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Resumen. Ratas Wistar fueron inoculadas antes del apareamiento con
1x10* tripomastigotes metaciclicos de las cepas de T. crusi perro (Pr) y huma-
no (YBM). La infeccion de las madres y crias fue evaluada mediante un estu-
dio parasitol6gico, inmunolégico ¢ histopatolégico. Como controles se utiliza-
ron ratas sanas gestantes. Las ratas madres desarrollaron parasitemias entre
los 18 y 45 dias post-inoculacion (pi), y cuatro crias machos (9,1%) de madres
infectadas con la cepa Pr mostraron altas parasitemias (432 y 240 trips./mm?3
de sangre) a los 30 y 40 dias de nacidas. Las 40 restantes y las 52 crias de ra-
tas infectadas con la cepa YBM resultaron negativas al examen de sangre, he-
mocultivos y xenodiagndsticos. Los niveles de anticuerpos anti-T. cruszi en los
sueros de las madres fueron siempre mayores que los detectados en las 44/92
(47,8%) crias. En las muestras de liquido amniético, no se observaron tripo-
mastigotes. El estudio histopatolégico del corazon y misculo esquelético de
madres infectadas y crias con infeccién congénita, revel6 el establecimiento
de una miocarditis y miositis aguda de variable intensidad y extension, carac-
terizada por abundante infiltrado linfoplasmohistiocitario asociado en algunos
casos con nidos de amastigotes. Las placentas presentaron un moderado infil-
trado celular sin parasitos en ¢l estroma vascular. Las crias de madres chaga-
sicas reinoculadas mostraron niveles de parasitemia significativamente meno-
res (p<0,05) que las detectadas en las crias infectadas de madres sanas; a los
60 dias pi se evidencioé en ambos grupos una miocarditis y miositis con carac-
teristicas de cronicidad. Los resultados demuestran de manera evidente que
T. crusi es transmitido verticalmente en la rata Wistar a un ntiimero reducido
de crias; que los anticuerpos maternos anti-T. crusi pueden pasar de la madre
y modular la respuesta inmunoldgica de la progenie; y que la patogenicidad
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de las cepas de T. crusi juega un papel importante en la transmisién congéni-
ta, independientemente del origen y de la region geografica.

Vertical transmission of Trypanosoma cruzi in Wistar rats
during the acute phase of infection.
Invest Clin 2003; 44(3): 241 - 254
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Abstract. Research on this form of transmission was carried out on fe-
male rats intradermally injected, before mating, with 1x10* metacyclic
trypomastigotes of T. crusi strains from dog (Pr) and human (YBM). The in-
fected rats, as well as their offspring, were given parasitological, immunologi-
cal and histopathological examinations during and after gestation. Healthy
gestating rats were used as controls. Rats infected with T. crusi strains
showed clear signs of infection between 18 and 45 days post-inoculation (pi).
Of 44 offspring from mothers infected with Pr, 4 males (9.1%) showed high
parasitemia (432 and 240 tryps./mm? of blood) at 30 and 40 days after birth,
while direct blood examination, hemoculture and xenodiagnosis showed no in-
fection in the other 40, or in the 52 offspring of rats infected with YBM.
Anti-T. crugi antibodies were found in appreciable quantities in infected
mothers and in 44 out of 92 (47.8%) of the offspring, with titers that fluctu-
ated between 1:32 and 1:2048 respectively. Histopathological studies of rats
sacrificed at the end of gestation showed acute myocarditis and myositis of
varying intensity and extent, characterized by abundant inflammatory infil-
trate, in some cases associated with nests of amastigotes. The placentas
showed moderate cellular infiltrate without parasites in the vascular strome
and amniotic fluid. The offspring of mothers infected with Chagas’ discase
were reinoculated and showed an acute phase characterized by low
parasitemia (p<0.05); after 60 days, the beginnings of chronic myocarditis
and myositis could be observed, of a similar intensity to that observed in off-
spring born to infected mothers that were subsequently infected. These re-
sults confirm that T. crusi can be transmitted vertically in Wistar rats; that a
small number of offspring contract chagasic infection congenitally; that
anti-T. crugi antibodies can pass from the mother and that these can modify
the immune response in the offspring; that the pathogenicity of the strains of
T. crusi plays an important role in congenital transmission independently of
origin or geographical location.
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INTRODUCCION

Después del descubrimiento de Trypa-
nosoma crusi, agente etioldgico de la tripa-
nosomiasis americana o enfermedad de
Chagas, se sugirié que la transmision del
parasito de la madre al feto podia estar ocu-
rriendo congénitamente (1) o a través de la
leche materna (2). En 1949, Dao (3) obser-
vo, por primera vez en Venezuela, T. crusi
en sangre periférica de un nino recién naci-
do de madre chagasica y, desde entonces,
se han publicado numerosos casos en dife-
rentes paises de América Latina (4-9), don-
de la prevalencia de la infeccion en mujeres
embarazadas oscila entre 2 y 51% en cen-
tros urbanos y de 23 a 81% en areas endé-
micas para la enfermedad de Chagas (10);
sin embargo, la significacion epidemiol6gi-
ca de estos mecanismos de transmisiéon no
han sido lo suficientemente establecidos.

Recientemente, Bittencourt (11) se-
nal6 que la transmision vertical de la infec-
ciéon chagasica se produce en cualquier
fase de la infeccion materna y sostiene que
el riesgo de transmision de T. crusi es ma-
yor en la fase aguda por la presencia de pa-
rasitos circulantes en la madre gestante.
Senala la autora que las formas sanguico-
las alcanzan al embrién por via hematdge-
na, luego del pasaje por un mecanismo ac-
tivo a través de la placenta. En las células
de Hofbauer los tripomastigotes se trans-
forman en amastigotes, los cuales se multi-
plican activamente y en seguida se trans-
forman hasta ser liberados nuevamente
como tripomastigotes, después de la rup-
tura celular y luego atraviesan el trofoblas-
to produciendo la infeccion del feto. Este
pasaje, probablemente se debe a una pla-
centitis provocada durante la multiplica-
cién de los parasitos o por la penetracion
activa hacia la circulacion fetal. En algunos
casos, los fetos pueden contaminarse al as-
pirar porciones de liquido amniético infec-
tado con parasitos (12) o por la via bucal en

humanos a través de la leche materna du-
rante la lactancia (2, 13).

Mayer y Rocha-Lima (14) formularon
la hipétesis de la transmision placentaria al
encontrar nidos de leishmaniodes de T. cru-
21 en las placentas de cobayos experimental-
mente infectados, sin observar alteraciones
en las crias. A partir de ese momento, otras
investigaciones han demostrado en anima-
les de laboratorio la transmision de T. crusi
tanto por via transplacental como durante
el amamantamiento a un reducido ntiimero
de crias, cuando las madres son inoculadas
con grandes cantidades de formas sanguico-
las. Aunque el espectro patolégico observa-
do en las crias con infeccion congénita es
muy parecido al que predomina en el hom-
bre, no se corresponde con lo que realmen-
te ocurre en la naturaleza (15-20).

En este trabajo, se consideré de impor-
tancia epidemiol6gica investigar si la trans-
misién vertical del parasito se da en el mo-
delo experimental rata albina (Rattus nor-
vegicus) cepa Wistar, cuando se inocula por
via intradérmica un ntmero relativamente
bajo de tripomastigotes metaciclicos de T.
crugi de diferente origen y antes del aparea-
miento de las ratas. En estos animales el
curso de la infeccion aguda fue seguido du-
rante y después de la gestacion mediante
un estudio parasitolégico, inmunolégico e
histopatolégico en las ratas madres infecta-
das y en su progenie. Ademads, se investigo
el efecto de una reinoculacion homoéloga de
formas metaciclicas de T. crusgi sobre las
crias nacidas de madres con infeccion cha-
gasica aguda.

MATERIALES Y METODOS

Cepas de T. crusi

Se utilizaron dos cepas de T. crusi, una
obtenida por xenodiagnéstico y hemoculti-
vo a partir de una paciente de 2 afios en
fase aguda de la enfermedad de Chagas
(M/HOM/VE/92/YBM) y la otra de un perro
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naturalmente infectado (M/CAN/VE/94/
Pr). Ambas cepas, aisladas por el Dr. Nestor
Anez, proceden de dreas endémicas para la
enfermedad de Chagas, localizadas en el
piedemonte oriental de la Cordillera de los
Andes en el Estado Barinas, Venezuela, y
caracterizadas desde un punto de vista bio-
l6gico y bioquimico por Moreno y col. (21).

Grupos experimentales ¢ inoculacion

En el presente estudio se usaron un to-
tal de 30 ratas Wistar hembras de 3 meses
de nacidas y 250 g de peso, las cuales fue-
ron separadas en tres grupos. Dos grupos
de 9 animales cada uno fueron inoculados
por via intradérmica (ID), un grupo con
aproximadamente 1X10* tripomastigotes
metaciclicos (tpm) de la cepa YBM y ¢l otro
con un inéculo similar de formas metacicli-
cas de la cepa Pr. Los parasitos fueron obte-
nidos de las excretas postprandiales de nin-
fas del V estadio de Rhodnius prolixus, las
cuales habian sido experimentalmente in-
fectadas por ingesta sanguinea sobre rato-
nes NMRI donadores con altas parasitemias
infectados con esas cepas. Las excretas fue-
ron homogenizadas en solucion fisiologica
salina y cuantificadas, siguiendo el método
modificado por Brener (22). El tercer gru-
po de 12 ratas sanas fue utilizado como
grupo control. Estos animales fueron inyec-
tados por via intradérmica con 0,1 mL de
solucion fisiol6gica salina.

Entre los 10 y 12 dias post-inoculacion
(pi), a todos los grupos de ratas les fue de-
terminado el ciclo estral, luego fueron apa-
readas con los machos en una relacion de 2
hembras/1 macho por jaula. Las ratas infec-
tadas y las controles sanas ya prenadas, fue-
ron mantenidas en jaulas individuales en el
bioterio experimental alimentadas con rata-
rina comercial y agua ad libitum.

Evaluacion parasitolégica
En los dos grupos de ratas infectadas
con las cepas de T. cruzi YBM y Pr, la para-

sitemia fue cuantificada (22) durante el pe-
riodo de gestacion y después del parto nor-
mal, utilizindose cada vez 5 mm3 de san-
gre, extraida con capilares heparinizados
por puncién del plexo retro-orbital a los 12,
18, 24, 30, 45 y 60 dias pi.

Inmediatamente después del parto, 2
ratas madres infectadas con la cepa YBM y
dos ratas de las infectadas con la cepa Pr,
fueron sacadas de las jaulas sin tocar las
crias y sustituidas por ratas sanas recién pa-
ridas. A los 30 y 40 dias después del naci-
miento, a todas las crias se les practicé un
examen parasitologico directo en las mues-
tras de sangre obtenida de la cola de cada
animal.

Hemocultivo y xenodiagndstico

A las crias que resultaron negativas al
examen de sangre se les practicaron exame-
nes parasitologicos indirectos a fin de de-
tectar parasitemias ocultas o subpatentes.
Para tal fin, 0,3 mL de sangre obtenida por
cardiopuntura de cada animal, fue mezcla-
da con citrato de sodio al 3,8%, esta sus-
pension sanguinea fue inoculada en tubos
con medio de cultivo NNN mas solucion fi-
siol6gica salina como fase liquida. Los he-
mocultivos, mantenidos en estufa a 26°C,
fueron revisados a los 15 y 30 dias después
de la inoculacion.

Para el xenodiagnéstico se utilizo, por
cada animal, 10 ninfas del IV estadio de R.
prolixus; las crias juveniles fueron inmovili-
zadas por una cubierta de malla de plastico
y colocadas sobre un recipiente que conte-
nia en su interior las ninfas. Una vez que las
ninfas se alimentaron hasta la replecion, los
recipientes con los insectos fueron debida-
mente identificados y mantenidos a 26°C y
75% humedad relativa en el insectario expe-
rimental. A los 30 dias después de la inges-
ta sanguinea los triatominos fueron exami-
nados individulamente, obteniéndose el ma-
terial fecal por compresion abdominal de
cada insecto; las heces fueron homogeniza-
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das con solucién salina y examinadas al mi-
croscopio con el objeto de detectar formas
flageladas de T. crusi.

Estimacion de la respuesta inmune
humoral

Este estudio seroldgico se efectué con
la finalidad de detectar anticuerpos (Ac) es-
pecificos anti-T. crusi en los sueros de las
madres infectadas y en su progenie. El sue-
ro sanguineo de cada animal fue obtenido a
partir de la sangre, que fue extraida por
puncioén del plexo retro-orbital con capila-
res heparinizados; la sangre fue mantenida
en nevera a 4°C por una hora para permitir
su coagulacion. Una vez retraido el coagu-
lo, los sueros fueron separados por centrifu-
gacion, colocados en viales de plastico y al-
macenados a -21°C hasta su uso. Los Ac
anti-T. crugi fueron detectados en los sue-
ros de las madres infectadas y de las crias
juveniles con mas de 40 dias de nacidas me-
diante la técnica de inmunofluorescencia
indirecta (IFT) (23). El antigeno utilizado
correspondié a las formas de cultivo de T.
crugi YBM y Pr colectados en fase exponen-
cial de crecimiento en ¢l medio de cultivo
NNN.

Examen del liquido amniético y estudio
histopatolégico

Se llevo a cabo en 3 ratas inoculadas
con la cepa YBM y en 3 ratas con la cepa Pr,
con 30 dias de infeccion chagasica y a tér-
mino de la gestacion, y en 2 ratas gestantes
sanas. Los animales fueron sacrificados por
sobreanestesia con éter dietilico. De cada
rata se extrajo cuidadosamente el ttero
gravido separandolo por debajo del antro, al
nivel del fondo de la vagina y extrayendo
con ¢l los cuernos uterinos con los fetos y
los respectivos oviductos y ovarios. El dtero
con sus anexos se extendié sobre una capsu-
la de Petri para ser lavado con solucién fi-
siol6gica salina, a fin de eliminar los restos
de sangre proveniente de las venas uterinas.

Con una pipeta Pasteur se hizo una peque-
fia insicién sobre la membrana uterina a ni-
vel de los fetos y se extrajo una muestra de
liquido amnié6tico la cual fue examinada
bajo el microscopio para la biusqueda de tri-
pomastigotes. Las insiciones fueron amplia-
das para extraer los fetos con sus placentas.

El corazén cortado frontalmente, frag-
mentos de miusculo esquelético y las pla-
centas de las ratas madres infectadas y con-
troles sanas, fueron fijados en formalina
neutra al 10% durante 48 horas e incluidos
en Paraplast (Monoject Scientific, St. Louis,
MO. USA). Los cortes histologicos de 6 um
de espesor de cada uno de los 6rganos an-
tes mencionados se realizaron en un micro-
tomo American Optical Spencer y se colo-
rearon por el método de Giemsa-Pappen-
heim-colofonio (24) y hematoxilina-eosina
(HE), para evidenciar la infeccion tisular y
las alteraciones histopatoldgicas. Igualmen-
te, fueron sacrificadas por sobreanestesia
con ¢éter dietilico las crias juveniles de 45
dias de nacidas provenientes de madres
chagasicas, las crias sanas amamantadas so-
bre ratas infectadas y las crias controles de
madres sanas. El corazén completo y frag-
mentos de la musculatura esquelética fue-
ron procesados para el estudio histopatolé-
gico, como se describi6 antes.

Efecto de la reinoculacion homoéloga
con T. crusi

Con el objeto de investigar el posible
efecto de la inoculacién de parasitos homo-
logos sobre las crias de madres chagasicas,
se utilizé en este experimento 10 ratas ma-
chos juveniles de 45 dias de nacidas, prove-
nientes de madres infectadas con la cepa Pr
de T. crusi y 5 machos juveniles nacidos de
madres sanas. Estos animales fueron inocu-
lados por la via ID con aproximadamente
1x10* tpm, derivados de ninfas de R. proli-
xus. El curso de la infeccion aguda en cada
uno de los animales inoculados fue seguido
mediante la deteccién de parasitemias pa-
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tentes (22) en muestras de 5 mm? de san-
gre obtenida de la cola de cada animal a los
12, 18, 24, 30, 45 y 60 dias pi. Las diferen-
cias entre la parasitemia obtenida de las
crias nacidas de madres chagasicas y las
crias nacidas de madres sanas fueron deter-
minadas por el Test de t de Student. A los
60 dias pi, todos los animales fueron sacrifi-
cados por sobreanestesia con éter dietilico y
el corazon completo y fragmentos de mascu-
lo esquelético fueron removidos y procesa-
dos para el estudio histopatol6gico en cortes
coloreados con Giemsa-Colofonio y HE.

RESULTADOS

Evaluacion parasitolégica de las ratas
madres

Los examenes parasitolégicos directos
realizados a las muestras de sangre de las
12 ratas infectadas con las cepas YBM y Pr
de T. crusi durante el curso de la infeccion
aguda y en el periodo de gestacion, revela-
ron parasitemias patentes entre los 18 y 45
dias pi, detectandose a los 24 y 30 dias pi
(12 y 18 dias de la gestacion) niveles de pa-
rasitemias de hasta 28 *= 5 trips./mm? de
sangre en las ratas infectadas con la cepa
Pry 17 = 3 trips./mm? de sangre en las
inoculadas con la cepa YBM. En la observa-
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cién correspondiente a los 45 dias pi, se
constaté una disminucién en los niveles de
la parasitemia y solamente dos ratas infecta-
das con la cepa Pr presentaron una muy baja
parasitemia de 2 = 1 trips./mm? de sangre.
En las muestras de sangre revisadas a los 60
dias pi no se observaron parasitos (Fig. 1).

Evaluacion parasitolégica de las crias

Los examenes de sangre realizados a
las crias a los 30 dias y a los 40 dias de na-
cidas, mostraron un niimero relativamente
escaso de animales infectados. Cuatro
crias machos (9,1%) de un total de 44 (19
machos y 25 hembras) provenientes de ra-
tas inoculadas con la cepa Pr y amamanta-
das hasta el destete por sus madres biol6-
gicas, presentaron parasitemias patentes
en niveles que oscilaron entre 432 y 240
trips./mm? de sangre, mientras que en las
40 crias restantes y las 13 crias de madres
sanas (6 machos y 7 hembras) que fueron
amamantadas sobre madres infectadas, no
se evidencié presencia de parisitos en la
sangre. Los exdamenes de sangre efectua-
dos a las 52 crias juveniles (24 machos y
28 hembras) provenientes de las ratas in-
fectadas con la cepa YBM y amamantadas
hasta el destete por sus madres bioldgicas
y por nodrizas, y las 12 crias de madres

Dias post-inoculacién

Fig. 1. Curvas de parasitemia en ratas infectadas con Trypanosoma crusi.
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sanas (5 machos y 7 hembras) amamanta-
das por las madres infectadas, resultaron
negativas.

En los hemocultivos y xenodiagndsti-
cos realizados a las 117 crias juveniles pro-
venientes de ambos grupos de ratas infecta-
das y sanas amamantadas por madres infec-
tadas, no se detectaron formas flageladas
de T. crusgi (Tabla I).

Evaluacion de la respuesta inmune
humoral

Ac especificos anti-T. crusi fueron
apreciados en el 100% de los sueros de las
ratas infectadas con cada una de las cepas
de parasitos. Los titulos oscilaron entre

1:256 y 1:2048. En la progenie, los Ac
anti-T. crusgi fueron detectados en el 43,2%
(19/44) de los sueros obtenidos de las crias
de madres infectadas con la cepa Pry en el
44.2% (23/52) de los sueros separados de
las crias provenientes de ratas infectadas
con la cepa YBM; en ambos grupos de crias
los titulos variaron entre 1:32 a 1:512.
[gualmente, el 41,7% (5/12) y el 46,2%
(6/13) de los sueros de las crias de madres
sanas que fueron amamantadas por ratas in-
fectadas con la cepas Pr y YBM, mostraron
discretos niveles de Ac que oscilaron entre
1:16 y 1:64. Los sueros procedentes de las
ratas sanas y de sus crias no presentaron

J

reactividad (Tabla II).

TABLA I
PARAMETROS BIOLOGICOS EVALUADOS EN LAS RATAS WISTAR INOCULADAS CON FORMAS
METACICLICAS DE T. cruzi Y EN SU DESCENDENCIA

Parametros Cepas de T. crusi
YBM Pr
N° de ratas infectadas 9 9
Parasitemia en las ratas infectadas 17 = 3 (trips./mm3) 28 = 5 trips./mm3)
N° de ratas con parto normal 6/9 6/9

N° total de crias

52(24my28h) 44 (19 my25h)

N° total de crias sanas amamantadas por mch* 12 (5my7h) 13 (6 my7h)
Parasitemia en las crias de mch 0/52 4/44 (9,1%)
Parasitemia en las crias de ms** amamantadas por mch 0/12 0/13
Positividad de los hemocultivos 0/64 0/53
Positividad de los xenodiagndsticos 0/64 0/53
trips. = tripomastigotes. *mch = madres chagdsicas. **ms = madres sanas. m = machos; h = hembras.

TABLA II
VARIACION EN LOS TITULOS DE ANTICUERPOS (Ac) ANTI-T. cruzi EN RATAS GESTANTES
INFECTADAS Y EN SU PROGENIE

Cepas de T. crusi Titulos de Ac#

YBM Pr

Ne° total de ratas gestantes 9 (100%) 9 (100%) 1:256 - 1:2048
N° total de crias nacidas de mch* 52 (44,2%) 44 (43,2%) 1:32 - 1:512
N° total de crias nacidas de ms** 12 (41,7%) 13 (46,2%) 1:16 - 1:64

* mch = madres chagésicas. # IF1 = Inmunofluorescencia

Indirecta.

“* ms = amamantadas por madres chagasicas.
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Evaluacion parasitologica del liquido
amnioético

El examen directo de las muestras de
liquido amniético, obtenidas del saco uteri-
no de las ratas madres infectadas con las
cepas YBM y Pr de T. crusi y sacrificadas a
término de la gestacion, no mostraron para-

sitos.

Alteraciones histopatolégicas

El estudio histopatolégico de los cor-
tes de corazon y de los fragmentos del
mausculo esquelético de las ratas chagasicas
sacrificadas a término de la gestacion, asi
como de los tejidos obtenidos de las crias
con infeccion chagasica congénita, revelo
moderada miocarditis y miositis aguda de
variable intensidad, con 4reas de inflama-
cién focalizadas de naturaleza linfoplas-
mohistiocitario y discreta parasitosis en la
masa muscular (Fig. 2AB). El examen mi-
croscopico de los cortes de las placentas no
mostré parasitismo en las c¢élulas trofoblas-
ticas ni alteraciones histopatolégicas apre-
ciables, sélo se observaron focos inflamato-
rios agudos a nivel de las vellosidades, cons-
tituyendo cuadros de vellositis de variable
intensidad. Algunos cortes del corazén y
musculo esquelético de las 82 crias juveni-
les, nacidas de madres chagasicas y de las
25 crias de madres sanas amamantadas por
madres infectadas, mostraron discretos fo-
cos inflamatorios y ausencia de parasitismo
tisular. Los cortes del corazén, musculo es-
quelético y las placentas de madres sanas no
presentaron alteraciones histopatologicas.

Evaluacion de la reinoculaciéon homologa
en las crias

El seguimiento del curso de la infec-
cion en las crias nacidas de madres con in-
feccion chagasica aguda y reinoculadas con
formas metaciclicas de T. crusi Pr, mostrd
infecciones patentes evidenciadas por la
presencia de parasitos en la sangre de estos
animales entre los 18 y 45 dias pi. A partir

de los 24 dias pi, los niveles de parasitemia
de las crias infectadas provenientes de ma-
dres chagasicas fueron significativamente
menores que los detectados en las crias in-
fectadas nacidas de madres sanas (p<0.05)
(Fig. 3). A los 60 dias pi, el estudio histopa-
tologico del corazéon y fragmentos de
musculo esquelético de las crias reinocula-
das con T. crusi, revel6 ausencia de parasi-
tismo, presencia de epicarditis focal, des-
truccion de algunos vasos sanguineos, fi-
bras musculares con hialinizacion y forma-
cion de fibrosis, originado asi una miocardi-
tis y miositis con caracteristicas de cronici-
dad similar en intensidad y extension a la
observada en las crias nacidas de madres sa-
nas que fueron infectadas.

DISCUSION

La rata albina (R. norvegicus) como
modelo experimental ha sido ampliamente
utilizada en el estudio de la infeccion cha-
gasica y siendo un animal susceptible a la
infeccion por T. crusi, desarrolla una mio-
carditis aguda con intensa parasitosis car-
diaca, alta parasitemia y mortalidad nula,
pasando luego a una fase de latencia con
sobrevida comparable a la de los controles
normales (25, 26).

Las investigaciones experimentales so-
bre la transmision congénita de T. crusi en
estos animales fueron iniciadas por Apt y
col. (27), quienes informaron que a pesar
de obtener infeccién en las ratas madres,
no observaron infeccion congénita en sus
crias, lo que podria deberse a la resistencia
natural de la rata a la infeccioén por T. cru-
2i. Shaw y Quadagno (28) sefialan que en
ratas hembras gestantes, la infeccion por 7.
crugsi causa poco o ningun efecto sobre la
capacidad reproductiva y las ratas chagasi-
cas pueden parir crias aparentemente nor-
males. En este mismo orden de ideas, inves-
tigaciones mas recientes llevadas a cabo
por Davila y col. (18) en ratas endogamicas
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Fig. 2. Lesiones histopatolégicas en ratas Wistar juveniles infectadas congénitamente con Trypano-
soma crugi Pr. A.- Nidos de amastigotes en el miocardio y dreas de inflamacién focalizadas de
naturaleza mononuclear. B.- Miositis aguda focal de moderada intensidad (Giemsa-Colofonio,

1000X, 400X).

infectadas con 1x10° tripomastigotes san-
guicolas de T. crusi durante la gestacion,
demostraron que 5/67 (7,5%) de las crias
procedentes de madres infectadas presenta-
ban parasitemias patentes y 5/15 hemocul-
tivos obtenidos de crias estaban positivos,
concluyendo que la transmisién materna
ocurre en este modelo animal. Por otro

lado, en ratones C3H (29) y monos (30)
también se ha observado transmisiéon con-
génita a un numero reducido de crias.

En el presente trabajo se demuestra
que la inoculaciéon de un niimero relativa-
mente bajo de formas metaciclicas de T.
cruzi de diferente origen, por la via ID, pro-
duce infecciones de variable intensidad en
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Fig. 3. Curvas de parasitemia en ratas juveniles reinoculadas con Trypanosoma crusi Pr. (mch: crias
de madres chagasicas reinoculadas; ms: crias de madres sanas infectadas).

el modelo experimental rata Wistar, carac-
terizada por bajas parasitemias, apreciables
titulos de Ac anti-T. crusi y moderadas alte-
raciones histopatolégicas en el corazén,
miusculo esquelético y placentas de las ratas
sacrificadas a término de la gestacion. En
las crias nacidas y amamantadas por las ma-
dres biolégicas infectadas con la cepa Pr de
T. crugi, se evidencié la transmision trans-
placentaria del pardsito a un niimero signi-
ficativo de crias machos (9,1%), mientras
que las crias provenientes de madres infec-
tadas con la cepa YBM de T. crusi de origen
humano, resultaron negativas, a pesar de
ser considerada por Moreno y col. (21)
como una cepa de alta virulencia y patoge-
nicidad. Estos resultados confirman las ob-
servaciones publicadas por Andrade y col.
(31) y Delgado y Santos-Buch (17), quienes
senalaron que cepas de T. crusi de diferente
origen, presentan distinto tropismo por la
placenta, por lo que la transmisién congéni-
ta depende de la cepa del parasito y de la
capacidad fagocitica de los macréfagos de
las vellosidades placentarias. La virulencia y
patogenicidad de las cepas de T. crusi juega
un papel importante en la transmisiéon con-
génita, independientemente del origen y de
la region geografica (17, 31).

La leche materna ha sido considerada
como un posible vehiculo del agente causal
de la infeccién chagdsica en humanos (2,
13) vy en animales experimentales (19, 20).
Sin embargo Bittencourt y col. (32) conclu-
yeron que la transmisién de T. crusi a tra-
vés de la lactancia raramente ocurre atn en
casos con enfermedad de Chagas agudo. Mi-
les (20) también reporté que la transmision
de T. crusi por la leche materna es extrema-
damente rara, debido a la dificultad de la
transmision oral. Tal aseveraciéon ha sido
corroborada por Pinto y col. (33) quienes,
estudiando la transmisién congénita de la
infeccion chagasica en ratones, no encon-
traron evidencias del pasaje de T. crusi a
través de la lactancia. En este trabajo, las
crias de madres sanas que fueron amaman-
tadas hasta el destete por ratas chagasicas,
no presentaron infecciones patentes eviden-
ciables por los métodos de diagndstico pa-
rasitolégico utilizados, lo que confirma las
observaciones senaladas  por  estos
investigadores.

En humanos como en animales experi-
mentales con infeccién chagasica se han
observado anticuerpos especificos anti-T.
crusi (25, 26, 34, 35). En este estudio, uti-
lizando la técnica de inmunofluorescencia
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indirecta, se detectaron anticuerpos anti-T.
crust en el 100% de los sueros de las ratas
madres infectadas con las cepas Pr y YBM
de T. crusi, y en el 43,2% y 44,2% de su pro-
genie. Este hallazgo, confirmaria el pasaje
de anticuerpos maternales anti-T. crusi via
transplacental y a través de la leche a su
descendencia. Investigaciones llevadas a
cabo en ratones y ratas nacidos de madres
chagasicas, demostraron que los anticuer-
pos maternales transmitidos durante la ges-
tacion y a través de la lactacion le confieren
proteccion parcial contra infecciones por T.
crusgi (29, 36, 37).

El examen directo de las muestras de
liquido amnidtico obtenidas del saco uteri-
no de las ratas con infeccion chagésica agu-
da no mostraron tripomastigotes, sin em-
bargo, no se descarta la presencia de for-
mas flageladas en este medio. Nilo y col.
(38) describen el hallazgo de tripomastigo-
tes en estudio citoquimico de liquido am-
nidtico de una mujer multipara cursando
un embarazo fisiologico de 32 semanas de
gestacion, con ruptura prematura de mems-
branas y sintoma de parto prematuro. Estas
observaciones han sido recientemente co-
rroboradas en este laboratorio (EAM, obser-
vaciones no publicadas) al examinar el li-
quido amniotico de ratones NMRI con infec-
cion chagasica aguda y a término de la ges-
tacion. El hallazgo de tripomastigotes en el
liquido amniético es un hecho importante
que diagnostica la infeccion chagasica
congénita (12, 38).

Las alteraciones histopatologicas en
los tejidos de las ratas chagasicas sacrifica-
das a término de la gestacion y en las crias
con infeccion chagasica congénita fueron
similares. Se observé invasién temprana de
parasitos al corazén y musculatura esquelé-
tica, instauracion de una miocarditis y mio-
sitis aguda de intensidad variable con el es-
tablecimiento de un proceso inflamatorio
de naturaleza linfoplasmohistiocitario focal
y/o difuso acompanado en algunos casos de

nidos de parasitos; tales hallazgos coinci-
den con los resultados publicados por Scor-
za (25) y Moreno y col. (26). Ninguno de
los cortes histologicos de las placentas exa-
minadas mostraron pseudoquistes o parasi-
tos aislados, solamente se pudo apreciar un
moderado infiltrado celular y algunas célu-
las gigantes. No obstante, la presencia de
tripomastigotes sanguicolas en algunas
crias de madres con infeccion chagasica
aguda, demuestra que los parasitos alcanza-
ron los fetos por via hematégena desde su
pasaje a través de la placenta. Carra-
ro-Abrahao y col. (39) han observado en
placentas de ratones suizos infectados con
la cepa RAL de T. crusi, un intenso parasi-
tismo y grandes nidos de amastigotes en el
citoplasma de las células gigantes. En pla-
centas humanas se ha reportado la presen-
cia de una placentitis chagasica con las ve-
llosidades del epitelio trofobldstico necroti-
zado, con intenso parasitismo y células in-
flamatorias abundantes. Este parasitismo
placentario no necesariamente tendria una
estricta correlaciéon con la infeccion fetal,
dado que se han observado casos de enfer-
medad de Chagas congénita sin el hallazgo
histol6gico de T. crusgi y nidacion placenta-
ria sin infeccion fetal (11, 40).

Los resultados de éste trabajo demos-
traron de manera evidente la transmision
transplacentaria de T. crusi a un reducido
namero de crias de ratas Wistar cuyas ma-
dres fueron inoculadas con la cepa Pr. Por
el contrario las crias de las madres infecta-
das con la cepa YBM no mostraron transmi-
sioén vertical, evidencidndose la variabilidad
bioldgica de las diferentes cepas de T. crusi
como ha sido mostrado en la literatura. Re-
cientemente se han utilizado téenicas mole-
culares para demostrar que diferentes ce-
pas y clones de T. crusi presentan diferen-
cias en tropismo hacia los tejidos del hospe-
dador vertebrado, estos autores han formu-
lado el “modelo clonal histotrépico” para la
patogénesis de la enfermedad de Chagas

Vol. 44(3): 251 - 254, 2005



252

Moreno y col.

(41-43). De conformidad con lo anterior la
cepa Pr de T. crusi tendria mayor tropismo
placentario, mientras que la cepa YBM ten-
dria un bajo o inexistente tropismo placen-
tario, lo cual explicaria la diferencia en la
transmision vertical en los dos grupos de
ratas estudiados.

En cuanto al efecto de la reinoculacion
homologa de T. crusi Pr sobre las crias na-
cidas de madres infectadas, los resultados
mostraron cierta resistencia en el desarro-
llo de la infeccion aguda, la cual fue eviden-
ciada en parte por los bajos niveles de para-
sitemia registrados. El estudio histopatolo-
gico de los corazones y fragmentos de la
musculatura esquelética, revel6 la implan-
tacion de una miocarditis y miositis con ca-
racteristica de cronicidad similar en inten-
sidad y extension a la observada en las crias
controles infectadas. Estos hallazgos con-
cuerdan con la opinién de varios autores en
el sentido de que los anticuerpos materna-
les anti-T.crusi transferidos por via trans-
placental y por la leche materna, le confie-
ren a la progenie un cierto grado de protec-
cion contra las infecciones por T. cruszi (28,
29, 36, 37).

Finalmente se concluye que la asocia-
cion rata Wistar-T. crusi, es un modelo ex-
perimental adecuado para reproducir el
cuadro evolutivo de la transmision congéni-
ta de la enfermedad de Chagas.
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