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RESUMEN

Objetivos: caracterizar genéticamente una cepa de Trypanosoma cruzi aislada en
el estado de Chiapas, México, y evaluar su efecto en la gestacion de ratas Wistar.
Métodos: se evaluaron los dafios producidos en la gestacion de ratas Wistar
infectadas con la cepa ITR/MX/10/COP de T. cruzi, el agente causal de la
enfermedad de Chagas. Dos grupos de 10 ratas hembras fueron infectadas
intraperitonealmente con 1 x 10° de tripomastigotes sanguineos. Un grupo fue
cruzado a los 19 dias posinfecion (etapa aguda) y el otro grupo a los 59 dias (etapa
cronica). Como control se utilizaron 10 ratas no infectadas y cruzadas. Antes del
término de la gestacion, las ratas fueron sacrificadas para calcular el nimero, peso
y longitud de los fetos, medidas de la placenta y cordén umbilical.

Resultados: hubo una reduccién significativa en el nUmero, peso y longitud de
fetos de los grupos infectados con T. cruzi (p< 0,05). Asimismo, las medidas de
placenta y cordon umbilical fueron menores en los grupos experimentales

(p< 0,05), sin embargo, no se presentaron diferencias significativas entre los
grupos.
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Conclusiones: la infeccién aguda y crénica por T. cruzi de una regidon de Chiapas,
México, caracterizada como TcI, puede llegar a causar dafios considerables durante
el proceso de gestacion.

Palabras clave: enfermedad de Chagas; etapa aguda; etapa croénica; desarrollo
intrauterino; ratas.

ABSTRACT

Objectives: genetically characterize a strain of Trypanosoma cruzi isolated in the
state of Chiapas, Mexico, and evaluate its effect on gestation in Wistar rats.
Methods: evaluation was conducted of the damage caused to gestation in Wistar
rats infected with the strain ITR/MX/10/COP of T. cruzi, the causal agent of Chagas
disease. Two groups of ten female rats were infected intraperitoneally with 1 x 106
blood trypomastigotes. One group was mated 19 days postinfection (acute stage)
and the other 59 days postinfection (chronic stage). Ten non-infected mated rats
were used as control. Before the end of gestation, the rats were sacrificed to
estimate the number, weight and length of fetuses, as well as placenta and
umbilical cord measurements.

Results: fetuses from the groups infected with T. cruzi showed a significant
decrease in number, weight and length (p< 0.05), while placenta and umbilical cord
measurements were lower in the experimental groups (p< 0.05), but no significant
differences were found between the groups.

Conclusions: acute and chronic infection by T. cruzi in a region of Chiapas, Mexico,
characterized as Tcl, may cause considerable damage during gestation.

Keywords: Chagas disease; acute stage; chronic stage; intrauterine development;
rats.

INTRODUCCION

La tripanosomiasis americana, también conocida como enfermedad de Chagas, es
una infeccién parasitaria endémica de América Latina que cuenta con una
prevalencia de alrededor de 6 millones de personas infectadas y cerca de 18
millones en riesgo de contraer la enfermedad.! El agente causal de esta zoonosis es
el protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi, parasito que de manera natural
es transmitido por las heces de insectos hematdéfagos de la subfamilia Triatominae
(Hemiptera; Reduviidae), conocidos popularmente como vinchucas, chinches, chipo
o barbeiro.?

La enfermedad de Chagas presenta dos etapas claramente diferenciadas: la fase
aguda que dura de uno a dos meses después de la infeccidn, se caracteriza por la
presencia del parasito en el torrente sanguineo y se pueden presentar algunas
manifestaciones clinicas como mareo, cefalea, fatiga, fiebre, agrandamiento de
ganglios linfaticos o hinchazoén en el sitio de penetracion del parasito; mientras que
en la fase crdnica los pardsitos crean nidos en diversos tejidos del hospedero y
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posteriormente pueden ocasionar afecciones cardiacas o viscerales que conducen a
la muerte del paciente.3

Ademas de la transmision vectorial, T. cruzi puede ser transmitido de una persona
a otra por transfusion sanguinea, trasplante de drganos, ingesta de alimentos
contaminados y a través de la madre embarazada al hijo, llamada transmisién
congénita o vertical.* Si bien este Ultimo tipo de transmisidon no se presenta en
todos los recién nacidos, la infeccion materna puede ocasionar complicaciones en el
desarrollo del producto, como retardo en el crecimiento intrauterino, prematurez,
deformaciones y en algunos casos abortos.> Debido a que los medicamentos
disponibles para el tratamiento de la enfermedad de Chagas, benznidazol y
nifurtimox, no son recomendados durante el embarazo por los riesgos teratogénicos
que tienen,® es importante conocer las complicaciones con el fin de intentar
minimizarlas durante la gestacion.

Varios aspectos de la enfermedad de Chagas han sido evaluados en animales
experimentales como la rata Wistar, principalmente por su susceptibilidad y las
similitudes en el curso de la infeccion con el humano.” En estudios con animales de
laboratorio se sugiere que las complicaciones durante el desarrollo intrauterino
pueden estar condicionadas por la virulencia del parasito.8-1° Esta virulencia varia
entre las cepas de T. cruzi y generalmente se debe a la extensa variabilidad
genética que tiene, lo cual ha conducido a una clasificacion actual de seis diferentes
grupos o unidades de tipificacion discretas (DTUs TcI-TcVI).'! Sin embargo, la
clasificacidn anterior en linajes TclI y TcII alin permanece vigente y se emplea en
estudios recientes (e.g. De Fuentes-Vicente y otros'? y Tamay-Segovia y otros!3),
ya que estos grupos corresponden a los DTUs Tcl y Tcll, respectivamente, y dieron
origen a los nuevos genotipos.!4

Por tanto, se considerd necesario estudiar las cepas de regiones donde las
poblaciones humanas, y particularmente las mujeres en edad fértil, corren el riesgo
de contraer la infeccion. Por ello, el objetivo del presente estudio fue caracterizar
genéticamente una cepa de T. cruzi aislada en el estado de Chiapas, México, y
evaluar su efecto en la gestacion de ratas Wistar. En vista de que la etapa croénica
ha sido generalmente soslayada en este tipo de investigaciones, se propuso
ademas evaluar ambas etapas de la enfermedad en el modelo.

METODOS

CEPA DE T. CRUZI

Se utilizé una cepa de T. cruzi aislada de la ampolla rectal de un especimen de
Triatoma dimidiata colectado en el municipio de Copainala, Chiapas, México
(17°13'16"N, 93°21'08"0). La cepa fue denominada ITR/MX/10/COP segun los
codigos recomendados para la designacion de aislados de T. cruzi!®> y se mantuvo
por pases periddicos en ratas cepa Wistar.

http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Medicina Tropical. 2017;69(2)

CARACTERIZACION GENETICA DE T. CRUZI

Extraccion de ADN

Los parasitos fueron cultivados previamente en medio Liver Infusion Triptasa (LIT).
A partir de los cultivos se tomaron 40 yL para realizar la extraccion de ADN
empleando una técnica modificada de fenol-cloroformo alcohol isoamilico.® Las
muestras fueron visualizadas mediante electroforesis en gel de agarosa (SIMGA) al
1 % utilizando un buffer de carga (Blue/Orange 6X Loading Dye, Promega) y 5 uL
de muestra.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La caracterizacidon genética del aislado se hizo mediante la amplificacién del gen
que codifica para el mini-exén usando un pool de tres oligonucleétidos, de 5' a 3":
GTGTCCGCCACCTCCTTCGGGCC (especifico para TcI),
CCTGCAGGCACACGTGTGTGTG (especifico para Tcll) y
CCCCCCTCCCAGGCCACACTG (comun para los dos grupos).'’ La reaccion de
amplificacion se ajusté a un volumen final de 25 yL que contenia 12 yL de GoTaq
Green Master Mix 2X (PROMEGA), 10 uL de agua libre de nucleasas, 0,4 UM de cada
oligonucleotido y 20 ng de ADN de T. cruzi extraido con la técnica fenol-cloroformo
alcohol isoamilico.

Visualizacion de ADN

Los productos de PCR fueron visualizados en un gel de agarosa (SIGMA) al 2 %
utilizando una camara electroforética BioRad (Wide Mini-Sub), un buffer TAE 1X y
un marcador de peso molecular (Promega) de 50 pares de bases (pb). Las
muestras amplificadas a 300 pb corresponden a TcII, mientras que a 350 pb
amplifica TcI. Como controles se utilizaron las cepas Qro. (Tcl) y Y (TclII).!81?

ANIMALES EXPERIMENTALES E INOCULACION

Un total de 30 ratas hembra cepa Wistar de 2 meses de edad y un peso
aproximado de 200 g, fueron separadas en tres grupos de 10 ejemplares cada uno.
Dos grupos fueron inoculados intraperitonealmente con 1 x 10° de tripomastigotes
sanguineos. El tercer grupo (control) fue inoculado por la misma via con solucion
salina fisiolégica al 0,9 %. Todos los grupos fueron mantenidos en jaulas separadas
de policarbonato bajo condiciones controladas (24 £ 2 °C; 75 % humedad) y
alimentadas con dieta comercial (Diet Rodent) y agua ad libitum.

APAREAMIENTO Y EVALUACION DE ALTERACIONES EN FETOS, PLACENTAS Y
CORDON UMBILICAL

Todas las hembras fueron colocadas individualmente con dos machos de la misma
cepa para su apareamiento a los siguientes tiempos posinoculaciéon (pi): un grupo
infectado con T. cruzi fue cruzado a los 19 dias pi (etapa aguda), tiempo en el que
se documentaron parasitos en sangre; el segundo grupo infectado fue cruzado a los
59 dias pi, cuando ya no se visualizaban tripomastigotes sanguineos (etapa
cronica); y el grupo control fue cruzado a los 10 dias pi.
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A los 20 dias de gestacion se realizé la eutanasia de los grupos en una camara
cerrada emisora de bidxido de carbono (CO2) (E-30 Crigramex). A continuacién, los
fetos fueron extraidos de los sacos uterinos mediante incision longitudinal del
cuerno uterino para registrar el nimero de fetos por rata, anomalias morfoldgicas
externas, tomar medidas y pesos del feto, placenta y del cordéon umbilical mediante
el uso de un calibrador Vernier y una bascula digital (Scout-Pro). Todos los
protocolos utilizados en los animales se sujetaron a la Norma Oficial Mexicana
"NOM-062-Z00-1999" sobre especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y
uso de animales de laboratorio.

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis de los datos se realizdé con el software Infostat, version 2016. Diferencias
en las variables de respuesta se determinaron con un analisis de varianza (ANOVA)
y la prueba pos hoc de Tukey. Se consideraron diferencias significativas cuando p<
0,05.

RESULTADOS

El analisis molecular del gen mini-exon de T. cruzi, dio como resultado un producto
de 350 pb, y confirmd que esta cepa pertenece al grupo Tcl del parasito (Fig. 1).

Carriles

Carriles: 1) control-TcI (cepa Qro); 2: cepa ITR/MX/10/COFR; 3:
control TcIl {(cepa ¥} v 4: marcador de peso molecular de 50 pb.

Fig. 1. Productos de PCR en gel de agarosa al 2 %.

La infeccién con T. cruzi causd una reduccién significativa en el nimero de fetos de
los grupos experimentales en relacion con el grupo control (p= 0,0001). Dentro de
los grupos infectados, se presentd una mayor disminucion en las ratas que
cursaban la etapa crdnica de la enfermedad, la cual fue significativa (p= 0,0069)
con respecto al grupo de ratas en etapa aguda (tabla). El analisis visual de los fetos
mostré que en ambos grupos experimentales los productos no presentaron
anomalias en la estructura corporal (Fig. 2).
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Fig. 2. Fetos y placentas de una rata control (2) y de una rata
en etapa aguda (b) de la enfermedad de Chagas donde no se
observan alteraciones en la estructura corporal.

El registro del peso de los fetos evidencid que los valores mas bajos se observaron
en el grupo de ratas en etapa aguda, los cuales mostraron diferencias significativas
cuando fueron comparadas con las crias de las ratas en etapa cronica (p= 0,0001).
Asimismo, la longitud de los fetos fue mas baja en el mismo grupo experimental
(p= 0,0001) (tabla).

Con respecto a la placenta, tanto el peso como el diametro fueron menores en las
ratas que cursaban la etapa aguda de la enfermedad; sin embargo, estas
diferencias no fueron significativas en relacion con el grupo en etapa crénica (p=
0,084). Del mismo modo, la longitud del cordéon umbilical no varié (p= 0,097) entre
los grupos experimentales (tabla).

Tabla. Mediciones realizadas en fetos, placentas y cordones umbilicales de los diferentes
grupos de ratas

R Cordon

Nimero de Fetos Placenta umbilical
Grupo fetos por - — .

rata Peso Longitud Peso Diametro Longitud

(9) {cm) (a) (cm]) (cm)
Control 11,3 (0,5) 4,31 (0,5) 3,19 (0,2) 0,68 (0,09) | 1,28 (0,2) 2,91 (0,3)
Etapa aguda 7.5 (0,7) 1,58 (0,1) 1,77 (0,9) 0,47 (0,2) 0,92 (0,3) 1,92 (0,5)
Etapa crénica 4,5 (1,3) 2,62 (1,1) 2,59 (0,3) 0,55 (0,4) 1,01 (0,2) 1,85 (0,6)

Los valores estan expresados como medio (desviacidn estandar).

DISCUSION

Los resultados generales de este estudio muestran que se produce un dafio durante
la gestacién en las dos etapas de la infeccion con la cepa ITR/MX/10/COP de T.
cruzi, obtenida en el estado de Chiapas y caracterizada como Tcl. Este genotipo es
el mas abundante y se concentra principalmente en Centroamérica y Norteamérica,
donde se ha llegado a asociar tanto con ciclos selvaticos como domésticos.!! Uno de
los objetivos del genotipado del parasito es la de tratar de establecer vinculos entre
los grupos genéticos y los danos producidos por el parasito en el huésped, sin
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embargo, las relaciones aun no son del todo precisas debido a la extensa variacién
bioldgica que se ha reportado.

En este trabajo fue significativa la reduccion en el nimero de fetos de los grupos de
ratas infectadas con T. cruzi en relacién con las ratas control (p< 0,05), aun cuando
el apareamiento se llevd a cabo en condiciones normales. Esta condicion también
ha sido observada en modelos murinos con cepas de distintos grupos genéticos.?°
En investigaciones con ratones BALC/c infectados con T. cruzi se evidencié que la
fecundacion y primera divisién del cigoto ocurren de manera normal. Sin embargo,
se presentan anomalias en el desarrollo de embriones de dos células a la etapa de
blastocisto, incluso algunos embriones detienen su desarrollo antes de haber
llegado a la etapa de ocho células y otros mas degeneran, lo que ocasiona la
reduccion en el nimero de crias.?! Comparaciones entre los grupos infectados nos
permitieron determinar que se produjeron menos fetos en las ratas que cursaban la
etapa crdnica que aquellas que cursaban la etapa aguda (p< 0,05). Los cambios en
la fertilidad han sido relacionados con procesos inflamatorios en el Utero, los cuales
son producidos en gran parte por la presencia de nidos de amastigotes de T. cruzi y
moléculas de respuesta inmune (células mononucleares y polimorfonucleares).?? Al
ser los nidos de amastigotes una caracteristica de la etapa crénica de la
enfermedad, lo anterior explica la diferencia que se observé en este grupo.

A diferencia de otras cepas como la Y que pertenece al grupo TclI,?3 no se
observaron deformaciones en ninguno de los fetos de este experimento. Esta
propiedad puede deberse a la virulencia de las cepas o a la capacidad materno-fetal
para desarrollar una respuesta inmune especifica, y de esta forma lograr disminuir
el dafio en el producto.?* La respuesta inmune en ratas infectadas con T. cruzi se
compone fundamentalmente de anticuerpos de la clase IgM en el transcurso de la
infeccion aguda e IgC e IgA en la infeccidn crénica.?> Sin embargo, alun se
desconocen a detalle los mecanismos inmunoldgicos que pueden proteger a las
crias durante la infeccién de la madre, permitiendo que las crias nazcan libres de
anomalias morfologicas o estructurales.'® A pesar de que el sistema inmune de las
fetos es inmaduro, se ha llegado a detectar la presencia de anticuerpos contra T.
cruzi de la clase IgM, los cuales no pueden cruzar la placenta y se descarta
entonces que sean transferidos a través de la madre.® Por lo tanto, es posible que
la respuesta inmune de los fetos sea un factor clave para la proteccién contra el
parasito.

Por otra parte, la presencia del parasito en el torrente sanguineo de la madre se ha
relacionado con una mayor disminucién en el peso y crecimiento de los fetos,?6:27 lo
cual es acorde con los resultados obtenidos en el grupo de ratas en etapa aguda.
Los parasitos circulantes pueden atravesar la placenta y provocar una disminucion
en los niveles de crecimiento epidermal, que ocasiona un mal funcionamiento de la
placenta y alteracion en el desarrollo de los fetos.?® De hecho, el peso y diametro
de las placentas fueron ligeramente menores en el mismo grupo; sin embargo, no
se presentaron diferencias significativas con respecto al grupo en etapa crénica (p>
0,05). La alteracién en las placentas en ambos grupos, asi como del cordén
umbilical, condicionan el flujo sanguineo y el transporte de glucosa, eventos que
son cruciales para que se lleve de manera correcta el desarrollo del producto
durante la gestacion.?® Las alteraciones en las placentas pueden estar acompanadas
de areas dispersas de degeneracién y necrosis, las cuales han sido observadas en
animales infectados con la cepa RAL de T. cruzi caracterizada como TclI.3° Por su
parte, la limitacion en los movimientos intrauterinos a causa de la infeccidon
materna se ha asociado con la reduccién en la longitud del cordén umbilical. Esta
limitacion en los movimientos evita que se lleve a cabo el desarrollo y estiramiento
adecuado del cordon,3! como se observé en las ratas de ambos grupos
experimentales.
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Por ultimo, en este trabajo se evidencié que ninguna de las dos etapas de la
enfermedad de Chagas esta exenta de riesgos durante la gestacidén, al menos con
la cepa de T. cruzi empleada y un modelo murino. Si bien resulta arriesgado
extrapolar los datos de modelos murinos al humano, principalmente por los tiempos
de gestacion, estas investigaciones ofrecen un panorama sobre las posibles
consecuencias de la infeccion materna en el desarrollo de los fetos. En este sentido,
se pone de manifiesto la importancia de contar con métodos de vigilancia y
seguimiento de mujeres embarazadas que presenten serologia positiva a la
enfermedad de Chagas.
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