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RESUMEN

En el presente estudio se analizd el desarrollo intrauterino de
los fetos de ratas Wistar, que recibieron una inyeccion por via
intraperitoneal de 2x10° tripomastigotes sanguicolas de las ce-
pas Planalto (IP1) y ASM (IP2) de Trypanosoma cruzi. A los 12
dias post-infeccion fueron apareadas; a los 20 dias de prefiez
fueron sacrificadas y los fetos fueron extraidos de los sacos
uterinos para ser evaluados. Ratas sanas prefiadas (SP) y vir-
genes (CI1, CI2) fueron usadas como controles. Los resulta-
dos indican que la parasitemia fue significativamente (P<0,05)
mayor en las ratas prefiadas en comparacion con las ratas vir-
genes Cl1 y CI2 infectadas con diferentes cepas de T. cruzi.
En las ratas IP1 se observaron 19 fetos con peso y longitud
promedio de 2,86 + 2,19 gy 2,63 + 1,17; en una de las ratas
se desarrollo un solo feto en el cuerno uterino izquierdo, en
otra rata se observo inflamacion del cuerno izquierdo, restos
fetales, placentales y 6 fetos de aspecto normal en el cuerno
derecho; en dos ratas se desarrollaron 8 y 4 fetos, respectiva-
mente, de aspecto normal. En las ratas prefiadas IP2, se de-
sarrollaron 28 fetos con peso y longitud promedio de 2,77 £
0,77 gy 3,31 = 1,99 cm; en una rata los 4 fetos (57,14%) del
cuerno uterino derecho presentaron malformaciones morfolégi-
cas sobre el lado dorsal del cuerpo, estrechamiento alrededor
de la parte posterior y gran desarrollo de la base de la pata an-
terior derecha y en el cuerno izquierdo se observaron 3 fetos
con aspecto normal; en otra rata se encontraron 2 fetos muer-
tos y denso liquido amniético en el cuerno uterino derecho y 5
fetos con aspecto normal en el cuerno izquierdo, y en dos ra-
tas se observaron 8 y 6 fetos con aspecto normal, respectiva-
mente. En las SP se desarrollaron 21 fetos con caracteristicas
fisicas normales, con peso y longitud promedio de 6,16 + 0,99
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gy 2,88 + 0,65 cm de longitud. La relacion peso fetal/longitud
fetal (g/cm) en los grupos de ratas prefiadas IP1 e IP2 fue sig-
nificantemente menor en comparaciéon con los fetos de las ra-
tas SP (P<0,00001). La comparacién del peso fetal y diametro
de las placentas entre las ratas IP1, IP2 y SP resulto significa-
tiva (P<0,001). En conclusién, la infeccién por diferentes cepas
de T. cruzi en las ratas prefiadas produce restriccion patologi-
ca del crecimiento fetal, anomalias morfolégicas estructurales
y funcionales en los fetos y muerte fetal. Los fetos de las ratas
SP no mostraron ningun anomalia.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, rata Wistar, retardo del
crecimiento fetal, anomalias morfologicas fe-
tales.

ABSTRACT

In the present study was analyzed the intrauterine development
of Wistar rats fetuses that received an injection of 2x10° blood-
stream trypomastigotes of Planalto (IP1) and ASM (IP2) Try-
panosoma cruzi strains. The rats with 12 days post-infection
were mated; at day 20 the pregnat rats were sacrificed and its
fetuses were extracted from the uterine horns in order to be
evaluated. Healthy pregnant rats (HP) and virgin rats (CI1, CI2)
were used as controls. The results showed that parasitemia was
significanty (P<0.05) higher in pregnancy rats in comparison
with the virgins rats CI1 and CI2 infected with different T. cruzi
strains. The rats IP1, showed 19 fetuses with weight and meas-
ure average of 2.86 g + 2.19 and 2.63 + 1.17 cm of length. One
rat showed 1 fetus in the left uterine horn, other rat showed the
left uterine horn with inflammated aspect and with fetal and pla-
cental rests, and 6 fetuses of normal aspect into right uterine
horn; in two rats were observed 8 and 4 fetuses of normal as-
pect. The pregnant rats IP2, developed 28 fetuses with weight
and measure average of 2.77 + 0.77 g and 3.31 £ 1.99 cm; in
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one rat, the 4 fetuses (57.14%) of right uterine horn presented
morphological malformations on the dorsal side of the body,
tightness around the body and development his anterior right
footpad with big size and the left uterine horn of same rat was
observed 3 fetuses with normal aspect; other rat showed 2 fe-
tuses dead and dense amniotic liquid into right horn, and 5 fe-
tuses with normal aspect in the left uterine horn, in two rats
were developed 8 and 6 fetuses with normal aspect respec-
tively. The HP development 21 fetuses with normal aspect of
weight and measure average of 6.16 + 0.99 g and 2.88 £ 0.65
cm of length. The relation weight/length fetal (g/cm) in infected
pregnant rats groups IP1 and IP2 was significantly less in com-
parison with fetuses of HP rats (P<0.00001). The comparison
of the fetal weight and placental diameters of IP1, IP2 and HP
rats were significant (P<0.001). In conclusion, acute infection
with different T. cruzi strains in pregnant rats, produces patho-
logic restriction of fetal growth, functional structural morphologi-
cal anomalies in the fetuses and death of some fetuses. The fe-
tuses of HP rats did not show any anomaly.

Key words: Trypanosoma cruzi, Wistar rats, fetal growth retar-
dation, fetal morphological anomalies.

INTRODUCCION

La tripanosomiasis americana es una zoonosis muy com-
pleja causada por Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi [9]. La
enfermedad es endémica en algunas regiones del continente la-
tinoamericano, donde la transmision del parasito por las diferen-
tes especies de triatominos puede efectuarse, en una gran va-
riedad de hospedadores vertebrados, tanto en areas rurales en-
démicas como en zonas libres de la infeccion chagasica [18].
Ademas de este mecanismo de transmision vectorial, T. cruzi
también puede ser transmitido a través de otras vias, tales
como por trasplantes de 6rganos, transfusién de sangre y por la
via transplacentaria [10]. Esta via de transmision congénita de
T. cruzi puede ocurrir durante cualquier etapa de la enfermedad
de Chagas maternal, sin embargo, se ha observado alto riesgo
de transmision durante la fase aguda, la cual depende de facto-
res individuales especificos, dado que cada madre gestante es
susceptible de modificar la capacidad de controlar la transmi-
sion de T. cruzi a nivel placentario o sistémico.

Diversos estudios han referido caracteristicas epidemio-
l6gicas, biolégicas y genéticas de las cepas de T. cruzi, como
causas que provocan la transmisién congénita, destacando el
efecto de los parasitos sobre los tejidos placentales de madres
con infecciones precoces o tardias asi como, con la duracién
del estimulo antigénico durante el desarrollo fetal intrauterino y
con la respuesta inmunolégica del recién nacido [13, 24]. Asi
mismo, el efecto de la infeccion sobre las placentas y los fetos
pudiera deberse a las alteraciones en el complejo proceso bio-
légico regulado por las hormonas durante la prefiez, sin em-
bargo, se desconocen los mecanismos propios de la madre
que protegen del parasito el desarrollo fetal, encontrandose
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que, solo una pequefia proporcién de los recién nacidos de
madres infectadas desarrollan la infeccion congénita, mientras
que en otros embarazos de la misma madre, los hijos nacen li-
bres de infeccién por T. cruzi [12].

Se ha considerado que la interaccion materno-fetal en la
infeccion por T. cruzi, se relaciona con la respuesta inmune
supresora desarrollada por las altas parasitemias, por lo que la
transferencia de antigenos de T. cruzi de la madre al feto, fa-
voreceria la capacidad de la progenie de responder a la infec-
cion al modular su sistema inmune [7, 32].

En relacion a los recién nacidos infectados, se ha encon-
trado que no existe un perfil clinico Unico, por lo que diversas pa-
tologias se producen durante el desarrollo intrauterino de embrio-
nes de madres con enfermedad de Chagas, presentandose sig-
nos de calcificaciones cerebrales y microcefalia, asi como altera-
ciones en las respuestas serologica y parasitolégica, las cuales
han sido atribuidas a la duracién del estimulo antigénico y a la vi-
rulencia de las cepas de T. cruzi, factores que condicionan las
manifestaciones clinicas, las cuales van desde niflos con naci-
miento prematuro y con importante morbilidad [4, 29].

Estudios experimentales de transmisién congénita reali-
zados en ratones (Mus musculus) y en ratas (Ratus norvegi-
cus) infectadas con diferentes cepas de T. cruzi, han mostrado
el desarrollo de signos clinicos, pérdida fetal masiva, infertili-
dad e infeccion placental y las han asociados con altas parasi-
temias y con la presencia de formas flageladas de T. cruzi en
el liquido amniético, considerando la virulencia y tropismo pla-
centario de T. cruzi, como expresion del comportamiento biol6-
gico de los aislados de T. cruzi, favoreciendo la infeccién de
los tejidos fetales y placentales de los animales y anomalias
funcionales o moleculares en los fetos [3, 21]. En base a las
consideraciones antes mencionadas en este estudio se propu-
so evaluar el desarrollo de fetos de rata Wistar con infeccion
chagasica aguda, producida por dos cepas de T. cruzi, aisla-
das de diferentes fuentes y areas geograficas.

MATERIALES Y METODOS

Cepas de Trypanosoma cruzi

Se utilizaron tripomastigotes sanguicolas de las cepas
I/PAS/Ve/00/Planalto, aislada de un insecto heteréptero de la fa-
milia Reduviidae, Panstrongylus geniculatus capturado en una vi-
vienda de una zona urbanizada en la ciudad de Caracas, Vene-
zuela, y la cepa M/HOM/Ve/92/ASM aislada de un caso con in-
feccién chagasica. La caracterizacién molecular de las formas
flageladas aisladas de los vectores fue realizada mediante ADN
especifico por Reaccion de Cadena de Polimerasa (PCR) [14] y
el genotipo Tcl, mediante el método Randon Amplification of
Polymorphic DNA (RAPD) con el primer A2 [8].

Infeccion experimental y apareamiento de las ratas

Un total de 30 ratas hembras albinas cepa Wistar de 3
meses de nacidas y con 250 g de peso, fueron separadas en 5
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grupos de 6 ratas cada uno: ratas prefiadas infectadas con la
cepa Planalto (IP1); ratas prefiadas infectadas con la cepa
ASM (IP2); ratas controles virgenes infectadas con la cepa
Planalto (ClI1); ratas virgenes infectadas con la cepa ASM
(Cl2); y ratas sanas prefiadas (SP) fueron utilizadas.

La infeccion de las ratas fue realizada con tripomastigo-
tes de T. cruzi contenidos en la sangre de ratones machos
NMRI que presentaron altas parasitemias patentes, los cuales
fueron sometidos a una cardiopuntura. Luego la sangre fue
mezclada con solucion salina estéril al 0,85% vy el indculo fue
preparado estimando el nimero de parasitos en una camara
de Neubaler por examen directo microscopico (400x). La
muestra fue diluida en solucién salina para obtener 2x10° pa-
rasitos en 0,05 mL de suspensién [5].

Un grupo de 24 ratas fueron inoculadas por inyeccion intra-
peritoneal de 0,05 mL de la suspension de tripanosomas; los ani-
males fueron separados en dos grupos: 12 ratas para ser prefia-
das y 12 ratas como control virgenes infectadas. Para obtener la
prefiez, el grupo de 12 ratas con 12 dias post-infeccion (pi) con
las diferentes cepas de T. cruzi, asi como a 6 ratas sanas, les fue
examinado el ciclo estral, revisando una muestra del contenido
vaginal coloreado con azul de metileno. La presencia de células
nucleadas cornificadas y epiteliales en el moco vaginal dio evi-
dencia de la condicion de proestrus o estrus del ciclo estral [19].
Luego, las ratas fueron separadas colocando 2 ratas hembras
con 1 macho por jaula durante tres dias. La presencia de esper-
matozoides en el fluido vaginal fue indicativo de que ocurri el
apareamiento. Las SP fueron inyectadas con solucién salina fi-
siologica. Los animales fueron mantenidos en condiciones con-
troladas de temperatura (22 + 2°C), humedad relativa (54% +
5%) y alimentadas con Ratarina® comercial y agua ad libitum.

Evaluacion de la parasitemia patente

La determinaciéon de la parasitemia patente (PP) en las
ratas infectadas prefiadas IP1 e IP2, fue realizada en muestras
de 5 mm?3de sangre, colectadas de la punta de la cola de cada
rata a los 12; 19; 24 y 34 dias post-infeccion (pi) y con 0; 6; 12
y 20 dias de gestacion, respectivamente; la PP en las ratas
virgenes infectadas Cl1 y CI2 fue revisada en los mismos dias
pi que las ratas prefiadas.

Extraccion y revision de los fetos

A los 20 dias de gestacion, las ratas de los grupos IP1,
IP2 y SP fueron sacrificadas y abiertos sus sacos uterinos de
cada cuerno (mediante incision longitudinal del lado mesome-
trial) para evaluar macroscopicamente los fetos, placentas y
cordones umbilicales. Los fetos fueron lavados con solucion fi-
siolégica y revisados para determinar el peso (g), longitud fetal
(cm), diametro de las placentas (cm), longitud (cm) de los cor-
dones umbilicales y caracteristicas anatomicas externas.

Analisis de los resultados

Se determinaron las diferencias entre los niveles de pa-
rasitemia patente en los grupos de ratas infectadas por T.

cruzi. Se realiz6 un andlisis de varianza no paramétrico de un
factor mediante la prueba Kruskal y Wallis (H) [16], para deter-
minar las diferencias entre las variables fetales, placentales y
corddn umbilical, en los grupos de ratas infectadas prefiadas y
sanas prefiadas.

Normas sobre el manejo de los animales

Los animales utilizados en el estudio fueron tratados si-
guiendo las normas establecidas para el manejo de animales
experimentales en el laboratorio, por el comité de Bioética y
Seguridad del Fondo Nacional de Ciencias y Tecnologia en su
capitulo 2 y Bioética animal en Venezuela [11].

RESULTADOS Y DISCUSION

Los niveles mas altos de PP fueron detectados a los 24
dias pi, de 14,0 + 4,3 y 17,0 + 4,3 tripomastigotes/mm?® de san-
gre en las ratas IP1 e IP2, respectivamente y con 12 dias de
prefiadas, a partir de este tiempo las PP disminuyeron a 12 +
5,1y 4 + 3,6 tripomastigotes/mm? de sangre, a los 34 dias pi y
con 20 dias de gestacion, cuando fueron sacrificadas. En las ra-
tas controles virgenes CI1 y CI2, los valores mas altos de PP a
los 24 dias pi, fueron de 7,0 + 22 y 4,9 + 0,8 tripomastigo-
tes/mm3 de sangre, respectivamente. El curso de la PP en los
grupos infectados se presenta en las FIGS. 1, 2 y 3. La compa-
racion de las PP entre los grupos de ratas prefiadas IP1 e IP2
resultd significativa (P<0,05). Las diferencias encontradas en
las PP entre las ratas prefiadas IP1 y virgenes CI1 y entre las
prefiadas IP2 y virgenes CI2 resultaron significativas (P<0,05).
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NO de tripanosomas/mm® de sangre

12/0 19/6 24/12 34/20
Dias de infeccion/Dias de gestacion

=< =Infectadas prefiadas-Planalto (IP1)
—i— Infectadas prefiadas-ASM (IP2)

FIGURA 1. PARASITEMIA PATENTE EN RATAS WISTAR A
LOS 12,19,24 Y 34 DIAS DE INFECCION CON LAS CEPAS
Planalto (IP1) (---M---) Y ASM (IP2) (—A—) DE T. cruzi, DE-
TECTADAS A LOS 0, 6, 12 Y 20 DIAS DE PRENADAS #*
DESVIACION ESTANDAR/ PATENT PARASITEMIA IN WISTAR
RATS AT DAY 12, 19, 24 AND 34 OF INFECTION WITH PLANALTO (IP1)
(---H---) AND ASM (IP2) T. cruzi STRAINS, DETECTED AT DAY 0, 6, 12
AND 20 OF PREGNANCY + STANDARD DEVIATION.
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FIGURA 2. PARASITEMIA PATENTE EN RATAS WISTAR A
LOS 12, 19,24 Y 34 DIAS DE INFESTADAS CON LA CEPA
PLANALTO (IP1), DETECTADA A LOS 0, 6, 12 y 20 DIAS
DE PRENADAS (-m-) Y EN LAS RATAS CONTROLES ViR-
GENES (CI1) (---#---) ENTRE 12 Y 34 DiAS DE INFECCION #
DESVIACION ESTANDAR / PATENT PARASITEMIA IN WISTAR
RATS AT DAY 12, 19, 24 AND 34 INFECTED WITH PLANALTO (IP1) T.
cruzi STRAIN, DETECTED AT DAYS 0, 6, 12 AND 20 OF PREGNANCY
(-m-) AND IN CONTROL VIRGIN RATS (CI1) (---#---) BETWEEN 12 AND
34 DAYS OF INFECTION + STANDARD DEVIATION.
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FIGURA 3. PARASITEMIA PATENTE EN RATAS WISTAR A
LOS 12, 19, 24 Y 34 DiAS DE INFECTADAS CON LA CEPA
ASM (IP2) DETECTADA A LOS 0, 6, 12 y 20 DiAS DE PRE-
NADAS (—m-) Y EN LAS RATAS CONTROLES VIRGENES
(C12) (---#---) ENTRE 12 Y 34 DIiAS DE INFECCION * DES-
VIACION ESTANDAR / PATENT PARASITEMIA IN WISTAR RATS
AT DAY 12, 19, 24 AND 34 OF INFECTED WITH ASM (IP2) T. cruzi
STRAIN, DETECTED AT DAYS 0, 6, 12 AND 20 OF PREGNANCY (-l-)
AND IN CONTROL VIRGIN RATS (CI2) (---4---) BETWEEN 12 AND 34
DAYS OF INFECTION * STANDARD DEVIATION.
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Varios factores han sido asociados con el efecto del incre-
mento de la parasitemia en mujeres que trasmitieron el parasito a
sus fetos y los han relacionado, con la disminucion de produccion
del interferon y y del factor-a de necrosis tumoral en respuesta a
los antigenos del parasito, causas comunes que provocan cam-
bios en la estructura vascular con vasoconstriccion del sistema
Utero-placenta, afectando el flujo placentario materno-fetal, limi-
tando el aporte de nutrientes y oxigeno para el feto y severas pa-
tologias como el retardo en la organizaciéon, maduracion y creci-
miento de los tejidos [1, 2, 30]. En este estudio se observé que, a
pesar que las ratas IP2 infectadas con la cepa ASM presentaron
una mayor parasitemia, la que produjo mayores efectos en las
variables analizadas fue la cepa Planalto, la PP en la sangre de
las IP1 se mantuvo alta por mas dias de forma constante, afec-
tando el desarrollo de los fetos, los cuales se encuentran con un
sistema inmunolégico inmaduro y con una carga hormonal ma-
terna en la circulacién fetal [15]. Adicionalmente, de 12 ratas in-
fectadas con dos cepas de T. cruzi, se prefiaron 8 (66,6%), mien-
tras que todas las ratas sanas resultaron prefiadas, lo que sugie-
re afeccion uterina debido a la liberacion de citocinas y hormonas
en la sangre de madres con el aumento de la parasitemia mater-
nal, por lo que la especificidad del sistema inmune en el recono-
cimiento de los determinantes antigénicos del parasito, podria ex-
plicar los diferentes patrones en las parasitemias frente a las dife-
rentes cepas de T. cruzi [20].

Evaluacion del desarrollo fetal y hallazgos clinicos en los
fetos

En relacién con el desarrollo de los fetos en las ratas IP1
con 20 dias de prefiadas, se observd un total de 19 fetos en
sus sacos uterinos. En una de las ratas se desarroll6 un solo
feto en el cuerno izquierdo del Utero, mientras que en otra rata
se desarrollaron 8 fetos de aspecto normal, en la tercera rata
se observé el cuerno izquierdo del utero con aspecto inflama-
do y restos de fetos y placentas en los sacos uterinos y 6 fetos
en el cuerno uterino derecho y en la cuarta se observaron 4 fe-
tos de aspecto normal. En una rata IP2 con 20 dias de prefa-
das se desarrollaron 28 fetos. En una se identificaron 4 fetos
(57,14%) en el cuerno uterino derecho con malformaciones
corporales, representadas por un estrechamiento alrededor de
la parte inferior del cuerpo, protuberancias Unicas o dobles so-
bre la regién dorsal del cuerpo y gran desarrollo de la base de
la pata anterior derecha (FIGS 4. A-C) y en el cuerno uterino
izquierdo de la misma rata, se desarrollaron 3 fetos de aspecto
anatdbmico normal; en otra rata se encontraron 2 fetos muertos
(28,54%) en el cuerno uterino derecho y con el liquido amnioti-
co sanguinolento y 5 fetos en el cuerno uterino izquierdo con
apariencia normal y en dos ratas se desarrollaron 6 y 8 fetos
respectivamente de aspecto normal. Las caracteristicas de los
fetos de las ratas IP1, IP2 y SP se muestran en la TABLA .

La evaluacion de los fetos de las ratas IP1 determiné un
peso y longitud promedio de 2,86 + 2,19 gy 2,63 £ 1,17 cm,
con placentas de 0,56 + 0,31 g de peso y 1,50 £ 0,20 cm de
diametro y cordones umbilicales de 1,75 g + 0,57 cm de longi-
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FIGURA 4. FETOS DEL CUERNO UTERINO DERECHO DE
RATA CON 20 DIAS DE GESTACION Y 34 DiAS DE INFEC-
TADA CON LA CEPA ASM DE T. cruzi CON ANOMALIAS
EN EL CUERPO: (A) CONSTRICCION ALREDEDOR DE LA
PARTE POSTERIOR DEL CUERPO, (B) PROTUBERANCIAS
SOBRE LA REGION DORSAL ANTERIOR DEL CUERPO Y
(C) GRAN DESARROLLO DE LA BASE DE LA PATA ANTE-
RIOR DERECHA (400X)I FETUSES OF RIGHT UTERINE HORN
PRESENTED IN RAT WITH DAY 20 OF GESTATION AND 34 DAYS OF
INFECTION WITH ASM T. cruzi STRAIN WITH ANOMALIES ON ITS
BODY: (A) TIGHTNESS AROUND THE BODY, (B) PROTUBERANCE ON
THE DORSAL SIDE OF THE BODY AND (C) DEVELOPMENT OF ITS AN-
TERIOR RIGHT FOOTPAD WITH BIG SIZE. (400X).

tud, mientras que en las ratas IP2, el peso y longitud promedio
fetal fue de 3,31 £ 1,99 gy 2,77 + 0,77 cm, con placentas de
0,56 + 0,12 g de peso y 1,08 + 0,53 cm de diametro y cordo-
nes umbilicales de 1,20 + 0,71 cm de longitud. En las ratas
controles no infectadas SP, se observo un total de 21 fetos
con desarrollo intrauterino de aspecto normal, con peso y lon-
gitud promedio de 6,16 £ 0,99 g y 2,99 + 0,65 cm, con placen-
tas de 0,83 £ 0,17 cm de didmetro y cordén umbilicales de
0,97 + 0,86 cm de longitud (TABLA ).

Los resultados del analisis de varianza no paramétrico
de un factor mediante la prueba Kruskal y Wallis (H) mostra-
ron, que el peso fetal fue significativamente diferente en los
grupos de ratas IP1 e IP2 infectadas con las cepa Planalto y
ASM, respectivamente y ratas sanas prefiadas (SP)
(P<0,00001), el diametro de la placenta y la longitud del cor-
don umbilical mostraron diferencias significativas entre los gru-
pos infectados IP1 y las ratas sanas SP (P<0,00001 vy
P<0,0001, respectivamente) y entre los grupos infectados IP1
e IP2 (P<0,0001 y P<0,01, respectivamente), no se encontra-
ron diferencias significativas en las variables diametro de la
placenta y longitud del cordéon umbilical entre los grupos infec-
tados con la cepa ASM y las ratas sanas SP.

TABLA |
NUMERO DE FETOS DE RATAS INFECTADAS CON CEPAS DE T. cruzi Y ANORMALIDADES FETALES,
PLACENTALES Y UTERINAS/ NUMBER OF FETUSES OF RATS INFECTED WITH T. cruzi STRAINS AND FETAL,
PLACENTAL AND UTERINES ANOMALIES.

Cepa Planalto (IP1)
Numero de Rata Numero de fetos Cuerno izquierdo del utero  Cuerno derecho del utero Anomalias encontradas

1 1 feto normal
5 fetos normales

3 fetos normales -

3 6 - 6 fetos normales Sacos uterinos del cuerno
izquierdo inflamado con res-
tos de fetos y de placentas

4 4 3 fetos normales 1 feto normal -

Cepa ASM (IP2)
Numero de Rata Numero de fetos Cuerno izquierdo del utero  Cuerno derecho del utero Anomalias encontradas

1 7 3 fetos normales 4 fetos anormales Feto 1. Estrechamiento alre-
dedor de la parte inferior del
cuerpo. Feto 2. Una protu-
berancia sobre el lado dor-
sal del cuerpo. Feto 3. Dos
protuberancias sobre el lado
dorsal del cuerpo. Feto 4.
Base de la pata anterior de-
recha muy desarrollada.

2 7 5 fetos normales 2 fetos muertos Liquido amniético sanguino-
lento en el saco uterino de-
recho.

3 6 3 fetos normales 3 fetos normales -

4 8 5 fetos normales 3 fetos normales -

Ratas sanas prefiadas (SP): 21 fetos normales
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TABLA Il
VALORES PROMEDIOS + DESVIACION ESTANDAR Y PRUEBA DE KRUSKAL-WALLIS (H) CON SUS RESPECTIVOS
NIVELES DE SIGNIFICACION (P) PARA LOS PARAMETROS FETALES Y PLACENTARIOS DE RATAS INFECTADAS CON
DIFERENTES CEPAS DE T. cruzi Y DE RATAS SANAS PRENADAS/ AVERAGE + STANDARD DEVIATION AND KRUSKAL-WALLIS (H)
ANALYSIS WITH SIGNIFICATION LEVELS (P) FOR FETAL AND PLACENTAL PARAMETERS OF INFECTED RATS WITH DIFFERENT T. cruzi
STRAINS AND OF HEALTH PREGNAT RATS.

Variables analizadas Ratas prefiadas

Ratas prefiadas infectadas Ratas prefiadas infectadas Kruskal-Wallis

sanas (Control) con cepa ASM con cepa PLANALTO (H)
(n = 21 fetos) (n = 28 fetos) (n = 19 fetos)

Longitud fetal (cm) 2,99 £ 0,65 2,77 £0,77 2,63 +£1,17 2,0720
Peso fetal (g) 6,16 £ 0,99 3,31+ 1,99 2,86 +£2,19 35,1331***
Peso de placenta (g) 0,57 £ 0,11 0,56 + 0,12 0,56 + 0,31 2,2349
Diametro de placenta (cm) 0,83+0,17 1,08 £ 0,53 1,50 £ 0,20 20,3589***
Longitud del cordén (cm) 0,97 £ 0, 68 1,20 £ 0,71 1,75+ 0,57 13,6940*
Peso fetal/Longitud fetal (g/cm) 2,11 +0,43 1,07 £ 0,58 1,01 £ 0,71 32,9168***
Peso fetal/Peso de placenta (g/g) 11,10 £ 2,18 573 £3,74 4,86 + 3,30 31,2464
Peso fetal/Longitud del cordén (g/cm) 10,67 £ 9,72 3,08 + 2,64 1,45 + 0,91 32,7116***
Longitud fetal/Longitud del corddn
(cm/cm) 4,92 +4,20 3,18+ 1,72 1,49 + 0,36 23,7087***
Longitud fetal/Diametro de placenta
(cm/cm) 7,62 £ 1,60 3,90 + 3,92 1,80 +1,29 26,5801***
Diametro de placenta/ Longitud
del cordén (cm/cm) 1,48 + 1,43 1,12+ 0,75 0,92 +0,22 0,0283
indice ponderal (g/cm®) 30,05 * 21,52 12,45+ 5,72 19,37 + 23,62 17,9779

Diferencia significativa: *P<0,001 **P<0,0001 *** P< 0,00001 n: numero de fetos. (g) gramos, (cm) centimetro, (cm3) centimetro cubico.

Se encontraron diferencias significativas en el indice
ponderal (g/cm?3), entre las ratas IP1y SP (P<0,01) y entre IP2
y SP (P<0,00001), mientras que no se observaron diferencias
entre los grupos infectados IP1 e IP2 (TABLA lll). Este resulta-
do indica que la restriccion del crecimiento en los fetos de los
grupos infectados es asimétrica, provocada por la reduccién
del flujo sanguineo y transporte de glucosa a través de la pla-
centa, la cual es regulada por las citocinas maternales, hecho
crucial en el desarrollo fetal [15].

Se encontraron niveles de significancia (P<0,00001) en
la relacion, peso fetal/longitud fetal (g/cm), peso fetal/peso de
placenta (g/g), peso fetal/longitud del cordén (g/cm), longitud
fetal/longitud del cordén (cm/cm) y longitud fetal/diametro de
placenta (cm/cm) (P<0,001) entre los grupos de rata infecta-
das IP1 y sanas SP y entre las infectadas IP2 y sanas SP,
mientras que la longitud fetal, el peso de la placenta y la rela-
cién diametro de la placenta/longitud del cordén umbilical, fue-
ron las Unicas variables que no presentaron diferencias signifi-
cativas entre los grupos IP1, IP2 'y SP (TABLA IlI).

Las relaciones peso fetal/longitud fetal, peso fetal/peso
de la placenta, peso fetal/longitud de corddn y longitud fe-
tal/diametro de la placenta en los grupos de ratas infectadas
prefiadas IP1 e IP2 con las cepas Planalto y ASM, respectiva-
mente, fueron significativas en relacion al grupo de ratas sa-
nas SP (P<0,00001) y peso fetal/longitud del cordén umbilical
entre las ratas IP1 e IP2 (P<0,05) (TABLA III).
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En infecciones experimentales por T. cruzi, la muerte fe-
tal ha sido asociada con la parasitemia maternal, calcificacion
intracraneal, infiltrado inflamatorio y necrosis isquémica en los
6rganos fetales, asi como con el desarrollo de una respuesta
inmune generada por la presencia del parasito, la cual limita el
intercambio materno-fetal e induce resorcién, probablemente
debido a enfermedad de Chagas congénita [22, 23]. El hallaz-
go de fetos muertos en el liquido amniético sanguinolento en
cuernos uterinos de una rata infectada con la cepa ASM, asi
como, la inflamacién intrauterina y restos fetales y placentales
en los sacos uterinos de rata infectada con la cepa Planalto,
estarian relacionados con el pasaje de parasitos de la madre a
los fetos, causando lesiones e inflamacion placentaria con pre-
dominio de neutrdfilos, necrosis isquémica, depésitos de fibri-
na y trombosis vascular, que causan disminucion en la transfe-
rencia de nutrientes de la madre al feto, limitando el crecimien-
to intrauterino de los embriones, como ocurre en los fetos de
ratones BALB/infectadas con T. cruzi [26, 27].

Los resultados de este estudio, relacionados con el re-
tardo en el desarrollo intrauterino de 47 fetos de las ratas IP1 e
IP2 y la presencia de manifestaciones clinico patolégicas, es-
tructurales y funcionales desarrolladas en el 57,14% de los fe-
tos de rata IP2, fueron similares a los encontrados en los fetos
de ratones de la cepa NMRI infectadas con T. cruzi cepa Y
[24, 28], los cuales mostraron miocarditis, miositis y antigenos
especifico en la fibra muscular esquelética, hipoglucemia fetal
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TABLA 1l
PRUEBA DE KRUSKAL-WALLIS (H) PARA LAS COMPARACIONES ENTRE LAS RATAS PRENADAS SANAS Y RATAS
PRENADAS INFECTADAS CON LAS CEPAS ASM Y PLANALTO DE T. cruzi QUE MOSTRARON DIFERENCIAS
SIGNIFICATIVAS (P) Y SUS RESPECTIVOS NIVELES DE SIGNIFICACION/ KRUSKAL-WALLIS (H) ANALYSIS FOR COMPARISONS
BETWEEN THE HEALTHY PREGNAT RATS AND INFECTED PREGNANT RATS WITH ASM AND PLANALTO T. cruzi STRAINS THAT SHOWED
SIGNIFICAT DIFFERENCES (P) AND SIGNIFICATION LEVELS.

Variable analizadas

Ratas prefiadas sanas/
Ratas prefiadas infectadas

Ratas prefiadas sanas/
Ratas prefiadas infectadas

Ratas prefiadas infectadas
cepa ASM/ Ratas prefiadas

cepa ASM cepa PLANALTO infectadas cepa PLANALTO
Peso fetal (g) 28,2351* 24,7069* 0,0011
Diametro de placenta (cm) 0,7035 29,2225* 5,6397**
Longitud del cordén (cm) 1,2131 15,2223*** 5,5896**
Peso fetal/Longitud fetal (g/cm) 28,8829* 20,2173* 0.1880
Peso fetal/Peso de placenta (g/g) 23,9037* 23,1111* 0,2821
Peso fetal/Longitud del corddn (g/cm) 18,3454* 27,4706* 4,6071%***
Longitud fetal/Longitud del cordén
(cm/cm) 2,0288 22,0833* 13,1065*****
Longitud fetal/Diametro de placenta 11,5206***** 29,1979* 1,6921
(cm/cm)
indice ponderal (g/cm®) 18,1718 7,4089** 0,6433

Diferencia significativa: *P<0,00001 **P<0,01 ***P<0,0001 ****P<0,05 *****P<0,001. (g) gramos, (cm) centimetro, (cm3) centimetro cubico.

e infiltracién masiva de las placentas, debido a la activacién
del complemento por los parasitos en la interface materno-fe-
tal, provocando muerte de los fetos [31].

Algunos autores han relacionado las alteraciones fetales
con factores embriotréficos producidos por el oviducto, que inhi-
ben la division celular y retardan el crecimiento fetal, por otro
lado, la circulacion de los parasitos en la sangre maternal a tra-
vés de la placenta, provoca disminucion de los niveles del factor
de crecimiento epidernal, que causa restriccion patolégica del
peso fetal y morbilidad perinatal, debido al anormal funciona-
miento en las placentas de mujeres con enfermedad de Chagas
[6, 17]. Los mecanismos que afectan la implantacion y normal
desarrollo de embriones, en madres con enfermedad de Chagas,
asi como el desarrollo de diversas alteraciones en sus fetos se
considera que dependen de la capacidad materno-fetal para de-
sarrollar una respuesta inmune especifica eficaz en el control de
la multiplicacién de T. cruzi [25], el cual se caracteriza por pre-
sentar diferencias en el comportamiento biolégico en la relacion
parasito-hospedador, dada la gran variabilidad en los patrones de
infectividad y patogenicidad de las cepas de T. cruzi.

CONCLUSIONES

Las infecciones producidas por aislados con genotipo
Tcl, obtenidos de diferente fuente y areas geograficas, desa-
rrollaron en las ratas prefiadas, infeccion mas rapidamente y
con elevadas parasitemias que los grupos controles virgenes.

Las diferentes cepas de T. cruzi afectaron el desarrollo
intrauterino de los fetos de rata, como lo revelan la pérdida del

peso fetal, las relaciones peso fetal/longitud fetal, peso fe-
tal/peso de placenta, peso fetal/longitud del corddn, longitud
fetal/longitud del cordon y longitud fetal/diametro de placenta.
Restos fetales y placentales asi como, fetos muertos en el li-
quido amnidtico sanguinolento, inflamacién uterina y anoma-
lias estructurales sobre el cuerpo de los fetos de rata con alta
parasitemia fueron observados.

Se adelantan estudios en la deteccion de aspectos para-
sitologicos, inmunoldgicos y moleculares, en las protuberan-
cias encontradas en el cuerpo de los fetos, en los tejidos car-
diaco, digestivo y muscular esquelético fetales, placentarios y
uterinos de las ratas con infecciéon chagasica aguda producida
por T. cruzi.

Estos resultados, constituyen un aporte a futuras investi-
gaciones utilizando cepas de aislados venezolanos, que per-
mitan el esclarecimiento de las complejas interacciones y me-
canismos involucrados en la resistencia o susceptibilidad a la
infeccidbn congénita, en areas rurales endémicas y especial-
mente en zonas urbanas no endémicas para la enfermedad de
Chagas, donde el parasito circula entre la poblacion humana,
vectores intradomiciliarios, reservorios silvestres y animales
domésticos.

Finalmente, se recomienda la utilizacion de formas me-
taciclicas del parasito y las vias de inoculacién intradémica o
subcutanea, en infecciones experimentales de animales en
gestacion, a fin de clarificar la influencia de cepas de T. cruzi
venezolanas, sobre la presentacion clinica en areas no endé-
micas para la enfermedad de Chagas congénita.
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