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RESUMEN:

Describir laestructuratridimensional dela vellosidad placentaria con técnicas de microscopia electr 6nica de barrido en un caso
de aborto espontaneo, de 16 semanas de gestacion, con multiples malfor maciones congénitas, es el propdsito de este trabajo.

Muestras fueron tomadas de 4 regiones mar ginales de la placenta y unaregion central a las cuales se aplicaron los
procedimientos convencionales de microscopia electr 6nica de barrido siendo previamente observadas con la microscopia de luz.
Vellosidades de otro caso de aborto terapéutico, a la misma edad gestacional, se tomaron como control. De cada regién cinco
especimenes fueron tomadas en sala de partoy fijadas en 2% de glutaraldehido para su procesamiento.

L os resultados muestran vellosidades intermedias inmadur as con depdsitos de fibrinoide, escasos brotes sincitiales, superficie
carente de microvellosidades y algunas con estroma compacto o fibrético. La superficie que no mostraba brotes sincitiales en
exceso se presenta con ondulacionesy profundas invaginaciones. No se notaron alteraciones en la forma de ramificacion. Se
encontr6 ausencia de hiperplasiay delagunas o cister nas estromales. Vellosidades inter medias madur as, alargadas, delgadasy
rectas se observaron con membranas vasculo sincitiales.

L as observaciones en la placenta estudiada exhiben un patr én morfolgico correspondiente a la semana 16 el cual no permite
predecir sobre anormalidad cariotipica alguna aunque con algunas diferencias morfol dgicas cuando se comparan con las
obtenidas del control. Dada la carencia de deter minacion cariotipica, se ha sugerido que mutaciones ligadas al cromosoma X
durantela blastogénesis pudieran ser las causantes de las multiples malfor maciones fetales.

PALABRAS CLAVE:Microscopia Electrdnica de Barrido. Vellosidad placentaria. Malfor maciones congénitas.

SUMMARY: Todescribethethree dimensional structure of the placental villi with technics of scanning electron microscopy in a
case of spontaneous abortion of 16 weeks gestation with multipleinherited malformationsisthe proposal of thiswork.

Samples wer e taken of four marginal regions of the placenta and one of central region which were examined with conventional
procedur es of scanning electron microscopy previously being observed with light microscopy. Villi of another case of induced
abortion at same gestational week wer e taken as control. Five specimens of each region wer e selected in delivery room and fixed
in 2 percent of glutaraldehyde for their processing.
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Theresults showed immature intermediate villi with deposits of fibrinoid and scar ce syncytial sprouts. The placental villi showed
trophoblastic surface absent of microvilli and with a dense stroma or fibrotic. The surface no showed abundant syncytial
sprouts. Villus scalloping with trophoblastic invaginations, wer e noted without alterationsin branching of placental villi. It was
found absence of placental hyperplasia or of stromal cisterns.

The observationsin the studied placenta exhibited a mor phological pattern according to week 16 which no permit to predict
about abnormal karyotypic. These no karyotyped samples observed sugest that mutationslinked to X chromosome during
blastogenesis could be cause of the multipleinherited fetal malformations.

KEYWORDS: Scanning Electron Microscopy. Placental Villi. Congenital Malformations.

INTRODUCCION

La Microscopia Electrénica de Barrido (M EB) ha sido una técnica valiosa en la evaluacion de material placentario procedente
de abortosla cual confirma los hallazgos realizados con la micr oscopia de luz, complementando los estudios histopatol 6gicos! en
los cuales no son bien conocidos los agentes etiol6gicos del mal desarrollo fetal en el aborto espontaneo?. L a agregada
consideracién dela estructuratridimensional dela vellosidad placentaria en la evaluacién de abortos tempranos propor ciona
una mayor confianza al histopat6logo3. Correlacion entrela morfologia de la vellosidad placentariay el cariotipo subyacente ha
sido demostrada#. Sobr e la base de diametro velloso estimado, superficie vellosa, patr 6n de ramificacion, nimero de brotes
sincitialesy depésitos de fibrina 5 grupos (ABCDE) de vellosidades se clasificaron de por ciones de placenta con la MEB de
abortos espontaneos entrelas 6 y 16 semanas de gestacion. En 4 de esos grupos € cariotipo fue determinado. Asi por ejemplo el
grupo B present6 vellosidades poco ramificadas, con muchos brotes sincitiales densamente cubiertos con microvellosidades, pero
con poca deposicion defibrina que caracterizaba a una trisomia o bien una monosomia X, de aborto espontaneo?.

En estetrabajo se propone evaluar la vellosidad placentaria con MEB correspondiente a un feto de 16 semanas afectado por la
malformacion de Dandy-Walker, ventriculomegalia car diaca sever a, encefalocele, gastroquisis, retardo de crecimiento en
miembros superiores einferioresy polidramnios. RaSgos diagnosticados mediante ultrasonogr afia durante el inicio del segundo
trimestre del embar azo.

Dado que no se presenta la determinacion del cariotipo en este caso nosinteresamos en investigar s las vellosidades exhiben en el
trofoblasto las car acter isticas ya descritas en casos de monosomias, triploidias o trisomias que nos permita por similitud sugerir
alguna anomalia cromosdémica. Desor denes de la ramificacion, arrugas del sincitio, brotes sincitiales en grupos, disposicién dela
fibrina, organizacion de microvellosidadesy grosor de las vellosidades han sido car acteristicas de inter és obser vados en
placentas asociadas a embriones desor ganizadas sever amente.

El propoésito de este trabajo describir la estructuratridimensional dela vellosidad placentaria con técnicas de MEB en un caso
de aborto espontaneo de 16 semanas de gestacién con multiples malfor maciones congénitas.

MATERIAL Y METODOS

Material de una placenta obtenida por curetaje de un aborto espontaneo, de 16s de gestacion, con multiples malfor maciones
congénitas yaindicadas en laintroduccion y diagnosticadas mediante ultrasonogr afia fue obtenido par a la observacién con el
MEB sin estudio genético. Material de otra placenta procedente de un aborto terapéutico a la misma semana de gestacion fue
tomado como control cuyo feto no presenté malfor maciones congénitas. Diez |laminas, por cada placenta fueron tefiidas con

H& E para su observacion con la microscopia de luz. Cinco biopsias fueron tomadas de ambas placentas: una delaregién central
parabasal y cuatro de las regiones mar ginales abar cando placa corial y placa basal. De cada biopsia cinco secciones de 5x5x2mm
fueron lavadas en sala de parto en buffer fosfato 0.1M, pH 7.3y colocadas por inmersién en 2% de glutaraldehido en € mismo
buffer por 2 horas. Posteriormente lavadas por tresveces, 1/2 hora cada vez en el buffer fosfato y finalmente en agua destilada
paraeliminar loscristalesdel buffer. De seguida sefijaron en 1% detetraoxido de osmio, en buffer fosfato durante 18 horas,
lavadas tres veces ¥ hora cada vez en buffer y finalmente en agua destiladad.

Ladeshidratacién seinicié a partir del etanol de 70% con dos pases de 15 minutos; se continué igualmente con la serie de 85%,
95% y 100% . Una mezcla de etanol y amyl acetato, en frio, en concentraciones sucesivasde 3:1; 1:1; 1:3, fue empleada después
del alcohol de 100% durante 15 minutos. Posterior mente se dejaron en amyl acetato puro, a 4°C, por €l mismo tiempoy se
Ilevaron al desecador de punto critico HCP-2 Hitachi. Una vez desecadas las secciones fuer on disecadas, para eliminar
vellosidades, bajo la lupa ester eoscopica Zeiss y de esta maner a exponer la zona de observacion. L as secciones se montaron en el
porta especimen y selimpiaron con un chorro de aire comprimido. L uego se cubrieron con Pt-Pd, en un cobertor i6nico Eiko-
IB3 Hitachi. Las secciones de material ya cubierto fueron observadas en un microscopio electr 6nico de barrido Hitachi S2300.
Microfotogr afias fueron tomadas en un rango de 500x a 1500x.

RESULTADOS

Una panoramica general (Fig. 1 A) nos muestra una vision tridimensional de algunas de los diferentes tipos de vellosidades
encontradas en las regiones analizadas. En estas se encontraron vellosidades inter mediasinmaduras (vii) en una mayor
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proporcion que las vellosidades inter medias madur as (vim), vellosidades terminales (vt) y troncales (vtr). Lasvii predominan en
las observaciones del grupo estudio al igual que en €l control.

Saliendo de la superficie de lasvii se notan brotes sincitiales en una cantidad minima de uno a tres. Numer osas vim son
demasiadas delgadas cuando se compar an con €l control (Fig 1B) conservando una trayectoria mas o menosrecta o con ligeras
ondulaciones. Estas vim presentaron una superficie trofoblastica con arrugas durante su trayecto. En algunas de estas el
contenido del estroma se ha separado completamente del trofoblasto quedando un anillo periférico edematoso subyacente al
trofoblasto cuando son vistas con el MEB. La superficie de la vellosidades en muchas de ellas se nota muy lisa con escasas
microvellosidades. No se notar on cambios respecto a las ramificaciones vellosas.

.

x150 faaéa 25
P

Figura 1.- Vista panoramica de vellosidades. Laregion superior derecha muestra una zona de vii con pequefios brotes sincitiales.
Hacia la superior izquierda vim muy delgadas. Brotes mesenquimales se observan al centro. Numerosas arrugas se notan en la

',l
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superficie devim (A).En el control lasvim estan mas engrosadas (B).

Cuando se observa a mayor amplificacién las superficiesdela vii se notaron cubiertas por fibrinoide con notables cambios
degenerativosy corrugadas (Fig. 2A).En el control la superficie permanecio normal (Fig.2B). Vellosidades avasculares
conformadas por un estroma muy compacto o fibr ético fueron observadas (Fig. 3A).

x600 ©0081 1S5kV SOum

Figura 2.- Superficie ampliada de una vii con deposicion defibrinoide y cambios degener ativos (A).Una superficie mejor
preservada se observa en €l control (B).
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Figura 3.- La superficie visible en parte del sincitio se nota arrugada y el contenido del estroma avascular estd compactado por
fibrasy células (A).En el estroma de la vellosidad control se observa un vaso en laregién central (B).

Sobrela superficie de vii no se observar on abundantes for maciones tr ofoblasticas con forma de mazo, gotas o comas que
caracterizan a algunas delas vellosidades que presentan anor malidades cariotipicas ni tampoco una superficie cubierta por un
cesped de microvellosidades; por el contrario las superficies se observaron lisas (Fig. 4A) mientras que el control presenté brotes
sincitiales (Fig 4B).
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Figura4.- La superficiedelasregionesdevii se notan con ligeras depresiones u ondulaciones. No se observan brotes sincitialeso
mesenquimales (A). En lasvii del control estas estructuras pueden observarse (B).

En algunas vim se notaron profundas invaginaciones o intraproyecciones del trofoblasto hacia el estroma quedando una
concavidad que mira hacia el espacio intervelloso de forma cilindrica, esférica u ovoide seglin serealice la invaginacion (Fig.

5A).Estas no se observaron en el control (Fig.5B).
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Figura5.- La vim presenta una profunda invaginacion que da origen ainclusiones trofoblasticas estromales cuando los cortes del
microtomo pasan por €l trofoblasto que se ha internalizado (A). En parte delavim del control no se notan estasinvaginaciones

(B).

En los extremos de algunas de las vim suelen ver se hasta seis de los abultamientos cor respondientes a la formacion de las
primeras membranas vasculo-sincitiales cubiertas por algunas microvellosidades trofoblasticas (Fig. 6A). Solo dos abultamientos
se observaron en e control (Fig.6B).
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Figura 6.- Terminacién de una vim que muestra seis membranas vasculo sincitiales que se corresponden en e estroma con

dilataciones de capilares que se han acercado al trofoblasto levantandolo (A). En €l control la vim presenta solo dos membranas
vasculo sincitiales en el extremo terminal (B).

No se encontr 6 hiperplasia del trofoblasto. Ademas se notaron vellosidades con regiones de superficies tr ofoblasticas ausentes o
interrumpidas dejando al descubierto el estromay mirando cuando " in vivo", hacia el espacio intervelloso. Brotes sincitiales
tapizados por depésitos de fibrina estuvieron ausentes asi como su aparicién en grupos. Vellosidades esféricas muy abultadas o
globulosas, notablemente arrugadas no se encontraron.

DISCUSION
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Delas anomalias fetales diagnosticadas por ultrasonogr afia en este caso, tedricamente, podemos correlacionar con los siguientes
trastornos cromosomicos: 45, X; trisomia 13, 18; o triploidia®. L as vellosidades placentarias con estas anomalias cromosomicas
presentan una serie de car acteristicas agr upadas seguin la ramificacion vellosa, diametro velloso, superficie del sincitio, brotes
sincitialesy deposicion defibrina. Asi por ejemplo, vellosidades con brotes sincitiales gruesos con forma de dedos u hojas se
corresponden con trisomia 164 o brotes con forma de mazo dispuestos en grupos sin depdsitos de fibrina se corresponden con
trisomia 9. Nuestros resultados no describen razgos atribuidos a un cariotipo anormal. Esto significa que si bien el feto presenta
multiples malfor maciones congénitas no hay una evidencia ultraestructural demostrada con la MEB que sugiera una
anormalidad cromosdmica. Este tipo de especimen fetal teniendo anomalias per o, probablemente, un cariotipo normal ha sido
descrito en laliteratura’.

Laimportancia de este estudio radica en que hay casos cuando colocadas las vellosidades en medio de cultivo, parainiciar
rapidamente el estudio citogenético, la deter minacién del cariotipo resulta falliday nos encontramos como €l caso aca planteado.
En otros estudios de malfor maciones no siempre el analisis cromosoémico resulta anormal. Tetramelias asociadas a otras
anomalias dan cariotipo normal8. En un caso donde el cariotipo resulté fallido relacionado con amelia del miembro superior
asociado con otras malformacionesla hibridizacion " in situ" detejido incluido en parafina demostr 6 conjuntos de cromosomas
13,18, 21, X & Y normales no demostr andose defecto genético alguno®. Si bien el cariotipo puede ser normal una mutacion
recesiva autosomicarara, debido al estado homocigético, pudiera ser responsable de las malfor maciones donde el feto aparece
sin extremidades ademés de tener otras malfor maciones asociadastO.

Por otrolado, la presencia de invaginaciones tr ofoblasticas hacia el estroma en nuestro material visto con MEB ratificalo
observado también por nosotr os como inclusiones trofoblasticas estromales vistas mediante microscopia de luz, en un trabajo
cuyos resultados han sido enviados a publicacion. La presencia de inclusiones tr ofoblasticas diagnosticadas previamente en el
material observado han sido consider adas como mar cador es de anomalias genéticas durante el embar azo tempranoll-12,

La evaluacion de material procedente de abortos espontaneos del primer trimestre de embarazo adquiere cada vez mas su
importancia en la basqueda de cambios histopatol dgicos que contribuyan con € mejor diagnésticol3. Otros han encontrado
abundantes apoptosisy disminucion de proliferacion de células estromales en vellosidades cr omosomicamente anor males'4 o una
disminucién del diametro dela vellosidad y de los capilar es estr omales obser vados en secciones histoldgicas transver sales!d.

Con respecto a las membr anas vasculo-sincitiales obser vadas si bien se corresponden con la edad gestacional se ha encontrado
una disminucion de ellas en estos casos de muerte embrionaria o embarazos anembrionados por mal desarrollo mediante
estudios de inmunocitoquimica con CD34 y control de casos!6. Lafibrosisvellosay el borde festoneado del trofoblasto, con
inclusiones trofoblasticas cuando vistas con la microscopia de luz en nuestros resultados son rasgos que han sido utilizados para
predecir un cariotipo anormal, aunque par cialmente, como por € emplo, unatriploidial. Ademasla hiperplasia del trofoblasto 17
asociada a lagunas hidr 6picas estromales son también car acter isticas predictivas de una identificacion detriploidial8 las cuales
no fueron encontradas en € material aca empleado.

A igualesresultados se han llegado en casos de malformacién de Chiari tipo |1 donde las vellosidades per manecen

morfol 6gicamente nor males, sin exhibir rasgos que puedan predecir anormalidad del cariotipo ain y cuando coexisten con
trisomias 13 0 1819-20, Es posible que las obser vaciones captadas tanto por la micr oscopia de luz y confirmada
tridimensionalmente por la MEB sean producto de mutaciones genéticas en condiciéon homocigética ligadas al cromosoma X en
etapasentrelas 7y 28 sde embarazo, durante la blastogénesis que no producen variaciones en el nimero diploide de
cromosomas permaneciendo €l cariotipo normal2l.

En conclusién unavision tridimensional de la vellosidad placentaria en caso de feto con multiples malfor maciones congénitas ha
sido realizada con la MEB la cual no reflgja caracteristicas predictivas de trisomias, triploidias o de alguna anormalidad en el
cariotipo por lo que se presume que mutaciones genéticas son la causa de las multiples anomalias congénitas fetales mientras que
la placenta permaneci6é normal.
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