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RESUMEN

Se ha demostrado que el trofoblasto
humano normal posee granulos lipidicos
que contienen triglicéridos y fosfolipi-
dos cuya significacién no esta atin acla-
rada. Con el objeto de analizar el efec-
to que la enfermedad de Chagas indu-
ce en estas estructuras se propuso el
siguiente estudio para determinar la re-
lacién entre el grado de lesién placen-
taria, la presencia de lipidos y ¢l esta-
do fetal y del recién nacido.

Se utilizaron placentas humanas de
madres con enfermedad de Chagas
Crénica detectada por las pruebas de
Machado Guerreiro y de Inmunofluo-
rescencia. Se efectud la técnica del Red
Oil 0 para la localizacién histoquimica
de lipidos. Homogeneizados de vellosi-
dades placentarias se analizaron para
determinar lipidos totales, triglicéridos
y colesterol.

Los hijos de las madres estudiadas
fueron controlados para establecer su
estado general y peso.

Lag placentas chagasicas presentaron
un notable incremento de gotas lipidi-
cas en el trofoblasto y en éreas del
mesénguima proximas a los vasos. Es-
tas imagenes aparecieron localizadas,
con lesiones tisulares evidentes alter-
nando con regiones aparentemente nor-
males. La determinacién de lipidos de-
mostré un aumento significativo de tri-
glicéridos y en menor proporcién de
colesterol. Los hijos de estas madres,
con excepcion de dos, no fueron cha-
gdsicos aunque presentaron una dismi-
nucion significativa de peso y una ma-
yor incidencia de prematuros sobre un
total de 89 embarazadas.

Estos resultados demuestran que las
alteraciones p'acentarias inducidas por
la enfermedad de Chagas se acompa-
nan del incremento de lipidos con au-
mento especifico de triglicéridos y co-
lesterol lo que indicarfa modificacio-
nes de estos componentes de la pla-
centa y del suero materno. Ocurririan
asi variaciones en el desarrollo fetal,
pudiendo, eventualmente, condicionar
la infeccién del feto a través de com-
pleos mecanjismos de interaccién entre
las estructuras placentarias y el T, cruzi,
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INTRODUCCION

Miés de 20 millones de personas de
latinoamérica estan afectadas por la en-
fermedad de Chagas.

La infeccion puede transmitirse al
feto originando el Chagas Congénito.

En zonas endémicas de nuestro pais
se ha establecido una incidencia del 2
al 5% de Chagas Congénito.

Andrade * y Cunio 1, Delgado y San-
tos-Buch ' han demostrado en anima-
les de laboratorio que la placenta esta
involucrada en el pasaje del parasito
al feto.

Bittencourt y col. *-5-5-7 estudiando
placentas humanas y recién nacidos de
madres chagasicas describen lesiones
placentarias inespecificas las que influi-
rian en el peso del recién nacido.

Calderén y Fabro %, han demostrado
que la interaccion “in vitro” del trofo-
blasto humano y el Trypanosoma cruzi
es un fenémeno relativamente tspecifi-
co v que el Trypanosoma induce el pro-
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ceso de fusion en las fracciones de mem-
branas de trofoblasto y de glébulos ro-
jos, lo que indicaria que los lipidos de
membranas son afectados por el para-
sito, postuléndose la infeccién placen-
taria por un proceso de endocitosis.

Las lesiones de placentas chagisicas
configuran un cuadro histopatolégico
especifico segiin lo demostrado en nues-
tro laboratorio * y se describen tanto
al microscopio 6ptico como electrénico
alteraciones de glicoproteinas, glicosa-
minoglicanos y disminucién de enzimas
asociadas a membranas tales como la
fosfatasa alcalina, 5-nucleotidasa, ATPa-
sa e incremento de fosfatasa acida re-
lacionada con la actividad lisosomal.
Ademds, observaciones sistematicas, me-
diante microscopia demuestran la pre-
sencia de abundantes grinulos simila-
res a gotas lipidicas en el estroma y
trofoblasto de placentas chagésicas 1%-
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Teniendo en cuenta el fenémeno de
tusibn de membranas inducidas por el
T. cruzi, las alteraciones enziméticas y
las caracteristicas citopatolégicas de las
placentas chagésicas, se propuso el es-
tudio de lipidos de placentas chagisi-
cas mediante técnicas citoquimicas y
bioquimicas con el objeto de determi-
nar si el pardsito induce cambios en
estas estructuras moleculares y si esas

variaciones repercuten en el desarrollo
fetal.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 89 placentas de emba-
razadas chagésicas cuya edad gestacio-
nal vari6 entre las 38 a 40 semanas.
Se analizé un grupo control de 89 em-
barazadas normales. Todas las pacien-
tes estudiadas concurrieron al Hospital
Materno Provincial de la Ciudad de
Coérdoba.

Para determinar la presencia de en-
fermedad de Chagas se realizé la reac-
cién de Machado Guerreiro y el Test
de Inmunofluorescencia (T.LF.).

Las pacientes chagasicas estudiadas
no presentaron otra patologia. Se efec-
tué el estudio macroscépico de las pla-
centas, el que consistio en la determi-

nacion de peso, didmetro, espesor, for-
ma de insercién del cordén umbilical,
aspecto de las membranas, presencia de
infartos, ete.

Se realizaron cortes en forma de cu-
fia desde la insercién del cordén a la
periferia. Se tomaron muestras de un
cm de espesor de las regiones fetal, ma-
terna y media de las cufias y se fija-
ron en formol-calcio a pH 7.4 duran-
te 48 a 72 hs. Una parte de las mues-
tras se incluyeron en parafina y se pro-
cedié a su posterior coloracién con He-
matoxilina y Eosina y con el método
de Gallego, el que es usado para faci-
litar la visualizacién de los parasitos,

Otro grupo de muestras fijadas en
formol-calcio fueron incluidas en gela-
tina. Se obtuvieron cortes de 8 a 10 ym
con criostato Ames (Miles Co.). Los
cortes se montaron en portas y se rea-
lizé la técnica de Oil Red 0 para la
determinacién de lipidos .

Se efectué ademas la técnica de PAS
y Alcian Blue para la deteccién de li-
pidos complejos 3-10.19,

Trozos de placenta fresca fueron cor-
tados y lavados 3 veces en buffer de
fostato pH 7.4 y homogeneizados con
motor durante 10 a 20 minutos.

Una muestra de este homogeneizado
se us6 para dosaje de proteinas por el
método de Lowry 2 y el resto se des-
tiné para la determinacién de lipidos
totales ', colesterol! y triglicéridos 22,

Como estudios complementarios se
efectud el andlisis de lipidos en el sue-
ro de estas embarazadas chagésicas y
normales. Los nifios nacidos tanto de
partos normales como por cesirea fue-
ron medidos, pesados y clinicamente es-
tudiados por el neonatélogo.

Los resultados fueron sometidos al
caleulo estadistico aplicindose el Test
Student. Se consideraron significativos
aquellos datos con valores de p = 0.05.

RESULTADOS

Las placentas de madres chagasicas
demostraron ser significativamente me-
nores en sus dimensiones con relacién
a las normales (Tablas I y II).
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No se detectaron diferencias con re-
lacion a insercion del cordén y presen-
cia de infartos. El parasito se observo
en 25 placentas (Figura 1 a).

Tanto el trofoblasto como el estroma
presentaron un incremento de gotas li-
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pidicas con relacién a las normales
cuando se us6 la técnica de Oil Red 0
(Figuras 1 b y ¢).

El PAS y el Alcian Blue no permitié
establecer ninguna relaciéon entre esas
granulaciones y las estructuras colorea-
das con estas técnicas.

Tami.a -1

PLACENTAS
PESO EN GRAMOS

EDAD GESTACIONAL

NORMALES CHAGASICAS
(semanas)
38 (12)* S} YT 449 += 0.8
39 (15) B52 =+ 01 170'+='03
40 (62) 360 + 9.1 485 = 0.3
*  Noamero de casos.
* # Desviacién Standard.
FABLA_FEI
P A C E. DiTEIA-S
DIMENSIONES
EDAD GESTACIONAL NORMALES CHAGASICAS
(semanas) )
DIAMETRO ESPESOR DIAMETRO ESPESOR
(em) (cm) (em) (em)
38 (12)* 1680 +=038%* 3.05=*=005 1249009 1.87 = 0.05
39 (15) 18.09 = 0.05 317 =012 12,01 =019 201 :=+0.03
40 (62) 17.73 = 0.04 3.07 =002 1342 +001 2.35=+0.01

*  Nuamero de casos.

# ¥ Desviacion Standard.

Las determinaciones bioquimicas demostraron que los lipidos totales
analizados no estan modificados, en cambio son significativos 'os incre-

mentos registrados en el colesterol y triglicéridos (Figura 3).

También se determiné un aumento significativo de los triglicéridos
en el suero de embarazadas chagésicas, siendo normales los lipidos totales

y el colesterol (Figura 4).

El peso de los recién nacidos en estas madres chagasicas fue signifi-
cativamente menor que el de los normales (Tabla IIT).
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Taesra 111

RECIEN NACIDOS
PESO EN GRAMOS

EDAD GESTACIONAL MADRES MADRES
(semanas) NORMALES CHAGASICAS
38, (12) *° 3.108 = .81L.%% 2.349 = 0.45
39 (15) 3.205 =+ 0.50 2.570 = 0.49
40 (62) 3.525 + 0.30 2.859 == 0.41

Nitimero de casos.
#% Pesviacion Standard.

DISCUSION

Se ha postulado que el Trypanoso-
ma cruzi infecta a la célula hospeda-
dora mediante una actividad endocité-
sica de la célula invadida. Este meca-
nismo implica, entre otros procesos, fi-
sibn y fusion de membranas plasmati-
cas. Este fenémeno se acompaia de las
modificaciones de las proteinas inte-
grales en las que ocurre segregacion o
bien agregacion, lo que induce a la for-
macién de 1egiones enriquecidas en li-
pidos y explicaria la fusibon de mem-
branas %,

Se ha demostrado que el Trypanoso-
ma cruzi produce fusibn en glébulos
rojos de pollo y ademéis que, entre
fracciones de sinciciotrofoblasto huma-
no y del parésito, existe una interac-
cién preferencial entre ambas membra-
nas en las que participan lipidos y pro-
teinas. Este efecto ha sido corroborado
por la accién de tripsina y fosfolipa-
sagg

Ademas el uso de lipidos fusogéni-
cos induce alteraciones en el patron
proteico de fracciones de sinciciotrofo-
blasto humano normal, lo que modifi-
ca a los lipidos mencionados. Estos
cambios son similares a los que pro-
ducen en la placenta, fracciones anti-
génicas del Trypanosoma cruzi ‘in vi-
tro” y a los detectados en las placentas
de madres chagasicas

De los resultados expuestos se pue-
de concluir que, el Trypanosoma cruzi
altera los lipidos de las placentas infec-
tadas y que en estas modificaciones es-
tarfan invelucrados lipidos de membra-
nas, las que contienen. colesterol, gli-

colipidos y en menor proporcién tri-
glicéridos, entre otros componentes.

El pardsito actuaria también sobre
ciertos lipidos cuyas concentraciones
normales cambian, tanto en el suero,
como en las fracciones subcelulares de
placentas de madres chagisicas.

Se podria considerar que los lipidos
de reserva quedan acumulados como
grasas neutras o triglicéridos en los gra-
nulos lipidicos detectados en placentas
chagésicas, lo que dificultaria la vehi-
culizacion de los mismos de la madre
al feto, con el consiguiente efecto so-
bre el desarrollo fetal.

Este mecanismo y otros postulados
por Fabro, S. P. y col. o
drian explicar las alteraciones placen-
tarias citopatolégicas, su disfuncién y
el bajo peso fetal del recién nacido de

embarazadas chagdsicas
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SUMMARY

It has been demonstrated that the
normal human trophoblast has lipidic
granules that contain triglycerides and
phospholipids of yet unclear signitica-
tion. With the purpose of analyzing the
eftect of Chagas disease on these struc-
tures, the present study was undertaken
with the purpose of determining the
re'ationship between the degree of
placental lesion, the presence of lipids
and the general condition of the fetus
and newborn. Human placentas from
mothers with chronic Chagas disease
deterted by the Machado Guerreiro test
and immunofluorescence were used. Red
Oil 0 technique was used for the histo-
chemical localization of lipids. Homo-
genates of placental villi were analyzed
to determine total lipids, triglycerides
and cholesterol.

The children of the studied mothers
were controlled to establish their ge-
neral condition and weight.

The chagasic placentas presented a
marked increase of lipidic droplets in
the trophoblast and in mesenchymal
areas next to blood vessels. These ima-
ges appeared localized, with evident
tissues alterations that alterned with
apparently normal regions. Lipid deter-
mination showed a significant incre-
ment of trig'yeerides and, in a lesser
proportion, of cholesterol. With two
exceptions, the children of these mo-
thers were not chagasic, although they
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presented a significative weight dismi-
nution and a greater incidence of pre-
matures over a total of 89 pregnant
women.

These results show that the placental
alterations induced by Chagas’ disease
are accompanied by an increment of
lipids, with an specific increase of tri-
glycerides and of cholesterol, indicating
modifications of these components of
the placenta and of maternal serum,

influencing fetal development and even-
tually favoring infection in the child
through the interaction of th+ placental
membrane and T. cruzi. Hence, varia-
tions in fetal development, would occur
conditioning fetal infection through
complex interacting mechanisms bet-
ween placental structures and T. cruzi.

Keg Words: Placenta - Lipids - Chagas
disease.



Figura 1: Placenta chagdsica.

a- Pardsitos préximos al trofoblas
de PAS. Aumento 1.000X.

b- Acimulo de
reactivos en
Técnica OIL RED 0

grdnulos intensamente
trofoblasto (flecha).
. Aumento 400X.

to y en el estroma. Técnica

e

c- Granulaciones lipidicas en estroma
). Técnica OIL RED 0. Aumento
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FIGURA N¢ 3
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FIGURA N¢ 4
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