3
% POS-6RADUACE: |

@%; i g

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
INSTITUTO DE BIOLOGIA

ESTUDO MORFOLOGICO, MORFOMETRICO E ESTEREOLOGICO DA
PLACENTA E TECIDOS FETAIS, NA TRANSMISSAO

TRANSPLACENTARIA DE TRYPANOSOMA CRUZI EM
CAMUNDONGOS

= = |l %_—
R A
e o] . )
S = fl ! \
> i '
o0 = ! ! . . . .
$ 29 | &= Tese Apresentada ao Instituto de Biologia da
- 2\‘ UNIC AMP para Obtencdio do Titulo de Doutor em
<5 H ;_: ] - .
J VIR R Parasitologia.
- 3 o B
= &@i e <
o K ol
o, b e«
@ : 2
Len] m!\ ;
TR i
s = \a.TT
NG =
B 3 N\ 2
3 Qriéntader: Prof. Dr. Ruberval Armando Lopes
52 2 1S
2 °
2 5 )*\1\
w h 1w
wi = @ ~

UNICAMP
3IBLIOTECA CENTRA
SECAO CIRCULANT

CAMPINAS
2000

% pEicsBE ’




o

o : :
% TA 2 W._émﬁli} ii{z«é?m{”
1 H

{iﬁw{}{iéfﬁé?é -7

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA ~ UNICAMP

Abrahfo, Ana Amélia Carrare
§§5§2e Estudo morfologico, morfométrico ¢ estereolégico da placenta e
A tecidos fetais, na transmissio transplacentaria de Trypanosoma cruzi
em camundongos / Ana Amélia Carrarc Abrahfo. -~Campinas, SP.
fs.n.], 2000,
129f 1lus.

o

Orientador: Ruberval Armando Lopes
Tese (doutorado) — Universidade Estadual de Campinas. Instituto
de Biologia.

L Trypanosoma cruzi. 2. Placenta. 3. Feto. I Lopes, Armando
Ruberval. I Universidade Estadual de Campinas. Instituto de
Biologia. Il Titulo.



Campinas, 13 de dezembro de 2000.

Banca Examinadora:

Prof.Dr. Ruberval Armando Lopes

Profa.Dra. Rosa Domingues Ribeiro

Prof.Dr. Miguel Angel Sala di Matteo

Profa.Dra. Urara Kawazoe %‘74//

9] :
Profa.Dra. Marlene Tiduko Ueta @Vba’ - T 4/4‘

Prof.Dr. Sérgio de Albuquerque

Prof.Dr. Luiz Augusto Magalh&es




A Fernando e Tafs,

O amor de vocés da sentido a
minha vida, tornando-a cada dia

mais feliz.




vi

A minha familia,

Que sempre incentiva e
estd presente em todos os
momentos importantes da

minha vida.




v

AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Ruberval Armando Lopes, que orientou este trabalho e contribuiu de

maneira efetiva para a minha formacdo clentifica. Agradeco a amizade e atencio.

Ao Prof. Dr. Miguel Angel Sala, docente da Disciplina de Patologia da FORP-USP,
pelas valiosas sugestbes que contribufram para o aprimoramento deste trabalho.

Agradeco toda a atengdo e colaboragio no desenvolvimento da pesquisa.

A Profa Dra. Rosa Domingues Ribeiro, pela amizade e colaboraciio na realizacio deste

trabatho.

A Profe Dra. Izabel Yoko Ito, chefe do antigo Departamento de Ciéncias da Satide da

FCFRP-USP, pela amizade, incentivo e apoio constante.

A Profe Dra. Ana Maria de Souza, chefe do Departamento de Analises Clinicas,

Toxicolégicas e Bromatolégicas da FCFRP-USP, pelo apoio e aten¢ao constante.

Aos docentes e funciondrios do Departamento de Parasitologia do Institute de
Biologia da UNICAMP, pelo apoio e acolhida que possibilitou uma convivéncia

harmoniosa ¢ a realizacdo de uma etapa importante na minha formacio académica.

Aos docentes da Disciplina de Parasitologia, Sérgic e José Clovis, pela amizade e

colaboracio.




viii

Aos técnicos da Disciplina de Parasitologia do Departamento de Andlises Clinicas,
Toxicologicas e Bromatolégicas da FCFRP-USP, Terezinha, Miriam, Georgius e

Antonia pelo apoio técnico ¢ ajuda na manutencio dos animais de laboratorio.

Aos técnicos Antonio de Campos, Edna Moraes e demais funciondrios da Disciplina

de Patologia da FORP-USP, pelo auxilic na realizacdo dos cortes histolégicos.

Ao colega Antonio Marcos, do Laboratério de Xenodiagnéstico do Instituto de

Cardiologia Dante Pazzanese, pelas sugestdes e colaboragio na corregio da tese.
A Amélia Regina, pelo auxilio na confeccdo dos originais da tese.

A bibliotecaria Maria Bernadete, da Biblioteca Central do Campus da USP de

Ribeirdo Preto, pela revisio das referéncias bibliograficas.

A Deus que estad presente em todos 0s momentos de minha vida e que me deu forca

para enfrentar os momentos dificeis.

A todas as pessoas que direta ou indiretamente contribuiram na realizacdo deste

trabatho.

UNICAMP
3IBLIOTECA CENTRA
SECAQ CIRCULANT




X

SUMARIO

1. INTRODUCAD (it

i.1. Importancia da Transmissdo Congénita da Doenca de Chagas

Humana................

...............................................................................

1.2. Doenga de Chagas Congénita em HUmanos ..o.ooovveeoeoeeeeeeeeea .

1.3, Freqiéncia de Transmiss80 CONEANItA ...ooooiiiiiivi e

1.4. Transmiss@io Congénita Laboratorial ..........oooeoivvioieeeeecreeeeevees s,

2. PROPOSICAC ..o,

(WS ]

...............................................................................

MATERIAL E METODIOS oo e

3.1. Cepa de Trypanosom@ CFUZE ..........covveeeveveoeeeeeeeeeeeeeeeeeee e

3.2. Animais .o,

Grupo controle .......

..............................................................................

...............................................................................

Grupo InfECtado ..o e

3.3. Técnica de DISSECCHAD ooiviiviiiieeecei et n e

3.4, Técnica Histolégica

3.5. Técnica Morfomeétrica (Cariometria) c.ooeev oo ieeeeereeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeraans

3.6. Técnicas EStere0lOZiCas oo e

3.7. Técnica Estatistica ..

4. RESULTADOS ..............

...............................................................................

...............................................................................

4.1. Resultados Morfol0gicos ...

4.1.1. Peso e comprimento fetais ....oooovvveeriiirieceeeeece e

4.1.2. Peso € didmetro placentarios ........c..ccooveveereieeierceenees oo

4.1.3. Comprimento do corddo umbilical ..o,

4.1.4. Relages peso fetal / peso da placenta e peso fetal / comprimento do

COTAAO UIMBIICAL .ot e e e

4.1.5. Histopatologia

..............................................................................

10

13

14
14
14
14
14
15
16
16
18
23

24
24
24
25
26

27
28




4.1.5.1. Placenta ........co......

Grupo controle ...
Grupo infectado ...
4.1.5.2. Orgios Fetais .......
4.1.5.2.1. Figado ..
4.1.5.2.2. Pancreas
4.1.5.2.3. Coracio

..........................................................

...........................................................

...........................................................

..........................................................

4.2, Resultados MorfomiBIriCOS oo,

4.2.1. Cariometria dos espongioblastos ...o.oooveieei i

4.2.2. Cariometria das células gigantes ...,

4.2.3. Cariometria dos tecidos TeLaIS oot eeeeeee e eeeeeeeeee e e e eeeee e

4.2.3.1. Figado .o
4.2.3.2. Péncreas ...............
4.2.3.3. Coragdo ..coovvevennn

4.3. Resultados Estereologicos ...........
4.3.1. Placenta ......ccccvveveeveecuvennnnn,

4.3.2. Orgfios fetais ......cooeeeeenn..

...........................................................

...........................................................

..........................................................

...........................................................

4.3 2.1 FIZadO oot

43.2.2. Péncreas ...............
4.3.2.3. Coracfo ...ccvenene..

5. DISCUSSAO oot

...........................................................

...........................................................

..........................................................

............................................................

28
28
34
44
44
44

50
50
53
56
56
58
60
62
62
67
67
68
70

&9

92

94

96




1. INTRODUCAQO

1.1. IMPORTANCIA DA TRANSMISSAO CONGENITA DA DOENCA DE
CHAGAS HUMANA

A doenca de Chagas ¢ causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma
cruzi, descrito por Carlos Chagas em 1909, A transmissiio ocorre por insetos
hematofagos da subfamilia Triatominae, por transfusio de sangue e via congénita,
sendo que este dltimo representa o terceiro mecanismo mais importante de
transmissédo da doenca de Chagas para o homem. Qutros mecanismos de transmissio
possiveis 530 através da via oral, pelo leite materno e coito.

A transmissdo congénita da doenca de Chagas constitui sério problema
de satide ptiblica em &dreas endémicas e nfio endémicas. Nas 4reas ndo endémicas
cresce a importancia da transmissdo congénita devido & migracdo das populagBes
rurais para os centros urbanos.

A infeccdo chagasica congénita pode causar abortamento,
prematuridade, retardo de crescimento intra-uterino, nati e neomortalidade. No
entanto, ja se observou que, quando ndo h4 infecciio fetal, a2 doenca materna por si 6
ndo causa estes problemas obstétricos (BITTENCOURT, 1984).

O recém-nascido infectado apresenta as mesmas manifestacdes da
doenca aguda néo congénita ou mostra-se assintomatico (MOYA et al., 1979; FREILI]
& ALTCHEH, 1995). No entanto, hd manifestacdes peculiares 4 forma congénita da
doenca. Tém sido descritas, logo ao nascer ou poucos meses apds, manifestacdes
digestivas com megaesdfago, alteracBes oculares, paralisia cerebral, microcefalia e

calcificacBes cerebrais (BITTENCOURT, 1988).




1.2. DOENCA DE CHAGAS CONGENITA EM HUMANOS

O primeiro caso comprovado de doenca de Chagas congénito foi
relatado por Chagas em 1911, quando encontrou tripomastigotas em esfregaco de
sangue proveniente de uma crianca de meses de idade, cuja mie era chagésica, dois
anos apos a descricdo da doenca (CHAGAS, 1909). Posteriormente, CHAGAS (1934)
considerou a transmisséio congénita como responsavel pela maioria dos casos da
forma nervosa cronica da doenca no homem.

Em 1949, DAQO descreveu um caso de fransmissio congénita da doenca
na Venezuela; em 1958, RASSI et al. comprovaram pela primeira vez, a infeccio de
placenta humana pelo Trypanosoma cruzi. A partir desta data, outras observacses de
placentite chagésica foram referidas, particularmente na Bahia (BITTENCOURT,
1963, 1976, 1979; BITTENCOURT et al., 1975; LISBOA, 1960).

GAVALLER (1953) relatou o primeiro estudo anatomo-~patologico de
dois gémeos prematuros, 0s primeiros casos congénitos diagnosticados pds-mortem,
falecidos ap6s 02 e 81 horas do parto, respectivamente, também na Venezuela. Foram
encontrados ninhos de amastigotas no coragdo, cérebro, musculos esqueléticos e
pulmao. JORG (1953), observou o primeiro caso de moléstia de Chagas congénita na
Argentina. HOWARD et al. (1957), relataram os trés primeiros casos no Chile, sendo
também os primeiros com sobrevida e dois deles gémeos. Ambas as mies estavam
aparentemente sadias, porém com exames de xenodiagnéstico positivos.

REZENDE et al. (1959) publicaram um caso provavel de transmissio
placentaria descrevendo as lesdes e parasitismo da placenta, sem contudo
demostrarem a evidéncia morfolégica da infeccio no feto.

Em 1960, LISBOA apresentou um estudo anatomo-patologico de seis
casos entre duzentas e vinte necropsias de fetos e recém-nascidos, com encontros
simultineos de parasitas de T.cruzi em feto e placenta, estabelecendo, de forma

inequivoca, a via transplacentdria de transmissio da doenca de Chagas.
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A partir de 1949, muitos casos de transmissdo congénita da doenca de
Chagas humana foram descritos no Chile, Argentina, Venezuela, Bolivia e Brasil
(GAVALLER, 1953; JORG, 1953; AUCHTER DE MANERO, 1958; REZENDE ef 4.,
1959; ATIAS et al, 1961, 1963; SCHILLING et al, 1961; PIFANG, 1960
BITTENCOURT, 1963, 1967, 1976, 1984; BITTENCOURT et al., 1972, 1974, 1975, 1981,
1984; HOWARD & RUBIO, 1968, SZARFMAN et al.,, 1968, 1975; RUBIO & DONQOSO,
1969; ASGINI ef al., 1970; BLANK et al., 1971; SALEME ef al., 1971; STAGNO &
HURTADO, 1971; APT, 1972, TAFURI et al,, 1973; BLANK, 1974; HOWARD, 1975;
LAUTREC et al, 1975; LOPES et al., 1977, MACEA et al., 1977; SCHMUNIS &
SZARFMAN, 1977, MOYA et al, 1979; ARAUIO et al., 1980; DINIS ef al.,, 1981
MUNOZ et al., 1982; TELLO ef al., 1982, MEDINA-LOPES, 1983; VIEIRA ef al., 1983,
AZOGUE et al., 1985; AGUILERA et al., 1988; SCHENONE et al., 1989; AZOGUE &
DARRAS, 1991; MUNOZ et al., 1992; VALPERGA et al., 1992; BLANCO ef al., 1993,
ZAIDENBERG & SEGOVIA, 1993; ARCAVI et al., 1993; STREIGER et al., 1995;
BLANCO & SEGURA, 1997).

Também foram descritos casos congénitos na Guatemala (MATTA ef al.,
1991), Honduras (PONCE & PONCE, 1995), Paraguai (ROJAS DE ARIAS, 1990),
Uruguai (SARASUA, 1993; CONTI DIAZ, 1993) e Suécia (PEHRSON et al., 1981).

Em 1969, BITTENCOURT & BARBOSA relataram o primeiro caso de
transmissdo congénita da doenca de Chagas, antes do 5¢ més de gestacio. Em 1972,
esses mesmos autores examinaram 300 conceptos com peso igual a 400g ou menos.
Registraram 3 casos de infec¢do congénita com extensas lesdes inflamatérias e com
parasitismo intenso das placentas. Identificaram lesbes inflamaté6rias no miocardio,
esbfago, pele e masculo esquelético, ao lado de ninhos de parasitas, nos fetos
macerados. Considerando-se apenas os abortos provenientes de mulheres com
infecgdo chagésica, a incidéncia de transmissio foi de 6,2%; considerando-se o total, a

transmissio foide 1%.




Em 1970, ASSINI et al. relataram o caso de uma paciente com doenca de
Chagas aguda com parasitemia comprovada, que engravidou 20 dias apés contrair a
doenca. Aos Cinco meses e melo teve parto espontinec e o feto viveu quinze minutos.
O estudo histopatologice da placenta, cérebro, miocardio, figado, baco, misculo
esquelético, timo e pulmao fetais mostrou numerosos ninhos de amastigotas.

BITTENCOURT ef al. (1972) observaram que a incidéncia de transmisséo
congénita da doenga em 500 partos estudados, na cidade de Salvador (Bahia), era de
2%. Considerando-se apenas as maes chagdsicas, a incidéncia foi de 10,5%. Nos fetos
foi possivel encontrar infiltrado inflamatério e parasitas no coracfio, pele, musculo
esquelético e esdfago.

Estudando 29 casos de doenga de Chagas congénita, BITTENCOURT et
al. (1975) observaram que os 6rgéos fetals mais envolvidos eram o coracdo, cérebro,
pele, musculo esquelético, esdfago e intestinos. Observaram também que as placentas
apresentaram vilosite e intervilosite de carater subagudo, crénico e, mais
freqiientemente, crénico granulomatoso, além de vilosidades com aspecto imaturo.
Havia, além disso, envolvimento da placa corial e das membranas extraplacentarias.

BITTENCOURT (1975) descreveu lesdes inflamatérias cutineas em 18
casos congeénitos de doenca de Chagas. Observou vasculite dermo-epidérmica
intensa, granulomas subepidérmicos e hipodermite com necrose discreta de gordura.
Em 15 casos observou formas amastigotas do T.cruzi livres no tecido e no interior de
histiocitos.

Em 1983, VIEIRA et al. observaram um caso de doenca de Chagas
congénita aguda com envolvimento predominante do sistema nervoso central que
evoluiu para um quadro de paralisia cerebral,

TAFURI et al. (1984) estudando ao microscédpio eletrénico um caso de
placentite chagasica, observaram amastigotas numerosos nas células de Hofbauer,

proliferacao fibroblastica e coldgena na parede de pequenas artérias e arteriolas
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podendo ocluir a luz, parasitas nas células musculares degeneradas e fibroblastos da
parede vascular.

AZOGUE et al. (1985) evidenciaram a importancia da via de transmissio
congénita da doenca de Chagas em Santa Cruz - Bolivia. Os autores observaram 4%
de infecgdo chagésica nos recéme-nascidos, comprovados pelo exame parasitolégico
direto (Strout} em sangue do cordio umbilical no momento do nascimento; 1% dos
recém-nascidos apresentaram infeccao placentaria por T.cruzi detectada através do
exame histopatologico, sem a presenca do parasita no sangue do recém-nascido.

No Meéxico, o primeiro case de doenga de Chagas congénita foi descrito
por GUZMAN-BRACHO ef al. {1998) em um recém-nascido prematuro com baixo
peso, hepatoesplenomegalia e pneumonite. Dois anos apds o tratamento, a crianca
apresentou desenvolvimento normal, com sorologia negativa para T.cruzi e
eletrocardiograma normal.

Em um estudo com 58 recém-nascidos, de 57 mies com a forma cronica
da doenga de Chagas, selecionadas em trés Instituicdes de Satde da cidade de Sao
Paulo, a transmissdo congénita foi demonstrada em 5,17% (3/58) dos casos, e um
provavel caso fol confirmado somente pelo achado de antigenos de T.cruzi na
placenta e corddo umbilical. Dois casos congénitos, nascidos de mulheres chagasicas
com infeccdo pelo HIV, foram diagnosticados através de testes parasitologicos
{microhematocrito, QBC ou xenodiagnéstico artificial) (NISIDA et al., 1999).

A transmissdo congénita da doenca de Chagas é transplacentaria e
parece depender de fatores ligados ao parasito e ao hospedeiro. A transmissdo em
nivel placentario ocorre, quando os tripomastigotas presentes no espaco interviloso
atravessam o epitélic trofobléstico, penetram no estroma viloso onde vao parasitar
macréfagos sob a forma de amastigotas. Essas formas se multiplicam por divisdo
binéria e apos rompimento dos macréfagos liberam tripomastigotas gue penetram em
outros macréfagos ou ganham a circulacdo, indo infectar o feto. J4 se documentou

lesao placentdria na doenca de Chagas sem infeccdo fetal. Esses casos podem ser




considerados como de transmissdo congénita em nivel placentario, levando-se em
conta que a placenta € um 6rgéo fetal (BITTENCOURT, 1984).

Ha possibilidade de haver transmissfo transplacentaria de T.cruzi
sempre que a mae apresenta parasitemia. Na fase aguda da infecgfio a parasitemia é
persistente e a transmiss&o pode ocorrer mais facilmente. No entanto, ha regisivos na
literatura de apenas oito gestantes com infecgdo aguda, trés das quais ndo
transmitiram a infecgdo verticalmente (BITTENCOURT, 1988). As mdes que
transmitem a infecg@o ao concepto estdo freglientemente na forma indeterminada. No
entanto, a transmissdo congénita ja foi registrada em todas as formas da doenca
(BITTENCOURT, 1984).

MENEZES et al. (1992) mostraram auséncia de transmissdo congénita da
doenca de Chagas em gestantes com xenodiagnésticos positivos. Conclui-se que,
além da parasitemia, devem existir outros fatores envolvidos na transmissdo
congénita, provavelmente relacionados ao estado imunolégico da placenta, & cepa do
parasita e a reativacdo da infeccdo materna no curso da gestacdo. Trabalhos
experimentais mostram que diferentes cepas de T.cruzi apresentam diferentes
tropismos pela placenta, e que a transmissao congénita depende da cepa do parasita e
da capacidade fagocitica dos macrofagos vilosos. Tém-se observado tambérm, através
da pesquisa de IgM especifico e da realizacdo de repetidos xenos durante a gravidez,
que algumas pacientes apresentam reativacdo da infeccdo devido & imunossupressao
na gestagdo (BITTENCOURT, 1992}.

A transmissdo congénita da doenca de Chagas predomina entre as
gestantes mais jovens, pois a parasitemia declina com a idade ao mesmo tempo em
que se observa a cronificacio da doenga (BITTENCOURT, 2000).

Estudos na Bahia, incluindo natimortos, necomortos e nativivos

mostraram que ha maior freqiiéncia de transmissdo congénita de T.eruzi entre 22 e 26

semanas de gestacao (BITTENCOURT, 1992).
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Na auséncia de estados imunossupressivos, pode ocorrer transmisso
da doenga de Chagas em mais de uma gestacdio, de modo sucessivo ou ndo
(BITTENCOURT & GOMES, 1967).

Assim, apresentam maior risco de transmitir a infeccdio congénita as
médes mais jovens, as procedentes de areas onde a prevaléncia de transmissio é
elevada, as mées na fase aguda pois apresentam parasiternia persistente, e aquelas
com historia de natimortalidade. Também deve haver maior risco de transmissio nas
gestantes chagasicas infectadas pelo HIV ou que usam drogas imunossupressoras,

pois a deficiéncia imunologica € fator de reativacao da infecgio chagasica.

1.3. FREQUENCIA DE TRANSMISSAQO CONGENITA

Os trabalhos publicados mostram incidéncias varidveis de infeccdo
congénita, dependendo de diferentes fatores a saber: métodos de diagnostico
utilizados a0 nascer, se o estudo foi realizado em &areas endémicas ou ndo, em filhos
recém-nascidos de mdées chagésicas ou na populaggo de mées chagasicas e ndo
chagasicas, ou se a amostra de recém-nascido estava direcionada para aqueles que
nasceram com baixo peso.

Como citado anteriormente, casos de doenca de Chagas congénita foram
descritos na Argentina, Brasil, Bolivia, Chile, Guatemala, Honduras, Paraguai,
Uruguai, México, Venezuela e Suécia.

Em geral, a incidéncia de recém nascidos contaminados, filhos de maes
com sorologia positiva, foi de 2-3%. Na década de 70, na Argentina, houve
incidéncias entre 0,75 e 3,50% (SZARFMAN et al, 1968; BLANK et al., 1971;
SCHMUNIS & SZARFMAN, 1977). Estudos posteriores mostraram uma incidéncia
que variava de 2 a 6,7% em filhos de maes chagdsicas (VALPERGA et al., 1992;
BLANCO et al, 1993; ZAIDENBERG & SEGOVIA, 1993; ARCAVI ef al, 1993




STREIGER et al., 1995, BLANCO & SEGURA, 1997). No Brasil a incidéncia foi de 1,6%
(BITTENCOURT, 1984).

No Chile, a incidéncia variou entre 2,1 e 10% segundo a zona estudada.
No Uruguai foi de 1,6% nos estudos originais, tendo aumentado posteriormente, para
4 e 11,7%, respectivamente (SCHMUNIS, 20003. Os nameros na Bolivia variaram de 4
a 8%, tendo aumentado para 18% quando se estudaram filhos de mies chagasicas de
baixo peso ao nascer (AZOGUE & DARRAS, 1991; AZOGUE ef al., 1985). Por outro
lado, a incidéncia em Honduras foi de 4% (PONCE & PONCE, 1995).

Os nimeros relativos & incidéncia da doenca de Chagas em gestantes
variaram, obviamente, de acordo com a regido estudada. Testes sorologicos aplicados
em ambulatorios de pré-natal mostraram positividade em 4,0% das gestantes
provenientes de regides ndo-endémicas {AMATO-NETO et. al,, 1968); em 33,5%
(OLIVEIRA et al,, 1966) e em até 51,0% (AZOGUE et al., 1985) em regides endémicas.
Estudo de prevaléncia feito na Bahia mostrou indice de infeccio de 10,8% nas
gestantes nascidas na zona rural e de 1,7% naquelas naturais de Salvador
(BITTENCOURT, 1984).

DIAS (1979), trabalhando em uma area previamente endémica (Bambui,
Minas Gerais), onde a transmisséo pelo vetor foi interrompida hé alguns anos, ndo
encontrou nenhum caso de infeccdo chagésica em mais de 300 criancas filhas de maes
chagasicas. Parece existir, além disso, diferencas geogrificas, como se constata
comparando-se a casuistica de duas dreas endémicas. Em Salvador, Bahia, & relatada
incidéncia de 10,5% da infeccdio congénita em grupo de recém-nascidos e natimortos
de mées chagasicas e com peso igual ou inferior a 2.000 gramas (BITTENCOURT et
al., 1972).

A metodologia utilizada neste trabalho constou de realizacio de
xenodiagndsticos nos recém-nascidos e exames anatomopatoldgicos da placenta e dos
anexos placentarios, e de aut6psias dos nati e neomortos. Por outro lado, a fregiiéncia

de infeccdo chagésica congénita entre abortos - peso igual ou inferior a 400g - de




pacientes chagdsicas é de 6,2% (BITTENCOURT & BARBOSA, 1972). Em Santa Cruz
de La Sierra, Bolivia, foi enconirada incidéncia de 14,8% entre recém-nascidos de
maes nao selecionadas e com peso de 2.000 gramas ou menos e de 4,0% naqueles com
peso superior, néo tendo sido incluido natimortos {AZOUGUE et al., 1985).

Ha quem atribua as estatisticas discordantes & existéncia de diferentes
cepas de T.cruzi, enftre outros fatores. De fato, ja4 foi demonstrado,
experimentalmente, que as cepas se comportam de modo diverso quanto ao padrio
de transmissibilidade intra-uterina (ANDRADE et al., 1973). Por outro lado, estudo
realizado no Tridngulo Mineiro, 4rea endémica de doenca de Chagas, mostrou que a
natimortalidade de filhos de chagéasicas nfo é maior que a de filhos de maes nio-
chagésicas (LOPES ef al., 1967).

Existe atualmente, na América do Sul, véarios casos comprovados de
doenga de Chagas congénita registrados na literatura. No Brasil foram relatados 33
casos na Bahia (BITTENCOURT, 1984) e 28 em Brasilia (ARAU]O et al., 1983), entre
outros. No restante do continente, os casos procedem, em sua maior parte, da
Argentina, Chile e Bolivia.

Considerando em sua totalidade, o namero de casos parece
relativamente baixo, tendo-se em conta que a doenga, na sua forma adquirida, atinge
milhoes de individuos nos pafses latino-americanos.

INo entanto, pode-se observar que a importancia do problema parece se
modificar em funcdo da existéncia ou n&do da busca e acompanhamento sistematizado
dos casos, bem como do proprio emprego dos meios de diagnodstico, inclusive o
exame anatomopatologico e a necrépsia. A pesquisa sorologica em gestantes que
residem em zona rural é importante para deteccdo da patologia. Do mesmo modo, é
de vital importéancia a pesquisa soroldgica de mées portadoras da forma cronica, pela
relacic entre o quadro clinico do filho em relacdo ao da mae, a medida em que as
demais formas de transmissdo adquirida estdo sendo controladas (FERNANDEZ et

al., 1987; SARASUA, 1993).
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Foi realizada uma estimativa da incidéncia anual de Chagas congénito
em diferentes paises das Américas. Os calculos foram efetuados levando-se em conta
o namero de recém-nascidos vivos por pais, supondo que a prevaléncia de infeccio
por T.cruzi nas gravidas foi semelhante & da populagio geral e que a incidéncia da
infeccdo por T.cruzi nos recém-nascidos vivos dos diferentes paises foi de 3%. Assim,
¢ possivel estimar que, nas Ameéricas, em 1985, produziram-se 15903 casos de
contaminacao congénita. No Brasil, para uma prevaléncia da infeccdo na populacdo
estimada em 5,22% para os anos 1980-1985, o namero estimado de recém nascidos
infectados foi de 8.357. Em 1995, para uma prevaléncia de 1,21% de infeccio na

populagdo, a estimativa foi de 1.267 recém-nascidos infectados (SCHMUNIS, 2000).

1.4. TRANSMISSAQO CONGENITA LABORATORIAL

As primeiras tentativas de produzir transmissao congénita experimental
por NATTAN-LARRIER (1912) e por NAGLER (1913) foram infrutiferas. Em 1914,
MAYER & ROCHA-LIMA observaram ninhos de amastigotas de T.cruzi na placenta
de camundongos, sem encontrar, entretanto, parasitas nos fetos. Auséncia de
parasitas nos fetos do animal inoculado também foi observado por WERNER (1954).

NATTAN-LARRIER (1921, 1928) trabalhandoc com cobaias adultas,
obteve infeccdo experimental apds inoculacdo do liquido amnidtico proveniente de
cobaias no periodo agudo da enfermidade. Da mesma maneira, conseguiu infecgdo,
ap6s inocular sangue extraido do coracdo de fetos, cujas mées encontravam-se na fase
aguda da infecciio. Em 1928, este mesmo autor observou ninhos de amastigotas na
placenta.

Em 1923, VILLELA observou ninhos de amastigotas no miocardio de
cies, nascidos de mdes chagasicas agudas. Notou também parasitas nas vilosidades

corials.
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Posteriormente, CAMPOS (1928, 1930 e 1932) demonstrou a passagem
transplacentaria do T.cruzi em cadelas com infeccdo experimental aguda ou crénica.
Observou tripomastigotas no sangue circulante e encontrou ninhos de amastigotas
em diferentes érgdos de algumas crias.

Por outrc lado, APT ef al. (1968a e b) trabalhando com ratos e
camundongos observaram infeccio materna, porém nﬁ@ nas crias. Da mesma
maneira, WERNER & EGGER (1971} inoculando camundongos com as cepas Y e P de
T.cruzi, em diferentes momentos do desenvolvimento ontogenético, observaram
pseudocistos no endométrio e trofoblasto, porém nunca nos tecidos embrionarios ou
fetais.

Em camundongos C3H/5 com infecgdo aguda, CUNIO ef al. (1977)
observaram passagem transplacentéria de T.cruzi {cepa Tulahuén). Utilizando a cepa
Maria Cristina, DELGADO & SANTOS-BUSH (1978) observaram transmissdo
congénita no camundongo.

Em 1980, CUNIOQO et ai. observaram no camundongo C3H/5 inoculados
com formas sangiiicolas da cepa Tulahuén de T.cruzi, placentas com parasitas,
acompanhadas ou ndo de infiltrado inflamatério; os fetos mostraram amastigotas no
musculo estriado e também no pulmio, figado, miisculo esquelético e coragdo.

Trabalhando com Calomys callosus infectados com trés cepas de T.cruzi
isoladas do marsupial Didelphis albiventris, MELLO & BORGES (1981) admitiram
que é possivel a transmissdo do T.cruzi da mde para o filhote.

Estudando a influéncia de diferentes cepas do T.cruzi nas infeccfes
chagéasicas na placenta do camundongo, ANDRADE (1982) observou que a incidéncia
do parasitismo placentario atingiu 98% para a cepa Colombiana, 184% para a
Peruana, 17% para a Y e 13,2% para a Honorinia. A presenca dos parasitas na por¢ado
vascular da placenta era proeminente com a cepa Colombiana e rara nas demais.
Comprovou assim, que as cepas do parasita desempenham um papel importante na

infeccdo congénita por T.cruzi.




Trabalhando com camundongos na fase crénica da infecgdo chagasica,
CARLIER ef al. (1987) observaram que T.cruzi (cepa Tehuantepec) provocava retardo
no crescimento intrauterino. O parasita ndo foi encontrado no sangue fetal, indicando
uma freqliéncia muito baixa, sendc ausente, de transmissfo transplacentaria do
parasita durante a fase crénica da infecgao.

Em estudo mais recente, MENEGUETTE (1997) utilizou quatro cepas de
T.cruzi (Colombiana, ¥, Bolivia e RC) onde estudou histometricamente as alteracdes
presentes nas placentas de camundongos, verificando um comportamento
sistematizado aos pares em funcio da decidua basal, regido esponjosa e regido
labirintica (Colombiana - RC e Bolivia - Y}, que afetava principalmente a
camada esponjosa (espongioblastos); além disso, as alteracdes das células gigantes e 0
comportamento sistematizado permitiram agrupar os pares de cepas Colombiana - Y

e Bolivia - RC.
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2. PROPOSICAO

Tendo em vista a importancia da doenga de Chagas transplacentaria e o
diferente comportamento mostrado pelas cepas de T.cruzi, como visto por

ANDRADE (1982), este trabatho tem como objetivos:

- HEstudar as placentas e os fetos de camundongos Mus musculus

infectados pela cepa RAL de T.cruzi, durante a prenhez.

- Avaliar as alteragfes morfolégicas das placentas e dos fetos através
de métodos morfométricos e estereoldgicos, estabelecendo um perfil

quantitativo das lesdes produzidas pelo parasita.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. CEPA DE TRYPANOSOMA CRUZI

Foiutilizada a cepa RAL de Trypanosoma cruzi descrita por RIBEIRO et
al. (1993). Trata-se de uma cepa isolada das fezes de um exemplar de Triatoma
infestans capturado em domicilio rural do Sitio Aguas Claras, municipio de Santa
Rosa do Viterbo - 5P. As formas fripomastigotas do parasita s8o predominantemente
intermedidrias e largas. O citoplasma € pouco corado, o nicleo é denso e bern corado,
localizado aproximadamente a 6um da exiremidade posterior. O cinetoplasto é
terminal e o flagelo ¢ relativamente curto. Trata-se de uma cepa virulenta; guando
inoculada em camundongos albinos apresenta curva de parasitemia com pico no 120

dia ap6s o inoculo.

3.2. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos albinos (Mus musculus), da linhagem
swiss, fémeas prenhas, com 60 dias de idade, pesando aproximadamente 30-35

gramas, as quais foram divididas em dois grupos:

I - Grupo controle: 10 animais inoculados com solucdo fisiolégica e mantidos nas

mesmas condi¢des ambientais dos infectados com T.cruzi.

II - Grupo infectado: 10 animais inoculados intraperitonealmente com 2 X 108

formas tripomastigotas sangiiicolas da cepa RAL de T.cruzi, no 7° dia de prenhez.
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Os animais foram mantidos em caixas individuais, receberam racio
comercial e dgua ad libitum, e foram sacrificados no 19° dia de prenhez, que
corresponde ao pico da parasiteria nos animais infectados e final da gestagio.

Para a determinacfio do primeiro dia da prenhez, os camundongos
fémeas foram colocados para acasalamento com os machos durante a noite, na
propor¢do de duas fémeas para cada macho e, na manha seguinte foram realizados
esfregacos vaginais, com a finalidade de verificar a presenca do tampdo vaginal.
Quando os espermatozdides estavam presentes, considerava-se este dia como o

primeiro dia da prenhez.

3.3. TECNICA DE DISSECCAQ

No 19° dia da prenhez, os animais foram anestesiados mediante inalacgo
de éter etilico e, ap6s abertura ampla do abddmen, foram colhidos o Gtero com os
fetos, as placentas e os corddes umbilicais. Estas estruturas e os fetos foram imersos
em solucao fixadora contendo alcool 80% - 85 ml, formalina - 10 ml e acido acético - 5
ml {(ALFAC), permanecendo nessa solugéo durante 24 horas.

Foram colhidos aleatoriamente, 5 fetos de cada grupo experimental, com
as respectivas placentas e corddes.

Os animais e seus anexos foram secados em papel de filtroc e pesados em
balanca analitica de precisdo (Mettler). Assim, foram determinados os pesos dos fetos
e das placentas.

A relagdo feto/ placenta foi obtida dividindo-se o peso fetal pelo peso da

placenta (ambos em g).
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O comprimento dos fetos (em cmy), do corddo umbilical (em cm) e o
diametro da placenta (em mm) foram medidos empregando-se papel milimetrado
fransparente.

Também foi avaliada a relacdo peso fetal (em g)/comprimento do
corddo umbilical (em cm}; o indice ponderal ou pondo estatural de Rohrer foi

calculado através da equagio:

Peso do feto (g) X 100
[Comprimento feto (cm)] 3

O volume da placenta foi detectado pela regra de Simpson (AHERNE &
DUNNILL, 1982} onde se utiliza o deslocamento de liquido e o peso. Foi feita a
determina¢éo do volume empregando-se o conjunto de placentas de cada grupo. O
peso especifico de cada grupo foi determinado dividindo-se o pesc destas placentas

pelo volume.

3.4. TECNICA HISTOLOGICA

Apos fixagdo de 24 horas, as placentas e os fetos foram cortados
longitudinalmente e posteriormente desidratados, diafanizados e incluidos em
parafina. Os cortes seriados de 6um de espessura foram preparados colhendo-se o
primeiro corte, desprezando-se 8 e assim, sucessivamente, até o corte 82. Desta forma,
foram obtidos 10 cortes de cada placenta que foram corados pela hematoxilina e

e0sina.

3.5. TECNICA MORFOMETRICA (CARIOMETRIA)

A placenta de roedores apresenta as seguintes regides: decidua basal (de

origem exclusivamente materna), camada esponjosa ou reticular e camada labirintica

(DAVIES & GLASSER, 1968).
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A cariometria da placenta foi realizada nos elementos citotrofoblasticos.
As células do citotrofoblasto se concentram, predominantemente, na camada
esponjosa, reconhecendo-se dois tipos: as células principais ou espongioblastos e as
células gigantes (SCHIEBLER & KNOOP, 1959). Assim, foram determinados os
pardmetros nucleares dos espongioblastos e das células gigantes da camada
esponjosa das placentas dos animais controles e infectados pela cepa RAL de T.cruzi.

Com a finalidade de se avaliar morfometricamente os nucleos dos
espongioblastos e das células gigantes da placenta dos animais de ambos os grupos
estudados, foram determinados os didmetros maior (D) e menor (d) destes niicleos.
Os cortes foram focalizados em microscopio Jenamed, munido de cimara clara Jena.
Os nicleos, em nimerc de 50 por animal, foram projetados sobre papel, com
aumento final de 1000 vezes, e contornados com lapis ntmero 2.

Da mesma maneira foram avaliados os didmetros maior (D)} e menor (d)
dos nucleos das células do figado (hepatocitos), das fibras do musculo estriado
cardiaco, e dos 4dcinos pancreaticos dos fetos.

Posteriormente, foram medidos os didmetros maior (D) e menor (d) dos
nicleos com auxilio de papel milimetrado. Estes dados foram introduzidos em um
programa para microcomputador desenvolvido no Departamento de Estomatologia
da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto - USP. Foram analisados os seguintes

parametros nucleares (SALA et al., 1994):

Didmetro médio: M = (D .d)%
Perimetro: P = (&/2}.[1,5. (D+4d)-M]
Relagdo entre didmetros: D /d

Volume: V = &1.xn. M

Area: A =n.M2/4

Relaggo: A/V =3/2. M
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Coeficientede forma: F = 4.1 . A/P?
Indice de contorno: [ = P/(A)%

Excentricidade: E = (D+d)%.(D-4)%/D

3.6. TECNICAS ESTERECLOGICAS

Neste trabaiho, utilizou-se uma grade idealizada por MERZ (1968)
impressa sobre papel, que consiste de um quadrado, que limita uma 4rea teste,
contendo um sistema de pontos marcados sobre linhas sinuosas formadas por uma

sucessdo de semicirculos encadeados, conforme mostra a Figura 1.

Figura 1. Representagdo grafica da grade idealizada por MERZ (1968).
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s cortes foram focalizados ao microscopio optico JENAMED, com
objetiva de aumento 100X, munido de camara clara JENA. As imagens obtidas foram
desenhadas sobre a grade.

A grade de MERZ pode ser usada tanto para contar pontos sobre uma
determinada estrutura histolégica como para contar interseccdes entre duas
estruturas contiguas, bastando para isso considerar o nimero de pontos que caem
sobre a estrutura em estudo, no primeiro caso, ou o nimero de vezes em que as

superficies vizinhas cortam a linha curva, no segundo caso.

2} Volume relativo

Com a finalidade de se avaliar percentualmente as estruturas do figado,
coracdo e péancreas fetais, as estruturas placentarias e o niicleo e citoplasma das
células gigantes, empregou-se neste trabalho a técnica de CHALKLEY (1943), cuja

formula é:

VW = {Pn + Pct )/ Pt

onde Pn sdo os pontos contados sobre o nicleo da estrutura, Pct sdo os pontos sobre o
citoplasma e Pt 530 os pontos totais.

b) Volume absoluto

A férmula do volume absoluto é:

Vv - P
Py

V=

onde Vv é o volume relativo da estrutura, P’ é o peso da placenta e Pv é o peso

especifico do tecido placentario.




¢) Volume relative nuclear

O volume relativo nuclear é dado pela férmula:

Von = Pu/(Pn+ Pet) . [ZM/ (2M + 31)]

onde Pn e Pct s8o, respectivamente, o ntmero de pontos gue coincidiram sobre o
ntcleo e o citoplasma das células das estruturas estudadas; M é o didmetro nuclear

médio e t € a espessura do corte histolégico.

d) Volume relativo citoplasmatico
E dado pela férmula:
Voct = 1- Von

onde Vvn é o volume relativo nuclear.

e) Relagio nicleo / citoplasma

A relagio nicleo/citoplasma (N/C) é dada pela relagdo entre os

volumes relativos do niicleo e do citoplasma, expressa pela equacéo:

Tvn

N/C =
Vocit

Os volumes relativos foram determinados pelo nimero de pontos que
incidiu sobre as estruturas consideradas em relacdo ac numero total de pontos da
area teste (DELESSE, 1848; CHALKLEY, 1943; WEIBEL, 1969).
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Na verdade, o valor obtido assim é uma sobreestimacio do valor real,
devido ao chamado "efeito HOLMES" (WEIBEL, 1969), o qual decorre do uso de
cortes histolégicos de espessura finita. Esta estimac8o pode ser corrigida, levando-se
em consideragdo o tamanho da estrutura envolvida e a espessura do corte histolégico.
Assirn HENNIG (1957) propds a seguinte equacfo para a correcdo do efeito Holmes,
considerando os nacleos como esferas de didmetro médio D e sendo t a espessura do
corte:

Von
Voe =
1+3t/2D
onde Vvc € a fragfo volumétrica dos nacleos corrigida e Vvn € a fracio volumétrica
observada. O didmetro médic fol determinado previamente, com o emprego da

cariometria.

A relagao nucleo citoplasma corrigida serd entdo:
Voe
N/ C corrigida =
1-Vuc

sendo 1 - Vvc a fragdic volumétrica citoplasmética corrigida (Vvcit).

f) Volume citoplasmatico e volume celular médios

O volume citoplasmatico (Vct) foi estimado a partir do volume nuclear e
da relacdo ntacleo/citoplasma corrigida. Por sua vez, asoma dos volumes nuclear e

citoplasmatico forneceu o valor estimado para a célula "média" (SALA et al., 1992).

Vn
Vet =

N/C corrigida




O volume da célula média é dado pela relacio:

Veel = Vin+ Vet

g} Densidade numérica

A densidade numérica foi determinada através da equacio:

No = (Vo/Veel) 109

onde Vv é o volume relativo e Veel é o volume celular médio.

h} Ntmero de células por placenta

O namere de células por placenta é dado pela férmula:

Np = (Nv.P/Py)

onde Nv ¢ a densidade numérica, P € o peso da placenta e Pv é o peso especifico do

tecido placentario.
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3.7. TECNICA ESTATISTICA

Para andlise dos resultados, assim como para os diversos célculos
matematicos envolvidos nos estudos morfométricos dos dados, foram utilizados
diversos programas para computador do tipo IBM-PC, em linguagem BASIC
AVANCADO (BASICA) desenvolvidos no Departamento de Bstomatologia da
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto - USP, visando ao processamento dos
dados experimentais. Foi utilizado o teste nido paramétrico de Mann-Whitney

(SIEGEL, 1975).
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4. RESULTADOGS

4.1. RESULTADOS MORFOLOGICOS

4.1.1. Peso e comprimento fetais

O peso corporal dos fetos controles foi significantemente maior (1,654g)
que o dos fetos de mdes infectadas com a cepa RAL de T.cruzi (0,723g) (Tabela 1,
p<{,01).

Da mesma maneira, o feto do grupo controle apresentou comprimento

significantemente maior (2,68cm) que o do infectado (1,86cm) (Tabela 1, p <0,01).

Tabela 1. Valores do peso (g) e do comprimento (¢cm) e indice pdndero-estatural
(g/cm?) dos fetos de camundongos controles (C) e infectados pela cepa
RAL de T.cruzi (I). Teste de Mann-Whitney.

Peso corporal Comprimento fetal Indice péndero-estatural

C I C I C i
1,676 0,909 27 2,0 8,51 11,36
1,627 0,655 2,7 1,8 8,27 11,23
1,745 0,564 2,8 1.7 7,95 11,48
1,570 0,577 25 1.8 10,05 9,89
1,650 0,910 2,7 2,0 8,38 11,28

X X X X X X
1,654 0,723 2,68 1,86 8,63 11,07

U calc. = 0% U calc. = 0* Ucalc. =17
piU] =0004 plUl = 0,004 piU] =0,008

* Estatisticamente significante para o = (0,01
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4.1.2. Peso e didmetro placentarios

Observando-se a Tabela 2, verifica-se que o peso da placenta do feto do
grupo infectado com a cepa RAL de T.cruzi era menor {0,0732g) que o do feto controle
(0,1410g), e tal diferenga era significante (p<0,01). O didmetro placentério mostrou-se
também diminuido no feto de méaes infectadas (6,4mm) quando comparado ac do
controle (7.8mm) (p < (,01), bem como o volume placentdrio (66,62mm? para o

infectado e 128,28mm? para o controle) (p < 0,01).

Tabela 2. Valores do peso (g), didmetro (mm) e volume (mm?®) das placentas dos

animais controles (C) e infectados pela cepa RAL de T.cruzi (I). Teste de

Mann-Whitney.
Peso Diametro Volume
C 1 C I C I
0,133 0,089 8 7 1210 81,0
0,157 0,059 8 6 142,8 53,7
0,142 0,052 8 6 1292 47,3
0,130 0,077 7 6 118,3 70,1
0,143 0,089 8 7 1301 81,0
X X X X x X
0,1410 0,0732 7.8 6,4 128,28 66,62
U cale. = 0% Ucale. = 1% Ucalc. =¥
plU| =0,004 piU| = 0,008 plU| =0,004

* Estatisticamente significante para a = 0,01




4.1.3. Comprimento do cordio umbilical

O corddo umbilical dos fetos do grupo infectado apresentou-se mais

curto (0,6cm) que o do feto controle (0,9cm). Tal diferenca foi significante para

a = 0,01 (Tabela 3). A relacdo comprimento do feto/comprimento do cordio

umbilical ndo apresentou diferenca significante entre o grupo infectado e ¢ controle.

Tabela 3. Valores do comprimento do corddo umbilical (cm) e da relacdo

comprimento do feto/comprimento do corddo umbilical {cm/cm) dos

animais controles (C) e infectados pela cepa RAL de T.cruzi (I). Teste de
Mann-Whitney.

Cordao umbilical

Comprimento feto/comprimento cordio

C I C I
0,9 0.6 3,00 3,33
0,9 0,6 3,00 3,00
1,0 0,6 2,80 2,83
0,7 0,6 3,57 3,00
1,0 0,6 2,70 3,33
X X X X
0,9 0,6 3,014 3,098
U calc. = 0* U calc, = 9ns
plU| =0,004 plU| =0274

* Estatisticamente significante para o = 0,01
ns ndo significante




4.1.4. Relacbes peso fetal / peso da placenia e peso fetal / comprimento do

cordioc umbilical

A relagdo peso fetal/peso da placenta mostrou-se menor (9,97) no feto
do grupo infectado, quando comparado ac controle (11,76). O teste de Mann-Whitney
mosirou ser a diferenca significante para o = 0,01 {Tabela 4}.

Da mesma maneira, a relacdo peso fetal/comprimento do corddo
umbilical mostrou-se diminuida (1,21} nos fetos do grupo infectado, quando
comparado aos do grupo controle (1,86}, e tal diferenca era significante para o = 0,01

{Tabela 4).

Tabela 4. Valores das rela¢des peso do feto / peso da placenta (g/g) e peso de feto /
comprimento do corddo umbilical (g/cm) dos animais controles (C) e
infectados pela cepa RAL de T.cruzi. Teste de Mann-Whitney.

Peso feto / peso placenta Peso feto / comprimento cordao
C 1 C I
12,60 10,21 1,86 1,52
10,36 11,10 1,81 1,09
12,29 10,85 1,75 0,94
12,08 749 2,24 0,96
11,54 10,22 1,65 1,52
X X X x
11,77 9,97 1,86 1,21
U calc. = 2% U calc. = 0%
piU| =0,016 piU| =0,004

* Hstatisticamente significante para a = 0,01
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4.1.5. Histopatologia

4.1.5.1. Placenta
a) Grupo controle

Decidua

A camada decidua apresenta limites marcados por células largas
(gigantes), nos cortes examinados. Os vasos levemente ectdsicos e congestos,
mostram marginagdo de leucocitos (neufrdfilos), escasso material proteinaceo,
eosinofilico e homogéneo, marcando a silhueta vascular e infilirade inflamatdrio
paucicelular; constituidc na sua intimidade por predominio de neutrdfilos
(polimorfonucleares) e linfécitos (mononucleares). O edema intersticial é discreto e
ndo se observa edema intracelular digno de mota. Nos limites entre as camadas

decidua e esponjosa 0s vasos apresentam-se mais dilatados (Figura 1).

Esponjosa

A camada esponjosa apresenta espongioblastos regulares, poligonais, de
citoplasma mais basofilico, de limites esmaecidos. Os nuicleos destas células sdo
regulares, a cromatina do nticleo bem distribuida, homogénea e levemente grumosa.
Observa-se presenca de raras figuras de mitoses tipicas na parte mais distal das
trabéculas de sua camada que invaginam para a intimidade da labirintica. Observa-se
discreto edema intercelular com os espongioblastos apresentando pouco ou nenhum
vactolo citoplasmatico. Os capilares sdo regulares e as células endoteliais de tamanho
uniforme. Os seus vasos sdo mais calibrosos e congestos ao longo do limite com a
decidua. As células gigantes apresentam ntcleo alongado, ligeiramente fusiforme,
com cromatina uniforme, levemente grumosa, com nucléolo excéntrico, e citoplasma

eosinofilico de limites pouco precisos (Figuras 1 e 2).




Labirintica

A camada labirintica é constituida por mirfades de capilares que
parecem obedecer uma disposicdo estratigrafica, com calibres uniformes e congestos.
De permeio, observa-se delgadas traves de tecido corjuntive frouxo. Na sua parte
mais basal, nota-se o epitélio do saco vitelinico com células epiteliais cuboidais, por
vezes cilindricas, com disposigio em palicada. Nesta drea limitrofe, observa-se vascs
dilatados a figura de diminutos lagos sangiiineos pela sua fina e delicada parede. Na
sua 4rea mais periférica, a labirintica mostra sua celularidade com disposicdo a
formar lacunas e corddes celulares; e, na sua 4rea central apresenta a capilaridade 4
descrita. Hsta camada constitui dois tercos da espessura da placenta (Figuras 1,

2,3 e4).

Sindptico

As células da placenta, em toda a sua extensdo, desde a camada decidua
até os limites externos da labirintica, exibem regularidade no tamanho, disposicdo e
inter-relagdo. O edema apresentado ¢ escasso e mais intercelular, principaimente na
decidua. O infiltrado inflamatoric é paucicelular constituido por neutrdfilos e
linfocitos restritos 4 camada decidua, que ndo evidencia dreas de degeneragio,
necrose ¢ calcificagdo distrofica digna de nota. Os vasos das camadas esponjosa e
labirintica tém paredes delgadas, de silhuetas esmaecidas e nfo ha parasitismo. As
células gigantes encontradas nos limites da camada decidua, mostram ndcleos
regulares, elipticos ou ovalares, com nucléolos comspicuos e citoplasma algo

eosinofilico de limites pouco precisos.
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Figura 1. Fotomicrografia da placenta do animal controle. Notar de cima para baixo
a camada labirintica (a), a esponjosa (b}, a camada de células gigantes (¢} e
a decidua basal ou materna (d). Hematoxilina e eosina (250X).




Figura 2. Fotomicrografia da placenta do animal controle. Notar as camadas
labirintica (a) e esponjosa (b). Hematoxilina e eosina (250X).
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Figura 3. Aspecto histolégico da placenta do animal controle. Notar a area das
membranas (a) e a camada labirintica (b). Hematoxilina e eosina (250X).
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Figura 4. Aspecto histologico da camada labirintica da placenta do animal controle.
Hematoxilina e eosina (250X).




b} Grupo infectado

Decidua

A camada decidua mostra-se intensamente parasitada, compreendendo
inclusive as células endoteliais. Observa-se presenca de infiltrado inflamatério
escasso, constituido por plasmocitos e raros linfécitos; de permeio, dreas escassas de
degeneragdo e necrose de coagulacdo. Os vasos apresentam células endoteliais
aumentadas de volume com ntcleos mostrando nucléolos proeminentes, e material
hialino, proteindceo, homogéneo, espessando e marcando a silhueta de suas paredes.
Estes vasos apresentam-se pouco ectdsicos e congestos. Nas dreas de degeneracio e

necrose observa-se presenca de calcificagdo distrdfica escassa (Figuras 6,7, 9, 14 e 15).

Esponjosa

A camada esponjosa apresenta edema intracelular intenso e mais
discreto intercelular. Os espongioblastos mostram ntcleos hipercromaticos e
citoplasma mais eosinofilico, principalmente na 4rea mais central da camada
(degeneracdo). Os vasos apresentam células endoteliais aumentadas de volume com
nucléolos aparentes, espessamento das silhuetas dos vasos por material hialino,
proteindceo, homogéneo e congestdo de suas luzes. O parasitismo é escasso,
representado por ninhos pequenos, mostrando ninhos mais proeminentes e maiores
nos espongioblastos das trabéculas que se invaginam na camada labirintica, contendo

por vezes grandes ninhos. Nesta camada s3o vistas as células gigantes, que exibem

niicleos hipercromaéticos e citoplasma eosinofflico (Figuras 6, 8 e 13).
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Labirintica

A camada labirintica apresenta intenso parasitismo com grandes ninhos
de amastigotas (>100) tomando as células endoteliais, sem reagdo inflamatoria. Os
capilares mostram-se ectasicos e congestos; por vezes, distorcidos, perdendo sua
estratificacio normal. A silhueta dos capilares, espessada por material hialino,
proteindceo, homogéneo, € bem marcada. O epitélic do saco vitelinico mostra edema

intracelular, vasos ectasicos e congestos (Figuras 5, 6, 10, 11, 12 ¢ 13).

Sinéptico

O grupo de animais infectados pela cepa RAL de T.cruzi apresentou
parasitismo com ninhos grandes nas camadas decidua, esponjosa e labirintica, poréﬁ,
com escassa reacdo inflamatéria na decidua, constituida por plasmdcitos e Hnfocitos;
areas de degeneracdo e necrose escassas, com exigiia calcificacdo distrofica nesta
camada. Nas camadas esponjosa e labirintica, embora apresentando parasitismo, nao
havia evidéncia de resposta inflamatéria. Os vasos das trés camadas (decidua,
esponjosa e labirintica), apresentaram-se com suas silhuetas bem marcadas pela
presenca de material proteindceo, hialino e homogeneo (estravasamento - aumento

de permeabilidade vascular a material proteico).

Nas Tabelas 5 e 6 estio expressos resumidamente os quadros
inflamatério e parasitdrio presentes nas placentas dos animais de ambos 0s grupos

estudados.
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Figura 5. Aspecto histologico da camada labirintica da placenta do animal infectado
com a cepa RAL de T.cruzi. Notar os trofoblastos mais delgados.
Hematoxilina e eosina (250X).
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Figura 6. Fotomicrografia da placenta do animal infectado com a cepa RAL de
T.cruzi. Notar de cima para baixo a camada labirintica (a), a esponjosa bem
reduzida (b), a decidua com vasos dilatados e areas de necrose (c); as
células gigantes sdo escassas e menos volumosas (seta cheia). Hematoxilina
e eosina (210 X).




Figura 7. Fotomicrografia da camada decidua da placenta do animal infectado com a
cepa RAL de T.cruzi. Notar dreas de necrose e ninhos do parasita {seta).
Hematoxilina e eosina (950X).
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Figura 10. Placenta do animal infectado com a cepa RAL de T.cruzi. Notar a camada

Figura 11.

labirintica com ninhos de amastigotas nos trofoblastos (setas). HE (250X).

Placenta do animal infectado pela cepa RAL de T.cruzi. Notar a camada esponjosa
em maior aumento com ninhos de amastigotas nos trofoblastos (setas). HE
(950X).




Figura 12. Camada labirintica do amimal infectado em maior aumento. Notar o ninhe de
amastigotas nos trofoblastos (seta). HE (950X).

Figura 13. Placenta do animal infectado, mostrando a labirintica (a) e 2 esponjosa (b} com
ninhos de amastigotas dentro do vaso. HE (950X).
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Figura 14. Decidua da placenta do animal parasitado por T.cruzi. Notar vaso materno com
fibrindide na parede e parasitas ao redor {seta}, além de areas de necrose. HE
{250X).

Figura 15. Decidua com areas de invasdo parasitdria ac redor dos vasos {setas). HE (250X).




Tabela 5. Quadro geral do processo inflamatéric nas placentas de camundongos

controles e infectados pela cepa RAL de T.cruzi.

Estruturas

Grupo Controle

Grupo Infectado pela cepa RAL

Camadas envolvidas
Infiltrade inflamatério

Edema nas camadas

Degeneragdo, necrose,
calcificacio

Célula gigante

Decidua
Neutrofilos, linfécitos

(Ausente a exiguo)
Decidua

{Ausentes a exiguas)
Decidua

Preservada

Decidua
Plasmacitos, linfécitos

Decidua, Esponjosa e
Labirintica

Diecidua

Pouco degenerada

Tabela 6. Quadro geral do processo infeccioso (parasitdrio) nas placentas de

camundongos controles e infectados pela cepa RAL de T.cruzi.

Estrutura

Grupo Confrole

Grupo Infectado pela cepa RAL

Camadas parasitadas
Tamanho dos ninhos
Célula gigante parasitada

Cutras células parasitadas

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Decidua, Esponjosa e Labirintica
Grande*
Presente

Endotelial, espongioblastos e
decidua

* Ninho grande > 100 amastigotas.

UNICAMP
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4.1.5.2. Orgios fetais

4.1.5.2.1. Figado

O figado do feto controle apresentou-se com I6bulos modestamente
constituidos, ja que o contetido de tecido intersticial era pouco. S0 puderam ser
percebidos quando localizada a veia centrolobular e os ductos biliares. Os hepatécitos
mostraram-se volumosos com ntcleos bem evidentes. Foram visiveis ainda os
megacariocitos e os linfécitos, geralmente aderidos nas paredes dos sinusdides. Os
sinusdides eram amplos (Figura 16).

No feto do grupo infectado, o figado apresentou hepatocitos nem
sermpre bem constituidos. Os sinuséides estavam dilatados (Figura 17) e eram visiveis
areas de desorganizacdo (Figura 18). Em outras areas, os hepatocitos mostraram-se

mais volumosos. Nao foram encontrados ninhos de parasita.

4.1.5.2.2. Pancreas

O aspecto histologico do pancreas do feto de camundongo do grupo
controle era de uma glandula acinosa composta por tecido intersticial esparso. A luz
acinar era estreita. O Acino era grande e 0s granulos de secrecio eram bem visiveis.
Nos Iobulos estavam espalhados agrupamentos estéricos de células endéerinas
(ilhotas de Lagerhans) (Figura 19).

No feto do grupo infectado pela cepa RAL de T.cruzi, o pancreas estava
bem preservado e com estrutura semelhante & do controle. N&o foram observados

ninhos de amastigotas nesta glandula (Figura 20).




4.1.5.2.3. Coracdo

A musculatura cardiaca do feto controle estava constituida de fibras

unidas e anastomosadas, com nGcleos grandes e ovais. A estriagdo era visivel (Figura

[

1}.
Nc feto do grupe infectado, a musculatura estava constituida de fibras
mais dispersas, com nticleo de menor volume e com dreas de hemorragia (Figura 22).

Observou-se auséncia de ninhos de parasita.
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Figura 17. Aspecto histologico do figado do feto do grupo infectado por T.cruzi (cepa RAL).
Notar sinusoides dilatados e megacaridcitos. HE (950X).




Figura 18.

Aspecto histolégico do figado do feto
desorganizacio tecidual. HE (950X).

do

grupo infectado.
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Figura 19. Aspecto histoldgico do pancreas do feto do grupo controle. HE (950X).

Fia 20. Aspecohis’coiégicd do péncreasﬁéo.féfco do grupo infectado ?oz T.cruzi (cepa
RAL}. HE (950X}
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Figura 22. Aspecto histolégico do coragdo do feto do grupo infectado por T.cruzi (cepa RAL).
Notar a desorganizacdo tecidual. HE (950X).




4.2, RESULTADOS MORFOMETRICOS

4.2.1, Cariometria dos espongioblastos

Os diametros maior, menor e médio dos nicleos dos espongioblastos
mostraram-se diminuidos nos animais infectados pela cepa RAL de T.cruzi (6,30
pmy; 4,86um e 5,51um), quando comparados aos dos animais controles (7,00um;
56lpm e 6,25um). Tais diferengas foram significantes (Tabela 7, p < 0,01}
A relagdo D/d mostrou-se néo significante no confronto efetuado (1,31 para o
infectado e 1,27 para o controle) (Tabela 7).

O volume, drea, perimetro e relagdo V/A mostraram-se menores nos
animais infectados (93,05um? 24,33um?, 17,66um e 3,67, respectivamente), quando
comparados aos controles (132,5%um?, 31,08um?, 19,92um e 4,17, respectivamente). A
analise estatistica efetuada mostrou que as diferencas eram altamente significantes
para o = 0,01 (Tabela 8).

Na Tabela 9 estdo expressos os valores da excentricidade, coeficiente de
forma e indice de contorno destes nticleos. Da sua analise verificou-se que ndo houve
diferenqa estatisticamente significante entre os grupos controle e infectado pela cepa
RAL de T.cruzi.

Os nucleos dos espongioblastos dos animais infectados eram menores,

porém ndo apresentaram alteracdo de forma.




Tabela 7. Valores médios dos didmetros maior, menor e médio {um) e relacdo D/d
dos ntcleos dos espongicblastos das placentas dos animais controles (C)
¢ infectados pela cepa RAL de T.cruzi (I). Teste de Mann-Whitney.

Didmetro maior  Didmetro menor Diametro meédio Relagdo D/d
C 1 C I C I C 1
6,72 6,42 5,39 515 6,02 573 1,26 1,27
6,94 6,14 6,00 4,75 6,45 5,37 117 1,31
7,38 6,08 5,89 4,80 6,57 5,37 1,27 1,28
7,28 6,37 5,60 4,50 6,37 5,56 1,32 1,32
6,72 6,51 5,20 4,74 5,89 5,52 1,31 1,39
% x X X X x X X
7,00 6,30 5,61 4,86 6,26 5,51 1,27 1,31

Ucale. =0 Ucale. = (* Ucale. =0* U calc. = 6,57
piU] = 0,004 piU| = 0,004 piU| =0,004 plU| =0133

* Estatisticamente significante para o = 0,01
ns ndo significante

Tabela 8. Valores médios do volume (um?), drea (um?), perimetro (um) e relacéo
V/ A dos nticleos dos espongioblastos das placentas dos animais controles
(C) e infectados pela cepa RAL de T.cruzi (I). Teste de Mann-Whitney.

-~

Volume Area Perimetro Relacdo V/A

C I C I C I C I
115,59 105,04 28,50 26,32 19,11 18,26 4,00 3,82
144,25 86,81 32,94 23,18 20,37 17,23 4,30 3,58
153,47 85,88 34,29 23,11 20,93 17,19 4,38 3,58
140,28 93,57 32,23 24,58 20,35 17,81 4,24 3,70
109,34 93,96 27 A7 24,46 18,83 17,83 3,93 3,68

X X X X X X X X
132,59 93,05 31,09 24,33 19,92 17,66 4,17 3,67

U calc. = 0% Ucalc. =0 U calc. = 0¥ Ucalc. = 0*
p|U| =0,004 piU| =0,004 piU| =0,004 p|U| = 0,004

* Estatisticamente significante para « = 0,01
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Tabela 9. Valores médios do coeficiente de forma, indice de contorno e
excentricidade dos nucleos dos espongioblastos das placentas dos
animais controles (C) e infectados pela cepa RAL de T.cruzi (I). Teste de

Mann-Whitney.

Coeficiente de forma Indice de contorno Excentricidade
C I C I C I
3,96 0,99 3,58 3,56 0,60 0,60
1,00 (0,98 3,55 3,58 0,50 0,63
0,98 0,98 3,57 3,58 0,60 0,61
0,98 0,97 3,58 3,59 0,64 064
0,97 0,97 3,59 3,61 0,63 0,69
% X X X X X
3,98 0,98 3,57 3,58 0,59 0,63
Ucale. = 10ms Ucalc. = 8,5ns Ucalc. = 7ns
p|U| =0345 p|U| =0,242 p|U| =0,155

s ndo significante
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4.2.2. Cariometria das células giganies

Os didmetros maior, menor e médio dos nicleos das células gigantes
mostraram-se significantemente diminuidos nos animais infectados com a cepa RAL
de T.cruzi (1882um; 1058um e 14,10um), quando comparados aos dos animais
controles (21,88um; 16,34um; 18,8%um) {p < 0,01 - Tabela 10). A relacdo D/ d mostrou
valor significantemente maior {p < 0,01) para o animal infectado (1,79) que o controle
(1,34).

O volume, drea, perimetro e relagdo Y/ A mostraram valores menores
nos anirnais infectados (1467,65um?; 156,51um? 47,17um e 9,34 respectivamente),
guando comparados aos dos animais controles (3512,19um?; 280,47um? 60,38um e
12,51) (Tabela 11 - p < 0,01).

Analisando-se a Tabela 12, verifica-se que os valores para o indice de
contorno e excentricidade dos nucleos das células gigantes sdo maiores no grupo
infectado (3,78 e 0,83) que no controle (3,61 e 0,66) {(p < 0,01), enquanto que ©
coeficiente de forma era menor (0,88) quando comparado ao do controle (0,97)
(p <0,01).

Os nucleos das células gigantes dos animais infectados eram menores,

porém mais alongados.
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Tabela 10. Valores médios dos didmetros maior, menor e médio {um) e relacdo D/d
dos nucleos das células gigantes das placentas dos animais dos grupos
controle () e infectado pela cepa RAL de T.cruzi {I). Teste de Mann-

Whitney.

Difdmetro maior  Didmetro menor  Didmetro médio Relacdo D/d
C I C I C I C I
22,9 19,3 16,6 114 16,50 14,83 1,38 1,69
21,7 19,8 16,9 10,1 19,15 14,14 1,28 1,96
20,8 18,9 17,2 111 18,91 14,48 1,21 1,70
20,7 18,3 15,9 9,0 18,14 12,83 1,30 2,03
23,3 17.9 151 113 18,76 14,22 1,54 1,58
X X X X X X X X
21,88 18,84 16,34 10,58 18,89 14,10 1,34 1,79
U cale. =0 Ucale. = 0% U calc. =0 Ucalc. =%
piU} =0,004 p|U}] =0,004 plU| =0,004 plU] =0,004

* Estatisticamente significante para o = 0,01

Tabela 11. Valores médios do volume (um?), area (um?), perimetro (um) e
relacdo V/A dos nucleos das células gigantes das placentas dos animais
dos grupos controle (C) e infectado pela cepa RAL de T.cruzi (1). Teste de

Mann-Whitney.
Volume Area Perimetro Relacdo V/A
C I C I C I C I
3855,74 1696,00 298,65 172,73 62,44 49,04 12,91 9,82
3651,82 1470,12 288,02 157,03 60,87 48,24 12,68 9,36
3516,24 1578,73 280,85 164,67 59,83 47,24 12,52 9,59
3103,95 109820 25844 129,28 57,74 44,17 12,01 8,49
3433,22 149521 276,41 158,81 61,01 46,46 12,42 942
X X X X X X X X
3512,19 146765 28047 156,51 60,38 47,17 12,51 9,34
Ucalc. = 0* U calc. =0* U calc. = 0% U calc. = 0*
plU| =0,004 piUl =0,004 pl Ul =0,004 plUl =0,004

* Bstatisticamente significante para o = 0,01
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Tabela 12. Valores médios do coeficiente de forma, indice de contorno e
excentricidade dos mntcleos das células gigantes das placentas dos
animais dos grupos controle {C) e infectado pela cepa RAL de T.cruzi
(I). Teste de Mann-Whitney.

Coeficiente de forma Indice de contorne Excentricidade
C I C I C I
0,96 0,90 3,61 3,73 0,69 0,81
0,98 0,85 3,59 3,85 0,63 0,86
0,99 0,90 3,57 3,74 0,56 0,81
0,97 0,83 3,59 3,88 0,64 0,87
0,93 0,92 3,67 3,69 0,76 0,78
X X x X X X
0,97 0,88 3,61 3,78 0,66 0,83
U calc. = (¥ U calc. =0* Ucale. =0*
p|U| =0,004 piUl =0,004 pl Ul =0,004

* Estatisticarnente significante para o = 0,01




4.2.3. Cariometria dos tecidos fetais

4.2.3.1. Figado

O difmetro menor dos ntcleos dos hepatécitos  mostrou-se
significantemente diminufdo nos fetos nascidos de maes infectadas pela cepa RAL de
T.cruzi (5,13um) quando comparados ac do grupo controle (5,51um) {p < 0,05 -
Tabela 13). Os dados apresentados nas Tabelas 14 e 15 ndo mostraram diferencas

estatisticamente significantes entre os grupos.

Tabela 13. Valores meédios dos diametros maior, menor e médio (um) e relacio D/d
dos niicleos dos hepatoécitos dos fetos do grupo controle (C) e dos fetos
nascidos de mées infectadas pela cepa RAL de T.cruzi (I). Teste de Mann-

Whitney.

Didmetro maior  Didmetro menor  Diidmetro médio Relacao D/d
C I C I C I C I
6,51 5,94 5,42 4,87 5,93 5,37 1,21 1,22
6,28 5,95 5,40 512 582 5,51 117 1,17
6,45 6,24 5,49 5,20 5,94 5,69 1,18 1,21
6,52 6,81 5,21 5,56 5,98 6,14 1,19 1,24
6,32 5,77 5,74 4,88 6,02 5,30 1,10 1,19
X X X X X X x X
6,42 6,14 5,51 513 5,94 5,60 1,17 1,21
U calc. = brs U calc. = 4% U cale. = bns Ucalc. =5,5ms
piUl =0,075 p|U| =0,048 plUI =0075 plU| =0093

* Bstatisticamente significante para a = 0,05
ns njo significante




Tabela 14. Valores médios do volume (um?), area (um?), perimetro (um) e relagio
V/ A dos niicleos dos hepatécitos dos fetos do grupo controle (C) e dos
tetos nascidos de maes infectadas pela cepa RAL de Tuoruzi (1), Teste de

Mann-Whitney.

Volume Area Perimetro Relacdo V/A

C i C I C I C I
111,79 82,98 27,83 22,84 18,80 17,03 3,95 3,58
105,74 89,36 26,80 24,01 18,39 17,43 3,88 3,67
112,98 100,04 28,00 25,72 18,80 18,02 3,96 3,79
114,19 126,80 28,29 30,05 18,94 19,50 3,99 4,09
116,17 79,61 28,62 22,21 18,96 16,77 4,01 3,33

x X x X X X X X
112,17 95,76 27,91 24,97 18,78 17,75 3,96 373

U calc. = 5rs Ucalc. = brs U calc. = 55 U calc. = 5ms
plU| =0,075 piU] =0,075 piUl =0,075 pil| =0,073

ns ndo significante

Tabela 15. Valores médios do coeficiente de forma, indice de contorno e
excentricidade dos nticleos dos hepatécitos dos fetos do grupo controle
(C) e dos fetos nascidos de mées infectadas pela cepa RAL de T.cruzi (I).
Teste de Mann-Whitney.

Coeficiente de forma Indice de contorne Excentricidade
C I C I C I
0,98 0,98 3,58 3,58 0,55 0,57
0,99 0,99 3,57 3,57 0,51 0,51
0,99 0,98 3,57 3,58 0,52 0,55
0,99 0,98 3,57 3,59 0,53 0,58
0,99 0,98 3,55 3,57 0,41 0,53
X X x X X X
0,95 0,98 3,57 3,58 0,50 0,55
U calc. = bns U cale. = ons U cale. = 5,bms
plUl =0,075 plU|l =0111 plU| =0,093

s ndo significante




4.2.3.2. Piancreas

Os diametros maior e médio dos ntcleos das células pancresticas
mostraram-se significantemente diminuidos nos fetos nascidos de mies infectadas
pela cepa RAL de T.oruzi (5,23 e 4,84um), quando comparados aos fetos controles
(5,59 e 5,04um} (p < 0,05 e p < 0,01 - Tabela 16).

O volume, area, perimetro e relacdo V/ A apresentaram valores menores
nos fetos nascidos de miaes infectadas (60,76um?® 18,55um2 1537um e 3,23,
respectivamente), quando comparados aos fetos controles (69,16um? 20,17um2
16,01um e 3,36) (Tabela 17 - p < 0,01}

O coeficiente de forma, indice de contorno e excentricidade nao

apresentaram diferencas significantes entre os grupos estudados (Tabela 18).

Tabela 16. Valores médios dos didmetros maior, menor e médio (um) e relacdo D/d
dos nucleos das células acinares do pancreas dos fetos do grupo controle
(C) e dos fetos nascidos de maes infectadas pela cepa RAL de T.cruzi (I).

Teste de Mann-Whitney.

Didmetro maior  Didmetro menor  Didmetro médio Relacdo D/d
C I C I C I C I
5,70 515 4,39 4,50 4,99 4,81 1,31 1,15
5,64 5,43 4,74 4,48 5,16 4,92 1,20 1,23
5,34 5,31 4,52 4,30 4,90 4,76 1,19 1,25
5,62 5,36 4,48 4,45 5,00 4,87 1,27 1,22
5,67 5,39 4,69 4,38 5,15 4,85 1,22 1,24
X X X x X X X X
5,59 5,33 4,56 4,42 5,04 4,84 1,24 1,22

U calc. = 3* U calc. =4 5ns Ucalc. = 1% Ucalc. = 11,50
plU]| =0,028 piU| =0061 pi Ul =0,008 plU| =0,460

* Estatisticamente significante para o = 0,05
** Estatisticamente significante para o = 0,01
ns ndo significante
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Tabela 17. Valores médios do volume (um?), area (um?), perimetro (um) e relagdo

V/A dos nitcleos das células acinares do pancreas dos fetos do grupo
controle (C) e dos fetos nascidos de mées infectadas pela cepa RAL de
T.cruzi (I). Teste de Mann-Whitney.

YVolume Area Perimetro Relacdo V/A
C I C 1 C i C I
67,04 59,29 19,76 18,27 15,93 15,19 3,33 3,21
75,41 63,26 21,26 19,10 16,35 15,62 3,44 3,28
63,14 57,80 19,03 17,95 15,53 15,16 3,27 3,18
67,63 62,42 19,87 18,83 15,94 15,46 3,34 3,25
72,57 61,05 20,92 18,60 16,32 15,41 3,43 3,23
X X X X X X X X
69,16 60,76 20,17 18,55 16,01 15,37 3,36 3,23
Ucalc. =17 Ucalc. =17 Ucale. = 1* Ucalc. = 1%
piU| =0,008 plU] =0,008 piU! =0,008 plU]| =0,008

* Estatisticamente significante para o = 0,01

Tabela 18. Valores médios do coeficiente de forma, indice de contorno e

excentricidade dos nucleos das células acinares do pancreas dos fetos do
grupo controle {C) e dos fetos nascidos de maes infectadas pela cepa RAL
de T.cruzi (I). Teste de Mann-Whitney.

Coeficiente de forma Indice de contorno Excentricidade
C I C I C I
0,97 0,99 3,60 3,56 0,64 0,49
0,98 0,98 3,57 3,58 0,54 0,57
0,98 0,97 3,57 3,59 0,53 0,59
0,97 0,98 3,59 3,58 0,60 0,56
0,98 0,98 3,58 3,59 0,56 0,58
X X X X X X
0,98 0,98 3,58 3,58 0,57 0,56
U calc. = 8,5m Ucalc. = 120 Ucale. = 11,50
plU| =0,242 pilU| =0,500 p|U| =0,460

s no significante
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4.2.3.3. Coracdo

OUs diametros menor e médio dos nucleos das fibras musculares
cardiacas mostraram-se diminuidos nos fetos provenientes de maes infectadas
{(3,74um e 5,52pum respectivamente) quando comparados aos fetos controles
(4,23pm e 6,04pmj, sendo tais diferencas estatisticamente significantes (Tabela 19,
p<0,05ep<0,01).

O volume, area, perimetro e relacdo V/ A mostraram-se menores nos
fetos do grupo infectado (82,87um?3 22,59um? 18,69um e 3,54, respectivamente). A
analise estatistica mostrou diferencas altamente significantes para o = 0,01 (Tabela
20y,

O coeficiente de forma, indice de contorno e excentricidade n3o

apresentaram diferengas estatisticamente significantes entre os grupos (Tabela 21).

Tabela 19. Valores médios dos difimetros maior, menor e médio (um) e relacdo D/d
dos nucleos das fibras musculares cardiacas dos fetos do grupo controle
(C) e dos fetos nascidos de maes infectadas pela cepa RAL de T.cruzi (I).
Teste de Mann-Whitney.

Didmetro maior  Didmetro menor Diametro médic Relacao D/d
C I C I C I C I
8,08 6,72 4,72 3,97 6,15 513 1,75 1,72
942 8,57 3,83 3,17 5,98 5,16 2,52 279
8,85 812 4,15 3,93 6,04 5,63 217 2,10
8,10 8,71 4,34 3,70 5,90 5,62 1,92 245
9,28 6,55 4,12 3,94 6,15 5,04 2,31 1,72
X X X X X X X X
8,75 7,73 4,23 3,74 6,04 5,32 2,13 2,16
U calc. =61 U cale. = 3* U calc. = 0** Ucalc. =11ms
plU} =0,111 p|Uj =0,028 plU| =0,004 plUl =0421

* Estatisticamente significante para o = 0,05
** Estatisticamente significante para a = 0,01
ns ndo significante
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Tabela 20. Valores médios do volume (um?), area (um?), perimetro (um) e relagdo
V/A dos niucleos das fibras musculares cardiacas dos fetos do grupo
controle (C) e dos fetos nascidos de maes infectadas pela cepa RAL de
T.cruzi (I). Teste de Mann-Whitney.

Volume Area Perimetro Relagido V/A

C I C I C 1 C I
127,23 74,76 30,14 21,06 20,50 17,13 4,10 342
117,86 75,28 28,56 21,23 21,83 19,56 3,99 3,44
119,01 96,45 28,94 25,15 21,15 19,55 4,02 3,75
109,95 97,39 27,54 25,21 20,05 20,41 3,93 3,75
126,69 70,48 30,08 20,29 21,92 16,80 4,10 3,36

x X X X X X X X
120,15 82,87 29,05 22,59 21,09 18,69 4,03 3,54

Ucale. = Ucalc. =0* Uecale. =1* Ucale. =0
plU] =0,004 p|U| =0,004 piU| =0,008 plU| =0,004

* Estatisticamente significante para o = 0,01

Tabela 21. Valores médios do coeficiente de forma, indice de contorno e
excentricidade dos ntcleos das fibras musculares cardiacas dos fetos do
grupo controle (C) e dos fetos nascidos de maes infectadas pela cepa
RAL de T.cruzi (I). Teste de Mann-Whitney.

Coeficiente de forma Indice de contorno Excentricidade
c 1 C I C I
0,89 0,89 3,77 3,76 0,80 0,76
0,75 0,71 4,13 4,26 0,91 0,91
0,81 0,82 3,95 3,92 0,87 0,86
0,86 0,76 3,84 410 0,83 0,89
0,78 0,89 4,03 3,76 0,88 0,75
X X X X X X
0,82 0,81 3,94 3,96 0,86 0,83
U calc, = 12ns Ucalc. =11 U calc. = 10,57
p|UJ =0,500 plU| =0421 p|U| =0383

ns 3o significante




4.3. RESULTADOS ESTEREOLOGICOS

4.3.71. Placenta

Volumes relativos da placenta

Os volumes relativos da placenta ocupados pela decidua basal, camada
esponjosa e camada labirintica nos grupos estudados estdo apresentados na Tabela
22. A analise estatistica, mediante o teste de Mann-Whitney, permitiu observar
diferenca significativa no volume relativo da camada esponjosa, sendo menor no

grupo infectado pela cepa RAL de Tlcruzi (26,69%) em relagdo ao grupo controle
(29,64%).

Tabela 22. Volumes relativos (%) ocupados pela decidua e camadas esponjosa e
labirintica das placentas dos animais controles (C) e infectados pela cepa
RAL de T.cruzi (I). Teste de Mann-Whitney.

Decidua Esponjosa Labirintica
C 1 C I C I
9,16 8,02 26,50 23,43 63,94 68,55
8,63 7,71 29,66 26,76 61,71 65,57
8,17 6,71 2921 25,72 62,64 67,57
8,83 9,14 29,82 2981 61,35 61,05
10,43 9,63 32,63 27,71 56,94 62,66
X X X X X X
9,04 8,24 29,64 26,69 61,32 65,08
U calc. = 7ms U calc. = 4* U calc. = 6m
plU| =0,155 piU] =0,048 plU| =0,111

* Estatisticamente significante para o = 0,05
ns nFo significante




Volumes absolutos da placenta

Os volumes absolutos ocupados pela decidua basal e pelas camadas
esponjosa e labirintica nas placentas dos animais dos grupos estudados, estio
contidos na Tabela 23 As trés regiSes placentarias apresentaram diferencas
estatisticamente significantes, ap6s o teste de Marn-Whitney, sendo menor no grupo

infectado pela cepa RAL de T.cruzi em relagfo ao grupo controle.

Tabela 23. Volumes absolutos (ermn mm?®) das regifes decidua, esponjosa e labirintica
das placentas dos animais controles (C) e infectados pela cepa RAL de
T.cruzi (1). Teste de Mann-Whitney.

Decidua Esponjosa Labirintica
C I C I C I
11,08 6,50 32,55 18,98 77,37 55,53
12,32 4,14 42,35 14,37 88,12 35,21
10,55 317 37,74 12,17 80,93 31,96
10,44 6,41 35,28 20,90 72,58 42,80
13,57 7,80 42,45 22,45 74,08 50,75
X X x X X X
11,59 5,60 38,07 17,77 78,62 43,25
U calc. = 0% U calc. = 0% U calc. = 0*
p| U =0,004 p|U| =0,004 piU| =0,004

* Estatisticamente significante para o = (,01

Volumes relativos nuclear e citoplasmatico das células gigantes

Os volumes relativos dos ntcleos e citoplasma das células gigantes
estdo apresentados na Tabela 24. Apds sua andlise, pode-se verificar ndo haver

diferenca estatistica entre os grupos estudados.
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Tabela 24. Valores médios do volume relativo (%) dos nicleos e citoplasma das
células gigantes das placentas dos animais dos grupos controle (C) e
infectado pela cepa RAL de T.cruzi (I). Teste de Mann-Whitney.

Volume relativo

Ntcleo Citoplasma
C I C i
18,82 16,97 81,18 83,03
15,12 23,50 84,88 76,50
14,52 13,70 85,48 86,30
15,98 14,69 84,02 85,31
17,52 15,31 82,48 84,69
X X X X
16,39 16,83 83,61 83,17
U calc. = 11ns Ucalc. =11ms
piU| =0421 plU| =0421

ns ngo significante

Volume relativo das células gigantes

O volume relativo celular mostrou valor menor no animal infectado
(0,49) em funcdo do seu controle (1,78). O teste de Mann-Whitney mostrou

significancia nesta diferenca (Tabela 25 - p < 0,01).

Relacdo niicleo-citoplasma

Esta relacdo nic mostrou ser estatisticamente diferente no confronto

efetuado (Tabela Z5).




Tabela 25. Valores médios do volume relativo (%), volume absoluto (mm?®) e da
relacdo nficleo/citoplasma das células gigantes das placentas dos
animais dos grupos controle {C} e infectado pela cepa RAL de T.cruzi.

Teste de Mann-Whitney.
Volume relativo Volume absoluto Relagdo N/C
C I C 1 C I
2,0 0,55 242 045 0,232 0,204
18 0,65 2,57 0,35 0,178 0,307
14 0,45 1,81 0,21 0,170 0,159
2,3 0,40 2,72 0,28 0,190 0,172
14 0,40 1,82 0,32 0,212 0,181
x X X x x X
1,78 0,45 2,27 0,32 0,1964 0,2046
Ucalc. =0* Ucalc. =0* U calc. = 11rs
p U] =0,004 plU] =0,004 p|U! =0,421

* Estatisticamente significante para o = 0,01
s njo significante

Volumes celular e citoplasmatico

Os volumes celular e citoplasmatico das células gigantes das placentas dos
animais infectados eram menores (9063,96 e 7596,30um?® respectivamente) que os dos seus
controles (21725,89 e 18213,70um3) e tais diferencas eram significantes para o = 0,01 (Tabela 26).

Tabela 26. Valores médios dos volumes celular e citoplasmatico (um?®) das células

gigantes das placentas de animais controles (C) e infectados pela cepa
RAL de T.cruzi. Teste de Mann-Whitney.

Volume celular Volume citoplasmatico

C I C I
20633,85 10061,82 1677811 8365,82
24323,57 6298,46 20671,75 4828,34
2438645 11599,69 20870,21 10020,%6
19554,57 7526,03 16450,62 6427,83
19731,03 9833,78 1629781 8338,57

X X X X
21725,89 9063,96 18213,70 7596,30

U calc. = 0* Ucale. = 0*
p|U| =0,004 plU| =0,004

* Estatisticamente significante para o = 0,01
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Densidade numeérica

O namero de células gigantes por mm? de tecido foi igual a 580,96
células no feto infectado e 833,83 células nos controles. Esta diferenca foi significante

para o = 0,05 (Tabela 27},

Niimero de células gigantes por placenta

O ntimero de células gigantes por placenta era menor no feto infectado
(37649,85), quando comparado ao do seu controle {105717,20) e tal diferenca foi
significante para oo = 0,01 (Tabela 27).

Tabela 27. Valores médios da densidade numérica (ne/mm3) das células
gigantes, e do ntmero de células gigantes por placenta dos animais
controles {C) e infectados pela cepa RAL de T.cruzi (I). Teste de Mann-

Whitney.
Densidade numérica Ne células gigantes por placenta
C I C I
969,28 546,62 117283,01 44276,28
740,02 1032,00 105675,28 55418,31
574,09 387,94 74172,34 18349,63
1176,20 531,49 139143,94 37257,36
709,54 406,76 92311,45 32947 66
X X x X
833,83 580,96 105717,20 37649,85
U calc. = 4* U calc. = 0%
p|U| =0,048 piU| =0,004

* Estatisticamente significante para o = 0,05
** Estatisticamente significante para o = (0,01
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4.3.2. Orgdos fetais

4.3.2.1. Figado

Densidade de volume

Apos analise da Tabela 28, observou-se valores maiores para hepatécitos
e menores para sinusdide nos fetos do grupo inoculado. Os confrontos efetuados
mostraram que as diferencas eram estatisticamente significantes (p < 0,01). Os

valores para megacaridécito eram semelhantes nos dois grupos estudados.

Tabela 28. Valores médios da densidade de volume de hepatécitos, sinuséides e
megacariocitos do figado dos fetos controles (C) e inoculados (I) com a
cepa RAL de T.cruzi. Teste de Mann-Whitney.

Hepatécito Sinusoide Megacariocito
C I C 1 C I
0,3490 03,5450 0,6490 0,4550 0,0020 (2,0000
0,4090 04520 0,5910 0,5480 0,0000 0,0000
0,3530 0,4535 0,6455 0,5465 0,0015 0,0000
0,3585 0,4025 0,6385 0,5955 0,0030 0,0020
0,3380 06,4230 0,6620 0,5760 0,0000 0,0010
X X X X X X
0,3615 0,4552 0,6372 0,5442 0,0013 0,0006
Ucalc. =17 Ucalc. = 1* Ucale. = 8,5ms
p U} =0,008 p U] =0,008 p U} =0242

* Estatisticamente significante para o = 0,01
s n3o significante
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4.3.2.2, Péncreas

Volume relative nuclear e citoplasmatico

Analisando-se a Tabela 29, observa-se que os valores para o niicleo e
citoplasma das células acinares do péncreas dos fetos dos dois grupos estudados,

eram semelhantes entre si.

Relacio nacleo/citoplasma

Também para a relagdo nucleo/ citoplasma os valores eram semelhantes

nos dois grupos estudados (Tabela 29).

Tabela 29. Valores médios do volume relativo nuclear, volume relativo de citoplasma
e relagdo nucleo/citoplasma das células acinares do pancreas dos fetos do
grupo controle (C) e do grupo inoculado (I) com a cepa RAL de T.cruzi.
Teste de Mann-Whitney.

Vol rel. nuclear Vol. rel. citoplasma Relacdo N/C
C I C I C I
0,04 0,05 0,96 0,95 0,0377 0,0472
0,05 0,05 0,95 0,95 0,0527 0,0541
0,06 0,05 0,94 0,95 00,0588 0,0474
0,05 0,03 0,95 0,97 0,0520 0,0342
0,04 0,05 0,96 0,95 0,0435 0,0507
X X X x X X
0,048 0,046 0,952 0,954 00,0489 0,0467
U calc. =12ms U calc. = 12ns U calc. = 10ms
p |Ul =0500 p U] =0500 plU| =0,345

ns ndo significante
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Volume citoplasmatico

Da mesma maneira, os valores para o volume citoplasmatico das células

acinares eram semelhantes nos fetos dos dois grupos estudados (Tabela 30).

Volume celular

Os valores para o volume celular dos 4cinos pancreaticos eram

semelhantes em ambos grupos de fetos estudados (Tabela 30).

Densidade numeérica

Mais uma vez, a densidade numérica pancreatica era semelhante nos

dois grupos de fetos estudados (Tabela 30).

Tabela 30. Valores médios do volume de citoplasma (um?) , volume celular (um?3) e
densidade numeérica (n°/mm?) das células acinares do pancreas dos fetos
do grupo controle (C) e do grupo inoculado (I) com a cepa rAL de
T.cruzi. Teste de Mann-Whitney.

Volume citopl. Volume celular Densidade numérica

C I C I C I
1726,17 1235,67 1791,23 1293,94 558275,1 772830,7
1365,00 1152,96 1436,94 1215,32 695925,4 8228306
1047,31 1191,%4 110891 124841 901790,2 8010184
1259,10 1770,24 1324,55 1830,72 754973,4 5462321
1645,30 1177,94 1716,82 1237,67 5824729 807968,2

X X X x X X
1408,58 1305,75 1475,69 1365,21 698687 4 750176,0

U calc. = 9ms U calc, = 9ms U calc. = 9ms
plU| = 0274 plU| =0,274 piU| =0274

ns n3o significante
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4.3.2.3. Coragao

Volume relativo nuclear e citoplasmatico

Os valores dos volumes relativos para nicleo e citoplasma da fibra
cardiaca, para propria fibra e para tecido conjuntivo, nfio mostraram diferencas em

ambos grupos de fetos estudados {Tabelas 31 ¢ 32).

Relacdo niucleg/citoplasma

Os valores para esta relacdo eram semelhantes nos fetos de ambos

grupos estudados (Tabela 31).

Tabela 31. Valores médios do volume relativo nuclear, volume relativo de
citoplasma e relacdo nucleo/ citoplasma das fibras musculares do coracio
dos fetos do grupo controle (C) e do grupo inoculado (I) com a cepa RAL
de T.cruzi. Teste de Mann-Whitney.

Vol. rel. nuciear Vol. rel. citoplasma Relacdo N/C
C I C I C I
0,07 0,05 0,93 0,95 0,0737 0,0567
0,06 0,06 0,94 0,94 0,0645 0,0587
0,08 0,06 0,92 0,94 0,0831 0,0691
0,07 0,07 0,93 0,93 0,0799 0,0777
0,06 0,07 0,94 0,93 06,0611 0,0696
X X X X X X
0,07 0,06 0,93 0,94 0,0725 0,0664
U calc. = &= U cale. = 8ns Ucalc. = 7ns
p U} =0210 p | U =0210 piUl=0155

ms ndo significante
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Tabela 32. Valores médios do volume relativo de fibra muscular cardiaca e de
conjuntivo dos fetos do grupo controle (C) e do grupo inoculado (I com a
cepa RAL de T.eruzi. Teste de Mann-Whitney.

Volume relative de fibra Volume relative de conjuniivo
C I C I
0,805 0,859 0,195 0,141
0,785 0,743 0,215 0,257
0,787 0,740 0,213 0,260
0,832 0,821 0,168 0,179
0,797 0,855 0,203 0,145
X X X X
0,801 0,804 0,199 0,19
U calc. = 1108 Ucalc. =11m
plU| =0,421 plU| =0,421

ns nFo significante

Volume citoplasmatico

O volume citoplasmatico da fibra cardiaca era maior (1623,62um?®) no
feto controle, quando comparado ac do feto do grupo inoculado com a cepa RAL de

T.cruzi (1196,60pm3). Esta diferenca foi significante para o = 0,01 (Tabela 33).

Volume celular

Conseqiientemente, também o volume celular era maior (1739,31um?) no
feto controle que no inoculado (1275,81ume) e tal diferenca foi significante para o = 0,01

(Tabela 33).




Densidade numérica

A densidade

numérica das fibras mostrou-se  aumentada

(793678,6/mmm?) nos coracdes dos fetos inoculados, quando comparada & das do
grupo controle (585957,0/mm?), e tal diferenca era significante para o = ,01 (Tabela
33).

Tabela 33. Valores meédios do volume de citoplasma (um?), volume celular (um?) e
densidade numeérica (n°/mm?) das células musculares cardiacas dos fetos
do grupo centrole (C) e do grupo inoculado (I} com a cepa RAL de
T.cruzi. Teste de Mann-Whitney.

Volume citopl. Volume celular Densidade numérica

C I C I C 1
1651,90 1246,25 1773,69 1316,94 5637949 759337 ,4
1735,95 1226,05 184792 1297,99 541150,3 770421,1
1389,22 1351,65 1504,59 1445,09 664633,2 691998,8
1346,70 1196,03 1454,24 1288,97 687645,2 775816,0
1994,34 963,03 2116,13 1030,06 472561,6 970819,7

X X X X X X
1623,62 1196,60 173931 1275,81 585957.,0 793678,6

Ucale. =17 Ucalc. =0* Ucalc. =0*
p|U} = 0,008 piU| =0,004 plU| =0,004

* Estatisticamente significante para o = 0,01

s nAo significante




5. DISCUSSAQ

CHAGAS (1911, 1916, 1922, 1930, 1934) ja evidenciara a
responsabilidade da infecgdo congénita por T.cruzi na deficiéncia fisico-mental. A
partir dai, uma série de pesquisas procuraram comprovar a transmissio
transplacentéria nas fases aguda e cronica da infeccdo materna. Em 1914, MAYER &
ROCHA-LIMA observaram pela primeira vez ninhos de amastigotas na placenta de
camundongos, ndo encontrando parasitas nos fetos. Posteriormente em 1921,
NATTAN-LARRIER observou a ftransmissZo congénita em cobailas, relatando
incidéncia elevada de abortamentos. Em 1928, o mesmo autor verificou a presenga de
ninhos de amastigotas, ocasionando lesfes placentdrias em cobaias. A partir dos
resultados, ¢ autor sugeriu que as lesdes placentdrias permitiriam algum tipo de
comunicacao entre os sangues materno e fetal.

No ser humano, a infeccdo chagdasica congénita estd associada a
abortamento, prematuridade, baixo peso ao nascer e natimortalidade, na maioria dos
casos. Tal fato ndo foi ainda devidamente estudado na infeccdo experimental
(HOWARD & RUBIQ, 1968; BITTENCOURT et al., 1972, 1975; CARLIER ef al., 1987).
Por outro lado, diversos trabalhos tém demonstrado experimentalmente que cepas
distintas se comportam de modo diverso quanto & severidade da doenca e ac padrio
de transmissibilidade intra-uterina (ANDRADE et al, 1973, ANDRADE, 1982
NUNES et al., 1990;.

As primeiras alteracbes dos fetos, observadas neste trabalkho, foram o
peso corporal e o comprimento menores naqueles fetos cujas maes foram infectadas
com a cepa RAL de T.cruzi (0,72g e 1,86cm, respectivamente) em relacdo aos seus
controles (1,65g e 2,68cm). Em trabalho realizado no Laboratério de Parasitologia do
Departamento de Ciéncias da Sadde da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto - USP, MENEGUETTE (1997) e MENEGUETTE et al. (1999 a, b, ¢

também observaram fetos de menor pesc em animais inoculados com a cepa RC ¢
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Colombiana (0,91g e 0,80g, respectivamente). Entretanto, os fetos provenientes de
mdes infectadas com as cepas Y e Bolivia, apresentaram peso corporal menor que as
cepas anteriores (0,70g para Y e 0,68¢g para Bolivia). O comprimento dos fetos, quando
comparado ao comprimento fetal dos animais inoculados com as cepas estudadas por
MENEGUETTE (1997}, também mostrou valor diminuido.

No ser humane, a reducdo do peso fetal estd comumente associada a
infeccdo chagasica congénita (HOWARD & RUBIO, 1968; BITTENCOURT &
BARBOSA, 1969, 1972; BITTENCOURT et al, 1972, 1975; FAVERO &
CARVALHEIRO, 1974; ARAUJO et al., 1983). Embora os recém nascidos de maes
chagasicas sejamn freglientemente prematuros ou pequenos para a idade gestacional,
existem relatos de diagnéstico da doenca congénita em recém-nascidos a termo com
peso normal ao nascer (SCHILLING ef al., 1961; SZARFMAN ef gl., 1968; LAUTREC
et al., 1975; MUNOZ et al., 1982). Por tal razdo, os autores discutem se a infeccio
chagasica materna, por si 56, mesmo sem ocorréncia de transmissio congénita da
doenga, ndo poderia ser a causa do baixo peso ao nascer, bem como da
prematuridade, abortamento e natimortalidade (OLIVEIRA et al., 1966; ALONSO et
al., 1967; CHAFPADEIRO et al., 1967; TERUEL & NOGUEIRA, 1970). Entretanto, ha
autores que mostram a existéncia de relacdo entre infeccdo chagésica materna,
prematuridade e perdas fetais (PEDREIRA DE FREITAS, 1965; AMATO NETO ef al.,
1968; MATHESON et al., 1983; MILANESI et 4l., 1979).

Em relagdo ao indice pondero-estatural, observou-se valores
significantemente maiores nos animais infectados com a cepa RAL de T.cruzi. Este
dado demonstra que o retardo do crescimento intra-uterino, refletido pela diminuicio
dos pesos e comprimentos dos fetos do grupo inoculado, foi do tipo assimétrico,
evidenciando um maior comprometimento do comprimento que do peso, e que a
agdo seria mais evidente sobre as mitoses do que sobre a sintese protéica. Tal
resultado difere dos observados por MENEGUETTE (1997), /4 que os fetos de animais

inoculados com as cepas Colombiana, Y, Bolivia e RC de T.cruzi nio mostraram
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diferencas significantes entre eles e seus controles, evidenciando o crescimento intra-
uterino do tipo simétrico.

No material deste estudo, a placenta apresentou difmetro diminuido
nos animais infectados com a cepa RAL de T.cruzi, sugerindo uma diminuicio do
fluxo sangiiineo. Sabe-se que placentas menores com fluxo sangiiineo diminuido,
resultam em hipdxia e desnutriciio fetal significante, podendo causar retardo no
crescimento  intrauterino, gerando fetos de menor comprimentc e peso
(EMMANOUILIDES et al., 1972; BITTENCOURT, 1976). No entanto, MENEGUETTE
(1997} utilizando as cepas Colombiana, Y, Bolivia e RC, ndo observou diferencas no
peso e didmetro das placentas, em comparacio 2s do controle. Deste modo, as
alteracdes vasculo-placentérias provocadas pelo parasitismo, observadas neste
trabalho, podem ter contribuido para as modificagbes observadas no peso e no
comprimento dos fetos.

As infeccDes fetais por protozoarios podem estar associadas ao retardo
do crescimento intra-uterino em conseqiiéncia das alteracBes placentarias
relacionadas com anomalias circulatérias, provocadas por parada ou retardo da
angiogénese ao nivel dos vasos placentérios fetais.

E fato estabelecido numa variedade de espécies animais, inclusive o
camundongo, que a nutri¢do alterada pode ocasionar efeitos permanentes se ocorrer
em periodos especificos durante o desenvolvimento (WINICK & NOBLE, 1966;
OSOFSKY, 1975; STEPHENS, 1980; LECHNER et al., 1986, SNOECK et al., 1990;
LUCAS, 1991). Em nosso material foi possivel observar alteragdes varidveis no figado,
pancreas e coragdo fetais, avaliadas histometricamente, muito semelhantes as
verificadas em fetos de mées desnutridas (HOET & HANSON, 1999).

O comprimento do corddo umbilical seria um indicador confidvel do
movimento fetal. Deste modo, o comprimento do corddo umbilical é influenciado
por, pelo menos, dois fatores: a incidéncia do movimento fetal e do espago intra-
uterino disponivel (MILLER et al., 1981; MOESSINGER et 4l., 1982; MOESSINGER,

1983). Se houver diminuicdo do espago intra-uterino ou se o movimento fetal for
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bloqueado havera uma diminui¢do no estiramento do corddo umbilical com
conseqiiente diminuicdo do comprimento do mesmo. Cordées umbilicais encurtados
foram observados em humanos com defeitos estruturais dos membros, que limitaram
o movimento fetal (MILLER ef 4., 1981). Injetando curare em roedores, durante a
prenhez, com a finalidade de aumentar a pressio do saco amnidtico e suprimir os
movimentos fetais, MOESSINGER (1983) observou corddes umbilicais mais curtos.
Esse encurtamento também foi observado em ratas que receberam dosagens altas de
vitamina A durante a prenhez (CUNHA et al., 1992), em ratas submetidas a restriciio
protéica (LEAO et al.,, 1992), a hipertermia (OLIVEIRA et al., 1994), expostas 2 acio da
ciclofosfamida (LIEDTKE et al, 1995), de metais pesados como o metilmercirio
(1.OPES et al., 1992) e chumbo (KOMESU, 1995). BARRON et 4l, (1986} observaram
movimentos fetais suprimidos e corddes umbilicais mais curtos naquelas ratas
prenhas expostas a agdo do alcool. Esses mesmos resultados obteve OLIVEIRA (1989),
quando injetou etanol e aguardente de cana em ratas durante a prenhez. Nossos
resultados também revelaram cord®es umbilicais mais curtos naqueles animais
infectados, o que poderia indicar limitacdo do movimento fetal.

Na doenca de Chagas congénita, o corddo umbilical apresenta alteracses
inflamatérias decorrentes do parasitismo do epitélio amniético, da geléia de Wharton
e das paredes dos vasos umbilicais (MOYA et al., 1979, ALMEIDA ef 4l 1981;
BITTENCOURT et al.,, 1984; AZOGUE et al., 1985). No trabalho de MENEGUETTE
(1997) ficou evidente que as diversas cepas de T.cruzi estudadas contribuiram
também para a diminui¢do do comprimento dos corddes umbilicais destes animais.

A relacdo entre os pesos do feto e da placenta foi significantemente
menor nos fetos dos animais inoculados com a cepa RAL de T.cruzi. Este fato j& havia
sido observado por MENEGUETTE (1997) ao utilizar as cepas Colombianas, Y,
Bolivia e RC de T.cruzi. Segundo HOWARD (1962) geralmente a placenta chagasica,
principalmente a de natimorto, mostra volume e peso aumentados, encontrando-se

aumentada a relagdo entre o peso da placenta e o do feto humano.
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A placenta dos murideos é do tipo hemotricorial labirintica, de acordo
com a classificacio baseada em estudos ultraestruturais (BJORKMAN, 1970). Mesmo
com a presenca de trés camadas trofoblésticas, existe um relacionamento intimo entre
as circulacbes materna e fetal na porcfo vascular labirintica da placenta. Nos
camundongos a placenta apresenta as seguintes regies: decidua, que é a parte
materna; esponjosa, com vasos e células caracteristicas {(espongioblastos e células
gigantes) de origem trofobléstica (MULNARD, 1967); e labirintica, que ocupa a maior
parte da placenta (aproximadamente dois tercos). E nesta regifio que se estabelece
uma relac@o mais intima entre os sangues fetal e materno, permitindo a ocorréncia de
trocas materno-fetais. A presenca de parasitas na por¢do vascular da placenta é
sugestiva da infecgdo fetal.

Os fendmenos de escape relacionados ac T.oruzi, seus sitios de infeccio,
bem como © parasitismo e as lesdes placentarias sdo ainda pouco compreendidos.
OLEG (1942) e WERNER (1954) afirmaram que as infeccdes congénitas em animais se
devem a alteragbes morfolégicas da placenta, de modo a permitir a passagem de
parasitas, normalmente incapazes de atravessé-la ativamente. Para tal, seria
necessario a existéncia de uma solucdo de continuidade do cérion para que os
parasitas pudessem passar do sangue materno para o sangue fetal.

O comprometimento da placenta na infecgdo chagésica intra-uterina se
da em diferentes graus, podendo ser focal ou difuso. Sua gravidade parece ser
proporcional a intensidade das lesdes encontradas no feto humano (BITTENCOURT,
1976). No entanto, quando as lesdes sao focais, ¢ aspecto macroscopio da placenta
humana pode ndo apresentar alteracdes (MOYA ef al.,, 1979; BITTENCOURT, 1984).
No presente trabalho as placentas eram menores nos animais infectados com a cepa
RAL de T.cruzi.

A transmissd#o congénita experimental tem sido amplamente
demonstrada em diferentes animais com infeccdo aguda: cobaias (MAYER &

ROCHA-LIMA, 1914; NATTAN-LARRIER, 1921); coelhos (VILLELA, 1923); cies
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(CAMPOS, 1932) e ratos (WERNER & KUNERT, 1958). A primeira referéncia sobre a
infecco natural do camundongo Mus musculus se deve a PACKCHANIAN (1942),

Utilizando a microscopia eletronica, TAFURI e al., (1984) observaram na
placenta chagésica humana intenso parasitismo em macréfagos no estroma
vilositério, fibrose da parede vascular com proliferacio de fibroblastos e coldgeno,
provocando, por vezes a oclusdc do Itimen. FRETES & DE FABRO (1995), por sua
vez, demonstraram atraves de microscopia Optica e eletrénica alteracdes estruturais e
histoquimicas dos vasos sangiiineos das placentas chagéasicas humanas de termo,
assinalando diminui¢io e oclusic dos vasos coribnicos com hialinizacio de suas
paredes. As alteracBes dos vasos coridnicos na placenta humana infectada poderiam
explicar ern parte o retardo de crescimento intra-uterino observado nos nascituros de
mdies chagasicas. Outros autores consideram que a presenga do parasita no estroma
das vilosidades da placenta humana é prova da transmisso transplacentaria
(BITTENCOURT, 1967, APT & DIAZ, 1965), porém estudos experimentais
demonstraram que a infec¢do placentéria pode nfo ser acompanhada de transmissio
congénita detectavel (ANDRADE, 1982).

No presente trabalho, a incidéncia e a intensidade do parasitismo
placentario no envolvimento da regido labirintica da placenta foram constatadas.
Houve envolvimento da parte materna (decidua) e fetal das placentas, bem como das
células gigantes trofoblasticas e dos espongioblastos. As alteracdes placentdrias
relacionadas com anomalias circulatorias observadas permitem explicar o retardo de
crescimento dos fetos do grupo inoculado com a cepa RAL de T.cruzi. Nos estudos
realizados por MENEGUETTE (1997), foram observadas diferengas no parasitismo
placentario na fase aguda da infeccdo dos camundongos. Os grupos inoculados com
as cepas Bolivia e RC apresentaram maior tropismo para células da placenta dos
camundongos, inclusive parasitando células gigantes. Os grupos inoculados com as
cepas Colombiana e Y apresentaram parasitismo menor e semelhante entre si,
enquanto, com as cepas Bolivia e RC o parasitismo foi elevado e semelhante entre si,

exceto pelo tamanho dos ninhos de parasitas.
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No estudo da infeccdo experimental em camundongos fémeas,
infectados pela cepa RAL de T.cruzi observou-se que os animais apresentaram 4reas
de degeneracdo e necrose escassas, com calcificacdo distrofica exigua na camada
decidua. O processo inflamatério produzido pela cepa RAL era constituido de
plasmocitos e linfécitos, revelando comprometimento da decidua. MENEGUETTE
(1997), observou lesdes tissulares diferentes para os cinco grupos experimentais,
como degeneracdo, necrose, calcificacdio e edema; sua distribuicdo, intensidade e tipo
de infiltrado inflamatério estava intimamente relacionado a cada cepa. Areas de
degeneragdo, necrose e calcificagdo foram observadas na camada decidua das
placentas de todos os grupos infectados. Porém no grupo inoculade com a cepa RC
observou-se comprometimento, inclusive, da camada esponjosa. O processo
inflamat6rio, de uma maneira geral, revelou que a decidua estava comprometida
pelas cepas Colombiana, Y, Bolivia e RC. O grupo inoculado com a cepa Colombiana
mostrou menor parasitismo, porém com processo degenerativo. A cepa RC
apresentava maior infiltragdo, com comprometimento, inclusive, da camada
esponjosa. As demais cepas causaram infiltrado inflamatorio, constituido por
linfécitos e plasmocitos. A cepa Y, da mesma forma que o grupo de controle,
apresentou neutréfilos.

Para ANDRADE & ANDRADE (1979) a viruléncia de uma cepa resulta
da maior ou menor capacidade de multiplicacdo do parasita, que é prépria para uma
determinada cepa, mas que pode variar dentro de certos limites. A patogenicidade
estd ligada a capacidade de provocar lesGes tissulares, sendo uma caracteristica
constante, independente do inoculo. Estas duas condicBes em conjunto, seriam os
fatores ligados ao parasita que determinam o curso da infecgio experimental. A
viruléncia pode ser atenuada ou exacerbada, dependendo do estado imunolégico do
hospedeiro, da idade, sexo, estresse, entre outros fatores, como o inéculo. Para um
animal experimental, a patogenicidade de uma cepa estd diretamente relacionada
com a exaltagio de sua viruléncia, que se traduz por um maior parasitismo tissular e

maior grau de lesdes. Por vezes, entretanto, as cepas, mesmo se multiplicando lenta e
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progressivamente, podem causar lesSes extensas que independem neste caso do
inéculo (PHILIPS, 1960).

BRENER (1969) ja havia relatado que as formas delgadas, ao contréario
das formas largas, tinham maior capacidade de penetracdo nos tecidos, além de
apresentarem maior suscetibilidade aos anticorpos. No presente estudo, a cepa RAL,
que apresenta  formas  tripomastigotas  sengiiicolas  com morfologia
predominantemente intermediaria e larga, mostrou grande capacidade de penetragio
nos tecidos placentarios, com parasitismo intenso, atingindo as trés camadas
placentdrias.

MENEGUETTE (1997) observou parasitismo placentario mais intenso
nos grupos infectados com as cepas Bolivia e RC, atingindo maior volume da
placenta. Com a cepa Colombiana ocorreu discreto parasitismo, com pequenos
ninhos de amastigotas nas células endoteliais da decidua basal. As demais camadas
ndo evidenciaram parasitismo e/ou processo inflamatério. As placentas do grupo
inoculado com a cepa Y mostraram escasso parasitismo, comprometendo as células
endoteliais da decidua. O grupo infectado com a cepa Bolivia mostrou parasitismo
envolvendo as trés regifes placentérias, sendo intenso nas células endoteliais da
decidua e nas células trofoblasticas gigantes, com grandes ninhos. Na regido
esponjosa, as placentas mostraram parasitismo constituido por pequenos ninhos,
enquanto que a regido labirintica apresentou células endoteliais com grandes ninhos
de amastigotas. As placentas do grupo infectado com a cepa RC exibiram parasitismo
comprometendo as trés camadas, inclusive as células trofoblasticas gigantes. Embora
intenso, era constituido na sua quase totalidade por ninhos pequenos (< 100
amastigotas).

ANDRADE (1982), estudando a influéncia das cepas mna infecgdo
placentaria de camundongos, demonstrou que estas podem ser um fator importante
na transmissao congénita da doenca de Chagas. ANDRADE & ANDRADE (1979), no
estudo da patologia da infeccio experimental, observaram diferencas acentuadas nas

lesbes tissulares, sua distribuicdo, intensidade e tipo de infiltrado inflamatério em
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animais infectados com diferentes cepas de Trypanosoma cruzi. Segundo esses
autores, embora seja dificil fazer uma correlacio nitida entre os resultados
experimentais e a patologia humana, é possivel que as diferencas dependentes do
fator cepa possam influenciar nas manifestacdes da doenca, ndo 86 no animal como
no homem.

As cepas de Trypanosoma cruzi sdo populacdes complexas que diferem
nas suas caracteristicas morfolégicas, biolégicas, genéticas, bem como no
comportamento da infeccio no hospedeiro vertebrado. As cepas apresentam
caracteristicas intrinsecas como por exemplo, a composicdo antigénica,
suscetibilidade & quimioterapia, padrio isocenzimatico e perfil genémico de kDNA
{ANDRADE, 1999). Os estudos da relagdo parasita-hospedeiro mostram diferencas na
determinacdo das lesBes teciduais relacionadas ao tropismo, viruléncia e
patogenicidade das cepas, como observado no presente trabalho e no de
MENEGUETTE (1997).

Neste trabalho, foi possivel observar areas de edema nas trés camadas
placentarias nos animais inoculados. MENEGUETITE (1997) também observou
presenca de edema nas placentas de todos os grupos inoculados com Trypanosoma
cruzi, apresentando, no entanto, distribui¢io e intensidade varidveis de acordo com a
cepa utilizada. Assim, a sua intensidade foi maior nas placentas inoculadas com as
cepas Colombiana e Y, e menor nas inoculadas com as cepas Bolivia e RC. As cepas
Colombiana e Y provocaram edema intenso inter e intracelular nas trés regides da
placenta.

As areas de degeneracfo, necrose e calcificacdo mostram varia¢des entre
os diferentes grupos experimentais, como observado por MENEGUETTE (1997),
sendo as placentas do grupo inoculado com a cepa RC as mais prejudicadas. As
placentas do grupe inoculado com a cepa Colombiana mostraram é4reas escassas e
pequenas de degeneracao e necrose com calcificacdo distréfica, localizadas na camada
esponjosa, no limite com a decidua. As placentas dos grupos inoculados com as cepas

Y e Bolivia mostraram fendmenos degenerativos e necrose, com areas de calcificacdo
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distrdfica, na decidua. As do grupo inoculado com a cepa RC, exibiram areas de
degeneracao e necrose na decidua e na regifio esponjosa.

As células gigantes das placentas dos animais infectados pela cepa RAL
mostraram  pouca degeneracio. Ja MENEGUETTE (1997), observou alteractes
variaveis das células gigantes, de acordo com a cepa incculada. Assim, as cepas
Colombiana e RC causaram franca degeneracdo das células, enquanto que a cepa
Bolivia provocou pouca degeneracio e a cepa Y mostrou células gigantes
parcialmente preservadas.

Os resultados estereoldgicos serdo discutidos conjuntamente entre a
cepa RAL (presente trabalho) e as cepas Colombiana, Y, Bolivia e RC
(MENEGUETTE, 1997). Ambos os trabalhos demonstraram a existéncia de diferencas
significativas dos volumes relativos ocupados pelas diversas regies da placenta nos
grupos experimentais. Os volumes relativos da decidua basal nas placentas dos
grupos inoculados com as cepas Colombiana e Y de T.cruzi foram significativamente
maiores que nas placentas dos animais do grupo controle e dos animais inoculados
com as cepas RAL, Bolivia e RC. O edema presente nas placentas dos animais
inoculados pode ser responsdvel, ao menos em parte, pelo aumento do volume
relativo da decidua. Interferéncias no processo de decidualizacio impedem que
ocorra um desenvolvimento completo da circulacio placentaria, refletindo-se em
menor desenvolvimento fetal intra-uterino. Os volumes relativos ocupados pela
regido esponjosa nas placentas dos grupos inoculados com as cepas RAL, Bolivia e
RC de T.cruzi foram significativamente menores que nos animais do grupo controle e
nos inoculados com as cepas Colombiana e Y. Na regido labirintica, entretanto, os
volumes relativos de placenta foram significativamente maiores nos grupos
inoculados com as cepas Bolivia e RC e menores no grupo inoculado com a cepa Y,
quando confrontados com o grupo controle.

Fica evidente que o comportamento das placentas dos grupos
inoculados com as cepas RAL, Bolivia e RC foi semelhante, bem como o das cepas

Colombiana e Y, no que se refere aos volumes relativos das trés regides placentarias.
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Pode-se observar a existéncia de uma redistribuicdo dos volumes relativos entre as
diferentes regides da placenta dos animais inoculados com relacdo aos controles.
Assim, nos grupos inoculados com as cepas Colombiana e Y ocorreu um aumento do
volume relativo da decidua em detrimento dos volumes relativos das regides
esponjosa e labirintica, enquanto que nos grupos inoculados com as cepas RAL,
Bolivia e RC ocorreu uma diminuicio do volume relativo da regizo esponjosa, com
aumento da regido labirintica.

Na cepa RAL, os volumes absolutos ocupados pelas trés regides
placentarias apresentaram diferencas significantes quando comparados ac grupo
controle. Por outro lado, os volumes absolutos ocupados pelas regides da placenta,
nos grupos infectados pelas cepas Colombiana, Y, Bolivia e RC s6 apresentaram
diferencas significativas na camada esponjosa. Os volumes absolutos da regifio
esponjosa das placentas destes grupos foram significativamente menores que o
correspondente as placentas do grupo controle, provavelmente pela alteracio
vascular ocasionada pelo parasitismo das células endoteliais nos grupos inoculados,
levando a lise celular MENEGUETTE, 1997).

A andlise das mudangas que ocorrem durante o desenvolvimento da
placenta de camundongo, entre 0 6° e 0 18° dia de prenhez, mostra que o volume
placentédrio aumenta constantemente, porém, o numero total de células da placenta
atinge um platd no 14° dia (IGUCHI et al, 1993). As células deciduais, que
predominam na placenta no 6° dia, aumentam em ntmero até o 10° dia, mas
diminuem no 14°, enquanto que as células trofoblasticas aumentam linearmente até o
140 dia (IGUCHI et al., 1993). Estes dados sdo de importancia, uma vez que o indculo,
no presente estudo e no de MENEGUETTE (1997), analisados em conjunto, foi
realizado, segundo a cepa, entre o 4° e 11° dia da prenhez, permitindo explicar, em
alguns casos, a diferenca de comportamento das diversas regides placentarias.

A cariometria das células trofobldsticas gigantes, estudada
conjuntamente entre a cepa RAL e as estudadas por MENEGUETTE (1997), permitiu

observar a existéncia de uma diminuicfo significativa do tamanho nuclear nos
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grupos inoculados (RAL, Colombiana, Y, Bolivia e RC) em relagdo ao grupo controle.
Os grupos mais afetados pela reducéo do tamanho dos nicleos das células gigantes
forarm os inoculados com as cepas RAL, Bolivia e RC.

No presente trabalho foi observado que os parametros cariométricos
que permitem avaliar a forma nuclear mostraram que os niicleos das células gigantes
das placentas nos animais inoculados eram mais alongados que o0s micleos
pertencentes as placentas do grupo controle. Tal fato também foi observado no
trabalho de MENEGUETTE (1997).

A cariometria permitiu demonstrar que os nticleos das células do
espongiotrofoblasto, do grupo infectado pela cepa RAL de T.cruzi, foram
significativamente menores que os controles, comportando-se de modo semelhante s
cepas Bolivia e Y. Ja nas cepas Colombiana e RC os nucleos foram significativamente
maiores. Na cepa RAL, os nticleos dos espongioblastos ndo apresentaram alteracio de
forma.

O estudo das altera¢des nucleares ocorridas nas células parasitadas por
T.cruzi oferece vasto campo para investigacdo, apesar das pesquisas desta natureza
serem realizadas na veia umbilical por OLIVEIRA ef al (1981), assim como da
interacéo do tropismo, capacidade de sobrevida e reprodugfo na célula hospedeira,
desenvolvidos in wvitro por ALCANTARA & BRENER (1978), DVORAK &
SCHMUNIS (1972), DVORAK & HYDE (1973), LUBAN & DVORAK (1974),
NOGUEIRA & COHN (1976) e DVORAK (1979).

O aumento do volume nuclear com cromatina grumosa, por vezes
delicada na textura, hipercromatica, nicleos lobulados de contornos irregulares com
nucléolo evidente, principalmente nas células gigantes, sugere atividade de sintese
acentuada (ARBUZONA et al,, 1968). O estudo citométrico das células trofoblasticas
gigantes mostrou que as placentas do grupo inoculado com a cepa RAL foram mais
afetadas, inclusive no que se refere ao volume celular. Deste modo, o volume relativo,
o volume absoluto, a densidade numérica e o ntmero total de células gigantes nas

placentas deste grupo foram significativamente menores que no grupo controle,
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A densidade numeérica e o nimero total de células gigantes permitem
agrupar O grupo inoculado com a cepa RAL e os grupos inoculados por
MENEGUETTE (1997) em dois pares: cepas RAL-Bolivia-RC e Y-Colombiana, nio
havendo diferencas significativas entre os integrantes de cada par. O mimero total de
células gigantes foi significativamente menor nas placentas dos animais inoculados
com as cepas Colombiana e ¥ que nos grupos inoculados com as cepas RAL, Bolivia e
RC e que no grupo controle. Por outro lado, a diferenciacio endéerina das células
trofoblasticas afeta a organizacdo da placenta de ratas, particularmente na regido
labirintica (ROBY & SOARES, 1993). Segundo SOARES ef al (1995), sio de
fundamental importancia para o controle das células gigantes trofoblasticas, o
processo de endo-reduplicagio e a aquisicdo das atividades endécrinas.

As células gigantes nos roedores se diferenciam por endo-reduplicacio,
e tém por fungBes a secrecio enddcrina e a invasio da decidua materna. Estas células
sdo fonte exclusiva dos lactogénios placentarios-I (PL-I) e II (PL-II) e, na segunda
metade da prenhez sintetizam, também, as proteinas similares & prolactina-A (PLP-
A), & prolactina-C (PLP-C), uma variante desta dltima (PLP-Cv), a proteina
relacionada & prolactina (d/tPRP) e uma variante do lactogénio placentario-I (PL-Iv)
(SOARES et al., 1996). O PL-I, o PL-Il e a PL-Iv atuam estimulando a producic de
progesterona pelas células liteas do ovario (McLEOD et al., 1989), porém, o feto &
também alvo da acdo destes horménios. A PL-Iv é primeiramente expressa nas
células estromais do ttero, no periodo de decidualizacio e continua até a metade da
gestagdo, apbs a qual se expressa nas células trofoblasticas da zona juncional da
placenta (CROZE et al., 1990). A sintese e secrecdo do PL-I é parte de um programa
endégeno de diferenciacdo trofoblastica (NIEDER & JENNES, 1990). O lactogénio
placentério IT (PL-1I), na rata & produzido pelas células gigantes da zona juncional da
placenta (limite entre a esponjosa e a decidua), a partir da metade da gestagdio. A
medida que avanca a prenhez, as células produtoras do PL-I] localizam-se, também,
na regiao labirintica (CAMPBELL ef al., 1989). Na placenta de camundongo, a origem

celular do lactogénio placentaric-I (PL-I} e a transicio de PL-I a PL-Il durante a
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prenhez foi demonstrada por FARIA ef al. (1991). O PL-I foi localizado nas células
gigantes trofoblasticas até a metade da gestagdo, a partir da qual comecam a
expressar o PL-Il. A imuno-reatividade para o PL-I estava presente nas células
gigantes do trofoblasto nos dias 9° e 10° da prenhez, porém ndo foi detectavel nas
células gigantes do frofoblastc no dia 11° As células gigantes imuno-reactivas
produtoras de FPL-II foram detectadas primeiramente no dia 10° da prenhez,
continuando no dia 11° A expressdo de PL-I e PL-II mostra uma significativa
transigdo funcional nas células gigantes trofoblasticas da placenta de rato ou de
camundongo, em torno do 10° dia (FARIA et al,, 1990, 1991).

As alteracBes provocadas pela cepa RAL sobre as células frofoblasticas e
a diferenca de comportamento observado nas populagles celulares das diversas
regiGes placentarias podem afetar o desenvolvimento intra-uterino, provavelmente
por uma produgdo deficiente de hormoénios, tais como o PL, que tém como uma de
suas funcdes, atuar como hormdnio de crescimento fetal.

Recentemente, outras duas proteinas nao-classicas, membros da familia
das prolactinas (PRL) placentérias, a proliferina (PLF) e a proteina relacionada 2
proliferina (PLPLF), foram descritas na placenta de camundongos {JACKSON et al.,
1994; LINZER, 1995). A ac¢do destes hormonios se exerce sobre o desenvolvimento dos
vasos sanguineos: a proliferina € angiogénica e a proteina relacionada a proliferina é
antiangiogénica (JACKSON et al., 1994; GU et al., 1996), participando assim do
estabelecimento do ambiente ttero-placentario requerido para uma gestacdo exitosa.
GROSKOFF et al. (1997) demonstraram, recentemente, que o quimiotactismo das
células endoteliais induzido pelo horménio angiogénico placentéario proliferina (PLF),
é inibido pela agdo da toxina pertussis. O mesmo mecanismo inibitdrio poderia
ocorrer no ¢aso da infeccdo por T.eruzi.

YAMAGUCHI et al. (1992, 1994) demonstraram que o PL-I, o PL-Il e a
PLF sdo expressos pela mesma populagio de células gigantes da placenta de
camundongo, na metade da prenhez. Estes achados demonstram que a mesma célula

trofoblastica gigante expressa os trés horménios simultaneamente.
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ZYBINA et al. (1979, 1996) demonstraram que as células gigantes de rato
ou camundongo, no 12° dia de gestagio, tém ploidia 4c-8c {(algumas 16¢-32¢)
enquanto que no 13° - 14° dia, a ploidia ¢ de 8¢-16¢ (algumas 32¢-64c). Este aumento
da ploidia seria condi¢io indispensavel para a diferenciacio trofobléastica, permitindo
a invas#o da decidua.

KEIGHREN & WEST (1993), usando a técnica de hibridizacfo in sifu
confirmaram que nicleos polipléides (principalmente tetrapléides) estavam
presentes na decidua uterina e no trofoblasto placentario. Porém, nic observaram
poliploidia de maior ordem nas células gigantes do trofoblasto da placenta de
camundongo, sugerindo que estas células seriam politénicas e ndo polipléides. As
células gigantes em determinado estagio de diferenciacio se dividem em numerosos
fragmentos nucleares formando células multinucleadas que rapidamente degeneram
em fragmentos nucleares com ploidia entre 1 e 32c.

No presente estudo foi demonstrado que o volume nuclear das células
gigantes do trofoblasto sdo significativamente menores nas placentas dos animais
infectados com a cepa RAL de T.cruzi, o que estaria refletindo uma ploidia menor e,
conseqiientemente, uma alterago da diferenciaco celular, prejudicando a invasdo da
“decidua. O mesmo observou MENEGUETTE (1997) nos animais inoculados com as
cepas Colombiana, Y, Bolivia e RC de T.cruzi.

Desse modo, as alteragdes funcionais provocadas pelas diversas cepas
de T.cruzi sobre as células trofoblasticas gigantes e sobre os espongioblastos, podem
atuar diretamente sobre o crescimento fetal, mediante 0s PL, ou indiretamente,
mediante uma invasio decidual deficiente, causada por uma vascularizacdo utero-
placentaria ineficiente, diminuigdo da secrecdo de progesterona pelos corpos liteos,
e/ou por uma falha na diferencia¢io daquelas células.

Neste trabalho ndo foram observadas formas do ?arasita nos tecidos
fetais estudados (figado, pancreas e coracao).

A maioria dos estudos prévios realizados no camundongo (APT et al,

1968a; DELGADO & SANTOS-BUCH, 1978; ANDRADE, 1982) e rato (APT et 4l.,
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1968b) infectados indicaram auséncia de infeccio congénita, definida pela observacio
direta do parasita no sangue ou tecidos fetais (BITTENCOURT, 1976). A tnica
observagdo aceitavel de infeccio congénita durante a fase cronica da infeccio no
camundongo fol a de CUNIC ef al, (1980), quandc formas amastigotas foram
enconfradas nos tecidos fetais. A transmissdo periparturiente de T.cruzi por ruptura
das membranas ammnidticas (BITTENCOURT ¢t 41, 1981), como também a transmissio
pos-natal pelo leite (MILES, 1972), sem infeccio transplacentaria direta, poderiam ter
ocorrido para explicar as observacdes de CUNIO et al., (1980). MECKERT ef al., (1980)
afirmaram ter observado infeccic congénita durante a infeccdo crénica no
camundongo com base na presenca de anticorpos IgM anti-T.cruzi no soro do recém
nascido. Entretanto, tais anticorpos correspondem a sintese fetal em resposta aos
antigenos circulantes advindos do sangue materno sem transmissio do parasita vivo,
como ja& mostrado em outras infeccSes parasitarias (CARLIER ef al, 1987).
Consegiientemente durante a infeccdo cronica da camundonga prenha, a transmissio
transplacentéria do parasita ao feto, pode ser considerada um fendmeno raro, ja que a
placenta tem se mostrado como uma barreira efetiva contra a passagem de diversas
cepas de T.cruzi, mesmo que elas sejam altamente patogénicas (DELGADO &
SANTOS-BUCH, 1978, ANDRADE, 1982).

Concluindo, este trabalho indica retardo no crescimento intra-uterino na

infecgao experimental por T.cruzi, na auséncia de infec¢dio congénita.




89

6. CONCLUSAO

O estudo da transmissio fransplacentaria em camundongos Mus

musculus, infectados com a cepa RAL de Trypanosoma cruzi, permitiu concluir:

1

2)

3)

%)

5)

6)

A} Nas placentas:

O peso, diametro e volume placentdrios dos animais infectados foram

significativamente menores.

Os fetos do grupo infectado apresentaram uma diminuicdo significativa no

comprimento do cordao umbilical quando comparado aos do grupo controle.

Foi observado intenso parasitismo em todas as camadas placentarias, com
grandes ninhos de amastigotas nas regides da decidua e labirintica. As células

gigantes mostraram-se parasitadas e com pouca degeneracao.

A forma nuclear dos espongiotrofoblastos do grupo infectado nao foi afetada,
porém o tamanho dos ntcleos foi significantemente menor quando comparado ao

grupo controle.

O tamanho dos nucleos das células gigantes mostrou-se significativamente menor
no grupo infectado em relagdo ao controle, enquanto que a forma do nacleo

mostrou um alongamento significativo no grupo inoculado.

O volume relativo ocupado pela camada esponjosa das placentas dos animais

infectados foi significativamente menor em relago ao grupo controle.
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9

Os volumes absolutos das regides decidua, esponjosa e labirintica das placentas
dos animais inoculados foram significativamente menores gque 0s

correspondentes as placentas do grupo controle.

O grupo infectado apresentou uma significante reducdo no volume relativo das

células gigantes em relacdo ao grupo controle.

Os volumes celular e citoplasméatico das células gigantes das placentas dos

animais do grupo infectado foram significantemente menores.

10) Houve uma drastica reducdo na densidade numérica das células gigantes das

placentas dos animais infectados quando comparados acs animais controles.

11y O numero total de células gigantes nas placentas dos animais infectados foi

1)

2)

significativamente menor quando comparado ac do grupo controle.

B) Nos fetos:

Observou-se uma diminuicdo do peso corporal dos fetos provenientes de maes

infectadas pela cepa RAL de T.cruzi.

O comprimento dos fetos pertencentes ao grupo infectado foi significativamente

menor que o dos fetos controle.

O indice pondero-estatural apresentou valor significantemente maior nos animais

do grupo infectado.
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4) A relacgo entre o comprimento do feto e o comprimento do cordéo umbilical ndo

apresentou diferenca significativa entre o grupo inoculado e o grupo controle.

5) A relagio entre os pesos do feto e da placenta foi significantemente menor nos

fetos dos animais inoculados.

6) Houve redugdo significante na relacdo peso do feto / comprimento do corddo

umbilical nos animais do grupo infectado.

7) O tamanho dos ntcleos do musculo cardiaco mostrou-se significantemente

diminuido nos fetos do grupo infectado.

8) Observou-se significante reducdo do tamanho nuclear das células pancreaticas

dos fetos do grupo infectado, quando comparados aos fetos controles.

9) Nao ocorren alteracdo significativa na forma dos ntcleos das células hepaticas,

pancreaticas e musculares cardfacas nos fetos de ambos os grupos estudados.

10) A densidade de volume de hepatécitos foi maior nos fetos do grupo inoculado,
enquanto que a densidade de sinuséide apresentou valor menor nos fetos do

grupo inoculado.

11) A densidade numérica das fibras musculares cardiacas mostrou-se aumentada

nos coracdes dos fetos do grupo inoculado, quando comparada a grupo

controle.

12) Observou-se uma redugdo estatisticamente significante nos volumes
citoplasmatico, nuclear e celular das células musculares cardiacas de fetos

infectados em relagdo ao grupo controle,

13) Nao foi observada transmissdo transplacentaria.




7. RESUMO

O presente trabalho teve como objetive estudar as alteragBes
morfologicas das placentas e dos fetos de camundongos Mus musculus, Swiss,
infectados com a cepa RAL de Trypanosoma cruzi, durante a prenhez, através de
métodos histopatologicos, morfométricos e estereologicos.

Fémeas prenhas, pesando aproximadamente 30-35 gramas, foram
inoculadas i.p. com 2 x 10° tripomastigotas sangiiicolas da cepa RAL de T.cruzi, no 7¢
dia da prenhez e sacrificadas por inalacio com éter etilico no 19° dia da prenhez. Os
animais do grupo controle foram inoculados com solugdo fisiclégica e mantidos nas
mesmas condicdes ambientais dos infectados.

Foram determinados o peso e comprimento fetais, o peso e didmetro
placentarios, bem como o comprimento do cordao umbilical dos animais pertencentes
aos dois grupos experimentais. Além do exame histopatolégico do material foram
estudadas a cariometria e a estereologia das placentas e tecidos fetais (péancreas,
figado e coracdo). Também estudou-se cariometricamente as células gigantes e os
espongiotrofoblastos.

Nos animais infectados, ocorreu uma queda no peso e didmetro das
placentas, bem como uma redugdo no tamanho e peso dos fetos, com diminuicdo do
comprimento do corddo umbilical.

Histopatologicamente, 0s animais infectados apresentaram parasitismo
nas camadas decidua, esponjosa e labirintica das placentas, com escassa reacgdo
inflamatéria na decidua. As células gigantes apresentaram ninhos de amastigotas e
mostraram pouca degeneracdo. Nos oOrgdos fetais estudados (pancreas, figado e

coracao) nao foram encontrados ninhos de parasita.




Os parametros nucleares das células gigantes mostraram-se
significantemente diminuidos nos animais infectados quando comparados aos
anirais controles.

C estudo estereolégico da placenta mostrou que a regific esponjosa
apresentou volume relativo e volume absoluto menor no grupo infectado, sendo a
diferenca estatisticamente significante. Os volumes absolutos das regifes decidua e
labirintica das placentas dos animais infectados também apresentaram valores
Menores.

O volume relativo, celular e citoplasmatico das células gigantes das
placentas dos animais infectados mostrou valores significantemente menores quando
comparados com os animais do grupo controle. A densidade numérica e ¢ namero de
células gigantes por placenta também foi significantemente menor no grupo
infectado.

Deste modo, as alteracdes funcionais provocadas por Trypanosomd
cruzi sobre as células trofoblasticas gigantes e sobre os espongioblastos, podem atuar
diretamente sobre o crescimento fetal, mediante uma perda de homeostasia da
produgio de lactogénio placentério, ou indiretamente mediante uma vascularizacdo

ftero-placentéria ineficiente, prejudicando desta maneira a nutricao fetal.
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8. SUMMARY

Morphologic alterations of placentas and foetus of Mus musculus
infected with RAL strain of Trypanosoma cruzi were investigated by
histopathological, morphometrical and stereological methods.

On the 7th day of pregnancy, ten female swiss mice, weighing
approximately 30-35gr were Lp. inoculated with 2x10° blood trypomastigotes of RAL
strain. The animals were sacrified with ethylic ether on the 19th day of pregnancyv.
Control group (non infected pregnant females) were ip. inoculated with saline
solution and kept in the same enviroment conditions of the infected counterparts.

In both experimental groups, weight and lenght of foetus, diameter and
weight of placenta as well as umbilical cord lenght were assessed. Histopathology,
cariometry and stereclogy of placentas and fetal tissues (liver, heart and pancreas)
were performed. Cariometry of giant cells and spongyotrophoblasts were assessed
too.

Infected animals showed reduction of fetal weight and lenght, as well as
the diameter and weight of placentas, with enshortened umbilical cord.

Histopathologicaly, infected group displayed amastigote burdens in
decidua, spongy and labyrinthic zone with scarce inflamatory reaction. Giant cells
showed also amasti%ote burdens with few tissue disorganization. No parasite
burdens were found in fetal organs (pancreas, liver and heart).

Giant cells of infected animals showed significant reduction of nuclear
parameters when compared to control group.

The stereological study of placenta from infected animals revealed a
spongy region with a smaller relative volume when compared to non infected
counterparts although the absolute volume displayed significant differences in all

regions of the placenta.
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The relative cellular and cytoplasmatic volume of giant cells as well as
the number/mm? and the total number /placenta, were significantly lower in
infected group when compared to non infected control animals.

We conclude that, the functional alterations on spongioblasts and giant
trophoblastic cells caused by RAL strain of T.cruzi can directly impair intrauterine
fetal development through two distinct ways: directly by depressing production of
placental lactogen or indirectly by leading to an inefficient uterus placental

vascularization, impairing fetal nutrition.
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