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RESUMEN

Con el proposito de estudiar la interaccion de matriz
extracelular con membranas de células fetales y
maternales, se hizo un estudio de microscopia electrénica
de transmision, cultivo primario de tejido de placa basal
de placenta humana y tincién con azul alcian. Los
resultados revelaron un material microfilamentoso
entremezclado con fibras degeneradas de colageno,
fibrina y restos celulares en la periferia celular. Se
observaron granulos electrén-densos secretorios cercanos
alas membranas plasmaticas y granulos electron-densos,
pequefos, aislados, que corren en una compleja red de
microfilamentos extracelulares. Una trama de micro-
filamentos citoplasmaticos, reactivos al azul alcian,
semeja ser continua con una red similar extracelular.
Dos areas de desigual densidad electrénica fueron tefiidas
con el colorante, correspondientes al fibrinoide tipo
matriz que rodea a la célula trofoblastica. Lainteraccion
de esta matriz es discutida, con énfasis en eventos
fisiolégicos de notable importancia clinica.
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SUMMARY

In order to study interaction of extracellular matrix
and plasmamembrane of fetal and maternal cells a trans-
mission electron microscopy study, primary tissue cul-
ture of human placental basal plate and staining with
alcian blue were made. The findings revealed granulo-
filamentous material mixed with degenerating collagen
fibers, fibrin and cellular debris at the cellular periph-
ery. Secretory electron dense granules were seen near
plasma membrane and electron dense smaller granules
run into a extracellular filamentous complex net. A mesh
of alcianophilic cytoplasmic microfilaments is in conti-
nuity with a similar net at the extracellular space.

Two areas of different electron density were stained
with alcian blue which correspond to matrix type fibrin-
oid surrounding trophoblast cell. The interaction of this
matrix and plasma membranes is discussed with empha-
sis in events of clinical and physiological importance.

Key words: Plasma membranes. Interaction. Extra-
cellular matrix. Decidual-trophoblast-cells.

INTRODUCCION

El fibrinoide es un componente complejo (1) de
la matriz extracelular que rodea a las células
deciduales, trofoblasticas u otras de la placa basal
de placenta humana a término. Este ha sido motivo
de intensa discusion sobre su origen, naturaleza, o
funciéon desde la década de los afios cuarenta hasta la
fecha. Selleg6 a concluir que era una manifestacion
morfologica inespecifica de etapas terminales de
varios procesos bioldgicos que surgia como producto
de secrecién o degeneracion de ambas células,
deciduales o trofoblasticas, y de la transformacién
de la substancia intercelular en la que permanecen
incluidas (2).
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En general, en la placenta, los estudios sobre frasco Falcdn, con una solucion al 2% de
matriz extracelular han sido Unicamente realizados glutaraldehido en “buffer” fosfato 0,1M (pH 7,4) y
en placa coriénica de macaco (3) o estroma de osmolaridad de 300 mOsm/litro, arrastradas por una
vellosidad de placenta humana inmadura (4). espatulaconpuntade goma, lavadasy centrifugadas
Incidentalmente se han mencionado los componentes en “buffer” similar y pos-fijadas en acido 6smico al
de la matriz extracelular en la placa basal en trabajos 2% en “buffer” fosfato 0,1 M por 30 minutos a 40°C.
sobre la ultraestructura de células en esa regién. Después de deshidratacién en una serie graduada de

La matriz extracelular, en tejidos diferentes a la @lcohol etilico y 6xido de propileno, se les incluyo6
placenta, esta compuesta de agua, iones, glucosa-€n Epon 812 (Shell Chemical Corp; Swaren, New
minoglucanos/proteoglucanos, glicoproteinas, en la Jersey, EE.UU.).
que proteinas fibrilares como colageno, reticulina, Secciones ultrafinas fueron preparadas con
inmersas en ellas, forman una compleja red. Esta se cuchilla de diamante con un ultramicrotomo “Porter
describe como amorfa, homogénea, con actividad Blum” MT-2 (lvan Sorvall Inc, Norwalk, Connecti-
enzimatica (5), capaz de transportar nutrientes y cut, EE.UU.), coleccionadas sobre rejillas no
almacenar agua con electrolitos. cubiertas, tefiidas con acetato de uranilo y citrato de

En este trabajo, el ya discutido componente de la plomo, examinadas en un microscopio electronico
matriz celular conocido como fibrinoide sera tefiido Hitachi H-500 (Nissei Sangyo Co. Ltd, Tokyo, Japon)
con la técnica, para carbohidratos complejos, del @ S0kV provisto de una apertura de it en el
azul alcian (AA) (6) para destacar su presencia a Objetivoy con un aumento en un rango de 2 000 x a
nivel ultraestructural. Se hara una evaluacion de la 15 000x.
capacidad de las células para la sintesis de proteinas Histoquimica ultraestructural con AA.
fibrilares, mediante cultivo primario de placa basal, Especimenes de placa basal fueron sometidos a un
en este estadio del desarrollo. conjunto de procedimientos en el cual el material se

Dado que las células permanecen empotradas enfija en glutaraldehido, posteriormente se tifie con
la matriz extracelular, se mostraran sectores de AA 8GX (CIN°74240, Allied Chemical, EE.UU.,
membranas en relacién con ella y se describira su Pos-fijado en solucion de tetradxido de osmio y

importancia fisiolégica y clinica. de plomo, procedimiento conocido como método

GABOUL, ampliamente descrito en trabajo reciente

MATERIALES Y METODOS (6).

. . L. . RESULTADOS
Microscopia electrénica de transmision

(MET). Muestras de decidua tomadas de la super- _ ) ) o o
ficie materna de placenta humana fueron obtenidas ~ Fueronvistas células intersticiales trofoblasticas
de partos de embarazos clinicamente normales, segun® deciduales rodeadas por matriz extracelular,

las orientaciones dadas en trabajo previo (7). aisladas 0 ggrupadas enlaplacabasal. El andlisis de
Cultivo primario de tejido de placa basal la superficie cercana a las membranas celulares

. revel6 la presencia de un material microfilamentoso
Especimenes de la cara materna de la placenta fueron . .
: . . .. externo que se asocia en forma continua con ellas, o
obtenidos después del parto espontaneo a término. . . : N L
. . . . . bien, microfilamentos de matriz hialoplasmica de
Seccionados e introducidos en solucién salina de .
S : - las prolongaciones celulares que se observan en
Hanks con antibiéticos, lavados en dicha soluciény

. . g, . continuidad con la matriz intercelular. Esta contiene
dejados en refrigeracién hasta la hora de realizar el A . . .
. . : L pequefiisimos granulos electron densos aislados o
cultivo primario, de acuerdo con las técnicas

: . . dentro de vesiculas de membranas, otros parecen
convencionales para cultivos de tejidos (8). . - .
) ) ) ~estar disolviéndose. Restos de las células se notan
Las células obtenidas se cultivaron en el medio

= _ _ en ella (Figura 1).
minimo esencial de Eagle (Sigma, Chem Corp St . . .
. . En la periferia de células deciduales se observa
Louis, EE.UU. para cultivos en monocapas (9)

N N un material electron denso granulo-filamentoso en
suplementado con el 5% de suero fetal y antibidticos. S . . I

estrecha asociacién con fibras colagenas. En intima
Cuando se obtuvo una monocapa no confluente a las

. IR adhesion con la membrana plasmatica decidual una
46 horas, las células fueron fijadas situ en el
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lAmina externa electron densa se interrumpe para
dar salida a prolongaciones citoplasmicas en forma
de mazo que contienen cuerpos obscuros limitados
por membranas (Figura 2). Ocasionalmente se
observan en una célula intersticial trofobléstica,

granulos secretorios intracitoplasmaticos limitadas

por membranas (Figura 3), cercanos a la superficie
celular.

Las células trofoblasticas (Figura 4) en cultivo
primario no mostraron el material microfilamentoso-
granular que se observo en las deciduales (Figura 5).

Células-X trofoblésticas, caracterizadas por
contener abundantes laminas de RER (reticulo
endoplasmico rugoso) paralelas, se mostraron reacti-
vas al AAy presentaron extensas prolongaciones de
membranas que abrazan regiones de fibrinoide. Estas
fueron vistas como fagocitando material extracelular
de fibrinoide (Figura 6).

Entre las cisternas de RER y a nivel subcisternal
suele observarse un material alcinofilico similar al Figura 2. Ellado derecho de la micrografia demuestra el
visto en la matriz extracelular. Esta, que permanece fibrinoide tipo matriz con colageno degenerado. La flecha
fuertemente adherida a la membrana celular, se not¢ indica la membrana basal de la célula decidual. Barra: 1
en dos tonalidades electron densas con regionesHMm.
claras y obscuras (Figura 7). En otros casos, la
matriz se separa de la membrana y deja espacios
vacios. Estoslogran, aveces, rodear atoda la célula
(Figura 8).

g e ) Figura 3. Sector de célula intersticial trofoblastica que
contiene granulos secretorios cercanos a la superficie de
la membrana plasmatica. Particulas de 60-150 A en la
matriz extracelular (flecha). Barra:m.

Figura 1. Las flechas indican regiones de microfilamentos
de la matriz hialoplasmica en continuidad con los de
matriz extracelular. Se observan granulos densos de
diversos tamaifos y fibrina (F). Barra: Qus.
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Figura 4. Region de célula trofoblastica en cultivo sin
expresion de biosintesis de material fibrilar. Barraml

Figura 7. EI RER subcisternal (flecha) contiene un mate-
rial de similar aspecto al de la matriz extracelular. Una
region clara de matriz se observa al lado de otra mas
electrén densa. Barra:m.

Figura 5. Area de célula decidual con expresion de un
material granulo filamentoso adosado a la superficie
celular. Barra: Jum.

Figura 8. Regiones de separacion (*) de la matriz
extracelular o sitios de lisis del fibrinoide tipo matriz con
dos regiones electrén densas diferencialmente contras-
tadas. Barra: um.

DISCUSION

Figura 6. Material microfilamentoso (*) intracito- La matriz aqui estudiada corresponde a un estado
plasmatico alcianofilico de naturaleza similar al de la d P

matriz extracelular. Prolongaciones citoplasmicas separan coloidal complgjp de la materia viva, organizado
regiones de fibrinoide. Barra:{m. por una multiplicidad de componentes procedentes,
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unos del plasma sanguineo que incluye agua con  Segln los resultados obtenidos del medio de
proteinas cristaloides, metabolitos, gases y otros, cultivo de 46 horas, las células deciduales, a
propios de la actividad celular. La placa basal diferencia de las trofoblasticas, son capaces, fuera
irrigada por vasos, exhibe el fibrinoide clasificado del mecanismo de control hormonal, de sintetizar
como de Rohr y de Nitabuch. De origen celular, parte del componente de la matriz extracelular
segun los resultados aqui obtenidos, permite recibir, indicando que poseen un mecanismo en el genoma
almacenar o transportar el producto de la biosintesis autbnomo de biosintesis. Sin embargo, las trofo-
localizada o la derivada de otras células que influyen blasticas, en otras condiciones del cultivo, secretan
a distancia. la fibronectina, un componente de la matriz de

Las membranas de células trofoblasticas y fibrinoide (14). Korhonen y Virtanem (15) han
deciduales permanecen en constante interaccion, evidenciado la produccién de fibronectina por las
reciben sefiales desde la matriz extracelular o C€lulas deciduales como respuesta ante la invasion
descargan productos en ella. Tales eventos son t€mprana del trofoblasto.
mediados por el citoesqueleto (10). Degeneracidony Frank y col. (1) demostraron la estructura y
multiplicacién celular ocurren simultdneamente en composicién del fibrinoide placentario humano con
la placa basal al final de su desarrollo, por lo que MET e inmunohistoquimica, encontrando dos
estas interacciones son la clave en estos eventos. subtipos: fibrinoide tipo fibrina y fibrinoide tipo

Las células deciduales secretan cuerpos electron Matriz. El primero formado por fibrinay fibronectina
densos limitados por membranas, con actividad celular (secuencia ED-A) como un producto
lisosémica, cuya liberacion en la matriz extracelular Sanguineo fetal o maternal. El segundo por fibro-
puede provocar la lisis de sus componentes o de hectina oncofetal (secuencia ED-B), colageno,

otras células y favorecer los procesos degenerativos 12minina y tenascina como un producto de la matriz
(5,11). extracelular producido por células trofoblasticas

extravellosas. Lafibronectina oncofetal se considero
como un marcador especifico para este tipo. La
similitud del material alcianofilico subcisternal con
el de la matriz extracelular hace pensar que estamos
en presencia del segundo tipo de fibrinoide. Dado
gque los componentes de éste, en su mayoria son
glicoproteinas reactivas con el AA (6), se noté un
contraste de tonalidades explicado por una mayor
concentracion de glicoproteinas en laimagen obscura
y unamenor enlaimagen clara. Este estudio permitio
latincién del fibrinoide tipo matriz depositado en la
forma no polarizada. El de tipo fibrina no localizado
por Frank y col. (1) en placa basal, que tiene un
aspecto semejante al observado en la Figura 1,
deberia ser motivo de atencién en las zonas de
intensos cambios degenerativos. En éstas el contacto
de células trofoblasticas extravellosas, con mallas
de fibrina, procedentes desde el espacio intervelloso
o de vasos que corren por la zona, es un estimulo
para su multiplicacion (16,18). Posiblemente, al
igual que en etapas tempranas (14), las células-X
) . ) degradan con metaloproteinasas esta matriz. A
Estos dos compuestos activan la sintesis de (grmino, este evento dejaria espacios alrededor de
prostaglandinas y oxitocina, sintetizadas, en parte, .4|ulas que, al morir, crean seudoquistes que al

por las células aqui estudiadas, cuya accion inician ¢ sjonarse facilitarian el desprendimiento placen-
las contracciones uterinas durante el trabajo de parto. {4yjq.

En la placa basal, ninguna de las células trofo-
blasticas se habian observado como en la Figura 3,
secretando granulos de contenido desconocido, el
cual, muy probablemente, se descompone en granulos
mas pequefios en la matriz intercelular. Esta
observacién casual probablemente se debe a que fue
tomada en el momento en que se recibian sefiales
para la secreciéon en forma pulsatil (7). Este rasgo
asigna un papel endocrino a la placa basal de la
placenta humana y expresa la evidencia ultra-
estructural de secrecion no demostrada hasta la fecha
en esta regién. Esto ha sido confirmado por la
localizacién de granulos de hormona liberadora de
corticotropina (CRH) en esta zona (12) con técnicas
de inmunocitoquimica. Existe la hipo6tesis (13) de
que esta CRH actua a nivel de la pituitaria fetal
activando la hormona estimulante de la corteza ad-
renal (ACTH), responsable del aumento de los
glucocorticoides fetales que, a su vez, estimu-lan la
produccién de estradiol y progesterona en la pla-
centa.
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