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BARREIRA PLACENTARIA DE Calomys callosus (Rodentia, Cricetidae)

PLACENTAL BARRIER OF Calomys callosus (Rodentia, Cricetidae)
Jean Ezequiel LIMONGI'; Eloisa Amadlia Vieira FERRO?

RESUMO: O presente trabalho objetivou caracterizar ultra-estruturalmente a barreira placentaria de Calomys
callosus. Calomys callosus ¢ um roedor de pequeno tamanho encontrado no cerrado brasileiro, principalmente na
regido do estado de Goias. Utilizou-se amostras de placentas entre 15° e 20° dias de gestacdo. As amostras foram
fixadas em glutaraldeido 2,5 % em tampao fosfato 0,1 M pH 7,2 e processadas para inclusdo em Epon e analise em
microscopia eletronica de transmissdo. A placenta de Calomys callosus é composta pelas regides de
espongiotrofoblasto, células trofoblasticas gigantes e labirinto. No labirinto o sangue materno irriga células trofoblasticas
ao passo que o sangue fetal esta contido em vasos fetais presentes no mesénquima das trabéculas trofoblasticas.
Separando o sangue materno do sangue fetal encontram-se 3 camadas de células trofoblasticas (camadas I, II e I1I),
sendo esta placenta considerada hemotricorial, além do endotélio fetal. Estas camadas constituem a barreira placentaria

e, a medida que progride a gestacdo, tornam-se progressivamente mais delgadas.

UNITERMOS: Barreira placentaria, Calomys callosus, Trofoblasto, Placenta.

INTRODUCAO

A placenta é um 6rgdo transitdrio, formado pela
interacdo de tecidos fetais e maternos, e apresenta como
fungdes gerais: intercambio de nutrientes e gases, e
também atua como um érgao enddcrino responsavel pela
produg@o de hormonios que garantem a continuidade da
prenhez (SOARES et al., 1996). Em roedores, a placenta
¢ constituida pela por¢do materna, a decidua, além de
apresentar 2 regides distintas em sua por¢ao fetal: a zona
juncional e a zona do labirinto. A zona juncional esta
localizada préxima a decidua materna e ambas as regides
possuem fungdes enddcrinas (GIBORI, 1994; SOARES
etal., 1996), sendo irrigadas apenas pelo sangue materno.
A zona do labirinto recebe tanto sangue materno quanto
sangue fetal, constituindo a principal regido de trocas
metabdlicas da placenta (FERRO, 1991). Em roedores,
a barreira placentaria é constituida por camadas
trofoblasticas mais o endotélio fetal.

As camadas trofoblasticas de roedores se
organizam em trés camadas, sendo a placenta classificada
como hemotricorial (ENDERS, 1965). Em ratos e
camundongos estas camadas se organizam da seguinte

maneira: 1) Camada I, onde células individualizadas estdo
em contato com o sangue materno. Parte destas células
sdo gigantes e apresentam fungdes enddcrinas (SOARES
et al., 1996) além da ocorréncia de fenestracdes na
camada (TAKATA et al., 1997); 2) Camada Il ou
intermediaria, onde células sinciciais apresentam fungéo
essencialmente endocitica, contendo vesiculas cobertas
por clatrina (TAKATA et al., 1997); 3) Camada III,
também sincicial e apresenta uma importante funcio
seletiva por servir como barreira as macromoléculas
(ENDERS et al., 1998). Jungbes comunicantes estdo
presentes entre as camadas trofoblasticas II e III
(TAKATA et al., 1997).

A superfamilia Muroidea abriga grande numero
de espécies de roedores que habitam todo o mundo.
Incluidos nestas, estdo as familias Cricetidae, a qual
pertencem os hamsters e o Calomys callosus, e Muridae,
que incluem os ratos e camundongos (FERRO, 1991).

Calomys callosus é um roedor de pequeno
tamanho, encontrado no cerrado brasileiro, principalmente
no estado de Goias (MELLO, 1981). Estes animais
apresentam longevidade e reprodutividade satisfatorias
para o uso experimental (MELLO, 1981), além de
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constituir um excelente modelo bioldgico para o estudo
de varias doengas, tais como a toxoplasmose (FERRO et
al., 1999), doenga de Chagas (RIBEIRO, 1973) e
leishmaniose (MELLO, 1977) dentre outras.

MATERIAL E METODOS

Espécimes:

Calomys callosus foram criados no biotério do
laboratério de Histologia do Departamento de Morfologia
da Universidade Federal de Uberlandia e utilizados ao
atingirem a idade de trés meses. Os animais foram
mantidos no biotério com dieta ad libitum de agua e racdo
granulada complementada com semente de girassol, aveia
e milho e sob ritmo de iluminagéo (claro-escuro) de 12
horas.

Acasalamento:

O acasalamento foi feito em gaiolas contendo 2
fémeas para cada macho. A constatag@o do acasalamento
deu-se através do “plug” vaginal. A presenga do “plug”
vaginal caracteriza o primeiro dia de gestagao.

Coleta de material:

Os animais foram anestesiados por inalagdo com
éter etilico. Apos laparatomia, os cornos uterinos foram
retirados e mantidos em placa de Petri contendo solugéo
fixadora, onde foram dissecadas as placentas e recortadas
em fatias, para a rotina de microscopia eletronica desde
0 15> até o 20~ dia de gestag@o.

Processamento do material
microscopia eletronica de transmissio:

Os cortes de placenta foram mantidos em
solucdo fixadora de glutaraldeido a 2,5%, 0,05 M de
sacarose em tampao fosfato 0,1 M pH 7,4 durante 24 hs.
Uma vez fixados, os fragmentos foram lavados em
tampdo fosfato 0,1 M pH 7.4 e pds-fixados em tetroxido
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de 6smio a 1% em tampao fosfato 0,1 M, durante 1 hora.
Apds lavagens sucessivas em tampdo fosfato, os
fragmentos foram submetidos a uma bateria de
desidratacdo em etanois, de concentragdes crescentes
(50-100%), sendo entdo infiltrados por 6xido-propileno.
Posteriormente, os fragmentos permaneceram durante
doze horas, numa mistura de partes iguais de oxido-
propileno e resina Epon, apos o que, foram mantidos por
1 hora em resina pura a 60 °C. A seguir foram incluidos
em uma nova resina pura e orientados de modo a obter-
se cortes transversais da placenta. Para polimerizagéo
da resina, os blocos permaneceram em estufa a 60 °C
durante 72 horas. Os cortes ultrafinos foram obtidos em
um ultra-micrétomo REICHERT-JUNG. Estes cortes
foram contrastados pelo acetato de uranila a 2%, em agua
destilada, durante 30 minutos e pelo citrato de chumbo
0,5%, em agua destilada, durante 40 minutos. As
observag¢des ultra-estruturais e a documentacao
fotografica foram realizadas em um microscdpio
eletronico ZEISS 109 (Carl Zeiss, Alemanha).

RESULTADOS

A barreira placentaria de Calomys callosus
mostra-se constituida por trés camadas trofoblasticas mais
o endotélio fetal (Figura 1 A). A camada trofoblastica que
estd em contato com o sangue materno ¢ a camada
trofoblastica I. De maneira geral, esta ¢ a mais fina das
camadas. Caracteriza-se por proje¢des filiformes,
mergulhadas em sangue materno, e pelo contato
descontinuo com a camada subjacente, com a qual
estabelece juncdes intimas através de desmossomos
(Figura 1A). Na superficie dessa camada, vesiculas de
pinocitose e numerosas fenestragdes sdo frequentemente
observadas (Figura 1A).
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Figura 1. A. Observar desmossomos (—) entre as camadas de células trofoblasticas. Observar também vesiculas
de macropinocitose (*) na camada I. B. Observar célula gigante (G) da camada I com nucleo
eucromatico e Reticulo endoplasmatico rugoso desenvolvido ( * ). Na camada II notar as inclusdes
lipidicas (L) C. Nesta eletromicrografia pode-se observar as trés camadas trofoblasticas mais o endotélio
fetal. Observar na camada | numerosas projegdes citoplasmaticas (*). Notar também a presenga de
vesiculas de endocitose na camada II (v). A l1amina basal da camada III aparece fundida a ldmina basal
endotelial (=).D: Observar célula da camada I internalizando um elemento sanguineo materno (¥). E:
Observar fenestragdes na camada I (=) e vesiculas de endocitose na camada II (*), além de proje¢des
citoplasmaticas na camada Il ( » ). F: Nesta eletromicrografia observa-se a barreira placentaria delgada.
A superficie da camada I é marcada por vesiculas de macropinocitose (*) e fenestragdes (). Na
camada III é possivel observar projecdes citoplasmaticas ( » ). (e), endotélio fetal. Eletromicrografias:
A:56000 x; B: 31200 x; C: 103000 x; D: 31200 X; E: 56000 X; F: 31200 X.
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A camada intermediaria, ou camada II, € a mais
espessa das trés camadas. Inclusdes lipidicas e
polissomos (Figura 1B) sdo abundantes nesta camada,
bem como vesiculas de endocitose. Ao contrario da
superficie de contato com a camada I, a que se relaciona
com a camada IlI, é bem mais regular (Figura 1C).

A camada trofoblastica Il é espessa e mantém
grande proximidade com a camada Il (Figura 1D).
Proje¢Ses bulbosas na interface com a camada II e
também proximas a lamina basal sdo observadas (Figura
1D). Vesiculas de endocitose ndo sdo observadas nesta
camada. A lamina basal trofoblastica adere intimamente
a lamina basal do endotélio fetal (Figura 1E).

A espessura da barreira placentaria, observada
em uma mesma amostra, € variavel de acordo com a
regido analisada. A camada trofoblastica Il € a que mais
varia, sendo consideravelmente delgada nas regides onde
ndo sdo observadas inclusdes lipidicas.

Do 15° ao 20° dias de gestacdo, a barreira
placentaria diminui gradualmente em espessura, sendo
sensivelmente menor ao final da gestagéo (Figura 1F).

DISCUSSAO

A barreira placentaria de Calomys callosus
organiza-se em trés camadas trofoblasticas, que envolvem
capilares fetais. Esta disposi¢@o trofoblastica também ¢
observada em outros roedores (ENDERS, 1965;
TAKATA et al., 1997), e pode ser classificada como
hemotricorial (ENDERS, 1965). As trés camadas
trofoblasticas, semelhante ao observado em ratos e
camundongos (TAKATA et al., 1997), sio classificadas
como camadas I, II e IlI, partindo do contato com o
sangue materno em dire¢do ao capilar fetal.

A natureza absortiva da camada trofoblastica |
pode ser inferida através das caracteristicas morfoldgicas
apresentadas por esta populacdo celular. Projecdes
citoplasmaticas filiformes sdo banhadas por sangue
materno. Além disso, vesiculas de pinocitose sdo
observadas com relativa freqiiéncia na superficie livre
desta camada celular.

Nossos resultados mostram também a presenca
de numerosas fenestracdes na camada I, reforcando a
sua fragil fungdo como barreira. Assim, provavelmente,
esta camada seja absortiva. Esta caracteristica também
¢ descrita por Takata et al. (1997), na placenta de ratos e
camundongos. A formag&o de fenestragdes no citoplasma
da camada I permite o livre acesso dos constituintes do
sangue materno ao espaco entre as camadas [ e II
(TAKATA et al., 1997). Conseqiientemente, a camada I,
provavelmente, ndo representaria uma barreira na
permeabilidade placentaria.
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Na camada | observa-se algumas vezes células
grandes, com nucleos eucromatinicos. Flagrantes de
fagocitoses de elementos sanguineos maternos feitos por
estas células sdo observados. Takata et al. (1997)
descrevem células semelhantes na placenta de hamsters
e as classificam como células gigantes labirinticas.
Entretanto ndo faz referéncia a presenga de atividade
fagocitaria nestas células. Segundo Ferro (2000) esta
populacdo celular apresenta declinio tardio de atividade
fagocitaria.

A camada trofoblastica intermedidria, ou camada
II, é a mais espessa das trés camadas observadas.
Segundo Metz et al. (1978), a camada trofoblastica Il
serve como barreira primaria no conjunto da barreira
placentaria. Quando marcadores celulares sdo
administrados via compartimento materno da placenta de
ratos, estes rapidamente penetram na camada
trofoblastica I e se difundem para o espago entre as
camadas [ e II, mas ndo passam pela camada II. A
camada | possui fenestragdes que a torna permeavel aos
marcadores, mas a camada Il bloqueia efetivamente estas
substancias (TAKATA et al., 1997).

Outra caracteristica marcante da camada Il ¢ a
presenca de vesiculas de pinocitose na sua face materna,
sendo caracteristica de células que realizam intenso
transporte molecular, provavelmente mediado por
receptores.

Presenca de inclusdes lipidicas no citoplasma da
camada I, representa, provavelmente, reserva energética
na barreira placentaria de Calomys callosus. Em ratos,
estas reservas sdo também observadas (TAKATA et al.,
1997), no entanto, ndo sdo tdo abundantes quanto aqui €
demonstrado.

A camada trofoblastica III ¢ espessa. Na
interface com a camada Il observa-se grande proximidade
de suas membranas, sugerindo a presenga de jungdes
comunicantes entre estas camadas, embora ndo tenhamos
observado tais jun¢des. Estudos de criofratura na placenta
de ratos (METZ et al., 1976a), demonstram a presenca
dessas jungdes comunicantes entre as camadas Il e I11.

Segundo Metz et al. (1976a), juncgdes
comunicantes também sdo observadas em placentas
hemocoriais de outras espécies, quando multiplas camadas
trofoblasticas sdo formadas, a exemplo da placenta
hemodicorial de coelho e na placenta hemotricorial de
roedores (METZ et al., 1976b).

De maneira semelhante ao observado em ratos
(TAKATA et al., 1997), raramente se observam vesiculas
de endocitose na camada IlI, sugerindo baixa atividade
endocitica nesta camada. Provavelmente o transporte
molecular nesta camada seja realizado principalmente por
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jungdes comunicantes do tipo “gap”. Em ratos, o
transporte de glicose entre as camadas Il e III
provavelmente ¢ realizado por jungdes comunicantes,
sendo mediado principalmente pela conexina 26 (TAKATA
etal., 1997).

Outra caracteristica importante da barreira
placentaria de Calomys callosus é a variacdo de
espessura, durante o periodo gestacional. Segundo Ferro
(2000), na placenta a termo de Calomys callosus, a
espessura das camadas trofoblasticas ¢ sensivelmente
menor do que na placenta de 15 dias. Nossos resultados,
durante o periodo gestacional estudado, confirmam esta
descrig¢do. No entanto, vale ressaltar que, em uma mesma
amostra, a espessura das camadas trofoblasticas pode
variar sensivelmente de acordo com a regido analisada.
Porém, apesar de a espessura das camadas ndo ser
uniforme num dado momento da gestacdo, a diminui¢ao
da espessura da barreira placentaria durante a gestagao
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pode ser confirmada quando da analise de diferentes
amostras, em diferentes periodos gestacionais.

CONCLUSOES

e As células trofoblasticas da barreira placentaria de
Calomys callosus organizam-se em trés camadas,
sendo a placenta, portanto, classificada como
hemotricorial.

e A camada trofoblastica I apresenta numerosas
fenestragdes.

e A camada trofoblastica Il apresenta caracteristicas
ultra-estruturais tipicas de células que realizam intenso
transporte molecular.

e A espessura da barreira placentaria ¢ variavel numa
mesma amostra.

e A espessura da barreira placentaria na placenta a termo
(20 dias) é menor do que aos 15 dias de gestagéo.

ABSTRACT: The objective of this work was to characterize the ultrastructure of the placental barrier of

Calomys callosus between the 15th and 20th days of gestation. Calomys callosus is a small rodent found in the
central region of Brazil, mainly distributed in the State of Goias. For this study samples of placenta between 15th and
20th days of gestation were used. The samples were fixed in glutaraldehyde 2.5% and embedded in Epon and were
studied in a Zeiss 109 transmission electron microscope. During the period of analysis it was observed that the
maternal blood surrounds the trophoblast cells, while the fetal blood is contained in fetal veins, formed in the mesenchyme
of the trophoblast trabecula. Separating the maternal blood from the fetal blood there are 3 layers of trophoblast cells
(layers I, IT and I1I) and fetal endothelium. These layers formed the placental barrier and during the gestation progress
they became thinner.

UNITERMS: Placental barrier; Calomys callosus; Trophoblast cells; Placenta.
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