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ABSTRACT

The kinetic properties of plasma placental
alkaline phosphatase patients with Chagas’
disease were studied. When Cl. Mg was used
asactivator the same increase of activity (17-20
%a) was found in the chagasic and non chagasic
groups. Theenzyme was not inhibited by F-ion
imany ofthe groups. Nosignificantdifferences
were detected between the two groups
(chagasic and non chagasic) when the enzyme
was treated with inhibitors such as EDTA and
L-phenylalanine. However, when the CN-ion
was used, the enzyme of the normal pregnant
women followed a Michaelian curve, whereas
in the chagasic group a sigmoideal plot was
observed. Thus. the Hill coefficient was 1.1 for
the normal group and over 1.5 for the chagasic.

Key words: Placental alkaline phosphatase
- Chagas' disease - pregnancy.

INTRODUCTION

The plasma_ alkaline phosphatase
(ortophosphoric monoester phospho-
hydrolase E.C.3.1.3.1) have been used for
diagnosis for the last 60 years (12). They
originate from different tissues such as liver,
bone and intestine, and all are thermolabile (1,
8).

The human placental alkaline phosphatase
is thermostable and mantains its activity after
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30minutesat 56°C. This enzyme appears during
the first week of pregnancy and remains in the
plasma until several days after delivery (13).
The increase of this enzyme is a function of the
time of gestation and also an index of the
placental activity (7). Messer (1 1)showed that
adecrease in the specificactivity of this enzyme
is a sign of placental disfunction. Chagas-
Mazzadisease isendemicin Latin Americaand
affects 20 million people (14).

We have studied the activity of placental
alkaline phosphatase (thermostable) from
pregnant women affected with Chagas-Mazza
disease, to obtain some information on the
effect of this pathology on the enzymatic
behaviour and. indirectly, upon placental
function.

MATERIALSAND METHODS

Blood was obtained from 10 pregnant
chagasic women of25t035 yearsofageand 35
weeks of pregnancy. The fluorescent and
Machado Guerreiro test were used to diagnose
the Chagas-Mazza disease. Control groups
were tested: 20 normal pregnant women, 20
non-pregnant normal women and 10 non-
pregnant chagasic ones. Na-citrate was used
as anticoagulant. The blood was centrifuges at
2.500 rpm during 40 minutes and the plasma
supernatant was kept at 4°C until use.

The specific activity of plasma alkaline
phosphatase (total and placental) was assayed
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by incubating the samplesat 36°C inamedium
containing 5 mM Na-nitrophenylphosphate.
100mM Tris-HCTbufterpH9.00:2.5mM MaCl.:
20mM KCland 0.5 of plasma i a final volume
of I.aml. The reaction was stopped by adding
0.2 mlof 50% TCA (trichloroacetic acid) and
then centrifuged at 2.500 rpm for 60 minutes.
The supernatant was used to determine the p-
nitrophenol formed. | ml of this supernatant
plus 2 ml o 0.5 N NaOH was used to measure
the optical density at 420 nm.

For the placental alkaline phosphatase
asctivity determination. the plasma was first
heated at 65 C during 50 minutes.

Several inhibitors and activators were
tested: EDTA (-8 mM): L-phenylalanine (0. 3-
SmM):evanide (2-8mM): uoride (0.2-8 mM)
and MgCl (100 mM).

The shcciﬁc activity of the enzyme was
expressed as micromoles of p-nitrophenol
produced in I hour per mg of protein. Protein
was measured by the method of Lowry et al,
(10).

RESULTS

a) Kinetie constants of placental alkaline
phosphatase: Km values with dilTerent
concentrations of substrate (0.035 1o 3.0 mM)
were obtained by a Lincaweaver and Burk
graphic (9). The Km and specific activities
showed practically the same values in the
chagasic and control eroups (Table ).

Table I: Km and specific activity of placental
alkaline phosphatase from controls and chagasic
pregnant women

pegnant wWormsh umoles p-nitrophenyl mg km

protein /hr. nM
control 0.22°+0.03" 027
chagasic 0.18+0.04 030

* non significant differences of specific activity between
chagasics and controls

" the values are mean + SEM from three separate

experniments

b) Activators and inhibitors of placental
alkaline phosphatase: the enzyme activitny was
not affected by I it was increassed by MeCl,
and inhibited by EDTA and L-phenyialanine.
Althought L-phenylalanine inhibited more than
EDTALits effect was similar both in chagasics
and in controls. In addition. there were no
differences between the two studied groups
when Mg was used as activator (Table 11)

Table II: Effect of activators and inhibitors on the
placental alkaline phosphatase activity in plasma

pregnant percentage
women activation’

Mg Ci- NaF EDTA L—phenyialanmer

percentage inhibition

chagasic 20 0 42 78

non chagasic 17 0 47 82

' the values are the mean of four separate experiments
" the results were expressed as percentage of a control tube
(without inhibitor or activator)

¢) Effect of CN- on placental alkaline
phosphatase: when CN- was used at a
concentration of (.05 to § mM. the enzyme
followedaMichaclian curve innormal pregnant
women but showed a signmoideal plot in
chagasicones(Fig. 1). Inthe absence of CN the
relative velocity had a value ol 1.00: the THill
coclticient was 1,10 for the placental alkaline
phosphatase from controls and higher than
I.50 for chagasics (Fig. 1).

d) Effect of CN- on total alkaline
phosphatase: the study of total plasmaalkaline
phosphatase was performed in plasma from
pregnantand non-pregnant normal women and
from preenant and non-pregnant chagasic
women. Table ITFshows the effects of CN-in
these four groups. The inhibitor had the same

Table Ill: Inhibition by CN' of alkaline phosphatase
in chagasic and non chagasic women

experimental group " \rp;aml'lues

pregnant T

chagasic non-pregnant 18

pregnant 1.0

non chagasic non-pregnant 1.0

n*: Hill coefficient
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cfteet on the enzyme from pregnant and non-
pregnant chagasic women and the Hill
coctticient was higher than 1.5, The Hill
coelticientwas lowerthan 1.5 innormal pregnant
and non-pregnant women.

DISCUSSION

The specific activity of plasmatic alkaline
phosphatase from patients with Chagas' disease
did not show any differences compared to the
controls. and its behavior in response to
mhibitors and activators such as EDTA. 1.-
phenvlalanine. Mg 2 and F (3.4, 5) compared
1o healthy controls. were the same. However,
CNinhibited the enzyme from chagasic women
producing a sigmoideal plot with a Hill
coefficienthigherthan 1.5 whercasamichaelian
tvpe ol curve was tound in the normal control
croup. with a Hill coetficient below 1.5,
Althought CN- is an inhibitor of the kidney
alkaline phosphatase. the inhibition occurs at
hizherconcentrations (0.05-0.008 mol)(3) than
those used for the placental one (0.002-0.008
mol). The eflect of CN-on plasmatic alkaline
phosphatase from non-preenant chagasic and
healthy women indicates that the enzyme does
not modify its behavior during pregnancy.
This effect in chagasic patients suggests that
placental alkaline phosphatase does not act
differently from other isoenzymes when CN
on is used.

Fernley and Walker (6) postulated the
existence of two conformational states of
alkaline phosphatase: the Bl form. which
combines with the substrate. and the 152 form
which reacts to produce  inorganic
phosphatase. Probably these two forms have
a different distribution in chagasic and non
chagasic pregnant women. The enzyme's
behavior tested in chagasic men in our
laboratory supports this possibility.

The polyvmorphism of the enzyme
demonstrated by Beckman (2) would play arole
m thedifferent kinetic behavior of the alkaline
phosphatase.
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RESUMEN

Scanalizaron las propicdades cinéticas de
lafostatasaalcalina placentaria proveniente de
plasma de pacientes con la enfermedad de
Chagas. Cuando sc¢ utilizo Cl Mg como
activador, se encontro ¢l mismo aumento de
actividad (17-20%) tanto en embarazadas con
la enfermedad de Chagas como en los grupos
controles. Laenzimano fue inhibida por ¢l ion
I en ninguno de los grupos estudiados. No se
encontraron diferencias sienificativas entre los
dos grupos estudiados (chagasicos v no
chagasicos) cuando la enzima fue tratada con
inhibidores como EDTA v I-fenilalanina. Sin
embargo. cuando el jon CN° fue usado. la
fosfatasa alcalina placentaria de embarazadas
sinlaenfermedadde Chagas presento una curva
Michacliana, mientras que ¢l grupo de
embarazadas chagasicas mostrd una curva
sigmoideaensucomportamiento. Il coeficiente
de Hill fuede T paracl erupo control v de 1.3
para ¢l grupo compuesto por embarazadas
chagasicas,

Yalabras clave: Foslatasa alcalina
placentaria- Enfermedad de Chagas - Embarazo.
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RESUMEN

Ln el presente trabajo se estudio el ciclo
reproductor de la liebre auropea. Lepus
curopacus P enhembras de una poblacion del
area rural de Rio Cuarto, durante un periodo
anual completo.De los animales recogidos
mensualmente, se determind edad. peso
corporal v peso de los ovarios. Estos ultimos
fueron fijados en Bouin v procesados por las
téenicas histologicas convencionales. En el
periodode julioatebrero. el peso medio corporal
fue de 3,70 kg + 0.15. Los ovarios mostraron
foliculos en distintos grados de desarrollo,
cuerpos luteos y glandula intersticial. En el
atero se determino la presencia de embriones.
En el periodo de marzo a junio, ¢l peso medio
corporal fue de 3,16 kg + 0,11, Los ovarios
mostraron foticulos secundarios. glandula
mtersticial, cuerpos blancos v ausencia de
cuerpos lateos. De los estudios realizados surge
la existencia de dos periodos bien definidos en
elcicloreproductivo: ) Periodo Reproductivo,
que abarca los meses de julio a febrero, v 11)
Periodo No Reproductivo, que se extiende de
marzo a junio. Los resultados son comparados
con los obtenidos por otros autores en otras
poblaciones de liebre, especialmente los de la
zonasurdel pais (Bariloche), teniendoen cuenta
las caracteristicas ambientales regionales.

Palabras clave: Lepus curopacus P. -
aparato reproductor hembra - caracteristicas
histolégicas - ciclo anual.

INTRODUCCION

Laliebre européaesunaespecie cosmopolita
ampliamente distribuida en Europa, Cercano
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Oriente, Medio Oriente, Africa, América del
Norte y América del Sur. Se han realizado
algunos estudios de caracteristicas generales
para esta especie (3. 4, 5, 6.9, 11, 13). En
Argentina, Amayay col.(1), Boninoy col. (2),
han estudiado ciertas caracteristicas biologicas
de la liebre europea en la region sur del pais
(Bariloche).

Laliebre hasido consideradaplaganacional
v uno de los competidores mas importante de
los animales domésticos ya que, con ellos,
comparte las pasturas naturales y sembradios.
Suinfluencianegativaen zonas de forestacion
ha sido senalada por distintos autores (6, 7).
siendo la zona estudiada una region agricola-
ganadera por excelencia, resulta de interés
conocerlabiologiareproductivade lapoblacién
de liebres hembras que la habita, ya que la
mismaes un factor determinante en su nimero
y caracteristicas poblacionales.

MATERIALESY METODOS

Eldreaestudiada corresponde aunradio de
40 km alrededor de la Ciudad de Rio Cuarto
(Cordoba).

Setrabajo conejemplares hembras de Lepus
curopacus (), las que fueron cazadas con
escopeta y farol buscahuellas, entre las 19y 24
horas. Las mismas se obtuvieron mensualmente,
arazonde 10 (diez)cjemplares por cadamuestreo,
durante un periodo anual completo.

La metodologia aplicada constd de los
siguientes pasos:

I. Determinaciondel sexo.

2. Determinacion de peso corporal completo.

3. Extraccion de los globos oculares y peso
de los cristalinos (8). a fin de determinar las
edades.
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4.Extraccionde los ovarios. Pesaje (£ 0.1 g),
medicion de la longitud y ancho con calibre (=
| mm). sin considerar si correspondia a ovario
derecho o izquierdo. Posteriormente, las
muestras se fijaron en Bouin y fueron
procesadas con  la técnica histologica
convencional. Los preparados histologicos
fucron tenidos con hematoxilina-eosina para
su posterior observacion.

5. Extraccion del Gtero para determinar la
presencia o no de embriones.

L.osresultados obtenidos fueron sometidos
alanalisis estadistico de Varianza de un factor.
testde Duncan v test t de diterencias de medias
(para  muestras independientes).  Se
consideraron significativas las diferencias con
p- 0.05.

Se utilizo el soltware estadistico STATA,

RESULTADOS

Ll trabajo se realizo con hembras cuyos
pesos del eristalino fue mayvora 235 me (1.8).

L peso corporal medioanual fue de 4. 36 ke

£0.10(Tablal)siendosimilarcon elhalladoen
poblaciones del sur del pais (1). Los pesos
medios corporales mensuales, durante un
periodo  anual  completo. mostraron
oscilaciones entre 3.0 kg v 4.5 ke (Fig. 1). con
tendenciaaaumentar durante el mes de octubre.

De las observaciones obtenidas a campo,
secomprobo que las muestras podian dividirse
en 2 grupos: uno representado por casi el total
de las hembras capturadas entre los meses de
Julio-febrero. que mostraron embriones visibles
en los cuernos uterinos v/o en su defecto
mamas con signos de actividad: v otro
caracterizado por no poseer mamas activas ni
cjemplares prefados en las muestras obtenidas
entre los meses de marzo-junio. De lo expuesto
precedentemente. surgen dos periodos bien
definidos:

1) Periodo de Actividad Reproductiva, que
abarca los meses de julio a febrero: 11) Periodo
No Reproductivo. que se extiende de marzo a
junio.

Durante ¢l periodo reproductivo, ¢l peso
corporalmedio resultd mayora lamedia anual
encontrada(Tablal). Asimismo, el valor medio,
tanto del peso comodelanchoy longitud de los

Tabla I: Valor del peso corporal medio anual de
Lepus europaeus (P) hembra durante un ciclo
anual completo

Periodo no Peso corporal (kg)
Anual 120 #346+010*
Reproductivo 60 #369+015"
No Reproductivo 60 #316+011*

# X+ DS; na=n, n,, n, "p=002

ovarios. fue significativamente mayvor que al
hallado en el periodo no reproductivo (Tabla
).

[.os datos anuales de peso. longitud v
ancho ovarico se resumen en la Fig, 2.

Tabla II: Valor promedio de: peso, longitud y ancho
del ovario de Lepus europaeus (P) durante el
periodo reproductivo y no reproductivo.

Periodo Periodo
Variable Reproductivo No Reproductivo
XxDS X+DS
Peso (g) 2241021 1.51+0,20 **

Longitud (mm)  23,79+0,62 21,2740,88 *

Ancho (mm) 12414042 10,78%0,59 ***

n=120; n,=60; n,=60; *p=0.05: **p=0.04; ***p=0,01.

Enrelacionalnimero de cuerpos luteos por
hembra, lamediafuede 3.4 + 1 43, mientras que
el diametro promedio de dichos cuerpos fue
homogéneoenlaépocareproductiva(7,.72 mm

1.66). LI numero medio de embriones
observados fue de 2.7 = 1.19. sensiblemente
mayor al obtenido por Amavay col. (1). No se
establecio si las pérdidas embrionarias
cncontradas fueron de preimplantacion o
postimplantacion.

Las observaciones histologicas del ovario,
durante este periodo reproductivo (Fig. 3a y
3b). mostraron una corteza ovarica con
presencia de foliculos primordiales v en
crecimiento (preantrales y antrales): clresto del
organo, sin unamédula perfectamente definida,
se presento comouna glandula intersticial muy
desarrollada. constituida por células
poliédricas, con citoplasma vacuolado, nicleo
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central de cromatina laxay nucléolo prominen-
te. Los cuerpos lateos fueron muy evidentes v
formados por células poliédricas con gran
acidofilia. circunseriptas aun arca bien definida.

En el periodo no reproductivo. el peso
corporal medio fue ligeramente menoralamedia
anual encontrada (Tabla 1), Para ¢l mismo
periodo. ¢l peso medio de los ovarios fue
significativamente menor a los hallados en el
periodoreproductivo. Lo mismoacontecio con
los valores medios de ancho v de longitud de
los ovarios: ambos [ucron sienificativamente
menoralos hallados en el periodo reproductivo
(Lablall),

Las. observaciones histologicas, en ¢l
periodo no reproductivo. (Figs. 3¢ v 3d).
mostraron las siguientes caracteristicas: corteza
ovarica con diferentes tipos de Toliculos
ausencinde cuerpos luteos: s una zonamedular
desarrollada de tejido conectivo vascularizado.

DISCUSION

Las caracteristicas estacionales del ciclo
reproductivo de la lichre son coincidentes con
clcomportamiento eeneral en distintas partes
delmundo (40100110 12). Ladnicaditerencia
radica en Liextension de los periodos del ciclo
reproductive. Asimismo. elhecho de no haber
encontrado relacion entre el tamano de los
cucrpos luteos observados v el estadio de
prenez. coincide con luhallado en lapoblacion
de licbres del sur de pais (1),

De lo expuesto precedentemente. s
diferenciaron dos periodos: 1) Periodo
Reproductivo. que abarca los meses de julio a
febrero v 1) Periodo No Reproductivo. que se
extiende desde Tos meses de marzo a junio.

La mavor extension del periodo
reproductivo. un mes anterior v un mes
postertoren relacion al descripto por Amayva
col. (1) en la region sur del pais. como asi
tambicn ¢l mayor numero de crias por camada
v lamenor perdidaembrionaria puede deberse.
aungue nociertamente determinado. a diversos
factores. Se mencionan como tales o la
temperatura. fotoperiodo v disponibilidad de
alimento (5.12). Losmismos son mas favorables
enlaregioncentral delpais. donde estiaincluida
chiarcade estudio. mientras que en laregion sur.
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las temperaturas son mas rigurosas v el
fotoperiodo mas corto. Lacalidad v cantidad de
alimento de la region agricola (central) con
respecto al sur del pais. que tienen las
caracteristicas de mallin v estepa. pueden ser
otros factores determinantes a tener en cuenta.

ABSTRACT

In this paper. the reproductive evele of the
Luropean hare. Lepus curopacus. was studied
during a complete annual period in females of
a population from the southern region of the
province of Cordoba. Theanimals were captured
monthly. Age. corporal and ovarian weights
were determined. and the ovaries were fixed in
Bouin and processed by current histological
techniques. During the period from July to
FFebruary. the mean corporal weigth was 3. 70 ke
=0.15. The ovaries showed follicles in different
developmental stages. corpora lutea and
interstitial eland. Embryos were frequently
found inthe uterus, From March to June, on the
other hand. mean corporal weigth was 3.16 kg

011 The ovaries presented developing
follicles. interstitial eland and corpora albicans.
and no corpora lutea were found. I'rom these
results. it can be seen that the reproductive
cyeleiscomposed oftwowell-delined periods:
I Reproductive period. extending from July to
FFebruary.and IT) Non-reproductive period. form
March to June. The results are compared with
those obtained by other authors on other hare
populations, specially on populations from the
southernregion ot Argentina(Bariloche). taking
into account regional environmental
characteristics.

Key words: Lepus curopacus PP, - female
reproductive apparatus - histological
characteristics - annual cyvele.
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Figura 2: Distribucion del peso, longitud y ancho
ovarico de Lepus europaeus (P), en una poblacion
del area de Rio Cuarto, durante un periodo anual
completo. Cada punto representa la media y las
lineas verticales la desviacion estandar
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Figura 3: Fotografias microscopicas de cortes transversales de ovario durante el periodo
reproductivoy no reproductivo de Lepus europaeus (P)
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Figura 3a: Periodo Reproductivo: Corteza: se Figura 3b: Periodo Reproductivo: A mayor aumento
observan foliculos en distintos grados de crecimiento se observan cuerpo liteo (L) y glandula intersticial
(F). cuerpo luteo (L) y glandula intersticial (GI). (64x) (Gl) . (180x).
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Fi'g';ura 3c: Periodo No Reproductivo: se observa la Figura 3d: Periodo No Reproductivo: se observa la
corteza (C) con diferentes tipos de foliculos (F) y la zona cortical con su epitelio (E), foliculos (F) y tejido
medula (M), de tejido conectivo con vasos interfolicular (TI). (180x).

sanguineos. (64x).
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