cruzi [31]; transmision trans-
placental y mantenimiento de la capacidad reproductiva en ra-
tas y ratones con infeccién chagasica [11, 15, 24, 34]. Recien-
temente, Moreno y Quintero [26] estudiando ratas Wistar ges-
tantes cronicamente infectadas con T. cruzi, encontraron nidos

de amastigotes a nivel de la musculatura cardiaca, esquelética
y en el estroma de una placenta, asociados a una discreta
miocarditis, miositis y vellositis con caracteristicas de cronici-
dad. Sefalan los autores que la presencia de formas amasti-
gotas en la placenta sugiere la posibilidad de transmisiéon
transplacentaria del parasito al feto en esta fase de la infeccién
chagasica.

El objetivo de este trabajo fue investigar los efectos de la
infeccion chagasica aguda sobre el modelo experimental rata
Wistar (Rattus norvegicus) durante el periodo de gestacion,
mediante un estudio: parasitolégico, inmunolégico e histopato-
légico en las ratas sacrificadas a término de la gravidez, asi
como un estudio morfométrico en los fetos y placentas.

MATERIALES Y METODOS

Parasitos

Se utilizé la cepa Y de T. cruzi de referencia internacio-
nal (M/[HOM/BR/53/Y) aislada por Pereira da Silva y Nussen-
zweig [30], mediante xenodiagnostico realizado a un paciente
en la fase aguda de la enfermedad de Chagas y cedida por la
Catedra de Parasitologia de la Universidad de Carabobo. Los
parasitos han sido mantenidos en el laboratorio de Parasitolo-
gia Experimental a través de pasajes sucesivos en medios de
cultivo in vitro, triatominos (Rodnius prolixus) y ratones NMRI.

Obtencion de las formas sanguicolas de T. cruzi

Los tripomastigotes sanguicolas de T. cruzi fueron obte-
nidos con jeringa heparinizada por cardiopuntura a partir de ra-
tones infectados experimentalmente y con altas parasitemias.
La sangre fue mezclada con solucién amortiguadora de fosfato
salino a pH 7,2 (PBS) y los tripanosomas fueron cuantificados
en 5 uL de la suspension, distribuidos uniformemente entre la-
mina y laminilla (22x22 mm) y examinados al microscopio de
luz con objetivo de 40x siguiendo el método modificado por
Brener [7]. El numero de parasitos fue ajustado para contener
un inéculo aproximado de 5x10* tripomastigotes sanguicolas
en un volumen de 0,1 mL de la suspension.

Inoculacién y apareamiento

El lote de 24 ratas de 2%2 meses de nacidas, obtenidas
en el bioterio de cria de la Universidad de los Andes (BIOU-
LA), fueron divididas en cuatro grupos experimentales. Las ra-
tas de los grupos B (n = 6) y D (n = 6), previa anestesia con
éter dietilico, fueron individualmente inyectadas por via intra-
peritoneal (IP) con el in6culo de parasitos antes calculado,
para lo cual se utilizd6 una jeringa de 1 mL con aguja No.
26Gx1/2. Las ratas sanas de los grupos A (n =6)y C (n = 6)
usadas como controles, fueron inyectadas por la misma via IP
con 0,1 mL de solucién fisiolégica. Todos los animales fueron
mantenidos en el bioterio experimental bajo condiciones con-
troladas de temperatura y humedad relativa y alimentadas con
dieta comercial (ratarina®) y agua ad libitum.
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A los 10 dias post-inoculacion (pi), las ratas de los gru-
pos C y D en la etapa de estrus y/o pro-estrus de su ciclo es-
tral, fueron apareadas con machos en una relacion 2/1 por jau-
la. Al siguiente dia del apareamiento, las ratas fueron exami-
nadas mediante un leve lavado vaginal con solucion fisiologica
y una vez comprobada la presencia de espermatozoides en la
suspensién del lavado, las ratas fueron separadas de los ma-
chos y colocadas en jaulas individuales con suficiente alimento
concentrado y agua.

Evaluacion de la infeccion

El curso de la infeccion chagasica en las ratas infecta-
das virgenes y las ratas infectadas ya prefiadas, fue evaluado
antes del apareamiento y a los 6; 12 y 20 dias de la gravidez,
a través de pruebas de diagnostico parasitolégico e inmunolo-
gico con el objeto de detectar parasitemias patentes y anti-
cuerpos especificos anti-T. cruzi. En las ratas sacrificadas a
término de la gestacién, se investigo la presencia de formas
flageladas de T. cruzi en el liquido amniético y las alteraciones
histopatologicas en el corazén, musculo esquelético popliteo,
utero, placentas y en el sexto par de glandulas mamarias ab-
dominales. Asi mismo, se hizo una evaluaciéon morfométrica
de los fetos y placentas. A las ratas controles del grupo C, se
les practicaron examenes macroscépicos asi como las deter-
minaciones del tamafio y peso de los fetos y placentas.

Obtencidén y procesamiento de la sangre

En cada uno de los grupos experimentales, las muestras
de sangre fueron tomadas individualmente por ruptura del ple-
xo venoso de la orbita ocular, con un trozo de capilar, estando
el animal ligeramente anestesiado con éter dietilico. De la san-
gre recién colectada en viales de plastico, 5 yL fueron retira-
dos para investigar parasitemias patentes. Los viales con el
resto de la sangre, fueron colocados en nevera a 4°C por una
hora para permitir su coagulacion. Una vez retraido el coagulo,
los sueros fueron separados por centrifugacion, colocados en
viales de plastico y almacenados a —21°C hasta su uso.

Deteccidn de parasitos circulantes

La parasitemia patente fue estimada por observacion di-
recta de las formas sanguicolas en las muestras de sangre
(5 pL) recién extraida, examinandose en fresco entre lamina y
laminilla 100 campos microscépicos con un aumento de 400x
[7]. El numero de parasitos contados en los 100 campos, se
multiplico por el factor de correccion del microscopio y los re-
sultados fueron expresados como trips./mm?® de sangre.

Determinacion de los anticuerpos especificos
anti-T. cruzi en los sueros

Los anticuerpos presentes en la sangre fueron detecta-
dos mediante las técnicas de Aglutinacién Directa previo trata-
miento de los sueros problemas con 2-Mercapto-Etanol (t-AD-
2ME) [37] e Inmunofluorescencia Indirecta (t-IFl) [8]. Los anti-
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genos homologos utilizados correspondieron a formas flagela-
das de T. cruzi, colectados en fase exponencial de crecimiento
en el medio de cultivo NNN-USAMRU [39] mas solucion fisio-
légica salina al 0,85% como fase liquida. Para la t-IFI, se utili-
z6 como conjugado antiglobulina de rata marcada con fluores-
ceina (Sigma). La reaccion se consider6 positiva cuando pre-
sentaba titulos de 1:32 0 més.

Estimacion de tripanosomas en el liquido amnioético

Al término de la gestacion, las ratas infectadas prefiadas
y las ratas sanas prefiadas fueron sacrificadas por sobre anes-
tesia con éter dietilico. Igualmente, fueron sacrificadas las ra-
tas virgenes infectadas y virgenes sanas. La necropsia se rea-
liz6 disecando el utero gravido, separandolo por debajo del an-
tro al nivel del fondo de la vagina y extrayéndolo con los cuer-
nos uterinos conteniendo los fetos y sus érganos anexos. So-
bre una capsula de Petri fue extendido el Utero para ser lavado
con solucion fisiologica evitando asi la contaminacién con san-
gre proveniente de las venas uterinas; con una pipeta Pasteur
se hizo una pequefia incision sobre el saco uterino que recu-
bre al feto, obteniéndose muestras de liquido amniético, unas
para ser examinadas directamente bajo el microscopio y otras
para conformar un pool/rata, el cual fue inoculado en tubos
conteniendo el medio de cultivo NNN-USAMRU.

Los fetos y las placentas de las ratas sacrificadas fueron
removidos de los sacos uterinos, cuidadosamente limpiados
con papel absorbente y colocados sobre una capsula de Petri
para su estudio macroscépico. Antes de su fijacién en formol
neutro, ambos grupos de fetos y placentas fueron cuidadosa-
mente medidos con una regla milimetrada y pesados indivi-
dualmente.

Estudio histopatolégico

De cada una de las ratas sacrificadas a término de la
gestacion, se extrajo el corazén completo cortado frontalmente
en dos partes iguales y fragmentos de musculo esquelético,
utero gravido y del sexto par de glandulas mamarias. De las
ratas virgenes infectadas y sanas, solo se disec6 el corazén y
fragmentos de musculo esquelético y utero normal. Los o6rga-
nos fueron fijados en formalina neutra al 10% durante 48 horas
e incluidos en Paraplast (Monoject Scientific, St. Louis MO,
EUA). Los cortes de 6 um de espesor se hicieron en un micro-
tomo American Optical spencer “820” y fueron tefiidos por el
método de Giemsa-Pappenheim-colofonio [6] y Hematoxilina y
Eosina (HE).

Analisis estadistico

Los resultados de parasitemias y los titulos de anticuer-
pos obtenidos durante la fase aguda de la infeccion, fueron
procesados mediante un analisis de varianza para efectos fijos
y un contraste de inferencia simultanea. Igualmente, las medi-
das del largo, ancho y pesos de los fetos y placentas fueron
analizados utilizando el contraste de la t-student [14].
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RESULTADOS Y DISCUSION

Algunos autores han planteado que la rata albina (R.
norvegicus), cepa Wistar, infectada experimentalmente con T.
cruzi, reproduce con gran semejanza las fases aguda y créni-
ca de la enfermedad de Chagas humana [12, 23, 32, 33]. En el
presente estudio se investigd los efectos de la infeccion cha-
gasica aguda sobre el modelo experimental durante el periodo
de gestacion. Para tal fin, fueron tomadas en consideracion las
variables sefialadas en la TABLA I.

Estimacion de la parasitemia

Los resultados obtenidos sobre la evolucion de la infec-
cion expresados por la presencia de parasitos en la sangre en
las ratas del grupo B vy las rata del grupo D, revelaron que la
parasitemia promedio de las ratas gestantes fue significativa-
mente menor (P < 0,01) que la observada en las ratas virge-
nes infectadas, entre la primera y segunda semana de la gravi-
dez (TABLA II). Los maximos niveles de parasitemia detecta-
dos a los 12 dias en las ratas del grupo D fueron de 27 + 3
trips./mm?® en comparacion con los 55 + 9 trips./mm?® observa-
dos en las ratas del grupo B. En el muestreo realizado al térmi-
no de la gestaciéon (20-21 dias), no se detectaron tripanoso-
mas circulantes en las sangre en ambos grupos de ratas
(FIG. 1). Esta disminucion de la parasitemia en las ratas pre-
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FIGURA 1. PARASITEMIAS DETECTADAS DURANTE EL
PERIODO DE GESTACION EN RATAS WISTAR INFECTA-
DAS CON TRIPOMASTIGOTES SANGUICOLAS DE T. cruzi
(® Grupo B) (B Grupo D) / PARASITEMIAS IN WISTAR RATS
INFECTED WITH BLOODSTREAM TRYPOMASTIGOTES OF T. cruzi,
OBSERVED DURING THE GESTATION PERIOD.

TABLA |
PARAMETROS UTILIZADOS EN LA EVALUACION DE LOS EFECTOS DE LA INFECCION CHAGASICA AGUDA EN LAS
RATAS WISTAR GESTANTES / THE EFFECTS OF ACUTE CHAGASIC INFECTION ON GESTATING WISTAR RATS WAS EVALUATED
ACCORDING TO THE FOLLOWING PARAMETERS

Parametro(s) Dias de gestacion Grupo(s)
'Parasitemias 0,6, 12, 21 B-D
2Anticuerpos anti-T. cruzi * 0,6,12,21 B-D
3Liquido amniético D
“Alteraciones histopatoldgicas A, B,C,D
°Alteraciones morfométricas** D

1. En 5 pL de sangre segun el método de Brener [7]. 2. Técnicas de aglutinacién directa (t-TAD-2ME) [37] e Inmunofluorescencia Indirecta (t-1F1) [8].
3. Examen directo y cultivo. 4. Organos (corazdn, musculo esquelético, utero gravido, placentas, glandulas mamarias).

5. Tamafio y peso de fetos y placentas.

*. Analisis de varianza para efectos fijos y un contraste de inferencia multiple [14]. **. Contraste de t-student [14].

TABLA Il
SIGNIFICACIC)N Y DIFERENCIAS ENTRE LAS MEDIAS DE PARASITEMIA EN RATAS WISTAR CON INFECCION
CHAGASICA AGUDA DURANTE LA GESTACION / SIGNIFICATION AND DIFFERENCES BETWEEN THE MEDIAS IN PARASITEMIAS IN
WISTAR RATS WITH ACUTE CHAGASIC INFECTION, DURING THE GESTATING PERIOD

Grupo Tiempo Interaccion
P-valor Diferencias P-valor Diferencias grupo-tiempo
TO-T3
Parasitemia 0,0032* B-D 0,0000* T1-T3 0,0072*
T2-T3
*(P < 0,01).
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fadas refleja los efectos paralelos que sobre el modelo animal
tiene la gravidez. No obstante, estos resultados contrastan con
los publicados por Krampitz y Disko [15], quienes utilizando ra-
tones hembras de las cepas NMRI y Tubigen de 3 y 4 meses
de edad e infectadas con T. cruzi Y, encontraron que la parasi-
temia era mas intensa en las hembras gravidas. Esta dispari-
dad de resultados posiblemente se deben a factores relaciona-
dos con la patogenicidad de la cepa de T. cruzi, forma de los
parasitos, tamafio del in6culo, via de inoculacion y la especie
animal empleado.

Evaluacion de la respuesta humoral

La respuesta humoral en ratas albinas, experimental-
mente infectadas con T. cruzi, ha sido evidenciada por diferen-
tes investigadores [3, 16, 24,38]. Los anticuerpos aglutinantes
detectados con la t-AD-2ME fueron positivos a partir de los 10
dias pi, tanto en las ratas virgenes infectadas como en las ra-
tas infectadas prefiadas, observandose un aumento progresivo
en los titulos en la medida que evolucioné la infeccién chagasi-
ca aguda, apreciandose las mayores diluciones (1: 2048) y (1:
4096) en los sueros de las ratas infectadas gestantes entre los
12 y 20 dias pi. EI mismo comportamiento fue observado para
los titulos de anticuerpos polivalentes anti-T. cruzi detectados
por la reaccion de IFI (FIG. 2). El analisis estadistico efectuado
a los titulos de anticuerpos obtenidos con la t-AD, no mostré
una interaccioén significativa entre grupo y tiempo (P > 0,05).
No obstante, al analizar el modelo sin interaccién, se evidencid
diferencias significativas tanto para los grupos como para los
tiempos (P < 0,01). En cuanto al analisis de los valores prome-
dios de los titulos obtenidos con la t-IFl, se observé una inte-
raccion significativa entre grupo y tiempo (P < 0,05) y una dife-
rencia significativa para los grupos como para los tiempos
(P < 0,01) (TABLA lll). Esta diferencia en los niveles de anti-
cuerpos en las ratas prefiadas probablemente sea debido a los
efectos paralelos inducidos por el embarazo los cuales poten-
cian los efectos patolégicos producidos por el parasitismo, mo-
dificando asi la respuesta inmunologica a la infeccion. Por otro

lado, Carlier y col. [10], estudiaron la respuesta inmune humo-
ral y celular en ratones hembras cronicamente infectadas con
T. cruzi, durante la gestacién. Los autores concluyeron que la
gravidez esta asociada a la disminucion de ciertos parametros
inmunolégicos humorales y celulares, los cuales son insufi-
cientes para modificar el curso de la infeccion. En este mismo
orden de ideas, otros investigadores han sefialado que estos
anticuerpos anti-T. cruzi de origen maternal son transmitidos
via transplacentaria y a través de la leche a una gran parte de
sus crias, los cuales pudieran modular su respuesta inmunol6-
gica [17, 24].
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FIGURA 2. TITULOS DE ANTICUERPOS ANTI-T. cruzi DE-
TECTADOS EN RATAS WISTAR DURANTE LA
GESTACION, MEDIANTE LA TECNICA DE INMUNOFLUO-
RESCENCIA INDIRECTA (IFl) (¢ Grupo B) (M Grupo D) /
TITERS OF ANTI-T. cruzi ANTIBODIES IN WISTAR RATS DETECTED
DURING THE GESTATION PERIOD, THROUGH INDIRECT IMMUNO-
FLUORESCENCE ASSAY (llA).

TABLA 1l
SIGNIFICACION Y DIFERENCIAS ENTRE LAS MEDIAS DE LOS TiTULOS DE ANTICUERPOS ANTI-T. cruzi EN RATAS
WISTAR CON INFECCION CHAGASICA AGUDA DURANTE LA GESTACION / SIGNIFICATION AND DIFFERENCES BETWEEN
THE MEDIAS OF THE TITERS OF ANTI-T. cruzi ANTIBODIES IN WISTAR RATS WITH ACUTE CHAGASIC INFECTION, DURING THE GESTATION

Grupo Tiempo Interaccion
P-valor Diferencias P-valor Diferencias grupo-tiempo

TO-T2

"TAD 0,0000**(msi) B-D 0,0000**(msi) T0-T3 0,1099(ns)
T1-T3
TO-T1

2IFI 0,0040** B-D 0,0001** TO-T2 0,0219*

TO-T3

* Diferencia significativa (P < 0,05). ** Diferencia significativa (P < 0,01).

(ns) Diferencia no significativa (P > 0,05). (msi) Modelo sin interaccién.

"Teécnica de Aglutinacién Directa (t-AD2ME). 2Técnica de Inmunofluorescencia Indirecta (t-1F1).
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Deteccion de parasitos en el liquido amniético

El examen parasitolégico directo realizado a cada una
de las muestras de liquido amniético extraido de los sacos ute-
rinos de cada feto en las ratas sacrificadas a término de la
gestacién, no mostré tripomastigotes circulantes. Sin embargo,
bajo las condiciones experimentales, en 3 (50%) de 6 ratas cu-
yas muestras del pool de liquido amniético que fue inoculado
en tubos con medio de cultivo NNN-USAMRU, se desarrolla-
ron abundantes formas flageladas de T. cruzi a los 15y 30
dias después de la inoculacion. Este hallazgo, es una eviden-
cia de que el parasito alcanz6 el liquido amnidtico por via he-
matégena infectando de esta manera algunos fetos. La pre-
sencia de tripanosomas en este medio es una prueba que
diagnostica la infeccidon chagasica congénita a su progenie.
Esta afirmacion ha sido sefialada en ratones hembras NMRI
infectadas con T. cruzi [25] y en humanos [5, 29].

Observaciones histopatolégicas

El estudio histopatolégico de los érganos extraidos de
las ratas infectadas sacrificadas al término de la gestacion y
de las ratas virgenes infectadas, revelé de manera general en
ambos grupos, procesos inflamatorios de variable intensidad
acompafados en algunos casos de parasitismo tisular (TA-
BLA V). En el analisis minucioso de las secciones del corazén
y musculo esquelético de las ratas infectadas gestantes y vir-
genes infectadas, se evidencio el establecimiento de un proce-
so inflamatorio de naturaleza linfoplasmohistiocitario focal y/o
difuso en algunas areas de la masa muscular, acompafiado de
numerosos mastocitos intactos o degranulados y nidos de
amastigotes de reciente formacion, tanto en las fibras cardia-
cas como en las esqueléticas, indicando la instauracién de una

miocarditis y miositis aguda (FIG. 3). La coexistencia de nidos
de amastigotes con infiltrado inflamatorio fue considerada por
Molina y col. [21] como un argumento que soporta el papel de
los parasitos en la produccion de la inflamacion local; en el pre-
sente estudio, estos dos tipos de procesos coexisten en el mis-
mo periodo de tiempo y en la misma area muscular. Los parasi-
tos de la cepa Y de T. cruzi considerada por Pereira da Silva y
Nussenzweig [30] como “reticulotrépica” en el ratdn, presenta-
ron en las ratas virgenes infectadas y en la infectadas prefiadas
un marcado miotropismo con moderado parasitismo en el cora-
z6n, discreto en el musculo esquelético y musculatura lisa del
Utero gravido. Tales resultados son similares a los publicados
por Scorza [32] y Moreno y col. [23] en ratas machos infectados
con diferentes cepas de T. cruzi. En los cortes de Utero gravido
de una rata infectada se observé un nido de amastigotes y
abundante infiltrado linfocitario en el miometrio (FIG. 4); mien-
tras que en las secciones de utero de las ratas virgenes infec-
tadas, so6lo se evidencio un discreto infiltrado inflamatorio sin
parasitismo tisular. La presencia de formas amastigotes en las
fibras musculares lisas del miometrio, sugiere la posibilidad de
infeccion en las crias durante su desarrollo intrauterino [27].
Por otro lado, se ha sefialado que la infeccion lactica es otro
posible modo de transmisién de T. cruzi [15, 19, 20]. En los
cortes de glandulas mamarias no se observaron nidos de pa-
rasitos en los alvedlos, conductos excretores ni en el tejido co-
nectivo inter e intralobulillar. Las células alveolares mostraron
un citoplasma altamente basofilico, lo que refleja la sintesis ini-
cial del calostro. No obstante, Ribeiro y col. [31], haciendo un
estudio histopatolégico de las glandulas mamarias de ratones
infectados con T. cruzi, observaron amastigotes en los alve6-
los, conductos excretores, tejido conectivo, histiocitos, tejido
adiposo, glandulas sebaceas, fibras musculares estriadas y en

TABLA IV
HISTOPATOLOGIA DE DIFERENTES TEJIDOS DE RATAS WISTAR CON INFECCION CHAGASICA AGUDA, DURANTE
EL PERIODO DE GESTACION / HISTOPATHOLOGY OF DIFFERENT TISSUES OF WISTAR RATS WITH ACUTE CHAGASIC INFECTION,
DURING THE GESTATING PERIOD

Tejido Aspecto Grupos Patologia
B D
Inflamacién focal Focal y/o difusa -
Corazon Parasitosis presente presente Miocarditis
Mastocitos presente presente -
Inflamacién focal focal -
Mdusculo esquelético Parasitosis escasa escasa Miositis
Mastocitos €scasos escasos -
0 Inflamacién discreta (Miometrio) intensa (Miometrio) -
tero Parasitosis ausente presente -
Inflamacién ausente discreta -
Glandula mamaria
Parasitosis ausente no se observo -
Inflamacién ausente discreta en estroma y membranas Placentitis
Placenta (coriénica y desidual)
Parasitosis ausente no se observod -
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FIGURA 3. SECCIONES DE CORAZON (A) Y MUSCULO ESQUELETICO (B) DE UNA RATA INFECTADA CON T. cruzi CON

21 DIAS DE GESTACION, MOSTRANDO UN NIDO DE AMASTIGOTES Y MIOSITIS FOCAL (GIEMSA-COLOFONIO, 1000X;

400X) / SECTIONS OF HEART (A) AND SKELETAL MUSCLE (B) FROM WISTAR RAT INFECTED WITH T. cruzi, WITH 21 DAYS OF GESTATION;
SHOWED A NEST OF AMASTIGOTES WITH FOCAL MYOSITIS (GIEMSA-COLOFONIO, 1000X; 400X).

el lumen de los conductos, sugiriendo que la transmision del
parasito a través de la leche procedente de una madre infecta-
das, puede ocurrir. En el presente trabajo, el estudio minucio-
so de las secciones de glandulas mamarias de las ratas infec-
tadas sacrificadas a término de la gestacién, no mostr6 parasi-
tismo ni alteraciones histopatolégicas apreciables. Sin embar-
go, no se descarta la presencia de parasitos en este 6rgano.

El analisis histopatologico de las secciones de placentas
provenientes de ratas infectadas, mostré moderada placentitis,
caracterizada por la presencia de infilirado celular de variable
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intensidad alrededor de los vasos y abundantes células gigan-
tes dispersas en las vellosidades placentarias. No se observd
parasitismo a nivel del estroma, placas coriénica y desidual.
Los resultados sugieren que los parasitos invadieron transito-
riamente estos 6rganos, pero fueron rapidamente eliminados
por los mecanismos inmunolégicos del animal. Esta asevera-
cién ha sido recientemente confirmada por Moreno y col. [27],
quienes estudiando la reactivacion de la infeccién chagasica
en ratas gestantes mediante técnicas inmunohistoquimicas,
encontraron en el corazén de una rata, un nido de amastigotes
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FIGURA 4. SECCION DE UTERO GRAVIDO DE UNA RATA INFECTADA CON T. cruzi CON 21 DiAS DE GESTACION,
MOSTRANDO UN NIDO DE AMASTIGOTES EN EL TEJIDO MUSCULAR LISO (GIEMSA-COLOFONIO, 1000X) / SECTION OF
GRAVID UTERUS FROM WISTAR RAT INFECTED WITH T. cruzi, WITH 21 DAYS OF GESTATION; SHOWED AN NEST OF AMASTIGOTES IN THE

UTERINE SMOOTH MUSCLE (GIEMSA-COLOFONIO, 1000X).

de reciente formacion y abundantes depositos antigénicos en
la musculatura cardiaca, esquelética, musculatura lisa del Ute-
ro gravido, cerebro y placentas, demostrandose de esta mane-
ra la presencia de parasitos en estos tejidos. Por otra parte, la
presencia de formas flageladas en los cultivos del liquido am-
niético de algunas ratas con infeccién chagasica aguda, de-
mostré que los parasitos pueden alcanzar los fetos por via he-
matdgena desde su pasaje a través de la placenta. La presen-
cia de nidos de amastigotes de T. cruzi en las placentas han
sido observados en ratones hembras NMRI infectadas con T.
cruzi antes de la gestacion, igualmente, formas flageladas del
parasito en la sangre de algunas crias [25]. Andrade [1] refiere
presencia de parasitismo de variable intensidad en la parte
vascular de las placentas de ratones infectados con diferentes
cepas de T. cruzi, lo que sugiere que las cepas de parasitos
pueden ser un factor importante en la transmision congénita
de T. cruzi. Igualmente, Carrarao-Abrahdo y col. [9], han ob-
servado en placentas de ratones suizos infectados con la cepa
RAL de T. cruzi, intenso parasitismo con grandes nidos de
amastigotes en el citoplasma de las células gigantes. Por otro
lado, en placentas humanas se ha referido la presencia de una
placentitis chagasica con las vellosidades del epitelio trofoblas-
tico necrotizado, con intenso parasitismo y células inflamato-
rias abundantes. Este parasitismo placentario no necesaria-
mente tendria una estricta correlacion con la infecciéon fetal,
dado que se han observado casos de enfermedad de Chagas
congénita sin el hallazgo histologico de T. cruzi y nidacion pla-
centaria sin infeccion fetal [5]. Por otro lado, los tejidos de las
ratas controles no presentaron alteraciones histopatoldgicas
atribuibles a infecciones parasitarias.

FIGURA 5. FETO Y PLACENTA HEMOCORIAL DE UNA
RATA INFECTADA CON T. cruzi A TERMINO DE LA
GESTACION / FETUS AND HEMOCHORIAL PLACENTA FROM
WISTAR RAT INFECTED WITH T. cruzi TO TERMINUS OF THE
GESTATION.

Evaluacion del tamafio y peso de los fetos y placentas

El estudio macroscoépico de los 53 fetos y placentas ob-
tenidos de las ratas infectadas gestantes y los 55 fetos y pla-
centas de las ratas sanas, no mostré alteraciones morfologicas
apreciables (FIG. 5). El analisis de los valores absolutos de las
medias del tamafo (largo y ancho) de los fetos extraidos de
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TABLA V
SIGNIFICACION Y DIFERENCIAS ENTRE LAS MEDIAS SEGUN CONTRASTE t-student DEL TAMANO Y PESO DE LOS
FETOS Y PLACENTAS, DE LOS GRUPOS C y D / SIGNIFICATION AND DIFFERENCES BETWEEN THE MEDIAS ACCORDING TO THE
CONTRAST t-student OF THE SIZES AND WEIGHT OF THE FETUSES AND PLACENTAS, OF THE GROUPS C AND D

Caracteristicas Estadistico t Grados de libertad p-valor
Largo de los fetos 7,6434 101 0,000**
Ancho de los fetos 2,1491 101 0,034*
Peso de los fetos —-0,2531 100 0,8007 (ns)
Tamafio de las placentas 5,9564 101 0,000**
Peso de las placentas 7,0992 101 0,000**

* Diferencia significativa (P < 0,05). ** Diferencia significativa (P < 0,01).

las ratas infectadas y de las ratas controles sanas, revelaron
diferencias significativas (P < 0,01) apreciables (TABLA V),
mientras que los pesos no mostraron diferencias significativas
(P > 0,05). No obstante, a pesar de estas alteraciones morfo-
métricas, T. cruzi no causo interrupcion de la gestacion y en
las ratas infectadas sacrificadas a término de la gravidez, se
observaron fetos aparentemente normales. Similares resulta-
dos fueron publicados por Shaw y Quadagno [34] quienes in-
vestigaron el efecto de la infeccion por T. lewisi y T. cruzi en
ratas prefiadas. Los autores concluyeron que T. lewisi causa la
interrupcion de la gestacion cuando las ratas son infectadas
tempranamente, mientras que T. cruzi causa poco o ningun
cambio patolégico en las ratas durante el periodo de gesta-
cion. Por otro lado, las placentas de las ratas infectadas mos-
traron diferencias significativas (P < 0,01) en cuanto al tamafio
y peso con respecto a las placentas de las ratas sanas. Esta
alteracion morfométrica probablemente se deba a la placentitis
provocada por la multiplicaciéon del parasito. Por el contrario,
Carrarao-Abrahao y col.[9] observaron disminucién significativa
en el tamafio y volumen de las placentas de ratones infectados
con la cepa RAL de T. cruzi comparados con las del grupo
control. Los autores refieren que esta disminucion probable-
mente sea debida a una disminucion en la produccién de lac-
tégeno | y Il placental. En humanos, las placentas infectadas
muestran un importante aumento de peso, observandose pali-
das, amarillentas y a veces edematosas, con un aspecto simi-
lar al encontrado en la sifilis, en la toxoplasmosis o en la eritro-
blastésis fetal [5,28].

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo, mediante la
inoculacion de un numero reducido de formas sanguicolas de
T. cruzi en el modelo experimental rata Wistar antes del apa-
reamiento, y el seguimiento de la evolucion de la infeccién
chagasica aguda durante la gestacion, evidenciaron la presen-
cia de importantes alteraciones parasitolégicas, inmunologi-
cas, histopatolégicas y morfométricas de los fetos y placentas,
las cuales fueron potenciadas por los efectos paralelos induci-
dos por la gravidez. Igualmente, la presencia de formas flage-
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(ns) Diferencia no significativa (P > 0,05).

ladas del parasito en el liquido amni6tico de algunos sacos
uterinos y la presencia de amastigotes en la musculatura lisa
del Utero gravido de una rata, sugiere la infeccion fetal, lo que
diagnostica la transmision congénita de T. cruzi a su progenie.
T. cruzi no caus6 interrupcion de la gestacion y los fetos a tér-
mino de la gravidez fueron aparentemente normales.

RECOMENDACIONES

Es importante investigar en otros modelos animales in-
fectados experimentalmente con diferentes cepas de T. cruzi a
fin de obtener nuevos resultados que permitan generalizar las
observaciones sefialadas. Se recomienda repetir estos experi-
mentos con aislados representativos de T. cruzi 'y T. cruzi Il
(a, b, c, d, e) para poder concluir que no se producen alteracio-
nes en el embarazo producto de la infeccion con T. cruzi en el
curso de la infeccion chagasica. Igualmente, es recomendable
mantener en los modelos experimentales las condiciones natu-
rales minimas de la infeccion tales como, inéculos bajos, for-
mas metaciclicas de T. cruzi obtenidas de triatominos hematé-
fagos como vectores naturales, vias de inoculacion subcuta-
nea o intradérmica a fin de tener una mayor semejanza con la
transmision vectorial. Estas condiciones van a permitir tener
una aproximacion mas real del fendbmeno estudiado.
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