Gac Méd Caracas 2005;113(1):65-71

La lamina basal trofoblastica y su relacion con la ultraestructura
del trofoblasto

Dr. Olivar C Castejon*

RESUMEN

Con el prop6sito de evaluar la lamina basal
trofoblastica en vellosidades placentarias a término se
tomaron biopsias de cinco placentas inmediatamente
después del parto vaginal normal para ser procesadas
segln las técnicas convencionales de microscopia
electrénica de transmisién y el método Gaboul para
determinar polianiones con el azul alcian.

Los resultados muestran una banda densa de variable
grosor, homogénea, intimamente asociada a la mem-
brana plasmatica del trofoblasto estando ausente la
lamina ltucida. Fibrillas de colageno contactan la lamina
densa por la superficie estromal. En zonas de intensa
actividad de biosintesis del trofoblasto y de incrementada
transferencia de sustancias, la lamina densa sufre no-
tables cambios, pierde su uniformidad y emite
prolongaciones en ambas superficies. El método Gaboul
determind la ausencia de grupos aniénicos en la lamina
densaindicando el pasaje libre de macromoléculas hacia
el compartimiento fetal capilar. La actividad del
trofoblasto parece cambiar el grosor y la estructura de la
ldmina densa.
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SUMMARY

To evaluate the trophoblastic basement membrana in
placental villi at term specimens were taken from five
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placentas inmediately after normal vaginal delivery to be

processed according to conventional transmission elec-
tron microscopy and the Gaboul method to determine
polyanionic sites with the alcian blue. The findings

showed a densa lamina of variable trickness, uniform,

closely associated to the trophoblastic plasma membrane.
The lucid lamina was absent. The fibrils of collagen

contact the dense lamina throughout the stromal suface.
In regions of increased trophoblastic biosynthetic acti-

vity the dense lamina suffers important changes, lose
uniformity and emits extensions in both surfaces. The
Gaboul method determined absence of anionic sites in the
dense lamina indicating a free transport of macromol-

ecules to the fetal capillary compartment. This tropho-

blastic activity seems to change the thickness and the
structure of the dense lamina.
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INTRODUCCION

La lamina basal (LB) trofoblastica separa el
epitelio trofoblastico del estroma velloso y esta
constituida por colageno 1V, laminina, heparan
sulfato y puede asociarse con otras proteinas de la
matriz extracelular como fibronectina y tenascina
(1).

La estructura, composicion, desarrollo y las
inclusiones de esta lamina, en general, han sido
brevemente descritas conrelacion ala ultraestructura
de la placenta humana normal (2). La mayoria de las
descripciones tratan con el nimero de sus capas en
las etapas tempranas del embarazo y el pasaje de
sustancias a través de ella (3).
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Entre los epitelios y la matriz extracelular del condiciones normales con la técnica de MET y el
estroma de otros tejidos, mediante la microscopia método Gaboul constituyen el propésito de este
electrénica de transmisién (MET), se ha observado estudio.
que la LB se compone de varias capas o laminas. La
lamina densa, una banda oscura de 30-1®0de MATERIALES Y METODOS
grosor. Entre estay la célula asociada hay una zona

clara llamada lamina licida, de aproximadamente ) L
Placentas de cinco embarazos a término, entre 37

60um de ancho. Por el otro lado de la lamina densa 40 q tacion. f lectad
hay una capa de variable grosor denominada lamina a d_setmanats de ges agloln, ?eron .re?o ecta las
fibrorreticular la cual esta asociada a proteinas Inmediatamente despues del parto vaginal normal y

fibrosas de la matriz extracelular (4). se tomaron espe,cfmenes de la region central-

: ) ) parabasal y periférica de la placa basal. Estos

_La estructura vista con la microscopia de luz, goamentos de tejidos se lavaron brevemente en

tefiidas con aC|_do paramino salicilico y nitrato de solucién salina para remover la sangre materna

plata (5), referida como membrana basal, es una ,.,cesandose segln la técnica de MET de acuerdo

combinacion de todas estas laminas. Elt€rmino LB .., t1apajo previo (8). Otras biopsias se emplearon
en este trabajo se refiere a la laAmina densa descrita

| | , q ) para determinar polianiones enla LB segun el método
ultraestructuralmente y mencionada antes. LOS g,ph6y)(7) de vellosidades cercanas a la placa basal.

términos membrana basaly lamina basal seran usadosg| ¢onjunto de procedimientos en el cual el material
aqui indistintamente. se fija en glutaraldehido, posteriormente tefiido en
En condiciones normales, segln la revision azul alcian, posfijado en solucién de tetraéxido de
bibliografica, el grosor promedio de la LB esta entre  osmio y doblemente tefiido con acetato de uraniloy
150-500um. Elestudio de los cambios morfolégicos citrato de plomo ha sido denominado método Gaboul.
que experimenta esta estructura en momentos de| as secciones tomadas para estudio se seleccionaron
elevada transferencia de fluido o de incrementada perpendiculares a la superficie del trofoblasto o eje
actividad metabdlica orienta nuestra atencion con el |ongitudinal del mismo, fueron examinadas en un
objeto de encontrar si hay correlacion entre la microscopio electrénico Hitachi H-500 a 80 kV,
dinamica funcional del trofoblasto y la barrerafisica provisto de una apertura de fén en el objetivo.

representada por la LB que lo sostiene. Esto contri- Las mediciones realizadas en la LB corresponden a
buiria a nuestro entendimiento del comportamiento |a |Amina densa Unicamente.

de esta estructura en las anomalias del trofoblasto Las micrografias fueron tomadas en un rango de
(5). El trofoblasto molar es de elevada actividad 000 x a 60 000 x, de zonas pertenecientes a
biosintética y sera de interés correlacionar su ompranas vasculo-sincitiales, placas epiteliales o
ultraestructura y la de su LB con la finalidad de sonas de elevada actividad de transferencia

obtener informacion sobre la transformacion . ,centaria localizadas en vellosidades terminales.
maligna. Para lograr estos objetivos la técnica de

estudio ultraestructural serd seguida por un método
de histoquimica ultraestructural.

Se conoce que la LB trofoblastica (6) presenta ] o i
proteglucanos polianiénicos que son responsables ~ Técnica de MET: la lamina densa mostro
de impedir, como una barrera, la entrada de variabilidad en su grosor el cual se expresa en un
macromoléculas cargadas negativamente hacia el '&ngo de 0,05-0,7fm y un promedio de 0,42m.
estroma. Con el uso del método Gaboul (7) que EN glgunog casos se obgerva dividida en bandas. La
emplea azul alcian a pH 2,5 podemos detectar si la |@mina Ilcida esta casi ausente y a veces no se
LB presente en vellosidades placentarias a término, OPserva. Lalamina densa se observo uniforme, de
demuestran estos grupos aniénicos. La no reaccion @Specto granulo-filamentosa, de variable grosor
del azul alcian con los componentes de carga negativa (Figura 1).
nos indicaria su ausencia de la LB y por tanto que en En numerosas micrografias se nota que la
esta clase de vellosidades terminales del final del uniformidad de la lAmina densa como una banda, se
embarazo, el pasaje de importantes macromoléculas modifica y numerosas prolongaciones de ella
estaria permitido. Observar y evaluar secciones de sobresalen en ambas superficies hacia el trofoblasto
vellosidades a término mostrando la LB en o hacia el estroma (Figura 2). Estos cambios

RESULTADOS

66 Vol. 113, N° 1, marzo 2005



CASTEJON O

coinciden con amplias cisternas de reticulo
endoplasmético rugoso (RER) cuyo contenido
subcisternal es electron opaco y pertenecen al g%
trofoblasto que descansa sobre ella. Sustancias

lamina densa se observaron en momentos en que hay gu:
una correspondencia con las variaciones de su _-'_.;5|,
aspecto o grosor (Figura 3). En algunas obser-
vaciones se notaron fragmentos de lamina lacida en
el estroma de la vellosidad (Figura 4).

Figura 3. Granulos electrén opacos (flecha) de diversos
tamafios cruzan la lamina densa. Algunos quedan
atrapados entre “dedos” del sincitio. Barrgarh.

Figura 1. Regidn del citotrofoblasto que descansa sobre
la ldmina basal cuya zona mas ancha es producto del
corte. La flecha sefiala microfibrillas de colageno en
region fibrorreticular. Barra: 0,fm.

Figura 4. Una zona de membrana plasmatica sincitial que
no constituye prolongaciones filiformes (flecha) se
observa cercana a otra con prolongaciones (cabeza de
flecha). Franjas de lamina densa se localizan en el
estroma. Barra: am.

A lo largo de la LB, se observan dos regiones
muy distintas de organizacion de la membrana
plasmatica del sincitio o del citotrofoblasto. En una
se nota lisa, sin pliegues, descansando sobre la LB.
En otra regién a corta distancia, se exhibe con
numerosos pliegues filiformes, paralelos, semejando
podocitos contactando lalamina densa (Figura 4, 5).

Estas regiones parecen estar cumpliendo una
funcion diferente. Por otro lado, numerosas
prolongaciones del sincitio o trofoblasto celular
Figura 2. Reticulo endopldsmico rugoso con un contenido fueron V|stas.|nc,orporadasalaestructura de I_aIémma
electrén opaco granulo-filamentoso se observa al momento d€nsa. Hay imagenes donde las prolongaciones del
en que la lamina basal presenta proyecciones de lamina Citotrofoblasto recorren cierta distancia en su espesor
densa (flecha). Barra:2m. (Figura 6). No se logro observar prolongaciones del
trofoblasto que sobrepasen el espesor y contacten
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prolongaciones de células estromales o viceversa linea punteada irregularmente electrén opaca. Estos

como ocurre, por ejemplo, entre células foliculares
y el ovocito Il, en el ovario humano, separados por
una LB de notable grosor.

Prolongaciones de células de Hofbauer o de
miofibroblastos cercanas a la lamina fibrorreticular
no parecen atravesarla.

Método Gaboul: la LB se mostré con un
componente granulofilamentoso aun mas fino que el
observado con latécnica de MET convencional. Las
reglones de membrana plasmatica sincitial o celular,

granulos irregulares son reactivos al azul alcian y
por tanto alcianofilicos (Figura 7).

La regidn de la LB, la fibrorreticular, que mira
hacia el estroma presenta numerosas microfibrillas
de colageno con el punteado alcianofilico. Todo el
resto de la laAmina densa permanece no reactiva al
azul alcian, de manera homogénea (Figura 8).
Vesiculas de pinocitosis, vesiculas cubiertas, huecos
o depresiones cubiertas en las membranas del
trofoblasto cercanas a la lA&mina lucida son

Figura 5. Las regiones A y B muestran zonas de
prolongaciones filiformes, asociadas a una lamina basal

Figura 6.
citotrofoblasto que recorre cierto trayecto en el espesor
de la lamina densa exhibiendo la micrografia otros cortes
a lo largo de su recorrido. Barrauin.

La flecha sefiala una prolongacion del
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fluidos (Figura 7).

Figura 7.
citotrofoblasto se muestran alcianofilicas (flecha curva)
de aspecto reticulado en B, con una imagen que semeja €n el espesor de la lamina densa. Vesiculas cubiertas se
liberacién de segmentos de lamina densa hacia el estromaobservan en el trofoblasto celular (cabezas de flecha).
(flecha). Barra: 2um.

Corte de membranas plasmaticas del

Método Gaboul. Barra: 0,Bm.
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Figura 8.
negativa al azul alcian. Fibrillas de colageno exhiben un

La regiéon de la lamina basal (LB) se nota
punteado alcianofilico. EIl filipodio del macréfago se

incrusta en la LB sin atravesarla (flecha). Método Gaboul.
Barra: 0,5um.
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DISCUSION diferenciacién de la naturaleza de estos depdsitos.
El analisis de abundantes plaquetas de lipidos que se
La LB trofoblastica ha sido evaluada con la idea liberan desde el trofoblasto hacia la LB, con estas
de que una elevada transferencia de sustancias atécnicas revglaron espectros derayc_)sXque contienen
través de su espesory de una incrementada actividadPicos de hierro durante la séptima semana de
de biosintesis del trofoblasto son factores que 9estacion (15). LaLB esasiun reservoriotemporal
modifican la ultraestructura de la misma y que las de sustancias, mientras Iqs capilares recu_énformados
variaciones de su espesor y estructura son de interésdel estroma vellositario tienen poca habilidad para
para el entendimiento de ellas en la anomalia del transportar el hierro hacia la circulacion fetal, en las
trofoblasto molar. En los primeros estudios ultra- Primeras semanas del desarrollo. Al activarse los
estructurales (3), donde se discute la transferencia capilares se dificulta la observacion del pasaje de
de sustancias, se penso que la ausenta de vesiculas §ustancias en la lamina densa.
plaquetas de lipidos era producto en la LB, de la El mecanismo de tincién del azul alcian, una
ausencia de circulacion en las etapas tempranas delftalocianina de cobre, se fundamenta en que su
embarazo, confirmada también en los casos de mola molécula posee cuatro grupos positivos isotiou-
hidatidiforme. ronium que al combinarse con los grupos aniénicos
Durante el transcurso del embarazo la LB incre- €xistentes en la estructura a tefiir, fijada en tetradxido
menta su grosor, quedando conformada por capas d€ 0Smio origina un precipitado negro, a pH 2,5, si
membranosas, perdiéndose en parte su permeabilidades utilizado con este grado de acidez. Debido a que
a término. EIl grosor depende de la etapa del |2 membrana pllasménca del trofob!asto contiene
embarazo, el tamafio de la vellosidad y la oblicuidad SOPre su superficie grupos carboxilicos del acido
de la seccion en relacion al eje longitudinal de la Sialico, las cargas negativas de éstas reaccionan con
vellosidad estando en un rango de 0428, en la el azul alcian dando precipitados en forma_punteada
etapa embrionaria de 1@n hasta 0,95m a término (7). Por otro lado, como las prolongaciones de
(10). El valor promedio del grosor aca encontrado Membrana plasmatica del trofoblasto penetranla LB
enlalamina densa, esta por debajo del rango medido €S POr esto que se observa la linea punteada en el
por otros (4) pero como estas mediciones han sido €Spesor de la lamina densa; mientras que esta
hechas en especimenes fijados en aldehidos durantg?€rmanece no reactiva al colorante. Esto nos esta
el proceso, sufren una contraccion o arrugamieno indicando que la LB carece de grupos anidnicos, el
del 30 % (11) que provoca también la desaparicion heparan sulfato de la LB esta ausente o disminuido
de la lamina lucida. Estos valores en realidad estan @ término. Este glucosaminoglucano se localiza en
por debajo del valor real. la lamina densa entre 7-12 semanas de gestacion (6)
y es la macromolécula que principalmente
contribuiria a dar reactividad con el colorante.
Nuestros resultados sugieren que la LB de la
vellosidad placentaria, a diferencia de la LB del
glomérulo renal, se adapta al pasaje de sustancias al
final del embarazo coincidiendo con lo reportado
por King (6) con el rojo rutenio.

Serequiere actualizar estas mediciones utilizando
técnicas criogénicas combinadas con MET. La MET
de alta resolucion revela que la lamina densa
trofoblastica es una malla poligonal de colageno 1V
que tiene poligonos de 18n de lado, aislada de la
placenta humana mediante tratamiento con pepsina
(11). Fibrillas de colageno desde el conjuntivo del o ) )
estroma estabilizan la lamina densa (12). Dado que polipéptidos, proteinas, anticuerpos y

. . L . otras macromoléculas tienen libre paso y un epitelio

Lasinclusiones o depésitos de glébulos de grasa,

- . . . fuertemente secretor como lo es el trofoblasto, en
lipidos, granulos de calcio o hierro han llamado la

g, . ; una etapa del desarrollo fetal donde los intercambios
atencion de numerosos investigadores cuando se . ) .
. L materno-fetal son mas rapidos e intensivos, es natu-
hace referencia a la LB en la revision de la

s L ral que la lamina densa se vea afectada en su
ultraestructura placentaria (2). Morfologica e o S :
. P > organizacion como lo indican los resultados. Si
histoquimicamente se han demostrado depdsitos de

hierro en la LB (13-15) en forma de granulos y cuya blen_la placer]ta hallegado ala etgpaflnal de su ciclo
: de vidatodavia hay un transporte intracelular intenso
presencia en exceso, durante el segundo y tercer

trimestre del embarazo es pronéstico de anomalia y descarga de productos secretorios provenientes de

del desarrollo fetal (14). La MET asociada con la z_ac_t|V|dad de smtegs del RER del trofoblasto;
: s . . actividades que pudieran ser factores de deses-
microandlisis de rayos X nos da una inequivoca
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tabilizacion de la LB o de sus cambios de forma. elaboracion de componentes de la LB. Estos
Esto estaria confirmado por los restos de lamina contactos quedaron a ser demostrados.
densa encontrados en el estroma vellositario. El La relacion colageno IV/laminina que resulta
elevado peso fetal alcanzado a término amerita una g|evada en la preeclampsia refleja disminucién en la
intensa actividad de transporte que en ambos sentidoScgncentracion de laminina (19) lo que pudiera
termina por desorganizar, en parte, la lamina densa gepjlitar la union del trofoblasto a la lamina densa,
lo que traeria como consecuencia una situacion de qodificando las propiedades de intercambio y
edema. permeabilidad de la vellosidad. Si aplicaramos las
Durante las etapas mas tempranas de la gestaciontécnicas de inmunofluorescencia y radioinmu-
estos cambios fisiolégicos estan incrementados y noensayo con las cuales se encontro esta relacion a
las constantes remodelaciones provocadas por laplacentas de pacientes con preeclampsia (20)
ramificacion del arbol velloso (16) impactan sobre posiblemente podria encontrarse una explicacion al
el papel mecénico de sostén de la lamina densa queretardo del crecimiento intrauterino que suele notarse
se asocia al esqueleto fibrilar colagenoso estromal en ellos (21).
el cual conforma la matriz extracelular, sostén del Como la LB es una estructura dinamica que
trofoblasto (17). El colageno, aqui observado, enla constantemente se cataboliza y se redeposita, es de
region fibrorreticular, reactivo al azul alcian, muy  pyestro interés conocer su integridad en los casos de
probablemente por su asociacion con heparan sulfato, gjevada produccion hormonal por el trofoblasto, en
es parte de esta matriz extracelular que ha sido cyya entidad es necesario dilucidar si la interrupcion
recientemente visualizada en forma tridimensional ge |a membrana basal, por ejemplo, es producto del
con microscopia electrénica de barrido en pasaje de sustancias por su incrementada actividad
vellosidades a término (18). de biosintesis o bien por la transformacién maligna.
Las zonas de numerosas prolongaciones del De esta manera se conoce que un componente de la
citoplasma del trofoblasto, descansando como LB, la laminina M, bajo regulacién hormonal (22)
estructuras en forma de dedos sobre la LB, en ha proporcionado informacién sobre el caracter
paralelo, han sido correlacionadas con el movimiento neoplésico (5). Lalaminina-1 ademas estaimplicada
de fluidos, al igual que los tubulos renales pero a en la etiologia y estructura de la mola hidatidiforme
diferencia de estos las prolongaciones no contienen (23). Los resultados reportados en este trabajo
mitocondrias (13). La observacién de granulos expresan que la transferencia de sustancias o
complejos de hierro atrapados en la lamina densa y macromoléculas a través de la lamina densa en
rodeados por estas estructuras filiformes pudieran vellosidades a término provocan modificaciones en
expresar ademas un rol distinto al de la transferencia su grosor o aspecto en momentos en que la actividad
de fluido (13); como el filtraje de grandes particulas del trofoblasto esta metabdlicamente incrementada.
en vellosidades a término. En los resultados vistos
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