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RESUMEN

Microscopia Electronica de Barrido de la vellosidad placentaria en la
malformacion de Chiari tipo Il.

Nuestro proposito es el de evaluar la morfologia de la vellosidad placentaria
en un caso de malformacion de Chiari tipo |Il, diagnosticada
ultrasonograficamente antes del nacimiento, para determinar variaciones de
forma o tipo de ramificacién, como las encontradas cuando existe un
cariotipo anormal, segun datos de la literatura, utilizando la microscopia
electrénica de barrido y analisis previo con microscopia de luz. La
malformacién de Chiari es una hidrocefalia congénita comunicante, que
coexiste con trisomias del par 13 0 18 y meningomielocele. Las alteraciones
cromosomicas no solamente implican anomalias morfolégicas caracteristicas
en embriones o fetos sino también en las vellosidades placentarias. Los
resultados obtenidos de una placenta de ulna paciente de 24 semanas de
gestacién complicada con muerte neonatal confirman vellosidades
troncales, intermedias maduras e inmaduras y vellosidades terminales
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origindndose de intermedias maduras que fueron rastreadas sin observarse
modificaciones en el patron morfolégico normal o su ramificacién, cuando se
comparan con vellosidades normales de la misma edad gestacional. La
superficie de las vellosidades se mostraron lisas, con escasas
microvellosidades. No se encontraron variaciones con respecto al diametro
de los diferentes tipos de vellosidades. La deposicion de fibrinoide es
similar a la normal. No se observo hiperplasia del trofoblasto ni cambios en
los elementos estromales. Los resultados reportan la inmadurez vellosa
confirmada previamente con microscopia de luz, con retraso en la
maduraciéon del arbol velloso. Estas imagenes muestran una visién
tridimensional de la vellosidad con inmadurez persistente, ligeramente
asincronica, sin la expresién de alguna anomalia morfolégica especifica
indicativa de algun cariotipo anormal, proporcionando una mayor confianza
al histopatdélogo en la evaluacion completa de la vellosidad en esta
malformacion.

Palabras clave: Microscopia electrénica de barrido, vellosidad
placentaria, malformaciéon de Chiari.

ABSTRACT

Scanning Electron Microscopy of the placental villi in Chiari type Il
malformation

Our purpose was to evaluate the morphology of the placental villi, in a case
of Chiari type Il malformation, diagnosed before birth with ultrasonography,
for determining variations of form or types of villous branching as found
when there is abnormal karyotype, according to literature, using scanning
electron microscopy and previous analysis with light microscopy. Chiari
malformation is an inherited communicant hydrocephaly that coexists with
trysomies 13 or 18 and myelomeningocele. The chromosomal abnormalities
not only are associated with embryo or fetus but also with placental villi.
The results obtained of a placenta of patient at 24 weeks of gestation
complicated with neonatal death confirm the presence of stem villi,
intermediate and terminal villi which were observed without nothorious
changes in their form or branching when they are compared with villi at the
same week of gestation. The surface of the villi were smooth with scarse
microvilli. No variations with respect to the diameter of the types of villi
were observed. The fibrin deposition was similar to that observed in normal
conditions. Neither trophoblast hyperplasia nor stromal changes were seen.
These findings indicated persistent villous immaturity, retarded maturation
of the villous tree and scarse variations of the features of placental villi
which were not predictive of an abnormal karyotype. This three-dimensional
view of the cytoarchitecture of the villi provides greater confidence to the
histopathologist in his/her evaluation of the complex structure of the villous
tree in this malformation.

Key words: Scanning electron microscopy, placental villi, Chiari
malformation.

INTRODUCCION.

Las malformaciones craneo-cervicales comprenden un conjunto de
alteraciones anatdomicas de la region que une al craneo y la columna
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vertebral. En ocasiones se originan de forma secundaria a otro proceso, en
la mayoria de casos su origen es congénito y se deben a problemas del
desarrollo embrionario. Cuando el descenso de las amigdalas del cerebelo
se acompafa de una elongacion del IV ventriculo y del tronco del encéfalo,
de modo que también quedan parcialmente situadas en la parte alta del
canal cervical, la malformacién de Chiari es de tipo Il y aparece casi
constantemente en pacientes con espina bifida (1).

Los numerosos estudios realizados en Venezuela y otros paises sobre
malformaciones, en general, segln se reporta en otro estudio (2), describen
los aspectos anatomopatolégicos fetales, los factores etiolégicos, los tipos
de éstas, métodos de diagnoéstico, analisis de laboratorio y datos clinicos o
epidemiolégicos. En ellos las anomalias craneo-cervicales no se han
reportado asociadas a las alteraciones de la placenta. La amplia literatura
encontrada sobre la malformacién de Chiari ha cubierto muy poco su
relacién con el embarazo. La literatura que reporta la vellosidad placentaria
asociada con malformaciones del sistema nervioso central es también muy
escasa (2). Las causas exactas de esta malformacién y su incidencia se
desconocen.

El estudio tridimensional de las vellosidades placentarias en la
malformacion de Chiari tipo |l reviste particular importancia para determinar,
mediante esta técnica, si hay cambios en su morfologia. Se conoce que
trisomias del par 13 o 18 coexisten con la malformacién y meningomielocele
(3). Las vellosidades pueden ser afectadas en su estructura y funcién por
un cariotipo anormal (4). Asi, por ejemplo, se encontr6 engrosamiento
velloso esférico localizado y degeneracion del sincitio, en los casos de
trisomia del par 16. Si bien nuestro caso no tiene estudio del cariotipo, se
pretende emplear la técnica de microscopia electronica de barrido (MEB)
para determinar si existen variaciones en los rasgos histomorfoldégicos de la
vellosidad, similares a los existentes en los casos de algunos fetos
trisbmicos reportados en la literatura. Bajo la premisa de una correlacién
entre la morfologia de la vellosidad placentaria y el cariotipo fetal, la cual se
describe en la literatura (4-7), nos proponemos evaluar la vellosidad en
este caso de malformacion de Chiari tipo Il, con la técnica de MEB.

MATERIALES Y METODOS.

Las muestras fueron tomadas de la placenta, de una paciente de 26
anos, a las 24 semanas de gestacion, a quien se le determindé por
ultrasonografia, placenta grado |, con el diagnoéstico prenatal fetal de
malformaciéon de Chiari tipo Il y meningomielocele (8). La historia clinica
reporté muerte del neonato inmediatamente después del parto, neonato con
pie varo y sin ninguna otra aparente malformacion. No hubo determinacién
del cariotipo en el neonato. Se examinaron 50 laminas de tejido placentario
con la tincién de H-E, de diez regiones diferentes que abarcan placa
coriénica y basal, segun la metodologia descrita en trabajo preliminar (2).
Se siguid un protocolo de observacion en base al numero de ramificaciones
que sobresalen del contorno de una seccion de corte transversal de una
vellosidad intermedia inmadura (vii), numero de brotes sincitiales, diametro
de la vellosidad medida con la barra, en micras, incorporada en la pantalla
de observacién del MEB, numero de vasos estromales en vellosidades
intermedias maduras (vim) y terminales, la deposicion de fibrina y otros
rasgos observados. El diagnéstico microscopico se realiz6 observando
previamente al microscopio de luz (ML), con el objetivo de 10x los rasgos
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arriba mencionados en 10 (o mas de 10) vellosidades, en diez o mas
campos, de tres o mas cotiledones. Las laminas observadas contenian de
tres a cinco cortes seriados. Biopsias de las mismas regiones fueron
tomadas para ser procesadas con las técnicas convencionales de la MEB,
siguiendo los procedimientos sefialados en un trabajo anterior (9).

RESULTADOS.

Una vision tridimensional de vellosidades troncales, vellosidades
intermedias inmaduras y maduras, asi como vellosidades terminales en el
inicio de su desarrollo originandose de intermedias maduras, fueron
rastreadas con el MEB (Fig.1). La superficie de las vellosidades, cuando se
utilizan elevadas magnificaciones, se mostré lisa, con pocas
microvellosidades (Fig.2). El numero de ramificaciones saliendo de
vellosidades intermedias inmaduras puede llegar hasta 14. No se observo
irregularidad en la forma de ramificacién. El nimero de brotes sincitiales es
el que corresponde de acuerdo con las 24 semanas de desarrollo. No hay
variacién con respecto al diametro de la vellosidad cuando se compara con
los diametros de la normal, a la misma edad de gestacién (Fig.3).

S

Fig. 1.- Una vii (*) proyectando una vim (V) hacia el lado izquierdo de la micrografia, de la cual, a todo
lo largo de ella, brotan vellosidades terminales. Barra: 300 um.

2 e : ‘

Fig. 2.- Ampliacién de la superficie de una regiéon de vii con escasas microvellosidades. Una
vellosidad mesenquimal se observa (flecha). La superficie (*) muestra pliegues, orificios y fisuras. Se
nota una vim (cabeza de flecha)
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Fig. 3.- Se observan ramificaciones de vellosidades de una vii, la cual destaca parte de su
estructura interna. El trofoblasto se nota delgado (flecha curva). Varios brotes mesenquimales (flecha
recta) que se contindian con brotes trofoblasticos son notorios. Barra: 200 um.

La deposicién de fibrina sobre la superficie del trofoblasto no sufre cambios
con respecto a la encontrada en el control. No se nota hiperplasia del trofoblasto
como la observada en los casos de mola hidatidiforme. No més de 5 o 6 secciones de
capilar por cada estroma fueron vistos, ni invaginaciones del trofoblasto hacia el estroma y
algunas vellosidades muestran una compacta red de células y elementos de la matriz
extracelular estromal sin vasos capilares (Fig.4). Los vasos se observan segun el grado de
desarrollo de la vellosidad, unos ubicados en el centro del estroma y otros cercanos al
trofoblasto. No hubo anormalidad alguna en la estructura vascular. Se noté cierto grado de
desorganizacion estromal, en algunas vellosidades, con grandes espacios indicando edema
hidrépico, (Fig.5).

Fig. 4.- Corte a todo lo largo de una vii en la cual se observan los canales estromales (flecha). Los
elementos que componen el estroma se exhiben en una compleja y apretada red.
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Fig. 5.- Corte transversal de vellosidad ancorante penetrando la superficie de la placa basal. Las
flechas indican regiones que correspondieron a zonas de liquido intersticial “in vivo™ en el interior del
estroma.

Las vii (Fig.6) se observaron ancladas a la placa basal. Extensas areas de esta
region esta tapizada por vii. A medida que las vii se ramifican, en forma dicotémica, su
diametro disminuye y aparecen surcos o pliegues sobre la superficie del trofoblasto (Fig.7).
En esta semana de gestacion las vii se caracterizan por producir vim, ligeramente curvas
que finalmente habran de originar las vellosidades terminales para el intercambio de gases
y nutrientes.

Fig. 6.- Sobre la superficie de la placa basal que mira hacia el espacio intervelloso, una amplia vii (*)
con una ramificacion, tapiza dicha zona.
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Fig. 7.- La flecha recta indica una vii de la cual parte una mesenquimal (*) que termina en un borde
sinticial (flecha curva)

DISCUSION.

Esta es la primera documentacién que asocia la morfologia de la
vellosidad placentaria con la hidrocefalia congénita comunicante conocida
como malformaciéon de Chiari tipo Il (8). Numerosos autores en el pasado se
han esforzado por identificar rasgos morfolégicos en la vellosidad vy
relacionarlos con hallazgos citogenéticos (10). Otros han sugerido, en base
a los cambios patoldogicos encontrados, tan caracteristicos, el diagnoéstico
cromosomico de la Unica observacion del tejido velloso placentario (11).
Algunos, por el contrario, no han encontrado una buena correlacion entre
hallazgos citogenéticas y morfologia de la vellosidad. Esto ha originado una
intensa controversia para demostrar si hay alguna correlacién entre la
morfologia de la vellosidad y el cariotipo. En vista de que la malformacién
de Chiari puede coexistir con trisomia del par 13 6 18, nos inclinamos a
buscar algun caracter en la morfologia de la vellosidad que fuese indicativa
de la presencia de cariotipo anormal, segln los criterios para la clasificacion
de la vellosidad placentaria mediante MEB (5). Asi, por ejemplo,
vellosidades con muy pocos depédsitos de fibrina sobre su superficie,
escasos brotes sincitiales, con escasas ramificaciones, uniforme cobertura
del trofoblasto con microvellosidades y diametro a menudo cilindrico son
propios de una trisomia o de algunos casos de euploidia (5).

Segun la revision de la literatura, en esta discusién, podemos inferir y
proponer que existen cuatro condiciones para el analisis de la morfologia de
la vellosidad y su cariotipo, vellosidades con:

morfologia normal y cariotipo normal;
morfologia anormal y cariotipo anormal.
morfologia anormal y cariotipo normal.
morfologia normal y cariotipo anormal.

A WON =

La primera condicion la encontramos en nuestros controles, la cual es
variable segun la edad gestacional. La segunda es la encontrada por
Rdéckelein y col. (5); quienes con técnica de MEB y determinaciones del
cariotipo encuentran vellosidades con mucha deposicién de fibrina, escasos
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brotes sincitiales, 4areas localizadas de denudacién trofoblastica,
vellosidades alargadas con escasa ramificacion en los casos de cariotipo
con euploidia y en algunas trisomias. La tercera fue reportada por Paradinas
y col (13) describiendo vellosidades hidropicas con displasia mesenquimal
placentaria (14) la cual se confunde con el diagnéstico de una mola parcial.
La cuarta condicién esta descrita por Benirschke y Kaufmann (15) en una
tetrasomia del cromosoma 12, anomalia letal con vellosidades normales.
Otro ejemplo seria el mosaicismo confinado a la placenta donde no hay
variacién histolégica de la vellosidad.

Los resultados aqui presentados confirman lo sostenido con ML (2) y
no reflejan las variaciones morfolégicas provocadas por la existencia del
cariotipo anormal. Las anomalias o alteraciones observadas en casos de
trisomias suelen ser las siguientes: abundantes o escasos brotes sincitiales,
poca ramificacion vellosa, escasa deposicion de fibrina sobre la superficie
vellositaria (5), reduccion del niumero de capilares estromales, vellosidades
delgadas, con diametro de secciones transversales pequefio (16),
proliferacion de células del estroma o trofoblasticas (17), anomalias
vasculares, estroma hialinizado e inmadurez vellosa. Estos rasgos no son
especificos de la trisomia porque algunos de ellos pueden encontrarse en
casos de monosomia o euploidia (5).

No teniendo nuestro caso una determinaciéon cariotipica de las
vellosidades, quisimos averiguar si las vellosidades en la malformacién de
Chiari tenian un tipo de ramificaciéon que no siendo vista con la ML, pudiera
ser detectada con la MEB. Una ramificacion tricotémica (hipotética)
utilizando secciones bidimensionales de 5 um pasaria desapercibida con el
uso de ML pero puede ser captada por la MEB.

En una trisomia 16, los brotes sincitiales, por ejemplo, pueden
observarse con la ML en un nimero entre 1 a 3 por cada seccién de
vellosidad, pero observando la vellosidad completa, en forma tridimensional,
abarcando una mayor superficie, con una mayor profundidad de campo, los
brotes que se observan pueden sobrepasar los 40 (5).

Por otro lado, los cambios anotados anteriormente referidos a las
trisomias son variables y se pueden observar vellosidades de amplio calibre,
con numerosos vasos sanguineos y sin cambios fibrohialinicos en el estroma
(18). En nuestro trabajo todas estas modificaciones no fueron captadas por
la MEB ni por ML. Podriamos pensar que estamos en la condicién 1. No
obstante, hay la posibilidad de estar en la condicion 4. De aqui inferimos la
necesidad imperiosa de realizar cariotipo al feto y a la placenta en caso de
alguna malformacidén. Pero no todas las muestras enviadas a cultivo resultan
exitosas en el analisis cromosémico. Cuando se acepta material para
cariotipo la determinacién del mismo no esta garantizada (10). De manera
que en esta circunstancia no habra respuesta definitiva, quedando como el
caso que se analiza. Los avances en la tecnologia del ADN recombinante
ofrece la posibilidad del uso de sondas con especificidad cromosémica para
las trisomias 13 o 18. Sondas génicas para identificar el nuUmero de copias
de un cromosoma de células en interfase, sin necesidad de cultivarlas,
pudiera resolver la problematica (19).

La adicional consideracién de la estructura tridimensional de la
vellosidad coloca al patélogo en una mayor confiabilidad en la evaluacion de
vellosidades afectadas por alteraciones cromosdédmicas. Que la precisa
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anormalidad citogenética pueda ser determinada mediante observacion
microscoOpica ha sido una aspiracién de muchos investigadores y motivo de
extenso debate. No queremos dar a entender que un cariotipo anormal
especifico pueda ser pronosticado de la morfologia placentaria pero si de la
utilidad que brinda la MEB, asociada con ML, en mejorar el diagnéstico en
los casos de previa comprobacién de la anormalidad genética mediante otras
técnicas.

Los resultados aqui reportados, previamente confirmados con ML,
indican inmadurez vellosa en aproximadamente cuatro semanas y media (2)
y retraso en la maduraciéon del arbol velloso. Las vii, observadas con MEB,
permanecen originando una inmadurez vellosa persistente que por tener
ese retraso, cuando se comparé con el arbol velloso de igual edad
gestacional, result6 ser ligeramente asincrénica.

En conclusién, imagenes obtenidas con la MEB muestran una vision
tridimensional de la vellosidad con inmadurez persistente, ligeramente
asincrbénica, sin la expresion de anomalias morfoldégicas especificas que
indicaran cariotipo anormal, proporcionando de esta manera una mayor
confiabilidad al histopatélogo en la evaluacién completa de la vellosidad
placentaria.
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