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Resumen. El objetivo del presente estudio consistié en detectar la pre-
sencia de ADN de Trypanosoma crusi en la placenta y tejidos de fetos prove-
nientes de ratones (Mus musculus) NMRI inoculadas con 22 X 103 tripomasti-
gotes metaciclicos de la cepa M/HOM/BRA/53/Y por via intraperitoneal. Los
ratones hembras fueron prenadas durante la fase aguda de la infeccion. El
curso de la parasitemia patente por T. crusi fue evaluada antes del aparea-
miento y durante el periodo de gestacion. A los veinte dias de gestacion los
animales fueron sacrificados y los fetos con sus placentas fueron removidos
para evaluar la infeccion por T. crugi. Las muestras de placenta, corazon y
musculo esquelético fetal fueron fijadas en formalina neutra al 10%, incluidas
en parafina y coloreadas con hematoxilina y eosina (HE). El estudio histopato-
l6gico de los tejidos fetales reveld la presencia de infiltrado inflamatorio de
células mononucleares y polimorfonucleares y sin parasitismo tisular. La am-
plificacion del ADN de T. crusi por la reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) demostr6 reaccion positiva en el 18% de las placentas de los ratones
hembras infectadas prefiadas. Las muestras de corazén y miusculo esquelético
de los fetos provenientes de madres infectadas con T. crusi no mostraron la
presencia de ADN del parasito. Los cortes de placenta y de musculo esqueléti-
co analizados por inmunotincién con Peroxidasa anti Peroxidasa mostraron
antigeno de T. crugi en esos tejidos. Los resultados obtenidos por PCR en los
tejidos fetales pudieran relacionarse con la virulencia y tropismo asociados
con las caracteristicas bioldgicas y genética de la cepa de T. crusi, utilizada
en la infeccion experimental de los ratones hembras.
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Detection of Trypanosoma cruzi DNA in the placenta
and fetuses of mice with chagasic acute infection.
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Abstract. The objective of the present study was to detect the presence
of Trypanosoma crusi DNA in the placenta and fetal tissues of NMRI mice
(Mus musculus) inoculated with 22 X 103 trypomastigotes metacyclic of the
M/HOM/BRA/53/Y strain by intraperitoneal route. Mice were pregnant in the
acute phase of the infection. The course of patent parasitemia by T. crusi was
evaluated before mating and during pregnancy. At day twenty of gestation, an-
imals were sacrificed and the fetuses and their placentas were removed to
evaluate T. crugi infection. Samples of fetal placenta, heart and skeletal mus-
cle were fixed in 10%, formalin, included in paraffin and stained with
hematoxilin and eosin (HE). The histopathological study of sections of fetal
tissues revealed inflammatory infiltrates with  mononuclear and
polymorphonuclear cells and without parasitism in these tissues. The amplifi-
cation of T. crusi DNA by Polymerase Chain Reaction (PCR) showed a positive
reaction in 18% of placental tissue of pregnant infected mice. The samples of
heart and skeletal muscle of the fetuses of mothers infected with 7. crusi did
not show the presence T. crusi DNA. The placenta and skeletal muscle of the
fetuses analyzed by Peroxidase anti Peroxidase inmunostaining showed T.
crusi antigens in those tissues. Negative results by PCR in fetal tissues might
be related with the virulence and tropism associated with the biological and
genetic characteristic Of the T. crusi strain used in the experimental infec-

tion of female mice.

Recibido: 09-07-2008. Aceptado: 12-02-2009.

INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas causada por
el protozoario Trypanosoma (Schisotrypa-
num) crusi (1) presenta una fase aguda en
la que se detectan parasitos circulantes en
sangre periférica, seguida por una fase cro-
nica en la cual estos son escasos (2). Du-
rante la fase aguda de la infeccion los para-
sitos se alojan en el tejido cardiaco y mus-
cular esquelético principalmente, alcanzan-
do también otros tejidos como el digestivo
y el nervioso, éste tropismo asi como el gra-
do de virulencia del parasito depende entre
otros factores de la cepa del parasito (3).

El mecanismo habitual de transmision
de la enfermedad de Chagas en humanos se
encuentra naturalmente asociado a la for-
ma vectorial de transmision a través de nu-
merosas especies de triatominos (Hemipte-
ra, Reduviide, Subfamilia Triatominae). Hoy
en dia se reconocen otra vias de transmi-
sion de T. cruzi relacionadas con la transfu-
sion sanguinea, transplantes de 6rganos, la
via oral, ingestién de alimentos contamina-
dos y la via congénita o transplacentaria
(4-6).

Una madre chagasica puede transferir-
le a su progenie el parasito tanto en la fase
aguda como en la fase crénica, ya que du-
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rante la etapa de gestacion se produce de-
presion transitoria de la inmunidad media-
da por células para evitar el rechazo fetal,
provocando una mayor sensibilidad de la
madre a la infeccién, con mayor riesgo de
transmision durante la fase aguda y mas
probable en el ultimo trimestre de gesta-
cion tanto en humanos (7) como en anima-
les experimentales (8). Los recién nacidos
infectados pueden presentar un cuadro cli-
nico caracterizado por prematuridad, hepa-
tomegalia, esplenomegalia, ictericia, ane-
mia y alteraciones en el sistema nervioso
central, por lo que en algunos casos la tasa
de mortalidad es elevada (9). Los serodiag-
noésticos realizados en recién nacidos prove-
nientes de madres infectadas pueden arro-
jar falsos positivos; debido a la presencia de
anticuerpos IgG anti-T. crusi en el recién
nacido que pueden ser producto de la trans-
ferencia pasiva de anticuerpos maternos,
los cuales generalmente a los seis meses de
edad desaparecen (10), es por ello que solo
después de este periodo los anticuerpos de
este isotipo pueden ser utilizados para la
confirmacion de la infeccion con T. crusi,
este hecho es de gran importancia desde el
punto de vista de diagndéstico, ya que aun-
que los métodos parasitolégicos convencio-
nales (examen de sangre en fresco, gota
gruesa, hemocultivo y xenodiagndstico) son
ampliamente empleados para determinar la
infecciéon neonatal, el niimero de parasitos
en sangre generalmente es bajo como para
ser detectados (11).

Sin embargo, existen evidencias expe-
rimentales que sugieren que la técnica de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR), ofrece ventajas satisfactorias debido
a su alta sensibilidad en comparacion con
los métodos de diagnostico parasitologicos
(9, 12). Asi mismo, Russomando y col. y vi-
rreina y col. (11, 12) sefnalan que estos mé-
todos no son lo suficientemente eficientes
para el diagnostico precoz de la enferme-

dad de Chagas congénito, especialmente en
las zonas rurales donde la enfermedad es
endémica, puesto que la tasa de transmi-
sion congénita puede ser subestimada, de-
bido a que es minimo el seguimiento de los
recién nacidos desde el nacimiento hasta
los 6 meses de edad.

Hasta los momentos las cifras de inci-
dencia de transmision congénita por T. crusi
son muy bajas (1 a 12%), por lo que se hace
necesario la utilizacion de una prueba diag-
nostico de infeccion congénita que tenga un
alto valor predictivo positivo y ademas que
sea altamente especifica (13); no obstante,
en la actualidad es imprescindible desarro-
llar métodos de mayor sensibilidad y de facil
aplicacion que permitan el diagnostico de la
infeccion. Este estudio constituye un aporte
a futuras investigaciones que en conjunto
permitan lograr el esclarecimiento de las
complejas interacciones de los mecanismos
involucrados para generar resistencia o sus-
ceptibilidad a la infeccion congénita.

MATERIALES Y METODOS

Cepa de Trypanosoma crusi

Se utilizaron tripomastigotes metaci-
clicos de la cepa de referencia internacio-
nal: M/HOM/BRA/53/Y de Trypanosoma
crusi con linaje filogenético Tipo II, aislada
de un caso agudo humano con enfermedad
de Chagas en Brasil (14). Los parasitos se
han mantenido mediante pases intermedios
en ninfas de Rhodnius prolixus criadas en el
laboratorio y comprobadamente sanas.

Infeccion experimental de las ninfas
de R. prolixus

Las ninfas de V estadio se alimentaron
hasta la repleciéon sobre ratones con altas
parasitemias, luego los triatominos se man-
tuvieron en el insectario experimental bajo
condiciones controladas de temperatura y
humedad relativa.
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Preparacion del in6culo de T. crusi

30 dias después de la primera ingesta
sanguinea las ninfas de R. prolixus fueron
alimentadas sobre ratones sanos y las de-
yecciones junto con la orina fueron revisa-
das para la deteccion y cuantificacion de
parasitos (15), el nimero de pardsitos se
ajusté diluyendo la muestra con solucion
salina estéril al 0,85% hasta obtener 22 X
103 tripomastigotes metaciclicos en 0,05
mL de suspension.

Infeccion experimental y apareamiento

Un total de 12 ratones hembras NMRI
(Mus musculus) de un mes de nacidas y con
un peso promedio de 20 g, fueron separa-
das en 2 grupos de 6 ratones cada uno: in-
fectadas y prefiadas en fase aguda de la in-
feccion, y sanas prenadas (control gestan-
te). Las infectadas prenadas fueron inocula-
das con 22 X 103 tripomastigotes metaci-
clicos de T. crusi por via intraperitoneal
(ip) v la parasitemia fue estimada a partir
de los 10 dias post-infeccion (pi) en 5 il de
sangre extraida de la cola de cada raton
(15). Los 6 ratones restantes fueron inyecta-
dos con 0,05 mL de solucion salina por la via
ip. El contenido vaginal de los animales fue
revisado y la presencia de células nucleadas
y epiteliales cornificadas en ¢l moco vaginal,
comprob6 que se encontraban en proestro o
estro del ciclo estral (16), a los 15 dias
post-infeccion los animales del grupo infec-
tadas prefniadas y las prenadas sanas fueron
colocadas en jaulas individuales en una rela-
cion 2 hembras/1 macho durante 3 dias y
una vez comprobada la presencia de esper-
matozoides en el frotis del contenido vagi-
nal, fueron separadas de los machos y man-
tenidas con Ratarina® y agua ad libitum.

Extraccion de los fetos

En las infectadas gestantes se desarro-
llaron entre 9 y 6 fetos en comparacion con
14 fetos desarrollados en los ratones sanas
prefiadas (Tabla I). Los fetos con 20 dias de

TABLA I
NUMERO DE FETOS NACIDOS DE RATONES
SANAS Y DE RATONES INFECTADAS

Madre N° de fetos N° de fetos
No de ratones de ratones
sanas infectadas

1 14 14

2 14 6%

3 13 12

4 14 12

5 14 9

6 14 10*

* Ratones con altas parasitemias.

desarrollo fueron extraidos de los ratones a
través de una incision longitudinal de la
membrana uterina, luego se lavaron con so-
lucién fisiol6gica y las muestras de placen-
ta, corazon y musculo esquelético fetal fue-
ron fijadas en formalina neutra al 10% por
24 h, deshidratados en alcohol isopropilico,
alcohol-acetona 1:1, acetona-xilol 1:1 y xilol
durante 30 min cada pase, xilol-parafina 1:1
a 560C durante 24 h, impregnados con pa-
rafina pura a 56°C por 24 h (Monoject
Scientific, St. Louis, MO. USA), cortados en
secciones de 7 um de espesor mediante el
uso de un micrétomo (American Optical) y
coloreadas mediante la técnica de hemato-
xilina-eosina (H-E).

Extraccion de ADN

Un total de 20 cortes de 7 micras de
espesor cada uno de cada placenta, de cada
corazén y de cada masculo esquelético fetal
fueron desparafinadas con xilol, y previos la-
vados con etanol al 100%, se trataron con
proteinasa K a 20 mg/mL, SDS a 0,5% y se
incubaron a 56°C durante toda la noche.
Luego de la inactivacion de la proteinasa K,
el ADN fue obtenido usando la técnica de
extraccion con fenol: cloroformo y precipi-
tacion con etanol absoluto (17).
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Reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)

Una vez extraido el ADN se amplificé
un fragmento de 126pb de la region del es-
paciador intergénico del ARN ribosomal de
T. crugi. La prueba fue realizada en un volu-
men de 25 ul. que contenia una concentra-
cion de 250 ng de DNA de la muestra, 0,2
uM de cada uno de los primers TCPM2:
5°-GGG AGA GGT TCC AGA TGT- 3" y
TCPM4: 5°-GTC GGA GCA GGG ACA GCA-
3" (17), 0,2 mM de cada dANTP (Promega,
Madison, WI, USA), 1U de Taq polimerasa,
1X de buffer de PCR y 2,5 mM MgCl,. La
mezcla de reacciéon se sometié a amplifica-
cion en un termociclador (MJ Research,
BioRad, USA), llevando a cabo los siguien-
tes parametros: 1 ciclo de 5 minutos a 94°C
seguido de 30 ciclos de 1 minuto a 53°C, 1
minuto a 72°C, 1 minuto a 94°C, correspon-
dientes a las fases de desnaturalizacion, hi-
bridizacién y extension de los primers, por
altimo un ciclo de 10 minutos a 72°C como
extension final. Los productos de la PCR se
separaron en un gel de agarosa al 2%; una
vez finalizada la corrida electroforética, el
gel fue teniido con bromuro de etidio y colo-
cado en un analizador digital de geles
(UVP, USA) para la visualizaciéon de las ban-
das especificas. Siguiendo el criterio de
Gonzalez y col. (17), se considerd positiva

toda muestra que presentara bandas de am-
plificaciéon de 126 pb. Como control positi-
vo se empleé ADN extraido de epimastigo-
tes de la cepa Y de T. crusi y como control
negativo una mezcla de los reactivos utiliza-
dos donde se reemplaz6 el ADN por agua
destilada.

Deteccion de restos antigénicos

Fue realizada mediante la utilizacion
de la técnica de peroxidasa anti-peroxidasa
(PAP). Los cortes de tejidos fetales despara-
finados se incubaron con peréxido de hidré-
geno al 3% en metanol por 30 minutos y
con suero normal de cabra al 30% en PBS.
Las muestran se incubaron 1 hora con sue-
ro anti-T. crusi producido en conejo diluido
1:300 en PBS a pH 7,2, 45 minutos con
anti-IgG de conejo producido en cabra con-
jugado a peroxidasa (HRP) diluido 1:500 en
PBS, 45 minutos con solucién reveladora:
una pastilla de 3,3- diaminobenzidina
(DAB) y una de urea en 5 mL de agua deio-
nizada) y contracoloreadas con Hematoxili-
na de Mayer durante 1 hora. Finalmente se
cubrieron con glicerina tamponada y fueron
observadas al microscopio 6ptico con obje-
tivo de 40X (Tabla II).

Los animales utilizados en este estudio
fueron tratados siguiendo el Protocolo para
el Manejo de Animales de Experimentacion

TABLA II
ESTUDIO HISTOPATOLOGICO, INMUNOHISTOQUIMICO Y MOLECULAR EN TEJIDOS DE FETOS
DE RATONES INFECTADAS Y SANAS

Tejidos Fetales

Corazoén Misculo Esquelético Placenta

HE PAP PCR HE PAP PCR HE PAP PCR
Fetos de  Infiltrados Infiltrados Moderados Células  Moderados  +
ratones de origen inflamatorios depdsitos Gigantes,  dep0sitos
infectadas linfocitario focalizados antigénicos severo dano antigénicos
prenadas tisular
Fetos de Histologia Fibras Sin
ratones conservada musculares parasitismo
sanas continuas tisular
prenadas apreciable
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en el Laboratorio segin las instrucciones
del capitulo 2 de las normas establecidas
por el comité de Bioética y Seguridad de
FONACIT (www.fonacit.gob.ve) y del Biote-
rio de cria de animales de la Universidad de
los Andes, Mérida, Venezuela (BIOULA).

RESULTADOS

El estudio histopatolégico realizado a
las secciones de placenta correspondientes
al grupo de ratones infectadas prefnadas re-
vel6 la presencia de abundantes infiltrados
inflamatorios focalizados y difusos préximos
y alrededor de los vasos sanguineos (Fig. 1),
células gigantes en las vellosidades placen-
tarias y neutréfilos presentes en los espa-
cios intervellosos. En el 7% (2/30) de los
corazones de los fetos provenientes de ma-
dres con infeccion chagasica aguda, se ob-
servaron escasos infiltrados de células mo-
nonucleares focalizados entre las fibras
musculares (Fig. 2). Los corazones del res-
to de los fetos se caracterizaron por presen-
tar una histologia conservada con gran can-
tidad de células en divisién y numerosos va-
sos sanguineos. Igualmente en el 7% de los
miusculos de dichos fetos se comprobd la
presencia de abundantes infiltrados infla-

matorios constituidos principalmente por
células mononucleares focalizados entre las
fibras musculares sin parasitismo tisular
apreciable (Fig. 3). Mediante el estudio in-
munohistoquimico realizado a las secciones
de placenta y misculo esquelético de los fe-
tos de madres infectadas fueron detectados
moderados depdsitos antigénicos de T. cru-
21 focalizados entre y sobre las fibras mus-
culares asi como a nivel del estroma, sin pa-
rasitismo tisular apreciable. De igual forma
se evidenciaron infiltrados de c¢élulas mono-
nucleares en las secciones de misculo es-
quelético al igual que como fue observado
mediante la coloracion con hematoxili-
na-eosina, mientras que en las secciones de
corazon la reaccion PAP fue negativa.

Sin embargo, la ejecucion de la téeni-
ca de PCR permiti6 detectar la presencia de
ADN de T. crusi en el 18% (5/27) de los te-
jidos placentarios, mientras que en las sec-
ciones de corazon y musculo esquelético de
los fetos no se obtuvieron amplificados

(Fig. 4).
DISCUSION

La enfermedad de Chagas es conside-
rada un problema de salud ptblica en mu-

Fig. 1. (a) Seccitén histologica de placenta de ratén sana gestante mostrando las células del estroma
del lado materno (=), (b) lado fetal de placenta de ratén infectada mostrando infiltrado infla-
matorio focalizado de células mononucleares (—) (Hematoxilina-Eosina, 400X).
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Fig. 2. (a) Corte histolégico de corazén de feto proveniente de ratén sana gestante mostrando fibras
musculares continuas y células cardiacas (—). (b) Seccion de corazén de feto de madre con
infeccion chagdsica aguda y 20 dias de gestacion, obsérvese el infiltrado focalizado de células
mononucleares entre las fibras y proximo a los vasos sanguineos (—) (Hematoxilina-Eosina,

400X).

Fig. 3. (a) Seccién de musculo esquelético de feto de ratén sana en la que se observa una histologia
conservada (=), (b) musculo esquelético de feto proveniente de ratén infectada gestante en
la que se muestra infiltrado inflamatorio focalizado acompafiado de dafo tisular y pérdida de
la continuidad en algunas fibras musculares (—) (Hematoxilina-Eosina, 400X).

chos paises por la gran cantidad de perso-
nas afectadas y la variedad de manifestacio-
nes clinicas con que se presenta (18). Mu-
chos estudios han llevado a pensar que di-
cha variacion esta ligada directamente al
genotipo de los parasitos circulantes, ya
que diferencias genéticas en las poblaciones

del parasito hacen que estos presenten un
tropismo diferencial por los tejidos del hos-
pedador (19).

El diagnoéstico a tiempo de la infeccion
congénita aumenta la probabilidad de pro-
veer un tratamiento eficaz; sin embargo, la
deteccion de T. crusi por los métodos para-
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126 pb —»
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10 N1

Fig. 4. Electroforesis en gel de agarosa al 2% con amplificados de 126 pb de muestras de tejidos de
fetos de ratones infectadas con T. crusi: Pozo 1.- Marcadores de peso molecular 100 pb. Pozo
2.- Control negativo. Pozo 3.- Control positivo. Pozos 4, 8.- Muestras de corazon de fetos pro-
venientes de ratones infectadas. Pozos 5, 9, 10.- Muestras de placentas de ratones infectadas.
Pozos 6, 7, 11.- Muestras de misculo esquelético de fetos de ratones infectadas.

sitolégicos tradicionales (xenodiagndstico,
cultivo, histolégicos) arrojan resultados a
los 30 o 60 dias de la obtencién de la mues-
tra (20). Por su parte el examen histopato-
l6gico de la placenta es un método de diag-
néstico mas sensible, a pesar que en algu-
nos casos las placentas presentan nidos de
amastigotes y los recién nacidos no se ha-
Ilan infectados (21). No obstante, la infec-
cién parasitaria del trofoblasto ha sido con-
siderada como necesaria, debido a que las
células trofoblasticas de la placenta, funcio-
nan como la principal barrera en la transfe-
rencia materno-fetal de cualquier microor-
ganismo o agente infeccioso (22).

Algunos autores sugieren que debe
producirse una lesion previa en el trofoblas-
to para que se produzca el pasaje de T. cru-
2 (23), mientras que otros estudios de-
muestran que la transmision congénita pue-
de ocurrir sin lesién previa del tejido trofo-
blastico (24). Es posible que la presencia de
infiltrado de células mononucleares y poli-
morfonucleares detectado en las placentas
de los ratones infectadas con T. crusi, este
relacionado con la activacion del comple-
mento por parte de los parasitos durante el

periodo materno-fetal (23). Si bien, no fue
evidenciado parasitismo tisular por medio
de la técnica de coloracién con Hematoxili-
na-Eosina, la inmunotinciéon por PAP reveld
la presencia de depésitos antigénicos del
parasito en el tejido placentario. De igual
manera, con la PCR se detecté ADN de T.
cruszi en el 18% de las placentas estudiadas.
Existe consenso en que la detecciéon de
ADN del parasito constituye una evidencia
de su presencia en el organismo (25, 26),
ya que los fragmentos nucleotidicos recono-
cidos pueden ser productos de parasitos ex-
tracelulares destruidos o de formas amasti-
gotes que alcanzaron el torrente circulato-
rio luego de su interaccion con células del
sistema inmune (25). Segiin los criterios
sostenidos por Delgado y Santos-Bush (27),
cepas de T. crusi de diferente origen, pre-
sentan diferente tropismo por la placenta,
por lo que la transmision congénita depen-
de de la cepa del parasito y de la capacidad
fagocitica de los macrofagos de las vellosi-
dades placentarias (12, 28). Sin embargo,
Virreira y col. sefialan que el polimorfismo
del ADN de T. crusi no esta asociado ni con
la ocurrencia ni la diversidad clinica de la
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infeccion congénita, por lo que seria de
gran interés emplear cepas del parasito de
diferentes genotipos con la finalidad de de-
tectar menores diferencias entre las varie-
dades de T. crusi (29). En los subsiguientes
estudios se plantea la utilizacion de diferen-
tes cepas de aislados venezolanos donde se
conoce que predomina el genotipo ZI y asi
comparar con la cepa Y, la cual correspon-
de al zimodemo ZII, genotipo IIb (19).

El hecho de que en los tejidos fetales
(corazom y musculo esquelético), no se de-
tectaron nidos de amastigotes ni ADN de T.
crugi podria indicar que la transmision del
parasito depende de factores individuales
especificos de cada madre, la cual puede
modificar su capacidad de controlar tal
transmision, ya sea a nivel placentario o sis-
témico (30). Del mismo modo, también se
pudiese pensar que los linajes de mayor vi-
rulencia atraviesan con mds facilidad la pla-
centa y son mas patégenos para ¢l feto o re-
cién nacido, segiun lo sugerido por anterio-
res estudios experimentales (31-33). El em-
pleo de la técnica de PCR basada en la am-
plificacion de un fragmento de 126 pb co-
rrespondiente al espaciador intergénico ri-
bosomal permitié detectar ADN parasitario;
sin embargo, el método mas frecuentemen-
te utilizado para la deteccion del parasito
se basa en la amplificacién de un fragmento
de 330 pb del ADN kinetoplastidico (34),
por lo que seria interesante realizar futuros
estudios en los que se comparen diferentes
blancos de amplificacién de T. crusi.

La reacciéon en cadena de la polimera-
sa (PCR), permite amplificar pequenas can-
tidades de ADN presente en una muestra
reproduciendo in wvitro la replicaciéon que
ocurre in vivo en las células, aun cuando se
conoce que es poco accesible a la mayoria
de los centros sanitarios (35). Es importan-
te destacar que dicha téenica resulto ser al-
tamente sensible y con la gran ventaja de
que se obtuvieron resultados en corto tiem-
po en comparaciéon con los métodos con-

vencionales de diagnéstico de la enferme-
dad utilizados en este trabajo; a pesar de
esto, es necesario considerar su factibilidad
desde un punto de vista operacional y de
costo-efectividad en las dreas endémicas
afectadas.
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