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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar las
alteraciones histopatoldgicas de las placentas provocadas
por la infeccion materna durante la prefiez con diferentes
cepas de Trypanosoma cruzi. Ratones prefiadas, de 60 dias
de edad, fueron inoculadas por la via intraperitoneal (i.p.) con
2 x 10° tripomastigotes sanguineos de las cepas colombiana,
Y, Bolivia o RC del T. cruzi. Los resultados mostraron que las
cepas Bolivia y RC presentan mayor histotropismo por las
células placentarias del ratén que las cepas colombiana e Y.
El proceso inflamatorio afect6 la decidua basal en todos los
grupos de ratones infectados, mientras que la cepa colombiana
causo intensa degeneracion de la decidua basal, con células
inflamatorias escasas o ausentes. Las placentas de todos los
grupos infectados presentaron areas de edema, degeneracion,
necrosis y calcificacién, principalmente en la decidua basal. En
los animales inoculados con la cepa RC del T. cruzi también
fue afectado el trofoblasto de la zona esponjosa. El parasitismo
mas intenso fue observado en los animales infectados con las
cepas Bolivia y RC, envolviendo todas las zonas placentarias,
incluso las células trofoblasticas gigantes y el trofoblasto
esponjoso. Los resultados permiten concluir que las placentas
sufren procesos patoldgicos diferentes, caracteristicos para
cada cepa del T. cruzi.
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INTRODUCCION

Trypanosoma cruzi es el agente etiologico
de la enfermedad de Chagas, que afecta cerca de 20
millones de personas en América Latina. Entre los
medios de diseminacion de la enfermedad podemos
citar la transmision congénita a través de la placenta.

SUMMARY

The objective of the present study was to evaluate
the histopathological alterations of the placenta provoked
by maternal infection during pregnancy by different
Trypanosoma cruzi strains. Pregnant mice, 60 day-old, were
i.p. inoculated with 2 x 10° bloodstream trypomastigotes of
colombian, Y, Bolivia or RC strains of T. cruzi. The results
demonstrated that the Bolivia and RC strains showed
higher histotropism for the mouse placental cells than the
colombian or Y strains. The inflammatory process in all
the infected groups involved the basal decidua, but the
colombian strain caused intense decidual degeneration,
with rare or absent inflammatory cells. Placentas from all the
infected groups displayed aéreas of edema, degeneration,
necrosis and calcification, mainly in the basal decidua, but
the group infected by the RC strain showed also involvement
of the spongiotrophoblast. The highest parasitism was
observed with the Bolivia and RC strains, involving all the
placenta zones, including the trophoblast giant cells and
the spongiotrophoblast. The results show that placentas
undergo differentiated pathological processes, characteristic
for each strain.

Key words: Trypanosoma cruzi, Strains, Parasitology,
Pathogenicity, Mouse, Pregnancy, Placenta, Histopathology.

Villela (1923) demostré, por primera vez, la
transmision congénita con indiscutibles evidencias
de alteraciones morfologicas, tanto en placentas
como en los fetos de perro. Posteriormente, Nattan-
Larrier (1928) verifico la existencia de grandes
nidos de amastigotes y de lesiones tisulares en
placentas de cobayas infectadas, sugiriendo que esas
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lesiones provocarian hiatos, permitiendo el pasaje de
parasitos de la circulacion materna para la circulacion
fetal. Asi, a través de los hiatos trofoblasticos,
los tripomastigotes pasarian de la sangre materna
al estroma placentario, donde se multiplicarian
formando nidos de amastigotes dentro de los
macrofagos. La muerte de estas células liberaria los
tripomastigotes en la corriente sanguinea fetal (Apt
& Diaz, 1965; Werner & Egger, 1971; Delgado &
Santos-Buch, 1978; Kemmerling ef al., 2010). Otros
autores sustentan que la transmision congénita puede
ocurrir sin necesidad de la existencia de una lesion
trofoblastica previa (Silva & Nussenzweig, 1953;
Lushbaugh et al., 1969; Mjihdi et al., 2002).

La enfermedad de Chagas exhibe
manifestaciones clinicas y patologicas variables, con
lesiones diferentes en diversos organos, reflejando
la complejidad de su patogénesis (Macedo et al.,
2004). Desde 1970, varios trabajos mostraron
comportamiento variable de diferentes cepas de 7.
cruzi, conrelacion a la severidad de la enfermedad y al
patréon de transmision vertical del parasito (Andrade
et al., 1973; Andrade, 1982; Pedrosa et al., 1990;
Virreira ef al., 2006). Los mecanismos de transmision
congénita, asi como los factores relacionados al
parasitismo o a las lesiones placentarias causadas
por las cepas de T. cruzi, permanecen en gran parte
ignorados (Kemmerling et al., 2010; Duaso et al.,
2012). El proposito de este trabajo consistio en
estudiar las alteraciones histopatologicas placentarias,
causadas por diferentes cepas de 7. cruzi, inoculadas
experimentalmente en ratones prefiadas.

MATERIALES Y METODOS

Fueron usadas ratones swiss (Mus musculus)
hembras virgenes, de 60 dias de edad. Después de
dos semanas de aclimatacion, las hembras fueron
aparcadas con machos fértiles. Fue definido como
primer dia de prefiez aquel en que fue detectado el
tampon vaginal.

Las hembras prefiadas fueron mantenidas en
condiciones controladas de temperatura (22° + 2°C),
luz (12 hde luzy 12 h de oscuridad), humedad relativa
(55 £ 10%) y alimentadas con racion comercial para
roedores y agua "ad libitum".

Los animales fueron inoculados por via
intraperitoneal (i.p.) con 2 x 10° tripomastigotes
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sanguineos de 7. cruzi. El dia de inoculacion fue
escogido de modo a que el pico de la curva de
parasitemia de la respectiva cepa coincidiese con el
ultimo dia de la prefiez, (19°), cuando los animales
fueron sacrificados. De esta manera, la eutanasia
ocurri6 en la fase maxima de la parasitemia (Andrade,
1982).

Las curvas de parasitemia para cada cepa
fueron previamente determinadas en un estudo piloto
con ratones prefladas, de acuerdo con el método
descrito por Albuquerque et al. (2008).

Fueron usadas cuatro cepas de 7. cruzi
proporcionadas por el Laboratorio de Parasitologia
de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto, constituyéndose los siguientes grupos:

Grupo I - 5 ratones hembras inyectadas el 10° dia de
la prefiez con 0,5 ml de suero fisiologico (grupo
control);

Grupo II - 5 ratones hembras inoculadas el 13° dia
de la prefiez con la cepa colombiana (Federici et
al., 1964);

Grupo III - 5 ratones hembras inoculadas el 13° dia
de la prefiez con la cepa Y (Silva & Nussenzweig,
1953);

Grupo IV - 5 ratones hembras inoculadas el 6° dia
de la prefiez con la cepa Bolivia (Funayama &
Prado, 1974), y

Grupo V - 5 ratones hembras inoculadas el 8° dia de la
prefiez con la cepa RC (Albuquerque & Barreto,
1968).

El 19° dia de la prefiez fue realizada la
eutanasia por dislocacion cervical, previa anestesia
con tribromoetanol al 2,5% (1ml/100g de peso).
Luego de laparotomia y abertura del utero, los fetos
y placentas fueron extraidos e inmediatamente fijados
en solucion de alcohol 80% - 85 ml, formol - 10 ml y
acido acético - 5 ml, por 24 h.

Las placentas, después de fijadas, fueron
cortadas transversalmente en dos mitades ¢ incluidas
en parafina. Los cortes de 6 um de espesor, fueron
teflidos con Hematoxilina y Eosina (H-E).

Para el estudio histopatologico de las
placentas fueron consideradas las siguientes
regiones: decidua basal o materna, zona de las
c¢lulas trofoblasticas gigantes, zona esponjosa y zona
laberintica (Georgiades et al., 2002).
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El estudio fue conducido de acuerdo con las normas
éticas establecidas por el CONCEA (Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal —
Ministério de Ciéncia e Tecnologia, Brasil), siguiendo
los procedimientos estandarizados por el COBEA
(1996).

RESULTADOS

Los resultados son presentados de acuerdo
con las zonas placentarias consideradas y, finalmente,
resumidos de acuerdo con las cepas de 7. cruzi
inoculadas.

Decidua basal

La decidua basal normal presenta vasos
sanguineos maternos, levemente dilatados 'y
congestionados. El edema cuando existe es moderado.
En las placentas infectadas por la cepa RC no
fueron detectados cambios significativos, mientras
que las infectadas por las cepas colombiana, Y o
Bolivia mostraron vasos sanguineos dilatados vy
congestionados, con células endoteliales grandes, con
nucleos de nucléolos evidentes. Ademas, las placentas
infectadas presentaron edema, variando de discreto a
intenso en la decidua basal de los animales infectados
con las cepas RC e Y, respectivamente (Tabla I).

En la decidua basal de las placentas
infectadas con las cepas colombiana o Bolivia se
observaron pequefias areas de degeneracion, necrosis
y escasas areas de calcificacion, mientras que en las
placentas de los animales inoculados con la cepa Y se
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detectaron extensas areas de degeneracion y necrosis
en la region central. Las placentas infectadas por la
cepa RC mostraron areas discretas de degeneracion
y necrosis, intercaladas con proceso inflamatorio
moderado (Tabla I).

La decidua basal de las placentas infectadas
por las cepas colombiana o Y mostraron escaso
parasitismo, con nidos de amastigotes en células
deciduales (Fig. 1) y en el grupo inoculado con la
cepa Y los parasitos fueron también observados en
las células endoteliales. Las deciduas de las placentas
infectadas por las cepas Bolivia 0 RC mostraron
intenso parasitismo, en forma de nidos grandes de
amastigotes (N>50) en las células deciduales de las
placentas del grupo IV, y en forma de nidos pequefios
de amastigotes (N<50) en las células endoteliales y
perivasculares de las placentas del grupo V (Tabla II).

Zona de las células trofoblasticas gigantes

La zona de las células trofoblasticas
gigantes estd formada por un estrato intermitente
de células grandes, localizadas entre las decidua
basal y esponjosa. Las células gigantes poseen un
nucleo grande, groseramente ovoide, de cromatina
ligeramente granular y homogénea, con nucléolo
excéntrico y citoplasma eosinofilico.

En las placentas de los animales infectados,
las células gigantes mostraron nucleos irregulares
e hipercromaticos, con citoplasma intensamente
eosinofilico, con sefiales frecuentes de degeneracion.
Pueden ser observadas células gigantes parasitadas

Tablal. Distribucion del proceso inflamatorio y otras alteraciones patolégicas causadas por las diversas
cepas de T. cruzi en placentas de raton (Mus musculus).

CEPAS
Control - —
Colombiana Y Bolivia RC
. . Decidua basal
Zonas Afectadas - - Decidua basal Decidua basal .
Esponjosa
Infiltrado ) Linfocitos Neutrofilos Plasmocitos Plasmocitos
Inflamatorio (Escasos) Linfocitos Linfocitos Linfocitos
Decidua basal Demdua_basal Demdua_basal Decidua basal .
Edema (Raro) Esponjosa Esponjosa Esponiosa Decidua basal
Laberintica Laberintica pony
Degeneracion, . .
Necrosis y Decidua basal Decidua basal Decidua basal Decidua basal Demdua_basal
A (Raras) Esponjosa
Calcificacion
Células Gigantes Preservadas Deggneramon Pregervadas Degeneracion Deggneramon
evidente parcialmente escasa evidente
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Tabla Il. Distribuciéon de los procesos parasitarios causados por las diversas cepas de T. cruzi en

placentas de ratén (Mus musculus)

CEPAS
Control
Colombiana Y Bolivia RC
Decidua basal Decidua basal

Zona§ ) Decidua basal Decidua basal Células g!gantes Células g!gantes
parasitadas Esponjosa Esponjosa

Laberintica Laberintica
Tamafio de los - Pequefios Pequefios Grandes Pequefios

nidos

Endoteliales de la
decidua basal

Otras células
parasitadas

Endoteliales de
la decidua basal y
de la esponjosa

Endoteliales de la

decidua basal Endoteliales de la

esponjosa

Nidos pequefios: < 50 amastigotes
Nidos grandes: > 50 amastigotes

por nidos grandes de amastigotes (N>50) en las
placentas infectadas por las cepas Bolivia o RC (Fig.
2, Tabla II).

Zona esponjosa

Lazona esponjosade la placenta de ratén sin
infeccion mostroé células poligonales con citoplasma
basofilo. El ntcleo de estas células es regular, con
cromatina granular, distribuida homogéneamente.
Escasas figuras de mitosis fueron observadas en la
region mas distal de las trabéculas que se invaginan
en la zona laberintica. Ocasionalmente fue detectado
edema moderado, con células de citoplasma
levemente vacuolado. Los capilares son regulares,
con células endoteliales de tamafio uniforme. Los
vasos son dilatados e hiperémicos a lo largo de los
limites con la decidua basal.

La zona esponjosa de las placentas
infectadas presenta edema acentuado, con células
de ntcleos grandes, con cromatina granular
homogénea y nucléolos eminentes, en especial en
las trabéculas que se invaginan en la laberintica.
La region central de la zona esponjosa muestra
células con nucleos picndticos y citoplasma
mas eosinofilico, con sefiales de degeneracion.
Fueron observadas numerosas areas pequeflas de
calcificacion a lo largo de los limites con la zona
de las células gigantes o con la decidua basal. En
las placentas infectadas por la cepa RC fueron
observadas areas de degeneracion, necrosis y
calcificacion junto con infiltrado inflamatorio,
constituido por escasos plasmocitos y raros
linfocitos (Tabla I).
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En la zona esponjosa de las placentas
infectadas por las cepas colombiana o Y se
observaron vasos dilatados y congestionados, sin
parasitismo ni proceso inflamatorio. Por otro lado,
las placentas infectadas por las cepas Bolivia (Fig.
2) o RC (Fig. 3) mostraron nidos de amastigotes
en el trofoblasto esponjoso (Tabla II).

Zona laberintica

La zona laberintica representa alrededor
de dos tercios del espesor de la placenta. Esta zona
muestra intensa celularidad y numerosos capilares
de calibre uniforme, dilatados y congestionados.
Entre los capilares se disponen trabéculas
celulares, mezcladas con tejido conjuntivo laxo
escaso. En la periferia, las células se disponen
en cordones y los capilares, mas voluminosos,
constituyen pequefios lagos sanguineos de paredes
finas y delicadas.

La zona laberintica de las placentas
infectadas  posee  capilares dilatados y
congestionados. Puede existir edema discreto.
En la zona laberintica de las placentas infectadas
por las cepas colombiana o Y no se detectd
parasitismo ni proceso inflamatorio, mientras
que las placentas infectadas por la cepa Bolivia
mostraron parasitismo escaso, con nidos grandes
de amastigotes (N>50) en las células endoteliales,
sin presencia de infiltrado inflamatorio (Tabla
I). En las placentas infectadas por la cepa RC,
la zona laberintica mostré células endoteliales
intensamente parasitadas por nidos de amastigotes
(Fig. 4, Tabla II).

Bol. Mal. Salud Amb.



Resumiendo, presentamos los hallazgos
histopatologicos segtin la cepa de T cruzi inoculada.

Cepa colombiana

Intenso edema en todas las zonas
placentarias con raras areas de degeneracion, necrosis
y calcificacion, en especial entre la decidua basal y
la esponjosa (Tabla I). Discreto parasitismo en la
decidua, con nidos pequefios de amastigotes (N<50)
en células endoteliales y deciduales (Tabla II).

Cepa Y

Edema marcado en la esponjosa, con
capilares dilatados y congestionados en la

Sala M. A. et al.

laberintica. En la decidua basal, degeneracion,
necrosis y areas de calcificacion, alternadas con
infiltrado inflamatorio (Tabla I). Parasitismo
escaso en células deciduales y endotelio (Tabla
10).

Cepa Bolivia

Edema marcado en la esponjosa, sin
inflamacion. Areas de degeneracion y necrosis,
con escaso infiltrado inflamatorio en la decidua
(Tabla I). Parasitismo intenso en forma de nidos
grandes de amastigotes (N>50) en la decidua (Fig.
1), células gigantes (Fig. 2) y células endoteliales
de la laberintica, y nidos pequefios de amastigotes
(N<50) en el trofoblasto esponjoso (Tabla II).

Fig. 1. Células de la decidua basal con nido de amastigotes (flecha) en placenta infectada por la cepa

Bolivia de T. cruzi. H-E (1000 x).

Fig. 2. Célula gigante (flecha) parasitada por amastigotes de T. cruzi — cepa Bolivia. H-E (1000 x).
Fig. 3. Trofoblasto esponjoso (flecha) de placenta parasitada por la cepa RC de T. cruzi. H-E (1000 x).
Fig. 4. Zona laberintica (flecha) de placenta parasitada por la cepa RC de T. cruzi. H-E (1000 x).
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Cepa RC

Edema leve en todas las zonas placentarias
(Tabla I). Infiltrado inflamatorio escaso en la
decidua basal y esponjosa, alternando con areas de
degeneracion y necrosis. Parasitismo en forma de
nidos pequefios de amastigotes en todas las zonas
placentarias (Figs. 3 y 4, Tabla II).

DISCUSION

Elcomportamiento de las diversas cepas de 7.
cruzi conrelacion al patron de transmision intrauterina
y a la severidad de la enfermedad es muy variable
(Andrade ef al., 1973; Andrade, 1982; Pedrosa et al.,
1990, Moreno et al., 2003). Del mismo modo, existen
diferencias expresivas en la distribucion, intensidad
y tipo de infiltrado inflamatorio, asi como en las
lesiones placentarias causadas por las diferentes cepas
de T cruzi (Andrade, 1982, 2000; Mjihdi ef al., 2002;
Carraro Abrahao et al., 2003; Badra ef al., 2008).

A pesar de la dificultad en establecer una
correlacion entre la patologia humana y los hallazgos
experimentales, es posible que, en ambos casos, las
diferencias debidas a la cepa puedan influir en las
manifestaciones de la enfermedad. Brener (1969)
establecid una relacion entre la morfologia de las
formas sanguineas de 7. cruzi y su susceptibilidad a
los anticuerpos. Asi, las formas delgadas poseerian
mayor capacidad de penetracion en los tejidos y
mayor susceptibilidad a los anticuerpos (Andrade &
Magalhaes, 1997; Devera et al., 2003).

Por otro lado, la virulencia representa la
capacidad de multiplicacion del 7. cruzi que, segun
Andrade (2000), es caracteristica de cada cepa.
La virulencia puede ser aumentada o atenuada,
dependiendo de factores como edad, sexo y condicion
inmune del huésped, entre otros (Araujo, 1998; Dost
et al., 2002; Solana et al., 2002; Devera et al., 2003;
Virreira et al., 2006).

La patogenicidad de la cepa es su capacidad
de causar lesiones a los tejidos y esta vinculada a
la exaltacion de su virulencia, provocando mayor
parasitismo y severidad del dafio tisular. Otras veces,
una cepa, mismo de multiplicacion lenta y gradual,
provoca profundas lesiones que, segtin Phillips (1990),
son independientes del in6culo. Asi, la patogenicidad
y virulencia, actuando concomitantemente, serian
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los factores determinantes del curso de la infeccion
(Magalhaes et al., 1996; Solana et al., 2002; Buscaglia
& Di Noia, 2003; Devera et al., 2003; Macedo et al.,
2004).

La  presente  investigacion  mostrd
diferencias claras en el aspecto general del proceso
inflamatorio causado por la infeccion experimental
con diversas cepas de T cruzi en la placenta de raton.
Todas las placentas infectadas presentaron reaccion
inflamatoria localizada, principalmente, en la decidua
basal y constituida por plasmocitos y linfocitos. La
cepa RC provocé inflamacion mas intensa, afectando
también la zona esponjosa. El edema fue mas intenso
en las placentas infectadas por las cepas colombiana
oY, envolviendo todas las zonas placentarias.

La reaccion inflamatoria provocada en la
decidua basal por la cepa RAL estaba constituida
por plasmocitos y linfocitos, mientras que un edema
moderado fue detectado en todas las zonas de las
placentas infectadas (Carraro Abrahdo et al., 2003).
La infeccion por la cepa Morc-1 no causo6 reaccion
inflamatoria, provocando un edema moderado a
severo en la decidua basal y zona esponjosa de las
placentas infectadas (Badra et al., 2008).

En el presente estudio, la patogenicidad de
las cepas se evidencid por la existencia de areas de
degeneracion, necrosis y calcificacion en las placentas
de los grupos infectados. En todas estas placentas, las
alteraciones histopatoldgicas envolvieron la decidua
basal, pero en las infectadas por la cepa RC fueron
afectadas ademas la zona esponjosa y las células
gigantes. Las células gigantes sufrieron degeneracion
mas intensa en las placentas infectadas por las
cepas colombiana y RC, de menor intensidad en las
placentas infectadas por la cepa Bolivia y estaban
parcialmente preservadas en las placentas infectadas
por la cepa Y.

La infeccion por la cepa RAL de T
cruzi provocod pequefias areas de degeneracion,
necrosis y calcificacion distrofica en la decidua basal
y escasa degeneracion en las células gigantes de la
placenta (Carraro Abrahdo et al., 2003).

En nuestra investigacion fue demostrado
que la mayor virulencia ocurrié en las placentas
infectadas con la cepa Bolivia seguida por la cepa RC,
afectando todas las zonas placentarias. Las placentas
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infectadas por las cepas colombiana e Y mostraron
menor parasitismo envolviendo principalmente la
decidua.

Andrade (1982) demostré que la infeccion
placentaria fetal ocurre principalmente en las células
gigantes, seflalando diferencias entre las cepas de
T cruzi. Asi, la virulencia en la placenta fue mas
frecuente e intensa en los animales infectados con la
cepa colombiana y mas rara y débil en los animales
infectados con las cepas Y, peruana y Honorina.
En las placentas de ratones infectados con la cepa
Tehuantepec, Mjihdi et al. (2002) detectaron nidos
de amastigotes principalmente en la decidua basal,
aunque también fueron observados algunos en la
zona esponjosa y, mas raramente, en la union de las
zonas laberintica y esponjosa.

La cepa RAL de 7' cruzi mostrd una alta
capacidad de penetracion en los tejidos placentarios,
con parasitismo intenso en las diferentes zonas,
envolviendo decidua basal, células gigantes y
trofoblasto esponjoso (Carraro Abrahdo et al., 2003).
En las placentas de ratones infectados con la cepa
Morc-1, Badra et al. (2008) demostraron la presencia
de nidos de amastigotes en la decidua basal, células
gigantes, trofoblasto esponjoso y células endoteliales
de la zona laberintica.

De acuerdo con esos resultados es posible
concluir que, a pesar del tipo similar de transmision,
la patogénesis placentaria muestra matices diferentes,
caracteristicos de cada cepa de 7. cruzi. Nuestros
resultados coinciden con los de Delgado & Santos-Buch
(1978) y Andrade (1982), que sefialan que las cepas de
1. cruzi poseen histotropismo diferente por las células
placentarias, de modo que la transmision congénita
podria depender de la cepa y de la capacidad de
fagocitosis de los macrofagos placentarios (Duaso et al.,
2012). De esta manera, la virulencia y la patogenicidad
de las cepas, independiente de su tipo, juegan un papel
significativo en la transmision congénita (Delgado &
Santos-Buch, 1978; Andrade, 1982; Moreno et al.,
2003; Virreira ef al., 2006; Duaso et al., 2012). Segin
Dost et al. (2002) otros factores, como la morfologia
predominante del indculo y la respuesta imunologica del
huésped, pueden estar envueltos en el comportamiento
biologico de las diferentes cepas.

El modelo clonico-histotrépico de Ia
patogénesis de la enfermedad, que correlaciona la
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estructura de la poblacion clonica del 7. cruzi con
su tropismo tisular (Macedo & Pena, 1998; Oliveira
et al., 1998; Macedo et al., 2004), justifica el
comportamiento tan variable del parasito.
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